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PAT VAN DE

Té bao than kinh dém duoc xem nhu 1a mo lién két cua hé than kinh
trung wong ctia con nguoi, voi sd lwong nhiéu gap 10 dén 50 1an so vé6i sb
luong neuron than kinh. Céc té bao than kinh dém dugc cong nhan vai tro
thong tin lién lac trong hé than kinh trung uong khi hop tac vdi cc neuron
[1]. U nguyén bao than kinh dém (UNBTKD) phat trién tir té bao than kinh
dém chua biét hoa hodc biét hoa thap trong ndo [2], 100% la ac tinh va dugc
WHO xép vao nhém u 4c tinh d6 IV [3]; ty 1& mac mdi hang nam khoéang
3,2/100000 dan, chiém ty 1& cao nhat trong cac loai u ndo ac tinh nguyén phat
(46,6%), bénh tién trién rat nhanh, ngudi bénh UNBTKD c6 thoi gian song
trung binh chi 6 thang dén 1 ndm mac du da duoc diéu tri rat tich cuc, ty 1¢
song sau 5 nam rat thap chi khoang 5,5% [4].

Co ché sinh bénh UNBTKD duoc biét dén da phan 13 do dot bién gen,
gy roi loan thong tin di truyén trong té bao, té bao ting sinh, khong ngimg
phan chia phat sinh khéi u, ung thu [5],[6],[7]. Mot té bao binh thuong dé
chuyén dang sang té bao ung thu phai trai qua mot vai dot bién & mot sd gen
nhat dinh. Qua trinh nay lién quan dén hé théng gen sinh ung thu va gen
khang ung thu. Binh thudng gen sinh ung thu kiém soat hoat dong té bao theo
huéng tich cuc, md hoa protein truyén nhirng tin hiéu phan bao, khi cac gen
nay bi dot bién s& truyén tin hi¢éu phan bao sai lac ma co thé khong kiém soat
dugc dan dén sinh ung thu, vi du gen EGFR, FGFR, IDH... C4c gen khang
ung thu trai lai ma hoa cho nhiitng protein kiém soat phan bao theo hudng tc
ché, 1am chu ky phan bao dimg ¢ mot pha, thuong ¢ pha G1; cac gen khang ung
thu con ¢6 chirc nang lam biét hoa té bao, hodc ma hoa té bao chét theo chuong
trinh. Khi cac gen khang ung thu bi bat hoat do dot bién s& lam bién doi té bao
lanh thanh &c tinh, vi du gen TP53, PTEN... [5].



Céc nghién ctru di chi ra sinh bénh UNBTKD c¢6 lién quan dén nhiéu
gen: gen khang ung thu nhu gen TP53, PTEN, gen sinh ung thu nhu: EGFR,
FGFR, IDH, MGMT, ATRX, hoac x6a 1p/19q... [8] nhung tap trung nghién
ctru dot bién mot s gen nhu gen TP53, EGFR, FGFR, vi d6t bién céc gen
TP53, EGFR, FGFR ngoai c¢o ty 1¢ dot bién cao con duoc ching minh dong
vai trd quan trong trong co ché sinh bénh phan tir va dinh huéng diéu tri cua
bénh u nguyén bao than kinh dém [4],[9],[10],[11]. Gen TP53 c¢6 vai trd kiém
soat hoat dong séng va chét cia té bao theo chu trinh. Dot bién TP53 lién
quan chat ché véi mot tién luong xau cho su song con tong thé & nhiing bénh
nhan u nguyén bao than kinh dém, va dot bién TP53 con lam tang nhay cam
v6i hoa chét temozolomide trong diéu tri bénh, lam tang ti 1 sdng con so voi
diéu tri bang semustine ¢ bénh nhan u nguyén bao than kinh dém [12],[13].
Gen EGFR va gen FGFR ma hoa tong hop cac thu thé mang té bao c6 tén goi
protein tyrosin kinase, cic thu thé ndy c6 vai tro tiép nhan va truyén céc tin
hiéu ndi bao theo co ché phosphoryl héa, san pham cta ching s& diéu hoa su
tang sinh, sy séng con, sy bi¢t hoa va su van dong té bao. Hoat dong cua cac
thu thé duoc kiém soat va diéu hoa rat chat ch&. Sy rdi loan hoat dong cua
tyrosin kinase do dot bién hay do cac bién d6i di truyén khac co thé gay ra
mat diéu hoa hoat dong ctia enzym nay va hau qua 1a té bao trd nén ac tinh
[5],[6]. Mot s6 chét trc ché hoat dong bat thuong cua tyrosin kinase da duoc
thir nghiém thanh cong trong mot s6 ung thu do dot bién gen EGFR, FGFR
nhu: ung thu phdi khong té bao nho, ung thu va, dai trang...[14],[15],[16],[17].
Va cac chat trc ché EGFR, FGFR hién dang duoc thir nghiém trén bénh nhén u
nguyén bao than kinh dém, dé nhimg thir nghiém thanh cong nhat dinh can phai
xac dinh duoc nhiing thay doi trong cau tric phan tir gen EGFR, FGFR. Pay
chinh 14 huéng diéu tri dich dang rat trién vong trong diéu tri ung thu [18].
Nghién ciru dot bién gen TP53, EGFR, FGFR... 1a mdt trong nhimng co s& cho



nghién ctru diéu trj dich cua bénh UNBTKD, va rat can thiét voi cac thﬁy thude
lam sang dé dua ra tién luong va hudng diéu tri t6t nhat cho nguodi bénh u
nguyén bao than kinh dém. Tai Viét nam chua thiy c6 nghién ctiru vé van dé nay.
Xuat phat tir nhitng 1y do trén, chung toi thuc hién dé tai: "Nghién ciru

djt bién gen trén bénh nhin u nguyén bao than kinh dém", véi muc tiéu:
1. Xdc dinh dét bién gen TP53, EGFR, FGFR trén bénh nhan u nguyén

bao thdn kinh dém.

2. Phan tich mét sé ddc diém cia ngwoi bénh u nguyén bao than kinh

dém phat hién thay dgét bién gen.



