], (12) BANMO TA SANG CHE THUQC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19)  Cong hoa xa hoi chi nghia Viet Nam (VN)  (11)  [{INIUINIMUAR AN
Ccuc sG HOU TRI TUE 1-0021449

(51)7 C12Q 1/68 | (13) B

(21) 1-2018-03041 (22) 04.08.2015

(62) 1-2015-02824

(30) 1-2015-02824 04.08.2015 VN

(45) 26.08.2019 377 (43) 25.09.2018 366

(73) BENH VIEN TRUNG UONG QUAN POI 108 (VN)
S6 1 Tran Hung Dao, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha Noi

(72) Ngo Tat Trung (VN), Tran Thi Thanh Huyén (VN), Phan Qudéc Hoan (VN), Leé
Hiru Song (VN)

(54) QUY TRINH PHAT HIEN POT BIEN GEN EGFR

(57) Sang ché dé cap dén quy trinh phat hién dot bién gen EGFR c6 ma NM_
005228.3 tai vi tri exon 20 tr miu ADN ciia bénh nhan ung thu phdi, trong d6
quy trinh ndy bao gém cdc budc: a) khuéch dai gen bang PCR trén may PCR
dinh lugng; va) phdt hién dot bién theo biéu do khuéch dai clia mau trén mdy
PCR dinh lugng dé x4c dinh mic do dot bién gen EGFR. Béng céch sit dung céc
doan moéi dic hiéu, dau do phan tir va kep peptit, quy trinh theo sang ché& cho
phép phat hién dugc dot bién lién quan dén exon 20 clia gen EGFR véi ngudng
phat hién dat 0,1% nham hé tr¢ trong viéc dua ra phac d6 diéu tri bénh ung thu

Qe

phoi.
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Linh vuc k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé y sinh, cu thé 1a sang ché dé cap dén quy
trinh phat hién dot bién gen EGFR tai cac vi tri exon 18, 19, 20 va 21 ctua gen EGFR
(bank accession number NM 005228.3) trén co s¢ PCR dinh lugng (realtime-PCR).

Tinh trang k§y thuit ciia sing ché

Mot dac diém ndi bat cia ung thu phdi khong té bao nho 1a su gia ting mirc do
biéu hién cua thu thé biéu mo (epithelial growth factor receptor-EGFR), thu thé nay
mang hoat tinh tyrosin kinaza, ma hoat lyc cia enzym nay lai phu thudc nhiéu vao
teong tac gitta EGFR v6i cac phan t ATP tu do trong bao twong. Mot khi EGFR thu
nhan dugc ATP, nd sé& chuyén sang trang thai bi kich hoat va truyén tin hiéu séng sot
t6i nhan bao, hd tro cho qua trinh ting sinh cta té bao ddng thoi ting kha nang di can
ctia té bao ung thu t6i cac mo 1an can.

Hién nay trén thi truong dugce phém dd c6 mot sd duoc chét co kha nang uc ché
EGFR ma da duoc co quan quan ly thuc phdm va duge phidm Hoa ky (FDA) cho phép
st dung dé didu tri ung thu phdi khong té bao nho giai doan mudn 12 Gefitinib va
Erlotinib, va gin day 1a Afatinib. Viéc chi dinh st dung cic duge phdm nay khong chi
phu thudc vao muc do biéu hién cua thu thé EGFR, ma ban than trang thai dot bién
ctia gen EGFR ciing dong vai trd quyét dinh su thanh cong cia cac phac dd didu tri
dich sir dung cac chat we ché tyrosin kinaza. Diéu nay da dugc khang dinh trong ban
dong thuan ctia hoi ung thu 14m sang chau Au (EMSO) va mang lu6i ung thu qubc gia
Hoa Ky (NCCN), theo d6 xét nghi€ém phat hién trang thai dot bién gen EGFR la bat
budc trude khi can nhéc chi dinh TKI cho bénh nhén ung thu phdi khong té bao nho
(Azzoli, Baker et al. 2010, Crino, Weder et al. 2010, D'Addario, Friith et al. 2010,
Keedy, Temin et al. 2011).

Céc cong déng dan cu khac nhau c6 tin sudt xuit hién cac dot bién EGFR khac
nhau: trong khi chi ¢6 10-15% bénh nhan ung thu phdi khong té bao nho la ngudi chau
Au, chau Phi (Caucasian ethnics) mang dot bién EGFR, nhung ty 1¢ nay & ngudi chau
A 1a khoang tir 40 dén 60% (Takano, Fukui et al. 2008, Mole, Wu et al. 2009). Da sb
cac truong hop dot bién gen EGFR xay ra & cac exon 18 (3%), exon 19 (45-53%),
exon 20 (4%) va exon 21 (45%) (Maemondo, Inoue et al. 2010). Cac vi tri dot bién tai
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cac exon khac nhau quyét dinh céc tinh chét sinh hoa khac nhau cuia EGFR, ddng thoi
quyét dinh kha niang dép ung diéu tri khac nhau cta bénh nhan ung thu phdi khong té
biao nho ddi véi chit we ché tyrosin kinaza (TKI): Bénh nhan bi ung thu phdi khong té
bao nho giai doan mudn (I1Ib hodc IV) sé& c6 kha ning dap ng diéu tri t6t voi phac do
diéu tri dich sir dung Gefitinib hodc Erlotinib néu dot bién EGFR xay ra tai exon 19
(46t bién mét doan delE746-A750) hoic dot bién diém L858R dién ra trén exon 21,
thoi gian sdng kéo dai trung binh déi voi nhitng bénh nhan mang cac dot bién nay la
khoang 16,5 thang (Sharma, Bell et al. 2007). Ngugc lai, néu bénh nhan ung thu phdi
khong té bao nho mang d6t bién tai exon 20 (T790M) thi dap tmg rt kém tham chi
khang lai TKI va thoi gian séng kéo dai ctia cac bénh nhén nay chi khoang 7,7 thang

(Maheswaran, Sequist et al. 2008).

Khi tién hanh so sanh higu qua diéu tri giita phac dd hoa tri liéu truyén théng su
dung carboplatin- paclitaxel va phac d6 diéu tri dich st dung Gefitinib hoac Erlotinib
ngudi ta thiy rang thoi gian séng khong bénh (disease free survival) va thoi gian sdng
trung binh ctia bénh ung thu phéi khong té bao nho giai doan IIIb hodc IV dugc diéu
tri bang carboplatin-paclitaxel twong tng 1a 5.4 thang va 23,6 thang, trong khi do ¢
bénh nhan ung thu phéi khong té bao nhé mang d6t bién mit doan exon 19 hodc dot
bién diém exon 21 1a 10,8 va 30,5 thang (Caicun Zhou, 2010, Maemondo, Inoue et al.
2010). Céc nghién ctru ciing cho thay khong co su khac biét dang ké vé hiéu qua diéu
tri cho cac bénh nhan ung thu phéi khong té bao nho sir dung carboplatin-paclitaxel
trong phac db hoa tri liéu v6i cac bénh nhan ung thu phdi khong té bao nhé khong
mang dot bién EGFR theo phéac d6 diéu tri dich sir dung Gefitinib (Takano, Fukui et al.
2008).

