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LOI CAM ON
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dan toi thuc hién nghién ctru, gdp v va stra chira luan an.

T6i xin bay to 10ng biét on sau sac téi GS.TS.Ta Thanh Van, Pho Hiéu
truong Truong Pai hoc Y Ha Noi 1 nguoi da tan tinh truyén dat kién thic va
nhitng kinh nghiém quy bau déng thoi tao moi diéu kién thuan loi cho toi
trong qua trinh thyc hién dé tai va hoan thanh luan an nay.
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nhitng nguoi da tao moi diédu kién, giup d& toi trong qua trinh thuc hién luan an:

- Ban Giam Hiéu va Phong Pao tao Sau DPai Hoc cta Truong Dai hoc
Y Ha Noi.

- PGS.TS. Pham Thién Ngoc, Truong Bo mon Hoa Sinh cung cac thay
cd trong Bo moén Hoa Sinh Truong Pai hoc Y Ha Noi.

- TS.BS. Pham Tuyét Mai, Truong Khoa Nbi 1 Bénh Vién K Trung
Uong, ciing toan thé cac bac sy, diéu dudng cua Khoa.
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- Toan thé cac ddng nghiép, cac nghién ctru vién ctia Trung Tam
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Xin dugc giri 10i cam on dén cac bénh nhan cung gia dinh cua ho da
gitip t6i c6 duoc cac sb liéu trong luan an nay.

Xin cam on cac ban be, dong nghiép da gitp d& toi trong qua trinh hoc tap.

Cubi cung, t6i xin ghi nhé céng on sinh thanh, nudi dudng va tinh yéu
thuong ctia bd me t6i, bd me chong toi cung su ung ho, dong vién ciia chong,
hai con va cic em trong gia dinh, nhitng ngudi da ludn & bén toi, 1a chd dua
viing chic dé toi yén tam hoc tap va hoan thanh luén an.

Ha Noi, thang 12 nam 2014
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T6i 1a Nguyén Minh Ha, nghién ctu sinh khéa 30 Truong Pai hoc Y

Ha Noi, chuyén nganh Héa Sinh Y Hoc, xin cam doan:
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PAT VAN PE

Trong nhitng nam gan day, trén toan thé gigi, bénh ung thu da vuot qua
bénh tim mach dé tré thanh cin nguyén gy tir vong hang dau véi ty 1é méc
bénh cao va do tudi mac bénh ngay cang giam [1]. Vi toc do phat trién dan
sb va su gia tang tudi tho nhu hién nay thi wdc tinh dén nam 2050, thé gisi s&
c6 thém khoang 27 triéu trudng hop ung thu méi mac va khoang 17,5 triéu
bénh nhan tir vong mdi nam [1]; trong d6 phai ké dén ung thu phdi (UTP),
cin nguyén gay ty Ié mac va tr vong hang dau véi thé ung thu phoi khong té
bao nhé (UTPKTBN) chiém dén 85% cac trudong hop.

Nhitng nghién ctitu thuc hién & cac nude c6 nén y hoc tién tién cho thay
viéc ap dung k¥ thuat sinh hoc phan tir trong chan doan va diéu tri di mang
lai nhitng loi ich ndi bat cho bénh nhan ung thu. Cac nha khoa hoc c6 thé
danh gia mot cach téng quat su twong tac gen, cac con dudng dan truyén tin
hiéu noi bao va anh huong cua cac dong thac tin hiéu trong té bao dén qua
trinh tai ban, sao chép va phién ma, tur do tac dong lén qua trinh sinh truong,
biét hoa, di chuyén va chét theo chuong trinh cua té bao. Nhu vay, voi mdi
mot bién doi gen xay ra déu c6 thé 1am thay ddi sy can bang cac hoat dong
Séng té bao, bién mot té bao lanh trd thanh té bao 4c tinh hodc gay chét té bao.
Mt khac, c6 nhitng bién doi gen lai khién cac té bao tré nén nhay cam hoac
dé khang hon véi nhitng tac nhin ngoai bao nhu tac nhéan 1y, hoa. Trong do,
su thay ddi tinh dép tng cua té bao voi cac cac thude diéu tri ung thu 1a mot
vi du dién hinh. Pay 1a co s khoa hoc dé cac nha khoa hoc nghién ctru va
ting dung cac loai thubc méi tac dong truc tiép 1én cac thu thé té bao nham uc
ché su phat trién cua té bao ung thu goi 1a lidu phap diéu tri ung thu tring

dich (targeted cancer therapy). Uu diém cta phuong phap nay 1a lidu diéu tri



thap, dac hiéu, it doc hai va dac biét 1a hiéu qua dugc nang cao mot cach rd

rét, thé trang ngudi bénh duoc ting cudng va kéo dai thoi gian sdng cho bénh nhén.

Viéc phan tich tinh trang cac gen dong vai tro chii chdt trong qué trinh
phat sinh khdi u thu gitip cac bac si lya chon phap d6 diéu tri phu hop nhat dé
nang cao hiéu qua diéu tri dich cho nguoi bénh. Qua nhiéu cong trinh nghién
ctru ciing nhu sy kiém duyét khat khe cia cac To chic quan 1y y duoc uy tin
trén thé giéi (FDA-Hoa Ki, EMEA-Lién Minh Chau Au), liéu phap diéu tri
trang dich (LPPTTP) di ching to hiéu qua rat tt trong viéc diéu tri cho cac
bénh nhan UTPKTBN giai doan cudi: kich thudc cac khdi u giam dang ké,
thoi gian séng kéo dai hon, chéat lugng cudc sdng dugc cai thién, ... Tuy
nhién, mirc 6 dap (ng véi thude diéu tri dich & mdi bénh nhan UTPKTBN
phu thudc phan Ién vao tinh trang mot s6 gen, ma quan trong nhat 1a gen
EGFR va gen KRAS. Viéc xac dinh dot bién gen hay su twong tac protein bi
d6t bién c6 ¥ nghia rat 16n gitp bac si lya chon duoc phac d6 diéu tri thich
hop dé nang cao hiéu qua diéu tri dich cho bénh nhan. Thang 6/2009, Cuc
Quan 1y Thuc pham va Dugc pham Hoa ky (FDA) chinh thtc dua ra khuyén
c40: bénh nhan trude khi duoc chi dinh dung thudc wc ché EGFR can phai

duoc lam xét nghiém tinh trang gen.

Tai Viét Nam, s6 lugng bénh nhan bénh ung thu ngay cang nhiéu, nhu
cau st dung LPDTTD ngiy cang ting, trén thi truong da c6 mot s6 duoc
pham diéu tri dich dang dugc luu hanh; tuy nhién chua c6 cong trinh khoa hoc
nao nghién ctru mai lién hé giita dot bién cac gen chu chét va kha nang dap
g thudc & bénh nhan ung thu néi chung hay UTPKTBN néi riéng va viéc
xét nghiém ciing nhu theo ddi hiéu qua diéu tri dich cho tirng bénh nhan chua
duoc tién hanh mot cach dong bo va khoa hoc. Xuét phat tir thuc tién do, dé

tai nghién ctu “Xac dinh dot bién gen EGFR quyét dinh tinh dap wng



thudc trong diéu tri bénh ung thw phéi khong té bao nhé” duoc thuc hién

V41 cac muc ti€u sau :

1.

Xac dinh ty 1é dgt bién gen EGFR va gen KRAS quyét dinh tinh ddp vmg
thuéc diéu tri dich trén bénh nhdn UTPKTBN giai dogn mugn.
BuGc dau danh gid hiéu qud diéu tri dich buéc 1 bang erlotinib trén cdc

bénh nhdan UTPKTBN giai doan mugn cé dét bién gen EGFR.



CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. TONG QUAN VE BENH UNG THU PHOI KHONG TE BAO NHO

Hién tai, UTP 1a mot trong nhiing bénh ung thu dting dau trén thé gidi va
tai Viét Nam, ca vé s6 ca bénh moi méic va sé truong hop tir vong [1].
Khoang 90% truong hop UTP da dugc ching minh 1a ¢ lién quan dén thoi
quen hut thude 14. Nhiéu yéu t6 nguy co khéac, doc 1ap hoac két hop voi khoi
thudc 13, dong vai tro 1a tac nhan sinh UTP. Céc yéu td nay bao gébm: su nhay
cam di truyén cta nguoi bénh, 6 nhiém khong khi, nhiém dong vi phong xa,
viém ph6i moé k& man tinh va cac tic nhan sinh khoi u tir méi truong nhu
nhiém a-mi-ing, nhiém arsen, niken, chrom, halogen ether...[2], [3].

1.1.1. Co ché phan tir bénh

Sy phét sinh, phat trién UTP dién ra qua nhiéu giai doan duéi tac dong
cua cac yéu td nguy co, su dap (tng cua gen va qua trinh tich lity dot bién xay
ra trén cic gen gdy ung thu va gen ap ché ung thu, hau qua 13 lam mat can

bang cua hai hé thong gen nay [2].
1.1.1.1. Tiép xiic vdi cdc tac nhdn sinh khéi u

Viéc tiép xtc voi cac yéu to sinh khoi u (trong méi truong va do nghé
nghiép) cung vai tinh nhay cam vé di truyén véi cac yéu té ndy cia nguoi
bénh déu l1am ting nguy co phat sinh UTP cua ngudi d6. Theo mot s6 thong
ké & Hoa Ky, 90% cac truong hop UTP 1a do nguoi bénh c6 hit thude 14, con
lai 9-15% 14 tiép xuc véi cac tac nhan sinh khéi u khac trong méi truong 1am
viéc. Khoi thude 14 chira hon 300 hop chat c6 hai cho sic khoe, trong d6 c6

hon 40 chit 1a cac tac nhan sinh khdi u di duoc chimg minh. Cac



hydrocacbon da vong nhdn thom va nitrosamines gy ton thwong DNA & mé
hinh thi nghiém trén dong vat; benzo-A-pyrine kich hoat mét s6 con dudng
dan truyén tin hiéu noi bao nhu AKT ciing nhu 1am ting tan suat dot bién &
gen p53 va cac gen tc ché khdi u khac [3].

Yéu té nguy co do nghé nghiép phé bién nhat cia UTP 14 phoi nhiém a-mi-
ang. Bén canh d6, nhiém phong xa radon c6 lién quan dén 10% cac truong hop
UTP, trong khi 6 nhiém khong khi dong vai tro chinh trong khoang 1-2% truong
hop [4]. Ngoai ra, viéc nguoi bénh di co tién can bénh phéi trude d6 nhu bénh
phdi tic ngh&n man tinh, xo phdi nguyén phat hoic lao phéi ciing 1am ting ty ¢
phat sinh UTP. Nguyén nhan c6 thé do nhiing ton thuong gy doc té bao tai dién
trong thoi gian dai s& pha v& su can bang di truyén trong té bao.
1.1.1.2. Tinh nhay cam di truyén

Trong nhirg nim gin day, cac k¥ thuat sinh hoc phan ttr hién dai da
gitp kham pha ra tinh trang khuéch dai cac gen sinh khéi u va bat hoat cua
cac gen kiém ham khdi u trong bénh sinh UTPKTBN.

Phét hién dugc xem 1 quan trong nhat 1a nhirng dot bién lién quan dén
ho gen sinh khéi u RAS. Céac gen nay mi héa cho mot loai protein nam ¢ mat
trong caa mang té bao, c6 hoat tinh GTPase tham gia con dudng dan truyén
tin hiéu ndi bao. Nhitng nghién ctru trén chudt cho thdy c6 mdi lién quan gitra
dot bién gen RAS va co ché phan tir bénh UTPKTBN. Nhiing nghién ciru trén
ngudi cho thay sy kich hoat gen RAS s& thiic day tién trién cua khdi u phoi,
dic biét & phan nhom ung thu biéu mé tuyén trén bénh nhan hat thude 14 [5].

Sau dot bién gen RAS, bién doi di truyén quan trong khac trong bénh
UTP la dot bién gen EGFR, gay rdi loan trong con duong dan truyén tin hiéu
thong qua thu thé yéu té phat trién biéu bi EGFR. Trong cac té bao ung thu,
hoat tinh tyrosine kinase cia EGFR bi rdi loan boi dot bién gen EGFR, ting
s6 lugng ban sao gen EGFR hoic biéu hién qua mirc protein EGFR [6].



Bién d6i di truyén tiép theo 1a réi loan hoat hoa BRAF. Protein BRAF
véi hoat tinh serine/threonine kinase tiép néi con duong tin hiéu cia KRAS
trong té bao. Su phosphoryl héa BRAF hoat hoéa cic gen MEK1 va MEK?2
thiic day phan bao va 1am tang kha ning séng sot cua té bao UT [7].

Ngoai dot bién gen EGFR, KRAS va BRAF, cac bat thuong vé di truyén
khac c6 thé lam thay d6i liéu trinh diéu tri bénh UTPKTBN con c6 phic hop
chuyén vi lién quan dén hoat tinh tyrosine kinase cuia thu thé ALK (von nhay
Cam Vi cac tac nhan tc ché ALK), phirc hop chuyén vi ROS1, phuc hop
chuyén vi RET, dot bién MEK va sy khuéch dai gen MET (m3 héa cho thu
thé yéu té phat trién té bao gan)....

1.1.2. Lam sang

Khoang 25% bénh nhan UTP khong c6 triéu chimg 1am sang cu thé va
chi c6 thé duoc phat hién tinh c¢& qua kham sic khoe dinh ky khi chup X-
quang long nguc hoac chup cat 16p dién toan (CT). Trong giai doan ung thu
tién trién, bénh nhan c6 thé c6 cac triéu ching 1am sang nhu: ho, khé tho, dau
nguc va dic biét 1a ho ra mau; ngoai ra bénh nhéan co thé ¢ cac triéu chuang
tai nhitng co quan khac khi khéi u di cin nhu dau xuong, giam stc nhin, dau
dau, dot quy va céac triéu ching khong dién hinh khac nhu suy nhuoc, giam
can... Tuy nhién, cac triéu ching lam sang cia UTPKTBN thuong khong dac
hiéu nén chi c6 y nghia goi ¥ cho chan doan [8], [9], [10], [11].

1.1.3. CAc giai doan ciia ung thw phoi

Bénh UTPKTBN duoc phan do theo hé thdng TNM caa AJCC 2010 [121].

T (Tumor): U nguyén phat

TO: khong xéac dinh duoc u nguyén phat, chi co té bao hoc duong tinh

TX: ¢6 té bao 4c tinh trong chat tiét phé quan nhung khong thay u trén
phuong tién chan doan hinh anh.

Tis: UT biéu mo tai chd



T1: duong kinh 16n nhat caa khéi u nho hon hodc bang 3 cm, xung
quanh 13 t6 chtrc lanh. Soi phé quan chwa phat hién dau hiéu xam lan phé
quan phan thuy.

Tla: duong kinh 16n nhat cia khéi u nhé hon hozc bang 2 cm
T1b: dudng kinh 16n nhét cia khdi u 16n hon 2 cm nhung nho hon
hoic bang 3 cm

T2: duong kinh 16n nhat cua khéi u 16n hon 3cm nhung nhé hon hoic
bang 7 cm, gy ton thuong 14 tang mang phdi, xep phoi hodc viém phoi do bit
tac phé quan ving ron phoi. Soi phé quan thay ton thuong phé quan thily hoic
phé quan gdc, cach carina 16n hon 2cm.

T2a: duong kinh 16n nhét caa khdi u Ién hon 3cm nhung nho hon
hoic bang 5 cm

T2b: duong kinh 16n nhat cia khdi u 16n hon 5cm nhung nho hon
hoic bang 7 cm

T3: kich thudc u Ién hon 7 cm hoidc c6 bat ky dau hiéu xam 1an (14 tang
mang phdi, thanh nguc, co hoanh, than kinh hoanh, mang phdi trung thit, mang
tim); hodc u ¢ phé quan chinh; hodc c6 dau hiéu xep phoi hodc viém phéi tac
nghén phoi cting bén co u; hodc ¢6 nét u khac & cung thiy phdi c¢6 u. Soi phé
quan thay ton thuong phé quan gdc cach carina Ién hon 2cm nhung chua xam
lan carina.

T4: khoi u khong ké kich thude va cé bat ky dau hiéu xam 1an sau: trung
that, tim, khi quan, than kinh quit nguoc thanh quan, dét séng, hoac mot khéi
u khac & mot thuy phdi khac cung 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 gia dugc hach vung.
N1: c6 ddu hiéu di can hach quanh phé quan va ron phéi cung bén
N2: c6 dau hiéu di can hach trung that va/hoac hach dudi carina cling bén

N3: c6 dau hiéu di can hach trung that, hach rén phdi ddi bén; hach doc

co thang, hach thugng don cung hodc ddi bén.

M (metastatic): di cin xa, khong ké hach
MO: khong c6 dau hiéu di can
M1: ¢6 dau hi¢u di cin xa
M1a: di can phoi ddi bén

M1b: di can xa cic co quan khac (xuwong, tuyén thuong thin, nio...)

Dwa theo phin dp TNM nhw trén, UTPKTBN dwoc chia lam 4 giai doan:
Giai doan 0 : TiSNOMO

Giai doan 1A : T1aNOMO; T1bNOMO

Giai doan 1B : T2aNOMO

Giai doan I1A : T2bNOMO; T1aN1MO; T1bN1MO; T1bN1MO; T2aN1MO
Giai doan 11B : T2bN1MO; T3N1MO

Giai doan 1A : T1aN2MO; T1bN2MO; T2aN2MO0; T3N1MO; T3N2MO; TAN1IMO
Giai doan I11B: (bat ké T, N3MO0); (T4, bat ké N, MO)

Giai doan IV : batké T, bat ké N, M1a hoic M1b

1.1.4. Can lam sang
1.1.4.1. Cac xét nghiém mdu
- Cac xét nghiém dién giai (Na*, K*, Ca™, CI" va Mg*™) va mét sb

hormon duoc chi dinh khi cac bénh nhan UTP c¢6 cac triéu chirng can ung thu:



o Ha Na" mau két hop voi giam ap luc tham thau mau 1a dau hiéu
cua hoi chung tang tiét ADH, von gap ¢ nhiéu loai u ac tinh khac nhau, trong
do6 c6 UTP.

o Ha K" mau ning két hop véi ting nong do ACTH huyét thanh gap
trong hoi chung tang tiét ACTH lac chd, thuong gap trong UTP thé té bao nho.

o Hoi chimg ting Canxi mau 4c tinh gap nhiéu nhat trong UTPKTBN

the biéu mo vay.

o Ngoai ra trong UTP, dic biét 1a UTPTBN, c6 thé gdp tinh trang
tang nong d6 Mot s6 hormon khéc trong mau nhu hormon ting truéng GH

(trong hoi ching Pierre-Marie), calcitonin, prolactin insulin...

- Céc du an ung thu: du 4n ung thu 13 cic chat duoc tong hop tir cac té bao

ung thu hoac tir cac té bao tham gia vao qué trinh dép tng cua co thé vai khéi u.
Mic du khong ¢6 diu an ung thu nao trong UTP ¢ du do nhay dé sir dung nhu
mot xét nghiém sang loc & nhitng bénh nhan khéng c6 triéu chimg, nhung mot s6
diu an ung thu c6 gia tri nhu mot cong cu bd sung vao viéc chan doan UTP khi
ma cac phuong phap 1am sang bi han ché. Mot s6 dau 4n ung thu da dugc nghién
ctu 14 ¢o gia trj trong viée tién lugng va theo ddi diéu tri bénh UTPKTBN noi
riéng, gom c6 CYFRA21-1 (protein cytokeratin 19) [12], [13], CEA (Carcino
Embryonic Antigen) [14], [15], [16], TPS (Tissue Ploypeptide Specific Antigen)
[17], [18] va SCCA (Squamous Cell Carcinoma Antigen) [19], [20].

1.1.4.2. Cdc xét nghigm té bao hoc

- Xét nghiém té bao hoc tir dom (hoic dich chai rara phé quan): hang ngay,

cac té bao bé mat cua cac khdi u s& bong tréc ra dich tiét phé quan (dom), do
d6, hau hét cac truong hop duong tinh 13 ung thu biéu mé té bao vay. Mau dom

s& duoc soi dudi kinh hién vi dé xac dinh sy c6 mit cua té bao ung thu. Ty 16
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dwong tinh gia cta xét nghiém nay 14 1% nhung ty 18 4m tinh gia c6 thé 1én dén
40% do trong mau dom lay ngau nhién c6 thé khong chira té bao ac tinh. Do
d6, nén lam 3 mau lién tiép dé tang do nhay cua xét nghiém. DJ chinh xac cua
viéc phat hién té bao 4c tinh 13 90% nhung xét nghiém nay lai khong co gié tri
cao trong viéc phan dinh céac typ mo bénh hoc.

- Xét nghiém md bénh hoc khéi u (giai phiu bénh) : 1a tiéu chuan vang
dé chan doan xac dinh UTPKTBN. Mau bénh pham c6 thé lay tir mé khéi u

sau phau thuat hoic sinh thiét bang kim qua thanh nguc dudi sy huéng dan

cia CT. Ngoai xac dinh phan nhom, hinh anh giai phau bénh con cho biét
murc do ac tinh va xam 1an caa khdi u, gop phan lya chon phac dd diéu tri va
tién lwong bénh. ung thu biéu mo tai phdi dugc chia thanh vao hai nhom
chinh 1a UTPKTBN chiém 80% va UT phoi té bao nho chiém khoang 20%.
Theo Phdn logi mé hoc khéi u phéi va mang phéi WHO/IASLC 1999,
UTPKTBN dugc chia thanh 7 phan nhom nho nhu sau [21]:

= Ung thu biéu mé vay (squamous cell carcinoma)

Ung thu biéu mo tuyén (adenocarcinoma)

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

Ung thu biéu mo tuyén vay (adenosquamous cell carcinoma)

Ung thu biéu mé dang sarcoma (sarcomatoid carcinoma)

U carcinoid

Ung thu biéu mo tip tuyén nuéc bot
1.1.4.3. Chén dodn hinh énh

- X-Quang nguc: 1a phuong tién hinh anh hoc duoc chi dinh dau tién o

bénh nhan nghi ngd ¢6 khéi u & phéi. Néu thdy va do duoc kich thudc khéi u

trén phim X-Quang nguc dau tién, bac sy co thé sir dung phuong tién nay dé
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theo ddi hiéu qua diéu tri hang thang. Pay 1a phuong tién dugc ap dung rong
rai, kinh té va lidu phong xa bénh nhan hap thu thap, nhung hau nhu chi phat

hién duoc khi bénh d3 vao giai doan tién xa.

- Nbi soi phé quan: 1a mot phuong tién phd bién, quan trong dé chan

doan UTP, cho phép danh gida mac do tic nghén cac duong dan khi, 1dy mau
mo hodc dich phé quan lam giai phau bénh hoic té bao hoc théng qua sinh
thiét truc tiép, sinh thiét xuyén phé quan hoic lay dich chai ria phé quan,
d6ng thoi danh gia kha ning phau thuat. Tuy nhién, ndi soi phé quan éng
mém chi soi duoc dén nhanh phé thir 6 (viing trung tim va vung giita), khong

thay duoc ton thuong ngoai vi.

- CT nguc (va phan trén bung, bao gém gan va tuyén thuong than): giup

chan doan va danh gia giai doan cua bénh. Ngoai hinh anh khéi u (hinh cau
hoac bau duc, bd phiang hoic khong déu, nhiéu cung, tao héc, hinh anh déng
voi...), phim CT con cung cip chinh xac tinh trang xep phoi, tran dich mang
phoi, hinh anh phé quan hep, nham nho... cling nhu cac dit kién dé danh gia
kha ning phau thuat khéi u. Gan va tuyén thuong than 13 hai vi tri di can
thuong gap nhat cia UTPKTBN. Do d6, chup CT ving nguc va phan bung
trén bao gdbm gan va tuyén thuong than 1 tiéu chuan téi thiéu phai co dé danh

gia mot bénh nhan méi chan doan UTPKTBN.

- PET-CT: chup PET-CT (Positron Emission Tomography — Computed
Tomography) 1a k¥ thuat chup cét I6p bang bic xa positron két hop véi chup
cat 16p vi tinh. PET-CT cho thdy mdi twong quan giita kich thudc va muac do
hoat dong véi mac hap thu phong xa cua khdi u, véi do nhay va do dic hiéu
1a 85-90% [22]. Chi dinh caa PET-CT trong UTPKTBN la chan doan, xac
dinh giai doan bénh, phat hién di can, chan doan tai phat, theo doi dap ung

diéu tri va 1ap ké hoach xa tri.
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-SPECT: 1a mét cong cu chan doan khéng xam nhap s dung dong vi
phat tia gamma dé tng dung xa hinh (99m Tc MIBI), ¢6 gi4 tri trong chan doan
danh gia di cin hach trung that dé xac dinh giai doan trong UTP chinh xac hon
CT, gitp du bdo kha nang dap ung cling nhu theo doi dap img hoa tri.

-MRI: ¢6 vu thé hon CT trong viéc danh gia tinh trang xam lan vao
mang tim, tim va cac mach mau 16n; mic d6 chén ép tay séng cua khdi u va

phét hién di cin hé than kinh trung wong.

- Nbi soi trung that giap danh gia ban chat cac hach phi dai & trung that

trudc khi tién hanh phau thuat.

- Nbi soi 16ng nguc: dung danh gia cac khéi u chua thé chan doan chinh

xéc sau khi noi soi phé quan hozc sinh thiét xuyén thanh nguc. Ngoai ra, noi
soi 1ong nguc con gitp sinh thiét cac nét don doc ngoai vi va chan doan

nguyén nhan tran dich mang phoi.

- Xa hinh xuong, CT so nao, MSCT toan than, siéu am bung: gitip danh
gia cac di can xa.
1.1.4.4. Xét nghiém phan tich gen

Trong mot vai nim tré lai day cac thudc uc ché hoat tinh tyrosine kinase
cuia thu thé EGFR (nhu erlotinib, gefitinib) di duoc ap dung diéu tri
UTPKTBN va mang lai hiéu qua khich 1¢. Bénh nhan c6 tién trién tét: kich
thude cac khoi u giam dang ké, thoi gian song kéo dai hon, it tic dung phu
hon so véi diéu tri bang hoa chét hoac tia xa. Tuy nhién muc do dap tng cua
co thé ngudi bénh véi thude phu thude vao tinh trang co hay khéng c6 dot
bién trén gen EGFR, gen KRAS va mét s6 bién doi di truyén khac nhu phirc
hop chuyén doan ALK...Chinh vi vdy bénh nhéan phai duoc 1am xét nghiém
xac dinh tinh trang cac gen nay trudc khi ap dung LPDTTD [23], [24], [25].
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Hién tai, rat nhiéu ky thuat sinh hoc phan tir giup xac dinh dot bién gen
EGFR di duoc xay dung va phat trién dua trén co so ty 18 té bao ung thu trong
mo phén tich, c6 thé ké dén mot s6 nhu ki thuat giai trinh tu gen, ki thuat phan
tich da hinh thai chiéu dai phan doan giéi han (PCR-RFLP), ki thuat phan tich
cau tric da hinh thai chudi don, k¥ thuat real-time PCR dua trén cong nghé
Scorpion-ARMS, k¥ thuat real-time PCR sir dung doan do TagMan, ky thuat
sac ky 1ong cao ap bién tinh mot phan, ki thuat SMAP...

1.1.5. Piéu tri

Chi dinh diéu tri UTPKTBN phu thudc vao giai doan bénh, chitc ning
hé hip va toan trang cua bénh nhan. Cac phuong phap diéu tri chinh 13 phiu

thuat, tia Xa va hoa tri.

- Phau thuat: 14 bién phap diéu tri tét nhat cho ung thu giai doan som,
néu bénh nhan co thé chiu dung duoc cudc phiu thuat. Tuy nhién, trén thuc té
chi c6 khoang 25% bénh nhan dén vién & giai doan con kha ning phau thuat
dugc khi khéi u con nhé va khu tra [9], [10], [11]. Di véi bénh ¢ giai doan
1L, vai tro ctia phau thuat con dang ban cdi. Néu ¢ giai doan IV, bénh nhan
khéng con chi dinh phau thuat. Van dé hoa tri bo trg sau mo ciing da duoc ghi
nhan gitip cai thién tién lwong séng néu khdi u ¢ giai doan I11A va toan trang

bénh nhan con tuong doi tot.

- Xa tri: muc dich cua xa tri 1a 1am khéi ung thu nging phat trién tam
thoi, bénh nhan d& dau, d& kho thd; hodc tiéu diét nhitng té bao ac tinh con
sot lai sau phau thuat hoic hach di can ¢ trung that. Trong giai doan sém (I,
1), xa tri don thuan dugc chi dinh khi bénh nhan khong c¢6 chi dinh phiu
thuat (chtrc nang hé hap kém, toan trang yéu, nhiéu bénh phdi hop...) [26] voi

ti 1é song 5 nam 1a 13-39% [27]. Vai tro cua Xa tri bd tro sau mé van con
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nhiéu ban cii do lam giam nguy co tai phat tai chd nhung khong lam cai thién
thoi gian séng [28], [29].

- Hoa tri: dugc xem 1a mot phan cua qua trinh da tri liéu ddi voi cac
truong hop UTPKTBN tién trién. Cac nghién ctru 1am sang ngau nhién ¢ doi
ching va cac phan tich tng hop ¢& mau 16n (large meta-analyses) déu khang
dinh wu thé cua viéc da hoa tri d6i véi UTPKTBN tién trién. Liéu phap két hop
hai thudc cho ty 1& dap ung cao hon (26% so vé6i 13%) ciing nhur cai thién thoi
gian séng 1 nam (35% so voi 30%). Dung thém mot hoa chat giy doc té bao
thir ba s€ gia tang doc tinh cho bénh nhan, ty I¢ dap ung caa bénh cai thién via
phai va khong tang thoi gian song [30]. Do d6, hoa tri hai thude duoc st dung
pho bién hon. Trong mot vai nim tro lai ddy, cac thudc Gc ché hoat tinh
tyrosine kinase cua thu thé EGFR (nhu erlotinib, gefitinib) da dugc ap dung
diéu tri UTPKTBN va mang lai hiéu qua cao. Ngoai nhitng dap tng tot vé 1am
sang va thoi gian song, diéu dang quan tAm 13 bénh nhan khéng phai chiu
nhitng doc tinh tinh lity va gay @c ché tiy nhu cac phac d6 hoa tri truyén thong.
1.1.6. Tién luwgng

Tién luong UTP phu thudc vao nhiéu yéu té nhu giai doan phat hién,
kich thuéc, mic d6 khu tra cta khéi u, loai ung thu va thé trang cua bénh
nhan. UTPTBN nhay cam véi tia xa va hoa tri, ddy 1a thé ung thu tién trién,
nguoi bénh thudng cé tién lugng khong tot, chi 5-10% nguoi bénh song trén 5
nam ké tir khi phat hién. UTPKTBN c6 tién luong tét néu duoc phat hién sém
khi phau thuat con duogc thuc hién dé loai bo hoan toan khéi u va két hop véi
cac phuong phap tri liéu khac. Ty 1& bénh nhan sbng trén 5 nam c6 thé 1én t6i
50%. Ddi V6i cac truong hop phat hién muon, ung thu da tién trién, tién luong
thuong khong tot, chi khoang 3-5% bénh nhéan song trén 5 ndm ké tir khi phét
hién bénh [31].
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1.2. VAI TRO CUA CON PUONG TiN HIEU EGFR TRONG CO CHE
BENH VA PIEU TRI UTPKTBN

1.2.1. Thu thé yéu t6 phat trién biéu bi (EGFR)

EGFR la mot nhom protein c6 chic ning thy thé mang té & cac té bao c6
ngudn gbc biéu mo, trung mod va than kinh, dugc phat hién lan dau tién baoi
Carpenter va cong sy nam 1978 [32], bao gom 4 thanh vién: EGFR
(HER1/ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) va HER4 (ErbB4). Cac
protein nay co vai tro quan trong trong viéc diéu hoa cac qua trinh sinh

trudng, phat trién, trao doi chét va sinh 1y cta té bao [33].

Protein EGFR mang hoat tinh tyrosine kinase, 1a khéi ngudn cua con
dudng tin hiéu tyrosine kinase trong té bao. Phan tr EGFR gom mét viing gan
két cac phdi tir nam ngoai mang té bao, mot ving xuyén mang dic hiéu va mot
ving ndi bao. Phan ngoai mang cua EGFR c6 trong luong khoang 100 kDa ¢
hai ving gidu cystein 1a noi dé gan két cac phdi tir cia EGFR. Ving xuyén
mang trong luong nho 3 kDa, tap trung tai ving phan cuc phospholipid mang.
Phan trong té bao trong lwong khoang 60 kDa 1a protein kinase véi dudi tan

cung carboxyl 1a noi xay ra phan tng tu phosphoryl hoa cua EGFR.

() Ben Vi tri gén EGF. _ ___EGF
ngoai té Sz £ (b) Q
mo /e Y Y
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$ 3 Mang 3335 SIS 3% % 4
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Hinh 1.1. (a) CAu tric thu thé yéu td phat trién biéu mé (EGFR); (b) Sw
hoat hoa ciia EGFR [34]
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Hinh 1.2. Céc con dwong truyén tin hiéu ndi baoe khéi nguon tir EGFR [38]

Hoat dong ciia EGFR kich thich nhiéu con dudng tin hiéu noi bao phirc
tap, von duoc didu hoa chit ché bai sy hién dién cua phéi tir dac hiéu. Hai con
duong tin hiéu chinh dugc kich hoat boi EGFR 1a RAS/RAF/MEK/ERK va
PISK/AKT (Hinh 1.2), ngoai ra con c¢o6 Src tyrosine kinase, PLCy, PKC va
STAT [35], [36]. Ngay sau khi duocC hoat hoa, ving ndi bao cua EGFR sé tu
phosphoryl hoa, khdi dau mot dong thac tin hiéu lan toa khap té bao, gay kich
hoat sy ting sinh mach mau, di cin va Gc ché qua trinh chét theo chuong trinh,
kich thich phéan bao, va cac con duong dan truyén tin hiéu phién ma [33], [37].
Trong té bao binh thudng, su hoat hoa cia EGFR can thiét cho nhiéu chic
ning quan trong cua té bao nhu qué trinh ting sinh va biét hoa té bao. Tuy
nhién, sy hoat hda EGFR qua murc khong phu thude vao su hién dién caa phéi
tir c6 thé dan dén su ting sinh bat thuong cling nhu su chuyén dang 4c tinh cta
té bao. C6 nhiéu co ché din dén sy hoat dong bat thuong cia EGFR nhu sy

biéu hién qua muc caa thu thé, sy khuéch dai cua gen EGFR hoic dot bién gen
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EGFR [6]. Do gitr vi tri khéi ngudn cua con dudng tin hiéu tyrosine kinase
trong cac té bao co ngudn gbc biéu mdé nén EGFR dong vai trd quan trong
trong sinh bénh hoc ciia mot s6 bénh ung thu biéu mé cta ngudi, gdm c6 ung
thu biéu mo té bao vay dau co, UTPKTBN, ung thu dai truc trang, ung thu va,
ung thu tuy va ung thu vi. Ngoai ra, cling do vi tri quan trong nay nén EGFR

con tré thanh dich nham tiém ning cho cac thé hé thudc mai diéu tri ung thur.