CHUONG 1
TONG QUAN

1.1. Pai cwong vé u nguyén bao than kinh dém
1.1.1. Tinh hinh méc u nguyén bao than kinh dém trong muwdc va trén thé giéi
Tong thé vé diéu tra mac UNBTKD trén thé gidi chua déng déu, vi du
& My nim nao ciing c6 nghién ctru bao cdo vé tinh hinh mac bénh, hay ¢ Anh,
Phan lan, Pan mach thuong 5 ndm bdo cdo mot lan..., song & cac chau luc
khéc, nhu chau A hay chau Phi, théng ké vé bénh con 1¢ té va rat it. Qua céac
bao céo cho thay ty 16 mic UNBTKD khong gidng nhau giira cac chau luc, ¢
cac nudc Chau Au va M§ ¢6 ty 1& mac cao hon cac nudc chau A, tai My ti 18
mac méi hang nam 1a 3,2/100000 dan [4], ty 1& mic cao nhat 1a & Anh
(4,64/100.000 dan/nam) [19], va cac nudc Bic Au sd ngudi mic bénh giao
dong tir 3,3 - 5,1/100.000 d6i v6i nam gidi va 2,1-3,5/100.000 phuy nir, ty 16
mic bénh gia ting hang nam, ting trung binh hang nim & nam gidi: 9,2% va
phu nit: 8,8%, su gia ting cao nhat & nhom tudi gia nhat, nam 1a 12,4%, nit 1a
10,5% [20], ty 1¢ méc thdp hon & Phan Lan 2,0/100.000 nguoi/nam [21]. Tai
An d6 hang niam c6 tir 5-10/100,000 dan méc u ndo va than kinh trung wong,
trong d6 ty 16 miac UNBTKD chiém 22,8% [22]. Ty 1¢é mac bénh rét thap ¢
Han qudc 0,66/100000 dan/nam [23]. Nam gidi thuong mac UNBTKD nhiéu

hon nir gidi, va nguoi da trang c6 ty 16 mac bénh cao hon nguoi da mau [4].

Tai Viét Nam chua thdy c6 bao cdo vé ty 1& mic u nguyén bao than
kinh dém trong ca nudc, mot sé cac nghién ciru da dua ra két qua cho thiy ti
1¢ bénh kha cao: theo thdng ké cia Lé Xuan Trung va Nguyén Nhu Bing nim
1975, u nguyén bao than kinh dém chiém 18% trong 408 ca md u ndo tai bénh

vién Viét Buc [24]. Nghién ctru ctua Kiéu Dinh Hung (2006), trong céac loai u



than kinh dém &c tinh thi UNBTKD chiém ty 1é cao nhat 62,7% [25]. Nghién
ctru ctia Tran Chién (2011) ti 1&é méac u nguyén bao than kinh dém 1a 39,3%
trong sb cac u than kinh dém hinh sao, nam méc bénh cao hon nir, tudi trung
binh 43,03 + 3,37, tudi hay gap nhat tir 51-60 tudi, thép nhét 13 tudi, cao nhat
71 tudi [26]. Theo Duong Pai Ha va Ha Kim Trung (2014), u nguyén bao
than kinh dém chiém 33,3%, c6 do tudi trung binh cao nhat trong cac loai u
than kinh dém [27]. T4t ca cac nghién ctru déu két luan nam giéi mac bénh
UNBTKD cao hon nir gidi, ty 1é mic tang theo lta tudi [4],[19],[20],[25]. Vé
d6 tudi mac ¢ Viét nam tré hon SO v&i cac nudc: tudi trung binh mic
UNBTKD la 43 + 3,71, tudi hay gip nhat tir 51-60 tudi (28,8%) [26], trong
khi @6 & My ty 1é mac bénh cao nhat 1a nhdm trén 75 tudi chiém 24,43% [4].

Nhin chung bénh u nguyén bao than kinh dém ngay cang gia ting, gip
nhiéu & tudi trung nién tro 1€n, nam méc bénh cao hon nit, rit ac tinh va ti 18

song thuong rat thap, khoang 5,5% séng qua 5 nam [4],[19],[21],[26]...
1.1.2. Phén logi u nguyén bao than kinh dém

T6 chtrc ndo va than kinh trung wong kha da dang, bao gdm nhiéu
tuyén, nhiéu loai té bao; khi ton thuong cling rat da dang, tuy vi tri, chirc ndng
ma céac té bao dam nhiém s& giy ra cac bénh 1y khac nhau, cting goi 13 u nio
song voi moi loai t& bao khi bi bénh s& co biéu hién mot dang hinh thai ton
thuong. Dya vao vi tri ton thuong c6 thé dinh hudng bénh, va dwa vao ton
thuong mo6 bénh hoc co thé x4c dinh chinh xac ton thuong loai té bao nao va
thudc thé bénh nao.

Tu thyc té 1am sang cua bénh cac nha khoa hoc da té)ng két va phan loai
cac khéi u ndo va than kinh trung wong theo 2 cach: phan loai theo vj tri khoi

U va phan loai theo ton thuong mo bénh hoc.



1.1.2.1. Phan logi u nguyén bao thin kinh dém theo vi tri khoi u

Phén loai theo vi tri khdi u giup cac bac si dinh hudng cho chan doan
va diéu tri, nhat 1a xac dinh vi tri cho viéc phau thuat cat khéi u. Cac vi tr
khéi u dugc chia thanh 3 loai [2]:

Céc u trén 1éu: nam phia trén cua 18u tiéu ndo bao gém céc u thily ndo
(u thuy tran, thuy dinh, thuy thai duong, thuy cham), cac khdi u ving trung
tm (u nhan xam trung wong, u ndo that bén, u thé trai, u hd yén, u nio that
111, u tuyén tung).

Céc u dudi 1éu (u hd sau): bao gdm cac u tiéu ndo, u ndo that IV, u thuy
giun, than ndo, goc cau tiéu nio.

Céc vi tri khac: u 18 bau duc giira khe tang trén va dudi 1éu, cac u 15
cham nam giita hd sau va éng song.
1.1.2.2. Phén logi u nguyén bao thin kinh dém theo mé bénh hoc
* Phdn logi u nguyén bdo than kinh dém theo cdc thoi ky

Niam 1835, 1an dau tién Virchow dua ra phan loai u nao dua vao su
gidng nhau giira té bao u va té bao ndo clia nguoi trudng thanh dé dat tén cho
khéi u.

Niam 1926 Bailey va Cushing phan loai u ndo dua trén 1y thuyét bao
thai ctia Conheim, da cho rang cac khdi u phat trién tir cac té bao thai ngimg
phat trién trong nhiéu giai doan, chong 1én nhau trong nhiéu thoi ky ciia cac té
bao ndo, d6 1a cach phan loai theo mo hoc cac khéi u ciia hé than kinh [28].
Quan niém tién lvong mé hoc cac khéi u ndo nay co gia tri véi phan 16n cac
quan niém va cach phan loai van dugc dung hién nay. Céc tac gia di thay
rang nhitng bénh nhan co6 thoi gian séng thém lau nhat 1a nhimg khéi u biét
hoa cao nhét so v&i nhiing u it biét hoa. Trong nhiéu thap nién sau, rat nhiéu
cach phan loai khac ra doi tuy theo cac nha mé bénh hoc va cac phau thuat

vién than kinh.



