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MO DAU

I. LY DO CHON PE TAI

Ung thu phoi 1a mot trong nhitng loai ung thu hay gip nhat va gy tir vong
hang dau trong céc loai ung thu & ca 2 gidi. Theo Globocan (2012) trén thé gidi
c6 14,1 triéu ca ung thu méi méc trong d6 ung thu phdi co ty 186 méi mic cao
nhat chiém 12,9% va la nguyén nhan gy tir vong hang dau & bénh ung thu [35].

Ung thu phdi duoc chia 1am hai loai: ung thu phdi t& bao nho (chiém
khoang 20%) va ung thu phdi khong té bao nho (chiém khoang 80%), mdi loai
co tién lugng bénh va diéu trj khac nhau.

Ung thu phoi khong té bao nho thudng gip ¢ giai doan mudn nén lidu phap
diéu tri chua that hiéu qua. Gan day nhiing hiéu biét vé gen va viéc ung dung
sinh hoc phan tr trong chuan doan ung thu 3 mo ra cac liéu phap diéu trj tring
dich, mang lai mot s6 két qua nhét dinh va htra hen mot tuong lai hon trong tam
soat va phat hién sém ung thu, dong thoi cho phép tién luong hiéu qua va muec
do dap tng diéu trj. Su phat trién ctia cong ngh¢ sinh hoc da giap phat hién ra su
dot bién gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 1a mot thu thé yéu t6
tang trudng biéu bi. Trong UTPKTBN c6 thé c6 nhitng bénh nhan mang dot
bién gen EGFR, nhung ciing c6 nhiing trudng hop am tinh véi dot bién gen nay.
Pbi voi nhitng bénh nhan mang dot bién gen EGFR néu duoc diéu tri vdi cac
thudc phan tir nho tc ché hoat tinh tyrosine kinase hodc khang thé don dong
(thudc diéu tri dich) cho hiéu qua kiém soat bénh cao va kéo dai thoi gian sdng
cho bénh nhan mot cach dédng ké. Tuy nhién nhiing bénh nhan khong dot bién
gen EGFR hodc mang cac dot bién khang thudc néu duoc diéu tri dich s& khong
hiéu qua va kinh phi diéu tri cao.Vi vay, viéc xac dinh chinh xac dot bién gen
EGFR 1a vb ciing quan trong trong diéu tri cho bénh nhan UTPKTBN. Trong
nhirng nim gan day tai bénh vién Ung budu Nghé An da trién khai k¥ thuat xét
nghiém phan tich dot bién gen EGFR va str dung thudc diéu tri trang dich cho



cac bénh nhan UTPKTBN c6 mang d6t bién gen EGFR. Tuy nhién chua c6 cong
trinh nghién ciru nao dé cap vé dot bién gen EGFR trén bénh nhan UTPKTBN.
Chinh vi nhiing 1y do trén chiing toi da chon d¢ tai nghién ctu “Pgt bién gen
EGFR trén bénh nhén ung thuw phoi khong té bao nhé nham dinh hwéng diéu
tri” dé gbp phan cung cap dan liéu cho viéc tim hiéu, ngin ngira va dinh hudng
diéu trj cho bénh UTPKTBN mot cach ¢6 hiéu qua nhat.
II. MUC TIEU NGHIEN CUU
Xac dinh dic diém bénh nhan UTPKTBN va ty 1é dot bién gen EGFR trén
cac exon 18, 19, 20 va 216 nhom bénh nhan nay tai bénh vién Ung budu Nghé
An nham dinh hudng cho viéc diéu trj.
I1I. NOI DUNG NGHIEN CUU
- Pic diém dich t& hoc cua bénh nhan UTPKTBN di va dang diéu tri tai
bénh vién ung budu Nghé An.
- Khdo sat ty 1€ bénh nhan dot bién gen EGFR trén bénh nhan dugc chuin
doan UTPKTBN bang giai phiu bénh.
Giai trinh ty va phan tich trinh ty gen EGFR cuia bénh nhan UTPKTBN.
- Xéc dinh cac diém dot bién trén cac exon cla gen EGFR.
So sanh két qua dot bién gen EGFR vé6i két qua phan type UTPTBN

bang h6a mo mién dich.



- CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Luwoc sir nghién ciru dé tai
1.1.1. Tinh hinh nghién civu dé tai trén thé giGi

Hang nam, trén thé gidi ctr co khoang 12,7 triéu bénh nhan ung thu mai
thi ¢c6 1,61 triéu ngudi mic UTP, chiém ty 1& 12,7%.Trong d6 c6 1,38 triéu
truong hop tir vong [35]. Tai My, theo udc tinh ¢6 khoang 215.000 truong hop
bénh méi va 161.000 bénh nhan ung thu phdi chét trong nim 2008 [42]. Diéu
dang cht y 13 phan 16n cac trudong hop ung thu phodi duge phét hién tai cac nudce
dang phat trién, v6i sy gia tang tir 31% vao nim 1980 cho dén nay da 1én dén
55% [35]. Riéng khu vuc Pong Nam A, UTP chiém hang dau trong céc loai ung
thu & nam gi6i, voi ty 16 mac mai 1a 29,6/100.000 dan, xép trén ca ung thu gan
(21,4/100.000) va ung thu dai truc trang (15,2/100.000). Trong khi do, ¢ nit gi61
ung thu phdi xép hang tht tu (11,9/100.000 dan) sau ung thu v, ung thu cd tir
cung va ung thu dai truc trang. Tuy nhién, UTP 14 loai ung thu c6 tién luong rat
xau, 1a nguyén nhén tir vong hang dau & ca hai gidi.

Nam 2009, trong mot nghién ctru trén nguoi chau A, Mok va cong su cong
b ty 1¢ dot bién gen EGFR ¢ bénh nhan UTP 1én dén 59,7% [55].

Néam 2014, nghién ctru Pioneer trén 1482 bénh nhan UTPKTBN tur 51 trung
tam thudc 7 nudc chau A. Trong s6 1450 miu c6 kha ning danh gia c6 746 mau
duong tinh véi dot bién gen EGFR (chiém 51,4%). Riéng & Viét Nam ty 1¢ nay
64,2%, cao nhat trong cac nudc tham gia nghién ctru. Trong khi d6 ¢ Pai Loan
1a 62,1%, Thai Lan la 53,8%, Philippines 1a 52%, Trung Quéc la 50,2%, Héng
Koéng 12 47,2%, An D6 1a 22,2%. Trong d6, ty 1& dot bién xoa doan tai exon 19
1a 27,5%, dot bién L858R exon 21 13 12,5%, con cac dot bién khang thude nhur
T790M exon 20, S7681 exon 20, d6t bién thém doan exon 20 chiém 8,3% [63].

Nghién ctru ciia Toyooka thi ty 1& dot bién Gen EGFR tai Nhat Ban la
30,9%; My 1a 9,4% va Australia 1a 11,9% [70].



1.1.2. Tinh tinh nghién ciru dé tai tai Viét Nam

Tai Viét Nam, UTP nguyén phat chiém ty 1€ cao, ddc bi€t & nam gidi. Tai
khu vuc thanh phé HO Chi Minh ty 1¢ bénh nhan UTP 14 24,6/100.000 dan, va
khu vuc Ha Noi ty 1€ bénh nhan UTP la 38,8/100.000 [23]. Trong giai doan 2
nam tr 2005 - 2006, trong s6 93.719 bénh nhan tir vong do ung thu co tdi
22.209 do UTP [12]. P4 c6 nhiéu nghién ctru vé dich t& hoc, 1am sang va giai
phau bénh cta ung thu phdi, nhung thiéu cic nghién ctru di sau tim hiéu co ché
phan tir cia can bénh pho bién nay.

Nam 2011, bang k¥ thuat giai trinh tu gen, Hoang Anh Vil va cong su phat
hién duoc 2 bénh nhan c6 dot bién & exon 19 va 1 bénh nhan c6 dot bién tai
exon 21 gen EGFR trong 4 bénh nhan UTPKTBN c6 dép ting véi erlotinib tai
bénh vién lao va bénh phdi Pham Ngoc Thach thanh phd H6 Chi Minh. Sau do,
khi giai trinh tu 71 miu mé6 UTPKTBN, Hoang Anh Vil cong bd ty 18 dot bién
gen EGFR 14 42% va dot bién gen KRAS 14 46,5% [18].

Nam 2011, nhom nghién ctru thu¢c Trung tam Nghién ctru Gen-Protein
thuoc Truong Pai Hoc Y Ha Noi di cong bd nhiing ty 18 ban dau vé tinh trang
dot bién gen EGFR trong UTPKTBN tai Viét Nam 13 11/42 (26,2%) mau md
UTPKTBN giai doan mudn dugc xac dinh c6 dot bién gen EGFR béng ky thuat
gidi trinh tu gen [8].

Niam 2013, Nguyén Tuyét Mai va cong su di khao sat két qua diéu tri budc
2/3 cua erlotinib trén 36 bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn thé biéu mé
tuyén tai bénh vién K Trung Uong, c6 11/36 bénh nhan dwoc 1am xét nghiém
gen EGFR, c6 toi 6 truong hop bi dot bién. Két qua cho thay diéu tri budc
erlotinib 2/3 ¢6 thé giup kéo dai sy song & nhitng bénh nhan ung thu phodi thé
biéu mo tuyén véi trung vi PFS va OS lan luot 1a 8,15 thang va 12,1 thang [11].

Nam 2013, Lé Thuong Vi, Tran Vin Ngoc dd danh gid hiéu qua diéu tri
erlotinib trén 98 bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn, ngay nhiing thang dau

tién da c6 80% bénh nhan co cai thién cac tridu ching, trong d6 co 8% thay hiéu



qua ngay tuan dau tién diéu tri bénh. Ty 1& dap ung thudc 1a 35,5%. Tan suit
bénh nhan séng thém trén 1 nam 1a 50% [19].

Nam 2014, Hoang Anh Vil va cong su da nghién ctru dic diém dot bién
gen EGFR trén 332 bénh nhan UTPKTBN c6 bénh phém luu tai bd mon Giai
Phau Bénh — Pai hoc y dugc thanh phé Ho Chi Minh. Nghién ctru da phat hién
40,7% (135/332) bénh nhan c6 mang dot bién cua gen EGFR, ty 1¢ dot bién &
bénh nhan nitr cao hon bénh nhan nam (48,9% & nit so v61 35% & nam, p =
0,012) [18].

Pham Van Luan va cong sy (2016), da danh gia ti 1¢ dot bién gen EGFR &
bénh nhan UTPKTBN diéu tri tai bénh vién trung wong Quan doi 108, két qua
cho thiy ty 18 UTPKTBN nam/nit 1a 3/1, tudi trung binh 1a 61,66 +10,57 tudi,
tudi co dot bién cao nhat 1a > 60 tudi (chiém ty 18 55,6%). Tudi mic bénh cao
nhét 1a 86 tudi, thép nhat 1a 34 tudi. bac diém mo bénh hoc theo nghién ctru
nay, nhom mé bénh hoc gip cao nhit 1a ung thu biéu mé tuyén chiém 71,9%.
Dot bién gen EGFR duoc phat hién véi ty 16 40,6%, trong d6 dot bién chu yéu
xay ra ¢ vi tri exon 19 va 21 véi ty 1€ 58,5% va 33,8 % [10].

Niam 2016, Mai Trong Khoa va cong su di tién hanh nghién ctru xac dinh
dot bién gen EGFR trén bénh nhan UTPKTBN tai bénh vién Bach Mai. Két qua
phan tich dot bién gen EGFR trén 511 bénh nhan UTPKTBN cho théy ty 1¢ dot
bién gen EGFR 1a 40,1%, trong d6 dang thuong gip nhat 1a exon 19 (56,4%
tong s6 dot bién) va dot bién L858R va L861Q trén exon 21 (37,4%). Dot bién
T790M lién quan dén khang thudc TKI chi chiém khoang 1,9%. Ty 1¢ dot bién
gen EGFR phu thudc vao gioi tinh, tién st hat thude, mod bénh hoc, vi tri léy
bénh pham; khong phu thudc tudi, giai doan bénh, phuwong phap thu mau bénh
pham [9].

Tai Viét Nam, da c6 nhiéu nghién ctru vé dich t& hoc, 1am sang va giai phiu

bénh cua ung thu phoi, nhung thi€u cac nghién ctru di sau tim hiéu vé diac diém



sinh hoc cua té bao ung thu va su twong tac giita chiing v6i nhau, vé su biéu hién
ctia protein EGFR va co ché phan tir ciia cin bénh pho bién nay.

Ung thu phdi chuan doan mudn s& ¢o tién luong xau, thoi gian sdng ngan.
Tuy nhién, voi liéu phap diéu tri nhdm tring dich bang cac thudc phan tir nho
hoic khang thé don dong s& gitp diéu tri bénh hiéu qua. Trong diéu tri
UTPKTBN, viéc xac dinh dot bién gen EGFR s€ gitp cho bac si lya chon diéu
trj diéu tri trang dich phu hop.

1.2. Tong quan vé bénh ungthw phoi khong té bao nhé
1.2.1. Tong quan vé bénh ung thuw

Ung thu 13 tén dung chung dé goi mot nhom bénh gom khoang 200 loai
khac nhau vé ngudn gdc t& bao phat sinh, kha ning di cin, cach thirc diéu tri,
nhung déu co chung mot dac diém ndi bat 1a tang sinh vo han kho kiém soat,
xam 1an va phat trién khéi u [1], [2], [37].

Ung thu 13 cin bénh phd bién, duoc nghién ciru chu yéu trén co thé ngudi, co
thé xuat phat tir mot hay mot s6 t bao ban dau cia co thé. Ung thu 13 can bénh cta
t& bao va rat da dang vé can nguyén, cach phong bénh, chuan doan va diéu tri.

Hippocrate, mot nha y hoc Hy Lap thoi ¢6 dai duoc xem 13 nguoi dau tién
nhan dang can bénh ung thu, khi ong dit tén cho can bénh nay la “Karkinos”
theo tiéng Hy Lap c6 nghia 1a con cua. Béi ong vi su xam l4n, phat trién cua
khéi u 4c tinh gidng nhu hinh anh ctia con cua. Ngay nay, ung thu duoc ca thé
gidi biét véi tir “Cancer” theo tiéng Anh va ciing c6 nghia 1a con cua [3], [7].
1.1.2. Cac dac tinh cua ung thw
1.1.2.1. Ung thw la can bénh ciia té bao

Ung thu thuong bat dau tir mot hodc mot sd té bao va phai mat mot thoi
gian phét trién cho tdi khi c6 mot kich thich dit 16n méi ¢ thé c6 dau hiéu nhan
thdy duoc. Thong thudng, cac té bao lanh c6 mot tudi tho nhat dinh va tuan thu
chit ché theo mot quy luat chung 1a “phat trién — gia — chét”. Cac té bao chét lai

duogc thay thé bang cac té bao méi. Co thé cd co ché kiém soat quy luat nay rat



nghiém ngit va duy tri sé luong té bao cia mdi co quan, mdi t6 chirc & muc on
dinh.

Bénh ung thu bit dau khi c6 mét té bao vuot qua co ché kiém soat cua co
thé, phat trién, chiing sinh sdi khong ngimg, hinh thanh mot dam té bao co
chung mot dic diém 1a phat trién vo to chirc, xam 14n va chén ép vao cac co
quan, t6 chirc xung quanh gy tir vong cho bénh nhan [6], [30].
1.1.2.2. Cac giai doan cua ung thuw

Quaé trinh phat trién tir mot té bao ung thu ban dau thanh mot khéi u trai
qua nhiéu giai doan. Giai doan dau 1a qua trinh hinh thanh té bao ung thu khai
phat do anh hudng cua cac tac nhan nodi bao hay ngoai bao nio d6. Dién bién
tiép theo 13 qué trinh phan chia lién tuc khong ngimg cia té bao ung thu nay
thanh mot khdi u duoc goi 12 qua trinh phat trién bénh. Céc té bao ung thu trong
khdi u s& tdng sinh, tu mat di cic thu cam nhén biét gi61 han véi céac té bao lan
can, san xuét d at céc cytokine (tin hi¢u té bao) va cac enzyme protease dan t6i
pha hily mang dém 16t va méi trudng ngoai bao bao quanh khién chung chi lién
két long 1¢0, d& dang burc ra khoi khdi u me, theo mach mau va mach bach huyét
di chuyén tdi cac to chirc va co quan méi, bam lai va tiép tuc ting sinh vo t6
chtrc. Qué trinh ndy goi 1a sy di cin (metastatic process). Céac té bao ung thu
chén ép hay di can vao cac co quan giit chic ning sdng trong co thé nhu nio,
phéi, gan, than... khién bénh nhén tir vong [5], [29], [37], [51].

Quaé trinh hinh thanh va phat trién cin bénh ung thu co thé duoc tom tat

theo so d6 sau (hinh 1.1)

A \ A \ St 5 n
T€ bao Téc nhan noi Té bao Chita tri Song
. hoic ngoai bio Qué trinh ting sinh U ac sOt

binh ung va phit trién -
\ _— > | tin
thuong thu o
Di can,
xam lan Tﬁ
vong

Hinh 1.1: So d6 t6m tdt qud trinh phat trién ciia bénh ung thw



1.1.2.3. Sinh hoc phdn tw va bénh ung thu

Ngay nay ngudi ta di biét rang c6 ba nhom gen lién quan dén qua trinh
phat sinh, phat trién cta ung thu:

- Nhom gen gay ung thu Oncogen 1a tén goi chung cho mdt nhom cac gen
ma su c6O mat cua ching & mot dang nao d6 hodc khi ¢ trang thai tdng cuong
hoat dong s& din toi sy hinh thanh va phat trién cua bénh ung thu [53], [59].
Nhém Oncogen 1a dang dot bién ctia mot nhom gen duge goi 1a Proto-oncogen
chiu trach nhiém ma hoa cho cac yéu t& giam sat su phat trién va sinh truéng
binh thudng cua té bao [29]. Cac yéu t6 nay co thé 1a yéu t6 sinh trudng, cac thu
thé, enzyme truyén tin hiéu va cic yéu té diéu hoa phién ma. Yéu td sinh truong
gan vao thu thé trén bé mat té bao dan t6i kich hoat cac enzyme truyén tin hiéu
ndi bao dé rdi tac dong t&1 mot s6 protein dac hi¢u la cac yéu td diéu hoa phién
ma trong nhan té bao. Cac yéu td phién ma bi kich thich s tac dong vao hé gen
trong nhan va kich hoat cac gen chiu trach nhiém cho sy sinh sbi, phat trién cua
té bao. Do vdy, néu nhom gen diéu hoa sinh truéng nay dot bién thanh cac
Oncogen s& dan t6i su sinh san khong kiém soat dugc té bao va bénh ung thu
duogc hinh thanh tir ddy [5], [6]. Cho t6i nay, mdt vai Oncogen dd dugc nhan biét
la c6 mdt va & dang hoat dong trong mot vai dang ung thu nhu gen myc, ras hay
ho gen bcl... [20].

