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NOI DUNG

A) Gen tién doan ung thw
1- Lién quan dén nhirng ai?
2- Tai sao can phai nghién ctru ?
3- Lam sao dé chirng minh ?

B) Phan tich bd gen
1- Phan tich bdé nhiém sac thé
2- Ky thuat M. FISH
3- Ky thuat aCGH




Ung thw vu

»1/10 phu nir
>»42 000 ca/ nam

»>11 000 ca ttr vong / nam

>5-10 % di truyén




The genetics and genomics of cancer
Allan Balmain et al., Nature Genetics 33, 238-244 (2003)

2000 ca m¢&i / nam

Tai Phap
Ung thw va ¢6 tinh chét gia dinh Ung thuw vu
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Hinh 1: Gen sinh ung thw vu
Ung thw v gia dinh (bén trai) chi chiém khoang 5 — 10% téng cac trwong hop ung thw vi (bén phai).
Nhirng gen dwoc biét 1a tac nhan gay unh thw vu gia dinh (BRCA1 va BRCA2) chiém khoang 20% trong
sb cac nguyén nhan gay ung thw vu gia dinh. Hau hét cac nhan td di truyén khac cé tac dong dén sw
hinh thanh ung thw v déu chwa dwoc nhan biét. Nhiéu trong sb d6 cé twong tac véi yéu td moi truong,
nhw phdng xa, da dwoc biét dén trong cac nghién clru la cé kha nang sinh ung.



Phat hién gen tien doan ung
thw dau tién

1994: BRCA1
1995: BRCA 2




BRCA Genes
Tumor Suppresser Genes

Chramosamea 17




Nhirng gen tien doan ung thw khac

* 10 gen co lién quan
« BRCA1/2 hién dién 50% tong so6 ca

. Piém chung : cung lién quan dén hé thong dap
trng gay huy hoai ADN




Vao nam 2007

Ung thw v ¢6 tinh chat gia dinh Ung thw vu

strong N . -
predisposing .
genes unknown polygenic
0.g. BRCANZ predisposing genes

other
known genes familial

genes

unknown familial

predisposing genes environmental
factors

- P83, PTEN

- CHEK2, ATM, NBS1, RAD50, BRIP1, PALB2

10 gen gay ung thw v
T. Walsh and M-C. King, Cancer Cell 11, 103-105, February 2007




) Pinh danh va xuw tri cac gen tién doan
ung thw vu

Thwe hién nghién ctru trén dan s6 nao dé tim
dét bien mat doan BRCA,,

Khdéng c6 sw thong nhat

> Ngwei bénh l1a ngwdi yéu cau

> Ngwoi bénh phai cé theé 1a ngwei mang
dot bien mat doan BRCA,,




» Trong s6 nhirng ngwei cé tien can gia
dinh bi ung thw vu: 7% co dot bien BRCA

« Thuwec te, viéc tam soat cho thay 9/ 10 xn
am tinh

 Nhwng xn am tinh khong c6 nghia khéng
CO nguy co’ ma nguy co twong dwong voi
dan so chung




Nguw&i bénh 1a ngwéi yéu cau

> Tham van di truyén (CG)
— Pworc tham van ky
— Giai thich van dé va cac giéi han
— Tham van di truyén dwoc thwc hién trwée
GQIREVALRELD

= Tinh dén kha néng tham van trwé'ng hop c6 bat
thwong di truyen.
Ai can dwoc chi dinh xét nghiém SHPT
Thwc hién can thiép trén kg am tinh
khi da c6 tién can bénh trong gia dinh




Xét nghiém di truyén tai Phap

Luat quy dinh :

Pé ra cac quy dinh bat buéc nham giéi

han so lwo'ng cac xét nghiém di truyén.




Xét nghiém di truyén tai Phap

Luat quy dinh

1) Luat 94-654 tir 29/7/1994, s6 L 145-15:

« Kiém tra nhirng dac tinh di truyén ctia mot
ngwoi” co lién quan déen van dé surc khoe ...

