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Thiét 1ap xét nghiém xac dinh dot bién gene PIK3CA vng
dung theo d6i dap wng aspirin trong di€éu tri duw phong
ung thw dai truc trang

Establishing an assay for identifying PIK3CA gene mutation using in
evaluating the response to aspirin in colorectal cancer patients

Ng6 Tét Trung, Pao Thanh Quyén, Lé Hiru Song Bénh vién Trung wong Qudn doi 108
T6m tét

Muc tiéu: Thiét 1ap phuong phap xac dinh dét bién gene PIK3CA dé (ing dung trong tién lugng diéu tri
ung thu dai truc trang bang aspirin. H4i tuong va phuong phadp: Cac dong té bao mang cac diém dot bién
khac nhau ctia PIK3CA nhu MCF-7, H460, HTC116 dugc nudi cay va pha loang néng dé trong cac dong té bao
binh thudng theo ty & 50%, 25%, 5%, 1%, 0,1% va 0%. Sau d6, dugc tach DNA dé danh gia dé nhay. PCR dac
hiéu allele cé tich hop cdng nghé Amplification refractory mutation system (ARMS) dugc st dung dé phat
hién dét bién (PCR-ARMS). Gidi trinh tu gene dugc st dung dé xac dinh dé dac hiéu ctia PCR-ARMS. 26 mau
bénh pham mau tir bénh nhan ung thu dai truc trang dugc st dung dé thir nghiém sang loc budc dau. Két
qua: Xét nghiém PCR-ARMS da dugc xay dung thanh céng cho phép xac dinh cac trang thai dot bién 1633G >
A (exon 9) va 3140A > G (exon 20) ctia gene PIK3CA khi DNA d6t bién chi chiém 1% trong DNA bénh pham.
Két qua gidi trinh tu khang dinh dé dac hiéu cta PCR-ARMS. Trong s6 26 bénh pham ung thu dai truc trang,
chuing téi phat hién dugc 3 bénh phdm mang doét bién gene PIK3CA. Két ludn: Xét nghiém xac dinh dot bién
gene PIK3CA véi do nhay ky thuat 1% da dugc xay dung thanh cong.

Tu khod: Ung thu dai truc trang, PIK3CA, aspirin.

Summary

Objective: To establish a molecular assay for identifying mutational status of PIK3CA in colorectal
cancer patients who are in considering to use aspirin-based therapies. Subject and method: 26 colorectal
cancer patient samples were recruited into this study. Whereas PIK3CA mutant carrier cell lines MCF-7,
H460, HTC116 were cultured and mixed against wild-type PIK3CA cell lines Hela to form a dilution series
of 50%, 25%, 5%, 1%, 0.1%, 0%. This dilution series was then subjected to total DNA extraction and latter
for the defining the limit of detection (LoD) of the Amplification refractory mutation system (ARMS)
based allele specific PCR approach for detecting 1633G > A (exon9) 3140A > G (exon 20) mutations of
PIK3CA gene. Result: Our data revealed that PCR-ARMS for identifications of PIK3CA 1633G > A (exon 9)
and 3140A > G (exon 20) was established with limits of detection at 1% mutant allele. Additionally, by
using the newly established approach, 3 out of amongst 26 recruited samples, were detected to carry
PIK3CA mutant alleles. Conclusion: The assay for molecular geneotyping of PIK3CA was established with
detection limits of 1%.
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1. Dat van dé

Ung thu dai tryc trang (UTDTT) la nguyén nhan
gay ti vong ding hang thi 2 sau ung thu phdi, tan
suat clia bénh nay thay déi gilia cac vung dia ly khac
nhau: Cao nhat la § B4c My, chau Au, sau d6 dén khu
vuc chau A. G nuéc ta, ty & tif vong do UTDTT diing
hang th 4 trong s6 cac bénh ly ung thu, chiém ty |é
tu 5 - 15% tuy ting khu vuc dan cu [1].

Cho dén nay c6 3 phuong phap chinh trong
diéu tri UTDTT d6 la: i) Phau thuat cat bo khéi u, i)
Diéu tri bang héa chat va iii) Diéu tri dich st dung
dugc chat Uc ché dac hiéu cac chu trinh tin hiéu
quyét dinh co ché bénh sinh UTDTT.