- Nhém gen ap ché Oncogen (Oncogen superssors) chiu trach nhiém trc ché
cac gen thudc nhom Oncogen tir 6 khong cho cac té bao tham gia tuy tién vao
chu ky sinh truong. Néu gen nay bi mét, ton thuong hay dot bién, s& khién cac
gen thudc nhom Oncogen bi mét kiém soat, hoat dong bat thuong, két qua 1a cac
té bao sinh san vo to chirc. Mot trong nhiing phuong thirc hoat dong ctia nhom
gen nay la kich thich té bao di vao qua trinh tu chét (Apoptosis) [1], [2], [29].
Thudc nhom gen ndy c6 mot gen ap ché ung thu dic biét ma hoa cho mot phan
tir protein tén 1a p53 c6 kha ning khéi dong qua trinh ty chét cia té bao. Trong

nhirng té bao ma cac phan tir ADN c6 nhitng hu hong nao d6 hoic bi dot bién do



mot s6 tac nhan nhit dinh, protein p53 s€ dong vai tro nhu mot chiéc phanh kim
ham, chan dtng su phat trién va phan chia té bao. Trong truong hop cac dot bién
d6 1a khong thé sira chira, protein p53 s& kich hoat dé té bao di vao qua trinh tur
chét, nho vay s€ ngan chan dugc su di truyén cac dot bién nay cho thé hé té bao
con chau.

- Nhém gen sira chita (ADN repair genes) chiu trach nhiém diéu chinh, sta
chita nhirng sai sot trong hoat dong ctia hai loai gen noi trén. Néu doan gen nay
bi tén thuong thi nhitng dot bién cua hai loai gen trén s€ khong duogc khic phuc
va s& dan dén sy sinh san bt thuong cta té bao [43].

1.2.2. Tong quan vé bénh ung thw phoi khong té bao nhé

Ung thu phoi 1a mot trong nhitng ung thu thuong gap nhat & ca nam va nir
va 1a nguyén nhan gy tr vong hang dau trong cac bénh ung thu. Hién nay tan
sudt UTP dang c6 khuynh hudng gia ting tai cac nuéc dang phat trién trong do
c¢6 Viét Nam. Theo béo céo cua tiy ban phong chdng ung thu qubc gia Viét Nam
ti 16 UTP & nam gidi 1a 30,7 / 100.000 dan va 6,7 / 100.000 dan & nit giéi. Hang
nim ¢ Viét Nam c6 khoang 21.800 truong hop ung UTP méi méc va khoang
19.500 truong hop tir vong [15].

Theo Globocan 2012, wdc tinh trén thé gidi c6 khoang 1.800.000 trudng
hop UTP mai phat hién va c6 khoang 1.600.000 truong hop tir vong [35]

Vé mit chuin doan, UTP nguyén phat duoc chia thanh 2 nhém: ung thu
phoi khong té bao nho (NSCLC: non-small cell lung cancer) (chiém khoang
80% céc truong hop miac UTP) va ung thu phdi té bao nho (SLC: Small cell
Lung Cancer) (chiém khoang 20% cac truong hop méac UTP).

1.2.3. Nguyén nhén gdy ung thw phoi

Khoang 90% truong hop UTP d3 dugc chimg minh 13 ¢6 lién quan dén thoi

quen hut thudc 14. Nhiéu yéu t6 nguy co khac, doc 1ap hodc két hop voi khoéi

thudc 14, dong vai tro 1a tic nhan sinh UTP.
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Khoi thubc 14, chira hon 60 loai chit gdy ung thu nhu notrosamine va
benzopyrene, dugc xac dinh 13 nguyén nhan tryc tiép va quan trong nhit giy nén
ung thu phoi. Hat thudc 14 1a nguyén nhan cua 85 — 90% trong tong sd céc
truong hop ung thu phoi trén toan thé giéi [19]. Nguy co ndy phu thudc vao sb
diéu thudc hut mdi ngay va hut trong khoang thoi gian bao 1au. Nhitng ngudi hit
phai khoi thude 14 ciing 1am ting nguy co ung thu phoi.

Ngoai khéi thude 14, yéu t6 nguy co do nghé nghiép phd bién nhit cia UTP
1a phoi nhiém a-mi-dng. Bén canh d6, nhiém phong xa radon c6 lién quan dén 10%
cac trudng hop UTP, trong khi 6 nhiém khong khi déng vai tro chinh trong khoang
1- 2% truong hop [49]. Khi radon khong mui vi, dugc tao ra tir sy phan ra phong
xa radium von xuét phat tir uranium c6 trong 16p vo trai dat. Cac san pham phan
rd phong xa gdy nén sy ion hoa cac vat chat di truyén, tir d6 xuat hién cac dot
bién gen va ung thu.

Gan day c6 nhitng bang ching goi ¥ vai tro cua virus trong viéc giy ra ung
the phdi. Cac virus nhu human papillomavirus, simian virus 40 hay
cytomegalovirus hién dién trong mé ung thu phoi, dugc cho 1 da gy nén sy roi
loan chu ky té bao va trc ché qué trinh chét té bao theo lap trinh, md dudng cho
hién tuwong ung thu phdi xuat hién. Chi tiét vé cac co ché phan tir ma virus khai
phat trong té bao ky chu dé tao nén cac dang ung thu, trong d6 c6 ung thu phoi,
1a mot linh vuc dang thu hat duoc rat nhiéu nghién ciru y sinh hoc trong thoi
gian qua. Ty 18 HPV duong tinh trong mau ung thu phoi trung binh 1a 24,5%,
dao dong tir 15% & Chau Au va Bic My cho dén 35,7% & Chau A [46].

Thoi gian gan day, nguyén nhan di truyén trong ung thu phoi ca ngudi hat
thudc va khong hut thude 14 dang duge chi y. Tinh da hinh thai ctia cac gen c6
vai tro diéu hoa chuyén hoa cac chat sinh ung, kiém soat qua trinh stra sai ADN
va chu ky té bao c6 thé c6 anh hudng quan trong vao tinh man cam véi ung thu
phdi. Vi dy, cac nghién ciru da tim ra it nhat 3 gen trén nhanh dai ctia nhiém sic

thé 15 c6 lién quan véi nguy co méc ung thu phdi, do 13 cac gen CHRNA3,
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CHRNAS5 va CHRNB4, mi hoa cho céc tiéu don vi ciu tric cia thu thé nicotinic
acetylcholine [20]. Mot phan tich gop cua 23 nghién ciru bao gdm 15.857 ddi
tugng cho thiy alen Proline tai codon 72 ctia P53 1a mét yéu té nguy co ung thu
phéi, dic biét trén ngudi Chau A, ngudi da tring va ngudi huat thude 14 [48].

Ché d6 an udng c6 thé anh hudng toi ung thu phoi. O chudt, thirc an c6
nhiéu gbc phosphate c6 thé hoat héa dudng truyén tin hiéu AKT trong té bao
gay nén kich thich qua mic su ting sinh té bao, thic day tién trién cta ung thu
phdi. Mot phan tich gop cta 22 nghién ciru cho thay tra xanh giup giam nguy co
ung thu phoi [68].

1.2.4. Cac giai doan bénh va phédn logi giai phéu bénh
1.2.4.1. Cdc giai doan bénh ung thu phéi khéng té bao nhé

Theo phén loai TNM lan thir 7 ctia AJCC (American Joint Committee on
Cancer : Uy ban ung thu Hoa Ky) nim 2009 va UICC (Union for International
Cancer Control: Hiép hoi kiém soat Ung thu quéc té) cong nhan bat dau vao
thang 1 nam 2010 [58].

T (Tumor): U nguyén phat

TO: Khong xac dinh dugc u nguyén phat, chi c6 té bao hoc duong tinh

Tx: Khong xac dinh khdi u nguyén phat, hoic co té bao UT trong dich tiét hay
dich rira phé quan nhung khong nhin thay u trén hinh anh hoic ndi soi phé quan.

Tis: Ung thu biéu mo6 tai chd.

T1: Puong kinh 16n nhét ctia khdi u nhd hon hodc bang 3 cm, xung quanh 1a
t6 chtre lanh. Soi phé quan chwa phét hién déu hiéu xam 1an phé quan phan thuy.

T1a: Puong kinh 16n nhét cua khdi u nho hon hodc bang 2 cm.

T1b: Puong kinh 16n nhét ctia khdi u 16n hon 2 cm nhung nhé hon hoic
bang 3 cm.

T2: Puong kinh 16n nhat caa khéi u 16n hon 3cm nhung nhé hon hoic

bang 7 cm, gdy ton thuong 14 tang mang phdi, xep phoi hodc viém phdi do bit
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tac phé quan vung rén phdi. Soi phé quan thay tén thuong phé quan thuy hoic
phé quan gdc, cach carina 16n hon 2 cm.

T2a: Puodng kinh 16n nhét cia khdi u 16n hon 3 cm nhung nhoé hon hozc
bang 5 cm.

T2b: Puong kinh 16n nhat ciia khéi u 16n hon 5 cm nhung nho hon hodc
bang 7 cm.

T3: Kich thudc u 16n hon 7 cm hodc c¢6 bat ky d4u hiéu xam 1an (14 tang
mang phoi, thanh nguc, co hoanh, than kinh hoanh, mang phéi trung that, mang
tim); hodac u ¢ phé quan chinh; hodc co dau hiéu Xep phéi hodc viém phéi tac
ngh&n phdi cing bén c6 u; hodc c6 ndt u khac & ciung thiy phdi co u. Soi phé
quan thay t6n thuong phé quan gdc cach carina 16n hon 2 cm nhung chua x4m lan
carina.

T4: Khi u khong ké kich thudc va c6 bat ky dau hiéu xam lan sau: trung
that, tim, khi quan, than kinh qudt nguoc thanh quan, dot séng, hodc mot khdi u
khac & mot thily phoi khac cing bén, tran dich mang phdi 4c tinh.
N (lymph node): Hach lympho tai ché

NO: Khong c6 dau hiéu di can hach ving.

Nx: Khong danh gid dugc hach vung.

N1: C6 dau hiéu di cian hach quanh phé quan va rén phoi cting bén

N2: C6 diu hiéu di cin hach trung that va/hoic hach dudi carina cung bén

N3:C6 dau hiéu di cin hach trung that, hach ron phdi ddi bén; hach doc co
thang, hach thuong don cing hoic ddi bén.

M (metastatic): Di can xa, khong ké hach

MO: Khong c6 dau hiéu di cin

M1: C6 déu hiéu di cin xa

M1a: Di cin phoi ddi bén

M1b: Di cin xa cic co quan khac (xuong, tuyén thuong than, ndo...)

Duwra theo phin do TNM nhw trén, UTPKTBN dwoc chia lam 4 giai doan:
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Giai doan 0:  TisNOMO

Giai doan IA: T1aNOMO; T1bNOMO

Giai doan IB: T2aNOMO

Giai doan ITA : T2bNOMO; T1aN1IMO; T1IbN1MO; T1bN1MO; T2aN1MO

Giai doan IIB : T2bN1MO; T3N1MO

Giai doan IITA: T1aN2MO; T1bN2MO; T2aN2MO0; T3N1MO; T3N2MO; TAN1MO

Giai doan I1IB: Bét ké T, N3MO; T4, bt ke N, MO

Giai doan IV: Bétké T, bat ké N, M1a hodc M1b
1.2.4.2. Phadn loagi gidi pthu bénh

Duya theo két qua giai phau bénh, ung thu phoi dugc chia thanh 2 nhom 16n
v6i tién luong va diéu tri khac nhau. Ung thu phoi t& bao nho chiém khoang
20%, hau hét cac truong hop di cé di can xa vao thoi diém chan doan va c6 tién
luong rat xdu. Loai ndy thuong xudt phat tir cac khi dao 16n va c6 dién tién rat
nhanh. Ung thu phéi khong té bao nhé chiém khoang 80%.

Theo bang phan loai cia WHO (T4 chirc Y té thé gidi) nam 2015, md bénh
hoc ctia ung thu phoi khong té bao nho gdm cac nhoém sau:

= Ung thu biéu mé vay (squamous cell carcinoma)

= Ung thu biéu mé tuyén (adenocacinoma)

= Ung thu biéu mé té bao 16n (large cell carcinoma)

= Ung thu biéu mé tuyén — vay (adenosquamous cell carcinoma)

= Ung thu biéu mé dang sarcoma (sarcomatoid carcinoma)

= U carcinoid

= Ung thu biéu mé type tuyén nude bot
1.2.5. Cdc tri¢u chieng ciia wng thw phéi khong té bao nhé

Céc triéu chirng 1am sang cua ung thu phdi khong hoan toan dic hiéu, c6

thé ciing gip trong cac bénh 1y lanh tinh ctia phoi. Can luu y rang khoang 10%
truong hop ung thu phoi khong hé co triéu chimg nao khi dugc chan doan, chi

dugc phat hién tinh co trén phim phoi khi kham sirc khoe tong quat.
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Trong giai doan ddu, UTPKTBN thuong khong gy ra bat ky triéu ching
nao. O giai doan tién trién, cic triéu ching c6 thé xuat hién bao gdm:

- Ho dai dang

- Mét moi

- PDau nguc

- Gidm can khong rd nguyén nhan

- Kho thé

- Dau xuong

- Co thé yéu ot

- Ho ra mau

Céc triéu chting cta ung thu phoi khong té bao nho giai doan cubi:

- Pau xuong hoac dau vai, dau khop

- Rt mi mét

- Khan tiéng hoic thay d6i giong néi

- Moéng tay bién dang

- Nubt kho khan

- Sung mat

Nhimg triéu ching ctia ung thu phdi khong té bao nho thuong khong dic
hiéu, né c6 thé gidng véi cac diéu kién it nghiém trong khac. Do vay, diéu quan
trong 14 khi gip cac triéu chung bat thuong, nguoi bénh can di kham dé tim ra
nguyén nhan.
1.3. Co ché phén tir ciia bénh ung thu phéi khong té bao nhé va vai tro ciia
con dwdng truyén tin hiéu EGFR trong co ché bénh
1.3.1. Co ché phin tir ciia bénh ung thuw phoi khong té bao nhé

Su phét sinh, phat trién UTP dién ra qua nhiéu giai doan dudi tac dong

ctia cac yéu td nguy co, su dap tng cua gen va qud trinh tich lily dot bién xay ra
trén cic gen gdy ung thu va gen ap ché ung thu, hau qua 13 1am mat can bang

ctia hai hé théng gen nay [61].
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Nhitng nim gan day, cac k¥ thuat sinh hoc phan tir hién dai da giup kham
pha ra tinh trang khuéch dai cac gen sinh khéi u va bat hoat ciia cac gen kiém
ham khdi u trong co ché bénh sinh ctia UTPKTBN.

Phat hién dugc xem la quan trong nhét 1a nhirng dot bién lién quan dén ho
gen sinh khdi u RAS. Cac gen nay ma hoa cho mét loai protein nam ¢ mit trong
cia mang té bao, co hoat tinh GTPase tham gia con duong dan truyén tin hiéu
ndi bao. Nhitng nghién ctru trén chudt cho thiy c6 mdi lién quan giira dot bién
gen RAS va co ché phéan tir bénh UTPKTBN. Nhiing nghién ciru trén nguoi cho
thdy su kich hoat gen RAS sé& thiic day tién trién cta khdi u phoi, dic biét & phan
nhém ung thu biéu mé tuyén trén bénh nhan hut thude 14 [59].

Sau dot bién gen RAS, bién d6i di truyén quan trong khac trong bénh UTP
la dot bién gen EGFR, gay ri loan trong con dudng dan truyén tin hiéu thong
qua thu thé yéu t6 phat trién biéu bi EGFR. Trong cic té bao ung thu, hoat tinh
tyrosine kinase cia EGFR bi rdi loan boi dot bién gen EGFR, ting sd luong ban
sao gen EGFR hoic biéu hién qua muc protein EGFR.

Bién d6i di truyén tiép theo 14 r6i loan hoat héa BRAF. Protein BRAF véi
hoat tinh serine/threonine kinase tiép ndi con duong tin hiéu cua KRAS trong té
bao. Su phosphoryl héa BRAF hoat héa cac gen MEK 1 va MEK?2 thuc day phan
bao va 1am tang kha ning séng sot cta té bao UT.

Ngoai dot bién gen EGFR, KRAS va BRAF, cac bat thuong vé di truyén
khac c6 thé lam thay ddi liéu trinh diéu tri bénh UTPKTBN con ¢ phirc hop
chuyén vi lién quan dén hoat tinh tyrosine kinase ciia thu thé ALK (vbn nhay
cam véi cac tic nhan @c ché ALK), phic hop chuyén vi ROSI, phtc hop
chuyén vi RET, d6t bién MEK va su khuéch dai gen MET (ma hoa cho thu thé
yéu t6 phat trién té bao gan)....

1.3.2. Thu thé yéu té phidt trién biéu bi (EGFR)
1.3.2.1. Gen EGFR
Gen EGFR & nguoi, nam trén canh ngén nhiém sic thé sd 7, tai locus

7p12, duge xép vao nhom gen tién sinh khéi u (proto-oncogen), dai 110 kb, gdm
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188307 nucleotit va dugc chia thanh 28 exon, ma hoa cho protein c6 1210 amino
acid.
1.3.2.2.  Thy thé yéu t6 phdt trién biéu bi (EGFR)

Gen EGFR quy dinh protein EGFR, 1a mot nhém protein ¢6 chirc nang
thu thé & mang té bao thudc ho tac nhan ting truong biéu bi (EGF — family) cua
cac tin hiéu ngoai bao, dugc phat hién lan dau tién boi Carpenter va cong su
nim 1978 [45], bao gém 4 thanh vién: EGFR (HER1/ErbB1), HER2 (ErbB2),
HER3 (ErbB3) va HER4 (ErbB4). Céc protein nay c6 vai tro quan trong trong
viéc diéu hoa cc qua trinh sinh truéng, phat trién, trao d6i chit va sinh 1y cta té
bao.

CAu triic ctia thu thé EGFR:

Hinh 1.2. Cdu triic thy thé phat trién biéu bi (EGFR)[76]

Thu thé cta yéu té ting truong biéu bi nam trén bé mit té bao, ddy 1a mot
glycoprotein xuyén mang, phan nam bén trong t& bao cta thu thé ndy gin véi
mot tyrosine kinase. Tyrosine kinase ndy dugc hoat hoa khi EGF dén gan véi
thu thé nay. Thu thé ndy do mot gen nam trong té bao quy dinh, d6 13 mot tién —
gen sinh ung thu. Su dot bién, thay ddi trong gen, hodc su khuéch dai gen nay s&

1am thay d6i thu thé nay va c6 thé gy gia ting nguy co ung thu.
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Protein EGFR mang hoat tinh tyrosine kinase, 1a khoi nguén cua con duong
tin hiéu tyrosine kinase trong té bao. Phan tr EGFR gdm mdt ving gan két cac
phéi tr ndm ngoai mang té bao, mot vung xuyén mang dac hi¢u va mot vung ndi
bao. Phan ngoai mang cia EGFR c6 trong luong khoang 100 kDa cé hai ving
gidu cystein 1a noi dé gin két cac phdi tir cia EGFR. Vung xuyén mang trong
luong nho 3 kDa, tip trung tai ving phan cuc phospholipid mang. Phan trong té
bao trong lugng khoang 60 kDa la protein kinase vdi dudi tan cung carboxyl 1a

noi xay ra phan g ty phosphoryl hoéa cia EGFR.