Nim 1949 Kernohan di dé xudt mot cach phan loai méi, dua trén
thuyét tang sinh: cac té bao u khong phai sinh ra tir cac té bao phdi thai ngimng
phat trién, ma chinh 1a sy ting sinh khong kiém soat dugc cua cac té bao binh
thuong. Tung loai u cé thé duoc phan chia theo d¢ ac tinh tang dan (I, 11, III,
IV) tuy theo mirc d§ khong biét hoa. Viéc phan do dua vao céc chi tiéu: )
luong té bao u gian phén, ty 1& phan trim té bao u khong biét hoa, bién do
hoai tir, cdc mach tang sinh va mic do da hinh. Nhu vay, phan dg la cach
danh gia tién luong dua vao viéc nghién cliru cac nhdm bénh nhan khac nhau,
mot cong cu chinh trong lya chon céc liéu phap diéu tri toi wu [29]. Phan loai
ctia Kernohan tré nén pho bién vi phan anh dugc su chuyén dang ac tinh cia
nhiéu loai té bao than kinh.

Cong nghé sinh hoc bung nd, cac nghién ctru da phat hién ra cac lién quan
ctia dot bién di truyén dén su phat sinh khdi u, do vay ngoai phan loai theo mo
bénh hoc 1a chinh, ndm 1993 WHO d4 b sung thém mot sb thay doi vé di
truyén hoc trong mot s6 khéi u; day 1a su khac biét 16n so véi tat ca cac phéan loai
u ndo tur trudc d6. U nguyén bao than kinh dém thudc nhém u t€ bao hinh sao, do
ac tinh cap do IV; vé tinh trang di truyén: c0 su thay d6i di truyén nhu dot bién
cua Tp53 va mét 17P, mat 19q hodc mat nhiém sic thé 10, dic biét trong nhom
bénh UNBTKD c¢6 thém tiéu chuan khuéch dai EGF-R thu thé yéu t6 ting
truong biéu bi [30].

Su phat hién thém vé mot sd bién thé mo hoc trong qué trinh chan doan
va diéu tri, ké hoach xép loai cia WHO da duoc cap nhat, dugc stra doi rong
rai. Nhén biét vai tro cta cac phuong phap tiép can chan doan phan tir dbi véi
phan loai khéi u, cac dic diém di truyén di duoc nhan manh hon, vi vay phan
loai cac khéi u cta hé théng than kinh cia WHO nam 2000 ra doi, nhim muc
dich duoc str dung va thyc hién cho cac cong déng nghién ctru y sinh hoc trén
toan thé gidi. U nguyén bao than kinh dém dugc xép vao nhom u té bao hinh

sao trong U biéu mo than kinh, c6 do ac tinh cao nhat (46 IV), ¢6 3 loai hinh



thai 1am sang 1a: UNBTKD da hinh, UNBTKD thé hdn hop véi sarcom xo,
UNBTKD thé té bao khong 16 [31].

Nim 2007, do phéat hién thém mot s6 thuc thé 1am sang méi, WHO
phan loai lai cac khdi u cia hé thong than kinh trung wong, trong d6
UNBTKDP thudc nhém u té bio sao (astrocytoma), Va u nguyén bao than kinh
dém duogc chia thanh hai loai 1a UNBTKD té bao khong 16 va sarcom nguyén
bao than kinh dém (gliosarcom) [32]. Khac véi phan loai nim 2000 gdém ba
loai hinh ton thuong theo moé bénh hoc, thi ndm 2007 WHO da nhém lai
thanh hai loai hinh ton thuong, tao diéu kién dé dang cho phén loai cla céc

thay thudc 1dm sang. Trén 1am sang phan 16n gip cac ton thuong mo bénh hoc

= ';-: "

X q” : = ,.“- .
S e ST AR el SN S nedd
DS Pt S T vt E N S T e,

Hinh 1.1. Céc dic diém mé hoc ciia u té bao hinh hat nhé [32]

(4) tinh dong nhdt hat nhdn va kich thuéce té bao

(B) hat nhén hinh bau duc véi nhiéu hinh anh phan bao
(C) nhiéu ddy mao mach

(D) hat nhan ro

(E) vé tinh.



Viéc phan loai theo moé bénh hoc rat co gia tri trong chan doan, tién
luong va diéu tri, vi mic du cung 13 u & ndo xong phai sau khi doc duogc tiéu
ban md bénh hoc té bao méi xac dinh dugce chic chin 1a thudce thé bénh nao,
déng thdi moi loai hinh té bao ton thuong tién trién sé khac nhau, muc do
ning nhe cua bénh phu thudc vao mirc do biét hoa cua té bao u, néu té bao u it
va khong biét hoa thi mirc do 4c tinh rat cao, va c6 dic diém xam l4n lan toa
sang cac td chirc xung quanh, su tang sinh mach mau nhiéu trong u, hoai tu td
chtic... s& anh hudng tdi két qua diéu tri cua thiy thudc 1am sang. Tuy vay
trong thyc té 1am sang nhiéu truong hop md bénh hoc rat khé phan biét, do
vay WHO ludn cép nhat trong phan loai d& phu hop chan doan 1am sang véi
mo bénh hoc, tao diéu kién thuan loi cho diéu tr1 va nghién ctru. Phan loai cua
WHO nam 2007 dugc md ta rat chi tiét va bo sung thém nhiéu loai hinh 1am
sang, do vay phan loai nam 2007 dugc st dung lau nhét, so vé6i phan loai ndm
1993 va nam 2000. Nhung phan loai ndm 2007 chwa phi hop véi su thay doi
16n trong cong cudc dot pha vé bién ddi di truyén, nhiéu loai bénh da cang
ngay cang duoc chimg minh c6 lién quan nhiéu hon dén dot bién gen, nhét 1a
trong cac khdi u ndo, can bod sung vé di truyén hoc cho nhiéu thé bénh trong
phan loai ciia u ndo va than kinh trung wong, vi vdy WHO cho phép ban cap
nhat phan loai nam 2016.

* Phan logi u nguyén bao than kinh dém cia WHO nam 2016 [3].

