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Tém tit
Muc tiéu: Toi wu phuong phap real-time PCR phat hién dot bién ving khoi
dong gene telomerase reverse transcriptase (TERT) promoter va danh gia bude dau
ty 16 d6t bién nay trén bénh nhan (BN) ung thu tuyén giap thé biét hoa khang 16t
phong xa (radioiodine-refractory differentiated thyroid cancer - RAIR-DTC) tai
Viét Nam. Phwong phdp nghién civu: Phuong phap real-time PCR duoc thiét ké
dic hiéu dé phat hién hai dot bién TERT promoter, kiém ching bang phwong phap
Sanger sequencing trén 20 miu md duc khdi nén (formalin-fixed paraffin-
embedded - FFPE). Sau d6, phuong phap nay duoc ap dung dé khao sat tinh trang
dot bién trén 30 BN RAIR-PTC diéu tri tai Bénh vién Trung vong Quan doi 108.
Két qud: Phuong phép real-time PCR cho d§ nhay 90% va d¢ dac hi¢u 100%.
Trong 30 BN RAIR-PTC, ty I¢ dot bién TERT promoter 1a 43,3%. Su hién dién dot
bién c6 mdi lién quan ¥ nghia véi do tudi > 55 (p = 0,012) va néng d6 Tg huyét
thanh trude diéu tri > 10 ng/mL (p = 0,007), cho thiy gia tri tién luong xAu.
Két Iud@n: Phuong phap real-time PCR thiét 1ap c6 d6 chinh xac cao, phu hop Gng
dung trong thyc hanh 1am sang. Ty 1& dot bién cao va mdi lién hé véi cac yéu t6
tién lugng bat loi khéng dinh vai tro tiém nang cua dot bién TERT promoter trong
tién lugng va dinh hudng diéu tri c4 thé hda cho BN RAIR-DTC.
Tir khéa: Dot bién gene TERT promoter; Ung thu tuyén giap thé biét hoa khang
i6t phong xa; Ung thu tuyén giap thé biét hoa; Phuong phép real-time PCR;
D4u 4n phan ti.
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PRELIMINARY EVALUATION OF TERT PROMOTER MUTATIONS
IN RADIOIODINE-REFRACTORY DIFFERENTIATED THYROID
CANCER USING REAL-TIME PCR

Abstract

Objectives: To establish and optimize a reliable real-time PCR method for detecting
telomerase reverse transcriptase (7ERT) promoter mutations and to preliminarily
evaluate the mutation prevalence in Vietnamese radioiodine-refractory differentiated
thyroid cancer (RAIR-DTC) patients. Methods: A real-time PCR assay was
designed using specific primers and dual-labeled probes targeting TERT promoter
mutations. The method was validated against Sanger sequencing on FFPE samples
from 20 confirmed cases. The validated protocol was then applied to analyze TERT
promoter mutation status in 30 RAIR-DTC patients treated at 108 Military Central
Hospital. Results: The real-time PCR method demonstrated 90% sensitivity and
100% specificity in comparison with Sanger sequencing. Among the 30 RAIR-
DTC patients, the TERT promoter mutation rate was 43.3%. The presence of
mutations was significantly associated with age > 55 years (p = 0.012) and pre-
therapeutic serum Tg > 10 ng/mL (p = 0.007), indicating a potential link to poor
prognosis. Conclusion: The established real-time PCR assay is a sensitive and
specific method for detecting TERT promoter mutations in clinical samples. The
high mutation rate and its correlation with unfavorable clinical features suggest
that TERT promoter status may serve as a valuable prognostic biomarker, aiding
in the personalization of treatment strategies for RAIR-DTC patients.

Keywords: TERT promoter mutation; Radioiodine-refractory differentiated
thyroid cancer; Differentiated thyroid carcinoma; Real-time PCR; Molecular biomarker.