(a) Bén Vi tri gén
ngoai té /\A el (b)

b3o < EGF
e oo XX CXHFIS XK
§3 48 33 £3 34 3 Mang } ) I 33 4
BRBABHEEE; bio twone $#i5| IHEH
teosseell Peeeesess O e e e e
Bao tuong Tyrosine
kinase
=& ':':.T—\;? 3 1_")_(':?;
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l
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O

Hinh 1.3.(a) Cdu triic thu thé yéu t6 phdt trién biéu mé (EGFR);(b) Sw hoat héa
cua EGFR [49]
Chtrc nang cua thu thé EGFR:

Hoat dong cua EGFR kich thich nhiéu con duong tin hi€éu ndi bao phtrc tap,
von duoc diéu hoa chit ché boi sy hién dién cua phéi tor dac hiéu. Hai con duong
tin hiéu chinh duoc kich hoat bo1 EGFR 1a RAS/RAF/MEK/ERK va PI3K/AKT,
ngoai ra con cO Src tyrosine kinase, PLCy, PKC va STAT [48], [49]. Ngay sau
khi dugc hoat hoa, ving ndi bao cua EGFR s€ tu phosphoryl hoa, khoi dau mot

dong thac tin hi¢u lan toa khép té bao, gay kich hoat su tang sinh mach mau, di
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cin va trc ché qué trinh chét theo chwong trinh, kich thich phan bao, va cic con
duong dan truyén tin hiéu phién ma [47], [49].

Gen quy dinh EGFR va thy thé EGFR di dugc tim thdy ¢ mo tuyén va binh
thuong va nhiéu loai mo khac. Trong té bao binh thudng, su hoat héa cia EGFR
can thiét cho nhiéu chtrc ning quan trong cua té bao nhu qué trinh ting sinh va
biét hoa té bao.

Trong qua trinh sinh bénh & nguoi:

Bénh ung thu : Céac dot bién gen EGFR da dan dén su biéu hién qua murc
EGFR, dugc biét nhu qua trinh diéu hoa ting hodc su hoat héa qua mic khong
phu thudc vao su hién dién cua phéi tr c6 thé din dén su tang sinh bat thuong
cling nhu sy chuyén dang 4c tinh cta t& bao. Co nhiéu co ché dan dén su hoat
dong bét thuong cia EGFR nhu su biéu hién qua muc cua thu thé, sy khuéch dai
ctia gen EGFR hodc dot bién gen EGFR. Do giir vi tri khdi ngudn ctia con duong
tin hiéu tyrosine kinase trong céac té bao c6 ngudn gdc biéu mé nén EGFR dong
vai tro0 quan trong trong sinh bénh hoc cua mot s6 bénh ung thu biéu mé cua
ngudi, gébm co ung thu biéu mod té bao vay dau cd, u ndo nguyén phat,
UTPKTBN, ung thu dai truc trang, ung thu tuy va ung thu va.

Bénh do viém nhiém: Tin hiéu EGFR bat thudng c6 lién quan dén cac bénh
nhu vay nén, bénh eczema va xo vira dong mach. Tuy nhién vai trd trong ting
truong hop rat khé xac dinh.

Ngoadi ra, ciing do vi tri quan trong nay nén EGFR con tré thanh dich nhdm
tiém nang cho cac thé hé thudc méi diéu tri ung thu.

1.3.3. Pjt bién gen EGFR

Dot bién EGFR trong UTPKTBN duoc bao cdo 1an dau tién nam 2004 trén
nhitng bénh nhan c6 dap tng véi gefitinib [50] [58]. Dot bién gen EGFR xay ra
& giai doan rat som va co ty 1é cao trong UTPKTBN. Tét ca cac dot bién gay

hoat hoa EGFR déu thudc ving bam adenosine triphosphate (ATP) cta thy thé
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tyrosine kinase, cling dong thoi 14 vi tri twong tac cta cac loai thudc trc ché
tyrosine kinase cua EGFR (EGFR TKI).

Trong UTPKTBN cac dot bién xdy ra tai 4 exon 18-21 ciia gen EGFR, ma
hoa ving tyrosine kinase, khién cho protein EGFR luén trong trang thai hoat hoa
khong phu thudc vao phdi tir, co tac dung ting su nhay cam cia khdi u hoidc
gitip khang lai cic EGFR TKI. Nhiing d6t bién nay duoc chia 1am ba nhom, céc
dot bién 1am tang tinh nhay cam cta khdi u véi thude diéu tri trang dich EGFR
TKI chu yéu thudc hai nhom I va II.

- Nhom I: gém cc dot bién x6a doan & exon — bao ton khung doc 19, phé)
bién nhat (khoang 44%) 1a kiéu dot bién x6a tir vi tri acid amin vi tri 747-leucine
t6i acid amin vi tri 749-acid glutamic (dot bién LREA).

- Nhom II: gdm cac dot bién thay thé mot Nucleotit 1am thay d6i acid
amin & exon 18 va 21. Dot bién diém thudng giap nhat (khoang 41%) 1a dot bién
& exon 21 thay arginine bang leucine tai codon 858 (dot bién L858R). Mot sd
d6t bién khac nhu dot bién thay thé glycine & codon 719 thanh serine (G719X),
thanh alanine (G719A) hodc thanh cysteine (G719C) chiém 4%; mot sé dot bién
v6 nghia khac chiém 6%.

- Nhom III (5%) gdm céac dot bién lip doan, thém doan va dot bién diém
tai exon 20 gen EGFR. Exon 20 chira hau hét 1a cac dot bién lam cho té bao
UTP khéng lai véi thudc diéu tri dich nhu dot bién diém T790M, V769L, S768I
va cac dot bién thém doan. Tuy nhién, gan day cac nha khoa hoc di phat hién ra
mot ngoai 1¢, mdt dot bién thém doan 12 Nucleotit (tuong tng thém 4 acid
amin) tai exon 20, dot bién A763 Y764insFQEA, lai lam ting tinh nhay cam
cua té bao UTP voi thude diéu tri dich [73].
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Gan két EG.F Gan két EGF. ™ Tyrosine kinase Tu phosphory[vhéa

I [ ] | ] [ “ |

Exon 2 5 7 B 16 17 : 18-21 ] 22-24 28

Cac dot bién lién
quan dén tinh khang
thuéc SRR T790M (50%)*
D770_N771 (ins NPG)
D770_N771 {ins SVQ)
D770_N771 {ins G), N771T

V765L
D761Y 57681

<1% = Y4 M = 0
3 AR =% S (5%) 28 g
Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21
{nucleotide-binding loop) {activation loop)
G719C AE746-A750 V765A L858R (40-45%)
G719S AE746-T75] T783A N8265S
G719A AE746-A750 (ins RP) @%) AB39T
V68IM AE746-T751 (ins A/l) K846R
N700D AE746-T75] (ins VA) L861Q
E709K/Q AE746-5752 (ins A/V) G8&3D
S720P AL747-E749 (A750P) (40-45%)
(5%) AL747-A750 (ins P)

AL747-T75]
AL747-T75] (ins F/S)
AL747-5752

Cac dét bién lién AL747-752 (E746V)

quan dén tinh nhay AL747-732 (P7535)
cam thuéc AL747-S752 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)
AS752-1759

(45%)
Hinh 1.4. Cdc dang dét bién gen EGFR quyét dinh tinh dap iing véi EGFR TKI
[63]

Mdi kiéu dot bién tao ra bat thuong trong dong tin hiéu ndi bao khac nhau,
nhung hau hét cac dot bién déu anh hudng 1én khe gin ATP cua thy thé, 13 noi ma
cac thudc trc ché tyrosine kinase phét huy tac dung bang viéc canh tranh voi ATP.
Céc d6t bién phd bién nhat ndm & exon 19 va 21. C6 hon 20 loai d6t bién mét doan
— bao t6n khung doc cua exon 19, trong s6 d6 thuong thdy nhat 1a cac dot bién
delE746_A750, delL747 T751insS va delL747 P753insS. Tai exon 21 thi dot
bién L858R la thudng gip nhat, bén canh d6 ciing c¢6 cac dot bién khac nhu
L861Q hay L861R. Céac dot bién trén exon 18 bao gdbm G719C, G719X, G719A
va S720F. Cac dot bién trén exon 20 thuong khong c6 dap tmg voi thude e ché
EGFR, bao gdm dot bién chén doan D770 N771insNPG, D770 N771insSVQ,
D770 N771insG va cac dot bién diém nhu T790M, V769L va N771T. Dot bién
quan trong nhat ctia exon 20 chinh 1a T790M, gip trong mét ty 1& nhé cac truong
hop ung thu biéu mé tuyén dé khang nguyén phat véi thude trc ché EGFR va xuat
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hién trong hon 50% céc trudng hop dé khang mac phai trong qua trinh diéu tri véi
cac thudc nay.
1.4.  Phwong phap phat hién dot bién gen EGFR
1.4.1. Ky thudt PCR - RFLP

Nguyén tic cta phan ing PCR dua vio hoat tinh cta cac ADN polymerase
khi hoat dong téng hop mot mach ADN mé1 tr mach ADN khuon, véi nguyén
liéu 14 bén loai nucleotit. Phan tmg nay doi hoi su ¢ mit cua nhitng mdi xudi va
moi ngugc co trinh tu bd sung voi hai dau cua trinh tw ADN khuon. Sau mdi chu
ky céc chudi d6i ADN méi tao thanh sé& tiép tuc dugc dung dé lam céc phan tr
ADN nén d téng hop cac ADN mdi trong chu ky tiép theo. San pham cudi cua
phan tng PCR 14 doan ADN chudi d6i c6 chiéu dai 1a khoang cach giita hai doan
gen moi, va hai dau tin cung cua san phém duoc xac dinh boi dau tan cung 5’ cua

hai doan gen moi.

EGFR exon 21

ex21-S1 ex21-AS1
—_— —
Pot bién + 4
Kiéu dai - .
PCR Khuéch dai va
cit han ché
ex21-S2 ex21-AS1
) JEE —_—
Pot bién
157 bp
Vitri Msc1 (TGGCCA)
Kiéu dai

60 bp 97 bp

Hinh 1.5. Phdt hién dét bién exon 21 gen EGFR bang ky thudt RFLP [24]
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Sau khi két thiic phan mg, san pham PCR dic hiéu s& dugc tinh sach va xtr
Iy v&i enzym cit han ché di duoc lya chon nham tao ra nhitng phan doan ADN
nho hon. Sau khi duoc dién di trén gel agarose, s6 lugng va chiéu dai cac doan
ADN nay s€& giup phat hién cac truong hop dot bién. Phuong phap phat hién dot
bién gen EGFR bang k¥ thuat PCR-RFLP dua trén nguyén Iy: exon 21 cta gen
EGFR kiéu dai ¢6 vung trinh tu dac hi¢u cho enzym Mscl, dot bién tal exon 21
gen EGFR 1am mat vi tri cit ctia enzym do d6 san pham PCR khong bi cét boi
enzym Mscl [23]. Sau khi phan cit, cdc san pham s& duoc phan tich két qua trén
thach agarose. Pay 1a phuong phap truyén thong, kinh t& nhung rat hiéu qua va
cho d¢ tin cay cao.
1.4.2. Ky thudt giai trinh tu gen

Poan ADN can duoc gidi trinh ty dugc st dung nhu trinh tu mau cho phan
Gmg giai trinh ty bat dau tr vi tri gin moi. HOn hop cua deoxy- va
dideoxynucleotit dugc st dung trong phan ung v&i nong dd sao cho céc
dideoxynucleotit s& gan vao mdi vi tri ma cac deoxynucleotit thudng gin trén
doan ADN dang dugc tong hop. Su gin cia cac dideoxynucleotit s& lam gian
doan qua trinh kéo dai cac doan ADN dugc tong hop, két qua s& tao ra hdn hop
cac soi ADN c6 kich thuéc khac nhau. Nucleotit tin cung trén mdi soi ADN
duoc xac dinh bﬁng cach chay mot phan tng hon hop nhung tung loai
dideoxynucleotit duoc danh dau bang cac chat phat huynh quang dic hiéu khac
nhau.

San pham sau phan ung giai trinh ty s& dugc doc trinh ty bang may giai
trinh tu ty dong st dung bang gel polyacrylamide. May gom 2 phan: phan ding
dién di gel, phén phat hién cac vach dién di. Cac vach dién di duoc cac con mét
cam quang phat hién khi di qua chum tia laser va phat sang 1én. Tin hiéu dugc
mat cam quang truyén vé may tinh dé hién thi thanh cac dinh cuong d6 sang.

Sau do, trinh tu gen cila mau nghién ctru s€ duge doi chiéu véi trinh tu gen tham
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chiéu trén ngan hang gen thé gidi (GenBank) va dugc phan tich dé xac dinh
vung hodc diém dot bién.

1.4.3. Ky thudt Scorpion ARMS

K¥ thuat Scorpion ARMS la su két hop cua ky thuat khuéch dai dic hiéu
alen dot bién (ARMS) va cong nghé Scorpions trong phan tmg Real-time PCR dé
phat hién cac dot bién. Nguyén 1y cua ky thuat khuéch dai dic hiéu alen dot bién
1a dya vao dic tinh ciia Taq ADN polymerase chi khuéch dai hoan chinh mot
phan tt ADN mdt dau 3’ ciia mdi va soi khudn bd sung hoan toan véi nhau. Khi
dau 3’ cta moi khong bo sung véi soi khudn phan tng PCR bi tre ché hoan toan.
Dua trén nguyén 1y ndy, k¥ thuat cho phép khuéch dai dic hiéu mét trinh tu dot
bién ngay ca trong truong hop alen dot bién d6 chiém mot ti 18 rat nho (1%) trong
tong s6 sgi ADN khuén.

Mutant template

Additional mismatch
ARMS primer Mutation of interest Taq

ARMS primer extends on mutant target DNA

Wildtype template ‘
Taq

ARMS primer

AAAAARLAARALARALARARALLRRLS

ARMS primer does not extend on wild type DNA

Hinh 1.6. Nguyén Iy cua ky thudt Scorpion ARMS [76]

Scorpion l1a phan tir c6 cAu tao mot dau mang trinh ty cua doan moi dic hiéu
v6i alen dot bién can khuéch dai, dau trinh ty nay dugc ndi véi mot dau do. Phan
kich thich phat tin hiéu huynh quang (fluorophore) cia dau do dugc gin véi phan
trc ché (quencher) c6 nhiém vu dap tat tin hiéu huynh quang ctia phan kich thich.
Trong phan tng PCR khi dau do bam voi doan trinh tu khuéch dai, phan kich
thich phét tin hiéu huynh quang duoc giai phong khoi phan e ché, phét tin hiéu
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dén bd phan cam bién cua may real-time PCR. K§¥ thuat Scorpion ARMS cho
phép phat hién duoc gn nhu toan bd cac dot bién co lién quan dén mic do dap
tmg thudc ctia gen EGFR: G719A, G719C va G719X (Exon 18); 19 dang dot bién
x6a doan thuong gip ¢ exon 19; T790M va S768I (Exon 20), 3 dang dot bién
thém doan thuong gap & exon 20; L858R va L861Q (Exon 21)

ADN dich Poan do Scorpion dic hi¢u alen
Alen kieu daiP® TTTTTTTTTTTTITII Il . iéu dot bid
o dac hiéu alen kiéu dot bién
encotoien™ T 1
“*m‘rn‘rn

Dic hiéu alen kiéu dai

@91

Céc doan mdi ddc hiéu alen bit cap va kéo dai

yfg,mmmmlmm I

Do mirc phat huynh quang bang real-time PCR

+

8  Kiéudai 8 "Kiéu dai : Dot bién g  Dotbicn
S s (1:1) g

2 3

o o g

- S S

© = 2

56 chu ky S6 chu ky 86 chu ky

Hinh 1.7. Co ché ciia ky thudt Scorpion ARMS [73]



25

1.4.4. Ky thudt Smart Amplification Process (SMAP)

K¥ thuat SMAP 13 mot cong nghé méi nhat duoc phét trién boi cac nha khoa
hoc tai vién cong ngh¢ Riken-Nhat Ban nham phat hién cac dot bién trén gen
EGFR. Nguyén 1y co ban cta ki thuat nay 1a: Khuéch dai ADN = Phat hién dét
bién. Dé thuc hién dugc nguyén Iy nay k§ thuat SMAP sir dung (I) cac cip mdi
phat hién dot bién dugc thiét ké bat dbi xing nham giam thiéu cac kha ning
moi ghép cip sai voi soi khudn (II) mot loai protein méi v6i kha nang nhan biét
va bam dac hi€u tai vi tri c6 su ghép cdp khong tuong déng gifra mdi va khudn
(Taq MutS) ngan khong cho phtrc hop moi-khudn dugc khuéch dai trong phan
mg kéo dai chudi. Chi nhitng phtrc hgp mdi-khuén ADN ghép cip hoan méi
duogc khéch dai nhd ADN polymerase, tin hi¢u cia san phém khuéch dai dic
hiéu dot bién dugc phat hién trong hé théng may real-time PCR [39].