Tuy thudc dac diém lam sang, giai doan bénh va
cac dac diém di truyén hoc dac trung ma UTDTT sé
c6 mot phac do diéu tri tuong Ung. Mac du, da chinh
thiic dugc FDA cap phép, cling nhu sy dong thuan
tU Hiép hoi Ung thu 1am sang chau Au - EMSO va
Mang lugi Ung thu Quéc gia Hoa Ky NCCN - cho
phép st dung, nhung chi nhitng bénh nhan UTDTT
khéng mang mot trong cac dot bién gene: Kras, Braf,
PIK3CA, Pten... c6 hy vong dap Ung tot véi phac dé
diéu tri dich s dung khang thé don dong khang
EGFR nhu cetuximab hodc panitumumab [3], [5].
Trong khi d6, ty |é bénh nhan mang dét bién cac
gene Kras va PIK3CA - yéu t6 chong chi dinh st dung
cac dugc chat nay lai & muc kha cao - tuong Ung
khodng 40 - 45% (kras) va 15 - 18% (PIK3CA) trong
tong sé ca bénh [6], [7].

Nhu vay, néu chi ding lai & viéc ap dung céc
phac d6 diéu tri hda chat truyén théng két hop
khang thé dac hiéu khang EGFR, thi ¢6 nhiéu bénh
nhan UTDTT mang dot bién gene Kras hoac PIK3CA
sé khéng c6 nhiéu co héi dugc kéo dai sy song.

Trong nhiing nam gan day, ngoai khai niém
diéu tri dich dugc cho 1a mai mé trong thuc hanh
lam sang diéu tri ung thu con xuat hién khai niém
diéu tri du phong, ma néi bat la diéu tri du phong
UTDTT s dung cac dugc phdm khang viém nhém
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non-steroid nhu aspirin. Nghién cdu da trung tam
da khang dinh néu s dung lau dai aspirin sé khong
nhiing lam gidm nguy cd mac UTDTT [9] ma nd con
lam gidm kha nang di can cta UTDTT va moét sé ung
thu khac nhu ung thu phéi, ung thu gan, ung thu da
day [10], [12]. K&t qua cla cac nghién ctu néi trén da
phan nao ggi m& kha nang s dung aspirin nhu la
mot dugc chat trong diéu tri ung thu. Nghién ciu
cling cho thay néu st dung déu dan aspirin sé kéo
dai thai gian séng cho cac bénh nhan UTDTT mang
dot bién gene PIK3CA, tuy nhién aspirin lai khong co6
tac dung trén nhém bénh nhan khong mang doét
bién gene nay [8]. Hién nay, mac du & Viét Nam xét
nghiém phat hién dot bién gene PIK3CA chua dugc
chi dinh thuong quy va chua dugc chi trd bdi hé
théng bao hiém y té, tuy nhién & nhiéu nudc phat
trién trén thé gidi, dot bién PIK3CA da dugc dung
trong can nhac chi dinh cac dugc chat Uc ché gene
PARP trong diéu tri ung thu vd, ung thu buéng
chung (vi du olaparib).

Vi vay, ching téi tién hanh thiét ké xét nghiém
xac dinh dot bién PIK3CA dé giup cac thay thudc
lam sang c6 thém thong tin khi diéu tri UTDTT bang
aspirin va can nhac Uing dung trong diéu tri ung thu
vy, ung thu budng triing sau nay.

2. Béi tugng va phuong phap

2.1. Béi tuong

Cac dong té bao ung thu MCF-7, H460 va HCT
116 mang cac dot bién gene PIK3CA tuong Ung tai
cac vi tri 1633G > Ava 1635 G > T (exon 9); 3140A >
G (exon 20) dugc nudi cay va pha loang trong céac
dong té bao binh thudng khéng mang dét bién
theo cac néong dé khac nhau 50%, 25%, 5%, 1%,
0,1% va 0%. Sau d6 tach chiét DNA clia cac mau dé
xac dinh do nhay ky thuat va lam chidng duong va
26 mau bénh pham mé UTDTT thu thap tai Bénh
vién TUQD 108.