Chinh vi su da dang vé dot bién cua gen EGFR va tic dong cta no t6i déap ung
diéu tri bénh nhan ung thu phdi khong té bao nho voi duoc pham trc ché EGER tyrosin
kinaza ma cac van ban déng thuan mai nhat vé thuc hanh lam sang huéng dan diéu tri
bénh nhan ung thu phdi khéng té bao nho do Hiép héi ung thu l4m sang My
(American society of clinical oncology) va Hiép hdi ung thu 1am sang chiu Au
(European society for clinical oncology) (Azzoli, Baker et al. 2010, Crino, Weder et al.
2010, D'Addario, Fruh et al. 2010, Keedy, Temin et al. 2011) da khuyén cao chi dinh
xét nghiém trang thai dot bién cta cac exon 18, 19, 20 va 21 cia gen EGFR trudc khi

dua ra quyét dinh lya chon liéu phap diéu tri hudéng dich sir dung chét e ché EGFR
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tyrosin kinaza hay hoa tri liéu (chemotherapy) c6 st dung carboplatin-paclitaxel.

Dot bién bénh sinh ung thu vi du nhu dot bién gen EGFR, KRAS, PIK3CA
(trong ung thu phdi, ung thu dai truc trang) hodc FLT3, NPM1, v.v. trong ung thu mau
chi xay ra & té bao 4c tinh, n6 khong ton tai & té bao khée manh. Trong khi d6 cac
phwong phap 14y mAu bénh phdm khong thé dam bao toan bd bénh phdm 1a cac té bao
4c tinh. Hon nita khong phai tit ca t& bao 4c tinh déu mang dot bién. Chinh vi thé
phuong phép phat hién dot bién phai di nhay dé dam bao phat hién dwoc dot bién ngay
ca khi ﬁé xut hién & mic thap trong mau bénh phém, tham chi ¢6 trong ngay trong

mau ngoai vi.

Tuy nhién, hién c4c hiép hoi ung thu quéc té nhu Hoi ung thu 14m sang chau Au
(European society for Medical Oncology), Hoi ung thu Hoa Ky (American Society of
Clinical Oncology) va ban than cic co quan bao hiém ciing nhu B6 Y té Viét Nam
chua quy dinh phuong phap chuin d phat hién cac dot bién bénh sinh ung thu. Chinh
vi thé nhiéu phong thi nghiém trén thé gi¢i dua ra cac phuong phap phat hién dot bién
cling nhu céc quy trinh thu gom bénh pham khéac nhau. Ching c6 do nhay k¥ thuat va

gia thanh khac nhau.

Phuong phap gidi trinh tu gen truc tiép (Sanger sequencing) 1a phuong phép ré
tién nhét, d& trién khai nhat, nhung do nhay k§ thudt thip nhét (chi c6 thé phét hién dot
bién khi lugng t& bao dot bién trén 20% tdng s6 té bao. Thong thudong dé dam bao b
dia lugng té bao 4c tinh, cac phong thi nghiém trién khai giai trinh tu gen can sy tro
gitip tr cdc nha giai phau bénh khoanh ving khu vuc bénh phdm c6 té bao é4c tinh
truge khi tién hanh tach ADN cho muc dich phat hién dot bién. Mic du la phuong
phép c6 do nhay k¥ thuat rat thap, c6 do 4m tinh gia cao, nhung do thiét bi va hoa cht
dit tién nén gia thanh xét nghiém phat hién dot bién EGFR bang phuong phéap nay

cling khong ré, khoang 5 triéu/bénh nhan/lan xét nghiém.

Nhom phuong phap realtime PCR dua trén dau do phén tir tagman probe. Trong
truong hop ddu Tagman dugc thiét ké tich hop cdng nghé ARMS (amplification
refractory mutation system) thi d§ nhay k§ thuét kha cao (c6 thé phat hién duoc dot
bién khi té bao ac tinh mang dot bién & muc trén 1%), vi thé khong can cac nha giai
phéu bénh, khoanh vung cac khu vuc ¢é té bao 4c tinh va tham chi c6 thé ap dung phat

hién dot bién EGFR tir ADN luwu hanh tu do trong méau ngoai vi (thay vi phai sinh thiét

-4-



21449

khoi u, [am mo bénh hoc).

Tuy nhién, do tinh chit dot bién gen EGFR rét da dang - ¢6 khoang trén 50 bién
thé dot bién gen EGFR d3 dugc mo ta, do d6 néu don thuan ap dung nhom cac phuong
phép realtime PCR dua trén dau do phan tir tagman probe hodc PCR véi cac cip moi
dic hiéu alen, thi can nhiéu du do phan tr hodc cép mdi (co6 thé trén 50 dau do phéan
tir) va trén 100 ciip mdi dac hiéu alen, khi d6 chi phi xét nghiém sé rat 1n.

Do d6, can c¢6 mot phuong phap c6 kha nang phat hién duoc dot bién sinh bénh
trén gen EGFR du nhay v6i luong cac dau do giam, dé co thé giam duoc sd luong céc

lan xét nghiém, nhung van ddm bao muc do sang loc dot bién sinh bénh.

Bin chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a khic phuc cic nhuoc diém néu trén, cac tac gia sang
ché da phat hién ra réng, madc du c6 mdt sy da dang trong dot bién trén gen EGFR,
nhung chi can phat hién dugc mot trong cac exon 18, 19, 20 hoac 21 ¢6 mang dot bién
hay khong 1a da dé danh gia bénh ung thu phoi. Theo d6, sang ché dé xuét quy trinh
phét hién dot bién gen EGFR ma NM 005228.3 tai cac vi tri exon dugc chon tir nhdm
bao g@)m 18, 19, 20 va 21 tir cac mau ADN téng sb duoc tach tir bénh phém cua bénh
nhan ung thu phdi, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:

a) Khuéch dai gen EGFR bang PCR trén may PCR dinh lugng; va

b) Phét hién dot bién theo biéu dd khuéch dai ctia mau trén may PCR dinh luong
dé xac dinh murc do dot bién gen EGFR.

Quy trinh theo sang ché sir dung k¥ thuét realtime PCR vé6i cac mdi dic hidu cho
céc vi tri exon 18, exon 19, exon 20 hodc exon 21 va cac doan kep phén tir dang axit
nucleic peptit ¢ kha nang trc ché su khuéch dai cac doan ADN gen thé dai, nhung lai
tao diéu kién cho viéc nhan lén cac phan tt ADN gen EGFR thé dot bién dé tdng

cuong muc d6 phat hién dot bién.

M5 ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1: M6 ta co s& ly thuyét ctia phuong phap PCR kep nucleic peptit.