Thuc té cho thdy mot trong nhitng kho khan cua viée ap dung cac ki thuat
sinh hoc phéan tir nhu giai trinh tu gen, Scorpion ARMS trong thuc té 1am sang
thudng doi hoi qua nhiéu bude, d6i ngii k§ thuat vién co kién thic chuyén siu vé
sinh hoc phan tir, gi thanh cao, thoi gian phan tich két qua 1au. Cac cong trinh
nghién ctru 4p dung k§y thuat SMAP cho thay k¥ thuat van hanh qua mot bude duy
nhat “Khuéch dai ADN = Phat hién dot bién”, c6 do chinh xac cao, thoi gian tir
khau tach mau dén cho két qua phan tich dot bién gen rat ngan: khoang 30 phut.
Pay 1a mot wu thé ndi bat cia ky thuat SMAP so véi cac ki thuat khac nhu giai
trinh ty gen (1-2 ngay), PCR-RFLP (1-2 ngay), Scorpion ARMS (3-4 gio). Mot
khi k¥ thuat SMAP dugc ap dung thanh cong, k¥ thuat maoi nay s€ 1a mot cong cu
dac lyc gitp cac nha nghién ciru va 1am sang Viét Nam hién thuc hoa muc tiéu y

hoc c4 thé - kham va chita bénh dya trén tinh trang gen ctia bénh nhan.
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CHUONG 2
POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciru
Pbi tuwong nghién ctru 1a gen EGFR ctia bénh nhan UTPKTBN tai bénh
vién ung budu Nghé¢ An.
- Tiéu chuén lya chon:
+ Bénh nhan duoc chan doan giai phéu bénh la UTPKTBN.
+ Giai doan bénh mudn, khong thé phﬁu thuat triét can.
+ Khong c6 bénh noi khoa phdi hop c6 chdng chi dinh hoa chit.
- Tiéu chuén loai trur:
+ Khong con md trong khdi nén.
2.2. Khach thé nghién ctru
Bénh nhan UTPKTBN diéu tri tai bénh vién Ung budu Nghé An.
2.3. Pia diém va thoi gian nghién ciru
- Pia diém: Bénh vién Ung buéu Nghé An — thanh phé Vinh — Nghé An.
- Thoi gian: thang 10 ndm 2016 dén thang 6 nam 2017.
2.4. Thiét ké nghién ciru
Nghién ciru mé ta cat ngang, hoi tién ctru.
2.5. Phuong phap nghién ciru
C6 nhiéu phuong phap lam xét nghiém phan tich gen EGFR, véi diéu kién
nghién ctru ¢ khoa Giai phdu bénh, bénh vién Ung buéu Nghé An, ching toi tién
hanh 2 k¥ thuat phan tich dot bién gen EGFR d6 1a: k¥ thuat Scorpion ARMS
thuc hién trén may Real-time PCR va k¥ thuat giai trinh tu gen thuc hién trén

may giai trinh ty gen.
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2.5.1. Thiét bi nghién ciru

Bang 2.1: Cdc trang thiét bi phuc vu nghién cuu

Tén thiét bi

Hang san xuat

May vui bénh pham

Thermo Scientificn Histostar — Anh

Tl an toan sinh hoc cap 2

ESCO - Singpore

Tt am sau (-30°C, -80°C)

ESCO - Singpore

May do nong d6 and

Thermo Scientificn Histostar Anh

May cit tiéu ban (dao cit thich hop dé cit
dugc khéi paraffin phai cit dugc nhiing

manh kich thuéc 5 ~ 10 pm)

Thermo Scientificn  Histostar

Anh

May ly tam nho - Microcentrifuge

Eppendorf — Durc

May ly tim lang mau nhanh

Eppendorf — Durc

May u nhiét (diéu chinh duoc tir 37- 90°C)

Thermo Scientificn Histostar Anh

Stuart (Bibby) — Anh

Mady vortex

Buodng thao tac PCR ESCO - Singpore
May Realtime-PCR 7500 fast ABI - My

May giai trinh twv ADN ABI 3130 ABI - My

Pipett chuyén dung cho sinh hoc phan tir

Eppendorf — Durc

Hé thong dién di, mang do gel, luoc tao giéng

Mupid - Nhat Ban

M4y do quang pho (dinh nong d6 ADN,
RNA)

Thermo Electron Corporation

(Biomate) — Anh

May luan nhiét

Gene Amp PCR System 9700 - My

Lo vi song

Panasonic — Nhat Ban

May soi va chyp anh tu dong gel agarose

da dién di

Dolphin Chemic Wealtec — My
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2.5.2. Héa chit phuc vu nghién ciru
- Héa chat tach chiét ADN tir mé ung thw phoi:
* Dung dich xylene, dung dich SDS 10%, ethanol 100%
= Lysis buffer (50mM Tris pHS, ImM EDTA, 0,5% Tween20)
= Dung dich proteinase K (néng do 1 mg/ ml)
- Héa chat tach chiét va tinh sach ADN:
= Lysis buffer (50mM Tris pHS, ImM EDTA, 0,5% Tween20)
Dung dich SDS 10%

Dung dich proteinase K (néng do 1 mg/ ml)

Dung dich phenol: chloroform: isoamyl ty 1€ 25:24:1

Dung dich chloroform: isoamyl ty 1€ 24:1
Ethanol 100%, ethanol 70%, sodium acetate 3M, pH 5,2

- Héa chat chay PCR (Invitrogen):
= Dung dich dém 10X, hdn hop ANTP, Taq polymerase, Mg2+, nudc ct.
= Cac cap mdi dic hiéu (xud1 va ngugc)

- Héa chdt dién di san pham PCR:

= Agarose, dung dich TBE (boric acid EDTA),
» Ethidium bromide, loading dye, thuéc do ADN.

- Héa chat tinh sach sin pham PCR: Promega Wizard SV gel clean-up
system (Promega Inc.) gdbm dung dich gin két mang, dung dich rira mang, nudc
cat khong c6 nuclease.

-Héa chat gidi trinh tw gen: BigDye Terminator version 3.0 Ready
Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) gom:

* BigDye Terminator v3.0 (dAATP, dCTP, dGTP va dUTP)
= BigDye buffer
= Cap mdi dic hiéu

* Dung dich formamide.
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Héa chat chay real-time PCR theo céng nghé Scopion ARMS: EGFR PCR kit
cua hiang Qiagen, gom:

* Dung dich dém (co6 chtra hon hop ANTP), Mg2+, nude cat

= Cac hon hop doan mdi Scorpions

= Taq ADN polymerase

* Dung dich chung
2.6. Céac bwéc tién hanh phan tich dot bién gen EGFR

\ Miu m6é UTPKTBN \

!

‘ Lya chon vung té bao UT ‘

!

‘ Téch chiét va tinh sach ADN ‘

v v

Xét nghiém xéc dinh dot bién gen Xét nghiém xac dinh dot bién
EGFR bang k¥ thuat giai trinh ty gen bang ky thuat Scorpion
gen ARMS trén may Real-time PCR

Hinh 2.1. So dé nghién ciru xdc dinh dot bién gen EGFR

2.6.1. Phwong phdp ldy méu mé té bao ung thw

MAu mé bénh pham duoc sinh thiét hodc phau thuat cat tir khdi u bénh nhan,
sau d6 dugc chuyén vao khdi nén. Co thé thay thé bang miu mo sinh thiét 15i
kim (corebiopsy) hoic té bao hoc hach di cin, dich mang phdi, dich riaa phé
quan va chai phé quan... Tuy nhién, sé lugng ciia mo hién dién trong cic mau
nay c6 thé 1am giam ty 1 thanh cong ctia xét nghiém.
2.6.2. Quy trinh xir Iy mdu bénh phim

Xt Iy miu bénh phdm bang phuong phap mé hoc

- Budc 1: CH dinh bénh pham (BP)
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Muc dich gitp luu giit mau bén viing, lau ngay. Mau khong bi tiéu hity boi
cac men c6 san bén trong té bao hay boi cac vi khuan va bao vé ciu triic nguyén
ven & muc do phan tir.

+ Mau duge cho vao dung dich c6 chét c6 dinh 14 Formaldehyt 10%.

+ Yéu cau: BP ¢b dinh ngay sau khi lay, khong duoc lam dap nat, khong
duoc cit bénh phém qua day, khong dé mot mat BP dinh vao lo dung, du dung
dich ¢d dinh can thiét, thoi gian ¢ dinh thich hop.

- Budc 2: Xir Iy bénh pham

Khir nuc bang dung dich con; khir con ban xylem va vii trong paraffin dé
loai xylem bang may xir Iy mo trong 3 gio.
- Bude 3: Cit va dén

Mau bénh phém sau khi x1r 1y, dugc duc vao khdi parafin, lam lanh va cit
bang may cat Microtome (2-3 um), ¢6 dinh mau trén lam kinh, ding xyleme dé
tdy parafin, qua cac bé dung dich ethanol (70%, 90% va 100%) dé tdy paraffin va
rira sach bang nudc cit trong 5 phut.

- Budce 4: Nhuom Hematoxylin-Eosin

C6 dinh mau trén lam kinh, nhuém nhan bang dung dich hematoxylin trong
3-5 phut va rira sach dudi voi nude chay trong 5-10 phut. Kiém tra mau sic cia
nhan qua kinh hién vi (néu ddm rtra bang con axit). Lam xanh trong dung dich
Lithium cacbonat bdo hoa trong 1 phut. Rira lai dudi voi nude chay (1 phut). Tiép
tuc nhudm bao tuong bang eosin 10% trong 1-2 phut, sau do rira lai dudi voi nudce
chay (1 phut), cho qua hai bé dung dich ethanol (90%, 100%) mdi bé nhung 15
1an) dé tay eosin. Cudi cting lam trong tiéu ban bang xylem 5-10 phut. Trudc khi
kiém tra dudi kinh hién vi, mau duoc cb dinh béng lamen va dan keo Boume
Canada.

Cac mau md sau khi duogc ky hi¢u ma s6 ciia bénh nhan s& dugc xac dinh mé
bénh hoc va dugc chon lya vung tap trung té bao ung thu theo cac budce nhu sau:

ving mo ung thu dugc danh dau trén lam giai phau bénh dé phan biét véi ving
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mo lanh xung quanh (tr 5 — 10 tiéu ban). Cao bénh pham c6 chira cac té bao ung

thu vao ong ly tdm 1,5 ml bang cac ludi dao phau thuat riéng biét. Nhitng truong

hop bénh pham sinh thiét qué nho khong thé danh diu phéan biét ving mé ung thur

va mo lanh nén thu toan bg vao tube ly tdm. Str dung ving md nay dé tach chiét,
tinh sach ADN b0 gen.
2.6.3. Quy trinh tich chiét va tinh sach ADN

2.6.3.1. Quy trinh xir Iy mau mé UTP trong paraffin:

1.

7.
8.
9.

Sau khi x4c dinh vung tap trung té bao ung thu cta mau mé, cat 10-20 14t

mo (7 - 10 pm) cho vao 6ng eppendorf 1,5 ml.

. Thém vao 1200 ul dung dich xylene, u & nhiét do phong 15 phat rdi tron

déu biang may Vortex.

. Ly tam hdn hop véi toc d6 15000 vong/phut trong 5 phut, d6 bé phan

dung dich phia trén, giit lai phan can ling.

. Thém vao dng 1200 ul ethanol 100%, tron déu bang méay vortex va i &

nhiét d§ phong 10 phut.
Ly tam hon hop vai tée d6 15 000 vong/phit trong 5 phut, bé phan dung
dich phia trén, git lai phan cin lang.

Lap lai budc 4 va 5.

Mau sau khi dugc chuan bi, tiép tuc:

Thém 500 pl Lysis buffer vao dng chtra hdn hop & trén.
Thém 25 pl dung dich SDS 10%.
Thém 20 pl dung dich proteinase K (néng do 1 mg/ ml).

10. U 6ng hén hop trén ¢ 56°C trong 15 phut.
2.6.3.2. Quy trinh tach chiét genomic ADN

1.

B6 sung 1m80 pul dém DTL va 20 pl dung dich proteinase K, tron bang

may vortex.
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2. U 6 56°C trong 1 gid dé ly giai mau mo. Néu miu mo khong ly giai hoan
toan, hodc can néng dd ADN cao hon, u véi thoi gian 1au hon hodc qua
dém.

3. Thém, 10 pl d¢ém DES. Chuyén 6ng ly tAm sang may 0 nhiét orbital va u &
90°C trong vong 1 gio.

4. Ly tdm nhanh trong 5 -10 gidy. Néu yéu ciu ADN khong c6 RNA, dua
mAau vé nhiét d6 phong va thém 2 pl RNase A (100 mg/ ml) va ti 5 phut &
nhiét do phong.

5. Thém 200 pl dém DTB va 200 ul ethanol (96~100%) tron bang may
vortex.

6. Ly tam nhanh 5-10 giay.

7. Chuyén toan bo phan ly giai sang cot ADN Spin Column (trong 6ng thu 2
ml). Khong lam wét vién, dong nap va ly tam 10000 x g trong 1 phut.

8. Bo6 phan dung dich trong trong 6ng thu.

9. Thém 600 ml dém DW1 va ADN spin Columm, ly tam 10000 x g trong 1
phut.

10. B6 phan dung dich trong 6ng thu.

11. Thém 600 ml d&m DW1 va ADN spin Columm, ly tam 10000 x g trong 1
phut.

12. B6 6ng thu.

13. it cot ADN Spin Column vao dng thir 2 ml méi, ly tam 13000 x g trong
3 phut.

14. B6 6ng hut.

15. Pt cot ADN Spin Column vao éng thu 1,5 ml méi.

16. Thém 30-100 pl dam DTE vao tam ciia mang. Khong cham vao mang.

17. U 6 nhiét d6 phong (15-25°C) trong vong 1-5 phut.

18. Ly tam 13000 x g trong 1 phut.

ADN téach chiét c6 thé str dung ngay hodc bao quan ¢ -20°C.



33

2.6.4. Phwong phap phdn tich dot bién gen EGFR

Nghién ctru ctia chung t6i str dung 2 phuong phap phan tich dot bién gen d6
la: Scorpion ARMS thuc hién trén may Realtime PCR 7500 Fast cua hang ABI va
gidi trinh tu gen tur dong thuce hién trén may giai trinh tw ABI 3130.
2.6.4.1. Quy trinh phdn tich djt bién gen bang ky thudt Scorpion ARMS trén
may Real-time PCR

Buoc I:

- Chuén bj cac 6ng Eppendorf 0.2 ml twong tng v6i s6 luong mau

- Ra dong EGFR mixed standard & nhié¢t d0 phong, tron déu bé‘lng cach dao
6ng 10 1an (cha y: khong st dung méy vortex dé tron déu hdn hop nay). Ly tdm
nhe.

-Rd dong EGFR taq ADN polymerase ¢ nhiét do phong, tron déu bang
pippet hodc bing nhe (chu y: khong str dung may vortex). Ly tam nhe.

Buéc 2: Chuan bi cac dng phan tng nhu sau:

+ Ong méu: Hat 42.3 ul ADN mau (da tach chiét & trén).

+ Ong chimg (+): Hat 42.3 ul EGFR mixed standard

+ Ong chung (-): Hat 42.3 pl mau d6i chimg 4m

Buée 3: BO sung 2 pl EGFR taq ADN polymerase vao 3 dng trén

BuGc 4: Lay 3 strip (8 dng phan tng/strip) master mix EGFR mutation c6
san. Ky hiéu tén dé phan biét.

Lan luot hat 5pl tir ng chimg (-), chimg (+) va ng mau vao tuong tng
voi strip 1,2,3.

Chu ¥: Cho vao sat thanh dng sat trén 16p hdn hop & cac éng trong strip.

Budc 4: Ly tam nhe

Buéc 5: Pat cac strip phan tng vao khay dé miu ciia may real-time 7500
fast va cai dat chuong trinh trén phan mém 7500 sorfware v3.2.

Buéc 6: Poc két qua trén phan mémf 7500 sorfware v3.2.
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Bang 2.2: Cdc dang dot bién exon 18-21 gen EGFR dwoc phat hién bcfng ky
thuat Scorpion ARMS trén may Real-time PCR

Dot bién Exon Bién doi Nucleotit Cosmic ID [75]
L858R 21 2537T>G 6224
L861Q 21 2582T>A 6213
S7681 20 2303G>T 6241
T790M 18 2369C>T 6240
G719A 18 2156G>C 6239
G719X 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253
2307 2308ins9 12376
Thém doan 20 2319 2320insCAC 12377
2310 2311insGGT 12378

2235 2249dell5 6223

2235 2252>AAT 13551

2236 2253dell8 12728

2237 2251dell5 12678

2237 2254dell8 12367
2237 2255>T 12384

2236 _2250dell5 6225

Xoba doan 19 _

2238 2255dell8 6220

2238 2248>GC 12422

2238 2252>GCA 12419

2239 2247del9 6218

2239 2253dell5 6254

2239 2256dell8 6255

2239 2248TTAAGAGAAG>C 12382
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2239 2258>CA 12387
2240 2251dell12 6210
2240 2257del18 12370
2240 2254dell5 12369

2239 2251>C 12383

2.6.4.2. Quy trinh phan tich dgt bién gen bang ky thudt gidi trinh tw ADN
Khuéch dai cac exon 18 -21 ciia gen EGFR biang PCR:

ADN ciia bénh nhan tach chiét tr mau mé UT dugc sir dung dé khuéch dai

bﬁng phan tmg PCR vdi céc cap moi dic hiéu cho cac exon 18 + 21 cua gen EGFR.

Bang 2.3: Cdc doan méi ding dé khuéch dai exon 18 — 21

EXON KICH

TEN MOI TRINH TU' 5' ---3' KHUECH | THUOC

PAI PUQC (bp)
EGFR-18F | AGGGCTGAGGTGACCCTTGT
EGFR-18R | CTTGCAAGGACTCTGGGCT ' 24
EGFR-19F | ACCATCTCACAATTGCCAGTTAAC
EGFR-19R | GAGAAAAGGTGGGCCTGAGG v 208
EGFR-20F | ACCTGGAAGGGGTCCATGTG
EGFR-20R | CATGTGAGGATCCTGGCTCC 20 18
EGFR-21F | TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTT
EGFR-21R | ATGCTGGCTGACCTAAAGCC 2 212

Pién di sin pham PCR trén gel agarose

% Chuén bi gel agarose 1,5%

- Can 1,5g agarose hoa tan trong 10 ml boric acid EDTA (TBE) (st dung

10 vi s6ng). Sau khi agarose tan hét, & ngudi 55- 60°C, d6 vao khuon gel, tuy
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thudc vao sd luong giéng can cho dién di ma cai luge lam giéng tir 4- 6- 8-12
rang.

- Pha dung dich TBE 10X: Tris 0,89M; acid boric 0,89M; EDTA 0,02M

% Tién hanh k¥ thuat dién di

- Chuan bj dung dich dién di

Thanh phan Ong chuin Ong bénh nhan
Dung dich Marker 10 pl

San pham PCR - 9 pl

Dung dich dém 10X - Il

Tong so 10 ul 10 ul

- Pua gel agarose vao may dién di, cho TBE dén ngép gel
- Dung pipet va dau con nho hat 1an lugt dung dich & mdi éng dwa vao
giéng (10 ul/giéng)
- Pua gel vao may dién di 80-100V (Mupid-Nhat Ban), khéi dong cuong
do 90V dién di trong 30 phut.
- Sau dién di, gel duoc ngdm vao Ethidium bromide 20 phut, rira qua nudc cat
va dua vao soi dudi dén UV, chup anh, luu anh vao may vi tinh hoc in ra gidy.
Tinh sach sian pham PCR trén gel agarose
Sur dung Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega, USA).
1. Chuan bi dung dich rira mang (Membrane Wash Solution) (chi thuc hién
khi bat dau sir dung hop san pham méi): Thém ethanol 95% vao lo dung dich
rira mang. Lugng ethanol cho thém vao phu thudc vao thé tich cua lo dung
dich rira mang (dugc quy dinh san trong kit).
2. Cit phan gel agarose c6 chira san pham PCR mong muén (hién thi dudi

dén chiéu UV). Uédc luong trong lugng miéng gel.
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3. Cho miéng gel vao 6ng c6 dung tich 1,5 ml, thém vao 10 pl dung dich
bam mang (Membrane Binding Solution) cho mdi 10 mg trong lwong miéng
gel.

4. Nhe nhang tron déu hdn hop trong dng va u dng ¢ 50 — 65°C trong 10 phut

hodc cho dén khi quan st thdy miéng gel tan hoan toan. Ly tam dng dé toan

bd ADN tép trung xubng day 6ng.