2.2. Phuong phap
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PCR dac hiéu allele tich hop céng nghé phan
tich diém doét bién Amplification-refractory
mutation system (ARMS).

B6 méi clia phan Ung PCR phat hién dot bién
gém 4 chudi moéi don, trong d6 cap méi vong ngoai
(PIK3CA-E9-F/ PIK3CA-E9-R2) hoac (PIK3CA-E20-F/
PIK3CA-E20-R) nhan Ién doan DNA c6 nghi ngd chia
dot bién (trén exon 9 va 20 tuong Ung), hinh anh
dién di cac bang nay c6 kich thuéc tuong uUng la
510bp va 526bp va dong thoi dugc coi la tin hiéu noi
chudn phan énh su c6 mat cda doan gene PIK3CA
trong DNA mau bénh pham. Cac cap moi dac hiéu
allele (F-ARMS-G1633A/ PIK3CA-E9-R2) va (R-ARMS-
G1635T/ PIK3CA-E9-F) dugc stia d6i vé mat hdéa hoc

PIK3CA Exon 9 mutation assay

F-ARMS-G1633A
A D

DNA

theo nguyén ly ARMS nhd d6 mét mat van duy tri
dugc tinh bat moi dac hiéu cho cac vi tri c6 dot bién
1633G > A hodc 1635 G > T hinh thanh cac bang
dién di c6 kich thudc tuong ung la 367 va 200bp,
mat khac triét tiéu su bat chéo clla méi vao cac trinh
tu khong mong muén vi vay loai bo dugc hién
tugng duong tinh gia. Tuong tu nhu vay, cac cap
moi dac hiéu allele (F-ARMS-A3140G/ PIK3CA-E20-R)
va (R-ARMS-WT-A3140/ PIK3CA-E20-F) sé nhan [én
bang dot bién 372bp va bang kiéu dai tuong Ung
212bp tai vi tri A3140.

(Trinh tu chi tiét cac doan moi sé dugc cung cap
néu ban doc quan tam va lién hé véi nhém tac gia).

PIK3CA Exon 20 mutation assay

F-ARMS-A3140G

I

PIK3CA-E9-F PIK3CA-E20-F
SRR RS NG LY
———EHEHEHE — HHH——
— PIK3CA-E9-R Y S— PIK3CA-E20-R
R-ARMS-G1635T R-ARMS-WT-A3140
B — Outer - control 510 bp G m— Quter - control 526 bp
G1633A 367bp A3140G 372 bp
G1635T 200bp WTA3140 212bp

Hinh 1. So d6 nguyén ly ky thuat PCR dac hiéu allele tich hgp cdng nghé phan tich diém dot bién
(Amplification-refractory mutation system - ARMS)

Dé phat hién dét bién tai méi vi tri nghi ngs
chiing t6i st dung moét bd géom 4 méi don trong dé
cap moi ngoai ndi chuan sé khuéch dai doan gene
nghi ngd mang dot bién va déng vai tro nhu bang
ndi chuan trén hinh anh dién di, trong khi dé cac
moi dac hiéu cho céc allele thé dét bién va thé dai sé
khuéch dai cac bang tuang ting (xem chu giai phan
phuaong phap).

Dadnh gia dé nhay phuong phap

Dé khing dinh dd nhay ky thuat cta phuaong
phap chan doén, ching t6i tién hanh pha loang cac
mau DNA tach ra ti té bao chudn duong H460 hoac

HTC-116 mang dét bién gene PIK3CA tai cac vi tri
exon 9, exon 20 vao mau DNA cUa té bao khéng
mang dét bién gene PIK3CA (HT-29) theo cac ty lé
giam dan 50%, 25%, 5%, 1%, 0,1% va 0% dot bién so
véGi gene khong dét bién va thuc hién phan tng PCR
dac hiéu allele.

Danh gia dé dac hiéu ky thudt cia phuong
phap

Dé khang dinh tinh dac hiéu ky thuat cua
phuong phap, ching t6i tién hanh giai trinh ty doan
gene PIK3CA dugc phan tach tr mau DNA duong
tinh vGi cac vi tri dot bién 1633G > A (exon 9) va
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3140A > G (exon 20), dong thai so sanh vdi trinh tu gene dugc doc tir nhitng mau té bao khéng mang
doét bién (mau DNA chan toc ngusi khoe manh).