2) Tim hiéu thong tin tir Uy ban tham van quoc gia
vé chung toc (CCNE)
INSERM-FNCLCC
Hoi Di truyén va Ung thw (GGC)




Xét nghiém di truyén tai Phap

Luat quy dinh

3) Quy dinh sé 2000-570 tir 23/6/2000 :
Can thiet :
- phai dworc tham van ky trwdc xét nghiém
- phai cung cap théng tin lién quan
- két qua xét nghiém di truyén phai dwoc gwvi
lai bac si cho chi dinh




Xét nghiém di truyén tai Phap

Luat quy dinh

4) Tr2/5 /2001

Cac xn di truyén phai do bac si chi dinh doi
voi nhirng ngwoi khong co trieu chirng
nhwng co tien can gia dinh mac bénh

5) Tir 31 /10 / 2001

bo sung thém cac quy dinh cta Uy ban quoc
gia ve di truyen




Xét nghiém di truyén tai Phap

Luat quy dinh

6) Luat 2004-800 tw 6/8/2004 : chung toc va Sinh
Y hoc dwoc quy dinh theo L. 1131-1 dén 5,
khéng chiu trach nhiém vé&i cac trieong hop
khéng dwoc théng bao vé két qua xét
nghiém di truyén tir nhirng ngw®i co lién
quan.




Ngwe®i bénh phai 1a ngwdi cé thé mang dot bién
mat doan BRCA,,

- Khong c6 dinh nghia ré rang cho hoéi chirng
ung thw va va buong trirng di truyén (HBOC)




> Thwe té, nhirng trwérng hop dwoc dé nghi xn :

— Phu nir bi ung thw v va < 30 tuoi

— Phu nir bi ung thw & ca 2 bén

— Phu nir bi ung thw voi trirng

— Nam gi&i bi ung thw tuyén va

— Phu nir c6 tieén can gia dinh bi ung thw v va /
hoac bi ung thw voi trirng

— Phu nir thuéc chung téc juive ashkénaze
(irlandaise, polonaise...)




Tinh diém

Tién can gia dinh giap tham van khach quan hon

 Tinh diém dwa vao bang danh gia (hguon goc tir bd hoac me)
2 5 : chi dinh thanh cdéng
3-4:cbthé
< 2 : that bai

o
=

Dot bién mat doan BRCA 2 da dwoc xac dinh trong gia dinh
Ung thw vi & phu nir < 30 tubi

Ung thw vi & phu nir 30 dén 40 tuoi

Ung thw vi & phu nir 40 dén 50 tuoi

Ung thw vi & phu nir 50 dén 70 tuoi

Ung thw vu & nam giéi

ie
5
4
3
2
1
4
3

Ung thw voi trirng




> Nén biét rang

Trong 1000 ca mac phai ung thw v

> 170 dworc tham van di truyén ung thw
> 50 % dwore chi dinh xn di truyén

> 10 % c6 dét bien mat doan

»> Xeét nghiém
- DPwoc khuyén céo khi kha nang mangdét bien BRCA

112 1a 2 25 %
- va khéng khuyén khich khi < 10 %

> Nhiéu thong ké hiru ich :
- Myriad Genetics (10 000 xét nghiém — dwoc nang
cap déu)

- BRCA Pro Model (Frank et al.) dworc str dung rong
rai hon




I) Tai sao can tim dot bien ?

2000 ca ung thw va di truyén méi tai Phap
1/ 300 ngwdi c6 mang dét bien BRCA1
1/ 800 ngwei c6 mang dét bien BRCA:

Co ttr 17 000 dén 45 000 phu nir ttr 30 dén
69 tuoi




Pét bien BRCA12 cho thay Tang nguy co’
phat trien ung thw vu hay ung thw
buong trirng

- Dan so chung:

Kv1:12% . Ung thw buong trirng:1,4%
- C6 dot bien BRCA1:

. Kv:65% . Ung thw budng trirng:45%
- C6 dot bien BRCA2:

. Kvi:45% . Ung thw budng trirng:11%
trwworc 70 tuoi




Dot bien BRCA112 cho thay Téng
nguy co’ phat trien ung khac

- Tuy (BRCA,)
- Tinh hoan

- Voi trirng
-Ca2vu

Khdng c6 ciing c6 thé ting nguy co’ ung
thw dai trwc trang




Dot bién BRCA1/2 c6 thé lam thay doi xtr tri @ bénh nhan khéng cé
trieu chirng

= Tw kham vu : khéng

= Kham b¢i bac si: Coé ,
- Tir d6 tudi nao? 25 tudi ?
- M6i 4 - 6 thang?