5. Pt 1 ¢ot loc (SV Minicolumn) vao mot dng thu thip (Collection Tube).

Chuyén toan bd hon hop gel da hoa tan vao cot loc va u 1 phat & nhi¢t do

phong.

6. Ly tam phirc hop c6t loc - 6ng thu thap & toe do 14 000 vong/ phut trong 1 phut.

7. G& ¢ot loc ra, d6 bo ph?m dung dich trong 6ng thu thap. Sau do dat cot loc

lai trong 6ng thu thap.

8. Thém vao cot loc 700 pl dung dich rira mang va ly tim ¢ toc d6 14 000

vong/ phut trong 1 phut. Lap lai budce 7.

9. Thém vao cot loc 500 pl dung dich rira mang va ly tim & téc d6 14 000

vong/ phut trong 5 pht.

10. Chuyén cot loc sang mot dng 1,5 ml méi. Thém vao cot 50 pl nude cat

khong chita enzyme phan giai axit nucleic (Nuclease-Free Water). U ¢ nhiét do

phong trong 1 phut, sau do6 ly tm & tbe do 14 000 vong/ phit trong 1 phut.

11. Bo6 ¢4t loc, dung dich trong 6ng chira ADN dich da duoc tinh sach. Tiép

tuc thue hién cac ki thuat hodc trit dng & -20°C.
Thue hién giai trinh tu chudi ADN:

Doan ADN sau khi tinh sach s€ dugc chay phan trng giai trinh tu gen stir dung
BigDye Terminator V3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), sau do dugc dién di trén may giai trinh tu gen tu dong ABI 3130.

 Quy trinh PCR khurinh PCRgen EGFR sen EGFRPCRuwoc dién7/uc
hién tuan tu theo céc bude sau:

1. Cho vao dng dung tich 200 ul cac thanh phan sau :
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Thanh phan Thé tich (ul)
San phém sau PCR da duoc tinh sach 0,5
Big Dye Buffer 5X 1,5
Big Dye 2,5X 1,0
Nudc si€u sach 6,0
Moi don (5pmol/ ul) 1,0
Téng thé tich 10

(Thuc hién 2 6ng cho 1 mau: 1 6ng cho mdi xudi, 1 6ng cho moi nguoc)
2. Cai dat chu trinh nhiét:
96°C trong 1 phut
96°C trong 10 gidy
50°C trong 4 gidy } x 23 chu ky.
60°C trong 4 phut
3. Sau khi két thiic phan mg khuéch dai, giir lanh 6ng & 4°C hoic tién hanh
ngay budc tinh sach tiép theo.
% Quy trinh tinh sach sin pham sau PCR sir dung BigDye kit
Thuc hién tudn tu theo cac bude sau:
1. Thém 5 pul EDTA 0,125M vao dng 200 ul ¢6 chira sin san pham PCR
2. Thém 60 pul cén 100°, tron déu, dé 15 phut & nhiét do phong.
1. Ly tam 6ng véi téc d6 15 000 vong/phut trong 15 phiit.
D6 bo phan dung dich, giit lai phan can ling & day dng.
Thém vao 6ng 250 pl ethanol 70%, tron déu.
Ly tam dng véi toc do 15 000 vong/phut trong 10 phut.
D6 bo phan dung dich, giit lai phan can ling & day dng.
Pé manh san pham PCR kho ty nhién & nhiét do phong.

O L

Lap trc st dung két tha cua san pham PCR nay dé thuc hién budc tiép

theo 1a doc trinh ty gen.
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% Quy trinh giai trinh tw x4c dinh dot bién gen EGFR
Ngay sau khi ldy manh ADN khé vira tinh sach bang con sau phan irng PCR
khuéch dai bdng BigDye kit, thuc hién tuan tu cdc bude sau:
1. Cho vao mdi giéng 20 pl dung dich Hi-Di (formamide) hoa tan san pham
PCR.
2. U & 95°C trong 3-5 phit (trong block nhiét) dé gan Hi-Di vao cac soi don
ADN.
3. L4y mau ra khoi block nhiét dé & -20°C trong 5 phiit.
4. Tron déu hén hop
5. Pat cac giéng chira mau vao may doc trinh tw va khoi dong chuong trinh chay.
6. Phan tich trinh tu gen béng hé théng ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).
7. So sach két qua giai trinh tu gen vdi trinh tu gen chudn tuong tng cia
GenBank.
Trinh tu gen EGFR cua bénh nhan s€ dugc dbi chiéu va so sanh véi trinh tu
GenBank (gen EGFR: NG 007726, National Center for Biotechnology
Information) va phan tich theo phdn mém Seqscape (Applied Biosystems).
2.7. Phwong phap xir 1y s6 liéu
- Phan tich két qua giai trinh tu gen trén phan mém SeqScape.
- Phén tich két qua xac dinh dot bién gen EGFR bang Scopion ARMS trén
phan mém 7500 software v3.2.
- Xt 1i s6 liéu theo phuong phap théng ké sinh hoc, st dung phin mém Excel
2010 va phan mém SPSS 16.0.
2.8. Vin dé dao dirc y sinh trong nghién ciru
- Nghién ctru nay dugc su cho phép cuia Bénh vién ung buéu Nghé¢ An.
- T4t ca cac bénh nhan déu duoc tur van va ti nguyén tham gia nghién ctru.
- Céc thong tin ¢4 nhan cta bénh nhan dugc gilr bi mat.
- Pé tai chi nham phuc vu cho muyc dich nghién ctru, khong phuc vu cho bat

ki lg1 ich nao ctia ngudi1 nghién cuu.
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CHUONG 3
KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Pic diém chung ciia bénh nhan UTPKTBN
3.1.1. T¥ 1¢ dét bién theo gii tinh
Bing 3.1. Ty 1¢ dét bién gen EGFR theo gidi tinh

Khong phat
N Phat hién
Pac diém bénh | UTPKTBN , hién dot P
dot bien i
nhan bién

N % n % n %
. re Nam 61 5596 | 17 |27.87| 44 |72.13]0,0027
Giodi
Tinh Nt 48 44.04 | 27 156.25| 21 |43.75

Nir
Nam
000% 020% 040% 060% 080% 100% 120%
mphat hién dotbién  mkhoéng phat dét bién

Hinh 3.1. Biéu do ty 1é dot bién gen EGFR theo giéi tinh

Trong nghién ctru nay, 109 bénh nhan UTPKTBN c6 61 bénh nhan nam
(chiém 55,69%), c6 48 bénh nhan nit (chiém 44,04%). Ty 1& nam/nit mac
UPTKTBN cua chung t6i 1a 1,26 thdp hon cac nghién ctru trude day cua
Hoang Anh Vii (2014), Pham Vin Luan (2016) [18], [10]. Nhin chung, cac két
qua trong va ngoai nudc déu cho thiy rang nam gidi co ty 1& hut thude 1a gip

nhiéu 1an nir gidi nén ty 1& mic ung thu phdi ciing cao hon. Tuy nhién tir nhirng
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nam cudi thap nién 1990 thi ty 1¢ hut thudc 14 & nam gidi c¢6 chiéu hudng giam,
trong khi d6 nén cong nghiép phat trién kéo theo 6 nhiém méi truong, hoa chat
doc hai... Vi vay cac yéu t6 nay gop phan lam thay doi ty 1é nam/nir trong ung

thu phoi.

Xét su tuong quan gitra dot bién gen EGFR va gidi tinh, c6 su khac biét
rd rét gitta nam va nir, ty 1¢ duong tinh & nit (27/48; 56,25%) cao gap 2,01 lan &
nam (17/44; 27,87%), su khac biét nay co y nghia théng ké véi P < 0,05. Két
qua nghién ctru ctia chung toi twong tir két qua nghién ctu trude ddy cua Mai
Trong Khoa va cong sy tai bénh vién Bach Mai, co ty 1€ dot bién gen & nit la
55,2% va cao gip 1,7 lan & nam [9]. Trong nghién ctru cia tic gia Pham Vin
Luan ciing cho ty 1& dot bién gen EGFR & nir 1a 55,2% cao hon & nam 35,8%
[10]. Hon nita, cdc nghién ctru trén thé gidi ciing cho thiy dot bién gen EGFR

thudng gip ¢ bénh nhan nit nhiéu hon bénh nhan nam [63].

3.1.2. Dot bién gen EGFR theo nhém tudi
Bdng 3.2. Ty l¢é dot bién gen EGFR theo do tuoéi

Khong
Bénh Phat hién

, phat hién
UTPKTBN dot bién

Dac diém bénh nhan dot bién

p r
n % n % n %
<50 9 8,26 7 717,78 2 22,22
i 50-64 43 39,45 17 39,53 | 26 | 60,47
Tuoi 0,19 | 0,99
>65 57 52,29 20 35,09 | 37 | 64,91
Trung binh 63,8 £ 10,6
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m Phat hién détbién  mKhdng phat hién dét bién

078%

<50 50-64 265

Hinh 3.2. Biéu dé tiwong quan giita dot bién gen EGFR va dj tudi

- Trong nghién ctru ndy, bénh nhan c6 d6 tudi phan bd tir 33 tudi dén 83
tudi, tudi trung binh ctia bénh nhan UTPKTBN 14 63,8 + 10,6 tudi. Két qua nay
tuong tu véi két qué nghién ctru cia Pham Van Luan va cong su, do tudi trung
binh mac UTPKTBN 1a 61,66 + 10,57 va nghién ctru ciia Nguyén Minh Hai va
cong su nam 2013 nhoém bénh nhan UTPKTBN co6 do tudi trung binh la 64,4
tudi [10], [5]. Két qua nay thip hon mot s6 nghién ctru khac da cong bd nhu cua
Nguyén Ngoc Quang c¢6 do tudi trung binh 1a 57,8 tudi, Hoang Anh Vi (2011)
13 59 tudi. [18], [14].

- Két qua nghién ctru ciing cho thdy & d6 tudi > 65 ty 18 bénh nhan mic
bénh chiém ty 18 cao nhét, 52,29%, d6 tudi 50-64 chiém 39,45%, thap nhat 1a do
tudi dudi 50 chiém 8,26%. Nhu vay ty 1& mic bénh UTPKTBN lién quan thuan
chit voi d6 tudi, véi r = 0,99. Két qua nay phu hop véi cac nghién ctru trong va
ngodi nudce, tudi cang cao nguy co mac ung thu phdi cang 1on.

- Xét sy twong quan gitra dot bién gen EGFR voi tudi méic bénh, cho thiy
ty 1¢ bénh nhan UTPKTBN mang dot bién gen chiém ty 1 cao nhat & nhoém tudi
du6i 50 (chiém 77,78%), thap nhat 14 d6 tudi > 65 (chiém 35,1%).

Nhu vay, dién bién dot bién gen EGFR trén bénh nhan UTPKTBN & nguoi
tré tudi thuong 1a do 18i trong cau trac ADN. Trong khi d6 & nhiing bénh nhan

16n tudi ung thu cao song nguyén nhan do dot bién thap. Két qua nay cling hoan
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toan pht hop co ché sinh bénh, bdi UTPKTBN phu thude rat nhiéu vao sy thay doi
trong cau tric di truyén va do 6n dinh trong qua trinh phan bao. O nhitng bénh
nhan tré, sy ké thira cac yéu t6 nguy co (mang gen dot bién) tir b me, khi gip cac
yéu t6 kich hoat, cac gen nay s& duoc hoat hoa va biéu hién. O d6i twong nay cac
gen dé bi tic dong boi cac yéu td moi trudng, do su tich lity trong qua trinh sdng,
dan dén cac prooncogen sé chuyén sang trang thai oncogen, cac gen s& khuéch dai,
tao nén su sinh san bat thuong cua cac té bao, hinh thanh khéi u. Trong khi d6
nhitng bénh nhan 16n tudi cac yéu td nguy co 13 sy gia hoa cia té bao, kém theo su
suy giam hé mién dich tao k& hé cho cac t& bao ung thu phat trién.
3.1.3. Ty I¢ dot bién gen EGFR theo théi quen hut thudc 14
Bing 3.3. Ty 1¢ dét bién theo déic diém bénh nhdn cé/khéng hiit thude

e rea Khong
Pic diém bénh nhan UTPKTBN ljil:”)itbl;%in phfit lfi;é“ p
. ¥ : dot bién
n % n % n %
, C6 hut thubc 54 | 4954 | 14 | 25.93 |40 | 74.07
TI::(E)C Khonghat |Nam| 7 | 642 | 3 |42.86| 4 | 5714 | 024
thubc N | 48 | 44,04 | 27 | 56.25 | 21| 43.75

mCo dotbién mKhdng dot bién

74,07

C6 hut thudc Nam khéng hut thudc N{t khéng hut thudc

Hinh 3.3. Biéu dé 1y 1é dot bién theo ddc diém bénh nhdn c6/khéng hit thube
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Nhén xét:

- Ty 1& bénh nhan UTP c¢6 hut thudc 14 13 49,54%, tat ca 1a dbi twong nam. Trong
d6 mang gen d6t bién chiém 25,29%.

- Ty 1& bénh nhan nam khong hit thuéc méc ung thu phoi khong lién quan dén
hat thudc 1a chi chiém 6,42%, mang gen dot bién chém 42,86%. Nit UTP chiém
44,04% nhung ty 1é mang gen dot bién chiém 56,25%.

Pbi chiéu két qua nghién ciru nay voi cac cong trinh nghién ctiru khac cho
thdy ty 1& bénh nhan co6 hit thuéc méc UTP trong nghién ciru nay thip hon nghién
ctru cua Pham Van Luan va cong sy (2016) 1a 61,9 % va nghién ctru Mai Trong
Khoa va cong su 1a 57,1% [9][10]. Nhu vay, cac nghién ctru déu cho dit liéu nhom
hat thude 14 ¢ ty 16 UTPKTBN cao hon nhom khong hut thue. Cac nghién ctru
dich t& hoc nhan thiy trong khoi thude 14 c6 trén 50 hop chét gay ung thu. Nén sau
20 nam hut thude 14 s& xuét hién nguy co ting ty 1& ung thu 1én theo thoi gian hit
thudc. Theo théng ké cia WHO ty 1é nam gidi hat thude & nudc ta 13 56,4%, do
d6, & nam gidi c6 ty 18 ung thu phdi cao hon nit.

Tuy nhién, két qua nghién ctru ciing chi ra rang ty 1 bénh nhan c6 dot bién
gen EGFR & nhom khong hit thude 14 lai rat cao nam chiém 42,86%, nit chiém
56,25% trong nhém khong hut thude 1a. Két qua nghién ctru nay ciing da duoc dé
cap trong cac cong trinh nghién ctru cia PIONEER, cuia Mai Trong Khoa va cong
su (2014) [9], [64]. Diéu nay goi ra réng, nhitng bénh nhan UTPKTBN khong co
tién st hat thude 14, khi phat hién ra ung thu phdi can phai c6 chi dinh lam xét

nghiém gen EGFR d dinh hudng cho diéu tri.
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3.1.4. Pic diém nghé nghiép, dia ban cw tri ciia bénh nhan UTPKTBN
Bang 3.4. Ty Ié dot bién gen EGFR theo nghé nghiép

Co phat hién Khong phat
. UTPKTBN dot bién hién dot bién
Nghé nghiép
n % n % n %
Nong nghiép 35 32.1 20 57,14 15 42,86
Ty do 33 30.3 10 30,3 23 69,7
Cong chuc 8 7,3 3 37,5 5 37,5
Huu tri 33 30.3 11 33,33 22 66,67
Cong churc.
7.3

Hinh 3.4. Biéu do 1y 1é nghé nghiép ciia bénh nhdan UTPKTBN

Nhan xét:

- Ty 1&é mac UTPKTBN cao nhéat ¢ nhiing bénh nhan 1am noéng nghiép
(32,1%) va ké dén 1a lao dong ty do va huu tri (déu chiém ty 18 30,3%), nhém
cong chirc mic UTPKTBN thap nhét (chiém 7,3%).

- Nhom c6 ty 1& bénh nhan duong tinh v6i dot bién gen EGFR cao 1a nhom
lam nong nghiép chiém ty 18 57,14 (20/35 bénh nhan) va ty 1¢ nay thip nhit &
nhom nghé lao dong tu do c6 ty 1& 30,3% (10/33 bénh nhan).

Diéu nay c6 thé suy luan dén tinh chat nghé nghiép c6 anh hudng dén bénh

ung thu. Két qua nay ciing da dugc khang dinh trong cic cong trinh nghién ctru
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khac. Trong nghién ctru nay, c6 thé do nhitng bénh nhin 1am ndéng nghiép nhan
thire thap, ¥ thirc bao vé sitc khoe ban than kém va thuong xuyén tiép xac truc
tiép véi1 cac yéu td gdy ung thu nhu thude trir sau, thudc diét co, diét chudt. ..
nén ¢ nhom nay c6 nguy co mac UTP va dot bién gen cao hon.
3.1.5. Ty 1¢ dot bién gen EGFR theo giai doan bénh

Bing 3.5. Ty 1¢ dét bién gen EGFR theo giai doan bénh

Phat hié Khong

at nién

] UTPKTBN ... | phathié¢n

Dic diém bénh nhan dotbien | otbién | P
n % n % n %

IITa 2 1,83 1 50 1 50

Giai doan I1Ib 19 11743 | 4 21,05 | 15 | 78,95 | 0,166

v 88 80,73 | 39 | 44,32 | 49 | 55,68

80,73

m Ty lé UTPKTBN

1,83

Giai doan llla Giai doan lllb Giai doan IV

Hinh 3.5. Biéu dg ty 1é giai doan bénh ciia UTPKTBN
Nhan xét:
- Bénh nhan UTPKTBN giai doan IV chiém ty 1& cao nhat 80%, trong do
mang gen dot bién 44,32%.
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- Bénh nhan UTPKTBN giai doan Illa chiém ty 1¢ thap nhat 1,83% trong
d6 mang gen d6t bién chiém 50%.

Giai doan bénh trong ung thu phéi 1a dé danh gia khdi u dang ¢ tai chd, tai
ving hay d3 x4m 1an, di can. O Viét Nam, su phat hién ung thu ndi chung va
UTPKTBN noi riéng thuong dugce phat hién ¢ giai doan mudn (giai doan IV). O
giai doan nay cac té bao ung thu da bung ra khoi cac khéi u, ching s& theo mach
mau hoac tinh mach bach huyét di can sang céc vi tri khac.

Két qua nay phu hop voi cac voi cac nghién ciu trude day tai Viét Nam
[9], [10], [18]. Giai doan bénh 1a yéu t6 rat qua trong trong chi dinh diéu tri va 1a
yéu td doc 1ap trong tién lugng bénh. Tién lugng UTP phu thudc vao nhiéu yéu
t6 nhu giai doan phat hién, kich thudc, mtc do khu tra khéi u, loai ung thu va
thé trang cia bénh nhan. UTPKTBN c¢ tién lugng tdt néu duoc phat hién sém
khi con kha niang phiu thuat dé loai bo hoan toan khdi u va két hop véi cac liu
phap diéu tri khac. Ty 18 bénh nhan sdng trén 5 nam c6 thé 1én t&i 50%. di voi
cac truong hop phat hién mudn, ung thu da tién trién, tién luong thuong khong
tbt, chi khoang 3-5% bénh nhan séng trén 5 nam ké tur khi phat bénh.