1.2.2. Pt bién gen EGFR

Gen EGFR, nam trén canh ngan nhiém sac thé sé 7, tai locus 7p12, duoc
xép vao nhom gen tién sinh khéi u (proto-oncogen), dai 110 kb va dugc chia
thanh 28 exon. Dot bién gen EGFR xay ra & giai doan rat sém va co ty 1 cao
trong UTPKTBN. Tét ca cac dot bién gy hoat hoa EGFR déu thudc ving
bam adenosine triphosphate (ATP) cua thu thé tyrosine kinase, ciing dong
thoi 14 vi tri tuong tic cua cac loai thudc e ché tyrosine kinase cua EGFR
(EGFR TKIs) [36], [39]. Cac dot bién gen EGFR (Hinh 1.3), thuoc bén exon
18-21, ma hoa ving tyrosine kinase, khién cho protein EGFR ludn trong trang
thai hoat héa khong phu thudc vao phdi tir, 6 tac dung tang sy nhay cam cua
khdi u hoic giup khang lai cac EGFR TKIs. Nhitng dot bién nay duogc chia
1am ba nhém, trong d6, cac dot bién 1am tang tinh nhay cam cua khéi u véi
EGFR TKIs chu yéu thudc hai nhom I va II.

- Nhoém I gom cac dot bién x6a doan & exon 19, pho bién nhat (khoang
44%) 1a kiéu dot bién x6a tir vi tri acid amin vi tri 747-leucine t&i acid amin vi
tri 749-acid glutamic (d6t bién LREA).

- Nhoém II gém cac dot bién thay thé mot nucleotid 1am thay d6i acid
amin & exon 18 va 21. Dot bién diém thuong gap nhat (khoang 41%) 1a dot
bién ¢ exon 21 thay arginine bang leucine tai codon 858 (d6t bién L858R).
Mot s dot bién khac nhu dot bién thay thé glycine ¢ codon 719 thanh serine
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(G719S), thanh alanine (G719A) hoic thanh cysteine (G719C) chiém 4%:

mot s6 dot bién vo nghia khac chiém 6%.

- Nhom III (5%) gom cac dot bién lip doan, thém doan va dot bién
diém tai exon 20 gen EGFR. Exon 20 chtra hau hét 1a cac dot bién lam cho té
bao UTP khang lai vai thude diéu tri dich nhu dot bién diém T790M, V769L,
S768I va cac dot bién thém doan. Tuy nhién, gan day cac nha khoa hoc da
phét hién ra mot ngoai 1¢, mot dot bién thém 4 acid amin tai exon 20, d6t bién
A763_Y764insFQEA, lai 1am ting tinh nhay cam cua té bao UTP véi thudc
diéu tri dich [40].

Gan két EG:F Gan két EGF_ ™ Tyrosine kinase v phosphoryl»hda
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Hinh 1.3. Cac dang ddt bién gen EGFR quyét dinh tinh dap &ng voi
EGFR TKIs [38]
Cho dén nay, di c6 nhiéu bang chiing cho thay trang thai can bang “tit-
m&” ctia hoat tinh tyrosine kinase-EGFR bi 4nh huong manh mé boi dot bién

gen. Nhitng phén tich dong hoc da chirg minh dot bién thuoc hai nhom I va



19

II 1am tang hé s6 phan li Km cta ATP v6i EGFR va giam hé sé phan li Km
cia EGFR TKiIs so véi khi thu thé & trang thai binh thuong. Nhitng dot bién
nay khién EGFR giam manh ai luc voi ATP, giuap EGFR TKIs khong phai
canh tranh tai vi tri twong tac vé6i thu thé, thu thé tré nén nhay cam mot cach
dic biét voi cac thube nay [41], [42].

Khoang 10 - 60% bénh nhan UTPKTBN c6 dot bién & exon 18-21 cua
gen EGFR. Cac dot bién nay tao ra protein EGFR c6 4i luc manh véi thudc
diéu trj dich, do d6, bénh nhan UTPKTBN mang d6t bién gen EGFR thudng
dap ung tot véi thude diéu tri dich [43]. Dot bién gen EGFR chiém ty 18 cao ¢
nhom ngudi khong hit thude 14, & nhém ung thu biéu mo tuyén so véi cac
phan nhém mo bénh hoc khac cia UTPKTBN, & nit gidi so véi nam gidi va

& nhom bénh nhan Pong A so véi cac chung toc khac [44], [45].

1.2.3. Cac bién ddi ¢ cap do phan tir ciia con dwong tin hiéu EGFR
1.2.3.1. Pgt bién gen KRAS

Ho gen RAS (gom HRAS, NRAS va KRAS) 1a nhimg gen c6 ty & dot
bién cao trong cac bénh ung thu & nguoi [46]. Trong UTPKTBN, KRAS la
mét trong nhirng gen sinh ung thu (oncogenes) bi dot bién chiém ty Ié cao
(khoang 15-25%) véi chii yéu 1a dang dot bién thay thé mot nucleotid tai
codon 12 va 13 [5].

Gen KRAS mi hoa cho protein KRAS déng vai tro truyén tin higu noi
bao xudi dong tu EGFR (Hinh 1.2). Cac protein nay c6 hoat tinh
serine/threonine kinase véi chirc ning truyén tin hiéu tir cac thu thé bé mat té
bao téi nhitng muc tiéu nodi bao théng qua cac dong thac tin hiéu (bao gom
con duong RAS-MAPK). Trong té bao, protein RAS duoc giir can bang thong
qua sy hinh thanh hai phirc hop tuong ng véi cac trang thai hoat dong, gom
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phic hop RAS-GTP (protein RAS hoat hoa) va phuc hop RAS-GDP (protein
RAS bat hoat). Protein RAS duoc hoat héa nhd yéu té chuyén nucleotid
guanine (guanine nucleotide exchange factors, GEFs). Viéc truyén tin hiéu
cua protein RAS bj wc ché khi phicc hop RAS-GTP bi thiiy phan thanh phirc
hop RAS-GDP nho mét loai protein c¢6 chirc nang hoat hoa GTPase (GAPs).
O diéu kién sinh 1y, nong d6 RAS-GTP trong co thé duoc kiém soét chit ché
nho su hoat d6ng nhip nhang cua hai yéu té6 GEFs va GAPs [33], [37], [47].

Gen KRAS bi dot bién s& ma hoa nhitng protein RAS méi c6 kha ning
chéng lai hoat tinh GTPase cia GAPs. Do d6, nhiing protein RAS d6t bién nay
ludn ludn ton tai & trang thai hoat hoa RAS-GTP. Khong gidng nhu cac protein
RAS lanh tinh ludn bi bat hoat sau mot khoang thoi gian rat ngan, cic protein
RAS dot bién co6 kha ning kich hoat vinh vién cac con duong truyén tin hiéu
nam xudi dong né (con duong MEK-ERK va con duong PISK/AKT) bat ké co
su hoat hoa cuia thy thé EGFR hay khong [46] (Hinh 1.4). Day chinh 13 co so ¢
muirc do phan tr giai thich viéc cac LPDTTD cho EGFR trd nén vo6 tac dung
mot khi gen KRAS bi dot bién, boi luc nay protein RAS khéng con bi phu
thudc vao su hoat héa tir EGFR [48], [49]. Lievre va cong su 1a nhém nghién
ctru dau tién da bao cdo moi quan hé gitta dot bién gen KRAS va su dé khang
cua khéi u véi cac thudc tc ché EGFR [50]. Két qua nay duoc cung c6 bang
nghién cttu ciia Benvenuti va cong su khi cac tac gia tién hanh chuyén nhidm
gen KRAS d6t bién (G12V) vao dong té bao ung thu dai truc trang kiéu dai
DiFi va nhan thay toan bo té bao xuat hién tinh khang véi cetuximab (mét loai
khang thé don dong khang EGFR) [51].

Cho dén nay, c6 hon 3000 dot bién diém trén gen KRAS dd duoc cong
bé. Trong d6, dot bién thuong gap nhat 1a dot bién thay thé nucleotid & codon
12 (chiém 82%) va codon 13 (chiém 17%) & exon 2 gen KRAS [52], [53],
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[54]. Dot bién tai codon 12 va 13 da duoc ching minh déng mot vai tro quan
trong trong qua trinh tién trién ung thu va tao nguy co khang thudc tc ché
EGFR cua khéi u [48], [49]. Dot bién tai nhitng vi tri khac nhu codon 61 va
146 ciing da dugc bao cao nhung chiém ti 18 nhd va anh hudng cua nhiing

dang @6t bién nay 1én 1am sang chwa duoc 1am sang to.

chromosome 12 C_NMEODEE ML NN NN 1T D

\
KRAS gene
Codons 140 11 12 18 189
|normal } | {mutan! |
Codon .. 10 11 12 13 .. < 40, 21 12 18..
DNA .. GGCGCC.GGC.GGT ... GGC GCC GTC GGT
Protein .. Gly Ala Gly Gly ... Gly Ala Val Gly
+
RAS-GDP
TS Dot bién gen KRAS
( \ gdy kich hoat vinh vién
RAS-GTP
Céc té bao tang sinh va phat R&i loan cac qua trinh
trién binh thuong tang sinh, phat trién, biét

héa cta té bao

Hinh 1.4. Vai tro cia dét bién KRAS trong viéc phat sinh ung thw [46]

Dot bién gen KRAS khong phat hién trén bénh nhan UTP thé té bao nho
va xay ra voi tan suat khoang 15-25% trén bénh nhan UTPKTBN, trong d6
cha yéu ¢ nhém ung thu biéu mé tuyén hon 13 ung thu biéu mé vay. Khac véi
dot bién gen EGFR thuong dugc phat hién ¢ nguoi chau A va khong hat
thude 14 (hat dudi 100 bao trong subt cudc doi), dot bién gen KRAS lai xay ra
phd bién & nguoi da trang va hat thude 14 1au nam [5], [52], [55]. M6t phan

tich tong hop (meta-analysis) cua Mao va cong su cho thiy dot bién gen
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KRAS hién dién & 26% bénh nhan UTPKTBN c¢6 tién sir hat thude 14 va chi
xuat hién khoang 6% & nhiing bénh nhan khong hut thude 14 [56].

1.2.3.2. Pét bién BRAF

BRAF 14 phan ttr diéu hoa ha nguon KRAS (Hinh 1.2), ¢6 kha ning kich
hoat con duong tin hiéu MAP. Dot bién BRAF hién dién ¢ khoang 1-3%
UTPKTBN va bénh nhan thudng c6 théi quen hut thude 14 va md bénh hoc
thé biéu mo tuyén [57], [58], [59]. Pa co gia thuyét cho rang dot bién BRAF
1a mot trong nhimg co ché gay khang EGFR TKIs [60].

1.2.3.3. Nhéng bién doi PIK3CA, AKT1, PTEN

PIK3CA ma hoa cho ban don vi cua phosphatidyl 3-kinase (PI3K), mét
chat diéu hoa sy séng té bao ¢ nodi bao. AKT1 nhan tin hiéu xudi dong tir
PI3K (Hinh 1.2). PTEN tc ché AKT thong qua khtr phosphoryl héa. Nhiing
bién d6i sinh khéi u nay bao gém cac dot bién lam tang hoat PIK3CA va
AKTI, va mat chtc nang cia PTEN. Nhitng bién doi trén con duong tin hiéu
PI3K thuong xuat hién & bénh nhan UTPKTBN thé biéu mo6 vay va co thoi
quen hut thudc 14 [61], [62].

Trong 552 mau mé UTPKTBN duoc lam xét nghiém gen, dot bién tang
hoat PIK3CA chiém 4% (co6 ca ung thu biéu mo tuyén va vay), khong co dot
bién AKT1 [57]. Trong 50 mau mé ung thu biéu md vay trong nghién ctru cua
Malanga, dot bién AKT chiém 6% [63]. Trong 178 mau mé ung thu biéu md
vay duoc phan tich boi du an Ban d6 gen ung thu (The Cancer Genome Atlas),
ty 1& dot bién PIK3CA, AKT1 va PTEN lan luot 13 16%, 20% va 15% [64].

Dot bién PIK3CA ciing duge xem 1a mot trong nhitng co ché gay khang
EGFR TKIs & nhiing bénh nhan c6 dot bién EGFR [65].
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1.2.3.4. Pjt bién MEK1

Gen MAP2K 1 mi hoa protein MEK 1, phan tir ha ngudn cia BRAF trong
con duong tin hiéu MAP (Hinh 1.2), 1 chat diéu hoa trung tim cua Su ting
sinh t& bao. Pot bién MEKI1 c6 tan suat khoang 1% cac truong hop
UTPKTBN thé biéu mo tuyén [7]. Hiéu qua 1am sang cua céc chat tc ché

MEK1 van dang dugc nghién ctu.

1.2.4. Hiéu qua diéu tri ciia cac chit rc ché tyrosine kinase ciia EGFR
1.2.4.1. Céc khdng thé don dong khing EGFR

Céc khang thé don dong c6 vai trd ngan chin sy gan két cia cac phdi tir
noi sinh vai phan ngoai bao cua EGFR gém c6 cetuximab va pantuximab.
Cetuximab chi yéu dugc s dung don tri liéu hoic két hop trong UTDTT
[66], [67], [68], [69] va ung thu biéu mé vay dau co di can [70], [71], c6 biéu
16 EGFR. Trong bénh UTPKTBN, cetuximab két hop véi hoa tri truyén thong
da cho thay loi ich trén cac bénh nhan c6 dot bién EGFR [72],[73]. Nghién
ctru pha III FLEX da két luan diéu tri buéc 1 bo doi cetuximab va hoa chat
truyén thdng giup cai thién thoi gian song cho nhitng bénh nhan c¢6 muc biéu
16 EGFR cao (chan doan bang ky thuat héa mé mién dich), dac biét 1a nhiing

bénh nhan ung thu biéu mé tuyén [73].
1.2.4.2. Cdc chat EGFR TKIs dang phan tir nhé

TKIs dang phén tir nho 1a cac phan tir tng hop c6 trong luong phan tir
thap, c6 ngudn géc tir nhém quinazoline, ¢ vai trd ngin chan vi tri gan két
magnesium-ATP cia vung tyrosine kinase ndi bao (lam giam ai lyc cua
EGFR va phdi tir), tir d6 ngan chin sy tu phosphoryl hoa cia EGFR va cac
con duong tin hiéu xudi dong [74]. Nhoém gefitinib va erlotinib dac hiéu cho
chi EGFR, trong khi cac nhém khac nhu lapatinib, vandetanib va AEE788 uc
ché thém ca VEGFR2 bén canh EGFR.
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Hinh 1.5. Cau triic ciia gefitinib va erlotinib

Hiéu qua don tri buoc 2 cua EGFR TKIs

Nghién ctu 1am sang pha II vé don tri gefitinib cho bénh nhan
UTPKTBN giai doan muon sau khi that bai véi hoa tri platinum-docetaxel da
cho thdy dap ung lam sang va cai thién triéu chung tét, ty 18 dap Gng
(response rate, RR)(theo tiéu chuan RECIST [75]) dat 10-15% [44], [76], do
do, vao thang 05/2003, FDA da cong nhan sir dung gefitinib diéu tri budc 2
cho bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn [76], [77].

Erlotinib don tri buéc 2 (diéu tri budc 2: da that bai véi mot cong thuc
hoa tri trudc do) cho RR khoang 10% [23], [44], [78]. Nghién ctu BR.21 cho
thay diéu tri erlotinib budc 2 hodc budc 3 cai thién dugc thoi gian séng cho
bénh nhan UTPKTBN giai doan cudi: thoi gian song thém bénh khong tién
trién (Progressive-free survival, PFS) ctia nhém st dung erlotinib 1a 2,2 thang
S0 v&i nhom dung gia dugc 1a 1,8 thang (HR 0,61; p<0,001), thoi gian song
thém toan thé (Overall survival, OS) ctia nhém st dung erlotinib 1a 6,7 thang
S0 v6i nhom dung gia duoc la 4,7 thang (HR 0,7; p<0,001) [77]. Tt nhiing
bang chimg 1am sang trén, thang 12/2004, erlotinib dugc FDA cong nhan 14
thudc don tri cho bénh nhan UTPKTBN d that bai véi it nhat mot cong thuc
hoéa trj ¢ dién trude do.

Nam 2010, erlotinib tiép tuc dugc chip thuan dung diéu tri duy tri cho
bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn khong tién trién bénh sau bon chu ky
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hoa chét c6 chta platinum nhd két qua tr mot nghién ctru 1Am sang ngau
nhién, da trung tam trén 889 bénh nhan. Trung vi PFS cta nhom dung
erlotinib dai hon so véi nhom dung gia duge (12,3 tuan so voi 11,1 tuan, HR
0,71; 95%CI 0,62-0,82; p<0,0001). Ngoai ra, trung vi PFS ctia nhém c6 dot
bién gen EGFR duoc diéu tri bang erlotinib ciing kéo dai hon nhém dung gia
dugc c6 ¥ nghia thong ké (12,3 tuan so véi 11,1 tudn, HR 0,69; 95%CI 0,58-
0,82; p<0,0001) [79].

Hiéu qud tri lidu két hop EGFR TKIs va hba chat truyén thang

Khi str dung két hop dong thoi cac hoa chat truyén thong co platinum, ca
gefitinib va erlotinib déu khong dem lai cai thién vé 1am sang va thoi gian
s6ng. Ca 3 nghién ctiu 1am sang pha IIT (INTACT 1, INTACT 2 va ISEL), diéu
tri budc 1 gefitinib két hop véi hoa tri ¢o dién 2 thude déu khong cho cai thién
vé OS va PFS [80], [81] (diéu tri budc 1: chua diéu tri khang ung thu dic hiéu
trude d6). Pong thoi, hai nghién ctru 1am sang pha ITI két hop erlotinib voi hoa
tri co dién 2 thuéc (nghién cttu TALENT va TRIBUTE) trén bénh nhan
UTPKTBN giai doan cudi khong cho cai thién vé OS [82], [83].

Hiéu qud don tri budc 1 trén bénh nhdn cé dét bién gen EGFR

Nguoc lai véi cac dap ung kém trén bénh nhan UTPKTBN khong chon
loc hodc chua dugc xac dinh tinh trang gen EGFR, gefitinib va erlotinib dem
lai cai thién 1am sang rat tt trén bénh nhan UTPKTBN c6 dot bién gen
EGFR, du 1a tri liéu budc 1 hodc buéc 2 [84]. Nhiéu nghién ciru 1am sang six
dung don tri EGFR TKIs budc 1 trén cac bénh nhan c6 dot bién EGFR déu
cho RR khoang 50-70%, véi su cai thién tot vé ca PFS (khoang 6-14 thang)
va OS (20-24 thang) [85], [86], [87], [88], [89]. Khong nhirng vay, nhiing
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nghién ciru 14am sang nay con cho thay kha ning dung nap thuéc TKIs tét khi

so sanh v&i phac dd hoa tri 2 thude truyén théng.

Gefitinib: nham danh gia kha nang diéu tri bénh UTPKTBN cua gefitinib
c¢6 phu thudc vao tinh trang dot bién gen EGFR hay khong, 3 nghién ctru 1am

sang ngau nhién pha III d3 duoc tién hanh, so sanh hiéu qua don tri budc 1

giita gefitinib va hoa tri truyén thong cé platinum (Bang 1.1). Cac bénh nhan

duogc chon déu la nguoi chau A, UTPKTBN giai doan cudi, khong hut thube

14 va c6 md bénh hoc 13 ung thu biéu mé tuyén. Tir cac két qua nay, tai Chau

Au, gefitinib dd dwoc chip thuan chi dinh don trj buéc 1 cho bénh nhéan
UTPKTBN giai doan mudn c6 dot bién gen EGFR.

Bang 1.1. Cac nghién ctru 1am sang so sanh phac @6 gefitinib bwoc 1

va hoa tri co platinum

Nghién ciu | n Phwong phap diéu tri RR Trung vi PFS Trung vi
lAm sang (thang) OS (thang)
IPASS [90] |261 |Pot bién EGFR (+)
Gefitinib 71,2% 9,5 -
Carboplatin/Paclitaxel 47,3% 6,3 -
p<0,001 | HR 0,48; p<0,001
WJTOG3405 | 177 | Dot bién EGFR (+)
[91] Gefitinib 61,2% 9,2 -
Cisplatin/Docetaxel 32,2% 6,3 -
HR 0,489; p<0,0001
NEJ002 [92] | 230 |Pot bién EGFR (+)
Gefitinib 73,7% 10,8 30,5
Carboplatin/Paclitaxel | 30,7% 5,4 23,6
p<0,0001| HR 0,3; p<0,0001 p=0,31

Erlotinib: cac nghién ctru pha IIT khac, nhu OPTIMAL tai chau A va
EURTAC tai chau Au, so sanh hiéu qua don tri budc 1 cua erlotinib liéu 150

mg/ngdy v6i hoa chat ¢ platinum trén cac bénh nhan UTPKTBN giai doan
muon cé dot bién gen EGFR. Trong nghién ciu OPTIMAL, ty I¢ RR cua
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nhom dung erlotinib 1a 83% so v61 nhom dung carboplatin-gemcitabine la
36% (p<0,001) va PFS cua hai nhém nay lan luot 13 13,1 thang va 4,6 thang
(HR 0,16; p<0,001) [94].

Trudc diéu tri Sau 10 ngay diéu tri Sau 60 ngay diéu tri
Hinh 1.6. Pap vng diéu tri véi gefitinib [93].
Sau 60 ngay diéu tri bang erlotinib, khoi u phoi phdi ciia bénh nhan cé dot

bién L858R gdan nhw bién mat hoan toan.

Thang 05/2013, erlotinib dugc FDA chép thuan st dung don tri bude 1
cho bénh nhan UTPKTBN c6 dot bién gen EGFR dang x6a doan dién hinh tai
exon 19 hodc dot bién diém L858R tai exon 21, dua vao két qua cua mdt
nghién ctru d6i chimg ngau nhién, da trung tdm trén 134 bénh nhan. Ty 1é RR
ctia nhom erlotinib va nhém hoa trj hai thude co platinum lan luot 1a 65% va
16%; trung vi PFS va OS cia hai nhém lan luot 1a 10,4 thang so véi 5,2
thang (HR 0,34; 95%CI 0,23-0,49; p<0,001) va 22,9 thang so véi 19,5 thang
(HR 0,93; 95%CI 0,64-1,35; p=0,6482), cho thiy hiéu qua tot cta erlotinib

trén quan thé bénh nhan nay.

Ddp 1ig cua EGFR TKls Vdi cdc loai dot bién EGFR khdc nhau

Céc sd liéu thdng ké cho thiy co su khac biét vé két qua dap ang thude
giita cac bénh nhan mang céc dang dot bién EGFR khac nhau. M6 hinh thyc
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nghiém trén té bao cho thiy nhitng dong té bao ung thu mang dot bién xoa
doan exon 19, dot bién L858R, G719X va L861Q rat nhay cam véi tac dong
cua thudc gefitinib [95], [96]. Bénh nhan c6 cac dot bién nay dap ung rat tot
véi cac EGFR TKIs (RR dat 60-80%) so v6i nhom bénh nhan khong duoc
sang loc bang xét nghiém gen (RR 10-20%) [95]. Bénh nhin mang dot bién
x6a doan exon 19 c6 RR cao hon va co thdi gian song dai hon bénh nhan

mang dot bién diém ¢ exon 21.

Nhitng trudng hop UTPKTBN c6 d6t bién gen EGFR duoc diéu tri bang
gefitinib hoidc erlotinib luén phat trién kha ning khang lai cac EGFR TKIs
nay [97], [98]. Co ché pho bién nhat (khoang 50%) va duoc xac dinh sém
nhét 14 nguoi bénh c6 mang dot bién khang thudc T790M (thay thé Threonine
bang Methionine & vi tri acid amin 790) & exon 20 gen EGFR. Dot bién nay
gdy nén hién tuong “tro” do anh huong boi su thay doi cAu hinh tai noi gan
két voi TKIs [99], [100]. Cac dot bién gay khang thudc khac it gip hon da
dugc xac dinh 1a dot bién L747S, D761Y, T854A, S768l va V769L...[87],
[101], [102]. Su khuéch dai ctua gen m3 hoa thu thé yéu té phat trién té bao
gan HGFR1 [101], [103] hoic tinh trang qua biéu hién cua yéu té tang truéng
té bao gan HGF [104] duoc phat hién trong khoang 20% sé bénh nhéan
UTPKTBN c6 d6t bién EGFR dugc diéu tri bang gefitinib hoac erlotinib, tuy
nhién, chiing c6 thé xay ra dong thoi véi cac dot bién khang thube nhu
T790M [108], [110]. M6 hinh khang thubc twong ty nhu nhau gitta cac bénh
nhan dugc diéu tri bang erlotinib hodc gefitinib [101], [103], [104]. Cach
kiém soat bénh cho cac truong hop khang TKIs ctia bénh nhan UTPKTBN c6
dot bién EGFR chua duoc khuyén cdo rd rang vi chua c6 két qua day da va

chinh xac tir cac nghién ciru 1am sang dang tién hanh.
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1.2.5. Tinh hinh nghién céu dét bién gen EGFR, gen KRAS va hiéu qua
ciia EGFR TKIs trong diéu tri UTPKTBN tai Viét Nam

Nam 2009, Lé Thuong Vii bao cdo 5 truong hop diéu tri erlotinib budc
2/3 tai bénh vién Cho Ry TP.H) Chi Minh, ghi nhan dugc RR 1a 2/5 (40%),
déu 1a dap tng mot phan va c6 mo bénh hoc 13 thé biéu mé vay, 1/5 trudng
hop dat bénh 6n dinh, PFS trung binh 13 5,4 thang [106]. Pay 1a két qua dau

tién rat kha quan cho viéc diéu tri dich trén bénh nhan Viét Nam.

Nam 2010, Vil Vian Vil danh gia hiéu qua diéu trj erlotinib trén 10 bénh
nhan UTPKTBN giai doan mudn tai bénh vién Ung Budu TP.Hb Chi Minh.
Két qua thu duoc RR dat 4/10 (40%) trong d6 c6 1/10 trudng hop dap ung
hoan toan (d4ap ing hoan toan nay dugc duy tri & thang 12 khi két thuc nghién
ctru), 6/10 truong hop dat bénh 6n dinh. Tat ca cac bénh nhan déu c6 dap ung
chu quan, triéu chimg bénh thuyén giam sau 1-2 tuan dung thubc. Trung vi
PFS 1a 11 thang (khoang dao dong tir 4 thang dén 34 thang). Két qua trén
chirng t6 erlotinib c¢6 hi¢u qua trén bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn khi

dung budce 1 hodc cac budc sau [107].

Nam 2010, Nguyén Thién Nhéan bao cdo mot truong hop ung thu phé
quan-phdi thé biéu mo vay, xdm lan chit hep khi quan di dap tng hoan toan

sau 10 ngay diéu tri erlotinib [108].

Nam 2011, bang ky thuat giai trinh tu gen, Hoang Anh Vii va CS phat
hién dugc 2 bénh nhan c6 dot bién & exon 19 va 1 bénh nhan cé dot bién tai
exon 21 gen EGFR trong 4 bénh nhan UTPKTBN c6 dap tng vai erlotinib
tai bénh vién Lao va Bénh Phdi Pham Ngoc Thach TP.H6 Chi Minh [109],
[110]. Sau d6, khi giai trinh ty 71 mau mé6 UTPKTBN, Hoang Anh Vii cong
bd ty 18 dot bién gen EGFR 14 42% va dot bién gen KRAS 13 46,5% [111].
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Nam 2011, nhom nghién ctru thugc Trung tam Nghién ciru Gen-Protein
thudc Truong Pai Hoc Y Ha Noi di cong bd nhiing ty & ban dau vé tinh trang
dot bién gen EGFR trong UTPKTBN tai Viét Nam. 11/42 (26,2%) mau md
UTPKTBN giai doan mudn duoc xac dinh co dot bién gen EGFR bang k¥
thuat giai trinh tu gen [112].

Niam 2013, Pham Lé Anh Tuén va cong su ap dung Ky thuat Scorpion
ARMS (k¥ thuat khuéch dai alen dot bién) véi do nhay cao hon song song voi
k§ thuat giai trinh ty gen dé phat hién dot bién gen EGFR trén 70 bénh nhan
UTPKTBN giai doan cudi [113]. Trong 25/70 bénh nhin mang d6t bién
(35,7%), k¥ thuat Scorpion ARMS di khang dinh mét truong hop dot bién
L858R (exon 21) cho dinh tin hiéu dot bién thap, khong rd rang trén két qua

giai trinh tu gen.

Niam 2013, Nguyén Tuyét Mai va cong su da khao sat hiéu qua diéu tri
buéc 2/3 cua erlotinib trén 36 bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn thé biéu
mo tuyén diéu tri tai bénh vién K Trung Uong. Chi c6 11/36 bénh nhan dugc
lam xét nghiém gen EGFR, trong d6 c6 6 trudong hop dot bién. Két qua cho
thay diéu tri budc erlotinib 2/3 c6 thé gitip kéo dai su séng & nhitng bénh
nhan ung thu phoi thé biéu mé tuyén véi trung vi PES va OS lan luot 13 8,15
thang va 12,1 thang [114].

Niam 2013, Lé Thuong Vii, Tran Vian Ngoc di danh gia hiéu qua diéu tri
erlotinib trén 98 bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn. Trén nhitng bénh
nhan c6 dap ung, 80% cai thién triéu ching ngay thang dau, trong d6 8% ¢
ngay tuan dau. Ty 1é dap ung chung 1a 35,5%. Trung vi PFS 1a 7 thang, trong
d6 ddi véi nhém st dung erlotinib bude 2/3 1a 8 thang va budc 1 13 4 thang.

Trung vi OS tinh chung 13 11 thang, trong d6 1a 18 thang d6i voi diéu tri
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budc 2/3 va 8 thang ddi véi bude 1. Tan suat bénh nhan sdng thém trén 1 nam

1a 50% [115].

Nim 2014, nghién ciru Pioneer xac dinh tan suat dot bién gen EGFR trén
1482 bénh nhan UTPKTBN thé biéu mo tuyén tir 51 trung tdm ¢ 7 nude chau
A. Ty 18 @6t bién gen EGFR cua Viét Nam 13 64,2%, cao nhét trong cac nudc
tham gia nghién ctru. Trong do, ty 1¢ dot bién x6a doan tai exon 19 1a 27,5%,
d6t bién L858R exon 21 13 12,5%, con cac dot bién khang thudc nhu T790M
exon 20, S768I exon 20, d6t bién thém doan exon 20 ...chiém 8,3%. Do sir
dung k¥ thuat Scorpion ARMS nén nghién ctru Pioneer khong phat hién ra
dot bién mai [116].

Tom lai, cac nghién ctiru vé dot bién gen EGFR va KRAS ciing nhu hiéu
qua diéu tri dich trén bénh nhan UTPKTBN & nudc ta con han ché, chi bat
dau tir nam 2009 dén nay va ciing méi chi c6 10 nghién ctru. Chua cé nghién
ctru nao két hop nhiéu k¥ thuat véi cac wu diém khac nhau dé ting do nhay
khi xac dinh d6t bién. Chi méi c6 mot nghién ctu cia Hoang Anh Vil va cong
su (nam 2011) khao sat déng thoi ca hai gen EGFR va KRAS. Chua c6
nghién ctru ndo danh gia hiéu qua diéu tri dich budc 1, dya trén nén tang két
qua xéac dinh dot bién gen EGFR va gen KRAS.

1.3. PHUONG PHAP PHAT HIEN POT BIEN GEN EGFR VA KRAS

1.3.1. K§ thuat PCR-RFLP

K§ thuat PCR-RFLP duya trén co sd Kk thuat PCR ¢6 dién. Nguyén tac
cua phan ung PCR dua vao hoat tinh ctia cic DNA polymerase khi hoat dong
tong hop mot mach DNA mai tir mach DNA khuén, véi nguyén liéu 1a bén

loai nucleotid. Phan tmg nay doi hoi sy c6 mit cta nhitng mdi xudi va moi
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nguoc co trinh tu bd sung voi hai dau cua trinh ty DNA khudn. Sau mdi chu
ky cac chudi d6i DNA mdi tao thanh s& tiép tuc dugc dung dé lam céc phan
tir DNA nén dé tong hop cac DNA méi trong chu ky tiép theo. San pham cudi
cua phan tmg PCR 1a doan DNA chudi dbi co chiéu dai 12 khoang cach giira
hai doan gen mdi, va hai dau tan cung cua san pham duoc xac dinh boi dau

tan cung 5’ cua hai doan gen moi.