Hinh 2: La pho ghi tin hiéu huynh quang phat hién dot bién E746-A750del & cac
ty 18 biét trude.

Hinh 3: La phd ghi tin hiéu huynh quang phat hién dot bién 21 L858R & cac ty 1é
da biét,
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MBO ta chi tiét sang ché

Thuat ngit axit nucleic peptit (Peptide nucleic acid - PNA) la mdt dang polyme
nhan tao dong ding vai cac chudi axit deoxyribonucleic (ADN) hodc axit ribonucleic
(RNA), cAu trac dang déng déng nay dugc tao ra boi Peter E. Nielsen (Truong dai hoc
Copenhagen) (Nielsen, Egholm et al. 1991).

ADN tdng s6 tir mau bénh phdm ding trong quy trinh theo sang ché c6 thé thu
duoc bing cac phuong phap tach chiét ADN tong sb da biét trong linh vuc k§ thuét
nay, vi du, st dung phenol/cloroform hodc kit tich ADN téng s6 cho bénh phém mo
twoi hodc str dung xylen, hodc cac kit ding riéng cho mau bénh pham vii trong khi
nén.

Theo d6, theo khia canh thtr nhit, sang ché dé cap dén quy trinh phat hién dot
bién gen EGFR c¢6 ma NM 0052283 tai vi tri exon 18 tir mdu ADN ciia bénh nhén ung
thu phdi, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) Khuéch dai gen bang PCR trén may PCR dinh lugng v6i thanh phin phan tng
bao gdm: 5 ul ADN tdng s6, 10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCl, 0,1% Triton x-10,
200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 uM mdi, tir 1,5 dén 5 pM/pl peptit kep
phan t&r va nude vira da thé tich 25 ul, phan tng PCR duoc tién hanh voi chu trinh
nhiét: 50°C trong 15 phut; 95°C trong 15 phut; (95°C trong 15 gidy; 60 - 65°C trong 1
phut c6 ghi phd huynh quang) X 50-55 chu ky;
trong d6 khéc biét & chd:

- Mdi xubi 1a trinh tu bat ky dugc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.1, SEQ
ID NO.2 va SEQ ID NO.3;

- Mdi nguoc 14 trinh tu bt ky duge chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.4, SEQ
ID NO.5 va SEQ ID NO.6;

- Kep peptit phan tir 13 trinh tw bat ky duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID
NO.51, SEQ ID NO.52, SEQ ID NO.53 va SEQ ID NO.54;

- Pau do phén tir 14 trinh tu bat ky duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.25,
SEQ ID NO.26, SEQ ID NO.27, SEQ ID NO.28 va SEQ ID NO.29; va

b) Phat hién d6t bién theo biéu dd khuéch dai ctia mau trén may PCR dinh luong
dé xac dinh muc do dot bién gen EGFR.

Quy trinh theo sang ché dung dé phat hién cac dot bién gen EGFR c¢6 ma trén

ngdn hang gen v6i mé (bank accession number NM 005228.3) tai vi tri exon 18
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(G719C, G719S, G719A, V689M, N700D, E709K/Q, S720P) nhu da dugc mo ta boi
Sreenath V. Sharma va cong su (Sharma, Bell et al. 2007).

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén quy trinh phat hién dot bién gen
EGFR ¢6 ma NM 005228.3 tai vi tri exon 19 tir mau ADN cta bénh nhan ung thu
phdi, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) Khuéch dai gen bang PCR trén may PCR dinh luong vé6i thanh phan phan tng
bao gdm: 5 ul ADN tdng s, 10mM tris-HCI, pH=8.8, 50mM KClI, 0,1% Triton x-10,
200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 uM mdi, tir 1,5 dén 5 pM/ul peptit kep
phan tir va nudc vira da thé tich 25 pl, phan tmg PCR duoc tién hanh véi chu trinh
nhiét: 50°C trong 15 phut; 95°C trong 15 phut; (95°C trong 15 gidy; 60 - 65°C trong 1
phut ¢6 ghi phd huynh quang) X 50-55 chu ky;
trong d6 khac biét & chd:

- Mdi xudi 14 trinh tu bt ky dugc chon tr nhom bao g61n: SEQ ID NO.7, SEQ
ID NO.8 va SEQ ID NO.9;

- Mbi nguoc 1a trinh ty bat ky dugc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.10,
SEQ ID NO.11 va SEQ ID NO.12;

- Kep peptit phan ti 1a trinh tu bat ky duoc chon tir nhom bao gdm SEQ ID
NO.55, SEQ ID NO.56 va SEQ ID NO.57;

- Pau do phan t 1a trinh tu bét ky dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO.31,
SEQ ID NO.32, SEQ ID NO.33, SEQ ID NO.34, SEQ ID NO.35, SEQ ID NO.36,
SEQ ID NO.37, SEQ ID NO.38, SEQ ID NO.39, SEQ ID NO.40, SEQ ID NO.41 va
SEQID NO. 42; va

b) Phat hién dot bién theo biéu dd khuéch dai cia mau trén may PCR dinh lugng
dé x4c dinh muc do dot bién gen EGFR.

Quy trinh theo sang ché ding dé phat hién cac dot bién gen EGFR ¢6 ma trén
ngan hang gen v&i mad (bank accession number NM 005228.3) tai vi tri exon 19
(AE746-A750, AE746-T751, AE746-A750 (ins RP), AE746-T751 (ins A/l), AE746-
T751, (ins VA), AE746-S752 (ins A/V), AL747-E749 (A750P), AL747-A750 (ins P),
AL747-T751, AL747-T751 (ins P/S), AL747-S752, AL747-752 (E746V), AL747-752,
(P753S), AL747- S752 (ins Q), AL747-P753, AL747-P753 (ins S), AS752-1759) nhu
da dugc mo ta boi Sreenath V. Sharma va cdng su (Sharma, Bell et al. 2007).

Theo khia canh thir ba, sing ché dé cap dén quy trinh phat hién dot bién gen
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EGFR c6 ma NM 005228.3 tai vi tri exon 20 tir mau ADN cua bénh nhén ung thu
phdi, trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc:

a) Khuéch dai gen bang PCR trén may PCR dinh luong véi thanh phin phan tng
bao gdm: 5 ul ADN tbng s6, 10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCI, 0,1% Triton x-10.
200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 pM modi, tir 1,5 dén 5 pM/ul peptit kep
phan tr va nuée vira du thé tich 25 pl, phan tmg PCR duoc tién hanh véi chu trinh
nhiét: 50°C trong 15 phut; 95°C trong 15 phut; (95°C trong 15 giay; 60 - 65°C trong 1
phut c6 ghi phd huynh quang) X 50-55 chu ky;
trong d6 khac biét & chd:

- Mbi xubi 1a trinh tu bit ky dugc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.13, SEQ
ID NO.14 va SEQ ID NO.15;

- Mdi nguoc 1a trinh tw bit ky duogc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.16,
SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.18;

- Kep peptit phan tir 13 trinh twy bat ky duoc chon tir nhom bao gébm SEQ ID
NO.58, SEQ ID NO.59 va SEQ ID NO.60;

- Pau do phan tir 12 trinh tw bt ky dwoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.44
va SEQ ID NO.45; va

b) Phét hién dot bién theo biéu d6 khuéch dai ctia mau trén may PCR dinh luong
dé xac dinh muc do dot bién gen EGFR.