Tam soat sinh hoc : khi kham thay bat ky dau hiéu nao

Chup MRI vu doi v&i nhirng phu nir tré cé nguy co’ cao

Diéeu tri hormon thay thé : can than trong

Hoéa tri dw phong
Hiéu qua cua tamoxiféne établie
Doan nhii dw phong
- 90 % c6 hiéu qua
- khéng thwe hién trwéc 30 tudi
- Khéng tinh theo tudi xuat hién ung thw trong gia dinh

Cat buong trirng dw phong khi c6 dét bien BRCA1




KHONG MAY LA :

= Bat ky chat danh dau sinh hoc nao ciing
khéng cho pheép tien doan mang dot bien
BRCA1/2 nao sé bi ung thw

= Rat kho dé danh gia chinh xac nguy co’ ung
thw cua mot nguo.

= C6 dot bien BRCA khéng ¢6 nghia sé bj ung thw
(v hoac budng trirng)

D khéng xac dinh muirc do
nguy co’ v&i sw chinh xac sé mac bénh

g khéng dw doan s6 nam song con




Rapport des experts réunis par
I'HAS en 2005

« Khoéng thé chan doan trwéc sinh

» Khuyén cdo doi véi nhivng phy niv c6 dot
bién mat doan khéng nén cho trirng dé
thwc hiéen PMA




l1l) Tim dét bien BRCA 12 nhw thé nao ?

Cau tric va chirc nang BRCA1/.2

BRCA ma héa 1 protein cé lién quan dén 1
protein khac va anh hwéng den sw sira
chira ADN

Trén chuét da knockout, lam mat hoan
toan gen BRCA,, dan dén s chét phéi do
16i trong qua trinh tang trwdng té bao




Ung thw vu Di truyén

Phong xet nghiém chuyén biét
Ky thuat 6n dinh
Luén co két qua :

Thwe hién nhiéu xn

Phan tich cac thanh vien trong gia dinh
Tham van di truyén ky

Gia mac hon




BRCA1
« Chuobi 80 kb
« Ma héa1 ARNm /twr 7,8 kb
| ttr 22 exons

 Ma hoa 1 protéine
- tir 1863 acide amin (220 kd)
- C6 trong moi mau mé dwoc phén tich

BRCA:2
« Mahéa1 ARNm/tww 10.4 kb
| tlr 27 exons
 Ma hoa protéine
- tir 3 418 acide amin (380 kd)




Cé6 hon 2 000 dét bién dworc mé ta

- Bién doi ttr vai base déen mat doan I&n
- Khé xét nghiém sang loc

« Cac loai dot bién khéng cé cung nguy co
phat trien thanh ung thw

» 30 % cac dot bién sé con thay doi




Trong triro'ng hop do, phai lam gi ?

> Pwoc tim thay c6 dét bien XXXX
> Chwa dworc biét déen

> Khéng tim thay thong tin : khéng thuw vién,
khéng Base bien doi

> Vi tri quan trong it hay nhiéu
> D6t bién kha quan trong (nhwng khéng 1&n)
> Vay thi?




Két qua tim thay

Mot vai dot blen thu’o’ng gap hon & mot
nhém quan thé nao dé

* Juifs ashkénazes : 2,5% phu nir c6 do6t

bién mat doan nhiéu hon 5 l1an so véi dan sé6
chung

e irlandais




Gia tri cua cac xét nghiém
Chidu dai ciia gen BRCA1/2
Suw phan bo dot bién trén gen
Sw khac nhau clia cac loai dot bién

=> C4c rac roi trong ky thuat xét nghiém

'\l

1 xn khéng thé phat hién tat Giai trinh tw tat ca cac exons
ca cac dot bién

e |

_ i Pét bién diém
Xn phat hién dot bien di tw Thém doan nhd
pho bién dén it gap M4t doan nh

Xn protéines

DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)
= Dot bien diem + bién déi nho

MLPA (Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification) = Bién dbi I&n




Sinh hoc Phan tw

Giai trinh tw

Phan tich thé di hop tir (HA)

bién di Gel bién tinh tuyén tinh (DGGE)

XN Bién dang da hinh chudi don (SSCP) / SSCA / SSLP

Sac ky léng cao ap bién tinh (DHPLC)

Phan cat héa hoc theo nguyén tac khéng bé sung (CMC)

Phan tich cac doan khéng b6 sung dwa vao huynh quang (FAMA)

Men cat gi&i han cac doan da hinh (RFLP)
Pé phan tich cac doan dai (RGT)

Phan &rng PCR da moi danh dau huynh quang (QMPSF)
Khuéch dai cac doan do dic hiéu (MLPA)




> Mac tién (nhwng cang lic cang giam ...)