EGFR exon 21
ex21=81 ex21=-AS1
— —
Pt bién
Kiéu dai L .
PCR Khuéch dai va
cét han ché
ex21-52 ex21-AS1
! —_— —_—
Dot bién
157 bp
Vitri Msc | (TGGCCA)
Kiéu dai

60 bp 97 bp

Hinh 1.7. Phat hién dét bién exon 21 gen EGFR bang ky thuat RFLP [117]

Sau khi két thuc phan tng, san pham PCR dic hiéu s& duoc tinh sach va
Xt 1y véi enzym cat giéi han da dugc lua chon nham tao ra nhitng phan doan
DNA nho hon. Sau khi dugc dién di trén gel agarose, sé luong va chiéu dai
cac doan DNA nay sé& giup phat hién cac truong hop dot bién. Phuong phap
phat hién dot bién gen EGFR bang k¥ thuat PCR-RFLP dura trén nguyén 1y :
exon 21 cua gen EGFR kiéu dai c6 vung trinh tu dic hiéu cho enzym Mscl,
dot bién tai exon 21 gen EGFR 1am mat vi tri cat ciia enzym do d6 san pham
PCR khong bj cat boi enzym Mscl [117]. Véi thiét ké k§ thuat twong ty nhu
khi tim dot bién gen EGFR, san pham khuéch dai codon 12 gen KRAS s&
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dugc xu 1y voi enzym Nlal va codon 13 véi Haelll [118]. Sau khi phan cit,
cac san pham s& duogc phan tich két qua trén thach agarose. Pay 1a phuong

phap truyén théng, kinh té nhung rat hiéu qua va cho d¢ tin cay cao.
1.3.2. K¥ thuat gidi trinh ty gen

Poan DNA can duoc giai trinh ty dugc sir dung nhu trinh ty miu cho
phan @ng giai trinh tu bit dau tir vi tri gdn moéi. Hon hop cua deoxy- va
dideoxynucleotid dugc sir dung trong phan tng véi néng d6 sao cho cac
dideoxynucleotid s& gin vao mdi Vi tri ma cac deoxynucleotid thudng gan
trén doan DNA dang duoc tong hop. Su gan cua cac dideoxynucleotid s& 1am
gian doan qua trinh kéo dai cac doan DNA duogc tong hop, két qua s& tao ra
hdn hop cac sgi DNA c6 kich thuéc khac nhau. Nucleotid tan cung trén moi
soi DNA dugc x4c dinh bang cach chay mét phan (ng hon hop nhung ting
loai dideoxynucleotid duoc danh diu bang cac chat phat huynh quang dic

hiéu khac nhau.

San pham sau phan ¢ng giai trinh tu s& dugc doc trinh tu bang may giai
trinh tu tu dong sur dung bang gel polyacrylamide. May gdm 2 phan: phan
dung dién di gel, phan phat hién cac vach dién di. Cac vach dién di duoc céac
con mat cam quang phat hién khi di qua chum tia laser va phat sang 1én. Tin
hiéu dugc mat cam quang truyén vé mdy tinh dé hién thi thanh cac dinh
cuong do sang. Sau do, trinh tu gen cia miu nghién ctu s& duoc dbi chiéu
Vé6i trinh tu gen tham chiéu trén ngan hang gen thé gigi (GenBank) va duoc

phan tich dé xac dinh ving hodc diém dot bién.

Do cac dot bién gen EGFR trén exon 18 + 21 va dot bién gen KRAS rét da
dang, k¥ thuat giai trinh ty gen duoc xem 1a t6t nhat dé khao sat cac dot bién nay.
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X6a 15 nucleotid trén exon 19

ATCA.AAACATCTCCNAAAGC L858R
170 180 CTG-> CGG
Bénh nhan K03 l

CAGATITTGGCCGGGCC
201 205 1209 21:

et i

(A) Hinh 4nh d6t bién xé6a doan gen (B) Hinh anh dot bién diém
Hinh 1.8. Phat hién ddt bién gen EGFR bing k§y thuat giai trinh tw gen
(két qua xét nghiém gen ciia cdc bénh nhén trong nghién ciru — thyec hién tai

Trung tdm Nghién ciu Gen-Protein Truong Dai Hoc Y Ha Noi)

1.3.3. Ky thuat Scorpion ARMS

Ky thuat Scorpion ARMS (Scorpions-Amplification Refractory
Mutation System) 1a mét trong sé it nhitng k¥ thuat dugc cac co quan quan 1y
Y Duoc ctua Chau Au va Hoa Ky cap gidy phép cong nhéan dat tiéu chuan ang
dung trong chan doan 1am sang (European Union in vitro Diagnostic
Medical Device Directive 98/79/EC).

Scorpion ARMS 1a su két hop cua ki thuat khuéch dai dic hiéu alen dot
bién (ARMS) va cong nghé Scorpion trong phan ng real-time PCR dé phat
hién cac dot bién. Trong do, nguyén 1y cua ki thuat khuéch dai dac hiéu alen
d6t bién 1a dya vao dic tinh cia Tag DNA polymerase chi khéch dai hoan
chinh mot phan tod DNA mot khi dau 3° cia mdi va soi khuon bd sung hoan
toan véi nhau. Khi dau 3’ ciia moi khong bo sung voi soi khudn phan ¢ng
PCR bi rc ché hoan toan. Dya trén nguyén ly nay, k¥ thuat cho phép khuéch
dai dac hiéu mot trinh ty dot bién ngay ca trong trudng hop alen dot bién do

chiém mét ti Ié rat nho (1%) trong tong s6 soi khuon DNA.
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Gen dbt bién

Addiienal mismatch
ARMS prime Mutation of interast Tag

ARMS primer exlends on mutant larget DMNA

Gen khéng ddt bién 0 g
ARMS primes A i

JUVUVUUUVIUSNSISIUSVVITIS Y

ARMS primer does not extend on wild type DNA
Hinh 1.9. Nguyén ly cia ky thuat ARMS
(http://lwww.sabiosciences.com/gbiomarker_product/HTML/SMH-014A.html)

Scorpion 1a phan tr ¢ cau tao mot dau mang trinh tu cua doan moi dac
hiéu véi alen dot bién can khuéch dai, dau trinh tuy ndy duoc néi véi mot dau
do. Phan kich thich phat tin hiéu huynh quang (fluorophore) cua dau do dugc
gan véi phan wc ché (quencher) c6 nhiém vu dap tat tin hiéu huynh quang cua
phan kich thich. Trong phan tmg PCR khi ddu do bam véi doan trinh tu
khuéch dai, phan kich thich phat tin hiéu huynh quang duoc giai phong khoi

phan uc ché, phat tin hiéu dén bo phan cam bién cua may real-time PCR.

K§ thuat Scorpion ARMS cho phép phat hién dugc gan nhu toan bo cac
dot bién co lién quan dén mac do6 dap tng thudc cia gen EGFR: G719A,
G719C va G719S (Exon 18); 19 dang dot bién x6a doan thuong gap ¢ exon
19; T790M va S768I (Exon 20), 3 dang dot bién thém doan thuong gap o
exon 20; L858R va L861Q (Exon 21); va dot bién codon 12, 13 gen KRAS
(G12A, G12D, G12D, G12V, G12S, G13D).


http://www.sabiosciences.com/qbiomarker_product/HTML/SMH-014A.html
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DNA dich Poan do Scorpion dac hiéu allele
Allele kieu dalrrrr T I ,, ,
Lz dac hiéu allele kiéu dot bien
Allele dot bienTTTTTTTTITTIITII I &
=TT ™
dac hiéu allele kiéu dai
%“'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂﬂ
Céc doan mdi dic hiéu allele bt cip va kéo dai
¥
ST [ &
\>>>>/||I||||||||l|||||||| [
. (A ,
Mot s6 truong hop cac doan moi tu bat cap véi nhau
I - \D“ E T
| . i
Po mirc phat huynh quang bang real-time PCR
4
@ | Kiéudai @ | Kiéudai:Pothién g | Dot bién
(5] 2 . Q2
c £ (1:1) c
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S6 chu ky S6 chu ky 86 chu ky

Hinh 1.10. Nguyén tic cia ky thuat Scorpion ARMS [119]

1.3.4. Ky thuat Smart Amplification Process (SMAP)

K§ thuat SMAP 13 mot cong nghé mai nhat dugc phat trién boi cac nha
khoa hoc tai vién cong nghé Riken-Nhat Ban nham phat hién cac dot bién trén
gen EGFR va KRAS. Nguyén 1y co ban cua ki thuat SMAP 1a : Khuéch dai
DNA = Phat hién dét bién. Bé thuc hién dugc nguyén 1y nay ky thuat
SMAP sir dung (I) cac cap mdi phat hién dot bién duogc thiét ké bat ddi xtng
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nham giam thiéu cac kha niang moi ghép cap sai voi soi khuon (II) mot loai
protein méi véi kha nang nhan biét va bam dac hiéu tai vi tri c6 su ghép cap
khong tuong dong gitta moi va khuon (Taq MutS) ngan khong cho phic hop
mdi-khuon duoc khuéch dai trong phan tmg kéo dai chudi. Chi nhitng phtc
hop mdi-khuén DNA ghép cdp hoan méi duoc khéch dai nhd DNA
polymerase, tin hiéu cua san pham khuéch dai dic hiéu dot bién dugc phat

hién trong hé thong may real-time PCR [120].

Thuc té cho thay mot trong nhitng kho khin cia viéc ap dung cac k¥
thuat sinh hoc phan tir nhu giai trinh ty gen, Scorpion ARMS trong thuc té
1am sang thuong doi hoi qua nhiéu bude, d6i ngii k¥ thuat vién co kién thic
chuyén sau vé sinh hoc phan tir, gia thanh cao, thoi gian phan tich két qua lau.
Céac cong trinh nghién ctru ap dung ki thuat SMAP cho thay k¥ thuat van
hanh qua mot budc duy nhat “Khuéch dai DNA = Phat hién dot bién”, c6 do
chinh x4c 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 ni bat cua ky thuat SMAP
S0 Véi cac ky thuat khac nhu giai trinh tu gen (1-2 ngay), PCR-RFLP (1-2
ngay), Scorpion ARMS (3-4 gio). Mot khi ki thuat SMAP dugc ap dung
thanh cong, k¥ thuat méi nay s& 1a mot cong cu dac luc giup cic nha nghién
ctru va 1am sang Viét Nam hién thyc hoa muc tiéu y hoc ca thé - kham va

chira bénh dya trén tinh trang gen cua bénh nhan.
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CcUU

181 bénh nhan UTPKTBN giai doan cudi (I11B-IV) diéu tri tai cac Bénh
vién Hitu Nghi, Bénh vién K Trung Uong, Bénh vién Bach Mai, Bénh vién
Phéi Trung Uong, Bénh vién Ung Budu Ha Noi, Bénh vién DPai hoc Y Ha
Noi, tr 01/01/2012 dén 30/03/2013, théa cac tiéu chuan chon mau va tiéu

chuan loai trir sau:
2.1.1. Xac dinh d6t bién gen EGFR va gen KRAS

Tiéu chudn chon mau:

- Puogc chan doan xac dinh UTPKTBN giai doan IlIB-IV (theo ti€u
chuan caa AJCC VII [121]) bang két qua giai phau bénh thuoc mot trong cac
loai sau: ung thu biéu mo tuyén, ung thu biéu mé vay, ung thu biéu mo tuyén-
vay va ung thu biéu mé té bao 16n (dugc md ta va phan loai theo tiéu chuan
cua To chuc Y té thé gisi [21)).

- C6 day du thong tin vé hanh chinh, tién can, giai doan bénh UTP, két
qua giai phau bénh.

- Pong ¥ tham gia nghién cuu.

Tiéu chuan loai trir:

- Khong xac dinh duoc dot bién gen EGFR hoiac KRAS do chat luong

mau kém.
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2.1.2. Panh gia hiéu qua diéu tri

61 bénh nhan UTPKTBN giai doan cudi (I11B-IV) tir 181 bénh nhan da dugc xét
nghiém gen néu trén (thoi diém két thic nhdn mAu vao nhanh theo doi diéu tri 1a

30/12/2013), théa cc tiéu chuan chon mau va tiéu chuan loai trir sau:

Tiéu chuan chon mau:

- Tir 18 tuoi tro lén.

- Chan doan md bénh hoc 13 ung thu phdi thé biéu mé tuyén

- Pénh gia toan trang trudc diéu tri >70% theo chi s6 Karnofsky [122];
cac chi s6 can lam sang can co: sd luong bach cau da nhan trung tinh
>1500/mL, s luong tiéu cau >100 000/mL, ndng d6 hemoglobin > 9,0g/dL,
nong do creatinine < 1,5mg/dL, hoat 6 AST va ALT < 2,5 1an gi6i han trén
binh thuong.

- Chua duoc diéu tri khang ung thu trude do.

- Khéng c6 tién can di ¢ng.

- Co day du thong tin (vé hanh chanh, tién can, bénh sir, kham 1am
sang, cac thong s can 1am sang va chan doan hinh anh) cho dén khi két thuc
nghién cttu qua hd so bénh an, thu tir, goi dién thoai cho bénh nhan hoic gia
dinh bénh nhan.

- Pugc diéu tri erlotinib it nhat 1 thang, tinh dén thoi diém két thuc
nghién ctu.

- Pdng y tham gia nghién ciu.

Tiéu chuan loai triz:

- Suy gan, suy than nang, suy ho hap tién trién, nhiém tring chua kiém
soat, c6 thai, di can ndo chua kiém soat, c6 bénh ung thu khac, loan nhip nang

dang phai dung thudc, bénh tiéu dudng hoic mat nghiém trong.
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- Két qua xac dinh dot bién gen:

o Co dot bién ¢ ving khang véi thude diéu tri dich dang phén tir nho
cia gen EGFR (d6t bién D761Y exon 19; T790M, N771T, V769L, S768I
exon 20; cac dot bién thém doan exon 20, trir dot bién A763_Y764insFQEA),
nhitng dot bién mai cua gen EGFR chwa cong bd trén y van [123].

o Co dot bién tai codon 12 va 13 cuia exon 2 gen KRAS.

- Nhitng bénh nhan ngung dung thuc (khi bénh chwa c6 dau hiéu tién

trién) vi tac dung phu cua thudc hoidc 1y do chu quan ciia bénh nhan va ngudi nha.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Thiét ké nghién ciru:

- Nghién ctiu cat ngang, mo ta loat ca (x4c dinh dot bién gen EGFR va
KRAS) va nghién ctu tién ciru, ¢ theo ddi doc thoi gian song thém (danh gia
hiéu qua diéu tri)

- Thoi gian nghién ctu: tir 01/01/2012 dén hét 30/03/2014
2.2.2. Phwong phap tién hanh nghién ciru
2.2.2.1. Xdc dinh dét bién gen EGFR va gen KRAS

- Thu thap mau moé UTP sau khi bénh nhin di duoc chan doan xac dinh
dua vao két qua giai phau bénh. Mau mé duoc st dung 1a mau moé sinh thiét

duc trong khoi nén.

- Cac mau md sau khi dugce ky hiéu ma s6 cua bénh nhan s& duoc xac
dinh mé bénh hoc va duoc chon lya ving tap trung té bao ung thu (tai khoa
Giai phau bénh) theo cac budc nhu sau: ving md ung thu dugc danh dau trén
lam giai phau bénh dé phan biét v6i ving mo lanh xung quanh (tir 5 — 10 tiéu
ban), réi duoc cao vao 6ng ly tam 1,5 ml bang cac ludi dao phau thuat riéng

biét. Nhiing truong hop bénh pham sinh thiét qua nho khong thé danh dau
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phan biét ving m6 ung thu va mo lanh nén dugc thu toan bd vao tube ly tam.
Str dung ving md nay dé tach chiét, tinh sach DNA bo gen.

- Tach chiét DNA tir mau mé UTP bang xylene va tinh sach bang phuong
phap phenol/chloroform (Phu luc 2). Kiém tra chat luong DNA méi tach chiét
bang phan tng PCR st dung cap mdi gen ndi chuan GAPDH (Phuy luc 3).

- Xdc dinh dot bién gen EGFR va KRAS bang k¥ thudt gidi trinh tu gen

= DNA cua bénh nhan tach chiét tr mau mé UT duoc s dung dé
khuéch dai bang phan tng PCR Vvéi cac cap moi dic hiéu cho cac exon 18 =+
21 cua gen EGFR (Phu luc 4) va KRAS (Phu luc 5)

= San pham sau PCR s& duogc dién di trén gel agarose 1,5%. (Cach

chuan bj gel agarose va tién hanh k¥ thuat dién di: phu luc 6)

= San pham PCR sau khi dién di trén gel agarose dugc tinh sach bang

hé théng Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega) (Phu luc 7).

= Poan DNA sau khi tinh sach sé dugc chay phan tng giai trinh tu gen
st dung BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems), sau d6 duoc dién di trén may giai trinh tu gen tu dong
ABI3700 (phu luc 8).Trinh ty gen EGFR va KRAS cua bénh nhan sé dugc
d6i chiéu va so sanh véi trinh tu GenBank (gen EGFR: NG_007726, gen
KRAS: NG_007524, National Center for Biotechnology Information) va phan
tich theo phan mém Seqscape (Applied Biosystems). Nhimg quy uéc vé ky

hiéu nucleotid trén két qua giai trinh tu duoc liét ké trong phu lyc 8.

- Xdc dinh dét bién gen EGFR va KRAS bang ki thudt Scorpion ARMS

= St dung EGFR PCR kit va KRAS PCR kit (Qiagen) tich hop k¥
thuat ARMS va cong nghé Scorpion, phat hién 29 dang dot bién gen EGFR va
7 dang dot bién gen KRAS bang phan tng real-time PCR (Bang 2.1. va 2.2).
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= Céac doan mdi Scorpion gitip phat hién kiéu gen EGFR va KRAS dot
bién, duoc thiét ké dua trén trinh ty gen EGFR va KRAS tham chiéu cua nguoi
trén ngan hang gen thé gidi. M&i mau bénh nhan duoc chay hai lan trong cung
mot phan tng cling v6i mau chimg dwong, chimg am va mau ndi chuan (Phu
luc 9).

Mau mé UTP

'

Lua chon vang té bao UT

A 4

Téch chiét va tinh sach DNA

v
Xac dinh dot bién gen EGFR va KRAS bang
k¥ thuat Giai trinh tu gen va Scorpion ARMS

/\

Bénh nhén c6 Bénh nhan khong c6 dot
dot bien bién gen KRAS
KRAS (bat ké P
la c6 hay v >
khong c6 dot Khong ¢6 dot C6 dot bién C6 dot bién dap
bién gen bicn gen khang thubc ing thudc trén
EGFR) EGFR trén gen EGFR gen EGFR
v \4 v A 4
Khong didu trj dich Diéu tri dich bang erlotinib
\ 4

Ghi nhan dap tng
thuc thé va toan trang

y

Ghi nhan thoi gian song thém

So @6 2.1. So' @6 nghién ciru xac dinh ddt bién gen va theo doi diéu tri
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Bang 2.1. Cac dang ddt bién exon 18-21 gen EGFR dwgc phat hién
bang ky thuat Scorpion ARMS

Dot bién Exon Bién déi nucleotid Cosmic 1D [123]
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
G719S 18 2155G>A 6252
G719C 18 2155G>T 6253

Thém doan 20 2307_2308ins9 12376
2319 2320insCAC 12377

2310 2311insGGT 12378

Xoba doan 19 2235 2249del15 6223
2235 2252>AAT 13551

2236 2253del18 12728

2237 2251del15 12678

2237 2254del18 12367

2237 _2255>T 12384

2236 _2250del15 6225

2238 _2255del18 6220

2238 _2248>GC 12422

2238 _2252>GCA 12419

2239 2247del9 6218

2239 2253del15 6254

2239 2256del18 6255

2239 2248TTAAGAGAAG>C 12382
2239 2258>CA 12387

2240 2251del12 6210

2240 2257del18 12370

2240 2254del15 12369

2239 2251>C 12383
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Bang 2.2. Cac dang ddt bién exon 2 gen KRAS dwgc phat hién
bang ky thuat Scorpion ARMS

Codon Dang dot bién | Bién ddi nucleotid | COSMID ID [123]
12 G12A GGT>GCT 522
12 G12D GGT>GAT 521
12 G12R GGT>CGT 518
12 G12C GGT>TGT 516
12 G12S GGT>AGT 517
12 G12V GGT>GTT 520
13 G12D GGC>GAC 532

- Cac quy trinh xac dinh d6t bién gen EGFR va KRAS duoc thuc hién

tai Trung tdm Nghién cttu Gen-Protein, Truong Pai Hoc Y Ha Noi.

2.2.2.2. Pdnh gid hiéu qud diéu tri

- T4t ca bénh nhan duoc truc tiép phong van, ghi nhan bénh str, dién tién
bénh, cac thong s6 1am sang va can 1am sang theo mau nghién ctiru thong nhat

(Phu luc 1).

- M&i bénh nhan s& dugc diéu tri bang erlotinib 150mg 1v/ngay, ding
duong udng, cho dén khi bénh c6 dau hiéu tién trién, bénh nhan tir vong, Xuat
hién tac dung phu khong chap nhan duoc cua thuc hodc khi ngudi bénh tir
chéi tiép tuc dung thubc. Viéc giam lieu thudc hodc ngung diéu tri (néu co)
tuan theo quyét dinh ciia bac sy diéu tri.

- Trong qué trinh theo doi diéu tri, bénh nhan s& dugc danh gid muc do
dap tng diéu tri mdi 03 thang:

= Panh gia dap Gng toan trang theo chi s Karnofsky [122] (Bang 2.3).
Pap ung toan trang duoc danh gia thanh 2 muc: on dinh/ting va giam (chi sb
Karnofsky giit nguyén, ting 1én hodc giam di so v6i thoi diém danh gia trudc).
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= Panh gia dap wng thuc thé theo tiéu chuan RECIST v1.1 [75]
(Bang 2.4 va 2.5). Tén thwong do lwong 1a nhiing tén thuong do duoc kich
thude trén hinh anh chup cét 16p vi tinh hoic chyp cong huong tir, dugc xac
dinh theo bang 2.4. Trong truong hop khong xac dinh dugc khdi u nguyén
phat (bénh nhan chi ¢ tran dich mang phoi tai 1ap nhiéu lan hodc nhu mo
phdi ton thuong dang dong dic khong xac dinh dwgc gidi han kich thuéc
u...), danh gia thuc thé s& dua trén ton thuong khéng do lwong (Bang 2.5).
Pay 1a nhiing ton thuong khong do dugc kich thude trén hinh anh chyp cit
l6p vi tinh hodc chup cong hudng tir (nhu dich mang phoi, nong do cac chat
chi thi u...). Tén thwong thir phat 1a nhitng ton thuong xuat hién trong qua
trinh diéu tri ma trude khi bat dau diéu tri chua cé (hach, di can...). Ty 1é ddp
g (ORR) dugc tinh bang tong ty 1é dap img hoan toan (%CR) va ty 1é dap
g mét phan (%PR). Khi bénh c6 du hiéu tién trién, bénh nhan s& duoc hoi
chan va thay doi phac d6 diéu tri.

= Ghi nhan th¢i gian séng thém bénh khong tién trién (PFS): bt
dau tir lac tiép nhan diéu tri dic hiéu (erlotinib) cho dén khi bénh c6 dau hiéu
tién trién (hoac tir vong khi bénh chua tién trién), co thong tin cudi clng trong
truong hop mat theo ddi hoac két thuc nghién ctu (thang)

= Ghi nhan thoi gian séng thém toan thé (OS): bat dau tir luc tiép
nhan diéu tri dac hiéu (erlotinib) cho dén khi bénh nhén tir vong (vi bat ky
nguyén nhan gi), c6 thong tin cubi ciing trong trudng hop mat theo ddi hoic
két thuc nghién ctru (thang).

- Theo ddi va phan d niing cac tac dung phu cia thudc theo tiéu
chuan Pdanh gid déc tinh va tdc dung phu Ciia héa chat cua Vién Ung thu
qudc gia Hoa Ky, phién ban 3.0 (CTCAEV3.0) [124] (Phuy luc 10). Viéc xir 1y
tac dung phu cua erlotinib (nhu tiéu chay, phat ban thé ndi mun...), néu co,

tuan theo chi dinh cua bac sy diéu tri.
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Bang 2.3.P4anh gia toan trang theo chi s6 Karnofsky [122]

biém Mikc hoat déng

100% | Khong co6 triéu chung rd rang cua bénh, kha nang hoat dong manh

90% | Kha ning hoat dong binh thudng, triéu chitng bénh tdi thiéu

80% | Kha ning hoat dong binh thudong nhung phai ¢6 gang. Co triéu ching bénh

70% | Khong thé hoat dong binh thuong hoac lam viéc. Ty phuc vu tdi thiéu duoc

60% | Can c6 su giup d& can thiét va duoc chim soc y té

50% | Can c6 su tro gitip rat [on va duoc cham soc y té thudng xuyén

40% | Khong tu phuc vu toi thiéu, can co su trg giup lién tuc va dugc chim soc dic biét

30% | Liét giwdng, nam vién nhung chua cé nguy co tir vong

20% | Bénh nang cham soc dac biét ¢ bénh vién

10% | Hap héi

0% | T vong

Bang 2.4. Panh gia dap wng thuc thé theo tiéu chuan RECIST v1.1

ddi véi cac ton thwong do lwong [75]

Ton thwong Ton thuwong Ton thwong bap wng
do lwrong khéong do hrong Thir phat tong thé
Dap ung Dap ung hoan toan Khong Dap ung hoan
hoan toan toan
bép tng Khong dat B4p ting hoan toan va Khong bép ting
hoan toan khong dat Bénh tién trién mot phan
Dap ung Khong xac dinh duoc Khong Dap ung
hoan toan mot phan
Dbap ung Khong dat Bénh tién trién va khong Khong bap ung
mat phan phai khong xac dinh duoc mot phan
Bénh giit | Khong dat Bénh tién trién va khong Khong Bénh gitr

nguyén phai khong xac dinh dugc nguyén
Khong xac Khong dat Bénh tién trién Khong Khong xac
dinh duoc dinh duoc
Bénh Bat ky C6 hoic khong Bénh
tién trién tién trién
Bat ky Bénh tién trién C6 hoic khong Bénh
tién trién
Bat ky Bat ky C6 Bénh
tién trién
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Bang 2.5. Panh gia dap &ng thuc thé theo tiéu chuin RECIST v1.1

ddi véi cac ton thwong khong do lwdng dwoc [75]

Tén thwong ;
Ton thwong thir phat Pap @ng
khong do ludng
bép ting hoan toan Khong bép ting hoan toan
Bénh gilr nguyén Khong Bénh gitr nguyén
Khong xac dinh dugc Khong Khong xac dinh dugc
Bénh tién trién C6 hoic khong Bénh tién trién
Bat ky C6 Bénh tién trién

Pap tng hoan toan (CR = Complete Response): cac ton thuong bién
mat, cac dau an ung thu trd vé gidi han binh thuong.

Pap tng mot phan (PR = Partial Response): ton thuong giam it nhat
30% tong duong kinh do ludng

Bénh giit nguyén (SD = Stable Disease): duy tri ton thuong khong du diéu
kién CR va PD, cic dau an ung thu duy tri trén muc gigi han binh thuong.

Bénh tién trién (PD = Progressive Disease): ton thuong tién trién ro rang,
tang it nhat 20% tong duong kinh do ludng (it nhat 5Smm), cac ddu an ung thu

tiép tuc tang trén muc gidi han binh thuong.

2.3.PHUONG PHAP XU LY THONG KL

- Quan ly, phan tich thong tin va xir 1y s6 liéu trén may vi tinh bang phan
mém SPSS 21.0. So sanh sy khac biét gitta cic nhém bang test Chi binh

phuong hoic test Fisher néu ¢& mau nhé hon 5.
- Sir dung phuong phap Kaplan-Meier dé phan tich thoi gian séng thém.
Str dung test Logrank dé so sanh thoi gian séng thém trung binh giita cac

nhom (v6i p<0,05 dugc xem 1a cé y nghia thong ke).
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2.4. DUNG CU, TRANG THIET BI VA HOA CHAT NGHIEN CUU
2.4.1. Dung cu: vo trung tuyét ddi (hap wét 120°C trong 20 phiit)

- May hap vé tring dung cu

- Tt lanh sau (-30°C, -80°C)

- Lo vi song

- May ly tdim dé ban, may ly tam lanh

- Hé thong dién di Mupid (Nhat Ban), mang d6 gel, luoc tao giéng.

- May soi va chup anh tu dong gel agarose da dién di: Dolphin Chemic
Wealtec (USA)

-May do quang phd (dinh nong d6 DNA, RNA): Thermo Electron

Corporation (Biomate)
- Bén 1 nhiét
- Budng hut
- May luan nhiét Gene Amp PCR System 9700 (USA)
- May luan nhiét dinh luong Stratagen MX 3000P
- May doc trinh ty gen 3100-Avant Genetic Analyzer (ABI PRISM)
- Pipettor, pipette tip, polypropylene tube (200uL, 500 uL)
2.4.2. Hoéa chat
- Héa chdt tach chiét DNA tir mé ung thu phoi:
= Dung dich xylene, dung dich SDS 10%, ethanol 100%,
= Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1mM EDTA, 0,5% Tween20),

= Dung dich Proteinase K (nong 6 1 mg/mL).
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- Hoa chdt tach chiét va tinh sach DNA:

= Lysis buffer (50mM Tris pH8, 1ImM EDTA, 0,5% Tween20),

Dung dich SDS 10%,

Dung dich Proteinase K (néng d6 1 mg/mL).

Dung dich phenol:chloroform:isoamyl ty I¢ 25:24:1

Dung dich chloroform:isoamyl ty 1¢ 24:1

Ethanol 100%, ethanol 70%, sodium acetate 3M, pH 5,2
- Héa chdt chay PCR (Invitrogen):
= Dung dich dém 10X, hdn hop dNTP, Taq polymerase, Mg2+, nudc Cat,
= Céac cap moi dac hiéu (xudi va ngugc)
- Héa chdt dién di san pham PCR:
= Bot agarose, dung dich TBE (boric acid EDTA),
= Ethidium bromide, loading dye, thudc do DNA.

- Héa chat tinh sach san pham PCR: Promega Wizard SV gel clean-up
system (Promega Inc.) gdm dung dich gan két mang, dung dich rira mang,

nudc cat khong co nuclease.

- Héa chat gidi trinh tw gen: BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) gom:

= BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP va dUTP), BigDye bufter,
= Cip méi dic hiéu,

= Dung dich formamide.
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- Héa chdt chay real-time PCR theo céng nghé Scorpion ARMS: EGFR
PCR kit va KRAS PCR kit (Qiagen) géom:

Dung dich dém (c6 chtra hdn hop ANTP), Mg2+, nudc cat

Céc hdn hop doan mdi Scorpions,

Tag DNApolymerase.

Dung dich chang

2.5. VAN PE PAO PUC TRONG NGHIEN CUU

Nghién ctru duoc tién hanh dua trén su ty nguyén tham gia cia cac bénh
nhan dugc chan doan UTPKTBN trén 1am sang. Xét nghiém phan tich dot
bién gen EGFR chi duoc thuc hién khi c6 su dong ¥ cua bénh nhan va gia
dinh bénh nhin. Nghién ctu tién hanh theo nguyén tic dao duc trong Tuyén
bd Helsinki. Cac s6 liéu sir dung trong luan 4n da duoc thong qua boi Hoi

ddéng Pao buc cua Truong Pai hoc Y Ha Noi.

Xét nghiém trén miu md d3 st dung trong chian doan ban dau
UTPKTBN. Trong truong hop mau mé cé chat luong kém khong thé xac dinh
dot bién gen, khong yéu cau lap lai sinh thiét d¢é phuc vu cho nghién cuu.
Trong qua trinh thuc hién nghién ctru, hoan toan khéng can thiép vao quyét
dinh chan doan va diéu tri. Cac bénh nhan s& chi dugc ghi nhan céc triéu
chtng 1am sang va can 1am sang cua qua trinh bénh dién tién. Cac thong tin
ctia bénh nhan cung cap cho nghién ciru s& duoc gitr bi mat. Bénh nhén c6 thé
tu 1t lui khoi nghién ctu bat cir ic nao.

Rui ro va nguy co cua nghién ciru: nguy co 16n nhat co thé gap phai la
phan tng qua man véi hoa chat, @& dam bao tinh an toan, nhitng bénh nhan c6

co dia di tng sé khong dua vao nghién ctru.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

Tur 01/01/2012 dén 30/12/2013 da co6 tdng cong 181 bénh nhéan tir cac

bénh vién Hixu Nghi, bénh vién K Trung Uong, bénh vién Bach Mai va bénh

vién Phoi Trung Uong dap tng tiéu chuan chon mau, duoc 1am xét nghiém

tim dot bién exon 18-21 gen EGFR va d6t bién codon 12-13 exon 2 gen
KRAS. Cac két qua thu dugc nhu sau:

3.1.1. Két qua tach chiét DNA tir mdu mé ung thw

Do chi tuyén mo bénh nhan UTPKTBN giai doan I1IB/IV méi chan

doan, khong con chi dinh phau thuat nén tit ca cic mau mo ung thu trong

nghién ctru déu 1a nhitng mau mé sinh thiét dugc duc trong khdi nén. Cac

mau DNA sau tach chiét dugc kiém tra nong do va do tinh sach bang phuong

phap do mat d6 quang.