Quy trinh theo sang ché dung dé phat hién cac dot bién gen EGFR ¢6 ma trén
ngadn hang gen véi ma (bank accession number NM 005228.3) tai vi tri exon 20
(T790M (50%), D770_N771 (ins NPG), D770 N771 (ins SVQ), D770 N771 (ins G),
N771T, V769L, S7681, V765A, T783A) nhu da dugc mo ta bdi Sreenath V. Sharma
va cOng su (Sharma, Bell et al. 2007).

Theo khia canh thu tu, sang ché dé cap dén quy trinh phét hién dot bién gen
EGFR ¢6 ma NM 005228.3 tai vi tri exon 21 tir mau ADN cta bénh nhéan ung thu
phdi, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) Khuéch dai gen bang PCR trén may PCR dinh lwong véi thanh phan phan tng
bao gém: 5 pl ADN téng sb, 10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCl, 0,1% Triton x-10,
200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 pM mdi, tir 1,5 dén 5 pM/ul peptit kep
phan tir va nuéc vira di thé tich 25 ul, phan img PCR duoc tién hanh véi chu trinh

nhiét: 50°C trong 15 phut; 95°C trong 15 phut; (95°C trong 15 gidy; 60 - 65°C trong 1
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phiit ¢6 ghi phd huynh quang) X 50-55 chu ky;

trong do khac biét & ch_S:

- Mbi xubi 14 trinh tu bét ky dugc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.19, SEQ
ID NO.20 va SEQ ID NO.21;

- Mdi nguoc 14 trinh tr bit ky duge chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.22,
SEQ ID NO.23 va SEQ ID NO.24;

- Kep peptit phéan tit 14 trinh tw bat ky duge chon tir nhom bao gdm SEQ ID
NO.61, SEQ ID NO.62 va SEQ ID NO.63;

- Pau do phan tir 14 trinh tu bt ky duge chon tir nhém bao g6m SEQ ID NO.47,
SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.49 va SEQ ID NO.50; va

b) Phat hién dot bién theo biéu dd khuéch dai ctia miu trén may PCR dinh lugng
dé xac dinh muc d6 dot bién gen EGFR.

Quy trinh theo sang ché dung dé phat hién cac dot bién gen EGFR ¢6 ma trén
ngan hang gen v6i ma (bank accession number NM 005228.3) tai vi tri exon 21:
(L858R (4(M5%), N826S, A839T, K846R, L861Q, G863D nhu di dugc md ta boi
Sreenath V. Sharma va cdng su (Sharma, Bell et al. 2007).

Co s6 1y thuyét cia sang ché nay dugc trinh bay trong hinh 1: Céac tac gia sir
dung céc cip mdi khac nhau (bang 1) khuéch dai ddc hiéu 60-500 nucleotit xung
quanh khu vuc nghi ngo c6 dot bién thudc exon 18, 19, 20 hodc 21 cua gen EGFR cé
ma NM_005228.3 trong ngén hang gen.

Phan tng PCR hodc realtime PCR ¢6 st dung cic cip mdi nay s& ddng thoi tao
ra cac amplicon thé dai hodc amplicon (don vi si€u sao chép) thé dot bién dédc trung
cho céc exon 18, 19, 20 hoac 21.

Dé phat hién cac amplicon cac tac gia co thé str dung sybrgreen hodc ethidium
bromit, hodc cac diu do phan tir (Tagman probe).

Mbt s cac dau do phan tir c6 thé dugc dung dé phat hién thé dot bién hoac thé
dai cua cac amplicon dac hiéu cho exon 18, 19,20, 21 duogc liét ké & bang 2.

Tuy nhién, néu st dung cac chit nhuém khong dac hiéu cho trinh tw ADN nhu
sybrgreen hodc ethidium bromit, cyto-9, v.v. s&€ khong phin biét duoc su khac biét
gifta tin hiéu amplicon thé dai véi amplicon thé dot bién.

Do d6, theo sang ché cac tac gia sung cac chudi axit nucleic peptit (PNA) c6 kich

thudc tr 16-25 mer (bang 3) bat cdp dac hi€u véi trinh tu thé dai gen EGFR mi
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NM_005228.3. C4c PNA s& bt cip bd sung véi khu vue ¢6 dot bién trén céc exon 18,
19, 20, 21. Dic biét cac PNA con canh tranh vi tri bit cap v6i cac ddu do phan tir dic
hi€u cho tung thé dot bién.

Do céc chudi PNA mét mit co tinh chét bat cap rét dac hi€u véi cac trinh tu axit
nucleic bd sung hinh thanh céc lai ghép PNA/ADN bén viing véi nhiét do tan chay cao
hon rat nhiéu nhiét do tan chay cua lai ghép ADN/ADN hodac ADN/ARN (khoang
15°C/chudi c6 @6 dai 6 nucleotit), mat khac néu co su khac biét vé trinh tu gitta chudi
PNA va phan tit ADN (chuyén ADN dot bién), tinh 6n dinh cua lai ghép PNA/ADN
suy giam rit manh 1am giam nhiét do tan chay cta c4c lai ghép nay. Piéu nay co nghia
khi str dung PNA trong céc phan tmg PCR, chiing bit cip dic hiéu véi cac trinh tu
ADN trinh tu thé dai, kep chit cac doan ADN thé dai va ngdn ngtra su hinh thanh lién
két phosphodieste kéo dai tir cac chudi mdi (primer elongation), hay ndi cach khac,
phan ting khuéch dai cac phén tir ADN thé dai mang trinh tu bat cap bd sung véi cac
chudi PNA (béng 3) s& bi trc ché, chi cac doan gen ¢6 trinh tu khac biét v&i chudi PNA
(tirc trinh tu d6t bién) moi duoc nhan lén. Trong truong hop st dung sybrgreen,
tagman probe, ethidium bromit, cyto-9 dé phat hién su c¢6 mat cia amplicon thi tin
hig¢u huynh quang s& trong quan v6i ham lugng amplicon dot biét duoc khuéch dai.

Theo mot phuong an ciia sang ché, lwong peptit kep phan tr dung trong PCR
dinh lwong ndm trong khoang tir 2,5pmol/ul dén 25 pmol/ul va ngudng phat hién dbi
v6i ting dot bién EGFR ma NM 005228.3 tai c4c vi tri exon 18, 19, 20, 21 14 0,1%.