DAT VAN PE

Ung thu tuyén giap thé biét hoa
(UTTGBH) chiém ty 18 cao nhat (80 -
85%) trong ung thu tuyén giap va
thudng c6 tién luong t6t [1]. Tuy nhién,
khoang 10 - 30% BN s& tién trién thanh
RAIR-DTC dan téi tinh trang diéu tri
that bai va tién luong rat xau véi ty 18
song thém 10 nam chi duéi 10% [2].
Nghién ctru vé co ché phan tr cua

RAIR-DTC véi nhiéu dot bién gene
dugc xac dinh 1a ¢6 lién quan téi kha
nang khang it va tién lugng xau [3].
Mot trong sb6 do 1a dot bién vung khoi
dong cua gene TERT promoter. Cac
nghién ctru di chimg minh dot bién
TERT promoter (dic biét 13 cac dot bién
tai vi tri C228T va C250T) c6 tan suat
cao trong UTTGBH va lién quan té1 cac
dic diém l1am sang bat lgi, nguy co tai
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phét cao, di can xa va giam khé nang
dap tmg voi lidu phap 16t phong xa [4].
Vi vay, viéc thiét 1ap va chuan hoa mot
phuong phap phat hién dot bién gene
TERT promoter chinh xdc, tin cay va co
tinh img dung cao 1a can thiét. Hon nita,
viéc danh gia budc dau vé tan suat dot
bién nay trén nhém ung thu tuyén giap
& Viét Nam s& cung cap thém dit liéu co
sO quan trong, 14 tién d& cho cac nghién
clru mo rong vé sau, gitp hoan thién cac
phac @6 diéu tri ca thé hoéa cho ngudi
bénh RAIR-DTC tai Viét Nam. Tuy
nhién, cac nghién ciru vé van dé nay con
nhiéu han ché. Tir nhimg 1y do trén,
chung t6i tién hanh nghién ciru véi tiéu
dé "Budc dau danh gia tinh trang dot
bién gene TERT promoter & BN RAIR-
DTC bing phuong phép real-time PCR"
nhiam: Gép phdan ndng cao chat lwong
chan dodn, tién luong va diéu tri
UTTGBH tai Viet Nam.

POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. P6i twong nghién ciu

GOom 30 BN duoc chan doan la
RAIR-DTC diéu tri va quan 1y tai Bénh
vién Trung wong Quan dodi 108.

* Tiéu chudn lwa chon: Chan doan
mo bénh hoc sau phﬁu thuat cét toan bod
tuyén giap 1a UTTGBH theo tiéu chuin
ciia WHO (2022); c¢6 dic diém khang
i6t phong xa theo Hudng dan ATA
(2015); c6 mau bénh pham hach tai phat
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hoic di can ving c6 duoc bao quan dudi
dang FFPE.

* Tiéu chuan logi triv: Cac dang ung
thu tuyén giap khong phai thé biét hoa;
mic kém theo cac bénh ung thu khac;
thiéu thong tin 1am sang day du hoic
khong dong y tham gia.

2. Phuwong phap nghién ctru

* Thiét ké va toi wu héa phirong phdp
xét nghiém phdt hién dot bién gene
TERT promoter bang real-time PCR:

- Thiét ké Primer va Probe:

Primer va Probe duoc thiét ké dic
hiéu dé phat hién hai d6t bién C228T va
C250T ¢ vung promoter cua gene 7ERT:

Primer Forward:

5’-CCTGCCCCTTCACCTTCCAG-3’

Primer Reverse:

5~ AGAGCGGAAAGGAAGGGGA-3’

Probe mutant:

5 FAM/ICCCHCHTHTHCCGGAIABKFQ-3

Probe wild-type:

5 HEX/CCCHCHCHTHCCOGGAIABKFQ-3

- Chuan bi miu DNA: DNA dugc
chiét xuit tr miu mo FFPE bang bo kit
GeneJET FFPE DNA Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific). Nong do
DNA dugc do va hiéu chinh vé 50
ng/mau dé dwa vao phan tng.

- T6i wu hoa cac diéu kién phan tmg real-
time PCR: Cac thanh phan ctia phan tmg va
diéu kién nhiét duoc t6i uu hoa dé dat hiéu
qua khuéch dai cao va do dic hiéu t6t nhat.
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Bang 1. Cac thong sd tdi vu cua phan tng real-time PCR

phat hién dot bién gene TERT promoter.