Bang 3.1. Nong d va dp tinh sach ciia cac mau DNA

Mi | Nongdd | Dotinh | Ma | Nongdo | Potinh | Ma | Nongdd | Do tinh
) DNA sach ) DNA sach ) DNA sach

mau | (ng/uL) | (Azsors0) | Mau | (ng/uL) | (Azeorso) | Mau | (ng/ul) | (Azsor2so)
1 2393 1.72 62 3093 1.71 123 4005 1.83
2 3178 1.78 63 2644 1.87 124 3802 1.86
3 2991 1.74 64 1213 1.90 125 1879 1.75
4 1584 1.70 65 1614 1.90 126 2590 1.85
5 3591 1.71 66 1619 1.80 127 2463 1.83
6 1257 1.73 67 2644 1.87 128 2109 1.88
7 4125 1.88 68 1213 1.90 129 2980 1.74
8 1821 1.85 69 1816 1.88 130 3211 1.76
9 4365 1.88 70 1949 1.90 131 3501 1.89
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Mi | Nongdo | Potinh | Ma | Nongdd | Potinh | Ma | Nongdd | D6 tinh
) DNA sach ) DNA sach sb DNA sach
mau | (ng/uL) | (Azsorso) | mau | (ng/uLl) | (Azsorso) | mau | (ng/uLl) | (Azsorso)
10 2538 1.79 71 4164 1.72 132 1899 1.87
11 2739 1.80 72 2322 1.79 133 3122 1.79
12 4521 1.78 73 1270 1.86 134 2965 1.84
13 4343 1.85 74 2978 1.85 135 1822 1.88
14 3512 1.74 75 1130 181 136 1287 1.92
15 4278 1.77 76 1512 1.80 137 3091 1.76
16 2393 1.72 77 2834 1.81 138 2073 1.84
17 3178 1.78 78 4309 1.81 139 1780 1.78
18 2991 1.74 79 4325 1.84 140 4083 1.83
19 1584 1.70 80 2724 1.70 141 2930 1.71
20 3591 1.71 81 3112 1.72 142 2893 1.70
21 1257 1.73 82 1802 1.73 143 3188 1.78
22 4125 1.88 83 4380 1.86 144 2961 1.84
23 1821 1.85 84 2594 1.73 145 2584 1.79
24 4365 1.88 85 1996 1.86 146 3591 1.73
25 2538 1.79 86 4164 1.72 147 1257 1.73
26 2739 1.80 87 2322 1.79 148 2549 1.80
27 4823 1.78 88 1270 1.86 149 4623 1.78
28 4343 1.85 89 3978 1.85 150 2347 1.82
29 3552 1.74 90 1130 181 151 3582 1.71
30 4278 1.77 91 1512 1.80 152 4387 1.76
31 3218 1.75 92 2834 181 153 3978 1.85
32 4343 1.85 93 4309 181 154 2131 181
33 3512 1.74 94 4325 1.84 155 2512 1.83
34 4278 1.77 95 2724 1.70 156 2732 1.81
35 2235 1.86 96 3112 1.72 157 4199 1.87
36 2695 1.76 97 1802 1.73 158 1852 1.83
37 4329 1.77 98 4380 1.86 159 2287 1.92
38 2843 1.78 99 2594 1.73 160 3319 1.79
39 4355 1.79 100 1996 1.86 161 2073 1.84
40 3990 1.84 101 2280 1.72 162 2180 1.78
41 3106 1.82 102 2376 1.83 163 1742 1.70
42 3187 1.73 103 1989 1.88 164 3012 1.78
43 3477 1.94 104 3524 191 165 1802 1.73
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Mi | Nongdo | Potinh | Ma | Nongdd | Potinh | Ma | Nongdd | D6 tinh
) DNA sach ) DNA sach sb DNA sach
mau | (ng/uL) | (Azsorso) | mau | (ng/uLl) | (Azsorso) | mau | (ng/uLl) | (Azsorso)

44 4228 1.93 105 2867 1.70 166 4408 1.86
45 1219 1.72 106 2679 1.75 167 2719 1.73
46 3936 1.81 107 2490 1.86 168 3135 1.85
47 3093 1.71 108 1987 1.80 169 2675 1.71
48 2644 1.87 109 3588 1.77 170 4128 1.70
49 1213 1.90 110 4120 1.82 171 2843 1.77
50 1694 1.90 111 4289 1.89 172 4375 1.79
51 2695 1.76 112 3478 1.74 173 3580 1.84
52 4329 1.77 113 3120 1.77 174 3288 1.73
53 2843 1.78 114 2987 1.71 175 2477 1.94
54 4355 1.79 115 2531 1.85 176 3828 1.93
55 3990 1.84 116 1899 1.90 177 2219 1.72
56 3106 1.82 117 2230 1.76 178 3139 181
57 3187 1.73 118 2198 1.80 179 4169 1.89
58 3477 1.94 119 1790 1.79 180 2478 1.74
59 4228 1.93 120 2260 1.82 181 1920 1.77
60 1219 1.72 121 3166 1.78

61 3936 181 122 3578 1.79

Nhin xét: Két qua bang 3.1 cho thdy cac mau DNA déu c6 d6 tinh sach
cao voi ty sé6 mat do quang ¢ budc séong 260/280 nm nam trong khoang
1,7+2,0 khi do trén may do quang phd & budc song 260/280 nm. Nhu vay,
nhing mau DNA sau tach chiét déu dam bao chat luong, du diéu kién cho céc

thi nghiém tiép theo.

Kiém tra chat luong DNA bang gen ndi chuan GAPDH: DNA sau tich
chiét duoc tién hanh kiém tra chat lvong DNA bang phan tng PCR str dung cap

moi dac hiéu GAPDH va dién di san pham thu duogc trén gel agarose 1,5%.
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Hinh 3.1. Hinh anh dién di san pham PCR sir dung mdéi GAPDH
(Giéng 1: chimg 4m, giéng 2-8: san pham PCR ctia cic mau DNA khac nhau, giéng 9: marker 100bp)

Nhgn xét: San pham PCR khuéch dai gen GAPDH chi mot bang 300 bp
dic hiéu, ching t6 rang chat lugng DNA tach chiét tir cic miu mo ung thu
tbt, khong bi dut gdy, dam bao du tiéu chuan cho ky thuat giai trinh tu gen va
Scorpion ARMS tiép theo dé xac dinh dot bién gen.
3.1.2. Két qua khuéch dai exon 18-21 gen EGFR va exon 2 gen KRAS

Két qua dién di san pham khuéch dai cac exon 18, 19, 20, 21 cua gen EGFR
va exon 2 cua gen KRAS trén gel agarose 1,5% duoc trinh bay trong hinh 3.2.

(A) Exonl18 Exoxll 19 Exoln 20 Exorll 21
[ \ ( ) f

()BN () BN () BN (9 BN M174

«—300bp

® 1 2 3 4 () M

<— 250 bp

Hinh 3.2. Hinh anh dién di san pham PCR ciia cac exon 18, 19, 20 va 21
gen EGFR (A) va exon 2 gen KRAS (B) trén gel agarose
(BN: bénh nhdn; (<): mdu doi chitng dm, giéng 1-4 (hinh B): mau bénh nhdn)
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Nhdgn xét: San pham PCR cua qua trinh khuéch dai mdi exon 18-21
gen EGFR va exon 2 gen KRAS cho gdm mdt bang dic hiéu (chiéu dai san
pham khuéch dai cua exon 18, 19, 20 va 21 gen EGFR lan luot 1a 349 bp,
397 bp, 408 bp va 374 bp; cta exon 2 gen KRAS 13 250 bp) c6 d6 sang dong
nhat bo déu, sac gon, khong c6 san pham phy, dam bao du tiéu chuan cho ky
thuat giai trinh tu gen xac dinh d6t bién. Ca hai gen EGFR va KRAS déu str
dung mau d6i ching 4m 1a mau nudc cat cho két qua am tinh ching to khong

c6 hién twong nhiém DNA trong phan tng PCR.
3.1.3. Két qua xac dinh dot bién bang ky thuit gidi trinh tw gen

3.1.3.1. Két qud xdc dinh dgt bién gen EGFR

Str dung mau moé lanh tinh dé doi chiéu so sanh. Két qua cho thay da phat
hién cac dang dot bién khac nhau trén exon 18, 19, 20 va 21 cua gen EGFR.
Bang k¥ thuat giai trinh tu gen, nghién ctru phat hién duoc 25 trudng hop mang
dot bién L858R trong 181 bénh nhan. Pay 1a dot bién thay thé mot nucleotid xay
ra & codon 858 thudc exon 21 gen EGFR. Hinh anh dét bién nay dugc minh hoa
trong hinh 3.3.

CTG >CGG (L858R)
|
GGGCTIGCC( GGGCGGGCC
Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.3. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dét bién L858R

trén exon 21 ciia gen EGFR (mi s6 mau 110)

Nhdn xét: Hinh 3.3 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién L858R tai
exon 21 ctia bénh nhan ung thu phdi (c6 ma s6 mau 110) bang k¥ thuat giai
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trinh tu gen. So sanh v6i trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 2537 trén
exon 21, xuat hién thém mot dinh T bi bién doi thanh G, lam cho acid amin
Leucine (L) tai codon 858 bién d6i thanh Arginine (R), gdy nén dot bién
L858R.

Bang ky thuat giai trinh ty gen, nghién ctru phat hién duoc 2 truong hop
mang dot bién L861Q trong 181 bénh nhan. Pay la dot bién thay thé mot
nucleotid xay ra & codon 861 thudc exon 21 gen EGFR. Hinh anh dot bién nay
dugc minh hoa trong hinh 3.4.

CTG >CAG (L861Q)

| /\\ J'f\\ A

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.4. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dét bién
L.861Q trén exon 21 ciia gen EGFR (mi s6 miu 23)

NAdn xét: Hinh 3.4 13 hinh 4anh dai dién cho két qua dot bién L861Q tai
exon 21 ctia bénh nhan ung thu phoi (c6 mi sé mau 23) bang ky thuat giai trinh
tu gen. So sanh voi trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 2582 trén exon
21, xuét hién thém mot dinh T bi bién ddi thanh A, 1am cho acid amin Leucine

(L) tai codon 861 bién ddi thanh Glutamine (Q), giy nén dot bién L861Q.

Bang ky thuat giai trinh tw gen, nghién ctru phat hién dugc 45 trudng hop
mang dot bién LREA trong 181 bénh nhéan. Pay 1a dot bién x6a doan dién hinh
xay ra & exon 19 gen EGFR. Hinh anh d6t bién nay dwoc minh hoa trong hinh 3.5.
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Vi tri x6a 15 nucleotid (LREA del)

v
ATCA.AAACATCTCCI
170 180
ATCAAGGAATTA
I\
ol ol
L
Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.5. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dét bién

x6a doan LREA trén exon 19 ciia gen EGFR (ma sé mau 179)

Nhdan xét: Hinh 3.5 1a hinh anh dai dién cho két qua dot bién x6a doan
LREA tai exon 19 ciia bénh nhan ung thu phdi (c6 ma sé6 miu 179) bang k¥
thuat giai trinh ty gen. So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, xuét hién hién
tuong x6a doan 15 nucleotid trén exon 19 (miii tén chi vi tri bat dau co dot
bién xo6a doan), lam cho cac acid amin acid glutamic(E)-leucine(L)-
arginine(R)-acid glutamic(E)-alanine(A) tai cac codon 746 dén 750 bi mét, do
d6 dot bién nay c6 tén 1a dot bién AE746-A750 hay LREA.

Bang ki thuat giai trinh tu gen, nghién ctru phat hién duoc cac dot bién
G719S (exon 18), dot bién T790M don doc (exon 20), dot bién d6i T70M (exon
20 + L858R (exon 21) va dot bién doi S7681 + V769L (exon 20). Mdi loai dot
bién trén chi ¢ 1 truong hop trong 181 bénh nhan. Pay 1a cac dot bién thay thé
mot nucleotid xay ra trén gen EGFR. Hinh anh cac dot bién nay dwgc minh hoa
trong hinh 3.6, 3.7 va 3.8.
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GG(‘TAG(‘ (G719S)

cTGG(CT CTGjcn

Mau lanh tinh  Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.6. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dét bién G719S

trén exon 18 ciia gen EGFR (mi s6 mau 102)

Nhgn xét: Hinh 3.6 12 hinh anh dai dién cho két qua dot bién G719S tai
exon 18 ctia bénh nhan ung thu phdi (c6 ma sé mau 102) bang k¥ thuat giai
trinh ty gen. So sanh v&i trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 2155 trén
exon 21, xuat hién thém mot dinh G bi bién ddi thanh A, 1am cho acid amin

Glycine (G) tai codon 718 bién d6i thanh Serine (S), gy nén dot bién G719S.

GC—GC;’C—CC( ATCACGC
Mau lanh tinh n v ” ? fm /\
CTG>CGG (L858R) CAC>CAT (T790M)
¥ ‘
GGCC C GCGC
TCATGC

Mau bénh nhan
ung thu

Hinh 3.7. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dt bién T790M
trén exon 20 va dot bién L858R trén exon 21 gen EGFR

ciia ciing mot bénh nhan (ma sé6 mau 48)
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Nhén xét: Hinh 3.7 1 hinh anh dai dién cho két qua phat hién dong thoi
2 ddt bién trén trén cung mét bénh nhan (c6 ma s6 mau 48): dot bién T790M
trén exon 20 va dot bién L858R trén exon 21 gen EGFR bang ky thuat giai
trinh tu gen. So sanh vai trinh tw DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 2369
trén exon 20, xuat hién thém mot dinh C bi bién d6i thanh T, lam cho acid
amin Threonine (T) tai bi bién d6i thanh Methionine (M), gdy nén dot bién
T790M. Péng thoi, tai vi tri nucleotid 2537 trén exon 21, xuat hién thém mot
dinh T bi bién d6i thanh G, 1am cho acid amin Leucine (L) tai codon 858 bién
d6i thanh Arginine (R), gy nén dot bién L858R.

AGC>ATC (S768l)
GTG>TTG (V769L)

¥
GCCAGCGTGGAC GCCAGCGTGGAC

A S U

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.8. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dot bién S768I va V769L

trén exon 20 gen EGFR ciia cing mdt bénh nhan (ma s6 miu 114)

Nhdn xét: Hinh 3.8 12 hinh anh dai dién cho két qua phat hién dong thoi 2
dot bién trén cing mot bénh nhan (c6 ma s mau 114): dot bién S7681 va dot
bién V769L exon 20 trén gen EGFR bang k¥ thuat giai trinh tu gen. So sanh voi
trinh tw DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 2303 trén exon 20 xuét hién thém mét
dinh G bi bién di thanh T, 1am cho acid amin Serine (S) tai codon 768, bi bién
d6i thanh Isoleucine (I), gdy nén dot bién S768L. Dong thoi, tai vi tri nucleotid
2305, xuat hién thém mot dinh G bi bién ddi thanh T, lam cho acid amin Valine
(V) tai codon 769 bi bién thanh Leucine (L) giy nén dot bién V769L.
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Bén canh cac dot bién da biét, k¥ thuat giai trinh tu gen da xac dinh dugc
4 d6t bién mai, mdi dot bién chi co 1 truong hop, gdm: dot bién c¢.2173delA ¢
exon 18, ¢.2373 2374delAA & exon 20, c.2499 2521del23 & exon 21 va
c.2554/25551nsACA & exon 21. Hinh anh giai trinh ty x4c dinh cac dot bién
nay dugc minh hoa & céc hinh 3.9 — 3.12.

Vi tri x6a 1 nucleotid (c.2137delA)

v
GATCTTTTTGAATTCAG" SATCTTTTTRAATTMRI

A

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.9. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dt bién xéa 1 nucleotid A
tai vi tri 2137 (c.2137delA) trén exon 18 ciia gen EGFR (ma s6 mau 55)

Nhgn xét: Hinh 3.9 1a hinh anh dai dién cho két qua dot bién xoa 1
nucleotid A trén exon 18 ciia bénh nhan ung thu phdi (c6 ma s6 mau 55) bang
k¥ thuat giai trinh tu gen. So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, xuét hién hién
tugng x0a 1 nucleotid A tai vi tri 2137 trén exon 18 cua gen EGFR gay nén

dot bién c.2137del A.

Vi tri x6a 2 nucleotid
(c.2373_2374delAA)

]
GGAAACTGAATT GGAAACTGAATT

A ()

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.10. Két qua x4c dinh dot bién x6a 2 nucleotid ¢.2373_2374delAA
exon 20 gen EGFR bing ky thuat giai trinh tw gen (ma s mau 157)
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Nhdn xét: Pay la hinh anh dai dién cho két qua dot bién xo6a hai
nucleotid tai exon 20 gen EGFR bang k¥ thuat giai trinh ty gen. So sanh trinh
tu DNA lanh tinh, trén exon 20 DNA bénh nhéan ung thu (c6 ma sé mau 157),
2 adenine da bi xoda tai vi tri nucleotid 2374 va 2374 gay nén dot bién
€.2373_2374 delAA.

Vi tri x6a 23 nucleotid (¢.2499_2521del)

AAGCAACATCTCCGAAAGCCAA AALCCTCGATGTGAGTTTC

OO oAy

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu
Hinh 3.11. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién bién xéa doan
C.2499 2521del23 trén exon 21 ciia gen EGFR (mé s6 mau 79)
Nhgn xét: Hinh 3.11 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién x6a doan
23 nucleotid tai exon 21 ctia bénh nhan UTP (c6 ma s6 miu 79) bang k¥ thuat
giai trinh tu gen. So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, xuat hién hién tuong
x6a doan 23 nucleotid tir vi tri 2499 dén 2521 trén exon 21 (miii tén chi vi tri
bat dau c6 dot bién x6a doan), gy nén dot bién ¢.2499 2521del23.

Vi tri thém 3 nucleotid
(c.2554/2555insACA)

CCAGCGTGGACAACCC CCAGCGTG&ACAACCC

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.12. Hinh anh gii trinh tw gen phat hién
dot bién thém 3 nucleotid ACA tai Vi tri 2554-2555 (c.2554/2555insACA)

trén exon 21 ciia gen EGFR (mi s6 mau 36)
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Nhdn xét: Hinh 3.12 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién thém 3
nucleotid ACA trén exon 21 cia bénh nhan ung thu phdi (c6 ma sé mau 36)
bang k¥ thuat giai trinh ty gen. So sanh v&i trinh ty DNA lanh tinh, xuét hién
hién tugng thém 3 nucleotid ACA tai vi tri gilta nucleotid 2554 va 2555 gay
nén dot bién c.2554/2555insACA.
3.1.3.2. Két qud xdc dinh dgt bién gen KRAS

Két qua giai trinh ty gen cua cta bénh nhan ung thu luén duoc ddi
chiéu véi trinh ty cua gen KRAS lanh tinh dé giup phat hién dot bién. Ty I¢
chi tiét cac loai dot bién gen KRAS duoc liét ké trong bang 3.8. Hinh 3.13-
3.18 1a hinh anh dai dién cac loai dot bién cua exon 2 trén gen KRAS trong

nghién ctru duoc phat hién bang k¥ thuat giai trinh tu gen:

GGT>TGT (G12C)
GGTGGCG  ICGT GCC
f\
\ y )\ Y ) \ Y ) \ Y )
Codon12 Codon13 Codon12 Codon13
Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.13. Hinh anh giai trinh tw gen phat hi¢n dot bién G12C

trén exon 2 ciia gen KRAS (mé sé mau 168)

Nhdn xét: Hinh 3.13 13 hinh anh dai dién cho két qua d6t bién G12C tai
exon 2 ctia bénh nhan ung thu phdi (c6 mi s6 miu 168) bang k¥ thuat giai
trinh ty gen. So sdnh vo1 trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 34 trén
exon 2, xuat hién thém mot dinh G bi bién ddi thanh T, lam cho acid amin

Glycine (G) tai codon 12 bién d6i thanh Cystein (C), gdy nén dot bién G12C.
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GGT>GTT (G12V)

GGTGGCG reérecc

\ )\ ) L )
Y Y Y Y

Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13
Mau lanh tinh ~ Mau bénh nhan ung thu
Hinh 3.14. Hinh anh giai trinh tu gen phat hién dot bién G12V
trén exon 2 cia gen KRAS (mi sé mau 16)

Nhdn xét: Hinh 3.14 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién G12V tai
exon 2 ctia bénh nhan UTP (c6 mé s6 mau 16) bang ki thuat giai trinh tu gen.
So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 35 trén exon 2, xuét
hién thém mot dinh G bi bién d6i thanh T, 1am cho acid amin Glycine (G) tai
codon 12 bién doi thanh Valine (V), gdy nén dot bién G12V.

GGT>GCT (G12A)

\
GGTGGCG TGSTGGC

\ A J \ A )
Y Y Y Y

Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13
Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.15. Hinh anh giai trinh ty gen phat hién dot bién G12A
trén exon 2 ciia gen KRAS (mé s6 mau 85)
Nhdn xét: Hinh 3.15 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién G12A tai
exon 2 ctia bénh nhan UTP (c6 mé s6 mau 85) bang k¥ thuat giai trinh tu gen.

So sanh v&i trinh tw DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 35 trén exon 2, xuét
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hién thém mot dinh G bi bién d6i thanh C, lam cho acid amin Glycine (G) tai

codon 12 bién d6i thanh alanine (A), gay nén dot bién G12A.
GGT>GAT (G12D)

y
GGTGGCG 'GRTGGC

[ W — -
Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13

Mau lanh tinh ~ MAu bénh nhan ung thu
Hinh 3.16. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dot bién G12D

trén exon 2 ciia gen KRAS (ma sé mau 147)

Nhén xét: Hinh 3.16 13 hinh anh dai dién cho két qua dot bién G12D tai
exon 2 ctia bénh nhan UTP (c6 mé s6 miu 147) bang k¥ thuat giai trinh ty gen.
So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 35 trén exon 2, xuit
hién thém mot dinh G bi bién d6i thanh A, 1am cho acid amin Glycine (G) tai
codon 12 bién d6i thanh acid aspartic (D), gy nén dot bién G12D.

GGT>AGT

!
‘'GGTGGC 'GGTGGC

Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu
Hinh 3.17. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dot bién G12S

trén exon 2 ciia gen KRAS (mé s6 mau 93)
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Nhgn xét: Hinh 3.17 1a hinh anh dai dién cho két qua dot bién G12S tai
exon 2 ctia bénh nhan UTP (c6 mé s6 mau 93) bang k¥ thuat giai trinh tir gen.
So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 34 trén exon 2, xuét
hién thém mot dinh G bi bién d6i thanh A, lam cho acid amin Glycine (G) tai
codon 12 bién d6i Serine (S), gay nén dot bién G12S.

GGC>GAC (G13D)

!
GGTGGC GGTGGC

Codon 12 Codon 13  Codon 12 Codon 13

Mau lanh tinh ~ Mau bénh nhan ung thu

Hinh 3.18. Hinh anh giai trinh tw gen phat hién dot bién G13D

trén exon 2 cia gen KRAS (mi sé mau 79)

Nhdn xé¢: Hinh 3.18 1a hinh anh dai dién cho két qua dot bién G13D tai
exon 2 ctia bénh nhan UTP (c6 ma s6 mau 79) bang k¥ thuat giai trinh tu gen.
So sanh véi trinh ty DNA lanh tinh, tai vi tri nucleotid 38 trén exon 2, xuét
hién thém mot dinh G bi bién ddi thanh A, 1am cho acid amin Glycine (G) tai
codon 12 bién ddi thanh acid aspartatic (D), gdy nén dot bién G13D.

Hinh anh trinh ty & cac hinh tir 3.3 dén 3.18 cho thiy cac dinh tin hiéu
khong bi nhidu, chimg t6 cac quy trinh k¥ thuat dat yéu cau (khuéch dai cac
exon gen EGFR va gen KRAS, tinh sach san pham PCR tir gel...), san pham

thu duoc tir mdi giai doan déu tinh khiét, khong 13n san pham phu.



66

3.1.4. Két qua xac dinh dot bién biang k¥ thuit Scorpion ARMS
3.1.4.1.Két qud xdc dinh dét bién gen EGFR

Bang k¥ thuat Scorpion ARMS, nghién ctru dd xac dinh duoc 51 truong
hop d6t bién LREA (exon 19), 43 truong hop dot bién L858R (exon 21), 4
truong hop dot bién L861Q (exon 21), con lai 1 cac dot bién khac. Ty 1é chi
tiét cac loai dot bién gen EGFR dugc trinh bay trong bang 3.2.

Fuyexsme(nam

GEULUEULENCOREREY

500
00
<00
200
000
€00
<00
200
°
200
400

Thres hola 477 (Agjus ®=a manually)
Easeline seMngs: aulomats, Drin corection OFF

Hinh 3.19. Hinh &nh phat hién dot bién L858R (exon 21) + T790M (exon
20) gen EGFR ciia cing mét bénh nhén (ma sé mau 48)
bang k¥ thuat Scorpion ARMS

Nhégn xét: Két qua hinh 3.19 cho thdy xuat hién duong cong tin hiéu
tuong (ng voi dot bién L858R va T790M ching to mau DNA ung thu cia

bénh nhan nay (c6 ma s6 mau 48) mang ca hai loai dot bién trén.
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Véi mot s6 mau DNA ma k§ thuat giai trinh tu gen cho két qua con nghi
ngo, ki thuat Scorpion ARMS gitp khang dinh d6t bién, vi du nhu trong
truong hop cac mau c6 ma sé 33, 141 va 08, duoc thé hién qua hinh 3.20 -
3.22. Tuy nhién, ciing c6 truong hop k¥ thuat Scorpion ARMS khong xac
dinh du dot bién nhu k¥ thuat giai trinh tu gen (trudng hop mau c6 ma s 114,
dugc thé hién qua hinh 3.23).

CTG>CGG (L858R) ?

|
GGGCTGGCC.

|

Mau lanh tinh ~ MAu bénh nhan ung thu
nghi ngo c6 dot bién L858R

GeECTGECK

At hia

2021 22 23 24 28 26 27 28 20 30 31 32 33 34 38 36 37 38 39 40

Hinh 3.20. Hinh anh két qua dét bién L858R exon 21 gen EGFR
bang k¥ thuét Scorpion ARMS (mi s6 mau 33)
Nhén xét: O mau DNA nay (mi sé 33), khi xac dinh dot bién bang ky
thuat giai trinh tu gen, trén exon 21 cuia gen EGFR, tai vi tri nucleotid T ¢

codon 858, xuat hién thém mot dinh tin hiéu twong tng véi nucleotid G. Tuy
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nhién, dinh tin hiéu nay thap, dan dén nghi ngo day 1a dot bién L858R ¢ mau
mo c¢6 ndng do DNA ung thu thap hoic chi 14 tin hiéu nhiu cua hinh anh giai
trinh tu gen. Khi phan tich mdu DNA nay bang ky thuat Scorpion ARMS,
Xuat hién duong cong tin hiéu cua dot bién L858R bén canh duong cong tin
hiéu caa mau ndi chuan. Nhu vay, c6 thé khang dinh day 1a mot mau DNA
mang dot bién L858R exon 21 gen EGFR.

CTG>CAG (LB61Q) ?

R

\]\_’WV x_ .Q_MXM

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu
nghi ngd c6 dot bién L861Q

Mau ndi ¢chudn \

Miu bénh nhin
dot bién 1L.861Q

*usrzeanes (norm)

Hinh 3.21. Hinh anh két qua khang dinh dot bién L861Q trén exon 21
ciia gen EGFR bang ki thuat Scorpion ARMS (ma s6 mau 141)

Nhén xét: O mau DNA nay (mi s6 141), khi xac dinh dot bién bang ky thuat
giai trinh tu gen, trén exon 21 gen EGFR, tai vi tri nucleotid T & codon 861, Xuat
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hién thém mot dinh tin hiéu twong tng véi nucleotid C. Tuy nhién, dinh tin hiéu
nay thap, dan dén nghi ngo day 1a dot bién L861Q & mau mo c6 ndng do DNA
ung thu thap hoac chi 1a tin hiéu nhiéu ciia hinh anh giai trinh tu gen. Khi phan
tich bang k§y thuat Scorpion ARMS, xuit hién dudng cong tin hiéu caa dot bién
L861R bén canh duong cong tin hiéu cia mau ndi chuan. Nhu vay c6 thé khang
dinh day 1a mot miu DNA mang dot bién L861Q exon 21 gen EGFR.

CAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCG

MaAu lanh tinh

Vi tri nghi ngd bat dau c6 dot bién xo6a doan

CAGGAATTAGAGAAGCAACATCTCCGAA!

|

Mau bénh nhan ung thu nghi ngo c6 dot bién x6a doan LREA

777777

SHEEHEREES
g
i

EEERE]

Miu bénh nhin
dot bién x6a doan LREA .~ 7/

53833883

g8cE

Méu ndi chudn —+ >

g888.8888
N T

THANRRDON VD NILBT D WO

Hinh 3.22. Hinh anh két qua khang dinh dot bién LREA trén exon 19 cia
gen EGFR bing k¥ thuét Scorpion ARMS (mi sé mau 08)
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Nhén xét: O mau DNA nay (ma s6 08), khi xac dinh dot bién bang ky
thuat giai trinh tu gen, trén exon 19 cua gen EGFR, tir vi tri codon 746 bt
dau xuét hién hién tugng cac dinh tin hiéu bi nhidu dang chdng lap, véi chiéu
cao céac dinh tin hiéu thap, dan dén nghi ngd xuat hién dot bién x6a doan hoic
1a hién twong nhiéu cua tin hiéu nén. Khi phan tich mau DNA nay bang k§y
thuat Scorpion ARMS, xuit hién dudng cong tin hiéu cua dot bién LREA bén
canh dudng cong tin hiéu ctia mau ndi chuan. Nhu vay co thé khang dinh day
12 mot mau DNA mang d6t bién x6a doan LREA exon 19 gen EGFR.

AGC>ATC (S7681)

GTG>TTG (V769L)

v
GCCAGCGTGGAC GCCAGCGTGGAC

) iy

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

se1 o : . o i i i
. NI i M:’iu_nglchuan.\. o
58

P

. MAu bénh nhin
 dotbiénST68T

BHNSBEBBRN TN HER T B RO

Hinh 3.23. Hinh 4nh xac dinh dét bién S768I va V769L exon 20 trén cling
bénh nhén bang ky thuat gii trinh tw gen (trén) va Scorpion ARMS (dud1)

(ma sb mau 114)
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Nhén xét: O mau DNA nay (ma sé 114), ky thuat giai trinh tu gen da
xac dinh bénh nhan mang dong thoi 2 dot bién diém trén exon 20 1a dot bién
S768I va V769L. Khi x4c dinh dot bién bang ki thuat Scorpion ARMS, do
thiét ké mdi cua kit EGFR chi c¢6 cap mdi phat hién dot bién S7681 ma khong
c6 cap mdi phat hién dot bién V769L nén phan ung real-time PCR chi ¢o thé
phat hién duoc mot dot bién S7681 trén DNA bénh nhan.

3.1.4.2. Két qud xdc dinh dgt bién gen KRAS

Tuong ty nhu d6t bién gen EGFR, bang ky thuat Scorpion ARMS,
nghién ctu ciing xac dinh dugc cac dot bién tai exon 2 gen KRAS véi sd
luong nhiéu hon khi 1am bang ky thuat giai trinh tu. Ty 18 chi tiét cac loai dot
bién gen KRAS dugc liét ké trong bang 3.6.

Véi mot s6 mau DNA ma k¥ thuat giai trinh tu gen cho két qua con
nghi ngd, k¥ thuat Scorpion ARMS ciing gitp khang dinh dot bién, vi du
nhu trong trudng hop cac miu c¢6 ma sb 15, 132 va 181, duoc thé hién qua
hinh 3.24 - 3.26.

GGT>GAT (G12D) T g T et £t
GGTGGCG GGTGGCG e
'. i » \ i H i : i o
(| . ‘. A \ j MAungichuin ~ % | 7
HIATENY E | P TF T
[ | | ‘ !l | i EE t
AARRARA S Miubehnhan
\ ' E CdotbienGI2DTT >
Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13 T
Mau lanh tinh  Mau bénh nhan ung thu -j;_--f B = -

nghi ngo c6 dot bién G12D B e e

Hinh 3.24. Hinh anh két qua khang dinh dét bién G12D (codon 12) cia
gen KRAS biang k¥ thuat Scorpion ARMS (ma sé mau 15)
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Nhén xét: O mau DNA nay (ma s6 15), khi xac dinh dot bién bang ky
thuat giai trinh tu gen, tai vi tri nucleotid 35 twong ung nucleotid G, codon 12
cua gen KRAS xuat hién thém mot dinh tin hiéu tuong ang voi nucleotid A.
Tuy nhién, dinh tin hiéu nay rat thap, dan dén nghi ngo day 1a dot bién G12D
& mau mo c6 nong d6 DNA ung thu thap hoic chi 1a tin hiéu nhidu cua hinh
anh giai trinh tu gen. Khi phan tich mau DNA nay bang ky thuat Scorpion
ARMS, xuat hién dudng cong tin hiéu cua dot bién G12D bén canh dudng
cong tin hiéu ctia mau ndi chuan. Nhu vay co thé khang dinh dy 1a mot mau
DNA mang dot bién G12D exon 2 gen KRAS

GGT>GTT (G12V)

v
GGTGGCG  GGTGGCG

\ ,\,
"MnA
! . 1/
‘J__'.\“
\ v A v J)
Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu

Miungichin |
My b
b GRV IS

Hinh 3.25. Hinh anh két qua khiang dinh dét bién G12V (codon 12) gen
KRAS bing ky thuat Scorpion ARMS (mi s6 mau 132)
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Nhén xét: O mau DNA nay (ma sé 132), khi xac dinh dot bién bang k§
thuat giai trinh tu gen, tai vi tri nucleotid 35 tuwong tmg véi nucleotid G, codon
12 ctia gen KRAS, xuat hién thém mot dinh tin hiéu twong tng voi nucleotid
T. Tuy nhién, dinh tin hiéu nay rat thap, dan dén nghi ngd day la dot bién
G12V & mau mé c6 ndng d6 DNA ung thu thap hoic chi 1a tin hiéu nhiéu cua
hinh anh giai trinh tu gen. Khi phan tich mdu DNA nay bang ky thuat
Scorpion ARMS, xuat hién duong cong tin hiéu cua dot bién G12V bén canh
duong cong tin hiéu ciia mau ndi chuan. Nhu vy, co thé khang dinh day 1a
mot mau DNA mang dot bién G12V exon 2 gen KRAS.

GGC>GAC (G13D)

GGTGGC( GGTGéC'

[
\ |
/ f
\
] ‘ | |\
U 1
A

Codon 12 Codon 13 Codon 12 Codon 13

Mau lanh tinh Mau bénh nhan ung thu
nghi ngo co dot bién G13D

Mau ndi chuan

/
7

Méu bénh nhén
dot bién G13D

Hinh 3.26. Hinh anh két qua khang dinh dét bién G13D (codon 13) cia
gen KRAS bing k¥ thuat Scorpion ARMS (mi sé mau 181)
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Nhén xét: O mau DNA nay (ma sé 181), khi xac dinh dot bién bang ky
thuat giai trinh tu gen, tai codon 13 gen KRAS, tai vi tri nucleotid 38 1a vi tri
nucleotid G xuat hién thém mot dinh tin hiéu twong tng véi nucleotid A. Tuy
nhién, dinh tin hiéu nay rat thap, dan dén nghi ngo day 1a dot bién G13D ¢
mau moé c6 ndong 46 DNA ung thu thip hoac chi 1a tin hiéu nhiu khi thuc
hién ky thuat. Khi phan tich mau DNA nay bang k¥ thuat Scorpion ARMS,
xuat hién duong cong tin hiéu cua cap moi dot bién G13D bén canh duong
cong tin hiéu cta cap moi trong mau chimg. Nhu vay, c6 thé khang dinh day

1a mot mau DNA mang d6t bién G13D exon 2 gen KRAS.