Bang 1: Danh sich céc trinh ty mdi dé khuéch dai khu vuc 6 nghi ngd d6t bién gen

EGFR ma NM 005228.3 tai cac vi tri exon 18, 19, 20 va 21

S trinh tu Ky hiéu Trinh tu
SEQ ID NO.1 Tr-Ex18-F1 tccaaatgagctggcaagtg
SEQ ID NO.2 Tr-Ex18-F2 tccttccaaatgagetggceaagtg

SEQ ID NO.3 Tr-Ex18-F3 ttccaaatgagetggceaagtgeegt
SEQ ID NO 4 Tr-Ex18-R1 tcccaaacactcagtgaaacaaa
SEQ ID NO.5 Tr-Ex18-R2 Ccaaacactcagtgaaacaaagag
SEQ ID NO.6 Tr-Ex18-R3 gtttcccaaacactcagtgaaacaa;
SEQ ID NO.7 Tr-Del 19-F1 | gtgcatcgetggtaacatce

SEQ ID NO.8 Tr-Del 19-F2 | gggtgcatcgetggtaa

SEQ ID NO.9 Tr-Del 19-F3 atcgctggtaacatccacc
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SEQ ID NO.10 | Tr-Del 19-R1 | tgaggttcagagccatggac
SEQ ID NO.11 Tr-Del 19-R2 | ggttcagagccatggacce
SEQID NO.12 | Tr-Del 19-R3 | gcctgaggttcagagccatgg
SEQ ID NO.13 | Tr-E20-F1 gcattcatgcgtcttcacctg
SEQID NO.14 | Tr-E20-F2 atcgcattcatgcgtcttcac
SEQ ID NO.15 | Tr-E20-F3 gegtcttcacctggaaggggt
SEQID NO.16 | Tr-E20-R1 atagtccaggaggcagccgaag
SEQ ID NO.17 | Tr-E20-R2 caggaggcagccgaagggca
SEQ ID NO.18 | Tr-E20-R3 tgtgttcccggacatagtccagga
SEQID NO.19 | Tr-E21-F1 gcatgaactacttggaggac
SEQID NO.20 | Tr-E21-F2 agggcatgaactacttggag
SEQID NO.21 | Tr-E21-F3 ctacttggaggaccgtcgcet
SEQID NO.22 | Tr-E21-R1 acctaaagccacctccttac
SEQID NO.23 | Tr-E21-R2 ctaaagccacctccttactttg
SEQID NO.24 | Tr-E21-R3 caggaaaatgctggctgacctaaag

Béang 2: Danh séach céc trinh tu dau do phan tir dac hiéu cho thé dai va thé dot bién gen

EGFR

S6 trinh tur Ky hiéu Trinh tu
SEQ ID NO.25 | Tr-Ex18total-probe ccaagctctcttgaggatcttg
SEQ ID NO.26 | Tr-E18-G719C-probel accggagc|[A]cagcactt
SEQ IDNO.27 | Tr-E18-G719C-probe2 aaccggagc|A]cagcacttg
SEQ ID NO.28 | Tr-E18-G719S-probel Accggagc|T]cagcactt
SEQ ID NO.29 | Tr-E18-G719S-probe2 aaccggagc| Tcagcacttg _
SEQ ID NO.30 | Tr-Ex19total-probe ttaa[ C]t[T][T][C]t[C]a[C]ct
SEQ ID NO.31 | Tr-E746-A750del-1-probel ctatcaa[A]a[C]atctccgaaage
SEQ ID NO.32 | Tr-E746-A750del-1-probe2 cgtcgetatcaaaacatctccgaaagecaa
SEQ ID NO.33 | Tr-E746-A750del-2-probel cgctatcaal Glacatctceg
SEQ ID NO.34 | Tr-E746-A750del-2-probe2 ccgtegetatcaagacatctcegaaage
SEQ ID NO.35 | Tr-L747-A750del T751S-probel | ctat[Claag[G]Jaa[T][c]atctcc
SEQ ID NO.36 | Tr-L747-A750del T751S-probe2 | tcgctatcaaggaatcatctccgaaage
SEQ ID NO.37 | Tr-L747-S752del P753S-probel | ctatcaaggaat[C]gaaagcca
SEQID NO.38 | Tr-L747-S752del P753S-probe2 | cgtcgetatcaaggaatcgaaagecaac
SEQ ID NO.39 | Tr-L747-E749del A75 OP-probel | atcaaggaalC]Jcaacatctce
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SEQ ID NO.40 | Tr-L747-E749del A750P-probe2 | tcgctatcaaggaaccaacatctccgaaage
SEQID NO.41 | Tr-L747-S752del E746V-probel | tatcaaggtt[C]cgaaagcca

SEQID NO.42 | Tr-L747-S752del E746V-probe2 | tcgctatcaaggtticcgaaagccaacaaggaaate
SEQ ID NO.43 | Tr-exon20-total probe tgctgggcatetgectecacct

SEQ ID NO.44 | TR-T790M-probe 1 ctcatca[ T|gcagctcatg

SEQ ID NO.45 | TR-T790M-probe 2 tgcagctcatcatgecagctcatgecctt
SEQ IDNO.46 | Tr-Ex21total-probe cca[G]gaalC]gta[C]tg

SEQ ID NO.47 | TR _E21-L.858Rp-Probel tttggcc[Clgeccaa

SEQ ID NO.48 | TR _E21 -L858Rp-Probe2 tttggec[Clgeccaaaat

SEQ ID NO.49 | TR-E21 L1861 Qp-Probel acccage[T]gttt[G]

SEQ ID NO.50 | TR-E21 L1861 Qp-Probe2 cgcacccage| T]gttt[G]

Céc vi tri trong ngodc [] 1a cac axit nucleic khoa.

Bang 3: Danh sach céc trinh tu axit nucleic peptit (PNA) dugc dung lam kep phan ti
trc ché su khuéch dai doan gen EGFR thé dai

S trinh tu Ky hiéu Trinh tu
SEQ ID NO.51 | TR-PNA-E18-1 gagcccagcacttt
SEQ ID NO.52 | TR-PNA-E18-2 ggagcccageactttg
SEQIDNO.53 TR-PNA-E18-3 ggagcccagcactttga
SEQ IDNO.54 TR-PNA-E18-4 ccggageccageactttga
SEQ ID NO.55 | TR-PNA-E19-1 agatgttgcttctcttaa
SEQ ID NO.56 | TR-PNA-E19-2 gagatgttgcttctctt
SEQ ID NO.57 | TR-PNA-E19-3 gatgttgcttctcttaat
SEQ ID NO.58 | TR-PNA-E20-1 ctcatcacgcagctca
SEQ ID NO.59 | TR-PNA-E20-2 tcatcacgcagctcat
SEQ ID NO.60 | TR-PNA-E20-3 gcteatcacgeagcete
SEQ ID NO.61 TR-PNA-E21-1 cagcagtttggccagecc
SEQ ID NO.62 | TR-PNA-E21-2 agcagtttggccagcecca
SEQ ID NO.63 | TR-PNA-E21-3 ccagcagtttggccagece

Dinh luong ty 1€ dot bién trong mau bénh phém: bé kiém ching su on dinh cua

cac vat tu xét nghiém trong mdi phan tng chan dodn, tac gia sang ché da thiét ké mau

chuin duong (calibrator), chira 1-50% ADN dot bién khi tién hanh xét nghiém ta thuc

hién phan tng realtime PCR trén mau ching 4m (mau biét trudc khong co dot bién
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gen BGFR), mau ndi chuén (calibrator - biét trudc ty 1& dot bién gen EGFR) va mau
bénh pham can phat hién dot bién gen EGFR va khi d6 c6 thé tinh duoc ty 1& dot bién

trong mau bénh pham.