3.1.6. Déu hiéu biéu hién ciia bénh nhan UTPKTBN
Bang 3.6. Ddu hiéu biéu hién ciia bénh UTPKTBN

Dac diem n Ty 18 (%)
Ho khan, dau trc nguc 90 82,57
, . |Ho mau 5 4,59
Dau hi€¢u biéu |
hién Gay da xanh, dn ngu kém 10 9,17
Dau nguc, ndi hach 2 1.83
Kho thd 2 1,83
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Dau hiéu bi€u hién
82,57
m Ty 1& UTPKTBN
9,17
4,59 !
, 1,83 1,83
I [
Ho khan, dau Ho mau Géay da xanh, Dau nguc, ndi Kho the
tire ngue an ngd kém hach

Hinh 3.6. Biéu do cdc dau hiéu biéu hién ciia bénh UTPKTBN
Nhan xét:

DAu hiéu thuong gap nhét & bénh nhan UTPKTBN 14 ho khan, dau tirc nguc
chiém t6i 82,57% (90/109 bénh nhan). D4u hiéu biéu hién can ung thu nhu dau
nguc kém nodi hach, khé tho it gap déu chiém ty 1& 1,83% (2/109 bénh nhan), ho
mau (5/109; 4,59%). Nghién ctru cta tac gia Pham Vin Luan ciing cho két qua
tuong ty triéu ching ho khan dau nguc chiém chu yéu véi ti 1& twong ung 1a
58,8% va 66,2% [10]. Cac nghién ciru khac ciing cho thdy bénh nhan dén vién vi
1y do ho khan va dau nguec.

Ung thu phoi c6 dién tién am tham, thudng khong biéu hién triéu ching &
giai doan dau cta bénh vi phoi c6 it than kinh cam gidc dau va nho kha ning du
trit ho hap kha 16n cta ca hai phdi. Cac triéu ching 1am sang cta ung thu phoi
khong hoan toan dic hiéu, c6 thé cling gip trong cac bénh Iy lanh tinh cua phoi.
Can luu ¥ rang khoang 10% trudng hop ung thu phdi khong hé cé triéu ching
nao khi duogc chan doan, chi duge phat hién tinh c¢ trén phim phéi khi kham strc
khoe tong quat. Khdi u co thé phat trién bén trong khi dao, gay kho thd do tic
nghén. Su tic nghén ciing lam  dong cac chat tiét, tao diéu kién cho viém phdi

xudt hién. Cac khéi u thuong c6 hé théng mach mau cung cip rat phong phu
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nhung lai dé v, gay nén triéu chimg ho ra mau. Qua nghién ciru cho thdy phan 16n
1a nhitng triéu ching khéng dic trung cho UTPKTBN ma cé thé nhim lan cac
bénh lanh tinh. Vi vay can luu ¥ dén viéc tham kham phét hién va tim soat UTP.
3.1.7. Ty 1¢ dot bién theo phan loai giai phiu bénh

Bing 3.7. Ty 1é dét bién gen EGFR theo dic diém gidai phau bénh

] UTPKTBN | ‘hathien | Khong phat
Pic diém bénh nhan dot bién hién dot bién p
n % n % n %
Phap | Bicu mo tuyen 105 [ 96,33 | 61 |5596| 44 |4037
loai | Bjéu mo vay 3 1275 0 |000]| 3 100
giai v , 0,42
phiu |Bi€umo tuyén-vay | 1 | 092 | 1 | 100 0 0
bénh | gizimstébaolon | 1 | 092 | 0 | 0 1 | 100
Nhan xét:

- UTPKTBN chu yéu ¢ thé ung thu biéu mé tuyén chiém 96,33%, ty 18 dot
bién gen EGFR chiém 55,96%.

- Ty 16 UTPKTBN thé ung thu biéu mé té bao tuyén — vdy, ung thu biéu
mo té bao 16n chiém 0,92% mdi loai va con lai 2,75% 1a ung thu biéu mo vay.

Pic diém mo bénh hoc 1a yéu tb quan trong trong chi dinh diéu tri va tién
luong ciia bénh ung thu phoi. Cac nghién clru trude day cling ghi nhan ung thu
biéu mé tuyén chiém ty 1& cao nhat [9],[10], [18]. Piéu dang chu y trong nghién
ctru nay, chiing t6i da bat gip 03 mau ung thu biéu mé vay déu duong tinh véi dot
bién gen EGFR. Trong céc nghién ctru trude ddy di cho rang ung thu biéu mo vay
khong mang dot bién gen. Van d& nay can c6 cac nghién ciru sdu hon va véi sb
lwrong mau 16n hon.
3.1.8. T¥ 1¢ dot bién gen EGFR theo vi tri va phwong phap liy bénh phim

C6 nhiéu vi tri c6 thé 14y bénh pham va lam xét nghiém dot bién EGFR nhu

vi tri u nguyén phat hodc té chuc di cin (hach, dich mang phoi, mang tim...).
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Bing 3.8. Ty 1¢ dot bién theo vi tri ldy bénh pham va phirong phdpl dy bénh pham

Phat hién | Khong phat
UTPKTBN ) )
Pic diém bénh nhan dot bién | hi¢én dot bién
n % n % n %
U phoi 79 | 72,48 | 27 |34,18| 52 |6582
VEHRY Frg chite di can 14 1284 7 [ s0 | 7 | 50
mau
Dich mang phoi 16 | 14,68 | 10 |62,5 6 | 375
Phwong | Phau thudtlay khéiU | 10 | 9,17 | 60 | 550 | 40 | 3,67
phiap | Sinh thiét té bao 83 |76,15| 28 |33,73| 66,27 | 50,46
lay mau | Choc dich mang phéi | 16 | 14,68] 10 | 625 | 6 | 375

72,48

M Ty |& m3c UTPKTBN

VI TRi LAY BENH PHAM

Ty |é phat hién dét bién gen

U phéi Té chire di can

Dich mang phdi

Hinh 3.7. Biéu do ty 1¢ djt bién gen EGFR trong UTPKTBN theo vi tri ldy mdu
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PHUONG PHAP LAY BENH PHAM

M UTPKTBN
76,15
14,68
9,17
Ph3u thuat 1ay khéi u Sinh thiét t&€ bao Doc dich mang phéi

Hinh 3.8. Biéu do ty 1¢ UTPKTBN theo phirong phdp ldy mau

Nhan xét:

- Pa sb bénh pham duoc 14y tia vi tri u nguyén phat, chiém 72,48% (70/109
bénh pham), ngoai ra con liy bénh pham & cac t6 chirc di cin va dich mang phdi.

- Ty 1& dot bién gen EGFR cao hon khi ldy mau bénh pham & cac to chirc
(50%) va dich mang phéi (62,5%) so voi 1dy mau & vi tri u phdi (34,1%).

- Phuong phap 1y mau thich hop trong UTPKTBN 4 sinh thiét t& bao chiém
76,15% (83/109 mau).

Két qua nghién ctru trén cho thiy rang ty 1& bénh nhan UTPKTBN va dot
bién gen EGFR c6 thé bi lién quan dén vi tri va phuong phép ldy mau. Trong
nghién ctru nay, da s6 bénh nhan duoc ldy miu bang phuong phap sinh thiét
(76,15%) té bao tai vi tri khdi U (72,48%). Tuy té bao ung thu duoc phat hién tai
trong dich mang phdi thap (14,68%), song ty 1& bénh nhan mang dot bién gen
EGFR trong nhom nghién ctru nay 1én d&én (62,5%), cao hon nhiéu so v&i phan
tich gen & bénh pham 13y tir vi tri khdi U (34,18%). Két qua nghién ctru ndy co
khac véi nghién ctru ctia Mai Trong Khoa (2016) khi nghién ctru dot bién & vj tri
khéi U 14 43,7%, trong khi d6 vi tri mang phdi chi 35,5% [9]. Chiing to rang ty 18
bénh nhan trong nhém nghién ctru cua nay, cac té bao ung thu di di cin ra mang

phoi chiém ty 1€ rat cao.
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3.2. Két qua xac dinh ty 1é dot bién gen
3.2.1. Két qua khuéch dai cac exon 18 — 21 ciia gen EGFR
Pé giai trinh ty gen can thong qua nhiéu giai doan. Trudc tién can khuéch
dai cac exon 18 — 21 ciia gen EGFR va dién di trén gel agarose dé kiém tra san
pham PCR. Két qua thu dugc nhu hinh 3.9.

A

Exon 18 Exon 19 Exon 20 Exon 21
1 1 |

{(-)BN\ (l-) Br\] r(-) Br\] () BN M174

«——400 bp
«——300 bp

Hinh 3.9. Hinh anh dién di san phdm PCR ciia cdc exon 18,19,20 va 21 gen EGFR

Nhan xét:

San phém PCR cua qua trinh khuéch dai exon 18 dén exon 21 trén gen
EGFR cho gdm mot bang dic hiéu (chiéu dai san pham khuéch dai ciia exon 18,
19, 20 va 21 gen EGFR lan luot 14 349 bp, 397 bp, 408 bp va 374 bp). Cac bang
c6 do sang ddng nhit by déu, sic gon, khong co san pham phy, dam bao du tiéu
chuan cho k¥ thuét giai trinh ty gen xac dinh dot bién. Cac mau ddi chimg am la
mAau nude cat cho két qua am tinh.

Sau phan tng khuéch dai, chat luong AND quyét dinh thanh cong cho budc
giai trinh tu gen. Néu chat luong AND khong tot khong tdt, bi dut gdy hay tap
nhiém thi bang dién di trén gel agarose s& xuat hién cac bang phu [15], [16].
Trong nghién ctru nay, sau khi khuéch dai cac exon 18 dén 21 cua gen EGFR. Két
qua nay duoc tién hanh quy trinh giai trinh ty xac dinh dot bién gen. Pong thoi,
két qua tot cua san phdm nay s& gdp phan tdi wu cia giai doan tach chiét va tinh
sach ADN trudc do.
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San pham PCR tir gel duoc tinh sach dé thu nhan san pham PCR tinh khiét,
day 1a budc quan trong trude khi tién hanh k¥ thuat gii trinh ty gen. Chat luong ciia
san pham PCR sau khi tinh sach duoc thé hién qua két qua giai trinh ty dé tim dot
bién gen EGFR. Cé nhiéu phuong phap tinh sach san phdm PCR tir gel hodc truc
tiép tir dung dich sau phan tmg PCR. Nghién ctru nay di st dung phuong phap dung
cot loc duoc thiét ké trén nguyén tic img dung kha ning bam mang silica cia ADN
trong moi truong mubi, nhd d6 co thé tach chiét va tinh sach nhimng doan ADN c6
kich thudc tir 100 bp dén 10 kb tir gel agarose hodc truc tiép tir san pham sau phan
tmg PCR. Phuong phéap nay cho ADN c¢6 d6 tinh khiét cao, giit duoc gan nhu toan
bd ADN trong manh gel va thoi gian thuc hién ky thuat nhanh chong.

3.2.2. Két qud xdc dinh dét bién gen EGFR béing phwong phdp gidi trinh tw gen

Céc san pham PCR sau khi duoc tinh sach va kiém tra lai bang dién di trén
thach agarose 1,5%. Viéc giai trinh ty gen dugc doc theo 2 chiéu xudi va nguoc
cho mdi exon. Str dung trinh tw chudi ADN ciia gen EGFR dugc tim kiém trong
GenBank va trinh tu ciia mau mo lanh tinh dé so sanh. Két qua cho thiy d phat
hién cac dang dot bién khac nhau trén exon 18,19, 20 va 21 cua gen EGFR.

' ]
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% R
TATTCTT TCTCTTCCGCACCCAGCAGT TTGGCCCGCCCAAAATCTGTGATCTTGACATG
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Hinh 3.10. Hinh anh gidi trinh tw chuéi ADN ciia exon 21 theo hai chiéu xudi

(4) va ngwoc (B). Miii tén chi vi tri dét bién.
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Bang k¥ thuat giai trinh tu gen, phan, tich trén phan mém Segscape nghién
ctru da phat hién, két qua phat hién thé hién & bang 3.9.
Bang 3.9. Két qua phdn tich @t bién gen EGFR bang ky thudt gidi trinh tir gen

. Ky thuat
Loai dot bién
gidi trinh tw

LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 18

INS (exon 20) 3
G719X (exon 18) va S768I (exon 20) 1
L858R (exon 21) 10

Del (Exon 19) va Ins (exon E20) 2
T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1
Tong so ddt bién 35

Ty 1€ 35/109 = 33,02%

Hinh anh mot s dot bién dugc thé hién trong cac hinh 3.11, 3.12, 3.13,3.14

ATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCG

NN A WA M P2

140

ATC AAG[GAA TTA AGA GAA GCA|ACA TCT CCG ‘ ‘ ‘
744 745|746 747 748 749 750 | 751 752 753 |lrinhtugen binh thuong
lle Lys|[ Glu Leu Arg Glu Ala | Thr Ser Pro

fvi tri bat dau dot bién|
A A

f\ A |'.\‘ . "\ | | "u ~
{ \ \ AVYAA '\‘ A Mau bénh nhan ung thw

744 745 751 752 753 754 755 756 Trinh tw gen d6t bién
lle Lys Thr Ser Pro Lys Ala Asn

Hinh 3.11: Hinh dnh gidi trinh tw gen (theo chiéu xudi) phat hién dot bién xéa
doan LREA trén exon 19 ciia gen EGFR (md s6 mdu E1235)
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Nhan xét: Hinh 3.11 1 hinh anh dai dién cho két qua dot bién x6a doan
LREA tai exon 19 ctia bénh nhan UTPKTBN (c6 mi s mau E1235). So
sanh véi trinh ty ADN lanh tinh, xuit hién trgng x06a doan 15 Nucleotit
trén exon 19 (mii tén chi vi tri bat dau co6 dot bién xda doan), lam cho cac
acid amin glutamic (E) — Leucine (L) — Ariginine (R) — acid glutamic (E) —
Alanine (A) tai cac codon tir 746 d¢én 750, do d6 dot bién nay co tén la dot
bién delE746-A750 hay LREA.

[\M ./\ LJ\/\ /\"Af\\[\/\f\/\“ \‘ /\[U(\ "‘/\‘. /\[\ M ik

GAA | TTA AGA GAA GCA ACA TCT CCG | AMA GCC
M6 | TAT 748 740 750 751 752 7153 | 75 755 |Tyinh ty gen binh thudmg
Gu [ leu Ag Gu Aa Thr Ser Pro | Lys Aa — :

|\'i tri bat dau dot bién

NVASARN NAAAAAAAAAA JATVARN VS ot bidn

GAA | TCG | AMA  GCC =
746 | 277 | 754 755 Trinh te gen d6t bién
Glu Ser | Lys Al

Hinh 3.12: Hinh dnh gidi trinh tw gen theo chiéu xudi phat hién
dét bién L747-P753delinsS (md s6 mdau SM 0888)

Nhén xét: Hinh 3.12 13 hinh anh dot bién L747 - P753delinsS trén exon 19 cla
bénh nhan ung thu phdi (c6 ma s6 mau 1a SM 0888). So sanh vdi trinh ty ADN lanh
tinh, xuét hién hién tugng x6a doan 21 Nucleotit (miii tén chi vi tri bit dau dot bién)
tir codon 747 (quy dinh acid amin Leucine) dén codon 753 (quy dinh acid amin
Proline) bi mat, dong thoi chén thém 3 nucleotit TCG quy dinh acid amin Serine (S)
vao gilra doan bi mét, do d6 dot bién nay co tén L747-P753delinsS.
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CTG >CGG
|

GGGCTGGCCA GGGCGGGCCA

Hinh 3.13: Hinh dnh gidi trinh tw (theo chiéu xuédi) phdt hién dét bién L858R
trén exon 21 ciia gen EGFR (md so6 mdu B5390)

Nhan xét: Hinh 3.13 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién L858R tai exon 21
ctia bénh nhan ung thu phéi (c6 ma sb mau B5390) bang k¥ thuat giai trinh tw gen.
So sanh véi trinh tw ADN lanh tinh, tai vi tri nucleotit 2537 trén exon 21, xuat hién
mot dinh T bi bién ddi thanh G, 1am cho acid amin Leucine (L) tai codon 858 bién
d6i thanh Arginine (R), gdy nén dot bién L858R.

GGGCTGGCA ATCACGC Mau lanh tinh
CTG>CGG (L858R) CAC>CAT (T790M)
4

GGGCGGCCA

V
ATCATGC
j , C Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.14: Hinh anh gidi trinh ti gen (theo chiéu xudi) phat hién dét bién

T790M trén exon 20 va dét bién L585R trén exon 21 gen EGFR ciia ciing mot
bénh nhédn (md s6 mdu B3562)
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Nhén xét: Hinh 3.14 12 hinh dai dién cho két qua phat hién dong thoi 2 dot
bién trén cung mot bénh nhan (c6 ma s6 mau B3562), dot bién T790M trén exon
20 va dot bién L858R trén exon 21 gen EGFR bang ky thuat giai trinh tu. So
sanh v&i trinh tw ADN lanh tinh, tai vi tri nucleotit 2369 trén exon 20, xuat hién
thém mot dinh C bi bién d6i thanh T, lam cho acid amin Threonine (T) tai codon
790 bi bién d6i thanh acid amin Methionine (M), gy nén dot bién T790M.
Béng thoi, tai vi tri Nucleotit 2537 trén exon 21, xuét hién mot dinh T bi bién
d6i thanh G, lam cho acid amin Leucine (L) tai codon 858 bién d6i thanh
Arginine (R), gdy nén dot bién L858R.

3.2.3. Két qud xdc dinh dét bién gen EGFR bing ky thudt Scorpion ARMS trén
may Real-time PCR

Bang k¥ thuat Scorpion ARMS thuc hién may Real-time PCR 7500 Fast,
nghién ctru da xac dinh 43 dot bién gen EGFR, két qua cu thé dugc trinh bay &
bang 3.10.

Bang 3.10. Két qud phdn tich @t bién gen EGFR bdang ky thudt Scorpion ARMS

Loai dét bién Ky thuit Scorpion
ARMS

LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 22

INS (exon 20) 3

G719X (exon 18) va S768I (exon 20) 1

L858R (exon 21) 13

Del (Exon 19) va Ins (exon E20) 2

T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1

Tong so dot bién 43

Ty 1¢ dot bién 43/109 = 39,45%
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Ampification Plot

3,750,000

3,500,000 Dot bién LS8R (+)

3.250.000
3,000,000
2.750.000
2,500,000
2250000 | |Dot bién LS8R ctia mau C2013 ching n1 cia mau C2013

2,000.000 1
1,750,000

ARN

1,500,000

1,250,000 1 Ching nd1 cua mau ching

1,000,000
750,000
500.000 IMau ching am

250,000 /
0

10 12 1% 10 18 2 2

Cycle
Hinh 3.15. Két qud xdc dinh dt bién L585R ciia gen EGFR bang ky thudt
Scorpion ARMStrén mdy Real-time PCR (md s6 mau C2013)

Nhén xét:

Khi phan tich mdu ADN (c6 mi s6 mau C2013) nay bang ky thuat
Scorpion ARMS, duong cong tin hiéu dot bién L858R ctia miu C2013 bén
canh duong cong tin hi¢u noi1 chuén cua dot bién L858R (+). Nhu vay, co thé
khang dinh ddy 1a midu ADN mang dot bién L858R trén exon 21 cia gen
EGFR.