Thanh phan phan ing

The tich toi wu Nong d) cuoi cung

DNA mau

Primer Forward

Primer Reverse

Probe mutant

Probe wild-type

Q-Solution

QuantiTect Probe RT-PCR Mastermix

Thé tich phan tng cudi cing

50ng -
0,4uM 400nM
0,4uM 400nM
0,2uM 200nM
0,2uM 200nM
Ix -
1x -
20uL -

- Chu ky nhiét t6i wu: Hoat hoa enzyme
& 95°C trong 15 phit. 50 chu ky khuéch
dai: Bién tinh 94°C trong 30 gidy va lai
ghép/kéo dai 64°C trong 60 gidy. Két
thiic phan tng: 98°C trong 10 phut.

* Danh gia buoc dau hiéu sudt, do
nhay va do dac hiéu cua phuwong phap
real-time PCR:

bé x4c dinh do nhay va d¢ dac hiéu
cua phuong phép real-time PCR, nhom
nghién ctru tién hanh danh gid trén 20
mAau bénh pham FFPE d4 biét trude tinh
trang dot bién (st dung phuong phap
real-time PCR tiéu chuén va dugc xac nhan
lai bang phuong phap Sanger sequencing).

Sau do, stt dung phuong phdp real-
time PCR ma nhom t6i wu va thiét lap
dé danh gia budc dau tinh trang dot bién
trén mot nhém nho gdm 30 BN ung thu
tuyén giap thé biét hoa khang idt. Mau

bénh pham 1a nhiing miu bénh pham
hach tai phat hoic khéi ung thu di cin
ving cb dugc 1ay sau phau thuat.

* Xur Iy 56 liéu: Dix liéu duoc nhap va
xtr Iy bang phian mém théng ké SPSS
25.0. bac diém dich t&, 1am sang va
phan bd dot bién gene dugc mé ta dudi
dang tan sb, phan trim, trung binh + do
léch chuén (Mean £+ SD) hodc trung vi
(Median). Kiém dinh thong ké phu hop
dugc st dung dé phan tich mbi lién
quan véi murc y nghia théng ké p < 0,05.

3. Pao dirc nghién ciru

Nghién ctru dugc thong qua Hoi
déng Pao duc cia Hoc vién Quan y
theo Quyét dinh s6 734/CNChT-HPDD
ngay 31/3/2021. Sé lidu nghién ctu
dugc Bénh Trung vong Quan doi 108
cho phép cho phép str dung va cong bd.
Nhom tac gia cam két khong cé xung
dot loi ich trong nghién curu.
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KET QUA NGHIEN CUU
1. Thiét 1ap phwong phap phat hién dot bién gene TERT promoter bing
ky thuat real-time PCR
* Két qua toi wu héa quy trinh real-time PCR:
Chung t6i di xdy dung va tdi uu héa thanh cong phuong phép real-time PCR
nham phat hién cac dot bién tai vi tri C228T va C250T cua vung promoter gene
TERT trén cac mau bénh pham FFPE.
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Cycle
Hinh 1. Hinh anh phan tng real-time PCR plasmid standard chuan duong
mang dot bién gene TERT C228T va C250T.
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Hinh 2. Hinh anh gidi trinh tu vung gene khé1 dong gene TERT

mau dot bién va mau thé dai.
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* Danh gia do nhay va do dac hiéu cua phuong phap:

Chung to1 tién hanh danh gia do nhay, do dac hiéu va do 6n dinh cua phuong
phap real-time PCR méi thiét 1ap trén 20 mau DNA dugc tach chiét tir mo bénh
phém FFPE d3 biét 15 trang thai dot bién, trong d6 c6 10 mau duong tinh va 10
mau am tinh.

Bang 2. Do nhay, d dic hiéu va 6 6n dinh cua phuong phap.