'Viduthutlﬁénséngché

Vi du I: Phdt hién djt bién EGFR tai exon 18 trén cdc méu chuin di biét ty lé dot
bién (50-1%)

a. Xtt Iy méu bénh phim

- Bénh pham dang khéi nén (paraffin block) duoc gian trong 6ng eppendorf 1,5ml
chira 800 pl xylen, lic déu 15 phut nhim hoa tan khéi parafin.

- Pellet mAu bang cach ly tim toc do ti da (16 000 x g) trong 3 phat. Hat bo dich
ndi xylen.

- Lap lai cac bude 1 va 2 cho dén khi toan bo khdi parafin dugc hoan tan (thong
thudng qué trinh nay cén it nhit 3 1an ldp lai, hodc c6 thé u xylen qua dém cho dén khi
khéi mé mém nhu md tuoi).

- B6 sung 800 pl etanol 100% (v/v), lic déu sau d6 ly tam tiép 3 phut & 14.000
vong/phut. Loai bé dich ndi.

- B4 sung 800 pl etanol 70%, lic k§ va tiép tuc ly tdm 3 phut & 14.000
vong/phiit. Loai bo dich nbi.

- B6 sung 800 ul etanol 50% lic k§ va ly tim 5 phut & 14.000 vong/phut. Loai bo
dich noi.

b. Tach ADN tdng s6 tir mau bénh phim

- B6 sung 300 pl NaOH 200 mM + SDS 2% , u 95°C trong 10 phut, trung hoa
bang 200 pl Tris-HCl 1M pH 4,2-4,6 sau d6 bé sung 10 p1 Protein K 1 56°C trong 30
phiit, b sung 400 11 dung dich phenol: cloroform: isoamylalchole (25:24:1).

- Ly tdm tdc dd t6i da trong 20 phut, thu dich ndi.

-Bésung70%ﬂhéﬁd1mopﬂmanm,déukiénh@tdéphéng15phut

- Ly tam t6c do tbi da trong 20 phut, thu két tia.

- B6 sung 800 pl cdn 70% rira 2 1an (ly tAm tdc do tdi da), loai bé dich nbi

- Hoa tan luong ADN trong 100 pl 50mM Tris HC1-EDTA pHS8 va dung lam
khuén cho phén g realtime PCR phat hién dot bién gen EGFR.

c. Phat hién dot bién tai vi tri exon 18 cla gen EGFR
Dot bién tai vi tri Exon 18 duoc phét hién bang phan Gng realtime PCR bang
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cach su dung cap mdi Tr-Ex18-F1 va Tr-Ex18-R2 véi su c6 mat cua chudi PNA dic
hi¢u exon 18 1a Tr-E18-Ex18G719C-1 cung vai sy ¢d mét cua dau do phén tr ddc hidu
cho thé dot bién Tr-Ex18total-probe. Khi d6 két qua dinh luong cac mau chudn véi
néng d6 biét trude dot bién EGFR exonl8 duoc thé hién trén hinh 2.

Vi du 2: Phdt hién dpt bien EGFR tai exon 19 trén cdc méu chudn da biét ty 1¢ dpt
bién (50-1%)

a. X ly mau bénh pham

- Bénh phdm dang khdi nén (paraffin block) dugc gian trong éng eppendorf 1,5ml
chira 800 pl xylen, ldc déu 15 phit nhim hoa tan khéi parafin.

- Pellet mAu bing cach ly tim tdc do téi da (16 000 x g) trong 3 phiat. Hut bo dich
ndi xylen.

- Liap lai cac bude 1 va 2 cho dén khi toan bd khédi parafin dugc hoan tan (thong
thudng qué trinh ndy can it nhat 3 1an lap lai, hodc c6 thé u xylen qua dém cho dén khi
khéi md mém nhu mb tuoi).

- B sung 800 pl etanol 100% (v/v), lic déu sau d6 ly tAm tiép 3 phut & 14.000
vong/phiit. Loai bé dich noi.

- B sung 800 ul etanol 70%, lic k§ va tiép tuc ly tdm 3 phat & 14.000
vong/phit. Loai bé dich ndi.

- B sung 800 ul etanol 50% lic k§ va ly tam 5 phit & 14.000 vong/phut. Loai bo
dich noi.

b. Tach ADN t6ng s6 tir mau bénh phdm

- B6 sung 300 pl NaOH 200 mM + SDS 2% , ¢ 95°C trong 10 phuat, trung hoa
bang 200 pl Tris-HCI 1M pH 4,2-4,6 sau d6 bd sung 10 1 Protein K & 56°C trong 30
phut, bd sung 400 1 dung dich phenol: cloroform: 1soamylalchole (25:24:1).

- Ly tam tdc d tdi da trong 20 phut, thu dich ndi.

- B6 sung 70% thé tich isopropanol, dé tia ¢ nhiét do phong 15 phut.

- Ly tam t6c d6 téi da trong 20 phut, thu két taa.

- B6 sung 800 pul cdn 70% rira 2 1an (ly tam tdc do tdi da), loai bo dich ndi

- Hoa tan lugng ADN trong 100 pl 50mM Tris HC1-EDTA pH8 va dung lam
khudn cho phén ting realtime PCR phat hién dot bién gen EGFR.

c. Phat hién d6t bién tai vi tri exon 19 E746-A750del cta gen EGFR
Dot bién tai vi tri exon 19 E746-A750del duoc phat hién bang phan tng realtime
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PCR bing cach sir dung cip mdi TR-Del19-F1 va TR-Del19-R2 véi su ¢6 mit cia mot
trong cac chudi PNA dic hiéu exon 19 1a TR-PNA-E19-1 cung vai su ¢ mat cua dau
dod phan tir ddc hidu cho thé dot bién E746-A750del. Khi d6 két qua dinh luong cac
mau chuin véi néng do biét trude dot bién EGFR exonl9 E746- A750del duoc thé
hién trén hinh 3.

Vi du 3: Phdt hi¢n dpt bién EGFR tai exon 20 trén cdc méu chudn da biét 1y 1¢ dot
bién (50-1%)

a. Xt ly mau bénh phdm

- Bénh pham dang khdi nén (paraffin block) duoc gian trong éng eppendorf 1,5ml
chira 800 pl xylen, lic déu 15 phut nhim hoa tan khdi parafin.