2016 WHO da dua ra ban cap nhat vé phan loai u than kinh trung uong,
c6 su khac bi¢t 16n so vdi cac phan loai trude day; do 1a qui dinh cach goi tén
cho céc loai khéi u: bao gém mot tén mo bénh hoc, sau do la cac dac tinh di
truyén, voi cac dic diém di truyén sau dau phay va tinh tir, nhu: u té bao than
kinh dém hinh sao lan téa, dot bién IDH... Dbi voi nhimng thyc thé co nhiéu
hon mét yéu t6 di truyén, nhiéu tinh ning phan tir can thiét duoc bao gdm

trong tén: u té bao than kinh dém it nhanh, dot bién IDH va xoéa 1p/19q. Dbi



10

voi mot khdi u thiéu dot bién di truyén, thuat nglr hoang da cé thé duoc sir
dung: u nguyén bao than kinh dém, IDH hoang di. Ngoai ra c¢6 mot thé khéi u
goi 1a NOS (NOS nghia 1a khéng duoc quy dinh cu thé) cho phép goi ddi voi
mot sb loai khoi u khi khong c6 du thong tin dé c6 mot ma cu thé hon hodc
khéi u chua duge kiém tra day du cac tham sé di truyén lién quan, nhung
trong trudng hop hiém co ciing ¢ thé bao gém cac khdi u dd duoc kiém tra
nhung khong cho thiy cac thay doi di truyén chan doan. NOS khong dinh
nghia mot thuc thé cu thé; thay vi n6 chi ra mot nhom ton thuong ma khong
thé duoc phan loai vao bat ky nhom nao dugc xac dinh hep hon; vi du: u té
bao than kinh dém hinh sao lan toa, khong xac dinh (diffuse astroctyoma,
NOS), hodc u té bao than kinh dém hinh sao giam biét hoa, khong xac dinh
(anaplastic astrocytoma, NOS). Do d6, mdt danh muc NOS dai dién cho
nhimng trudng hop ma khong biét vé& mit di truyén hoc va 1am sang, can phai
nghién ctru trong tuwong lai trude khi co thé sang loc thém. Kém theo phan
loai cia WHO 2016 van phan chia cac mirc d6 ac tinh tir I dén IV tiy thuodc
dic diém hinh thai t& bao u va mac do biét hoa té bao, t& bao u cang it biét
hoa thi do ac tinh cang cao. U nguyén bao than kinh dém duoc xép vao nhom
u té bao than kinh dém hinh sao lan toa va té bao than kinh dém it nhanh [3].
UNBTKD duoc chia thanh 2 thé bénh chinh bao gém: u nguyén bao than kinh
dém, IDH hoang di va u nguyén bao than kinh dém, dot bién IDH, ca 2 loai
déu co d6 4c tinh cao nhit (46 IV), va 6 nhiing tiéu chuan 1 vé dic diém cua
ting thé bénh, bao gdm: thé UNBTKD, IDH hoang di (khoang 90% trudng
hop), twong tng v&i hau hét cac UNBTKD nguyén phat dugc xac dinh 1am
sang, thuong gap ¢ bénh nhan trén 55 tudi; va UNBTKD, IDH-d6t bién
(khoang 10% trudong hop), tuong g chat ché gitta UNBTKD thtr phat voi u
than kinh dém lan toa giai doan trudc do va phat hién ¢ bénh nhan tré tudi;

ngodi ra con c6 mot thé bénh khong dién hinh goi 1a UNBTKD khong xac
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dinh (NOS), mot chan doan dugc danh riéng cho nhitng khéi u ma khong thé
danh gia vé IDH day du. (WHO 2016).

WHO m6 ta hinh anh trén phim chup MRI ctia u nguyén bao than kinh
dém: 13 hinh anh ndi dia hoa va phan chia mang sic nét, (nhin thiy trén hinh

anh MR tuong phan sau T1) hinh 1.2a.

Hinh 1.2. Anh chup MR\ va mé bénh hoc ciia UNBTKD.
Nguon: David N. Louis et al, Ellisonl ] Received: 22 January 2016. 1 3 Acta Neuropathol
DOI 10.1007/s00401-016-1545-1.

Hinh anh t6n thuong mo bénh hoc cia u nguyén bao than kinh dém duoc
mo ta: ton thuong dién hinh 13 u té bao hinh hat nhé, duoc dic trung bdi cac
khdi u nhé dong nhét, nhat mau, nhan chia va bat mau dam, c6 thé thiy mot
duong bién gidi riéng biét véi ndo lién ke, co thé xam 1an xung quanh (hinh
1.2b); phtic tap hon, ngoai cic té bao biéu mé nhd, con xuat hién nhiéu té bao
biéu mé 16n vai té bao bach cu ua acid, cac hat nhan, mot tap hop cac té bao
khéi u hat nhan 1éch tim va sy bao phu canh nhan chéng 1én nhau (hinh 1.2c).
Mot s6 hinh anh cho thiy cac dic diém ctia mot tién chét thip hon & cac mo lan
can; bao gém cac té bao khéng 16 ky la mac du khong c6 hoat dong phan bao,
rt nhiéu hat bach cau wa acid va cac té bao vang hinh sao xuat hién. Xen k& té
bao u 1a su ting sinh mach mau va t6 chirc hoai tir khdi u (hinh 1.2d).

Bang phan loai 2016 cia WHO khuyén céo st dung cho tit ca cac co

s& di€u tr1 va nghién ctru v€ ndo va than kinh trung wong, thay thé cho céc
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phan loai trude; phan loai nay khé thuan lgi trong viéc &p dung diéu tri theo
ting thé loai, va dé dang dé bao céo trong cac nghién ctu, cling nhu béo cao
vé thuc hanh 1am sang; nhung thuc té ap dung nhu thé nao thi trén thé gidi
cling nhu & Viét nam van chua théy cod bao cdo. Hién tai Khoa Giai Phau
Bénh, Bénh vién Viét Pic chua ap dung phan loai nay trong chan doan. Do
vy chung t6i st dung tiéu chuan phan loai UNBTKD ciia WHO nim 2007;
vé co ban mo ta t6n thuong giai phiu bénh cta phan loai 2007 va 2016 khéng
khac biét.
1.1.3. Chan dodn
1.1.3.1. Chin dodn lim sing

Céc triéu chimg u nguyén bao than kinh dém phu thudc chii yéu vao
kich thuéc va vi tri khéi u trong ndo. Céc triéu chimg c6 thé do ton thuong
mo sinh ton, do ting ap ndi so khi khdi u phat trién 16n trong khong gian hep
ctia hop so. Chung ciing c6 thé do sung né, tich tu dich xung quanh khéi u gay
pht ndo. Ngoai ra ndo ung thuy c6 thé do khéi u 1am tic nghén sy luu thong
cta dich ndo tuy khién ching tich tu trong cac ndo that. Néu khdi u phat trién
cham, xuét hién triéu ching tir ttr va boc 10 ra sau mot thoi gian dai. Cac tri¢u
chtng thudng gip nhit bao gdm:

- Hoi chimg tang ap luc hop so (nhirc dau, ndn va budn nodn, giam thi luc).

- Cac hoi ching than kinh khu tra (liét nura nguoi, roi loan tri nhé, rdi
loan cam giéc, r0i loan tim than, t6n thuong day than kinh so nio) [2].

- Bong kinh.
1.1.3.2. Chén dodn cdn lam sang

Chup cit 16p vi tinh va cong hudng tir 1a 2 xét nghiém quan trong.