3. Két qua
3.1. Xdc dinh dé nhay ky thudt cda phuong phap

PIKBCABEO mutation assay PIKBCA E 20 mutation assay

< S
\?6 5 §lo "),6)\0 glo aclo N f\o\o ARG, 6@’\0 q/g\o o ol Q‘»\"\O Sl
1 .

Mutant band

Hinh 2. D6 nhay ky thuat cta phuong phap chan doan dét bién gene PIK3CA
Nhén xét: K&t qua Hinh 2 cho thay phuong phap cla ching téi c6 thé phat hién dugc cac dot bién
1633G > A, A3140G & d6 nhay ky thuat 1% (mai tén chi). Chd thich: Bang trén 1a tin hiéu néi chuan; bang

dudi la tin hiéu dot bién.

3.2. Xdc dinh dé dac hiéu cua phuong phdp
150 160
GA TGCACA TCATGGT

1 c

300 310
TT 0" QT O T ©A 6 GG

140 150
G ATGCACA TCATGG T

TTTCTCCGGCTC CAG GG

Hinh 3. Két qua giai trinh tu gene cac mau thé dai exon 9 (panel A), exon 20 (panel C)
va thé dét bién 1633G > A — panel B va 3140A > G panel D trén cac bénh pham
dugc chan doan duong tinh véi dot bién gene PIK3CA
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Nhén xét: K&t qua Hinh 3 Panel A, B cho thdy nucleotide C (bat cap bd sung véi 1633G) tai vi tri 1633
(dau mi tén panel trén) da chuyén thanh nucleotide T (b3t cap bd sung vai 1633A) tai vi tri 1633 - exon 9,
trong khi d6 nucleotide A tai vi tri 3140 panel C da chuyén thanh nucleotide G (panel D - exon 20).

3.3. Ung dung sang loc dét bién PIK3CA trén bénh phdm UTPTT

Trén co s& quy trinh vira dugc thiét 1ap, ching téi tién hanh sang loc cac dot bién PIK3CA trén 26 bénh
pham UTDTT, két qua budc dau cho thdy cé 3/26 bénh pham mang dét bién gene PIK3CA, trong dé 2/26
duong tinh véi 1633G > A va 1/25 mang 3140A > G. Két qua dugc thé hién & Hinh 4.

R

WPha 3k 56 18 o

o

’\\ ’\rL '\(b '\b«

<= 1633G>A

<==3140A>G

Hinh 4. Sang loc dot bién PIK3CA trén mau bénh pham UTDTT

Nhén xét: Két qua Hinh 4 cho thay cé dot bién
PIK3CA tai vi tri 1633G > A trén cdc mau bénh phdm
s6 3, 9 (panel trén) va dot bién 3140A > G & mau
bénh pham sé 11 (panel dugi). Mau 14 13 hén hop
DNA dong té€ bao MCF7, H460 dung lam chuan
duong cho ca hai d6t bién 1633G > A va 3140A > G.

4. Ban ludn

Mac du da cé nhiéu tién bo, tuy nhién diéu tri
UTDTT van con nhiéu khé khan, ké ca khi c6 diéu tri
dich bang cac khang thé don dong. Ly do la mét s6
lugng 16n bénh nhan UTDTT ¢ mang cac dot bién
Kras (40 - 45%), Braf (15%), PIK3CA (18%), day la nhiing
yéu té tién luong xau, chéng chi dinh st dung khang
thé don dong khang EGFR [5]. Vi vay, viéc tim ra cac
dugc pham mdi huéng dich téi nhém bénh nhan
khong du tiéu chuan st dung khang thé don dong
khang EGFR la diéu can thiét trong diéu tri UTDTT.