Amplification Plot

3.750.000

3,500,000

s2s0000 | | Dot bién LREA ciia mau C3228 T P ey o
3,000,000 ) Ching nod1 cua mau ching va

2.750.000 chlrng n61 cua mau C3228

2,500,000

2.250.000

2,000.000

ARn

1,750,000 -
1,250,000
1.000.000

s Mau ching am

500,000

250.000

» » » © < '

Hinh 3.16. Két qua xac dinh dot bién xéa doan LREA ciia gen EGFR bdng
phirong phdp Scorpion ARMS trén mdy Real-time PCR (md s6 mau C3228)
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Nhan xét:

Két qua hinh 3.16, khi phan tich mau ADN c6 mi s6 C3228 bang ky thuat
Scorpion ARMS trén may Real-time PCR, xuét hién duong cong tin hi€u cua
dot bién LREA cia mau C3228 bén canh duong cong tin hi¢u ndi chuan dot
bién LREA (+). Nhu vdy khang dinh day 12 mot mau ADN mang dot bién x6a
doan LREA trén exon 19 gen EGFR.

S600
5400
S200
S000
<200 - - ..‘. ‘. -
<800 Chumng ndi ctia mau |
4400 Cell48
4200
<000
3800
20004 ---q-cfocpagecpeapagacqeapanmaqanapacpaeataapanmagaapacmagaatanea
'S IR R R S S S R A RSP S SR SN S SR A S GRS S NS S O A s A SRS S S S S SRS
£ 2000 : . ' : .__._|Dot bién INS trén exon 20
€ =0 : : : . -|ciia mau Cell48
§ 2800
|IPPRS R R AR A
oo IR O S0t SRR IO IO S N N
2000 4 Sl oLl Lol ot I L I ).t
200 ' Dot bien LREA trén exon 19 | *
900 F - deedectectadactactad teedecbedteadactachaqg. . x
o0 Lod :_|cua mau Cell48
2004 4o iobeakd A -
P T B S )
€03 - --a- il Lot feedectbodecdaatoctodactectodhadectodadaatectodyficctodadfloctocteadlotodeadaniactade
Y T I M I IO I I Jeedecfececlecfecheqecyecfeaead==}F Py —
2004 oo debehadan [ S S PR SO R DU SO R Ry S S S of N I R P R RN T e
° H = —
200 T e A H -
S T S ) . H
o 3 S € 7 8 5 10 S 16 2 19 20 21 22 23 2w S 2E 27 28 B0 32 23 24 3% 2 3% 23
Cycie
Thres hold. 477 (AQ)us ®=a manually)

Hinh 3.17: Hinh anh xdc dinh dot bién kép la dot bién xéa doan LREA trén exon
19 va dot bién INS trén exon 20 ciia cung mot mau bénh nhdn (co ma $6 mau
Cell48) bang kj thudt Scorpion ARMS

Nhan xét:
Két qua hinh 3.17 cho thay xuat hién dudng cong tin hiéu twong tmg véi
dot bién LREA exon 19 va dot bién INS exon 20 ching t6 mau ADN ciia bénh

nhan ung thu (c6 ma sd mau Cell48) mang ca 2 loai dot bién trén.
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CAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCG

Mau lanh tinh

Vi tri nghi nghd bat dau dot bién x6a doan

CAGO*AAT TAGAGAAGCAACATCTCCGAA!

[\ _

Mau bénh nhan nghi ngd c6 dot bién xéa doan

VHSUNUEREREEENES

. M:u bénh nhan
dot bién xéa doan LREA

Miu ndi chuan|—*

f.evussBassiasuiisd

s§¥d
.

Hinh 3.18: Hinh dnh két qua khdng dinh dot bién LREA trén exon 19 ciia gen
EGFR bang ky thudt Scorpion ARMS (md sé mau E1810)
Nhan xét:
O mau ADN nay (mi s6 E1810), khi x4c dinh dot bién bang ky thuat giai
trinh tu gen, trén exon 19 cua gen EGFR, tur vi tri codon 746 bat dau xuat hién
hién tuwong cac dinh tin hiéu bi nhidu dang chong lap, voi chiéu cao cac dinh tin

hiéu thdp, ddn dén nghi ngd xuat hién dot bién x6a doan hodc 1a hién tugng
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nhidu cta tin hiéu nén. Khi phan tich mau ADN nay bang k¥ thuat Scorpion
ARMS, xuét hién duong cong tin hi¢u cua dot bién LREA bén canh duong cong
tin hiéu ctia miu ndi chuan. Nhu vay c6 thé khang dinh day 1a mot mau ADN
mang dot bién x6a doan LREA exon 19 gen EGFR.
3.2.4. Két qud so sanh hai ky thudt phan tich trinh tw gen EGFR

Khi thyc hién hai k§ thuat gidi trinh ty gen va k§ thuat Real time PCR dé
xé4c dinh dot bién exon 18, 19, 20 va 21 gen EGFR trén 109 mau md UTPKTBN,
da xac dinh dugc cac dang va ty 1€ dot bién khac nhau. Cac dang dot bién phat
hién duogc ciing c6 sy khac biét khi 1am bang cac k§ thuat khac nhau (Bang 3.9).
Hau hét cac bénh nhan déu mang 1 loai dot bién, c6 4 bénh nhan mang dot bién
kép. Trong nghién ciru ching toi cac dot bién phat hién duge déu la dot bién da
dugc cong bd; c¢6 4 loai dot bién khéng thudc 12 INS exon20, S7681 exon20,
T790M exon20.

Bang 3.11. Ty Ié phan tich dét bién gen EGFR bang 2 ky thudt gidi trinh tw va

Scorpion ARMS
Ky thuat .
, Ky thuat Tong hop
Loai dot bién Scorpion
gidi trinh tw 2 ky thuit
ARMS
LREA, L747-P753 delinsS (exon 19) 18 23 24 (54,55%)
INS (exon 20) 3 3 3 (6,82%)
G719X (exon 18) va S768I (exon 20) 1 1 1 (2,27%)
L858R (exon 21) 10 13 13 (29,55%)
Del (Exon 19) va Ins (exon E20) 2 2 2 (4,55%)
T790M (exon 20) + L858R (exon 21) 1 1 1 (2,27%)
Tong so dot bién 35 43 44 (100%)
. 35/109 = 43/109 = 44/109 =
Ty 1€ dot bieén
33,02% 39,45% 40,37%
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Nhan xét:

Str dung k¥ thuat giai trinh tu gen da giup phat hién duge 35/109 (39,45%)
bénh nhan mang d6t bién, trong khi d6 bang k¥ thuat Scorpion trén méay Real —
time PCR d4 phat hién duoc 43/109 (39,45%) bénh nhan mang dot bién khi lam
bang k¥ thudt giai trinh tu gen. Nhu vay, st dung ca hai k¥ thuét nay giup phat
hién téng cong 44 bénh nhan djt bién gen EGFR trén 109 bénh nhan, chiém ty
1€ 40,37%.

Vi k¥ thuét giai trinh tyr gen c6 d6 nhay k¥ thuét thap hon k¥ thuat Scorpion
ARMS, khi x4c dinh dot bién gen bang k¥ thuat giai trinh tw yéu cau trong hdn
hop phai ¢6 it nhat 25% la té bao ung thu. Tuy trong nghién cru ndy bénh pham
cha yéu dugc lay bang phuong phap sinh thiét bang kim nho nén ty 1é té bao ac
tinh c6 thé thap dudi 25% nén dan dén hién tuong 4m tinh gia trong xét nghiém
bang ky thuat giai trinh tur gen.

So sanh hai ky thuat xac dinh djt bién gen

% Gidi trinh tw xac dinh dot bién gen EGFR

K¥ thuat giai trinh ty gen (sequencing) giup xac dinh trinh ty cac nucleotit
trén phan tr AND. Tir d6, c6 thé phat hién nhiing thay d6i c6 kha niang dén dén
cac bénh ly. Ky thudt gidi trinh tu gen chi md&i duge hoan thién trong nhitng ndm
gan day, nhu phuong phap Sanger (1977), Maxam & Gilbert (1977), ki thuat nay
da duogc cai tién rat nhidu. Nho su tién bo cia ki thuat huynh quang, PCR, dién di
cung vOi su trg giup cua tin y sinh, k¥ thudt giai trinh ty gen tré nén don gian hon
khi thao tac va tr¢ thanh cong cu rat co gia tri, lam nén tang cho viéc phan tich b
gen nguoi cling nhu ctia nhiéu loai vi sinh vat.

Céc exon gen EGFR dugc xac dinh bang cach tinh sach san phdm PCR, sau
str dung BigDye kit 1a mot cong doan khong thé thiéu dé tao ra san pham thuan
nhét trudce khi tién hanh k§y thuat doc trinh tw gen. San pham tinh sach quyét dinh
chi1 yéu cho san pham cuia trinh ty gen.

Trinh tu gen ciia mau nghién ctru s€ dugc doi chi€u véi trinh tu GenBank
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trén ngan hang gen thé gidi va dugc phan tich dé xac dinh ving hoic diém dot
bién.

Tuy k¥ thudt giai trinh ty gen cho phép phat hién tit ca cac loai dot bién,
nhung day la mot k¥ thuat c6 do nhay khong cao, dic biét trong viéc tam soat cac
dot bién di hop tir (nhu dot bién gen EGFR). Thong thudng, k¥ thuat giai trinh tur
chi ¢ thé phat hién twong ddi rd rang khi luong té biao mang dot bién chiém it
nhat 60% trong hdn hop vai té bao lanh, hoic khi lugng alen dot bién hién dién it
nhat 25% trong tong sb alen cila quan thé té bao, twong duong d nhay khoang
25% [26], [72]. Do d6, xét nghiém tim dot bién gen EGFR bang k¥ thuat nay han
ché d6i v6i nhitng bénh nhan dugc 1y mau mé qua sinh thiét bang kim nhé hodc
qua phau thuat nhung chat luong mé kém va c6 ty 18 té bao ac tinh thap. Ty 16 té
bao 4c tinh thip dong nghia véi ty 16 ADN dot bién con thap hon vi khong phai té
bao ung thu nao cling mang gen dot bién. Piéu ndy c6 nghia ty 1& alen dot
bién/alen lanh tinh qua thip, ddn dén chiéu cao cac dinh tin hiéu trinh ty nucleotit
cta hai quan thé alen nay qua chénh léch nhau, gy nham l1an hodc nghi ngo
khong c6 dot bién ma chi 14 hién tuong nhiéu cua tin hiéu nén (néu cac giai doan
k¥ thuat trude chua dugce tbi uu hoa). Han ché nay lam giam d6 nhay cua k¥ thuat
va phat sinh nhiéu trudng hop am tinh gia [5].

K thuat giai trinh tu gen con c6 mot s6 han ché nhur:

+ K thuat tién hanh giai trinh tu gen phai qua nhiéu budc (tach chiét ADN,
phan tmg PCR, tinh sach san phém, giai trinh ty va phan tich trinh ty), do do, sau
3-4 ngay moi c6 két qua (tinh tir lac c6 mau mo).

+/ Hinh anh cua trinh tu gen phu thudc rat nhidu vao san phém PCR va san
pham tinh sach PCR.

+ Céc dot bién diém kho phat hién, do do6i luc co tin hiéu nhiéu, thuong phai
dugc khang dinh bang ki thuat giai trinh tu ca hai chiéu. Cac dot bién diém va
x04 doan dugc phat hién dya vao cac dinh va doan nucleoit ciia cac gen, do vay

néu xuat hién tin hi¢u nhi€u s€ kho phan biét. Vi vay, viéc phan tich dot bién gen
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EGFR bang k¥ thuat giai trinh tu can kinh nghiém cta ngudi thuc hién xét
nghiém phai c6 may giai trinh tu.

Tuy con nhiéu han ché nhung do dic diém dot bién gen EGFR trén exon 18 -
21 rat da dang nén ky thuat giai trinh tu gen van duoc xem 1a “tiéu chuan vang”,
da va dang dugc str dung rong rii dé khao sat cac loai dot bién nay [24], [51],
[40], [27].

% K3 thudt Real time PCR (Scorpion ARMS) xdc dinh dét bién gen EGFR

Scorpion ARMS la su két hop cua k¥ thuat khuéch dai dic hiéu alen dot
bién (ARMS) va cong nghé Scorpion trong phan tng real-time PCR dé phat hién
cac dot bién. Dua trén nguyén 1y nay, k¥ thuat cho phép khuéch dai dic hiéu mot
trinh ty dot bién ngay ca trong truong hop alen dot bién d6 chiém mat ti 1¢ rat nho
(1%) trong tong s6 sgi khuén ADN.

K§ thuat Scorpion ARMS ding phét hién dot bién gen EGFR trong nghién
ctru dd duoc t6i wu hoa c6 do nhay rat cao véi ngudng phat hién 1 1% té bao ung
thu trong hon hop véi té bao lanh. Pong thoi, cong nghé sir dung cac loai méi dic
hi¢u alen binh thuong va alen dot bién gitp lam tang d6 dac hi¢u nhiéu lan va lam
giam ty 1€ am tinh gid. Ky thudt Scorpion ARMS, la m¢t trong nhiing k¥ thuat
thuéc nhom phat hién tring dich (targeted methods), da dugc mot sb tic gia sir
dung trong nghién ctru vé dot bién gen EGFR. Pién hinh nhu Kimura va cong su
da stir dung dé tim dot bién EGFR va danh gia dap Gmg ciia bénh nhan mang dot
bién voi gefitinib [45]. Nho ¢ d6 nhay cao, ky thuat Scorpion ARMS di giup
khang dinh lai s6 truong hop nghi ngd c6 dot bién khi thuc hién bang k¥ thuat
giai trinh tur gen (hinh 3.9). Néu khong duoc khao sat lai bang ki thuat Scorpion
ARMS, nghién ctru s& bo sot 5 dot bién xoa doan LREA (exon 19), 3 dot bién
diém L858R (exon 21) trén gen EGFR. Do thoi gian thyc hién xét nghiém ngan
va it giai doan can thao tic nén k¥ thut nay rit phu hop vdi cac phong xét
nghiém dich vu. Diéu ndy c6 y nghia dic biét d6i véi bénh nhan UTPKTBN giai

doan muon, tao diéu kién cho bénh nhan co thé nhanh chong dugc 4p dung mot
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phac do diéu tri hiéu qua [4].

Vi uu diém d6 nhay cao, ki thuat Scorpion ARMS da tré thanh k¥ thuét
tim dot bién EGFR [44]. Tuy nhién, k¥ thuat nay dugc thiét ké dang mdi dic hiéu
bét cap voi alen dot bién nén chi phat hién dugc nhitng dot bién d3 duge cong bo,
d6ng thoi nhimg dot bién nay phai c6 mdi dic hiéu trong hdn hop phan tmg. Do
do, dbi véi nhitng dot bién mdi, chua duge cong b thi khong thé c6 mdi dic hiéu
duoc thiét ké sin thi k§ thuat Scorpion ARMS khong thé phat hién ra, s& cho két
qua am tinh gia..

Theo cac nghién ctru cho thdy, mdi diém dot bién trén gen EGFR lai ¢6 ¥
nghia cho viéc dinh huéng diéu tri riéng. Khi c6 dot bién x6a doan LREA (exon
19), L858R va L861Q (exon 21) s& lam ting tinh nhay cam véi thudc diéu tri
dich. Nguoc lai dot bién T790M va S786I (exon 20) 1a dot bién khang thude diéu
tri dich. Hau hét cac dot bién con lai khac déu dugc xac dinh dudi dang nhom.
Dot bién diem G719X, G719A va G719C ¢ exon 18 duoc xac dinh chung 1a dot
bién G719X. C6 thé nhan théiy, ky thuat Scorpion ARMS dugc thiét ké dé xac
dinh nhitng dot bién exon 18-21 gen EGFR c6 tan suat luu hanh cao va c6 y nghia
trong diéu tri. Pay ciling 14 mot wu diém cua k¥ thuat khi dat gia tri 1am sang cia
dot bién EGFR 1én hang dau. Tuy nhién, han ché trén ciia k¥ thuat Scorpion
ARMS c6 thé khic phuc néu khong sir dung bo kit thuong pham ma tu thiét ké
thém moi dic hiéu cho nhitng dot bién quan tam [4].

% Sur két hop cac ky thudt xac dinh dot bién gen EGFR

Nho nd luc cta cac nha khoa hoc trong viéc phat hién cac dot bién ¢6 y
nghia trén 1am sang, xét nghiém tinh trang gen ciia té& bao khdi u di tré nén
ngdy cang thuong quy. Trong thoi gian ngan tro lai ddy, viéc xét nghiém tinh
trang dot bién gen EGFR trong bénh UTPKTBN di giup dinh huéng cho viéc
quyét dinh loai phac dd diéu tri, gitp lua chon bénh nhan vao nhitng nhanh dac

hi¢u cua cac thir nghiém lam sang.
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Bdng 3.12. So sanh ky thudt giai trinh tu gen va Scorpion ARMS [4]

Dac diém

Ky thuat giai trinh tw

gen

Ky thuat Scorpion
ARMS

Loai dot biéen EGFR c6 thé

Tat ca loai dot bién da biét

29 loai dot bién

phat hién va dot bién méi thuong gap
Do nhay (% té bao dot bién) >25% <1%
Loai mau xét nghiém MBS tuoi, md dac nén Tat ca
Kha ning phat hién dot bién 70-75% >95%

Cao, nhiéu giai doan, doi ,
Muc d6 phtre tap Thap

hoi kinh nghiém
Thiét bi yéu cau May gidi trinh tu May real-time PCR
Kit thwong pham c6 san Khong Co
Gi4 thanh xét nghiém Canh tranh hon Cao
Thot gian xét nghiém (tr lac
2-3 ngay 1 ngay

c6 mau mo)

Nghién ctru str dung k¥ thuat giai trinh ty gen va Scorpion ARMS mdi k§

thuat déu c6 nhitng vu va khuyét diém riéng (bang 3.12). Ty 1¢ phat hién dot bién
gen EGFR bang hai ky thuat nay lan luot 13 32,11% (35/109) va 39,45% (43/109).
Nhu véy, ty 1& phat hién dot bién gen EGFR bang ky thuat giai trinh tu kém hon

k¥ thuat Scorpion ARMS. Bén canh nhitng yéu té k¥ thuat, k¥ thuat giai trinh tu

gen c6 gia thanh thap hon nhung quy trinh, ki thuat phirc tap hon va thoi gian tra

két qua 1au hon, trong khi d6 k¥ thuat Scorpion ARMS c6 gia thanh cao nén kho

ap dung trén s6 lugng 16n bénh nhan. Do véy, nghién ctru da két hop 2 ky thuat

trén dé bd khuyét cho nhau. Ellison va cong su da két hop hai k¥ thuat nay dé xac

dinh d6t bién gen EGFR & mau mo ung thu phéi cling cho nhéan dinh tuong tu
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[32]. Do @06, lva chon st dung k¥ thuat nao dé xac dinh dot bién gen EGFR phai
phu thudc vao muc dich, ban chit mau xét nghiém, trang thiét bi va tay nghé k¥
thuat vién.
3.3.4. Két qud xdc dinh 1y 1¢ dét bién gen EGFR

Khi thuc hién hai ky thuat giai trinh ty gen va k¥ thuat Real time PCR dé xéac
dinh dot bién exon 18, 19, 20 va 21 gen EGFR trén 109 mau md UTPKTBN, di xac
dinh dugc cac dang va ty 1€ dot bién khac nhau. Céc dang dot bién phat hién duoc
ciing c6 su khac biét khi 1am bang cac k¥ thuat khac nhau (Bang 3.9). Hau hét cac
bénh nhan déu mang 1 loai dot bién, c6 4 bénh nhan mang dot bién d6i. Phan bd cac
loai dot bién theo exon ctia gen EGFR dugc trinh bay & bang 3.16.