3.1.5. Két qua xac dinh ty 1é dot bién gen

3.1.5.1. Két qud xdc dinh ty 1¢ dét bién gen EGFR

Khi thyc hién hai k¥ thuat gidi trinh tg gen va k¥ thuat va Scorpion
ARMS dé xac dinh dot bién exon 18, 19, 20 va 21 gen EGFR trén 181 miu md
UTPKTBN, da xac dinh dugc cac dang va ty 1€ dot bién khéc nhau. Céc dang
dot bién phat hién dugc cling c6 su khac bi¢t khi lam bé‘mg cac k¥ thuat khac
nhau (Bang 3.2). Nghién ctru phat hién dugc 4 loai dot bién méi chua cong
bdgdm dot bién c.2137delA (exon 18), ¢.2373 2374delAA (exon 20),
c.2499 2521del23 (exon 21) va ¢.2554/25551nsACA (exon 21); 3 loai dot bién
khang thuéc EGFR TKIs, gom: dot bién T790M (exon 20), dot bién S768I +
V769L (exon 20) va dot bién T790M (exon 20) + L858R (exon 21). Cac dot
bién con lai dd dugc cong bd 1a dot bién nhay cam voi thude diéu tri dich. Hau
hét cac bénh nhan déu mang 1 loai dot bién, chi c¢6 2 bénh nhan mang dot bién
d6i. Phan bd cac loai dot bién theo exon cua gen EGFR dugc trinh bay trén

bang 3.3.
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Bang 3.2. Ty Ié cac loai dft bién gen EGFR

Logi dgt bién gilé’fiytz?rlll?ttly Sco:;)i’otrl}l :\%II;MS 2T l(;;gﬂl:l(l);)t
G719S (exon 18) 1 1 1 (0,9%)
€.2137 delA (exon 18) 1 0 1 (0,9%)
LREA (exon 19) 45 51 51 (48,2%)
T790M (exon 20) 1 1 1 (0,9%)
S7681 + VV769L (exon 20) 1 0 1 (0,9%)
€.2373_2374 delAA (exon 20) 1 0 1 (0,9%)
L858R (exon 21) 25 43 43 (40,7%)
L861Q (exon 21) 2 4 4 (3,8%)
€.2499 2521del23 (exon 21) 1 0 1 (0,9%)
€.2554/2555insACA (exon 21) 1 0 1 (0,9%)
T790M (exon 20)+L858R (exon 21) 1 1 1 (0,9%)
Tong so dot bién 80 101 106 (100%)

Ty 1é dot bién

80/181=44,2%

101/181=55,8%

106/181=58,6%

Nhdn xét:

- St dung k¥ thuat Scorpion ARMS da giap phat hién duoc
101/181(55,8%) bénh nhan mang dot bién, trong khi chi phat hién dugc
80/181 (44,2%) bénh nhan mang d6t bién khi 1am bang k¥ thuat giai trinh tu

gen. Tuy nhién, bang k¥ thuét giai trinh tw gen da phat hién duoc 4 bénh nhan

mang dot bién moéi ma k¥ thuat Scorpion ARMS khéng phat hién duoc. Nhu

vay, str dung ca hai k¥ thuat nay gitp phat hién tong cong 106 bénh nhan dot
bién gen EGFR trén 181 bénh nhan, chiém ty 1€ 58,6%.

- Trong s6 nhiing truong hop mang dot bién, loai dot bién LREA exon
19 chiém ty 1é cao nhat (48,2%), sau d6 dén dot bién L858R (40,7%). Ty 1é
phat hién dot bién LREA, L858R va L861Q bang k¥ thuat giai trinh tu gen
th?ip hon k¥ thuat Scorpion ARMS (sé truong hop bi bo sot lan lugt 13 6, 18
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va 2 truong hop). Tuy nhién, k¥ thudt Scorpion ARMS khong phat hién duoc
4 loai d6t bién moi 1a ¢.2137delA (exon 18), ¢.2373 2374delAA (exon 20),
€.2499 2521del23 (exon 21) va ¢.2554/2555insACA (exon 21). Bén canh
d6, truong hop mang dot bién doi S7681 + V769L (exon 20) chi dugc phat
hién day du bang k¥ thuat giai trinh ty, k§ thuat Scorpion ARMS chi phat
hién duogc dot bién S768I, khong phat hién dugce dot bién V769L.

L858R
(exon 21)
LREA del (exon 19) 40.7%

48.2%

L861Q
(exon 21)
3.8%

T790M
(exon 20)
0.9%

Dot bién méi 3.8%

$861Q + V769L G719S T790M (exon 20)
(exon 20) (exon 18) + L858R (exon 21)
0.9% 0.9% 0.9%

Biéu d6 3.1. Ty 1é cac loai ddt bién gen EGFR trong nghién ciru

Bang 3.3. Ty |é phén b6 ddt bién theo exon trén gen EGFR

Exon bi ddt bién Ty I¢
Exon 18 2 (1,9%)
Exon 19 51 (48,2%)
Exon 20 3(2,8%)
Exon 21 49 (46,2%)

Exon 20 + exon 21 1 (0,9%)

Tong s6 dot bién 106 (100%)
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Nhén xét: Dot bién tai exon 19 va 21 chiém da sb véi ty 1€ lan luot 1a
48,2% va 46,2%. Dot bién tai exon 18 hiém nhat v6i chi 2 dot bién, chiém ty
1€ 1,9%. Co6 3 truong hop mang dot bién tai exon 20, chiém ty 1€ 2,8%. Dot

bién dbi trén exon 20 va exon 21 ¢6 1 trudng hop (0,9%).

Bang 3.4. Ty I¢ bénh nhén theo s6 lwong dot bién/bénh nhan

Bénh nhan S6 lwong (Ty 18)
Mang 1 dot bién gen EGFR 104 (98,1%)
Mang 2 d6t bién gen EGFR 2 (1,9%)
Tong s6 106 (100%)

Nhdn xét: Chiém da sb trudng hop 13 cac dot bién don doc (98,1%), chi co 2
truong hop mang dot bién doi (1,9%).

Bang 3.5. Ty |¢ ddt bién theo tinh dap wng thuéc EGFR TKils

Pt bién da biét S6 lwong (T¥ 18)
Tang tinh nhay cam thudc 99 (97,0%)
Khang thudc 3 (3,0%)
Tong s6 102 (100%)

Nhdn xét: Trong 106 dot bién dugc phat hién trong nghién ctru ¢ 4 dot
bién méi chua dugc cong b 1a c6 dap (g vai thudc EGFR TKIs dang phan
tr nho nhu erlotinib, gefitinib hay khong. Trong 102 dot bién con lai, dot bién
giy khang thudc chi chiém 3 truong hop (3,0%) gom dot bién T790M,
T790M+L858R, S7681+V769L, so vai dot bién tang tinh nhay cam véi thube
14 97,0%.



78

3.1.6.2. Két qud xdc dinh ty 1¢ dat bién gen KRAS

Thuc hién hai k¥ thuat giai trinh ty gen va Scorpion ARMS dé phat hién
dot bién exon 2 gen KRAS trén 181 miu mé UTPKTBN, d3 xac dinh duoc

cac dang va cac ty 1€ dot bién khac nhau. Céc loai d6t bién tim duoc duoc liét

ké trong bang 3.6. TAt ca céc dang dot bién tai codon 12 va codon 13 trén

exon 2 ciia gen KRAS déu 1a dot bién gay khang thudc EGFR TKIs. Tét ca

cac truong hop chi mang 1 dot bién. Phan bd dot bién theo codon & exon 2

trén gen KRAS dugc trinh bay tai bang 3.7.

Bang 3.6. Ty I¢ cac loai ddt bién gen KRAS

L oat dgt bién Ky thuat K? thuit Tong hop
gidi trinh tw gen Scorpion ARMS 2 k¥ thuat
G12A (codon 12) 2 3 3 (10,7%)
G12D (codon 12) 9 10 10 (35,7%)
G12C (codon 12) 2 4 4 (14,3%)
G12S (codon 12) 1 1 1 (3,6%)
G12V (codon 12) 5 5 5 (17,8%)
G13D (codon 13) 4 5 5 (17,8%)
Tong s6 dot bién 23 28 28 (100%)

Ty Ié dot bién

23/181 =12,7%

28/181 = 15,5%

28/181 = 15,5%

Nhdn xét:

- Str dung k¥ thuat Scorpion ARMS gitp phat hién dugc 28/181 bénh
nhan mang d6t bién (15,5%) trong khi sd lugng ndy 1a 23/181 bénh nhén khi

lam bang k¥ thuat giai trinh tw gen (12,7%). Khong phat hién duoc truong hop

nao mang dot bién méi. Nhu vay, sir dung hai k¥ thuat nay gitip phat hién tong
cong 28 bénh nhan dot bién gen KRAS trén 181 bénh nhan, chiém ty 1€ 15,5%.
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- Trong sb nhitng truong hop mang dot bién, loai dot bién G12D (codon

12) chiém ty 18 cao nhét (35,7%), tiép d6 dén dot bién G13D va GI2V

(17,8%). Dot bién G12S (codon 12) chiém ty 1¢ thap nhét (3,6%). Ty 18 phat

hién cac dot bién bang ky thuét giai trinh tu thip hon k§ thuat Scorpion ARMS.

Khéng ¢ truong hop nido bi bo sot khi 1am bang ki thuat Scorpion ARMS.

Khong phat hién dot bién nao mai chua cong bd hodc dot bién ngoai codon 12,
codon 13. Khéng c6 trudng hop nao mang cung luc 2 dot bién gen KRAS.

% 40

truong 35,7%

hop dot 35
bién

30

25

20 17,8% 17,8%

o
15 14,3%
10,7%
10
s | 35%
0

G12A G12D G12C G12S G12v G13D
(codon 12) (codon 12) (codon 12) (codon 12) (codon 12) (codon 13)

Biéu d0 3.2. Ty 1é cac loai dot bién gen KRAS trong nghién ciru

Bang 3.7. Ty |é phan bo ddt bién gen KRAS theo codon tai exon 2

Codon bi dét bién Ty Ié
Codon 12 23 (82,2%)
Codon 13 5 (17,8%)

Tong so6 dot bién 28 (100%)

Nhin xét: Dot bién tai codon 12 chiém da sé voi ty 1& 82,2%, cao gap
4,6 1an dot bién tai codon 13 (17,8%).
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3.1.6.3. Két qud dgt bién cd hai gen EGFR va KRAS

Két hop két qua xac dinh dot bién cia gen EGFR va KRAS gilip xac
dinh tinh trang dot bién cac gen anh huéng dén tinh nhay cam voéi EGFR
TKIs chiém ty & cao trong UTPKTBN nhu sau:

Bang 3.8. Phin bo tinh trang ddt bién gen EGFR va KRAS

] . Co6 ddtbién gen | Khong cé dot bién A
Tinh trang d¢t bien Tong
EGFR gen EGFR
C6 dot bién gen
o dotbieng 4 (2,2%) 24 (13,2%) 28 (15,5%)
KRAS
Khéng cé dot bién
ons €0 7ot Ble 102 (56,4%) 51 (28,2%) 153 (84,5%)
gen KRAS
Téng 106 (58,6%) 75 (41,4%) 181 (100%)

Nhén xét: Trong 181 bénh nhan, chiém da s6 (56,4%) 1a truong hop c6
dot bién gen EGFR nhung khong co dot bién gen KRAS. 4/181 truong hop
vira mang dot bién gen EGFR, vira mang d6t bién gen KRAS (2,2%). Tinh
trang dot bién chi tiét caa 4 bénh nhan nay liét ké trong bang 3.9.

2,2%

28,2%

& C6 dot bién EGFR va c6 dot bién KRAS

# C6 dot bién EGFR va khéng co dot bién KRAS

i Khéng c6 dot bién EGFR va cé dot bién KRAS

# Khéng c6 dot bién EGFR va khéng co dot bién KRAS

Biéu dd 3.3. Phan bd tinh trang djt bién gen EGFR va KRAS
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Bang 3.9. Tinh trang dot bién gen ciia cac bénh nhan mang ddt bién ca 2 gen

Bénh nhén (mi sé miu) Dot bién gen EGFR Dot bién gen KRAS
16 L858R (exon 21) Gl12v
79 €.2499 2521del23 (exon 21) G13D
147 L.861Q (exon 21) G12D
168 LREA (exon 19) G12C

Nhén xét: Trong 4 bénh nhén trén, chi ¢c6 3 bénh nhan (mi sé miu 16,
147 va 168) mang cac dot bién gen EGFR da duoc cong bd 1am ting tinh
nhay cam EGFR TKIs. Riéng bénh nhan mi s6 79 mang mot dot bién xoa
doan khong dién hinh exon 19 chua dugc bdo cdo trong co sé dir liéu

COSMIC, nén y nghia 14m sang van chua r3.

70%

58.6%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

Giai trinh tu gen Scorpion ARMS Tong hop 2 ki thuét
M % dot bién gen EGFR  m % dét bién gen KRAS

Biéu @6 3.4. Ty 1é dot bién gen EGFR va gen KRAS trong nghién ciru
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3.2. PANH GIA HIEU QUA PIEU TRI

Sau khi dugc xét nghiém xac dinh dot bién gen, trong téng s6 181 bénh
nhan, ¢ 28 bénh nhan c6 dot bién exon 2 gen KRAS; 75 bénh nhan khong co
d6t bién gen EGFR; 3 bénh nhan c6 dot bién gen EGFR gay khang thubc diéu
tri dich; 3 bénh nhan c6 dot bién gen EGFR moi, chua 1d dap tmg véi thude
diéu tri dich (1 bénh nhan mang d6t bién gen EGFR méi ciing dong thoi co
dot bién trén gen KRAS, bang 3.9.). Nhu vdy, theo so d6 2.1. va tiéu chuan
chon miu ciing nhu tiéu chuan loai trir mau nghién ctru, con lai 72 bénh nhan
du tiéu chuan tham gia vao qua trinh danh gia hiéu qua diéu tri erlotinib budc
1. Tuy nhién, do mot s6 yéu t& khach quan nhu 1y do kinh té, thé mé bénh hoc
khong phai 14 ung thu biéu mo tuyén, Iya chon mot phuong phép diéu tri khac
do uéc mudn cia nguoi bénh, ngudi bénh khong dong y tiép tuc nghién
ctru...nén chi con 61 bénh nhan thue sy duoc theo ddi diéu trj erlotinib.
3.2.1. Pic diém bénh nhan

Tur 01/01/2012 dén 30/12/2013 da c6 tong cong 61 bénh nhan tir bénh
vién K Trung Uong va bénh vién Bach Mai thoa cac tiéu chuan chon mau
duoc nhan vao nghién ctru theo ddi hiéu qua diéu tri caa erlotinib. Tudi trung
binh cua quan thé 1a 66,16 + 18,24. Pic diém cua cac bénh nhan dugc trinh
bay trong bang 3.10.

Bang 3.10. Piac diém ciia nhém bénh nhén diéu tri erlotinib

Pic Giéi tinh Do tudi Tién cin hit thudc* |
0 _ - Tong cong
diém | Nam Nir | <65tuéi | =65 tuoi Hut Khong hit
n 36 25 18 43 24 37 61
% 59,0 41,0 29,5 70,5 39,3 60,7 100%

*: Hiit thuéc bao gém hut thude 14 hodc hat thude 1ao. Khéng hiit thuoc
duogc xac dinh khi bénh nhan chua hé hut thudc hodc da hat < 100 diéu trong

sudt cudc doi.
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61 bénh nhan déu mang dot bién exon 18-21 trén gen EGFR gy ting tinh
nhay cam véi erlotinib va khong co dot bién codon 12-13 trén gen KRAS. Dot
bién phat hién trén gen EGFR gom: cac loai dot bién x6a doan dién hinh exon 19
(46t bién LREA), dot bién L858R exon 21, dot bién L861Q exon 21, dot bién
G719S exon 18, trong d6 dot bién LREA va L858R chiém ty Ié cao nhat.

Bang 3.11. Két qua xac dinh dét bién gen EGFR

trong nhém bénh nhan diéu tri erlotinib

Tinh trang dot bién Exon dét bién S6 hrong: nguoi (%)
Dot bién G719S 18 1 (1,6%)
Dot bién LREA 19 32 (52,4%)
Dot bién L858R 21 25 (41,0%)
Dot bién L861Q 21 3 (5,0%)
Tong 61 (100%)

3.2.2. Hiéu qua diéu tri
3.2.2.1. Ddp irng diéu tri

Ghi nhan dugc 1 truong hop dap tng hoan toan ¢ thang diéu tri tha 9. Ty
1& cac dap ung thuc thé duoc trinh bay trong bang 3.12. Ty I¢ dap tng toan
trang dugc trinh bay trong bang 3.13.

Bang 3.12. Pap wng thuc thé ciia nhém bénh nhan diéu tri erlotinib (n=61)

3 thang 6 thang 9 thang 12 thang
Loai dap @ng

n % n % n % n %

Hoan toan 0 0 0 0 1 1,6 1 1,6
Mot phan 22 | 361 | 39 [639 | 28 | 459 | 18 29,5
Giir nguyén 37 | 606 | 16 | 262 | 16 | 262 | 14 | 229
Tién trién 2 33 6 9,9 16 | 262 | 28 45,9
ORR 22 | 361 | 39 [639 | 20 | 475 | 19 | 311
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Nhén xét: Chi c6 1 truong hop dap tng hoan toan trong sudt qua trinh
nghién cau. Ty Ié dap tng (ORR) cia quan thé nghién ctu dat cao nhat ¢
thang thir 6 (63,9%), sau d6 giam dan con 47,5% va 31,1% twong ung thoi
diém thang tht 9 va thang thir 12.

Bang 3.13. P4p ving toan trang ciia nhém bénh nhan diéu tri erlotinib (n=61)

Chi s6 3 thang 6 thiang 9 thang 12 thang

Karnofski n % n % n % n %
On dinh/Tang | 59 | 96,7 | 54 | 885 | 47 | 770 | 33 | 54,1
Giam 2 33 | 7 | 115 | 14 | 230 | 28 | 459

Nhdn xét: Ty 18 bénh nhan co chi s6 6n dinh/ting cao nhat ¢ thoi diém
thang tht 3 sau diéu tri, ching to chat lugng séng cua bénh nhan duoc cai
thién 5. Ty 1& nay giam dan theo thoi gian, tuong Gng véi ty 1¢ bénh nhan

tién trién bénh.

3.2.2.2. Thoi gian séng thém

Thoi gian diéu tri trung binh 13 9,8 thang. Cac thoi gian séng thém chung
cua quan thé nghién ctru duoc trinh bay trong bang 3.14, twong quan cla cac
thoi gian song thém véi cac dic diém quan thé nghién ciru duoc trinh bay

trong bang 3.15.

Bang 3.14. Thai gian séng thém ciia nhém bénh nhéan diéu tri erlotinib

Thai gian song thém (thang) Trung vi Ngin nhat Dai nhat

PFS (n=61) 9,4 3,2 48

OS (n=61) 15,5 5,7 48
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Bang 3.15. Twong quan giira dic diém bénh nhan va thoi gian séng thém

., PFS trung OS trung
Dac diém bénh nhan n
binh (thang) binh (thang)
Nam 36 9,18 12,72
Gidi
Nir 25 9,58 11,92
P 0,811 0,648
. <65 20 11,73 14,53
Tuoi
>65 41 8,18 11,35
P 0,04 0,08
Tidn cin Khéng hut thudce 37 9,81 13,15
hit thudc | Ht thuée 24 9,04 11,91
P 0,647 0,482

Nhin xét: Do cac nhom dic diém phan bd twong ddi dong déu nén
nghién ctru khong phat hién dugc nhitng khac biét nho c6é huong lgi tu
erlotinib gitta hau hét cac phan nhom. C6 su khac biét c6 ¥ nghia giita PFS
trung binh & nhoém bénh nhan <65 tudi 1a 11,73 thang va & nhém >65 tudi 1a

8,18 thang (p <0,05) nhung lo1 ich nay khong ghi nhan dugc & OS trung binh.
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Biéu dd 3.5. Biéu dd Kaplan-Meier thé hién
thai gian song thém bénh khéng tién trién (PFS) va thoi gian song thém

tong cong (OS) ciia nhém bénh nhén diéu tri erlotinib

Nhdn xét: Biéu d6 cho thiy tuong quan giira cac thoi gian song thém va
ty 1¢ bénh nhéan theo thoi gian. Biéu d6 PFS cho thay ty 1& bénh nhan séng
thém bénh khong tién trién sau 12 thang 1a 37,3% va biéu d6 OS cho thay ty
I& bénh nhan con séng sau 12 thang 1a 74,9%.
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3.2.3. Tac dung phu cuia erlotinib

Bang 3.16. Cac tac dung phu cta erlotinib trong nghién ciu

T4c dung phu Py 1-2 P 3-4 Téng cong
Giam bach ciu hat 9 (14,8%) 0 9 (14,8%)
Giam Hb 7 (11,5%) 0 7 (11,5%)
Tiéu chay 24 (39,3%) 0 24 (39,3%)
Tang men gan 9 (14,8%) 1 (1,6%) 10 (16,4%)
Budn nén, non 5 (8,2%) 0 5 (8,2%)
Phat ban thé ndi mun 28 (45,9%) 4 (6,6%) 32 (52,4%)
Viém canh mong 13 (21,3%) 1 (1,6%) 14 (23,0%)
Pau co khop 3 (4,9%) 0 3 (4,9%)
Rung toc 2 (3,3%) 0 2 (3,3%)

Nhdn xét: Tac dung phu gap nhiéu nhit 1a phat ban thé ndéi mun
(52,4%), tiéu chay (39,3%) va viém canh mong (23,0%). P9 nang cua tac
dung phu nay hau hét 1a d6 1-2, c6 thé kiém soat bang thudc boi ngoai da co
corticoid ddi véi viém da va loperamide ddi véi tiéu chay. Co 6 truong hop
phat ban thé noi mun do 3 dan dén nhiém trung da budc phai giam liéu
erlotinib. Budn nén chii yéu & muc do nhe, khong anh hudng dén sinh hoat.
Nhitng trueong hop giam huyét sic t déu & muc trung binh-nhe. Ngoai ra,

khong ¢ tac dung phu bat thudng hoac méi nao duoc ghi nhan.
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CHUONG 4
BAN LUAN

4.1. XAC PINH TY LE POT BIEN GEN EGFR VA GEN KRAS
4.1.1. K§ thuét xac dinh dot bién gen EGFR va KRAS

4.1.1.1. Ky thugt tach chiét DNA tir méu mé ung thw

Viéc phat hién cau trac chudi xoan kép cua DNA béi hai nha bac hoc
Watson va Crick vao nam 1953 chinh thyc danh dau sy ra doi cia chuyén
nganh Sinh hoc phan tir. K& tir d6 dén nay, sinh hoc phén tir phat trién khong
nging Vé ca 1y thuyét va thuc hanh. Trong linh vuc Yy hoc, cac k¥ thuat sinh
hoc phan tir ngdy cang hoan thién gitip chan doan nhiéu bénh 1y ung thu va di
truyén lién quan dén céac loai dot bién gen. Tach chiét va tinh sach DNA,
RNA tr mdu mo 1a cong doan dau tién va 1a mot trong nhimg budc quan
trong dé c6 duoc nguén DNA va RNA dam bao chét luong, st dung cho viéc
thuc hién cac k¥ thuat sinh hoc phan tir dé phat hién dot bién gen, chan doan
cac bénh 1y lién quan dén dot bién gen noi chung va bénh UTPKTBN noi
riéng. Cac phan tir nucleic acid phai duoc tach chiét tot, khong bi dit giy;
phai duoc tinh sach tét va khong bi tap nhiém nham dam bao cho cac phan

g tiép theo co do chinh xac cao.

Can c6 phuong phap tach chiét DNA phu hop cung véi ki ning thao tac
t6t nham dam bao chat lugng va sé luong DNA trong cic mau xét nghiém. Dé
xé4c dinh dot bién gen EGFR va KRAS ¢ bénh nhan UTPKTBN, DNA tir mau
md sinh thiét duc trong khdi nén dugc tach chiét bang xylen va tinh sach bang
phuong phéap phenol/chloroform. Truéc hét nghién ctu thuc hién budc lua

chon ving tap trung té bao ung thu c6 mat d6 cao trong hoac mau mé dbc nén
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qua kinh hién vi (Hinh 4.1). Pay 1a khau rat quan trong, quyét dinh nong do
DNA té bao ung thu trong tong sé6 DNA tach chiét duoc tir mdu mo dat hiéu
qua cao. Theo danh gia cua Bell, mdu mé ung thu co6 <60% té bao ung thu
khong du diéu kién dé xac dinh dot bién bang k¥ thuat giai trinh ty gen [117].
Asano va cong su cling lya chon vung tap trung té bao ung thu lam nguyén

liéu tach chiét DNA dé thu duogc sé luong cao DNA té bao ung thu [116].

Hinh 4.1. Hinh anh viing tap trung té bao UT (vung khoanh tron) trén
kinh hién vi (x100) (hinh cit 14t tr mau mé UTP thé biéu mo tuyén)

Nghién ctru da thir nghiém va lya chon dugc phuong phap hiéu qua, tach
chiét duoc DNA c6 chat luong tét. P6 1a phuong phép st dung xylen va
ethanol duoc trinh bay trong phu luc 2. Pay 1a phuong phap truyén thdng va
duoc su dung rong rai dé tach chiét DNA tir miu mé, di dugc dua vao y van
[125], [126], [127]. Sau khi tach chiét, dung dich DNA duoc tinh sach bing
phuong phap phenol/chloroform cho d tinh khiét cao nhat. Trong nghién ctiu
nay, do tinh sach cua phan tir DNA duoc xac dinh bang cac chi s6 hap thu
quang pho, dua vao ty 186 A260/A280. Gia tri mat do quang ¢ budc séng 260
nm (A260) cia cac mau DNA cho phép xac dinh nong d6 DNA trong dung
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dich. Protein c¢6 d6 hp thu cao nhat & budc song 280 nm (A280) va do hap
thu thap ¢ budc song 260 nm. Do vay, ty 16 A260/A280 biéu thi mic do
protein con lai trong dich chiét. DNA dugc coi 1a tinh sach khi gia tri
A260/A280 =1,7 - 2,0 [128].

DNA tach chiét tir mau mo dic trong paraffin doi khi s& bi dit giy va do
tinh sach khong cao. Vi vay, truéc khi tién hanh k¥ thuat giai trinh tu gen va
Scorpion ARMS dé xac dinh dot bién, chat luong DNA duoc kiém tra bang
cach s dung gen ndi chuan GADPH. Gen GADPH di duoc khuéch dai
nham muc dich danh gia chat lwong cia san pham DNA tong hop duoc. Gen
GADPH nam trong nhém cic gen ma sy sao chép cua chiing kha 6n dinh,
khong phu thudc vao dong té bao, chu ky phan chia va trang thai biét hoa
(house keeping gene). Chinh vi vay, cac gen nay dugc st dung nhu gen noi
chuan dé danh gia su hoat hoa hay uc ché cua cac gen khac trong cing mot
mau nghién ctu. Sau phan tng khuéch dai, néu chat luong DNA khong t6t, bi
dut gay hay tap nhiém thi bang dién di san pham PCR trén gel agarose s& mo,
nhoe, bo khong déu hoic xuat hién cac bang phy [128], [129]. Trong nghién
clru nay, san phém PCR cua gen GADPH cho hinh anh dién di 4, bo Sic nét
va khong c6 bang phu. Nhu vay, c6 thé khiang dinh rang quy trinh tach chiét
va tinh sach DNA tir mau mo phoi ctia nghién ctru nay 1a tdi uu va chat luong

DNA dang tin cay.

4.1.1.2. Gidi trinh tw xdc dinh dét bién gen EGFR va KRAS

Phén tor DNA duoc ciu tao boi cac nucleotid. K§ thuat giai trinh tu gen
(sequencing) giup xac dinh trinh tu cac nucleotid trén phan tt DNA, tir d6 co
thé phat hién nhiig thay doi c6 kha nang dan dén cac bénh ly. Nhiing k¥

thuat giai trinh ty gen chi méi dugc hoan thién trong nhitng nim gan day, nhu
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phuong phap Sanger (1977), Maxam & Gilbert (1977). Tur d6 dén nay, k¥
thuat nay duoc cai tién rat nhiéu; nho sy tién bo cua ki thuat huynh quang,
PCR, dién di cung véi Su tro gitp cua tin y sinh, k¥ thuat giai trinh tu gen tro
nén don gian hon khi thao tac va tré thanh cong cu rit cé gia tri, lam nén tang

cho viéc phén tich bd gen nguoi ciing nhu cta nhiéu loai vi sinh vat.

Truéc khi thuc hién khau doc trinh tu gen trén may, can théng qua nhiéu
giai doan. P& dam bao trinh tu gen duoc 1& dep nham xac dinh chinh xac dot

bién, cac giai doan nay déu phai dat hiéu qua tot nhat.

- Khuéch dai riéng biét cic exon 18 — 21 gen EGFR va exon 2 gen

KRAS, dién di trén gel agarose dé kiém tra sin phdm PCR: Sau phan ung

khuéch dai, néu chat lugng DNA khong tét, bi dut giy hay tap nhiém thi bang
dién di trén gel agarose s& bi mo, bd khong déu hoic xuat hién cac bang phu
[128], [129]. Trong nghién ctru nay, sau khi khuéch dai cac exon 18-21 gen
EGFR va exon 2 gen KRAS, két qua dién di trén gel agarose ludn xuat hién
nhitg bing sang, bo déu va sic gon, khong c6 bang phu. Két qua nay c6 thé
ching minh rang nhimg phén tir gen tong hop duogc tir quy trinh khuéch dai
exon 18-21 gen EGFR va exon 2 gen KRAS 1a dang tin cdy dé tién hanh cac
phan @ng tiép theo trong quy trinh giai trinh ty x4c dinh dot bién gen. Pong
thoi, két qua tot cua giai doan nay da gop phan khang dinh su téi wu cua giai

doan tach chiét va tinh sach DNA trudc do.

- Tinh sach sdn pham PCR tir gel: tinh sach gel dé thu nhan san pham

PCR tinh khiét 1a mot cong doan khong thé thiéu va vo cling quan trong trudc
khi tién hanh k¥ thuat giai trinh tu gen. Chat lwong caa san pham PCR sau khi
tinh sach phan anh chat lugng ky thuat giai trinh tu dé tim dot bién gen EGFR
va KRAS. C6 nhiéu phuong phép tinh sach san pham PCR tir gel hoic truc
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tiép tir dung dich sau phan ung PCR. Nghién ctru da sir dung phuong phép
dung cot loc duoc thiét ké trén nguyén tic tng dung kha ning bam mang
silica cia DNA trong moi truong mudi, nhd d6 co thé tach chiét va tinh sach
nhitng doan DNA ¢6 kich thuéc tir 100 bp dén 10 kb tir gel agarose hoic truc
tiép tir san pham sau phan @ng PCR [130]. Phuong phap nay cho DNA c¢6 do
tinh khiét cao, giit duoc gan nhu toan bo DNA trong manh gel va thoi gian
thuc hién k¥ thuat nhanh chéng [131].

- Chay phan #ng qgidi trinh tw cdc exon gen EGFR va KRAS bang

BigDye kit va tinh sach sdn pham sau phan #ng: nghién ctru st dung BigDye

Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (ABI) dé chay phan
ung giai trinh ty cac exon gen Véi quy trinh ky thuat dugc trinh bay trong phu
luc 6. Sau khi dugc chay phan ung giai trinh ty, san pham mong mudn can
duoc tinh sach khoi nhimg ddNTP du thira truéc khi tién hanh phan tich két
qua trén may doc trinh tu. Cac ddNTP du thira ¢6 kha nang phat quang nén co
thé che Iép tin hiéu trinh ty ¢ giai doan dau cua qué trinh doc trinh tu va co
thé gay nhidu tin hiéu nén. Do dé, tinh sach san pham sau sir dung BigDye kit
1a mot cong doan khong thé thiéu dé tao ra san pham thuan nhat trugc khi tién
hanh k¥ thuat doc trinh tu gen. Chat lwong cua san pham sau khi tinh sach
phan anh chat luong k¥ thuat giai trinh ty dé tim dot bién gen EGFR va gen
KRAS. Nghién ctu van sir dung phuong phap cot loc dé thu dugc san pham
tinh khiét.

- Gidi trinh tw gen: nghién ctu sir dung may giai trinh ty gen ty dong.

Trinh ty gen ctia mau nghién ctru s& duoc dbi chiéu véi trinh ty GenBank trén
ngan hang gen thé gidi va dugc phan tich dé xac dinh ving hoic diém dot
bién. Néu san pham giai trinh tu tinh khiét va c6 ty 16 DNA dot bién trén

DNA lanh tinh cao, cac dinh tin hi€u s€ sac nhon, cao va phan tach nhau ro
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rang, du c6 1an DNA dot bién van s& duoc nhan dién dé dang. Nguoc lai, néu
dung dich dem giai trinh ty khong dugc tinh sach tdt, con 1an nhiéu san phém
phu, s€ tao ra cac tin hi¢u nén nhiéu, gay kho khan cho viéc xac dinh vi tri dot
bién va loai dot bién. Cac két qua giai trinh ty xac dinh dot bién gen EGFR va
gen KRAS trong nghién ctru cho thay hinh anh céc dinh tin hiéu rd rang va
hau nhu khong cé tin hiéu nhidu, 13 minh ching cho su tdi wu cia cac giai

doan cua quy trinh k¥ thuat trude do.

Puoc xem 1a dai dién cho nhom &y thudt tam sodt dot bién (screening
methods), k§ thuat giai trinh tu gen 1a phuong phap c6 dién dé phat hién céac
dot bién cua bo gen va dén nay van duoc s dung rong rii dé tim cac dot bién
da cong bd va dot bién “méi” chua duoc cong bd. Trong s6 80 dot bién gen
EGFR duoc nghién ctru phat hién bang k¥ thuat nay, chi c6 76 dot bién nam
trong danh sach nhitng dot bién c6 anh huong dén tinh dap tmg voi thude diéu
tri dich da duoc y van thé gidi cong bd [38], [123], [132], con lai 04 dot bién
1a nhimg d6t bién chua duoc cong bd, gdm: dot bién xoda 1 nucleotid
c.2137del A & exon 18, dot bién xo6a 2 nucleotid ¢.2373 2374 delAA & exon
20 , dot bién xo6a 23 nucleotid ¢.2499 2521del23 exon 21 va dot bién thém 3
nucleotid ¢.2554/2555insACA & exon 21.