Phwong phap Dwong tinh Amtinh Do nhay P9 diic hiéu
Dot bién TERT promoter 9 1
, 90% 100%
Khong dot bién TERT 0 10

Phuong phép real-time PCR ma nhom nghién ctru thiét 1ap c6 d6 nhay 90%, do
dac hi¢u dat 100%, chung to tinh Gng dung tot, phu hop cho cac xét nghi¢m chan
doan lam sang thuong quy.

2. Két qua buée dau danh gia dot bién gene TERT promoter trén 30 BN
RAIR-PTC

* Pdc diém chung ciia BN nghién ciru:

Céc dic diém chung ctia 30 BN RAIR-PTC duoc trinh bay trong bang sau:

Bang 3. Pic diém chung ctia nhom BN nghién ciru (n = 30).

Ty 1€ (%) hoic gia tri

Pac diem So lugng (n) trung binh
Tudi (Mean + SD) - 50,67 + 12,65
Nam/nit (%) 10/20 33,3/66,7
Thoti gian tai phat trung binh ] 36,5 (19,5 - 63,75)
(thang) (Min - Max: 7 - 210)
Tai phat tai hach ¢6 (%) 29 96,7
Di can xa (%) 4 13,3
Trung vi Tg trude diéu tri ] 14,76 (1,89 - 57,21)
BI (ng/mL) (Min - Max: 0,01 - 353,5)

BN ung thu tuyén giap duoc chan doan & d6 tudi 50,67 + 12,65. Ty 1é mic ¢ nit
gidi cao gap 2 1an nam gidi. Trung vi nong d6 Tg kich thich trude diéu tri 1*'1 lan
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dau 1a 14,76 ng/mL. BN xuat hién tai phat, di can sau khi diéu tri thoi gian trung
binh 1a 36,5 thang. Vi tri tai phat thuong gép tai hach ¢ chiém 96,7%; di can xa
chiém 13,3%.

* Ty 16 va phdn bé dét bién gene TERT promoter:

Két qua xét nghiém phat hién dot bién TERT promoter bang phuong phap
real-time PCR trén nhém 30 BN dugc thé hién trong biéu dd sau:

17/30

(56.7%)

= Khéong dot bién = C6 dét bién

Hinh 3. Ty 1é d6t bién TERT promoter trén BN nghién ctru (n = 30).
Trong 30 BN duoc nghién ctru ban déu, ty 16 dot bién gene TERT promoter 13 43,3%.
* Moi lién quan giita dét bién TERT promoter va ddc diém lam sang:
Chung t61 danh gia fnéi lién quan gitra sy hién dién cua dot bién gene TERT
promoter va cac dac diém lam sang & nhém BN nghién ctru.

Bang 4. Mbi lién quan giita dot bién TERT promoter v6i diac diém 1am sang.

Co6 dot bién  Khong ddt bién

Dic diém (n = 13) (n=17) P
Tudi (> 55 tudi) 9 (69,2%) 4 (23,5%) 0,012
Gidi tinh (Nam) 6 (46,2%) 4 (23,5%) 0,255
Di cin xa 3(23,1%) 1 (5,9%) 0,290
Tg huyét thanh (> 10 ng/mL) 11 (84,6%) 6 (35,3%) 0,007

BN mang d6t bién TERT promoter c6 lién quan déng ké dén d6 tudi mac bénh
> 55 tudi (p = 0,012 < 0,05) va ndong dd Tg huyét thanh cao trude diéu tri ' 1an
dau (p = 0,007 < 0,05).
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BAN LUAN