Hinh anh chup ct 16p vi tinh cho phép xac dinh duoc vj tri, kich thudc

cua to chire khoi u.
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Chup cong hudéng tir (IRM): dinh vi dugc vi tri cia u, danh gia su
tuong quan 3 chiéu cua thuong tén vai to chire 1an can.

Pién ndo dd va soi ddy mat ciing duoc sir dung.

Hinh thai m6é bénh hoc cho phép xac dinh chinh xac cac té bao cua u
(WHO 2007) (tiéu chuan vang cho chan doan UNBTKD).

Xét nghi¢m phan tu: xac dinh cac loai dot bién khac nhau trén céc gen,
cac thé ctia bénh (nguyén phat - thir phat).
1.1.4. Piéu tri

Viéc diéu tri UNBTKD van con kho khin vi khong c¢6 phuong phap
diéu tri hién dai nao chita dugc bénh. Mic du ty 1 tir vong chung van rat cao,
nhung nhimg nghién ciru gan day dan dén su hiéu biét vé co ché phan tir va
dot bién gen két hop vdi cac thir nghiém 1am sang dang dan téi cac phuong
phép tri liéu hira hen va phu hop hon [18],[33],[34],[35]. Nhiéu thach thuc
van ton tai, bao gdm sy khong dong nhét cua khdi u, vi tri khdi u & mot ving
ma né vuot ngoai kha ning kiém soat, va sy tai phat nhanh cua khéi u [36].

Nguyén tac diéu tri tuan thu: diéu tri tridu chting, phau thuat va diéu tri
du phong tai phat [3],[4],[5],[37].
1.1.4.1. Piéu tri trigu chirng

Tuy thudc vao triéu chirng ciia bénh nhan dé diéu tri, c6 thé chéng phu
ndo, giam dau, diéu trj liét, chéng co giat, dong kinh ...
1.1.4.2. Piéu tri phdu thudt

Phéu thuét iy u 1a phuong phéap diéu tri quan trong nhét, véi muc dich
loai bo tbi da toan bo u. Piéu tri ph?lu thuét triét dé u sé kéo dai cudc séng cho
bénh nhan. Ngay nay nho chup cat 16p vi tinh, hinh anh cong hudng tir da cho
biét chac chin vi tri khéi u va lién quan to chirc xung quanh, va nho kinh vi
phau, hé thdng phiu thuat than kinh c6 hinh anh dudng dan, nguoi ta co thé
ldy bo khdi u mot cach triét dé hon, it gay ra ton thuong t6 chirc ndo lanh

nhéat. Song mdc du trang thiét bi hién dai, ky thuat tién tién trong mob uké ca g
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nhitg nudc phat trién, viéc 1dy bo triét dé khdi u khong phai lic nao ciing
lam dugc. N6 con tuy thude vao vi tri khdi u & nong hay & sau, u c6 gidi han
hay khong c6 gi6i han, u phat trién cham hay 4c tinh xdm 14n qué nhanh [38].
1.1.4.3. Diéu tri dw phong tdi phdt

Do khdi u nguy@n bao than kinh dém c6 thé xam lan va di can sang cac
viing lan can tai ndo, nén viéc phau thuat 1y khéi u khdng duoc hoan toan; do
vay sau phau thuat u thuong hay tai phat. Dé giam kha ning tai phat khdi u,
1am sang thuong sir dung phuong phép xa tri hoic phdi hop xa tri va hda chat,
cach diéu tri nay da co6 hiéu qua kha tét.

* Xa tri

Xa tri 12 phuong phap diéu tri nham tiéu diét nhiig té bao u, han ché
su phat trién cia u [2].

Chi dinh: sau phﬁu thuét cit bo u, dé han ché sy tai phat cua u, hodc st
dung cho nhiing trudng hop khong cé chi dinh phau thuat;

C6 thé sir dung tia X dé chiéu xa, hién nay thuong str dung xa tri bang
may gia tdc, lidu thap 1,8-2,0 Gy/ngay x 5 ngay/tuan, tong liéu 6000 cGy.

C6 thé sir dung dao gama phau thuat 1y u, hodc sir dung phuong phap
quang dong hoc chiéu tia anh sang cao vao ving u c¢6 thudc nhiy quang sau mo
lay u.

Su dap tng cia UNBTKD dbi véi xa tri khac nhau. Trong nhiéu truong
hop, xa tri c¢6 thé gdy ra mot giai doan thuyén giam, thuong dugc danh dau
béng su 6n dinh cling nhu sy giam sut vé kich thudce cta khdi u, nhung bat ky
thoi ky phan tmg nao ciling c6 thoi gian ngan vi khdi u thuong tai phat trong
vong 1 nam, ddn dén tinh trang 1dm sang xau di.

* Hod tri liéu - Cdc chdt chong ung thie
Mic du hién nay chua c6 phwong phap tri liéu héa hoc tdi wu cho bénh

UNBTKD, nhung mdt sd nghién ctru di cho thiay hon 25% bénh nhéan c6
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duoc lo1 ich séng con dang ké tir hoa tri liéu bo tro. Cac phan tich cho théy
két qua diéu tri hoa tri liéu bd tro cho ty 18 séng sot ting 1én 6-10% [39]. Tuy
vay cac doc tinh phai dugc tinh dén. Cac hoa chat thuong st dung véi muc
dich 1a giam sy nhan 1én cta cac té bao khdi u, giam cung cip mau dén nudi
khéi u [40]. Hién nay thudng sir dung mot s6 hoa chat diéu tri nhu sau:

Temozolomide 1a mot chat khang alkyl hoat dong, dugc sir dung cho
nhitng nguoi méi duge chan doan méic bénh UNBTKD, hoic diéu tri chéng
tai phat sau phau thuat cat bo khéi UNBTKD. Thube dugc phé duyét vao
thang 3 nam 2003, thuéc duoc dung nap tot va mang lai lgi ich cho su séng
con cua nguoi bénh.

Liéu dung: 7,5mg/m?/ngay x 6 tuan, duy tri 150mg/m? x 5 ngay/1 thang
X 6 thang.

Carmustine (BCNU)

Mang polyme phan hity sinh hoc duoc tdm hoa chat Carmustine, da
duoc khuyén cao st dung nhu 1a mot phu trg ph?lu thuat khi duoc chi dinh
phau thuat; Carmustine (BCNU) thudc nhom thudc khang alkyl héa. Cach st
dung: cdy dudi da (dat trong khoang cit bé u), mang cdy 7,7mg x 8 mang.

Bevacizumab

Thudc khang thé nhan tao Igl, truyén tinh mach 10mg/2 tuan 1 1an, tac
dung giam cung cip méau dén khéi u [35],[40].