Bing 3.13. Ty 1é phat hién djt bién gen EGFR

PAC PIEM n %
C6 dot bién 4 40.37
Khong dot bién 65 59.63
Tong sb 109 100

Nhén xét: Trong 109 bénh nhan dugc lam xét nghiém gen EGFR c6 44 bénh
nhan duong tinh véi dot bién gen EGFR chiém ty 1 40,37%.
Bang 3.14. Vi tri djt bién gen EGFR

Vitri | Dang dot bién n Ty 18 (%)
0 LREA, L474-P753 delinsS 23 5455
L477-P753 delinsS 1
20 INS 3 6.82
21 L585R 13 29.55
18 +20 | G179X(exonl8) + S768I (exon20) 1 207
19+20 | LREA (exonl9) + INS (exon20) 2 4.55
18 +21 | T790M (exonl8) +L858R (exon2l) 1 297
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Tong sb 44 100

® Exon 19 m Exon2l = Exon20

® Exon19) va INS Exon20  Exon20 va Exon21 ® Exonl8 va Exon20

Hinh 3.19. Biéu do 1y 1é dot bién trén cdc exon 18 — 21 gen EGFR

Nhan x&t:

+ Dot bién tai exon 19 va 21 chiém da s vai ty 18 1an luot 14 54,55% (24/
44 truong hop dot bién) va 29,55% (13/ 44 truong hop dot bién). C6 3 trudng
hop mang dot bién tai exon 20, chiém ty 1& 6,82%. Trong d6 loai dot bién xo6a
doan LREA & exon 19 gip nhiéu nhét (23/44; 52,27%).

+ Dac bi¢t cung trén gen EGFR dot bién tai nhiéu exon khac nhau: 1 truong
hop d6t bién kép G179S exon 18 + S768I exon 20, 1 truong hop dot bién kép
T790M exon 20 + L858R exon 21 chiém ty 1€ 2,27% mdi loai; 2 truong hop dot
bién kép LREA exon 19 + va INS exon 20 chiém ty 18 4,55%.

Bang 3.15. Ty Ié bénh nhdn theo s6 lwong dot bién/bénh nhén

Bénh nhan So hrong (Ty 18)

Mang 1 dot bién gen EGFR | 40 (90,91%)

Mang 2 dot bién gen EGFR 4 (9,09%)

Tong so 44 (100%)

Nhan xét: Chiém da s6 trudng hop 1a cac dot bién don doc (90,91%), chi
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c6 4 truong hop mang dot bién doi (9,09%).
Bang 3.16: Ty Ié dot bién theo tinh khdng thuoc TKI

Tinh dap uwng , i Ty 1€
, Loai dot bién SO lwgng
thuoc (%)
LREA 23
Tang tinh nhay
, L747-P753 delinsS 1 37 | 84.1
cam thuoc
L858R 13
INS 3
, G179S (exonl8) + S768I (exon20) |1
Khang thuoc 7 15.9
LREA (exonl9) + INS (exon20) 2
T790M (exonl8) + L858R (exon2l) | 1

Nhian xét: Trong 44 trudng hop phat hién dot bién gen EGFR trong nghién
ctru, dot bién khang thudce chiém 7 trudng hop (15,9%) gdm dot bién INS & exon
20, G179S (exonl18) + S7681 (exon20), LREA (exonl9) + INS (exon20), T790M
(exon18) + L858R (exon21), so voi dot bién ting tinh nhay cam véi thude 13 84,1%.

Dot bién gen EGFR dugc chia thanh 2 nhom: lién quan dén tinh nhay thude
va khang thudc TKI. Thuong gip nhat gdm xo6a doan trén exon 19 (54,55%) va
L858R trén exon 21 (29,55%), déu lién quan dén sy dap ung tot vi TKI. Dot
bién lién quan dén khang thudc thuong gip nhat 1 dot bién chén doan & exon 20
(INS exon 20) chiém 3/44 (6,82%) truong hop c6 dot bién gen, dot bién T790M
(exon 20) va S768I (exon20) déu co ty 1& 1/44 (2,27%). Trong nghién ciru ndy tat
ca cac dot bién khang thuéc déu nam trén exon 20 ciia gen EGFR.Dot bién gen
dugc phat hién & 44/109 bénh nhan chiém ty 1€ 40,37%. Trong do dot bién chu
yéu xay ra & vi tri exon 19 va 21 véi ty 18 54,55% (24/44 trudng hop bi dot bién)
va 29.55% (13/44 truong hop bi dot bién). Ty 1& ndy twong duong véi nhiéu

nghién ctru tai Viét Nam nhu nghién ctru Mai trong Khoa va cong su (2016),
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nghién ctu cia Pham Vian Luan va cong sy ndm (2016) [9][10]. Ty 1€ trong
nghién ctru nay thip hon ty 1¢ nghién ctiru cia PIONEER cho két qua ty 16 dot
bién cua chung toc Kinh nguoi Viét Nam 1a 64,2%, va cling thép hon ty 1€ nghién
ctia Mok va cong sy trén nguoi chau A 13 59,7%, c6 thé vi 1y do trong 2 nghién
ctru cua PIONEER va Mok, toan by bénh nhan thuoc nhém ung thu biéu mo
tuyén va khong co tién can hat thude 14, von 1a nhitng yéu t6 1am gia ting co hoi
c6 dot bién gen EGFR trong mau nghién ciru va nghién ctru ciia PIONEER toan
bd mau bénh phém duoc déu duoc phan tich dot bién bﬁng ky thuat Scorpion
ARMS c6 do nhay tdt nén ty 1¢ dot bién cao. Cung khao sat dot bién gen EGFR
tai Viét Nam nhung ty 1¢ dot bién cua nghién clru nay cao hon nghién ctru cua
Hoang Anh Vii nim 2011 vi Iy do khac biét vé ky thuat xac dinh dot bién [17],
[55], [64]. Két qua so sanh ty 1& dot bién gen EGFR trong nghién ctru ctia chiing
t6i voi cac nghién ctru trude ddy ¢ trén thé gidi va ¢ Viét Nam duoc trinh bay cu
thé & bang 3.15.

Céc nghién ctru trude ddy déu cho thay dot bién gen EGFR lién quan dén
tinh dap ung thuéc EGFR TKI trong UTPKTBN tép trung tai 4 exon 18 — 21,
ving mé hoa tyrosine kinase [53]. Khoang 90% la cac dot bién x6a doan nho
lién quan dén 5 acid amin tir codon 746-750 exon 19 (d6t bién LREA hay
delE746-A750) va cac dot bién diém gay thay ddi acid amin leucine (L) thanh
arginine (R) tai codon 858 exon 21 (dot bién L858R). C6 hon 20 loai bién thé
ctia dot bién x6a doan exon 19 gém x0a doan dai hon, ngén hon, x6a doan kém
dot bién diém va x6a doan kém thém doan. Khoang 3% la dot bién diém tai
codon 719 exon 18, thay thé Glycine (G) thanh Cysteine (C), Alanine (A) hoic
Serine (S) (dot bién G719X). Ngoai ra, khoang 3% la cac dot bién thém doan
khong 1am léch khung dich ma & exon 20. Con lai 1a cac dot bién hiém gap khac

[74], [53], [50].
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Bdng 3.17. Ty I¢ dot bién gen EGFR trong bénh UTPKTBN ¢ mot s6 nghién

cuu trén the gioi va Viét Nam

Ty 1€ dot
Co .
Tac gia Chiing toc . Ky thuat bién
mau
chung
Eberhard (2005) [31] Da trang 228 Giai trinh tu 12,7%
Da trang 158 Giai trinh tu 8%
Shigematsu (2005) [65] , _
Dong A 361 Gidi trinh tu 30%
Boch (2013) [27] Da tring 552 | Pyrosequencing 4,9%
Huang (2004) [40] bai Loan 101 Giai trinh tu 38,6%
Sonobe (2005) [66] Nhat Ban 154 Giai trinh tu 39%
Sriuranpong (2006) [67]] Thai Lan 61 Giai trinh tu 57,4%
Bae (2007) [25] Triéu Tién - Giai trinh tu 36,4%
Trung Quéc,
Mok (2009) [55] bai Loan, 437 Giai trinh tu 59,7%
Triéu Tién
Hoang Anh Vii .
Vi¢t Nam 71 Pyrosequencing 42%
(2011) [17]
Pham Van Luan Scorpion
Viét Nam 160 40,6%
(2016) [10] ARMS
Mai Trong Khoa Lai dau do
Viét Nam 511 40,1%
(2016) [9] phan tur
. Gidi trinh tu va
Nghién ctru Nguyén _
Vi¢t Nam 109 Scorpion 40,37%
Thuy Lé

ARMS
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Két qua nghién ctru ctia chung t6i cho thay dot bién gen EGFR rit da dang,
phan bd ca 4 exon, gém tat ca céc dang dot bién diém, x6a doan va thém doan
(bang 3.14). Trong 44 d6t bién duoc xac dinh, chiém uu thé 1a d6t bién mat doan
& exon 19 (54,55%) gap 1,7 1an dot bién & exon 21 (29,55%) gdm chi yéu cac dot
bién diém; exon 20 tap trung dot bién gdm dot bién diém (T790M, S768I) va dot
bién chén doan. Két qua nay twong déng voi nghién ctru ctia Mai Trong Khoa va
cong su, Nguyén Ngoc Quang va cong su, Pham Van Ludn va cOng su
[9][10][13]. Nhung khac v&i mot s6 nghién ctru trén thé gidi, ty 1& dot bién xoa
doan exon 19 va L858R exon 21 khoang 1,1 [64]. Nghién ctru cia Huang tai Dai
Loan va Hoang Anh Vil tai Viét Nam, tuy 1a chung toc Pong A nhung c6 khac
biét 16n v6i dot bién exon 21 chiém ty 16 cao hon hin exon 19 ¢6 18 do sb luong
d6t bién nho, cac s6 liéu chua co stic thuyét phuc cao [17], [40].

Bing 3.18. Phdn bé dot bién gen EGFR trén exon 18-21 theo mét sé nghién ciiu

Nghién ctru 30 (:I(:)t Exon 19 | Exon 20 | Exon 21
bién
Huang (2004) [134] 46 28,3% 10,9% 50,0%
Mitsudomi (2006) [154] 569 48,2% 3,7% 42,7%
Ellison (2010) [139] 27 51,9% 0 40,7%
Hoang Anh Vi (2011) [111]] 28 25,0% 3,6% 57,1%
Pham Van Luén (2016)[8] | 160 58,5% 1,5% 33,8%
Mai Trong Khoa (2016)[7] | 511 56,4% 1,9% 37,4%
Nghién ctru nay 44 54,55% 6,82% 29,55%

Trong nhitng d6t bién gen EGFR don ddc dd phat hién trong nghién ciru,
dot bién x6a doan LREA exon 19 chiém ty 1€ cao nhét (23/44 truong hop,
52,27%), ké dén 1a @6t bién L858R exon 21 (13/44 trudng hop, 29,55%), dot bién
INS exon 20 (3/109 trudng hop, 6,82%), dot bién L474-P753 delinsS exon 19
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(1/44 truong hop, 2,27%), khong c6 dot bién don doc trén exon 18. Két qua nay
twong ddi pht hop véi da s nghién ctru trude ddy voi dot bién LREA chiém ty 18
cao hon dot bién L858R. Su khac biét, néu co, c6 thé do chung toc va k¥ thuat xac
dinh d6t bién. Nghién ctru ctia Hoang Anh Vii (2011) ciing trén nguoi Kinh cho ty
1¢ dot bién LREA va bién thé x6a doan exon 19 thép hon dot bién L858R exon 21
(1an luot 12 25% va 42,9%). Su khac biét ndy co thé do k¥ thuat xac dinh dot bién,
tac gia st dung k¥ thuat pyrosequencing c6 d¢ nhay kém hon [17].

Chung t6i gip 4 truong hop bénh nhan dot bién kép (chiém ty 9,09%) gdm:
2 bénh nhan dot bién kép x6a doan LREA exon 19 va INS exon 20, 1 bénh nhan
dot bién kép T790M exon20 va L858R exon 21, 1 bénh nhan dot bién kép G179X
exon 18 va S7681 exon 20, ddy 1a nhitng truong hop dot bién déi phuc tap khi
mang dong thoi dot bién gy khang va ting nhay cam véi thude didu tri nhim
dich EGFR TKI.

Pic biét trong nghién ctru ndy, ty 1é bénh nhan méc dot bién khang thude
TKI 1a 15,9% cao hon so v&i cac nghién ctru trudc day, theo nghién clru cua
Inukai va cong su ty 16 khang thudc 1a 3,6%; theo nghién ciru POINEER ty 1¢ dot
bién gen khang thudc 1a 2,9%, ¢ su két hop giita dot bién tang nhay va khang
thube 13 2,3% [40], [63]. Nghién ctru cia Mai Trong Khoa va cong su thi ty 1& nay
1,9%; nghién ctru cuia Hoang Anh Vii (2014) ty 1¢ khang thudc 1a 1,3% [8], [17].
Va trong cac nghién ctru trude dot bién khang thude thuong gip 1a dot bién thay
T790M & exon 20, tuy nhién trong nghién ctru ctia ching t6i dot bién khang thudc
diéu tri dich thuong gap 1a dot bién thém doan INS exon 20 (v6i 3/44 truong hop
d6t bién don doc INS exon 20 va 2 truong hop dot bién kép INS20 va LREA
exonl9), chung t61 gap 1 truong hop dot kép T790M exon 20 + L858R exon 21
(trong d6 dot bién T790M la dot bién khang thude), 1 truong hop dot bién G719X
exonl8 + S7681 exon 20 (trong d6 co dot bién S768I 1a dot bién khang thudc).
Tuy nhién sb truong hop dot bién khang thude TKI it so v6i tong sd dot bién
(7/44), nén chung t6i chua thé két luan diéu gi.
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Céac két qua nay goi y rang trong thuc hanh 1am sang, cac trudng hop
UTPKTBN c6 ké hoach diéu tri bang thudc @c ché EGFR nhu gefitinib va
erlotinib déu nén dugc chian doan dot bién gen EGFR, khong xét t6i cac yéu td
lam sang va giai phau bénh. Cac két qua nghién ctru nham tim ra nhiing chi diém
sinh hoc cho dap Umg voi thudc rc ché dic hiéu EGFR cho théy tinh trang dot
bién gen EGFR chinh 1a yéu td tién doan chinh x4c nhat. Hiép hoi Ung thu Chau
Au huéng dan nén khao sat dot bién gen EGFR dé chon lua bénh nhan
UTPKTBN phu hop véi diéu tri dich.

Loai mau mo sir dung dé 1am xét nghiém sé& anh huong dén sé luong té bao
ac tinh thu thap duoc, tir d6 gian tiép anh hudng dén ndng do ADN tong sd va
AND ung thu tach chiét dugc. Mau mo tuoi duoc léy ttr khéi u sau phau thuat 13
t6t nhat. Trong nghién ctru niy mau mé dugc liy tir khéi mo duc nén do vay trong
qué trinh xr 1y khéi nén, AND c6 thé bi bién tinh, vi thé anh hudng nhiéu dén
chat lugng ctia san pham. Tuy nhién, day 14 loai mé chiém phan 16n & ddi tuong
bénh nhan ung thu phdi giai doan cudi vi di khong con kha ning phiu thuit. Do
do, dé dat két qua chinh xac, ching t6i da Iya chon ving tap trung té bao ung thu
cia mau md dudi kinh hién vi dé thu duge lugng té bao tot nhét cho viéc xac dinh

d6t bién gen EGFR bang sy két hop hai k¥ thudt giai trinh tu va Scorpion ARMS.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

1. Qua nghién ctiru 109 bénh nhan ung thu phoi khong té bao nho thuc hién
xet nghiém dot bién EGFR tai bénh vién Ung budu Nghé An cho théy: Ty 1€ co
dot bién gen EGFR 1a 44/109 bénh nhan chiém 40,37%. Trong d6 ty 1& bénh
nhan nam 1 55,96% cao hon ty 1& bénh nhan nit 1a 44,04%; chu yéu gip do tudi
trén 65 tudi chiém 52,29%. Pa sd bénh nhan thudc loai ung thu biéu mé tuyén
chiém 96,33%. Vi tri ldy bénh pham chu yéu 1a tir u nguyén phat, véi phuong
phap 1ay mau phd bién 1a sinh thiét té bao.

2. Ty 1& dot bién gen EGFR & nhom khong hit thude cao hon nhém khong
hut thude (bénh nhan nam khong hit thude chiém 42,86%, bénh nhan nitr khong
hat thude chiém ty 16 56,25%)

3. Trong s6 44 bénh nhan duoc phat hién, dot bién x6a doan LREA exon 19
va dot bién L858R exon 21 chiém da sd véi ty 18 1an lugt 1a 52.27% va 29,55%.
C6 4 truong hop mang dot bién kép chiém ty 1& 9,09%. Dot bién khang thudce
diéu tri tring dich EGFR TKI chiém 15,9%.

KIEN NGHI

Nghién ctru c6 cac kién nghi sau:

1. Can phai xét nghiém tim dot bién gen EGFR cho bénh nhan trude khi bét
dau liéu trinh diéu tri dich budc 1 nham dem lai loi ich cao nhat cho nguoi bénh.

2. Tiép tuc nghién ctru sy dot bién gen EGFR véi s6 luong mau nhiéu hon
theo timg nhom bénh va theo timg dang dot bién khac nhau dé ¢ nhitng két luan

mang tinh khach quan hon.
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