> Phan tich nhieu ky thuat

> Khong thé phan tich cac doan dai




SAC KY LONG CAO AP BIEN TINH

TEAA : triethylammonium acetate

ACN : acetonitrile




Nguyén tac cia MLPA

1. Denaturation & hybridisation
5’
PCR primer . i ——

sequence Y \}*E\;Dr'iciisdmjs \

sequence ‘(

V4 5°

4 <+— PCR primer sequence X

2. Ligation

The two parts of each probe
hybridise to adjacent target
sequences and are ligated by a
thermostable ligase.

S'aY
\ ?
g T

All probe ligation products are amplified by PCR using only one primer pair.

Y X Y x The amplification product of each
S — probe has a unique length (130-
5’ 3 5 3’ 480 bp).

4. Separation by electrophoresis

Amplification products are separated by electrophoresis. Relative amounts of probe ampilification
products, as compared to a control DNA sampile, reflect the relative copy number of target
sequences.

i
|
|
B

i
j
.’

Schouten, J.P. et al. Nucl. Acid Res. 30, e57.




rotein truncation Tes
(PTT/PTA)

T7 polymerase promoter
Kozak consensus sequence

Gene-specific sequences

PCR amplification
TAQ, dNTPs

RN& transcription
T7 polymerase, rNTPs

’\/:_J;\/-"\j\-:*m

’__v_,.f"\r

Protein translation
Cell-free extracts, amino acids

l Gel electrophoresis

Wild-type product

Truncated product

HATURE MEDICINE, VOL.2, HUIL.2, FEBRUARY 1996, PAGE 156



Pién di Gel bién tinh tuyén tinh
(DGGE)

Pién di

Thao khuon

G. Zwart and J. Bok, dept. Of Microbial Ecology, Center fofLimnology, Netherlands Institute of Ecology (NIOO-KNAW)




Tom lai

80% phu n bi ung thw vi khéng c6 tién s gia
dinh bi ung thw vu

15% phu ni bi ung thw vu co6 tién s gia dinh bj
ung thw vu

5% phu ni bi ung thw vu ¢ tién dodn di truyén
bi ung thw vu (dét bién mat doan BRCA)




Céac phan tich di truyén khac

‘Nhiém sac thé

L es puces




» Té bao ung thw = gen khéng on dinh
= D6t bien nhiém sac thé bat ky

« Néu mot bat thworng di kém véi thuan lovi,

sé nhanh chéng tao thanh déng té bao méi




46,XX,der(1)t(1;5)(p22;932),der(3)ins(3;5)
(921;97?),der(9)ins(9;3;5)(q227;9?;97?)dn
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1890 : Di truyén té bao co dién

 Nudi cay té bao
» Léch bodi : s6 lwong 7 khi dién tiéen 7

» Nhwng nhiéu van de :
- Band cta nhiém sac thé bi mat hay nhan
doi ?
> Piém thwdng bi dirt gay caa gen dwoc
quan tam ? (ex : LMC)
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Figure 2. Karyotype
Cytogenetic analyses of Giemsa-stained parent

(upper panel) and subline {Jower panel) cells were
perforned to identify differences in karyotype (Fig.
2%

These studies showed that the moda
chromosome number deternined for the parent
cells was 74, with a range of &1 1o 7&, which i3
nearly identical to that of the MCEY cell ine of
arigin.

The chromosome number detemnined for the
MCFFS subline cells was found to be muc
higher, with a mode of 124, and a range of 7£ to
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Léch bdi nhiém sac thé (NST 1, 11, 17) phat
hién bang lai huynh quang tai ché cé6 thé la
yéu to tién lwong trong ung thw va.
Masatsugu Takehisa, Mitsunori Saa, Yoshimi

Bando et al.
Anticancer Research 27:1073-1078 (2007).




Bat thwo'ng nhiém sac thé va u v

» Thwong gap nhwng khong dac hiéu
> lq, 3p, 6q, 8p
> +7, +8, +20

> t(1;16)




Mat cau trac di hop tee (P.H.)

> Twong rng v&i sw mat doan nhiém sac thé
chira gen de nén u.

> Nam trén nhiém sac thé 1p, 1q, 3p, 6q, 8p, 11q,
13q, 169, 17p, 179
dworc tim thay dwéi 50 % cac khoi u

> Moi khéi u ¢é it nhit 1 P.H.
> Mét vai khoi u tién ung thw c6 1 P.H.