Luu vy 1a c4c loai hoa chat diéu tri thuong c6 doc tinh, c6 tac dung khac
nhau trén mdi bénh nhan, do vay tuy dic diém cta bénh nhan ma sir dung cho
thich hop...
1.1.4.4. Diéu tri dich

Sy phat trién cta nganh sinh hoc phéan tir budc dau sir dung phuong
phap can thi€p sinh hoc, dua vao co ché sinh hoc ung thu trong cac u nao, cac

nha khoa hoc tién hanh céc thir nghiém can thiép vao cac hoat dong cua gen
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sinh ung thu, gen dé nén ung thu tham gia vao qua trinh &c ché sy sinh san
clia cac té bao u. Co thé sir dung céc chat e ché than kinh, khang thé don
dong, vac-xin. .. Piéu tri dugc cho 14 thanh cong doi hoi thude phai tham nhap
va qua duoc rao can mau ndo dé dén dugc té bao u va c6 doc tinh thip nhung
c6 tinh chon loc cao dbi véi khéi u.

Gan day, mot s6 cac nghién ctru da dua vao hoat dong cua céac thu thé
xuyén mang nhu EGFR, FGFR trong bénh UNBTKD, va co ché sinh bénh
cia dot bién cac gen EGFR, FGFR, dé thu nghiém st dung cac chét tc ché
cac hoat dong nay, muc dich lam gidm qua trinh hoat dong qua murc cua cac
thu thé khi gen ma hoa cac thu thé bi dot bién. Liéu phap nay t6 ra nhiéu hira
hen trong vi¢c lam thay d6i bénh canh va tién luong céc u than kinh dém, tuy
nhién phuong phdp nay van con dang trong giai doan nghién cuu [4],
[37],[41],[42].

Toém lai, diéu tri cac u ndo ac tinh nhw UNBTKD tuan tha nguyén tic: khi
phiu thuat ¢d ging 13y bo t6i da khdi luong cua u, kém theo diéu tri phdi hop
phong xa va hod cht dé dat hiéu qua cao hon [37],[43].

1.1.5. Dw phong

Hién chua c6 bién phép du phong hiéu qua dé phat hién sém UNBTKD
cling nhur u ndo nodi chung. Chu yéu phat hién sém cac triéu chimg goi v cua
bénh & ving so ndo: nhirc dau kéo dai, cam gidc ngli g ngl gat, cac réi loan vé
tam than...va nhiéu trudng hop & thé con khong €6 triéu chimg.

1.2. Nguyén nhén va co ché sinh bénh u nguyén bao thin kinh dém
1.2.1. Nguyén nhan gay bénh

Ngay nay ngudi ta biét 15, ung thu khong phai do mot nguyén nhan

sinh ra. Ty mdi loai ung thr ma c6 nguyén nhéan riéng biét. Mot tic nhan

sinh ung thu c6 thé gay mot s6 loai ung thu va ngugc lai mot loai ung thu co
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thé do mot sé tac nhan khac nhau. C6 ba nhém tac nhan chinh gdy ung thu 13
vat ly, hoa hoc va sinh hoc [5].

Trong bénh u nguyén bao than kinh dém, nhiéu nguyén nhan chua 1d
rang, ngudi ta thldy UNBTKD hay gip ¢ nam gidi, phan 16n bénh xay ra ngau
nhién khong co tinh chat gia dinh. Khong c6 mdi lién quan giita UNBTKD
voi hat thude, ché do an hay phoi nhiém dién tur, c6 lién quan dén tinh trang
nghién rugu, nhiém virus SV40 va cytomegalovirus, nhiém phong xa, nhiém
polyvinyl chlorid - mot chit hay sir dung trong xay dung...

Mt s6 yéu t6 nguy co:

Tuoi: trén 50 tudi

Chung toc: ngudi da trang va chau A

Gia dinh: mot sd gen dot bién c6 nguy co gdly UNBTKD hodc mot sb
bénh 1y réi loan hé théng gen.

Yéu t6 kinh té x4 hoi co thé 1a yéu to nguy co cia UNTKD va lién quan
dén sy sdng sot da dugc dé cap dén qua nghién ctiru cia Maya A [44].

1.2.2. Co ché sinh bénh trong u nguyén bao thin kinh dém

Co ché sinh bénh ung thu duoc nhic dén dau tién 13 co ché gen: ung
thu thuong do mdt loat cac dot bién gay ra, mdi dot bién s& thay doi dic tinh
ctia khdi u theo cach nao d6. Sinh ung thu 1a qua trinh r6i loan téc d6 phan
chia té bao do ton thuong DNA.

Céc tac nhan vat ly, hoa hoc, sinh hoc... tr moéi truong bén ngoai hoac
cac 16i loan chuyén hoa trong co thé, tac dong truc tiép vao nhan té bao trong
d6 c6 gen chira thong tin di truyén, giy dot bién cac ma thong tin trén gen,
lam thay dbi loai acid amin trén phéan tir protein do gen quy dinh, 1am réi loan
qué trinh sinh san té bao, té bao ting sinh, khong ngimg phan chia din dén

hinh thanh khdi u [5],[41].
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Thong thuong, mot té bao binh thudng dé chuyén dang sang té bao ung
thu phai trai qua mot vai dot bién ¢ mot sé gen nhat dinh. Qua trinh nay lién
quan dén hé théng gen sinh ung thu va gen khang ung thu. Hai gen nay binh
thudng trong té bao dong vai trd quan trong trong kiém soat qua trinh sinh san
té bao, su biét hoa té bao va qua trinh chét theo chuong trinh cua té bao, gitp
cho 6n dinh sinh hoc cta co thé. Gen sinh ung thu kiém soat theo hudng tich
cuc, mi hoa protein truyén nhing tin hiéu phan bao. Khi cac gen nay bi dot
bién s& truyén tin hiéu phan bao sai lac ma co thé khong kiém soat dugc dan
dén sinh ung thu, (EGFR, FGFR, IDH...). C4c gen khang ung thu trai lai ma
hoa cho nhimg protein kiém soat phan bao theo hudng wc ché, 1am chu ky
phan bao dung & mdt pha, thuong & pha Gi; cac gen khang ung thu con cé
chtic nang 1am biét hoa té bao, hodc ma hoa té bao chét theo chwong trinh, (vi
du gen TP53, PTEN...). Khi c4c gen khang ung thu bi bat hoat do dot bién s&
1am bién ddi té bao lanh thanh ac tinh [5].