- Pellet mAu bang cach ly tim téc do t6i da (16 000 x g) trong 3 phat. Hat bo dich
ndi xylen.

- Lap lai cac bude 1 va 2 cho dén khi toan bo khéi parafin dugc hoan tan (thong
thudng qua trinh nay can it nhit 3 1dn lap lai, hodc c6 thé u xylen qua dém cho dén khi
khéi m6 mém nhu mé tuoi).

- B6 sung 800 ul etanol 100% (v/v), lic déu sau d6 ly tam tiép 3 phut & 14.000
vong/phiit. Loai bé dich ndi.

- B4 sung 800 pl etanol 70%, lic k§ va tiép tuc ly tdm 3 phat & 14.000
vong/phut. Loai bé dich noi.

- B sung 800 ul etanol 50% lic k¥ va ly tam 5 phut & 14.000 vong/phit. Loai bo
dich nbi.

b. Tach ADN tdng s6 tir miu bénh phim

- B6 sung 300 pl NaOH 200 mM + SDS 2% ,  95°C trong 10 phut, trung hoa
bang 200 pl Tris-HCI 1M pH 4,2-4,6 sau d6 bd sung 10 pl Protein K 4 56°C trong 30
phit, bd sung 400 p1 dung dich phenol: cloroform: isoamylalchole (25:24:1).

- Ly tam t6¢ d6 t6i da trong 20 phut, thu dich ndi.

- B6 sung 70% thé tich isopropanol, dé tia ¢ nhiét do phong 15 phut.

- Ly tam t6¢ 6 t5i da trong 20 phut, thu két taa.

- B6 sung 800 pl con 70% rira 2 lan (ly tam toc do t6i da), loai bo dich ndi

- Hoa tan lugng ADN trong 100 ul 50mM Tris HC1-EDTA pH8 va dung lam
khudn cho phan tng realtime PCR phat hién dot bién gen EGFR.

c. Phat hién dot bién tai vi tri exon 20 cta gen EGFR
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Dot bién tai vi tri exon 20 duoc phat hién bing phan Ung realtime PCR dung cép
mdi Tr-E20-F1 va Tr-E20-R1 két hop véi chudi PNA dac hiéu exon 20 nhu Tr-
exon20-total probe cung véi su ¢c6 mét cla dau do phan tr dic hiéu cho thé dot bién
cta exon 20 1a TR-PNA-E20-1. Khi d6 két qua dinh luong cac mau chuan véi ndng do
biét truée dot bién EGFR exon 20 dugc thé hién trén hinh 4.

Vi du 4: Phdt hi¢n dpt bién EGFR tai exon 21 trén cdc méu chuin da biét ty 16 dpt
bién (50-1%)
a. Xt Iy mau bénh pham

- Bénh pham dang khéi nén (paraffin block) duoc gian trong dng eppendorf 1,5ml
chira 800 pl xylen, lic déu 15 phut nhim hoa tan khéi parafin.

- Pellet mau bang cach ly tam t6c do tdi da (16 000 x g) trong 3 phut. Hut bo dich
nbi xylen.

- Lap lai céc buée 1 va 2 cho dén khi toan b6 khdi parafin duoc hoan tan (thong
thuong qué trinh nay can it nhit 3 14n Lip lai, hodc c6 thé u xylen qua dém cho dén khi
khéi mé mém nhu mé tuoi).

- B6 sung 800 pl etanol 100% (v/v), lac déu sau d6 ly tam tiép 3 phat & 14.000
vong/phut. Loai bo dich ndi.

- B6 sung 800 pl etanol 70%, lic k§ va tiép tuc ly tdm 3 phut & 14.000
vong/phit. Loai bé dich ndi.

- B6 sung 800 pl etanol 50% lac k§ va ly tim 5 phit & 14.000 vong/phit. Loai bé
dich noi.

b. Tach ADN tong s6 tir miu bénh phdm

- B6 sung 300 ul NaOH 200 mM + SDS 2% , u 95°C trong 10 phut, trung hoa
bang 200 pl Tris-HCI 1M pH 4,2-4,6 sau d6 bd sung 10 p1 Protein K 0 56°C trong 30
phut, bd sung 400 p1 dung dich phenol: cloroform: isoamylalchole (25:24:1).

- Ly tAm t6c do tdi da trong 20 phut, thu dich ndi.

- B6 sung 70% thé tich isopropanol, dé tia ¢ nhiét do phong 15 phut.

- Ly tam tdc do tdi da trong 20 phut, thu két taa.

- B6 sung 800 ul cdn 70% rira 2 14n (ly tam toc do tbi da), loai bo dich ndi

- Hoa tan lugng ADN trong 100 pul 50mM Tris HC1-EDTA pHS8 va dung lam
khudn cho phan tng realtime PCR phat hién dot bién gen EGFR.

c. Phat hién dot bién tai vi tri exon 21 ctiia gen EGFR
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Dot bién tai vi tri exon 21 dugc phat hién bang phan ung realtime PCR dung cip
mdi Tr-E21-F1 va Tr-E21-R1 két hop véi chudi PNA dic hiéu exon 21 1a Tr- TR-
PNA-E21-1 cung véi su ¢6 mat clia dau do phéan tir dac hiéu cho thé dot bién ctia exon
21 1a L858R. Khi d6 két qua dinh luong cac mau chuan véi ndng do biét trude dot
bién EGFR exon 21 duoc thé hién trén hinh 5.

Hiéu qua dat dwoc cia sang ché

Bang cach sir dung doan moi ddc hiéu va peptit kep dac hiéu, cac tac gia da phat
trién quy trinh phat hién dot bién gen EGFR trén bénh phim ung thu phdi cho phép
phat hién cac dot bién gen EGFR ma NM 005228.3 tai céac vi tri exon 18, 19, 20 hodc
21 mdt céach riéng r€ vai mac do dot bién dat 0,1% trén luogng ADN téng sH trong mau

bénh pham.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh phat hién dot bién gen EGFR ¢6 ma NM_005228.3 tai vi tri exon 20 tu
méau ADN ctia bénh nhan ung thu phdi, trong d6 quy trinh nay bao gbm céc bude:

a) Khuéch dai gen bang PCR trén may PCR dinh luong véi thanh phan phan tng
bao gébm: 5 ul ADN téng sb, 10mM tris-HCI, pH=8.8, 50mM KCl, 0,1% Triton x-10,
200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 uM moi, tir 1,5 dén 5 pM/pl peptit kep
phﬁntﬁfvé/nuéc vira du thé tich 25 pl, phan tng PCR duoc tién hanh véi chu trinh
nhiét: 50°C trong 15 phut; 95°C trong 15 phut; (95°C trong 15 gidy; 60 - 65°C trong 1
phut c6 ghi phd huynh quang) X 50-55 chu ky;
trong d6 khéc biét & chd:

- Mdi xu6i la trinh tu bat ky duoc chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.13, SEQ
ID NO.14 va SEQ ID NO.15;

- Mdi nguoc 14 trinh tu bit ky dugce chon tir nhém bao gdm: SEQ ID NO.16,
SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.18&;

- Kep peptit phan t 1a trinh tw bt ky duge chon tir nhom bao gbm SEQ ID
NO.58, SEQ ID NO.59 va SEQ ID NO.60;

- DPau do phan tir 14 trinh t bt ky dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.44
va SEQ ID NO.45; va

b) Phat hién dot bién theo bidu dd khuéch dai cuia miu trén may PCR dinh lugng
dé xac dinh muc do dot bién gen EGFR.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 luong peptit kep phan tor dung trong PCR dinh
lwong ndm trong khoang tir 2,5 pmol/ul dén 25 pmol/ul va ngudng phat hién cia dot
bién gen EGFR ¢6 ma NM_005228.3 tai cac vi trf exon 20 12 0,1%.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Bénh vién trung uong quén déi 108 (VN)
<120> Quy trinh ph&t hién d6t bién gen EGFR
<130>

<160> 63

<170> Patent phién ban 3.3

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> MS1i

<400> 1
tccaaatgagctggcaagtg

<210> 2

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223 > M&i

<400> 2
tccttccaaatgagctggcaagtg

<210> 3

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> MJi

<400>3
ttccaaatgagctggcaagtgccgt
<210> 4

<210> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Mdi

<400> 4
tcccaaacactcagtgaaacaaa
<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223 > Mbi

<400> 5
ccaaacactcagtgaaacaaagag

<210> 6

<211l> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223 > M&i
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<400> 6
gtttcccaaacactcagtgaaacaa

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhadn tao
<220>

<223> Mbi

<400> 7
gtgcatcgctggtaacatcc
<210> 8

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mbi

<400> 8
gggtgcatcgctggtaa

<210> 9

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Mdi

<400>9
atcgctggtaacatccacc

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> Mi

<400> 10
tgaggttcagagccatggac

<210> 11

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mdi

<400> 11
ggttcagagccatggaccc

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Mdi

<400> 12
gcctgaggttcagagccatgg

<210> 13
<211> 21
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<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223 > Mbi

<400> 13
gcattcatgcgtcttcacctg

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Moi

<400> 14
atcgcattcatgcgtcttcac

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhin tao
<220>

<223> Mbi

<400> 15
gcgtcttcacctggaaggggt

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Moi

<400>16
atagtccaggaggcagccgaag

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao
<220>

<223> M&i

<400> 17
caggaggcagccgaagggca

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> MOi

<400> 18
tgtgttcccggacatagtccagga

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao
<220>

<223> Moi
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<400>19
gcatgaactacttggaggac

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mbi

<400> 20
agggcatgaactacttggag

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Mbi

<400> 21
ctacttggaggaccgtcgcet

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> Mbi

<400> 22
acctaaagccacctccttac

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Mdi

<400>23
ctaaagccacctccttactttg

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> MJ1i

<400> 24
caggaaaatgctggctgacctaaag

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Pau ds

<400>25
ccaagctctcttgaggatcttg

-24-



21449

<210> 26

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhidn tao
<220>

<223> DPiu do

<400> 26
accggagc [A]l cagcactt

<210> 27

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao
<220>

<223> Pau do

<400> 27
aaccggagc [A] cagcacttg

<210> 28

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao
<220>

<223> Dau do

<400> 28
Accggagc [T] cagcactt

<210> 29

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhidn tao
<220>

<223> Piu dod

<400> 29
aaccggagc [T] cagcacttg

<210> 30

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> biu dd

<400> 30
ttaalClt[T] [T] [Clt[ClalClct

<210> 31

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Piau do

<400> 31
ctatcaa[Ala[Clatctccgaaagc

<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
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<220>
<223> Dau dod

<400> 32
cgtcgctatcaaaacatctccgaaagccaa

<210> 33

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Diu dd

<400> 33
cgctatcaa[Glacatctccg

<210> 34

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> bau dd

<400> 34
ccgtcgctatcaagacatctccgaaagce

<210> 35

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Pau dod

<400>35
ctat[Claag[G]laalT] [c]latctcc

<210> 36

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhin tao
<220>

<223> Dbau do

<400> 36
tcgctatcaaggaatcatctccgaaagce

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao
<220>

<223> Dbau do

<400> 37
ctatcaaggaat [Clgaaagcca

<210> 38

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao
<220>

<223> piu do

<400> 38
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cgtcgctatcaaggaatcgaaagccaac

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> P&u dd

<400> 39
atcaaggaa[C]caacatctcc

<210> 40

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> DPau dod

<400> 40
tcgctatcaaggaaccaacatctccgaaagce

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
" <220>

<223> Pau do

<400> 41
tatcaaggtt [C] cgaaagcca

<210> 42

<211> 35

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Dau do

<400> 42
tcgctatcaaggttccgaaagccaacaaggaaatc

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau dd

<400> 43
tgctgggcatctgecctcacct

<210> 44

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Diau do

<400> 44
ctcatca[Tlgcagctcatg

<210> 45
<211> 28
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pau dd

<400> 45
tgcagctcatcatgcagctcatgccectt

<210> 46

<211> 14

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Dbau dod

<400> 46
ccal[GlgaalClgtalCltg

<210> 47

<211> 14

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Dbau do

<400> 47
tttggcc[Clgcccaa

<210> 48

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Dbau dd

<400> 48
tttggcc[Clgcccaaaat

<210> 49

<211> 13

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhin tao
<220>

<223> Dau do

<400> 49
acccagc [Tlgttt [G]

<210> 50

<211l> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau do

<400> 50
cgcacccagc [T]gttt [G]

<210> 51

<211> 14

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) lam kep phén tu
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<400> 51
gagcccagcacttt

<210> 52

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) 1lam kep phén tu
<400> 52
ggagcccagcactttg

<210> 53

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) 1lam kep phén tu

<400> 53
ggagcccagcactttga

<210> 54

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) 1am kep phan tu

<400> 54
ccggagcccagcactttga

<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) 1lam kep phén tu

<400> 55
agatgttgcttctcttaa

<210> 56

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)lam kep phan tu

<400> 56
gagatgttgcttctctt

<210> 57

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA) lam kep ph&n tu

<400> 57
gatgttgcttctcttaat
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<210> 58

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400> 58
ctcatcacgcagctca

<210> 59

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400> 59
tcatcacgcagctcat

<210> 60

<211l> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhidn tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400>60
gctcatcacgcagctc

<210> 61

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400> 61
cagcagtttggccagccc

<210> 62

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400> 62
agcagtttggccagccca

<210> 63

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>

<223> axit nucleic peptit (PNA)

<400> 63
ccagcagtttggccagcc

lam kep phén tu

lam kep phén tu

lam kep phén tu

lam kep phan tu

lam kep phén tu

lam kep phén tu
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