Tuy k§ thuat giai trinh tu gen cho phép phat hién tat ca cac loai dot bién
(ca dot bién da cong bod va dot bién moi phat hién), nhung day 1a mot ki thuat
c6 do nhay khong cao, dic biét trong viéc tim soat cac dot bién di hop tir (nhu
dot bién gen EGFR va gen KRAS). Thong thuong, ky thuat giai trinh tu chi
c6 thé phat hién twong d6i 1d rang khi luong té bao mang dot bién chiém it
nhat 60% trong hdn hop véi té bao lanh, hodc khi lugng alen dot bién hién
dién it nhat 25% trong tong s6 alen ciia quan thé té bao, twong duong do nhay
khoang 25% [119], [133]. Do d6, xét nghiém tim dot bién gen EGFR va
KRAS bang k¥ thuat nay co gié tri han ché doi véi nhitng bénh nhan dugc lay
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mau mod qua sinh thiét bang kim nho hoic qua phau thuat nhung chat lugng
mo kém va co ty Ié t& bao 4c tinh thap. Ty 18 té bao ac tinh thdp ddng nghia
Véi ty 18 DNA d6t bién con thap hon vi khong phai té bao ung thu nio ciing
mang gen d6t bién. Diéu ndy c6 nghia ty 1¢ alen dot bién/alen lanh tinh qua
thap, dan dén chiéu cao cac dinh tin hiéu trinh ty nucleotid cua hai quan thé
alen ndy qua chénh léch nhau, gy nham 1an hoic nghi ngd khong cé dot bién
ma chi 13 hién tuong nhiéu caa tin hiéu nén (néu cac giai doan k¥ thuat trude
chua duoc ti wu hoa). Han ché nay lam giam d6 nhay cua k¥ thuat va phat
sinh nhiéu truong hop am tinh gia. Trong nghién ciru, tinh trang nay da duoc
khac phuc bang hai cach: thir nhat, DNA dugc tach chiét va tinh sach tir ving
mo da duoc lya chon 1a ving tap trung nhiéu té bao ung thu dudi kinh hién vi,
gitp tang lugng DNA ung thu thu dugc; va thi hai, thuc hién viéc xac dinh
dot bién song song bang ky thuat Scorpion ARMS, vén duoc cong bd co do
nhay cao hon [119], [133] dé tranh bo sot nhing truong hop co dot bién
nhung khong phat hién duoc bang ki thuat giai trinh ty do tin hiéu dot bién

qua yéu.

Chinh han ché do d6 nhay thap da khién ky thuat nay giam bt gia tri khi
can tim dot bién gen EGFR va KRAS vi trong quan thé bénh nhan ung thu
phoi giai doan cudi, mé ung thu chu yéu duogc lay bang phuong phéap sinh
thiét qua thanh nguc nén luong mé thu dugc it. Bén canh d6, k¥ thuat giai

trinh tu gen con c6 mot sé han ché nhu:

(1) K¥ thuat tién hanh qua nhiéu budc (tach chiét DNA, phan tng PCR,
phan tng giai trinh tu va phan tich trinh tu), do d6, sau 3-4 ngay méi co két
qua (tinh tir lac c6 mau mo).

(2) Cac dot bién diém kho phat hién hon cac dot bién x6a doan va thudng

phai dugc khang dinh bang ky thuat giai trinh ty ca hai chiéu.
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(3)Do gen EGFR va KRAS c6 nhiéu dot bién phic tap, can phan biét
dinh cua dot bién trén nén alen kiéu dai nén truong hop xuat hién tin hiéu
nhidu s& kho phan biét. Vi vay, viéc phan tich dot bién gen EGFR va KRAS
bang k¥ thuat giai trinh ty can kinh nghiém cua nguoi thuc hién xét nghiém

dé dem lai két qua chinh xac nhat.
(4)Can c6 may giai trinh tu

Tuy con nhiéu han ché nhung do dic diém dot bién gen EGFR trén exon
18 + 21 va dot bién codon 12, 13 gen KRAS rat da dang nén ky thuat giai
trinh tu gen van duoc xem 13 “tiéu chuan vang”, da va dang duoc sir dung

rong rai dé khao sat cac loai dot bién nay [45], [92], [134], [135].
4.1.1.3. Ky thugt Scorpion ARMS xdc dinh dét bién gen EGFR va KRAS

Scorpion ARMS 1a su két hop cua ky 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 dac
hiéu mot trinh tu dot bién ngay ca trong truong hop alen dot bién do chiém

mét ti 16 rat nho (1%) trong téng s6 sgi khudn DNA.

K§ thuat Scorpion ARMS dung phat hién dot bién gen EGFR va KRAS
trong nghién ctru da duoc tdi vu hoa co6 do nhay rat cao véi ngudng phat hién
1a 1% té bao ung thu trong hdn hop véi té bao lanh. Pong thoi, cong nghé sir
dung cac loai moi dic hiéu alen binh thuong va alen dot bién giup lam ting
d6 dac hiéu nhiéu lan va 1am giam ty 18 am tinh gia. K§ thuat Scorpion
ARMS, 1a mét trong nhitng k¥ thuat thuoc nhom phdt hién trung dich
(targeted methods), da dugc mot sb tac gia sir dung trong nghién ciu vé dot
bién gen EGFR va gen KRAS. Pién hinh nhu Kimura va cong su da sir dung
dé tim dot bién EGFR va danh gia dap ng cta bénh nhan mang dot bién voi
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gefitinib [136]. Bando va cdng su so sanh ty I& phat hién dot bién gen KRAS
bang k¥ thuat Scorpion ARMS vdéi ki thuat giai trinh ty [137]. Nho ¢6 d6
nhay cao, k§ thuat Scorpion ARMS da gitp khang dinh lai s6 truong hop nghi
ngd cd dot bién khi thuc hién bang ki thuat giai trinh tu gen (cac hinh 3.20 —
3.22 va 3.24 — 3.26). Néu khong duoc khao sat lai bang ky thuat Scorpion
ARMS, nghién cttu s& bo sot 6 dot bién xéa doan LREA (exon 19), 18 dot
bién diém L858R (exon 21), 2 dot bién diém L861Q (exon 21) trén gen EGFR
va 1 dot bién G12A, 2 dot bién G12D, 1 dot bién G12C, 2 dot bién G12V va 3
dot bién G13D trén gen KRAS, lam cho ty 1¢ dot bién gen EGFR va gen
KRAS chung & bénh nhan UTPKTBN giai doan muon Viét Nam bi sai léch.
Nam 2008, Zhu va cong su kiém tra phat hién thém 11 mau dot bién EGFR
dot bién trén 148 mau co dot bién EGFR d3 dugc xac dinh khong dot bién
trude d6 bang ky thuat giai trinh ty [138]. Nam 2011, Bando cong bo ty 18 dot
bién gen KRAS bang k¥ thuat Scorpion ARMS 1a 44% so véi k¥ thuat giai
trinh tu 12 33% [137]. Pay 1a 1an dau tién k¥ thuat Scorpion ARMS duoc thuc
hién tai Viét Nam, cho phép phat hién chinh xac dot bién gen trong cac mo
phan tich c6 ty 1& té bao ung thu thap (<25%) va alen dot bién chiém ti 18 rat
nho (khoang 1%) trong téng sb soi khuén DNA. Ngoai ra, do thoi gian thuc
hién xét nghiém ngan va it giai doan can thao tac nén k¥ thuat nay rat phu hop
véi cac phong xét nghiém dich vu. Piéu nay ¢ ¥ nghia dic biét d6i vai bénh
nhan UTPKTBN giai doan mugn, tao diéu kién cho bénh nhan co6 thé nhanh

chong dugc ap dung mot phac do diéu tri hiu qua.

Véi wu diém do nhay cao, ky thuat Scorpion ARMS da tro thanh k¥
thuat 1y tuong dé tim dot bién EGFR hoic gen KRAS ¢ nhiing té bao 4ac tinh
bong tréc trong dich mang phoi hodc Ivu hanh trong huyét tuong [119], [136].

Nhiing loai mau xét nghiém trén khong xam 1an hoic c6 do xam lan it hon, do
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d6, cung cap luong té bao va DNA ddt bién thap hon, can ki thuat phat hién

c6 do nhay cao.

Tuy nhién, k¥ thuat nay duoc thiét ké dang méi dac hiéu bat cap voi alen
d6t bién nén chi phat hién duoc nhimg dot bién da dugc cong bd, dong thoi
nhitng d6t bién nay phai c6 moi dic hiéu trong hdn hop phan tng. Do d6, ddi
véi nhimg dot bién méi, chua dugce cong bd thi khong thé c6 mdi dic hiéu
duoc thiét ké san nhu 4 loai dot bién gen EGFR méi phat hién trong nghién
ctru (dot bién x6a 1 nucleotid ¢.2137delA & exon 18, dot bién xo6a 2 nucleotid
€.2373 2374 delAA & exon 20, dot bién x6a 23 nucleotid ¢.2499 2521del23
& exon 21, d6t bién thém 3 nucleotid ¢.2554/2555insACA & exon 21) va dot
bién diém V769L (exon 20), thi k¥ thuat Scorpion ARMS khong thé phat hién
ra, sé cho két qua am tinh gia. Trong nhiing dot bién ma k¥ thuat Scorpion
ARMS khong phat hién ra trong nghién ctru nay, chi c6 dot bién V769L 1a da
c6 thong tin trén co s dit lieu COSMIC [123], bon dot bién con lai 1a dot

bién moi chua duoc cong bo.

Ngoai ra, do dot bién gen EGFR rat da dang nén k¥ thuat Scorpion
ARMS ciing khong thé dugc thiét ké dé phat hién toan bo. Trong sb cac dot
bién diém gen EGFR, chi c6 dot bién L858R va L861Q (exon 21), dai dién
cho d6t bién 1am ting tinh nhay cam v&i thude diéu tri dich, dot bién T790M
va S786I (exon 20), dai dién cho dot bién khang thudc diéu tri dich, 1a dugc
xéc dinh chinh xac. Hau hét cac dot bién con lai khac déu duogc xac dinh dudi
dang nhém. Dot bién diem G719S, G719A va G719C & exon 18 dugc xac
dinh chung 1a dot bién G719X. Bénh nhan PNT (ma s6 mau 102) co6 két qua
dot bién bang k¥ thuat Scorpion ARMS 1a G719X, duoc xéac dinh rd 1a G719S
bang ky thuat gii trinh tu gen (Hinh 3.7). Dot bién thém doan exon 20 duoc

thiét ké moi dac hiéu cho chung 3 loai dot bién thém doan thuong gap nhat tai
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exon 20. Dot bién x6a doan exon 19 duoc thiét ké méi dic hiéu cho chung 19
loai d6t bién x6a doan thuodng gap nhat tai exon 19. Bi véi dot bién gen
KRAS, do sb loai dot bién tai codon 12-13 cuia exon 2 13 ¢6 gii han nén moi
dic hiéu dugc thiét ké nhan dién chinh xac 7 loai dot bién diém c6 ty 18 cao.
C6 thé nhan thay, k¥ thuat Scorpion ARMS duoc thiét ké dé xac dinh nhiing
dot bién exon 18-21 gen EGFR va dot bién codon 12-13 exon 2 gen KRAS c¢6
tan suat luu hanh cao va c6 ¥ nghia trong diéu tri. Pay ciing 1a mot uu diém
cua ky thuat khi dat gia tri 1dm sang cua dot bién EGFR 1én hang dau. Tuy
nhién, han ché trén cua ky thuat Scorpion ARMS c6 thé khac phuc néu khong
str dung bo kit thuwong pham ma ty thiét ké thém mdi dac hiéu cho nhitng dot

bién quan tam.
4.1.1.4. SwKét hop cdc ky thudt xdc dinh dt bién gen EGFR va KRAS

Nho nd luc cta cac nha nghién ciu trong viéc phat hién cac dot bién co
y nghia trén 1am sang, xét nghiém tinh trang gen cua té bao khbi u da tro nén
ngay cang thuong quy. Trong thoi gian ngan tro lai day, viéc xét nghiém tinh
trang dot bién gen EGFR va gen KRAS trong bénh UTPKTBN d gitip dinh
hudng cho viéc quyét dinh loai phac d6 diéu tri va/hodc giup lwa chon bénh
nhan vao nhitng nhanh dic hiéu cua cac thtr nghiém 1am sang. Tuy nhién, dé
tré thanh mot quy trinh chuan, mot phan bat budc trong cong tac cham soc
bénh nhan UTPKTBN, thi xét nghiém dot bién gen EGFR va KRAS can hoan
thién vé do tin cay, chinh xac, do nhay va thoi gian tra két qua cling nhu gia
thanh chap nhan duoc. Nhiing tiéu chuan nay s& dugc can nhac ¢ ting ving
dia Iy va timg phong xét nghiém cy thé, tiy theo nhu cau sir dung va ngudn

lyc, tir d6 luya chon loai k¥ thuat phu hop nhat.
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Bang 4.1. So sanh ky thuat giai trinh tw gen va Scorpion ARMS

Pic diém

Ky thuat giai trinh tuw

gen

K§ thuat Scorpion
ARMS

Loai dot bién EGFR c6

Tat ca loai dot bién da

29 loai dot bién

thé phat hién biét va dot bién méi thuong gap
D6 nhay (% té bao dot bién) >25% <1%
Loai mau xét nghiém Mo tuoi, mo diic nén Tatca
Kha ning phat hién dot bién 70-75% >95%
it d phic tsp Cao, nhiéu giai doan, doi Thén

hoi kinh nghiém

Thiét bi yéu cau May giai trinh tu May real-time PCR
Kit thuong pham c6 san Khong Co
Gia thanh xét nghiém Canh tranh hon Cao
Thoi gian xét nghiém (tur
2-3 ngay 1 ngay

lic c6 mau mo)

C6 nhiéu k§ thuat phat hién dot bién gen EGFR va KRAS va do nhay cua
mdi ky thuat phu thudc vao mat do té bao ung thu trong mau mé. Viéc phat
hién dot bién trén cac gen EGFR va KRAS bing k¥ thuat c6 d6 nhay phu hop
d3 duoc chimg minh 13 rat hitu ich cho viéc phat hién sém bénh va theo ddi
tinh trang bénh tai phat. Nghién ctu sir dung k¥ thuat giai trinh tu gen, dai dién
cho nhom ki thuat tim soat dot bién (screening methods), va Scorpion ARMS ,
dai dién cho nhom k¥ thuat phat hién triing dich (targeted methods) vai nhitng
ru va khuyét diém riéng (Bang 4.1). Ty I& phat hién dot bién gen EGFR bang
hai k¥ thuat nay lan luot 1a 44,2% (80/181) va 55,8% (101/181); dot bién gen
KRAS lan luot 12 12,7% (23/181) va 15,5% (28/181). Nhu vy, ty I¢ phat hién
dot bién gen EGFR va gen KRAS bang k§ thuat giai trinh ty kém hon k¥ thuat
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Scorpion ARMS. Bén canh nhitng yéu té ki thuat, ky thuat giai trinh tu gen c6
gia thanh canh tranh hon trong khi mot rao can cua ky thuat Scorpion ARMS la

gi4 thanh cao nén kho ap dung trén s lugng I6n bénh nhan.

Pay 1a 1an dau tién tai Viét Nam, dot bién EGFR va KRAS trén bénh
nhan UTPKTBN duoc khao sat bang hai ky thuat duoc xem 1a dai dién cho
hai phan nhom k¥ thuat xac dinh dot bién gen. Nghién ciru d két hop cac ki
thuat trén dé bo khuyét cho nhau nham cung cap ty Ié dot bién gen EGFR va
KRAS luu hanh trong quan thé bénh nhan UTPKTBN mot cach chinh xac
nhat va khong bo sét dot bién moi. Tuy nhién, cach 1am nay chi phu hop
trong nghién ctru, kho c¢6 thé ap dung cho bénh nhan trén 1am sang do rao can
vé thoi gian va kinh phi. Ellison va cong su da két hop hai ki thuat nay dé xac
dinh dot bién gen EGFR & mau mé ung thu phdi ciing cho nhan dinh twong tur
[139]. Viéc thir nghiém két hop cac k¥ thuat tim soat va k§ thuat phat hién
trang dich ciing da dugc ap dung nhiéu trén thé gidi nhu két hop giai trinh tu
va PCR-RFLP [117], [140], gi4i trinh ty v&i Tagman PCR [151], giai trinh tu
véi SMAP [120]...déu nham muc dich cai tién cac khuyét diém cua ky thuat
co dién va gia ting d6 nhay, tranh bo sot dot bién, 1am 16 co hoi st dung
thudc diéu tri dich cho bénh nhan. Do dé, lya chon sir dung ky thuat nao dé
xac dinh dot bién gen EGFR va KRAS phai phu thudc vao nhiéu yéu to nhu

muc dich, ban chat mau xét nghiém, trang thiét bi va tay nghé ky thuat vién.
4.1.2. Ty 1¢ d6t bién gen EGFR
4.1.2.1. Ty 1¢ dét bién gen EGFR

Nhiéu nghién ctru trén thé gii va tai Viét Nam da cho thay dot bién

exon 18-21 gen EGFR c6 lién quan dén tinh dap wng thuéc EGFR TKIs dang
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phan tir nho ¢6 tan suit cao & cac bénh nhan UTPKTBN ching toc Pong A,
nit gigi, md bénh hoc thé biéu mo tuyén va khong hut hodc hut thudc rat it
[45], [90]. Ty I& dot bién gen EGFR dao dong khoang 5-15% & ngudi da trang
[45], [135], [142] va khoang 30%-58% & bénh nhan Péng A [45], [90],
[111], [116], [134], [143], [144], [145].

Tong hop két qua xac dinh dot bién gen bang hai ki thuat giai trinh tu
gen va Scorpion ARMS, nghién ctru da xac dinh dugc 106/181 bénh nhan cé
dot bién gen EGFR, chiém ty 1¢ 1a 58,6%. Ty I& nay twong ddng vai nhitng
bao céo trude vé ty 18 dot bién gen EGFR cao ¢ chung toc Pong A [45], [90],
[111], [116], [134], [143], [144], [145]. Tuy nhién, ty I€ trong nghién ctru nay
cao hon nghién ctru trén bénh nhan & Nhat 1a 39% [143], & Triéu Tién 1a
34,6% [145], & Pai Loan 14 38,6% [134], & Thai Lan 14 57,4% [144], ¢6 thé vi
hai 1y do. Thir nhat 13 khac biét vé ching toc. Bénh nhan trong nghién ctu
toan bo déu 1a nguoi Kinh tai Viét Nam, c6 thé mang tan suat luu hanh dot
bién gen EGFR khac cac dan toc khac nhu Trung Qudc, Triéu Tién, Thai Lan.
Cung khao sat dot bién gen EGER trén dan toc Kinh tai Viét Nam nhung ty 18
cta nghién ctru cao hon cua Hoang Anh Vi [111] vi Iy do tha hai 1a khac biét
vé ky thuat xac dinh dot bién. Hoang Anh Vit chi st dung duy nhat ky thuat
pyrosequencing c¢6 do nhay tuy cao hon ky thuat giai trinh tu gen co dién
nhung van phu thudc rat nhiéu vao luong té bao 4c tinh trong mau mo [146],
[147]. K§ thuat pyrosequencing 13 mot ky thuat tim soat dot bién gen ung thu,
do d6 c6 d6 nhay thap hon nhom k¥ thuat phat hién trang dich. Nghién ctu
nay st dung k¥ thuat Scorpion ARMS bé sung cho ki thuat giai trinh tu nén
d3 tim duoc nhiéu mau dot bién hon nén co ty 18 dot bién cao hon. Ty I¢

nghién ctru tuong dong véi ty 1é dot bién tai Viét Nam trong mét nhanh cua
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nghién ctru PIONEER. Do duoc thuc hién bang ky thuat Scorpion ARMS c¢6

d6 nhay tot nén nghién ciu PIONEER phat hién duoc ty 18 dot bién cao

nhung lai khong xac dinh dugc dot bién méi [116]. Cac nghién ciru khac ¢

chang toc da trang va Pong A chu yéu 1am bang ky thuat giai trinh tu nén cho

ty 1¢ dot bién thap hon (Bang 4.2). Nam 2010, Ellison va cong su st dung hai

k§ thuat Scorpion ARMS va giai trinh tu gen khi x4c dinh dot bién exon 18-

21 gen EGFR cho thay ty I¢ dot bién 1a 12,6%, cao hon so véi khi dung don 1¢

k¥ thuat Scorpion ARMS (8,4%) hoac ky thuat giai trinh tu gen (7,9%) va da

tranh bo sot nhiéu dot bién so véi khi chi xac dinh dot bién bang mét trong

hai k¥ thuat trén [139].

Bang 4.2. Ty & @t bién gen EGFR trong bénh UTPKTBN

& mot sé nghién ciru trén thé gioi

Cs Ty 1é dot| Dot bién Dot
Tac gia Chiing toc maL K§ thuat bien x0a doan | bién
chung exon 19 | L858R
Eberhard (2005) [148] | Datrdng | 228 | Giaitrinhtw | 12,7% | 51,7% | 24,1%
. Datring | 158 | Giai trinh tu 8% 46% | 39%
Shigematsu (2009) [45] 52 X 1361 | Giaimimhtw | 30% i i
Boch (2013) [135] Datrang | 552 | Pyrosequencing | 4,9% 56% 30%
Huang (2004) [134] PaiLoan | 101 | Giaitrinhtw | 38,6% | 33,3% | 48,7%
Sonobe (2005) [143] NhatBan | 154 | Giaitrinhtw | 39% 57% | 37%
Sriuranpong (2006) [144] | ThaiLan | 61 | Giaitrinhtw | 57,4% | 82,8% | 14,3%
Bae (2007) [145] Triéu Tién | - Giai trinh tv | 36,4% - -
Trung Quac,
Mok (2009) [90] Pai Loan, | 437 | Giaitrinhtw | 59,7% | 53,6% | 42,5%
Triéu Tién
Eﬁl}g Anh VEQOID |\t Nam | 71 | Pyrosequencing | 429% | 25% | 42,.9%
Shi (2014) [116] vistNam | 121 | SO e 006 | 36.4% | 16,0%
ARMS
Giai trinh ty va
Nghién ctru nay (2014)| Viét Nam | 181 Scorpion 58,6% | 48,2% | 40,7%

ARMS
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Céc két qua nay goi ¥ rang trong thuc hanh 1am sang, cac truong hop
UTPKTBN c6 ké hoach diéu tri bang thuéc tc ché EGFR nhu gefitinib va
erlotinib déu nén duoc chan doan dot bién EGFR, khong xét toi cac yéu td
lam sang va giai phau bénh. Cac két qua nghién ctu nham tim ra nhitng chi
diém sinh hoc cho dap ung véi thudc uc ché dac hiéu EGFR cho thiy tinh
trang dot bién gen EGFR chinh 1a yéu t4 tién doan chinh x4c nhat [24], [42],
[148]. Hiép hoi Ung thu Chau Au huéng dan nén khao sat dot bién gen EGFR
dé chon lya bénh nhan UTPKTBN phu hop véi diéu tri dich [149].

Ngoai cac yéu td vé dich t& da duoc xac dinh nhu ching toc, gidi tinh,
thoi quen hat thude va loai mod bénh hoc, ty 18 dot bién gen EGFR con chiu
anh huong bai cac yéu to ki thuat, bao gom loai mau mé xét nghiém va chat
lwong mau, quy trinh tach chiét va tinh sach DNA tir mdu mo va loai ky thuat

dung dé xac dinh dot bién.

(1) Loai mau mb sir dung dé 1am xét nghiém s& anh hudng dén sé luong

té bao ac tinh thu thap duogc, tir d6 gian tiép anh huong dén nong ¢6 DNA
tong s6 va DNA ung thu tach chiét dugc. Mdu mé twoi dugc lay tir khéi u sau
phau thuat 1a tot nhat, cung cap lugng DNA tir té bao ung thu doi dao va chat
luong tot. Loai md nay c6 thé dung dé xac dinh dot bién gen bang hau hét moi
k§ thuat. Tuy nhién, loai mau nay chi c6 & nhitng bénh nhan ung thu con kha
nang phau thuat. Mdu mé phau thudt diic nén co chat lugng khong bang vi
DNA trong té bao da qua giai doan nhuém va dac nén, c¢6 kha ning bi huy
hoai. Loai md nay c6 thé xac dinh dot bién bang k¥ thuat giai trinh ty nhung
van co nguy co bo sot dot bién. Mot nghién ctru so sanh viée xac dinh dot
bién gen EGFR gitta 15 phong xét nghiém y khoa ¢ Phap (nghién cuu
ERMETIC) da két luan d6 chinh xac cua ty 1& dot bién gen EGFR phu thudc

nhiéu vao chat lugng mau hon 1a k¥ thuat xac dinh, do d6 can chii ¥ bam bao
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quy trinh 13y, bao quan va xir Iy mau [150]. Mdu mé sinh thiét diic nén cung
cap luong té bao 4c tinh it hon hai loai mau mé trén nén kha niang phat hién
bang ky thuat giai trinh tu 13 thdp hon. Tuy nhién, day 13 loai mé chiém phan
l6n & ddi twong bénh nhan ung thu phoi giai doan cudi vi di khong con kha
nang phau thuat. Té bao dc tinh luu hanh trong dich mang phdi hogc huyét
twrong cling cung cap luong té bao ac tinh rat it, ndng d6 DNA tach chiét dugc
tir t& bao ung thu ¢ cac loai mau nay la rat thip. Do d6, ddi véi nhirng loai
mau nay nén st dung xac dinh dot bién c6 do nhay cao hon, thudc nhém phat
hién tring dich nhu Scorpion ARMS, Tagman real-time PCR, PCR-RFLP
hoic SMAP [151]. Nghién ctru ndy xac dinh dot bién tir nhitng mau mo sinh
thiét duc nén nhung da 4ap dung nhiéu bién phap han ché nhiing khuyét diém
néu trén bang cach lya chon ving tap trung té bao ung thu cua mau mo dudi

kinh hién vi va str dung két hop hai ky thuat giai trinh tir va Scorpion ARMS.

(2) Quy trinh tach chiét va tinh sach DNA quyét dinh nong do va chat

lugng DNA téng s6, trong d6 c6 DNA ung thu. Néu quy trinh chua duoc toi
uu héa, 1am that thoat DNA hoic dich chiét DNA khéng tinh khiét hoic DNA
khong con toan ven s& lam giam d6 nhay xét nghiém, &c ché cac phan tng
sinh hoc phan tir tiép sau va gdy am tinh gia. Nghién ctru nay ap dung quy
trinh tach chiét va tinh sach DNA d t6i uu héa, thong qua hai bang chung 1a
do quang xac dinh nong do, do tinh khiét caa dich chiét DNA va két qua chay
PCR cac mau DNA vira tach chiét voi cip mdi gen noi chuan GAPDH ching

to DNA con nguyén ven.

(3) Ky thuat x4c dinh dot bién gen EGFR: nhu di trinh bay ¢ trén, k¥

thuat xac dinh dot bién gen trong bénh ung thu gém nhém ky thuat tim soat
va k¥ thuat phét hién tring dich. Mdi k¥ thuat trong cic nhom k¥ thuat nay

déu c6 thé manh va han ché riéng, do d6, néu két hop s& bd khuyét cho nhau,
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khong bo sot dot bién (ca dot bién mai va dot bién da biét). Nghién ctru di str
dung k¥ thuat giai trinh tu dé khong bo sot dot bién méi va nhimg dot bién co
tan suat Ivu hanh thap, két hop vai ky thuat Scorpion ARMS c6 do nhay rat
cao dé phat hién nhiing truong hop am tinh gia do giai trinh tu va thiét ké moi
phat hién kha nhiéu dot bién da biét (29 loai). Phuong phap nay di giup xac
dinh chinh xé4c ty 1& dot bién gen EGFR ¢ bénh nhan UTPKTBN giai doan

cudi tai Viét Nam.
4.1.2.2. Ty | cdc loai dgt bién gen EGFR

Céac nghién ctu trude day déu cho thay dot bién EGFR lién quan dén
tinh dap tng thudc EGFR TKIs trong UTP tap trung tai 4 exon 18 — 21, ving
mi hoa tyrosine kinase [152]. Khoang 90% la cac dot bién x6a doan nho lién
quan dén 5 acid amin tir codon 746-750 exon 19 (dot bién ELREA hay
AE746-A750) va cac dot bién diém gay thay doi acid amin leucine (L) thanh
arginine (R) tai codon 858 exon 21 (d6t bién L858R). C6 hon 20 loai bién thé
ctua dot bién x6a doan exon 19 gom x6a doan dai hon, ngan hon, x6a doan
kém dot bién diém va xoa doan kém thém doan. Khoang 3% 1a dot bién diém
tai codon 719 exon 18, thay thé Glycine (G) thanh Cysteine (C), Alanine (A)
hoac Serine (S) (dot bién G719X). Ngoai ra, khoang 3% 1a cac dot bién thém
doan khong 1am 1éch khung dich mi & exon 20. Con lai 1a cac dot bién hiém
gap khac [38], [152], [153].

Két qua nghién ctru cho thay dot bién gen EGFR rét da dang, phan bd ca 4
exon, gom tat ca cac dang dot bién diém, xoa doan va thém doan (Biéu d6 3.1).
Trong 106 d6t bién duoc xac dinh, exon 19 tap trung nhiéu dot bién nhat
(48,2%) goém cac dot bién xoa doan; ké dén 1a exon 21 (46,2%) gém chu yéu
cac dot bién diém bén canh 1 truong hop xda doan va 1 trudng hop thém doan;

exon 20 tap trung 2,8% dot bién gdm dot bién diém va dot bién xoa doan; exon
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18 tap trung it dot bién nhat (1,9%) gom dot bién xoda doan va dot bién diém.
Két qua nay tuong dong voi nghién ctiu cia Mitsudomi va cong su nam 2006
[154] trén bénh nhan Pong A nhung khac biét véi nghién ctu cia Ellison do
tién hanh trén bénh nhan da tring [139]. Nghién ctu ciia Huang tai Dai Loan
[134] va Hoang Anh Vii tai Viét Nam [111], tuy 1a chung toc Pong A nhung
c6 khac biét 16n véi dot bién exon 21 chiém ty Ié cao hon han exon 19 ¢6 1& do

s6 luong dot bién nho, cac sd liéu chua co st thuyét phuc cao (Bang 4.3).

Bang 4.3. Phian b6 d6t bién gen EGFR trén exon 18-21

theo mét s6 nghién ciru

Nghién cru S6 dot bién | Exon 18 | Exon 19 | Exon 20 | Exon 21
Huang (2004) [134] 46 8,7% | 283% | 10,9% | 50,0%
Mitsudomi (2006) [154] 569 32% | 482% | 3,7% | 42,7%
Ellison (2010) [139] 27 74% | 51,9% 0 40,7%
Hoang Anh Vii (2011) [111] 28 143% | 250% | 3,6% | 57,1%
Nghién ciru nay (2014) 106 1,9% | 482% | 28% | 46,2%

Trong nhitng dot bién gen EGFR don doc da phat hién trong nghién cuu,
dot bién x6a doan LREA exon 19 chiém ty I¢ cao nhat (51/106 truong hop,
48,2%), ké dén 1a dot bién L858R exon 21 (43/106 trudng hop, 40,7%). Dot
bién L861Q exon 21 va T790M exon 20 it hon (1an luot 1a 4/106 truong hop,
3,8% va 1/106 truong hop, 0,9%) (Biéu db 3.1.). Ngoai ra, con mot s6 dot
bién hiém gdp khac, mdi dot bién chi gap mot truong hop, chiém ty 18 0,9%.
Ty 18 dot bién doi ciling rat thap, mdi loai chi c6 mot truong hop. Két qua nay

tuong dbi phit hop véi da s nghién ctru trén thé gigi (Bang 4.2) véi dot bién
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LREA chiém ty Ié cao hon dot bién L858R. Su khéc biét, néu cd, co thé do
chang toc va ki thuat xac dinh dot bién. Nghién ctru ciia Hoang Anh Vi ciing
trén ngudi Kinh cho ty ¢ dot bién LREA va bién thé x6a doan exon 19 thap
hon d6t bién L858R exon 21 (Ian lugt 13 25% va 42,9%). Su khéc biét ndy c6
thé do k¥ thuat xac dinh dot bién, tac gia s dung Ky thuat pyrosequencing c6
do nhay kém hon Scorpion ARMS.

Nghién ctru phat hién 4 dot bién méi, chua cong b trén y vin, gom dot
bién x6a doan nho exon 18 va 20, xda doan dai exon 21 va thém doan exon
21. Khong loai trir day 1a nhitng dot bién dic biét & nguoi Kinh. Bon dot bién
nay xuat hién véi ty Ié rat thap (mdi dot bién chi c6 1 trudng hop) va hién tai
chua 13 c6 anh hudng ra sao ddi véi thube diéu tri dich hodc co thé chi 1a
nhitng dot bién vo nghia. Chinh vi vay, bén bénh nhan mang bbn dot bién nay
khéng duoc dua vao nhom duoc diéu tri erlotinib. Viéc xac dinh mot dot bién
méGi c¢6 anh hudng dén tinh dép Gng voi thude diéu tri dich hay khong 1a mot
cong viéc lau dai va ton kém & mirc do RNA, protein va thur nghiém trén ca
mé hinh té bao, dong vat va ngudi bénh. Mt khac, voi tan suit qua thép, Viéc
theo d&i, danh gia anh hudng cta bén dot bién nay trén mot quan thé dé co ¥
nghia thong ké 1a rat kho khan. Trong khudn khé cia nghién ciru, vi ngudn

bénh mang nhiing dot bién trén qué it nén chua thé lam rd6 dugc van dé nay.

Trong khi cac dot bién méi trén exon gen EGFR duogc phat hién trong
nghién cttu chiém ty 16 3,8% va déu la cac dot bién x6a doan exon 18, 20, 21
va thém doan exon 21, thi trong nghién ctu cia Hoang Anh Vii, dot bién moi
chiém ty 18 10,7% va déu 1a cac dot bién diém & exon 20 va 21. Hoang Anh
Vii con phat hién dugce 2 dot bién trong ving cat ndi caa intron 18 (1VS18-
3T>C va IVS18-1G>T) [111]. P4y la nhiing d6t bién c6 thé anh huong dén
qué trinh nbi ghép RNA ciia gen EGFR, nhung tac gia khong thé khang dinh
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duogc chinh xac kiéu ndi ghép sai vi khéng c6 mau mé phu hop cho khao sat &
mttc RNA.Tuy nhién, do ddy khong phai 1a ving tap trung cac dot bién anh
hudéng dén tinh dap ung véi EGFR TKIs nén khong nam trong muc tiéu cia

nghién cuu.