Céc nghién ciru da chi ra bénh UNBTKD c¢6 lién quan dén nhiéu gen:
gen 4ap ché khdi u nhu gen TP53, PTEN, gen tién sinh ung thu nhu: EGFR,
FGFR, IDH, MGMT, ATRX, TERT, hoic x6a 1p/19q, mat nhiém sac thé 10
[4],[45], nhung thuong di sdu nghién ctru dot bién mot sé gen nhu gen TP53,
EGFR, FGFR ... lién quan dén bénh sinh, phan loai va dap ung diéu tri cla
bénh UNBTKD, trong d6 dot bién gen EGFR, FGFR di duoc chimg minh
dong vai tro quan trong trong dinh huéng nghién ctru diéu tri dich ctia bénh u
nguyén bao than kinh dém [6],[7],[46].
1.2.2.1. Co ché phén tii ciia gen TP53 trong bénh u nguyén bzo than kinh dém.
* Vi tri va cdu tric ciia gen TP53

Gen TP53 nam trén nhanh ngan nhiém sac thé 17 (17p13.1), dai 20kb
v6i exon 1 khong ma hoéa va intron 1 dai téi 10kb [47],[48]. Gen TP53 mé hoa
cho protein p53 trong luong phan tir 53kDa, gdm 393 acid amin véi 3 ving

churc nang [49]:
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Viing hoat héa N tdn bao gom

Viing C tdn bao gom

Viing diéu hoa
* Chirc nang cvua gen TP53

TP53 1a gen ap ché khéi u, co vai trd quan trong trong kiém soat chu ky
té bao va chét theo chuong trinh thong qua hoat dong ciia protein p53.

Nhiéu nghién ctru da chang minh, p53 ¢ vai trd quan trong trong
phong chong ung thu thong qua mot s6 co ché:

- Hoat hoa cac protein co6 vai tro stra chita DNA khi DNA bi sai hong.

- Ngan can su phan chia té bao chira DNA bj sai hong & pha G1/S, tao
diéu kién cho céc protein stra chira DNA c6 thoi gian hoat dong, sau do té bao
c6 thé tiép tuc thuc hién tiép chu ky phan chia.

- Khoéi dong chu trinh chét té bao, néu ton thuong DNA khéng sira chita dugc.

TP53 ¢6 vai trd quan trong trong viéc duy tri on dinh bd gen cua té bao [50].

* Pét bién gen TP53 sinh bénh u nguyén bao thin kinh dém

Khi gen TP53 bi dot bién, té bao ton thuong DNA khong dugc stra
chita va nhan 1én khong giéi han, 1a co so hinh thanh khéi u.

Ngay nay, cac nha khoa hoc di nhén thiy ring TP53 dong vai tro quan
trong trong tat ca cac dang ung thu & nguoi. Dot bién gen TP53 hodc mat gen
TP53 duoc tim thdy & hon 50% bénh nhan ung thu trén toan thé gidi. Céc
nghién ctru da chimg minh: & bénh nhan u nguyén bao than kinh dém, dot bién
gen TP53 ¢6 ty 1¢ kha cao [4],[51], khoang 81% gip & thé thir phat va 27% & thé
nguyén phat [3]. Trong d6, cac dot bién hay gip trén u nguyén bao than kinh
dém 1a cac dot bién diém tir exon 5 dén exon 8 gen TP53, da s6 la dot bién sai

nghia; tap trung chu yéu 0 3 bd ba ma hoa codon-175, -248, -273, va -282
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[52],[53],[54],[55]. Cac dang dot bién nay dugc chimg minh cé vai trd quan
trong d6i véi qua trinh tién trién va xam l4n cua ung thu [54]. Theo nghién
ctru cia Wang va cong su, dot bién gen TP53 ¢6 lién quan dén dap tng véi
thudc temozolomid (loai thudc thudng duge st dung trong diéu tri u nio)
[12]. Do @6, viéc xac dinh dot bién gen TP53 trong bénh u nguyén bao than
kinh dém c6 ¥ nghia quan trong trong chan doén, tién luong va diéu tri nham
kéo dai thoi gian séng cho ngudi bénh. Chinh vi vy viéc xac dinh dot bién
gen TP53 dugc xem nhu 1 mot dau an quan trong danh gia tién luong trong
diéu tri d6i v4i bénh nhan u nguyén bao than kinh dém. Dot bién gen TP53
trong u nguyén bao than kinh dém hau hét 13 cac dot bién diém nam rai rac
trén toan bo chiéu dai gen TP53 nhung tap trung chu yéu & cac exon tir exon 5
dén exon 9. Trong d6 dot bién gip nhiéu trén exon 7 va exon 8 [52],[53], do
d6 trong khudn kho cua dé tai nghién ctru, chung toi tip trung xac dinh dot
bién trén hai exon 7, 8 nay.

The UMD p53 database
Linn Hjortsberg and Thierry Soussi, 2008 http:/ip53.free.fr
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Hinh 1.3. Hinh dnh minh hoa sw phin bé va tan sudt dgt bién gen TP53
trén bénh nhan u nguyén bao than kinh dém.

Nguoén: Linn Hjortsberg and Thierry Soussi, 2008; http://p53.frree.fr [56]
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1.2.2.2. Co ché sinh ung thw ciia gen EGFR va lién quan dén tién luong,
ddp irng diéu tri trong bénh u nguyén bao thin kinh dém.
* Cdu truc, chike ning ciia gen EGFR

Gen EGFR nam trén nhanh ngin cua nhiém sac thé s6 7 ma hoa cho thu
thé EGFR, 1a mot loai thu thé lién két trén bé mat té bao trong nhém cac yéu
tb phat trién than kinh - bi. Gen EGFR nam tai vi tri Tp12, co6 kich thuoc
khoang 237 kb, c6 28 exon, ma hdéa cho 1210 acid amin véi trong lugng phan

to 134 kDa.

Chromosome 7

CEN EEIN N NN .

LSP EGFR CytoOrange™ FISH Probe
" -

EGFR Gene

Hinh 1.4. Vj tri gen EGFR trén NST sé 7
Nguén: htpp://.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene = EGFR

Thu thé EGFR gom 4 loai HER-1/ErbB1, HER-2/neu/ErbB2, HER-
3/ErbB3, va HER-4/ErbB4. Cac protein nay c6 vai tro quan trong trong viéc
diéu chinh cac qua trinh sinh trudng phat trién trao doi chat va qua trinh sinh
Iy cua té bao [57],[58].

Protein EGFR mang hoat tinh tyrosine kinase 1a khéi nguén cta con
dudng tin hiu tyrosin kinase trong té bao. Phan tor EGFR gom mdt ving gin
két cac phdi tir nam ngoai mang té bao cia EGFR c6 trong lugng khoang
100kDa, c6 hai ving gin cystein 1a noi dé gin két cac phdi tir cia EGFR.
Vung xuyén mang trong luong nho chi khoang 3 kDa, tap trung tai vung phan
cuc phospholipid mang. Phan trong té bao trong lugng khoang 60kDa i
protein kinase v&i dudi tan cung carboxyl noi xdy ra phan ung tu phosphoryl

hoa cua EGFR.
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Hoat dong cia EGFR kich thich nhiéu con duodng tin hi€u ndi1 bao phtic
tap, von duoc diéu hoa chat ché boi su hién dién ctia cac phéi tir dic hiéu. Hai
con duong tin hiéu chinh dugc kich hoat boi EGFR la RAS/RAF/MEK/ERK va
PIBK/AKT, ngoai ra con c6 Src kinase, PLC, PKC va STAT [59],[60],[61].