Puces a ADN

Chuan bi lame Panh dau va lai

Thu nhan hinh anh

Phan tich hinh anh
Phan tich két qua




Chuan bj lame

La Bicbanque : le genome
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Le support : lez lames

: [1] 2] [a] [T
o ninlain
= ' = = i[i:. Y Tl ol i@
Akt ; L : ;
+

- EuEE-

18 ot

1 pointe 16 pointes
Le robot : le spotter L'outil : les pointes = 218 spots 218 x 16
Piece propre: absence :

= 3488 spots 1 lame
de poussiére :

3488 x 3
Températurs et ; = 10464 spots
humidite controlees J




Panh dau va lai
AND binh thwdng

S
g =",

Tach AND thanh
2 soi don

g&' e %ﬁ.
% ,f x{u

AND binh thwong dwoc _ AND khoi u duoc
danh dau huynh quang xanh 14 danh dau huynh quang dé

Lai huynh quang




S6 lwong hinh anh
cho 1 lan scan

Phan tich hinh anh

Chi tiét

vart : ADMN tumoral € ADMN normal

rouge : ADN tumeral > ADN normal

Wk 1

e
23 -
L =

i | B

Phan tich hinh anh:
S6 lwong tin hiéu
huynh quang




Phan tich KQ

Amplification

LB

| Jo=== N -l

Parte

151
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Thuwce hién trén nhirng céa thé binh thwdng dé “nhan dang” khéi u.
Kq néng do huynh quang AND cuia khdi u / AND binh thuwdng (= ti s6) dwoc
tinh cho méi cot. Ti s6 nay hé thdng trong bd gen theo vij tri tirng cét cla
UCSC (theo tirng nhiém sac thé).




Phan tich nhiéu khoi u

B Thay doi
m Bénhly

[0 Binh thwdng

E Bién mat

=
e
¥
A lg——
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o
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LA

Collaboration avec I'équipe de bioinformatique (http://bicinfo.curie.fr)




. Puces a ADN = CGH array

- - N

- Doan tL#Z 100 kb T .18 T°F

“Vin§ quan tam & & & ’ i

«‘Chon gen hoac vi tri m?a's’l_r bien doi'so lwong *

ban saoigay-anh hwérng Kiéu hinh ¥

“Phan loai mé*hoc - 3
de- “ = N

° Nguy co tai phat ta| cho hoac lcan™ _

.« Tién lweng dap trng @iéu tri = & & »

X n- . A
* Dau an'di truyén




MAMMAPRINTE

(signature genomique d’Amsterdam)



MAMMAPRINT®

Muc dich: Phan loai b&nh nhan < 60 tudi / KHONG / khéi u <= 5cm
Theo nguy co nguy co it/ trung binh / cao

MAau: Md lanh hodc mé cb dinh trong RNAretain

Ky thuat: do 70 gen trén ARNm bang microarray

Agilent - FDA

Noi xn: Amsterdam
Gia xn: 2000%

www.biomnis.com




MAMMAPRINT®

XN TIEN LIONG (THUOC THU Mindact): LOE3
>NGUY CO TAI PHAT iT
>NGUY CO TAI PHAT CAO

XN TIEN POAN (THUOC THU Mindact):
>NGUY CO TAI PHAT IT: theo dbi
>NGUY CO TAI PHAT CAO: CT

www.biomnis.com




ONCOTYPE DX ™




Muc dich: Phan loai b&nh nhan c6 dung thudc Tamoxiféne theo
KHONG / CO + nguy co’ it / trung binh / cao

Mau: M6 trong paraffine

Ky thuat: do 21 gen trén ARNm bang RT-PCR, diém 0 — 100

301 Penobacot Drive

@gnomic| ONCOFYPE A B
Asuny

Hinnman

Noi xn: Chau Au

BS = + 10,47 « HER-2 group score

. L Prolferetion Estrogen >
Gla xn: 3600$ __r;_k_fé_:,"!g!_ __E;!g____ (.34 « ER group scora

+ 1.04 « pmlitershion group
+ 1,10 » invasson group scors
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ONCOTYPE DX™

XN TIEN LWUONG (THUOC THU TAILORX): LOE2
>NGUY CO TAI PHATIT
> NGUY CO TAI PHAT TRUNG BINH
>NGUY CO TAI PHAT CAO

XN TIEN DOAN (THUOC THU TAILORX): LOE2

>NGUY CO TAI PHATIT
Khéng c6 ho trogr CT
>NGUY CO TAI PHAT TRUNG BINH
HT + CT
>NGUY CO TAI PHAT CAO
HT + CT

www_biomnis.com