Aspirin, mot hoa chat khang viém va la mot
trong s6 nhiing dugc pham dugc biét dén tur lau cua

y hoc hién dai, né cling dugc biét dén vai chiic nang
phong ngla nhiéu loai ung thu khac nhu ung thu
phéi, ung thu da day, ung thu tuy, ung thu dai truc
trang [10], [12], [14]. Cac thd nghiém lam sang mdéi
nhat cho thay aspirin liéu cao that su cé tac dung
giam ty lé t&r vong bénh nhan UTDTT mang d6t bién
gene PIK3CA sau 5 nam tur 30% xu6ng con khoang
10% [8]. Diéu nay cé nghia xét nghiém chan doan
dot bién gene PIK3CA la can thiét nham tién luong
dap ung aspirin cho bénh nhan UTDTT.

Ngoai ra, dot bién gene PIK3CA con la mét dau
an tién lugng tét cho cac bénh nhan ung thu vu
khéng boc 16 thu thé Her2 [15], nd cling dong thai la
dau an phan tl gidp tién lugng dap tng diéu tri clia
bénh nhan ung thu vu véi cac dugc phdm uc ché
chu trinh tin hiéu dich (chat dc ché mTOR va con
dudng MAPK) [16]. Diéu nay c6 nghia xét nghiém
xac dinh dot bién gene PIK3CA c6 tiém nang Ung
dung ca trong diéu tri UTDTT va diéu tri ung thu vu.
Xuat phat tir nhiing yéu cau dé ching t6i tién hanh
thiét 1ap xét nghiém xac dinh dét bién gene PIK3CA.
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Cac nghién ctru dich té hoc trudc day cho thay da s6
cac dot bién gene PIK3CA déu tap trung vao hai vi tri
1633G > A va 3140A > G. Vi vay, xét nghiém ching
t6i xay dung cling sé hudng dén viéc phat hién hai
vi tri nay. Théng thudng ta c6 thé ap dung phuang
phap giai trinh tu gene truc ti€p (Sanger sequencing)
trong tim kiém cac vi tri dot bién khac nhau, tuy
nhién giai phap nay chi c6 thé dua ra dugc cac thé
dot bién khi né c6 nong d6 vugt qua it nhat 20%
trong mau DNA can phan tich [4]. Mat khac, cac vi tri
dot bién 1633G > A va 3140A > G nam trén 2 exon
khac nhau (9 va 20) véi khoang céch trén 16000bp vi
vay phai tién hanh it nhat 2 phan Ung giai trinh tu
gene khi phan tich dot bién gene nay va vi vay chi
phi xét nghiém cling sé tang lén.

Bang thiét ké PCR dac hiéu allele 2 hudng, ting
dung ly thuyét amplification refractory mutation
system (ARMS), ching t6i da xay dung dugc phuong
phap chan doan dét bién PIK3CA véi dé nhay ky
thuat 1%. Diéu dé co nghia la ky thuat nay co thé
cho phép phat hién dot bién PIK3CA khi bénh pham
xudt hién 1 té bao mang doét bién trong sé 100 té
bao khoe manh. Phuong phap nay nhay hon 20 lan
so V@i giai trinh tu truc tiép, dong thai cé gia thanh
thap hon (2 triéu dong/bénh nhan/lan xét nghiém),
thai gian phan tich két qua ngan hon (4 gid) so vGi
gidi trinh ty gene (24 giod).

DPé buéc dau ap dung dau an PIK3CA trong thuc
hanh 1am sang, ching téi tién hanh xét sang loc dét
bién gene nay trén mét sé luong nhé bénh pham
UTDTT, két qua ban dau cho thdy cé 3/26 bénh
pham mang do6t bién PIK3CA. Nhu vady, 8 mot quy
mo6 mau nhd, ching t6i ghi nhan ty 1& dot bién
PIK3CA trén quan thé UTDTT Viét Nam thap hon mét
s6 quan thé dugc cong bé trudc day (15 - 18%) [5].
Tuy nhién, day la so liéu ban dau tién hanh trén sé
lugng nhé bénh nhan, ching téi sé tién hanh trén
nhiéu bénh nhan hon dé co két qua dai dién cho
quan thé bénh nhan ngudi Viét Nam.

5. K&t luan

Xét nghiém xac dinh dot bién gene PIK3CA tai
cac vi tri 1633G > A va 3140A > G da dugc thiét lap
thanh cong véi d6 nhay ky thuat cho phép phat hién
dot bién khi lugng DNA mang dét bién trén muic 1%
téng lugng DNA bénh pham.
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