Phuong phap real-time PCR da dugc
thiét 1ap thanh cong véi do chinh xac
cao. Panh gia ban dau trén 30 BN
RAIR-DTC cho thdy dot bién TERT
promoter kha phd bién va c6 lién quan
ro rét t6i do tudi va nong do6 Tg huyét
thanh cao, 1a co s& quan trong dé trién
khai két qua nay véi s6 lwong mau 16n
hon va tién toi Gmg dung trong thyc tién
lam sang. Trong nghién ctru nay, ching
t6i di xdy dung va téi wu hoa thanh
cong phuong phdp real-time PCR phat
hién cac dot bién phd bién cua gene
TERT promoter (C228T va C250T). So
v6i cac phuong phap xét nghiém phan
tir truyén théng nhu Sanger sequencing,
phuong phép real-time PCR c6 nhiéu
vu diém ndi bat, dic biét 1a kha ning
phat hién nhanh chong, do dac hiéu cao
va hiéu qua vé mat chi phi ciing nhu
thoi gian thyc hién. Phuong phap real-
time PCR cling c6 kha nang thuc hién
ddng thoi trén sb lugng 16n mau bénh
pham, tiét kiém dang ké thoi gian va chi
phi, rat phu hop trong diéu kién & céac
bénh vién lon. Tuy nhién, phuong phap
xét nghiém nady ciing c6 mot s6 han ché
can dugc can nhic. Chat luong DNA
thu duoc tir cac mau FFPE thuong bi
anh hudng boi tinh trang thoai bién, c6
thé 1am giam hiéu qua khuéch dai va do
nhay trong mot s trudng hop nhét dinh.
Hon nita, du real-time PCR ¢6 wu thé
vugt troi trong phat hién cac dot bién da

biét trude, phuong phap nay lai gidi han
trong viéc phat hién cac dot bién méi
hodc hiém gip ma khong nam trong
pham vi thiét ké ban dau. Trong tuong
lai, viéc két hop ky thuat real-time PCR
v6i cac ky thuat khac nhu digital PCR
(PCR k¥ thuat s6) hodc giai trinh tu thé
hé mai (next generation sequencing -
NGS) c6 thé gitp khic phuc han ché
nay. Dot bién TERT promoter dugc ghi
nhan 13 yéu té tién luong quan trong,
dac bi¢t trong cac truong hop RAIR-
PTC. Trong nghién clru nay, ty 1¢ dot
bién TERT promoter budc dau xac dinh
1a 43,3%, twong dong véi két qua cua
mdt s6 nghién ctru 16n trén thé gidi, nhu
nghién ctru ctia Liu va CS (Trung Quéc,
2020) [5] béo cao ty 1€ tir 30 - 50%, hay
nghién ctru cua Melo va CS (Hoa Ky,
2014) [6] voi ty 1€ khoang 40%. Nhirng
trong dong nay cho thiy viéc sir dung
ky thuét real-time PCR dé sang loc va
phat hién dot bién TERT promoter 1a
phu hop va dang tin cay. Phat hién dot
bién TERT promoter c¢6 y nghia quan
trong trong xac dinh tién lugng va xay
dung chién luoc diéu tri ca thé hoa cho
BN. Céc két qua phan tich trong nghién
ctru nay da cho thdy méi lién quan rd rét
gitta dot bién TERT promoter voi do
tudi cao, tién trién bénh va xu hudng di
can xa. Cac phat hién nay phu hop voi
cac két qua qubc té da duoc cong bd va
cho thiy gia tri tién lwvong manh mé& cua
d6t bién nay. Nhin chung, viéc phat trién
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phuong phép xét nghiém dot bién gene
TERT promoter tai Viét Nam khong chi
tao diéu kién thuan loi cho viéc ung
dung vao thuc hanh lam sang ma con la
co s& cho cac nghién ctru nham 1am rd
dic diém di truyén va tién luong cta
ung thu tuyén giap tai Viét Nam.

KET LUAN

Phuong phap real-time PCR phat
hién dot bién gene TERT promoter dugc
thiét ké va t6i uu hoa trong nghién ctru
nay cho thiy hiéu qua cao vé6i do dic
hiéu tuyét d6i va do nhay rat tét, phu
hop mg dung trong thyc hanh chan
doan va diéu tri 1am sang. Két qua budc
dau nghién ctru trén 30 BN cho thay ty
16 dot bién TERT promoter kha cao
(43,3%), thé hién mbi lién hé 5 rét voi
cac yéu td tién lugng xdu & RAIR-DTC.
Nhitng két qua nay cing cd thém gia tri
quan trong cua xét nghiém phat hién dot
bién TERT promoter trong quan 1y 1am
sang, ho tro dinh hudéng chién lugc diéu
trj c4 thé hoa va ning cao hiéu qua diéu
tri & BN RAIR-DTC.
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