Sau khi da loai trir 4 trudng hop dot bién mai, ty 18 cac dot bién gen
EGFR lam ting tinh nhay cam voi thusc EGFR TKIls chiém da sb trong
nghién cau (99/102 truong hop, 97,0%), trong khi cac dot bién khang thudc
chi c6 3/102 truong hop (3,0%). Dot bién T790M don doc & exon 20 co 1
truong hop, chiém 1/3 trong so dot bién khang thube. Céac ty I& tuong dong
Vi cac théng ké trude day trén thé gioi [38], [152], [153]. Hoang Anh Vil xac
dinh dot bién EGFR trén 71 bénh nhan UTPKTBN nguoi Kinh nhung khong
phat hién trudong hop dot bién khang thudc nao da duoc cong bd [111]. Pic
biét, 2/3 dot bién khang thudc trong nghién ctru roi vao hai bénh nhan mang
dot bién do6i. Bénh nhan thir nhat mang dong thoi 2 dot bién S7681 + V769L
(exon 20) giy khang thuéc EGFR TKls di dugc cong bd [123]. Bénh nhan
thir hai mang dong thoi 2 dot bién T790M (exon 20) + L858R (exon 21). Tuy
trén thé gidi da c6 mot s6 bao cao nhung ddy 1a 1an dau tién tai Viét Nam xac
dinh dugc vé nhiing truong hop dot bién doi nhu trén [116], [146], [147]. Dot
bién T790M+L858R 1a mot truong hop dot bién doi phirc tap khi mang dong
thoi dot bién gy khang va ting nhay cam EGFR TKIs. Ty 1& dot bién doi gen
EGFR ¢ bénh nhan UTPKTBN thé biéu mé tuyén duoc bao cdo tir 13% [155]
dén 17,9% [134]. Nghién ctru kha nang dap tng vai gefitinib & cap do in vitro
cta truong hop dot bién T790M + L858R cho thay tinh trang khang thudc rat
manh du dot bién L858R néu dung riéng ré s& lam tang tinh nhay cam thuéc
rat cao do bo d6i 1am ting ai luc gan két ATP cia EGFR gap 5 lan dot bién
L858R [155], [156]. Phat hién dot bién d6i cho thay té bao 4c tinh trong khdi

u d4 tich liiy kha nhiéu cac bién ddi ¢ cap do phan tu.
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Ty 1& dot bién exon 18-21 gen EGFR lién quan dén tinh dap (ng thudc
EGFR TKIs trong quan thé bénh nhan UTPKTBN tai Viét Nam 13 kha cao
58,6%. Trong d6, dot bién xoda doan exon 19 va dot bién diém exon 21 lam
tang tinh nhay cam véi EGFR TKIs chiém da sé. Do d6, viéc xét nghiém dot
bién gen EGFR trong UTPKTBN c6 ¥ nghia hét sic quan trong, gitp dua ra
nhitng bang chung chinh x4c vé tinh trang gen dé tir 46 cac bac si 1am sang co
thé chi dinh nhimg phac db diéu trj thuc sy c¢6 hiéu qua ddi vai bénh nhan.
4.1.3. Ty 1¢ dot bién gen KRAS

Khoang 15-25% cac bénh nhan UTPKTBN c6 mang dot bién gen
KRAS. Trong cac nghién ctru 1am sang, dot bién codon 12 va 13 cua KRAS
d3 duoc ching minh 13 yéu té gay khang nguyén phat véi cac thudc uc ché
EGFR [49], [157], [158]. Hon 95% truong hop dot bién KRAS xay ra &
codon 12 va 13 cua exon 2; cac dot bién KRAS tai codon 61 va 146 rat hiém
gap va y nghia lam sang cling chua rd rang [159]. Trong nghién ctru nay, exon
2 ctia gen KRAS, 1a ving chira codon 12 va 13 dugc x4c dinh dot bién bang
Ky thuat giai trinh ty gen va Scorpion ARMS. Trén 181 bénh nhan duoc khao
sat dot bién gen KRAS, co6 28 truong hop mang dot bién ¢ codon 12 hoic
codon 13, chiém 15,5%. Ty Ié nay twong d6ng vai nhiéu nghién ctru trude
day (Bang 4.4). Ty 1& dot bién codon 12 va 13 cua exon 2 gen KRAS trong
bénh UTPKTBN tai chau A da dugc bao cdo 1a thap hon cac qudc gia Au My
[52], [160]. Ty I€ nay trén nguoi Viét Nam trong nghién ctru cao hon ty I¢
trén ngudi Trung Qudc va Triéu Tién [161], [162] c6 1& do nghién cuu két
hop 2 k¥ thuat giai trinh tu va Scorpion ARMS gitp tim ra nhiéu dot bién
hon, khong loai trir dot bién gen KRAS c6 thé phd bién hon ¢ nguoi Kinh.
Ngoai cac yéu t6 vé dich té da duoc xac dinh nhu ching toc, gidi tinh, thoi
quen hat thudc va loai mé bénh hoc, ty 1& dot bién gen KRAS con chiu anh

huong bai cac yéu té ki thuat teong tu nhu dot bién gen EGFR.
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Bang 4.4. Ty |é ddt bién gen KRAS trong bénh UTPKTBN

& Mot s6 nghién ciru trén thé gioi

Ty l¢ . S
Co .| Dot bien | Dot bien
. Ky thuat dot bien
mau codon 12 | codon 13
chung

Tac gia Chiing tgc

Miller ~ VA| AuMy 80 Giai trinh tu 22,5% - -
(2008) [158]

Sun L (2011)|Trung Quéc| 160 | Giai trinh tw 5% | 62,5% | 37,5%
[162]

Boch C (2013)| AuMy 552 | Real-time PCR | 15,4% 86% 14%
[135]

sun J-M| TriduTién | 484 | Giai trinh tu 8% 95% 5%
(2013) [161]

N Giai trinh ty va
Nghién ciu Viét Nam | 181 ) ' 15,5% 82,2% | 17,8%
nay (2014) Scorpion ARMS

Trong nhitng dot bién codon 12-13 exon 2 gen KRAS di phat hién trong
nghién ctru, dot bién codon 12 chiém wu thé 82,2% véi dot bién G12D chiém ty 18
cao nhat 35,7%, ké dén 1a dot bién G12V véi 17,8%. Dot bién G12C va G12A it
gap hon, ty 18 lan luot 1a 14,3% va 10,7%. Dot bién G12S it gip nhat (3,6%). Dot
bién codon 13 chi chiém 17,8% va chi gém 1 loai dot bién G13D. Cac d6t bién
KRAS phat hién trong nghién ctru déu da duoc bao cdo va co ty 1é twong dong
trén co so dir licu COSMIC [123]. Nghién ctru khong phat hién duoc truong hop
dot bién KRAS méi do chi tap trung vao codon 12-13, 1a vi tri ¢6 ty 1& dot bién
cao nhat va c6 ¥ nghia trong diéu tri dich. Chiéu dai cta doan gen duoc khao sat
khong dai nén hau nhu tit ca cac dot bién tai day déu da duogc cong bo.

Mot diém dang quan tdm 1a nghién ctru phat hién dot bién KRAS trong
nhom c6 mang d6t bién EGFR va nhom khong c6 dot bién EGFR (Bang
3.10). Céac nghién ctru trude ddy thuong ghi nhan rang dot bién gen KRAS
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hién dién trong nhitng khdi u c6 gen EGFR va ALK binh thudong, néi mot
cach khac 13 dot bién KRAS va cac dot bién gen khac trong UTPKTBN loai
trir 1an nhau [157], [163]. Tuy nhién, khi Gng dung k¥ thuat c6 do nhay cao dé
phat hién dot bién KRAS, nhu k¥ thuat giai trinh ty alen dot bién (mutant-
allele sequencing), cling c6 nhiing nghién citu ghi nhan dot bién KRAS gap
trong nhiing trudong hop c6 dot bién EGFR va 1a nguyén nhan khang erlotinib
va gefitinib nguyén phat [164], [165]. Két qua nghién ctu cho thay trong
UTPKTBN céan khao sat dong thoi ca hai dot bién gen EGFR va KRAS dé
gitip chon lya bénh nhan phu hop cho diéu tri dich bang erlotinib va gefitinib.

42. PANH GIA HIEU QUA PIEU TRI PiCH BUOC 1 BANG
ERLOTINIB TREN BENH NHAN UTPKTBN CO POT BIEN GEN EGFR

Trén 70% truong hop UTPKTBN khi dugc phat hién da ¢ giai doan tién
xa (IIIB/IV), nguoi bénh khong con kha ning phau thuat. Liéu phap hoa tri
két hop hai thudc c6 chira platinum (nhu carboplatin va paclitaxel), vén duoc
xem 12 liéu phap hoéa trj budc 1 chuan cho nhom bénh nay [166], [167], da dat
dén “tran” cua hiéu qua diéu tri véi ty 16 OS 1 nam 1a khoang 33% va 2 nam
1a khoang 11% [166]. Trong bdi canh do, erlotinib va gefitinib dd cho thay
hiéu qua vuot troi so véi hoa chat truyén thong dic biét trén nhém bénh nhan
c6 dot bién gen EGFR [90], [91]. Nhiéu nghién ctru 1am sang sir dung don tri
EGFR TKIs buéc 1 trén cac bénh nhan c6 dot bien EGFR déu cho ORR cao,
khoang 50-70%, véi su cai thién an twong vé ca PFS (khoang 6-14 thang) va
OS (20-24 thang) [85], [86], [87], [88], [89].

Ngoai ra, trong nhiing con dudng truyén tin hiéu noi bao cua thy thé EGFR,
c6 su tham gia cua truc RAS/RAF/MAPK [33]. Néu KRAS ¢ trang thai binh
thuong (KRAS lanh tinh), hoat dong cta né phu thudc vao hoat tinh cua thu thé
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EGFR. Tréi lai, KRAS dot bién s& ty hoat hoa khong phu thuoc EGFR. Cac
nghién ctu thir nghiém 1am sang trong UTPKTBN di chung minh rang diéu tri
bang thudc Gc ché dic hiéu EGFR chi ¢6 hiéu qua trong nhimg truong hop
khong kém dot bién tai KRAS [46], [47], [48], [49]. Do d6, cac bénh nhan dugc

diéu tri erlotinib trong nghién ctru nay déu khong co dot bién gen KRAS.

Quan thé nghién ctiru gom cac bénh nhan thudc dan toc Kinh (Pong A),
c6 ty Ié khong hut thudc cao, chi gom ung thu thé biéu mé tuyén va tat ca déu
mang dot bién gen EGFR ting tinh nhay cam véi erlotinib. Day la nhiing yéu td

tién lugng 1am sang va can 1am sang cho dap Gng tét vai erlotinib [44], [45].

4.2.1. Pap tng diéu tri

O giai doan muon, viéc cai thién chat luong séng duoc dit 1én hang dau,
vi vy hoa tri toan than (ca hoa chat truyén thong va thude diéu tri dich) co vai
trd chu yéu 1a giam nhe triéu ching (ca co ning va thuc thé) va kéo dai OS
cho nguoi bénh. Cac thudc wc ché hoat tinh tyrosine kinase cia EGFR thé hé
dau, gdm gefitinib va erlotinib, cho hiéu qua dap ung l1am sang tét véi ORR
cao tur 43-73% va OS trung binh 1a 19-31 thang [90], [92]. Trong nghién ctu
nay, hiéu qua diéu tri bénh dugc danh gia dua trén dap ung thuc thé (theo tiéu

chuan RECIST) va dap tng toan trang (theo chi s6 Karnofski).

4.2.1.1. Pdp ing thuc thé

Nghién ciru chi ghi nhan duy nhat mét truong hop dép ung hoan toan
trong tong s6 61 bénh nhan duge diéu tri dich budc 1 bang erlotinib. Pap ung
hoan toan hiém khi dat duoc & bénh nhan ung thu giai doan cudi vi kich thugc
u 16n, xam 14n va c6 thé da cho di cin xa. Do d6, ghi nhan dwgc dap ung hoan
toan ¢ thang thtr 9 diéu tri cho thay hiéu qua tét cua diéu tri dich néi chung va

erlotinib noi riéng trén nhitng bénh nhan c6 dot bién gen EGFR. Ty 1é dap
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ing ORR cua bénh nhan trong nghién ctru dat cao nhat 1a 63,9% tai thoi diém
thang thtr 6 sau diéu tri. Pay 1a ORR kha cao néu so véi ORR trong cac
nghién ctru da thyc hién vé hiéu qua diéu tri cta erlotinib trén bénh nhan
UTPKTBN giai doan mudn tai Viét Nam. Nghién cuu ctia Lé Thuong Vi va
cong su c6 ORR 1a 35,5%, thap hon trong nghién ctru nay do nhom tac gia
khong xac dinh tinh trang dot bién gen EGFR va ciing khong phan biét diéu
tri budc 1 hoic budc 2 [115]. Nghién ciu ciia Nguyén Tuyét Mai bao céo
ORR chi ¢6 15% do tién hanh diéu tri erlotinib buéc 2 trén bénh nhéan da that

bai nhiéu hon mot phac do héa tri co platinum [114].

Béang 4.5. So sinh ORR & bénh nhén c6 ddt bién gen EGFR

V6i cac nghién ciru trén thé giéi

Tac gia n EGFR TKI ORR
Sequist LV (2008) [88] 31 Gefitinib budc 1 55%
Tamura K (2008) [169] 28 Gefitinib budc 1 75%
Mok T. (2009) [90] 132 Gefitinib budc 1 71,4%
Inoue A (2009) [87] 30 Gefitinib budc 1 66%
Jeanne PA. (2012) [168] 32 Erlotinib budéc 1 66%
Nghién ctru nay (2014) 61 Erlotinib budc 1 63,9%

Ty & ORR trong nghién ctru nay cung ¢6 nhiing két luan da duoc rat ra
tir cac nghién ctru trude d6 1a thubc EGFR TKIs hiéu qua tét trén nhitng bénh
nhan c6 dot bién gen EGFR. Sequist va cong su diéu tri gefitinib trén 31 bénh
nhan (da duoc chon lya dua vao cac dic diém 1am sang) ¢ dot bién EGFR va
ghi nhan ORR 1a 54,8%, trong d6 chi c¢6 2 bénh nhan 1a nguoi chau A [88].

Khi tién hanh diéu tri gefitinib hoic erlotinib budc 1 trén dbi twong bénh nhan
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chau A co dot bién gen EGFR, ORR trong nghién ctu cua Tamura va cong
su la 75%, ctia Mok va cong su la 71,4%, ctuia Inoue va cdng su la 66% va cua

Jeanne va cong su l1a 66% [87], [90], [168], [169].

Minh hoa truong hop ddp ing hodn todn: Bénh nhan VITT (mi sé mau

110) mang d6t bién diém L858R exon 21 gen EGFR va dat dap (mg hoan toan
vao thang thir 9 diéu tri. DAy 13 bénh nhén nit, 58 tudi, khong hut thude 14, khi
phat hién thi bénh d3 vao giai doan IV di can ndo da 6, mé bénh hoc 1a ung thur
biéu mo tuyén. Trudc khi diéu tri, kich thuéc khdi u phoi phai cua bénh nhan 1a
34x29 cm trén phim PET-CT kém theo hinh anh di cin xuong da 6, nong do
CEA 1a > 1000 ng/mL (binh thuong < 4 ng/mL). Sau 9 thang diéu tri erlotinib,
khoi u phoi cia bénh nhan teo nho hoan toan chi con ton thuong xo hoa, cac
t6n thuong ndo bién mat hoan toan va nong d6 CEA giam con 4,4 ng/mL. Bénh
nhan c6 thé sinh hoat binh thuong (Hinh 4.2 va 4.3).

Hinh 4.2. Hinh anh CT nguc (bén trai) va MRI s¢ nio (bén phai) é thoi
diém truéc diéu tri erlotinib cia bénh nhian VITT:
Khéi u phéi phdi kich thuée 34x29 mm (hinh bén trdi, miii tén) va hai tén

thwong di can ndo (hinh bén phai, mili tén)



115

BENM VIEN BAC

Hinh 4.3. Hinh anh CT nguc (bén trai) va MRI s¢ nao (bén phai) é thoi
diém thang thir 9 sau diéu tri erlotinib cia bénh nhian VITT
Vi tri khéi u phéi phdi lic tréc chi con tén thiong xo héa rdt nhé (hinh bén trdi,

miii tén) va hai tén thwong di cdn ndo bién mdt hoan toan (hinh bén phdi, miii tén)

Minh hoa trieong hop ddp 1ing mét phdan: Bénh nhan NTH (m3 sé mau

179), nix, 42 tudi, nhap vién do dau nguc phai, dau ving xwong chau phai, kho
thd, kham phat hién tran dich mang phoi phai, xét nghiém té bao hoc 1a UT
biéu mé tuyén. Nong do6 CEA lic nhap vién 1a 306,3 ng/mL, chup CT nguc co
tran dich mang phoi phai, hach trung that, MRI so néo binh thuong, ¢6 di can
xuong tai dét song D10 va khép cing chau hai bén. Bénh nhan duoc chan
doan UTP phai di can mang phdi, hach trung that, xwong. Xét nghiém c6 dot
bién LREA exon 19 gen EGFR. Do d6, bénh nhan di dugc diéu tri bang
erlotinib 150mg 1 vién/ngay, két hop véi chdng huy xuong va giam dau. Sau
diéu tri khoang 7-10 ngay, bénh nhan xuét hién néi mun da ving mit do I (tac
dung phu cua erlotinib). Sau khoang 1 thang, bénh nhan khong con triéu
ching dau, khong kho thd, c6 thé sinh hoat, 1am viéc binh thudng, khong phai
dung thudc giam dau. Nong do CEA tir 306,3 ng/mL giam con 215,4 ng/mL.
Trén hinh anh PET/CT, nhu mé hai phdi khong thay toé chic hap thu F-18
FDG bat thuong, khong thiy tran dich mang phoi, con hach rén phdi phai
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duong kinh 0,9cm, ting hap thu F-18 FDG, max SUV=2,8, xwong chau phai
tang hap thu F-18 FDG, max SUV=6,17, hinh khuyét xuwong than D10 khong
tang hap thu F-18 FDG.

Hinh 4.4. Hinh anh MSCT nguc cia bénh nhan NTH
truée va sau 1 thang diéu tri erlotinib
Chup MSCT nguec truée diéu tri (bén trdi) cho hinh anh tran dich mang phéi phai leong nhiéu.
Chup MSCT nguec sau diéu tri erlotinib 1 thang (bén phdi) khéng con dich mang phoi.

Sau 5 thang diéu tri erlotinib, bénh nhan khong con triéu chimg co nang,
sinh hoat va lam viéc binh thuong. Chup MSCT nguc khong thay bat thuong,
khong con thay hach ron phoi, xa hinh xuong con tang hoat d6 phong xa tai
D10, cung trudc xuong sudn 9,10 va xuong chiu bén trai. Nong d6 CEA
giam con 4,12 ng/mL. Panh gia hiéu qua diéu tri erlotinib: bénh nhan NTH
dat dap ung mot phan vai triéu ching 1am sang va toan trang cai thién tot,

khéng thay tac dung phu trén tiiy xuwong, gan va than.
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Hinh 4.5. Hinh anh MSCT nguc cia bénh nhan NTH
sau 1 thang va sau 5 thang diéu tri erlotinib
MSCT nguc sau diéu tri I thang (bén trdi) cho hinh anh hach rén phoi phdi 0,9cm. MSCT
nguc sau diéu tri 5 thang (bén phai) khéng con hach rén phéi phdi.

Hinh 4.6. Hinh anh xa hinh xwong cia bénh nhan NTH
truéc va sau 5 thang diéu tri erlotinib
Xa hinh xwong truée diéu tri (trdi) cho thdy tang hoat d phéng xa tai dot song D10 va
khdp cimg chdu hai bén. Xa hinh xwong sau 5 thang diéu tri (phdi) cho thdy ting hoat do
phéng xa tai dét song D10, cung swon 9-10 va xwong canh chdu trdi.
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Tuy nhién, sau khi dat gia tri cao nhat tai thoi diém thang thtr 6, ORR bt
dau giam dan, goi ¥ mét tinh trang khang thubc thir phat. Co thé su tiép xuc
véi erlotinib mot thoi gian da kich thich su phat sinh mot s6 réi loan ¢ cap do
phéan tir giy khang véi EGFR TKIs nhu dot bién T790M exon 20 gen EGFR
[99], [100], su khuéch dai thu thé MET [102], ting biéu hién yéu td phat trién
té bao gan HGF [104] ...Do khong thé tién hanh sinh thiét lai dé xét nghiém,
d6ng thoi tai Viét Nam ciing chua c6 diéu kién dé xac dinh cac réi loan di
truyén ndy nén nguyén nhan bénh tién trién sau mot thoi gian dung thude van

chua duoc tim hiéu.

Bén canh d6, c6 2 bénh nhan c6 bénh tién trién chi sau mot thoi gian
dung thudc rat ngan va da duoc xép vao nhom nghi ngo khang thude nguyén
phat. Trong pham vi nghién ctru da loai trir d6t bién codon12-13 gen KRAS
va cac dot bién gen EGFR khang thudc ciing nhu cac dot bién gen EGFR moi
chua cong b, 1a nhitng nguyén nhan khang erlotinib hodc gefitinib nguyén
phat di dugc bao cao [46], [48], [123]. Tuy nhién, con cb cac bién d6i ¢ cap
d6 phan tr khac, ton tai doc lap véi nhitng dot bién trén, gay khang voi
erlotinib va gefitinib, nhu su hién dién cua dot bién codon 600 gen BRAF
[61] va phirc hop chuyén doan gen ALK-EML4 [170]. Céc bién doi di truyén
nay, néu khong dugc xac dinh trude khi quyét dinh diéu tri dich cung lac voi
dot bién gen EGFR va KRAS, s& gay lang phi cho nén y té. Do d6, can nhanh
chong xay dung quy trinh k¥ thuat xac dinh céac rdi loan lién quan dén tinh

trang khang thudc diéu tri dich, dic biét 1a tinh trang khang nguyén phat.
4.2.1.2. Dap wrng toan trang

Ty 1é bénh nhan c6 chi s6 Karnoski 6n dinh/ting dat cao nhat vao théng
thir 3 sau diéu trj (96,7%). 2 bénh nhan khong hé c6 cai thién toan trang sau

dung thudc. C6 thé hai bénh nhan nay c6 mot rdi loan & cap do phan tir khac
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gy khang véi erlotinib nhu da dé cap & muc 4.2.1.1. Ty 1é bénh nhan c6 chi
s6 Karnoski 6n dinh/ting giam dan & cac thoi diém danh gia diéu tri sau,
tuong Gng Voi Sy ting dan caa ty 1& bénh tién trién. G mot s truong hop, viéc
triéu chung co nang tai 1ap va toan trang xau di xuat hién sau tinh trang tién
trién thuc thé, co thé do ngudi bénh duoc theo ddi sat bang cac phuong tién

can 1am sang nén phat hién bénh tién trién sém.

Chi s6 Karnofsky ting chung to toan trang ngudi bénh kha 1én, chat
lwong Séng cO cai thién. Trén bénh nhan diéu tri erlotinib co dap ang, cai
thién triéu chuing thuong duoc ghi nhan ¢ ngay thang dau ¢ 80% bénh nhan.
Cac bénh nhan nay cam thay d& dau, an udng duoc, tinh than lac quan, mot sé
tinh trang ban dau nhu tran dich mang phoi giam nén dd kho tha, ho va giam
yéu liét do giam dugc tinh trang phul ndo do di cin ndo. Mot s6 bénh nhan du
dap tng chi & mac bénh gi# nguyén nhung vé co ning dung nap thudc tét,
bénh nhan cam thiy d& mét, an udng kha hon, chat luong song duoc ning
cao. Cac bénh nhan diéu tri erlotinib bang duong udng con tranh duogc tinh

me¢t Moi, chan an va budn nodn trong nhitng ngay sau truyén hoa chat.

Pién hinh cho viéc cai thién triéu chimg va dap Gmg toan trang tot 1a
truong hop bénh nhan NVH (mi sé mau 76) 66 tudi, giéi tinh nam, co tién
can hat thudc 14 nhung da bé duoc 10 nam, bi UTPKTBN giai doan 1V thé
biéu md tuyén, di cin xuong va ndo da 6, mang dot bién L858R exon 21 gen
EGFR. Bénh nhan dung nap thudc tét, chi bi phat ban thé ndi myn do 2. Sau 5
thang diéu tri erlotinib, bénh nhan dat dap (tng mot phan véi kich thudc u tir
44x35mm giam con 23x14mm, nong d6 CEA tir 31,6 ng/mL giam con 18,6
ng/mL (binh thuong < 4ng/mL). Bénh nhan c6 dap tmg toan trang rat tt. Tu
tinh trang di can xuong gay dau nhirc xuwong khong giam véi thudc giam dau,

di cin ndo gay yéu liét nira ngudi trai khong thé di chuyén, dau nguc, bénh
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nhan d3 hét dau nguc, giam dau xwong c6 thé chiu duoc khong dung giam dau

va hét liét, co thé ty di lai duoc bang nang.

4.2.2. Thoi gian song thém

Trung vi PFS va OS trong nghién ctru ndy lan luot 1a 9,4 thang va 15,5
thang, twong déng so Voi bao cdo cua Inoue, Sequist, Mok va Tamura [87],
[88], [90], [169], nhung lai c6 khac biét so véi cua Jeanne (trung vi PFS va
OS lan luot 13 14,1 va 31,3 thang) du ciling trén bénh nhan chau A, c6 thé do
thoi gian nghién ctu cia Jeanne 1a 44 thang nén theo ddi sdng con kéo dai
hon [168]. Khi so sanh véi cac phac d6 hoa tri truyén thong 2 thude co
platinum trén cung d6i twong bénh nhan & mot s6 nghién ciru khac, PFS va
OS cuia nghién ctru nay déu kéo dai hon, vi du trong nghién ctiru IPASS, diéu
tri buéc 1 phac d6 carboplatin/paclitaxel trén bénh nhan c6 dot bién gen
EGFR, cho trung vi PFS chi ¢6 5,8 thang [90]. Cac phac db hoa tri 2 thudc
khac trén quan thé bénh nhan UTPKTBN giai doan muodn néi chung déu cho
PFS trong khoang < 6 thang [166]. Ty & bénh nhan con séng sau 1 nim trong
nghién ctru nay la 74,9%, cao hon ctia Mok 1a 58% va cua cac bdo cdo trén
nhom hoa tri truyén thong 1a khoang 33% [90],[166]. Nhu vay, erlotinib thuc
su c6 hiéu qua, kéo dai duoc PFS va OS cho ngudi bénh c6 dot bién gen
EGEFR, dic biét 1a bénh nhan chau A.

Mot sb nghién cou di cong bé méi twong quan gitra hiéu qua cua
erlotinib véi gidi tinh, thé mé bénh hoc, tinh trang hut thude 14 va chung toc
[44], [45]. Tuy nhién, do quan thé nghién ctru c6 ty 1& nam cao hon nir va
nhom tudi >65 chiém uu thé nén chi c6 d6 tudi duoc ghi nhan 1a yéu té giup
kéo dai thoi gian PFS (p<0,04). Lgi ich nay khong quan sat dugc ¢ thoi gian
OS ciing nhu & cac phan nhom gidi tinh va tinh trang hat thudc 14.
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Béng 4.6. So sanh thdi gian song thém & bénh nhan

c6 dot bién gen EGFR véi cac nghién ciru trén thé gioi

Tic gid n | EGFRTKI P; ;::l?é\r/lig) OTSr;Til‘l’;
Sequist LV (2008) [88] | 31 | Gefitinib buéc 1 9,2 i
Tamura K (2008) [169] 28 | Gefitinib budc 1 11,5 -
Mok T. (2009) [90] 132 | Gefitinib buéc 1 10,0 i
Inoue A (2009) [87] 30 | Gefitinib budc 1 8,5 17,8
Jeanne PA. (2012) [168] | 32 | Erlotinib buéc 1 14,1 31,3
Nghién ctru ndy (2014) | 61 | Erlotinib buéc 1 9,4 155

PFS va OS dai nhat trong nghién ctiu thugc vé bénh nhan VITT (mi s6
mau 110) va bénh nhan NVT (mé sé mau 49). Bénh nhan VTTT dat dap tGng
hoan toan ¢ thang diéu tri thir 9 (da dé cap o phan Ty |é ddp 1#ng) va bénh tién
trién ¢ thang thi 18. Bénh nhan NVT, nam, 62 tudi, khong hut thudc 14,
UTPKTBN giai doan I1IB thé biéu mo tuyén, dot bién LREA exon 19 gen
EGFR. Bénh nhan bat ddu diéu tri erlotinib tai Trung Qudc. Sau mot thoi
gian, bénh nhan tro vé Viét Nam, tiép tuc voi erlotinib va dat dugc dap tng
mot phan. Kich thudc khdi u phoi thu nho va xo hoa tuy chua thé dat dugc
dap tmg hoan toan. Tai thoi diém két thic nghién ctu, bénh nhan d3 diéu tri
erlotinib tong cong dugc 48 thang va bénh van chua co dau hiéu tién trién.
Kich thudc khéi u con 15x10mm, cac md quanh u xo hoa, nong d6 CEA 6n
dinh & mtc dudi ngudng binh thudng va toan trang bénh nhan tét, & mic 90%
(theo chi s6 Karnofski). Nhiing truong hop dap tng tét véi thoi gian séng

thém kéo dai néu trén 1a mot tin hiéu rat khich 1¢, dem lai niém hy vong cho
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nhitng bénh nhan UTPKTBN, dic biét 1a nhitng bénh nhan c6 dot bién gen
EGFR ting tinh nhay cam thuéc EGFR TKIs.

Tém lai, erlotinib can duoc chi dinh bude 1 trén cac bénh nhan c6 dot
bién EGFR lam tang tinh nhay cam vai thuéc EGFR TKIs. Trén cac bénh
nhan budc 1 khong thé hoa tri, nén xem xét diéu tri erlotinib néu 1a bénh nhan
chau A va ung thu thé biéu mé tuyén. Tot nhét 1a can c6 két qua xét nghiém
tinh trang do6t bién gen EGFR va KRAS trudc khi lva chon phac d6 diéu tri dé
ngudi bénh dat dugc hiéu qua diéu tri téi wu, tranh nhing truong hop diéu tri
ther, cho doi roi thay doi phac d6. Boi khi ndy c6 thé da qua tré cho nguoi

bénh du c6 thudc nhom nhay cam véi erlotinib hoac gefitinib.
4.2.3. Tac dung phu cua erlotinib

Tac dung phu cia thudc diéu tri giup danh gia sy dung nap thudc cua co
thé nguoi bénh, gop phan vao quyét dinh duy tri mot phac d6 diéu tri cho bénh
nhan. DA c6 nhing trudng hop thude cho két qua dap tng rat tt nhung béac sy
phai dimg diéu tri do xuat hién nhiing tac dung phu khong chap nhan dugc cho
co thé nguoi bénh. So véi cac phac dd hoa tri ¢6 dién co platinum, diéu trj dich
bang erlotinib hoic gefitinib duoc ghi nhan cé sy dung nap tot hon va it cac tac
dung phu & mic @6 trung binh-nang hon, dac biét 1a tac dung phu trén hé tao
huyét [90], [168]. Trong nghién ctru ndy, tac dung phu gap nhiéu nhat cua
erlotinib 1a phat ban thé ndi mun & da, chiém ty 18 1a 52,4% va tiéu chay, chiém
ty 1& 1a 39,3%. Tuy nhién, d6 nang cta tac dung phu nay hau hét 1a do I-IL, co
thé kiém soat dugc bang thudc boi ngoai da cé corticoid hodc giam liéu
erlotinib ddi v&i phat ban da va str dung loperamide doi véi tiéu chay. C6 rat it
truong hop tac dung phu trén hé tao huyét nhu giam bach cau hat (14,8%) va
giam huyét sic t6 (11,5%) mutc do nhe. Nguoi bénh khong phai dung nhiing

thudc kich thich tang sinh bach cau hodc phai truyén cac ché pham mau. Pay
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cling 1a mot wu diém, cho thay thuéc EGFR TKIs dudng ubng, nhu erlotinib va
gefitinib, 1a mot liéu phap an toan cho bénh nhan UTPKTBN.

Phat ban da thé ndi mun 1a mot trong nhitng tac dung phu chinh cua
EGFR TKIs, bén canh tiéu chdy va viém canh méng. Trong nghién ctru nay,
phat ban da thé ndi mun ciing chiém ty & cao nhat trong nhom erlotinib.
Nghién cru cua Lee trén hon 600 bénh nhan da trang ghi nhan erlotinib budc
mét kéo dai PFS néu lya chon cac bénh nhan c6 phat ban da thé ndi mun sém
trong thang dau tién diéu tri [171]. Trong mot nghién ctu tién cau, Fiala ghi
nhan phat ban thé n6éi mun gitp tién luong hiéu qua erlotinib [172]. Phat ban
da thé noi mun cang nang, két qua diéu tri thuong cang tét [173]. Tuy nhién,
dén hién tai, ASCO van huéng dan diéu trj erlotinib hodc gefitinib budc 1 chi
trén nhitng bénh nhan c6 dot bién EGFR [174]. Viéc c6 thé sir dung phat ban
da thé ndi mun nhu mét hudng dan lya chon diéu tri hay khong can dugc

nghién ctru thém.

Nhu vay, erlotinib cho ty 1& dap tmg cao va ddng thoi ¢ ¥ nghia kéo dai
thoi gian PFS, OS, dic biét & bénh nhan Chau A [90], [175]. Ngoai hiéu qua
khang ung thu tot, dic biét trén nhém bénh nhan c6 dot bién gen EGFR, cach
dung thubc qua duong udng thuan lgi, an toan hon cho nguoi bénh, ddng thoi
tranh dugc cac doc tinh tich iy, nén diéu tri dich bang erlotinib 14 liéu phap
diéu tri trién vong cho bénh nhan UTPKTBN giai doan mudn, nhat 1a nhing

bénh nhan 1&n tudi, toan trang khong cho phép hoa tri toan than.

So Véi nhitng nghién ctru trudc vé dot bién gen ciing nhu hiéu qua diéu
tri cuia EGFR TKIs trén bénh nhan UTPKTBN tai Viét Nam, ty I¢ bénh nhan
dugc xét nghiém tim dot bién gen EGFR, gen KRAS va dugc theo ddi diéu tri
dac hiéu ung thu trong nghién ctru nay da tang l1én [106], [112], [113], [114],
[115], [116]. Tan suat dot bién gen EGFR va KRAS duoc xac dinh bang hai
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k¥ thuat giai trinh tu gen va Scorpion ARMS gitip nang cao d nhay cua xét
nghiém va giam ty I¢ am tinh gia [138]. Khong chi vay, 100% cac bénh nhan
diéu tri erlotinib déu duoc xét nghiém tim dot bién gen gitp cho viéc danh gia
hiéu qua diéu tri dugc chinh xac hon. Piéu nay c6 thé nhd sy gop phan cua
nhiéu yéu té: doi séng kinh té xa hoi cai thién trong giai doan nay, chinh sach
bao hiém y té hd trg va erlotinib c6 hiéu qua cao, tic dung phu it nén duogc sir

dung trén nhiéu bénh nhan hon.



125

KET LUAN

Qua qua trinh nghién ctru, c6 nhitng két luan duogc rat ra nhu sau:

1. Xac dinh ty 1¢ d6t bién gen EGFR va gen KRAS bing hai ky thuat giai
trinh tu gen va Scorpion ARMS.

- Phat hién dugc 106/181 bénh nhan mang dot bién gen EGFR (58,6%).
Ty & dot bién LREA (exon 19) va L858R (exon 21) 1a 48,2% va 40,7%, cac
dot bién khac chiém 12,1%. Dot bién ting tinh nhay cam thuéc EGFR TKIs
chiém 97,0% con dot bién khang EGFR TKIs chiém 3,0%. Trong do6, 2/106
bénh nhan mang dot bién doi; 4/106 bénh nhan mang dot bién méi, gom dot
bién c.2137delA (exon 18), ¢.2373_2374delAA (exon 20), ¢.2499 2521del23
(exon 21) ¢.2554/2555insACA (exon 21).

- Phat hién duoc 28/181 bénh nhan mang d6t bién gen KRAS (15,5%).
Ty 1& dot bién tai codon 12 1a 82,2% va tai codon 13 1 17,8%. Khong phat
hién dot bién méi tai codon 12-13 exon 2 gen KRAS va khong phat hién

truong hop mang cung lac 2 dot bién codon 12 va codon 13.
- Phat hién 4/181 bénh nhan cting mang dot bién gen EGFR va KRAS (2,2%).
2. Panh gia hiéu qua diéu tri dich buéc 1 biang erlotinib

Lan dau tién tai Viét Nam, nghién ciu budc dau danh gia hiéu qua diéu
tri budc 1 bang erlotinib dwoc thuc hién trén 61 bénh nhan UTPKTBN giai
doan muon, co dot bién gen EGFR, khong co dot bién gen KRAS, cho hiéu
qua tét va kéo dai thoi gian séng thém véi ty & dap tng 1a 63,9%, trung vi
PFS 14 9.4 thang va trung vi OS 1a 15,5 thang. Erlotinib duong ubng co tinh
dung nap tot. Chi c6 d6 tudi < 65 tudi duoc ghi nhan 1a yéu t6 giup kéo dai
PFS (p=0,04).
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KIEN NGHI

Do thyc té diéu tri ung thu ndi chung va UTPKTBN noi riéng tai Viét
Nam con nhiéu tranh cii, nhat 1a dimg trudc mét liéu phap diéu tri dich mang
lai hiéu qua nhung con méi mé, mot bo phan bénh nhan van phai chiu ganh
nang kinh té khi theo dudi lidu phap diéu trj nay, nén viéc lya chon bénh nhan
cho cac nghién ctru danh gia va so sanh diéu tri con gap nhiéu khé khan.
Trong tuong lai gan, khi diéu tri dich cho UTPKTBN tré nén pho bién hon
nira tai Viét Nam, nghién cu can mé rong véi ¢ mau 16n hon, dé dua ra két
qua c6 ¥ nghia hon vé mit thong ké va c6 duoc cac két luan chinh xé4c cho

tirng nhom bénh nhan UTPKTBN. Do dé, nghién ctru ¢6 cac kién nghi sau:

1.Can phai xét nghiém tim dot bién gen EGFR va KRAS cho bénh nhan
trudc khi bat dau lidu trinh diéu tri dich budc 1 nham dem lai loi ich cao nhét

cho nguoi bénh.

Tuy nhién, dé giam chi phi xét nghiém, budc dau nén st dung ky thuat
giai trinh tu gen (co gia thanh canh tranh hon) dé tam soat dot bién. Nhiing
bénh nhan nao co két qua dot bién gen am tinh bang k¥ thuat giai trinh tu s&

duoc xét nghiém lai bang ky thuat Scorpion ARMS.

2.M¢ rong nghién ctiu hiéu qua diéu tri dich trén bénh nhan UTPKTBN
giai doan mudn co dot bién gen EGFR theo timg nhém bénh va theo cac dang

dot bién khac nhau.

3.X4c dinh tinh dap Gng véi thuéc EGFR TKIs cua cac dot bién gen
EGFR méi phat hién, gdom cac dot bién xéa doan c.2137delA (exon 18),
€.2373_2374delAA (exon 20), ¢.2499 2521del23 (exon 21) va dot bién thém
doan ¢.2554/2555insACA (exon 21).
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PHU LUC 1
MAU PHIEU THU THAP THONG TIN BENH NHAN

Mdu sé 1: Phiéu thu thap théng tin cho viéc xac dinh dot bién gen EGFR,
KRAS

Mdu sé 2: Phiéu thu thap thong tin cho viéc theo ddi hiéu qua diéu tri dich



MAU SO 1

Giai phau bénh:

(] Carcinom té bao vay

(] Carcinom té bao tuyén

(] Carcinom té bao tuyén vay
(] Carcinom té bao 16n

Pang diéu trj tai: Bénh vién............... Khoa:............... Masédhdsor.conn......



4.XET NGHIEM GEN

Loai mau bénh pham:
] MO tuoi
Két qua xét nghiém:
1 Gen KRAS:

"1 Gen EGFR:

[ Bénh pham sinh thiét O

] Khéng dot bién

Mo duc nén

DOt DIEN: «oee e

] Khéng dot bién

1 Dot bién: exon



Giai phau bénh:

[] Carcinom té bao gai

(] Carcinom té bao tuyén

(] Carcinom té bao tuyén vay

1 Carcinom té bao 16n



4.TINH TRANG BENH TRUOC KHI THAM GIA NGHIEN CUU

Tién sir diéu tri ung thu phdi trude khi vao nghién ciu (néu cé):.....oovvvneevneinn...
Chan doan: giai doan bénh.................. t6n thuong di can............oocoeeeiiiniiiin,
Chi 6 KArNOFSKE (20):. v vt e,

Can lam sang:

= NONZ A0 CEA: .o ng/mL

Nong d6 CEA (ng/mL):



Thay d6i trén phuong tién chan doan hinh anh (XQ phéi, CT nguc, PET-CT):

Tinh trang ton thuong thir phat:

Tac dung phu diéu tri (néu co):

Pénh gia dap ang voi diéu tri (theo tiéu chuan RECIST):



PHU LUC 2
QUY TRINH TACH CHIET DNA TU MO UNG THU

Quy trinh xir Iy miu mé UTP trong paraffin:

Tién hanh tuan ty theo cac budc sau:

Sau khi x4c dinh ving tap trung té bao ung thu ctia mau mo, cat lat 10-20 lat
moé (30 um) cb dinh bang formalin dic trong paraffin, cho cac 14t mé vao dng
eppendorf .

Thém vao 6ng 1200 pL dung dich xylene, & & nhiét d6 phong 15 phut roi
tron déu bang may.

Ly tam hon hop véi toc d6 15 000 vong/phit trong 5 phut, d6 bo phan dung
dich phia trén, giit lai phan can lang.

Thém vao dng 1200 pL ethanol 100%, tron déu bang may va o & nhiét do
phong 10 phut.

Ly tam hdn hop véi toc d6 15 000 vong/phit trong 5 phut, d6 bo phan dung
dich phia trén, giit lai phan can lang.

Lap lai budc 4 va 5.

Thém vao 6ng 500 pL Lysis buffer (50mM Tris pH8, ImM EDTA, 0,5%
Tween20), 25 pL dung dich SDS 10%, 20 pL dung dich Proteinase K (ndng
do 1 mg/mL).

U 6ng & 56°C trong 15 phut (may 1 lac).

Quy trinh tinh sach DNA bing phenol/chloroform

Str dung 6ng chtra mau sau khi dd u & may u lic, tiép tuc cac budc sau (chi y vao

viéc trong budng hut, tranh hit phai phenol chloroform):



- Thém vao 6ng 500 pL dung dich phenol-clo-isoamyl (25:24:1), tron déu bing
may.

- Ly tam lanh hdn hop véi tée d6 10 000 vong/phut trong 10 phit ¢ 4°C.

- Lap lai budc 1 va2.

- Thém vao 1 thé tich dung dich clo-isoamyl (24:1) (khoang 500 pL)

- Ly tam lanh hdn hop véi téc d6 10 000 vong/phut trong 10 phit ¢ 4°C.

- Thu lay Iép dung dich trong subt trén cung, cho vao mot dng méi.

- Thém vao 6ng 2,5 thé tich ethanol 100% (khoang 1,25 mL) va 1/10 thé tich
natri acetat 3M (khoang 50 uL).

- Tron déu hdn hop bang may, dé ¢ -20°C qua dém.

- Hom sau: Ly tdm lanh hdn hop véi toc @6 13 000 vong/phut trong 20 phut &
4°C

- D6 bo phan dung dich trén ciing. Thu lay can lang con lai.

- Thém vao cin lang 1mL ethanol 70%, tron déu va ly tam lanh hdn hop véi toc
dd 13000 vong/phut trong 10 phut & 4°C.

- Lap lai buoc 11.

- D6 bo phan dung dich trén cing. Thu lay cin ling con lai.

- Pé can lang trong dng kho tu nhién & nhiét 6 phong.

- Sau khi kiém tra dung dich trong 6ng da boc hoi hét, thém vao dng 25 L nuéc

tinh khiét dé hoa tan manh DNA.
Tién hanh do d6 tinh khiét va nong d6 DNA hoac trit ¢ -20°C.

Xac dinh d9 tinh khiét va nong dd DNA vira tinh sach

Do tinh khiét caa dung dich DNA duogc xac dinh bang ty 1 gitta do hap thu quang
(absorbance) cua dung dich DNA ¢ budc song 260 nm va 280 nm (A260/A280). Do
tinh khiét tét nhat trong khoang 1,8 — 2,0. Néu d6 tinh khiét <1,6 chiing t6 mau bi
Ian protein, phai ly trich lai. D6 tinh khiét va ndng d6 dung dich DNA vira ly trich

dugc xac dinh bang may do quang pho NanoDrop.



PHU LUC 3
KIEM TRA CHAT LUQNG DNA MOI LY TRIiCH
BANG PCR SU DUNG CAP MOI GEN NQI CHUAN GAPDH

GAPDH (Glyceraldehyd triphotphate dehydrogenase) la loai enzyme c6 mat
on dinh ¢ tat ca cac té bao trong co thé ciing nhu trong nhitng giai doan phat trién,
biét hoa khac nhau cua té bao (house keeping protein). Cip moi st dung trong
nghién ctru nay khuéch dai mot doan gen ma hoa cia GAPDH c6 chiéu dai khoang
300 bp. Quy trinh nay nham kiém tra chat luwong cia DNA vira ly trich va xac dinh
nong do DNA t6i wu cho phan tng khuéch dai cac exon gen EGFR va KRAS tiép
theo sau. Tién hanh pha loang DNA chuin thanh cac nong do 20ng, 50ng, 75ng,
100ng, 150ng, 200ng, 300ng, 400ng. Thanh phan phan tng PCR:

STT Thanh phan Thé tich (uL)
1 DNA chuan( da pha cac nong do) 2
2 Master mix PCR 2X 10
3 Mbi xudi GAPDH 10pmol 0,5
4 Mbi ngugc GAPDH 10pmol 0,5
5 Nudc PCR 7,0
Tong thé tich 20

Chu trinh nhiét: 94°C trong 5 phut

94°C trong 30 gidy )
55°C trong 30gidy
72°C trong 30 phut
72°C trong 5 phut
Giit ¢ 4°C

Dién di san pham PCR trén gel agarose 1,5% cung thudc do 100bp.

| X35 chu ky.




PHU LUC 4

QUY TRINH TIEN HANH PCR EXON 18-21 GEN EGFR

Chudn bj dung dich chay PCR Vvéi thanh phan gom:

10X buffer

dNTP (2.5 mmol/uL)
Taq polymerase

Mbi xudi (10 pmol/pL)
Mbi nguoc (10pmol/uL)
DNA (100ng/uL)

Nudc cat

Tong thé tich cuia phan @ng

2 ul
2 ul

0,2 ul

1l

Il

Il

12,8 ul

20 ul

Tién hanh phan ikng PCR trén mdy ludn nhigt: Cai dat chu ky nhiét caa 4 phan

g khuéch dai twong (ing véi ting exon:

Exon 18: 94°C 5 phut
94°C 15 giay
58°C 45 giay
72°C 30 giay
72°C 5 phit

x 35 chu ky

Exon 19: 94°C 5 phut
94°C 15 giay
59°C 45 gidy
72°C 30 gidy
72°C 5 phat

x 37 chu ky

Exon 20: 94°C 5 phut
94°C 15 giay
59°C 45 gidy
72°C 30 giay
72°C 5 phit

x 36 chu ky

Exon 21: 94°C 5 phut
94°C 15 gidy
60°C 45 gidy
72°C 30 giay
72°C 5 phit

x 36 chu ky



PHU LUC5

QUY TRINH TIEN HANH PCR EXON 2 GEN KRAS

Chudn bj dung dich chay PCR Vvéi thanh phan gom:

10X buffer

dNTP (2.5 mmol/uL)
Taq polymerase

Mbi xudi (10 pmol/pL)
Mbi nguoc (10pmol/uL)
DNA (100ng/uL)

Nudc cat

Tong thé tich cuia phan @ng

2 ul
2 ul

0,2 ul

1l

Il

Il

12,8 ul

20 ul

Tién hanh phan teng PCR trén mdy ludn nhiét: 94°C 5 phuat

94°C 15 giay

59°C 30 gidy b x 36 chu ky
72°C 30 gidy

72°C 5 phat



PHU LUC 6
PIEN DI SAN PHAM PCR TREN GEL AGAROSE

Chuén bj gel agarose 1,5%

- Can 1,5g agarose hoa tan trong 10ml boric acid EDTA (TBE) (st dung 10 vi
song). Sau khi agarose tan hét, dé nguoi 55- 60°C, d6 vao khuén gel, tuy thudc

vao sb lugng giéng can cho dién di ma cai lugc 1am 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§y thuat dién di

- Chuan bj dung dich dién di

Thanh phin Ong chuan Ong bénh nhin
Dung dich Marker 10ul
San pham PCR - oul
Dung dich @&m 10X - 1ul
Tong sb 10ul 10ul

Pua gel agarose vao may dién di, cho TBE dén ngap gel

Dung pipet va dau co6n nho hat 1an luot dung dich & mdi 6ng dua vao giéng
(10pl/giéng)

- Pua gel vao may dién di 80-100V (Mupid-Nhat Ban), khoi dong cuong do 90V
di¢n 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, chyp anh, luu anh vao may vi tinh hoac in ra gidy.



PHU LUC 7
QUY TRINH TINH SACH SAN PHAM PCR
TREN GEL AGAROSE

Sir dung Promega Wizard SV gel clean-up system (Promega, USA).

1.Chuan bi dung dich rira mang (Membrane Wash Solution) (chi thuc hién khi bt
dau sir dung hop san pham méi) : Thém ethanol 95% vao lo dung dich rira mang.
Luong ethanol cho thém vao phu thudc vao thé tich cua lo dung dich rira mang

(duoc quy dinh sin trong Kit).

2.Cit phan gel agarose c6 chira san pham PCR mong muén (hién thi dudi dén

chiéu UV). Uéc lugng trong lugng miéng gel.

3. Cho miéng gel vao ong c6 dung tich 1,5mL, thém vao 10 uL dung dich bam

mang (Membrane Binding Solution) cho mdi 10 mg trong luong miéng gel.

4.Nhe nhang tron déu hdn hop trong ong va o ong & 50 — 65°C trong 10 phat hoic
cho dén khi quan sat thady miéng gel tan hoan toan. Ly tdm dng dé toan bo DNA tap

trung xudng day ong.

5Pt 1 cot loc (SV Minicolumn) vao mét éng thu thap (Collection Tube). Chuyén

toan bo hon hop gel da hoa tan vao cot loc va u 1 phut ¢ nhiét do phong.
6.Ly tim phuic hop cot loc-6ng thu thap o téc do 14 000 vong/ phit trong 1 phiit.

7.G& cot loc ra, d6 bo phan dung dich trong dng thu thap. Sau dé dit cot loc lai
trong 6ng thu thap.

8.Thém vao cot loc 700 pL dung dich rira mang va ly tdm ¢ toc d6 14 000 vong/
phut trong 1 phut. Lap lai budc 7.



9. Thém vao cot loc 500 pL dung dich rira mang va ly tim & toc do 14 000 vong/
phut trong 5 phut.

10.Chuyén cot loc sang mot 6ng 1,5 mL mai. Thém vao cot 50 pL Nuclease-Free
Water. U & nhiét do phong trong 1 phit, sau d6 ly tim & téc do 14 000 vong/ phut
trong 1 phut.

11.B6 cdt loc,dung dich trong dng chira DNA dich d3 dwoc tinh sach. Tiép tuc thuc

hién cac k¥ thuat hoic trir 5ng & -20°C.

PHU LUC 8
QUY TRINH GIAI TRINH TU GEN



1.Quy trinh PCR khuéch dai gen EGFR va KRAS sir dung BigDye kit

Thuec hién tuan tu theo cdc buéc sau:

1.Cho vao 6ng dung tich 200 pL cac thanh phan sau :

Théanh phan Thé tich (uL)
San pham sau PCR d3 dugc tinh sach 0,5
Big Dye Buffer 5X 1,5
Big Dye 2,5X 1,0
Nudec siéu sach 6,0
Mo6i don (5pmol/pL) 1,0
Téng thé tich 10

(thyc hién 2 6ng cho 1 mau: 1 6ng cho mai xudi, 1 6ng cho mdi ngugc)

2.Cai dat chu trinh nhiét :
96°C trong 1 phut
96°C trong 10 gidy
50°C trong 4 gidy
60°C trong 4 phut

budéc tinh sach tiép theo.

} x 25 chu ky.

3.Sau khi két thuc phan tng khuéch dai, gitr lanh dng ¢ 4°C hoic tién hanh ngay

2.Quy trinh tinh sach san pham sau PCR sir dung BigDye kit

Thuc hién tuan tu theo cac budc sau:

© 0 N o R~ 0w R

la doc trinh tu gen.

Thém 5uL EDTA 0,125M vao 6ng 200 pL c6 chira san san pham PCR
Thém 60 uL con 100°, tron déu, dé 15 phat & nhiét ¢ phong.
Ly tdm 6ng véi toc do 15 000 vong/phit trong 15 phut.

D6 bo phan dung dich, gitr lai phan can ling & day ong.
Thém vao dng 250 uL ethanol 70%, tron déu.

Ly tdm 6ng véi toe do 15 000 vong/phit trong 10 phut.

D6 bo phan dung dich, giit lai phan cin ling ¢ day ong

Pé manh san pham PCR khé tu nhién ¢ nhiét d6 phong

Lap tac st dung két taa cua san pham PCR nay dé thuc hién budc tiép theo




3.Quy trinh giii trinh ti xdc dinh dot bién gen EGFR va KRAS
Ngay sau khi ldy manh DNA khé vira tinh sach bang con sau phan iimg PCR khuéch

dai bdng BigDye kit, thuc hién tuan tw cac 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 phut (trong block nhiét) dé gan Hi-Di vao cac soi don DNA.
3.Lay mau ra khoi block nhiét dé & -20°C trong 5 phut.

4.Tron déu hdn hop

5.Pit cac giéng chira mau vao may doc trinh tu va khoi dong chuong trinh chay.

6.Phén tich trinh ty gen bang hé théng ABI Prism 310 (Applied Biosystems).

7.So0 sach két qua giai trinh ty gen vai trinh tu gen chuan twong ng cua GenBank.

4.Ma quy wéc cho ky hi¢u trinh tw nucleotid trong phan &ng giai trinh tw gen

Ma quy wdcC Trinh ty Ma quy wdcC Trinh ty
nucleotid nucleotid
A Adenine M A hoac C
T Thymine K Ghoac T
C Cytosine H A hoiac T hoac C
G Guanine B GhoacChoac T
R A hoiac G Vv G hoac A hoac C
Y ChoacT D G hoac Ahoac T
w AhoacT N A hoac T hoac
S G hoac C C hoac G

Bang ma quy udc nay dugc trich tur:

Nomenclature for Incompletely Specified Bases in Nucleic Acid Sequences
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry (NC-1UB),
Recommendations 1984, World Wide Web version Prepared by G. P. Moss,
Department of Chemistry, Queen Mary University of London, UK, available at
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/misc/naseq.html)

PHU LUC 9

QUY TRINH KY THUAT SCORPIONS ARMS




1.Quy trinh danh gia ndong @ DNA tdi wu véi cip moi gen ndi chuin GADPH
str dung ky thuat Scorpions ARMS:
Str dung gen ndi chuan nhim kiém tra chit lvong DNA sau khi tach chiét dong thoi
danh gia ndong do DNA cho mdi phan tng, tir d6 chon ndng do DNA cho vao mdi
phan ung thich hop.

- Pha loing DNA chuén véi cac ndng d6 20ng, 100ng, 500ng

- Chuan bi phan ung realtime PCR: Chuan bi trén khay lanh (thé tich pL)

5 EGFR KRAS
TT Thanh phan . > < "
The tich | Thé tich | The tich | Thé tich

Master mix doi chung 19,5 19,5 19,8 19,8
Tag DNA polymerase 0,5 0,5 0,2 0,2
DNA khuon:
Do6i chimg duong : DNA 50

3.1 . 5,0
duong tinh trong kit

3.2 | Poi chimg am: Nudc 5,0 5,0

Tong thé tich 25 25 25 25

- Tron déu cac thanh phan sau d6 spin nhe cho toan bo dich xudng day ong;
- Dit mau vao may realtime PCR da duoc cai dat san chuong trinh chay;
- (Cai dat chuong trinh cho may realtime PCR:

» Bat may realtime PCR, nhat 1a dén cua dau doc realtime it nhat 15
phut truéc khi chay chuong trinh. Bat may tinh va cho cho may tinh
khoi dong xong, goi chuong trinh realtime PCR 1én. Phai kiém tra chac
chan may realtime PCR va may tinh da két ndi véi nhau (xem huéng
dan str dung médy realtime PCR).

= Chon chiic ning chd cho dén khi “Heat lid” dat 105°C thi chuong trinh
luan nhiét méi bat dau.

= Cai dat vi tri mau “Plate setup” trén phan mém dung véi vi tri mau da dat
trén may realtime PCR.

= V&i mau: Chon loai mau 1a “Unknown”. Pat tén hoic s6 twong Gtng Voi

ky hiéu cua mau.



= \/6i chimg duong va am: it tén “Chimg duong”, “Chimg Am” tuong Gng.

= Chon mau “FAM” va “HEX” cho mau, ching dwong va chimg am.

» Cai dat chuong trinh “Protocol” cho may realtime PCR hoat dong: 1 chu
ky: 95°C-4phut; 40 chu ky: 95°C-30 gidy, 60°C-1 phut (chon doc két qua

tai budc ndy), gitt mau & 15°C.

- Céch phan tich két qua kiém tra chirng noi chuan:
= Sau khi két thuc qua trinh realtime PCR, chuyén sang ché d6 “Analysis”
dé phan tich két qua.
= Phan tich ching duong va 4m: Chon mau FAM dé phan tich két qua,
chung duong (PC) phai cho tin hi¢u o dang va co6 gia tri Ct dat 26,26 —
30,95. Chitng am phai chac chan rang khong bi ngoai nhiém tirc 1a khong
cho tin hiéu.
= Phan tich mau: Chon mau FAM dé phan tich két qua:

o Mau cho tin hiéu Ct tir 26.26-30.95: mau dat yéu cau dé thyc hién
phan tng véi cac moi dot bién

o Mau cho tin hiéu Ct tir 30.69-37.00: Mau cho tin hiéu yéu c6 thé co
thé 1am cho dot bién khong thé phat hién. Truong hop nay phai ting
thém luong DNA khuon bang cach cho gip d6i luong DNA s& cho tin
hi¢u giam 1 chu ky.

o Mau cho tin hiéu Ct tir 37.00-40.00 : Két qua cho tin hiéu qua yéu
chang t6 chi c6 mot vai DNA dugc khuéch dai. Khong thé phat hién
duoc dot bién néu cac DNA duoc khuéch dai d6 khong phai hau hét 1a
DNA mang d6t bién. Truong hop nay phai tach chiét DNA lai.

o Mau cho tin hiéu Ct < 23.00 : trudng hop nay phai tién hanh pha lodng
DNA dua két qua tin hiéu vé 26.69-30.95 bang cach ctr pha lodng Y
luong DNA thi s€ cho tin hi¢u tang 1én 1 chu ky.

2.Quy trinh chay chirng dwong va chirng 4m véi cac mdi dot bién:
- Chuén bi Master mix cho phan @ng (7 méi dét bién gen EGFR): Thuc hién
trén khay lanh (Thé tich pL)



Control 19,5

T790M 19,5

Xoa doan exon 19 19,5

L858R 19,5

L861Q 19,5

G719X 19,5

S768lI 19,5

Thém doan exon 20 19,5

Tag DNA pol. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

DNA khuon 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(d3 chuan nong do)

Tong thé tich 25 25 25 25 25 25 25 25

- Chuan bi Master mix cho phan ung ( 7 moi dot bién gen KRAS): Thuc hién
trén khay lanh (Thé tich pL)

1 2 3 4 5 6 7 8
Control 19,8
G12D 19,8
G12V 19,8
G12A 19,8
G12R 19,8
G12C 19,8
G12S 19,8
G13D 19,8
Taq DNA 02 |02 |02 |02 (02 (02 |02 |02
polymerase
DNA khuén 50 |50 |50 |50 (50 (50 (50 [50
Tong thé tich 25 (25 |25 |25 |25 25 25 25

- DNA khuén lan luot la:
= Chung duong (PC): 1a DNA d3 xac dinh c6 ca 7 dot bién trén khi chay véi

cap mdi dot bién s& cho két qua duong tinh duoc pha ¢ ndng do thich hop



Chutng 4m ( NC) : 1a nuéc PCR khong chira DNA khi chay véi cac cap moi

dot bién cho két qua am tinh

- Tron déu cac thanh phan sau d6 ly tim nhe cho toan bé dich xubng day 6ng

- Dit mau vao may realtime PCR da duogc cai dit san chuong trinh chay

- Cai dat chuong trinh cho may realtime PCR:

Bat mdy realtime PCR, nhat 1a dén cua dau doc realtime it nhét 15 phut
trude khi chay chuong trinh. Bat may tinh va chd cho may tinh khai dong
xong, goi chuong trinh realtime PCR 1én. Phai kiém tra chic chin may
realtime PCR va may tinh da két néi voi nhau (xem HDSD may
realtime PCR).

Chon chirc nang chd cho dén khi “Heat lid” dat 105°C thi chwong trinh luan
nhiét mai bat dau.

Cai dit vi tri mau “Plate setup” trén phﬁn mém dtng voi vi tri mau da dat
trén may realtime PCR.

Véi mau: Chon loai miu 13 “Unknown”. Dit tén hoic sb twong tng véi ky
hiéu ctia mau.

Véi chimg duong va am: Pat tén “Chtng duong”, “Chtirng Am” tuong Gng.
Chon mau “FAM” va “HEX” cho mau, chiung duong va chimg am.

Cai dat chuong trinh “Protocol” cho may realtime PCR hoat dong: 1 chu
ky: 95°C-4phit; 40 chu ky: 95°C-30 gidy, 60°C-1 phut (chon doc két qua tai

bude nay), gitt mau ¢ 15°C.



- Cac mdi dot bién duoc sir dung dé xac dinh dot bién gen EGFR va gen KRAS:

Gen EGFR Gen KRAS
STT Méi dét bién Exon | STT Mai dét bién Exon
1 | Deletions Reaction Mix 19 1 | G12A Reaction Mix 12
2 | L858R Reaction Mix 21 2 | G12D Reaction Mix 12
3 | L861Q Reaction Mix 21 3 | G12V Reaction Mix 12
4 | G719X Reaction Mix 18 4 | G12R Reaction Mix 12
5 | S768I Reaction Mix 20 5 | G12C Reaction Mix 12
6 | Insertion Reaction Mix 20 6 | G12S Reaction Mix 12
7 | T790M Reaction mix 20 7 | G13D Reaction mix 13

- Cach phan tich két qua real-time v&i cac moi dot bién:

= Sau khi két thac qua trinh realtime PCR, chuyén sang ché do “Analysis” dé
phan tich két qua.

= Phaén tich chimg duong va 4m: Chon mau FAM dé phan tich két qua, ching
duong (PC) vé6i cac mdi dot bién phai cho tin hiéu rd dang va co gia tri Ct
dat 26,26 — 30,95. Chtrng 4m phai chic chan ring khong bi ngoai nhiém tirc
la cho tin hi€u khong vuot qua tin hiéu nén.

= Phan tich mau: Chon mau FAM dé phan tich két qua:

o Mau chay véi mdi dot bién cho két qua 1a duong biéu dién tin hiéu am
tinh (khong vuot qua tin hiéu nén). Mau nay khong c6 dot bién véi moi
tuong ung.

o Mau chay véi moi dot bién cho két qua 1a duong biéu dién tin hiéu
duong tinh (vuot qua tin hiéu nén), tién hanh tinh toan gia tri ACt theo
cong thirc: Ct dot bién — Ct chimg = ACt. So sanh gia tri ACt voi gia tri
ngudng “Cutoff” (Bang 2.3). Néu miu c6 gia tri ACt thap hon hoic
bang gid tri “cutoff” thi mau d6 duoc coi 1a (+) voi dot bién do, con néu
mau co gia tri ACt cao hon gia tri “cutoff” thi mau d6 duoc coi 1a (-)

Vv6i dot bién d6 hodc ngoai gidi han phat hién cua kit.



Gia tri cutoff ciia gen EGFR va gen KRAS

Gen EGFR Gen KRAS

Dot bién Gia tri cutoff ACt | Dotbién | Gia tri cutoff ACt
T790M 6,38 G12A 6,5
Xoa doan exon 19 9,06 G12D 8,0
L858R 8,58 G12R 8,0
L861Q 9,26 G12C 7,0
G719X 9,32 G12S 9,0
S768l 9,26 Gl12v 6,5
Thém doan exon 20 7,91 G13D 9,0




PHU LUC 10

BANG TOM TAT CAC PHAN PO
MOT SO TAC DUNG PHU CUA HOA CHAT

Pic tinh Do 0 bo 1 Do 2 P 3 Do 4
Trén hé tao huyét:
Bach cau >4 3-39 2-2,9 1-1,9 <1
Tiéu cau BT 75-BT 50 — 74,9 25-49,9 <25
(x10%)
Huyét sac to BT 100-BT 80-100 65-79 <65
(g/I) 7 7 7
Huyét sic tb BT 6,2-BT 4,9-6,2 4-4,9 <4
(mmol/l)
Bach cau hat >2 1,5-1,9 1-1,4 0,5-0,9 <05
Doc tinh trén hé tiéu hoa:
Buon non Khong | Co thé Kho an Khong thé
an duoc an duoc
Nén Khong | 11an/24h | 2-51an/24h | 6-10 lan/24h |>10lan/24h hoic can
nuoi dudng ngoai
duong tiéu hoa
Ia chay Khong  [2-3 4-6  lan/ngay|7-9 lan/ngay, ia|>10 lan/ngdy, ia méu
lin/ngdy  |chudt rat muc|sén, hoic chudt|dai thé hodc can nudi
do nhe rat mie d6 nang | dudng ngoai duong
tiéu hoa
Viém loét Khong |Can diéu tri|Can  diéu tri|Khong  kiém|Thang hoic chay
da day thudc trung|bang thudc|soat duoc bang|mau
hoa acid manh tich cuc, |thudc, can mo
khong can mé
Dj ting Khong |Ratnho, s6t|Noi may day, |Bénh huyét| Soc phan vé
do thudc < |[sét do thudc >|thanh, co thét
38°C (< |38°C (100,4°F) |phé quan, yéu
100,4°F) ciu nudi dudng
ngoai h¢ tieu hoa
Trén gan:
Billirubin BT BT <151anBT | 1,5-31anBT >3 lan BT
AST, ALT BT |<25lanBT| 2,6-51anBT | 5,1-20 lan BT >20 lan BT




Trén than :

Creatinine BT [<150anBT| 1,5-31anBT | 3,1-6lan BT > 6 lan BT
Ure BT hoac| 7,6-10,9 11-18 >18
<75
Trén da:
Ban da khong |Nbi ban do,|N6i ban do gay|No6i ban do giy|Viém loét, nhiém
khong ngira |ngtra, ving ton|ngia, vimg ton|tring da
thuong <50%|thuong  >50%
di¢n tich da co thé |dién tich da co'thé
Rung toc khong |[toc thua Rung tung|Rung hoan |-
mang toan
Viém mong khong |[Moéng mat|Mat moéng mot|- -
mau  hoic|phan hoic hoan
san sui toan

(BT: binh thuong)




PHU LUC 11

TRINH TU THAM CHIEU
CUA GEN EGFR (exon 18-21) VA GEN KRAS (exon 2)

1.Trinh tw tham chiéu caa exon 18-21 gen EGFR

EGFR

CTTGTGGAGCCTCTTACACCCAGTGGAGAAGCTCCCAACCAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGG

L v E P L T P S G E A P N Q A L L R | L K

E T E F K K | K v L 6 &8 66 A F GG T VW ¥ K G L

w o P E G E K V K | PV A 1 K E L R E A T
EGFR EGFR

TCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCCTCGATGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGTGGACAACCCCC
5 P K A N K E | L D E A Y v M A S v D N P

EGFR

ACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGCTCATGCC
H ¥ € R L L G | ¢c L T s T V¥V a L | T a L M P

CTTCGGCTGCCTCCTGGACTATGTCCGGGAACACAAAGACAATATTGGCTCCCAGTACCTGCTC
F G c L L D Y v R E H K D N | G s Q Y L L
EGFR EGFR

AARCTGGTGTGTGCAGATCGCAAAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCGCG
N W C v Q | A K G M N Y L E D R R L V' H R

ACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCT
D L A A R N v L v K T P Q H Vv K | T D F G L
EGFR

GGCCAAACTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAA
A K L L GG A E E K E ¥ H A E G G K



2.Trinh tu tham chiéu cia exon 2 gen KRAS

KRAS

GCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAG
Mm T E ¥ K L Vv v VvV 6 A G G V G K s

KRAS

TGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAG
A L T | a L | a N H F ¥ D E ¥ D P T | E