EGFR O' Ligand
EGFR

@ 2
S0s
pipy N ¥ ey
PIP, STAT3 RAS
S iP,IDAG \
PTEN:) ( STATSB. i)
‘ RAF

AM,S\
‘Cellular ?
response

Hinh 1.5. Cdc co ché kich hoat va cdc dwong dén tin hiéu
do EGFR thuc hign

Nguén https://www.google.com.vn/search?q=EGFR&source=Inms&tbm

Ngay khi dugc hoat hda, ving ndi bao cia EGFR sé tu phosphoryl hoa,
khoi dong dong tin hiéu lan toa khip cac té bao gay kich hoat su ting truong
mach mau, di cin va trc ché qua trinh chét theo chuong trinh, kich thich phan
bao va cac con dudng dan truyén tin hiéu phién ma [10],[58].

* Cor ché sinh bénh phén tir ciia gen EGFR trong u nguyén bao than kinh dém

Trong té bao binh thuong, su hoat héa cia EGFR can thiét cho nhiéu
chirc ning quan trong ciia té bao nhu qué trinh tang sinh va biét hoa té bao. Tuy
nhién, sy hoat hoa EGFR qua muc khong phu thudc vao sy hién di¢n cua phéi
tir c6 thé dan dén sy ting sinh bat thudng ciing nhu di chuyén dang 4c tinh cia

té bao. Co nhiéu co ché dan dén sy hoat dong bat thuong cua EGFR nhu su
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biéu hién qua murc cua thu thé, su khuéch dai cua gen EGFR hoac dot bién gen
EGFR. Do giit vi tri khdi ngudn ctia con dudng tin hiéu tyrosinase kinase trong
cac té bao c¢6 ngudn gbec biéu md nén EGFR dong vai trd quan trong trong co
ché bénh sinh ctia mot s6 bénh ung thu nhu ung thu biéu mo té bao vay dau co,
ung thu phéi khong té bao nho, ung thu dai tryc trang, ung thu v, ung thu tuy,
u nguyén bao than kinh dém. Véi vai tro quan trong, EGFR tré thanh dich cho
cac thé hé thude diéu tri mai [10],[15],[62].

Trong bénh u nguyén bao than kinh dém ti 18 dot bién gen EGFR khé
cao, chiém khoang 40-50% sb truong hop. Dot bién gy mat kiém soat gen
EGFR thuong xay ra v6i bénh nhan mang khéi u nguyén phat. Cac dang dot
bién nay anh hudng chi yéu dén hoat dong ving ngoai bao ciia phan tir
EGFR, noi xay ra tuong tic v6i cac phoi tir. Co nhiéu dang dot bién EGFR
nhung dot bién phd bién nhit 13 EGFRVIIL, lién quan dén bénh sinh
UNBTKD, 1a d6t bién xoa doan tir exon 2 dén exon 7 twong tng voi
nucleotide tir vi tri 275 dén 1075 (801 bp) trén cDNA va acid amin 6 dén 273
trén protein va dot bién diém & cac exon nay [62],[63],[64]. Theo nghién ctru
cia Shinojima Naoki va cac cong su ¢ dai hoc Y Kumamoto ti 1& dot bién
EGFR ¢ bénh nhan UNBTKD 1a 46% trong s6 d6 ti 1& dot bién EGFRVIII la
45% [65]. Hay theo nghién ciru cia Youngmin Choi cong bd c6 43,8% bénh
nhan UNBTKD c6 d6t bién dang EGFRVIII [66]. Dot bién dang EGFRVIII
gfm véi sy khuéeh dai EGFR, céc biéu hién qua muc cua EGFRvVIIT dong mdt
vai trd quan trong trong hinh thanh khéi u ung thu, va dap tng véi liéu phéap
khang thé ciing nhu tién lugng xau. . .[65].

Bang phuong phép giai trinh tu toan bd gen EGFR cta bénh nhan
UNBTKD, cac nghién ctru da xac dinh dugc cac dot bién ctia EGFR nam
trong cac linh vuc lién két ngoai bao (I, I1T) hodc ving giau cysteine (II, IV)

cta thu thé EGFR [62],[63]. Céc kiéu dot bién diém da phat hién 1a: kiéu dot


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23225805

24

bién R108K, T263P, E330K, A289D, A289T, va R324L duoc tim thiy trong
khéi u ma khéng co trong mé binh thudng, trong ving ngoai bao ciia EGFR.
Vung ndi bao cia EGFR rat hiém gap dot bién, vi du dot bién L861Q 1a thuong
gip trong ung thu phdi, nhung chi c6 mot mau khéi u chira mot bién thé sai
nghia trong linh vyc kinase EGFR trong nghién ctru dd cong b trén 132 bénh
nhan UNBTKD. Ty 1¢ dot bién diém trén gen EGFR gip khoang 14,4%; trong
d6 dot bién trén xon 2 12 0,8%; exon 3 12 3,8%, exon 7 12 5,3%, exon 8 1a 1,5%;
exon 15 14 2,2%:; exon 21 13 0,8% [62]. Nhu véy trong s6 cac dot bién diém thi
dot bién trén exon 7 cua gen EGFR gdp nhiéu nhét (5,3%); exon 3 gen EGFR
co ti 1¢ gap cao thir hai sau exon 7, cao hon so vdi cac exon khac.

red=somatic

blue=germline
black=unknown
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1/8 glioblastoma cell lines (12.5%)
0/11 lower grade gliomas
151 Total samples

Hinh 1.6. Vj tri dét bién gen EGFR trén bénh nhin
u nguyén bao than kinh dém
Nguon: Jeffrey C Lee va céng s (2006) [62].
- Djt bién gen EGFR sinh khéi u nguyén bao thin kinh dém

Céc nghién ctru ghi nhan khi c¢6 dot bién gen EGFR s& thiy hién tuong
khuéch dai protein twong Gmg & mé; c¢6 su twong quan chat ché giita su nhan 1én
cta gen EGFR va EGFR qua mtc (p < 0,0001); 58,8% trudng hop c6 su dot bién
vé dac diém cua gen EGFR, déu thdy c6 bang chimg ctia khuéch dai protein
EGFR, duoc phat hién bang nhuém hoéa md mién dich trén mé cac khéi u [62],
dic biét dang dot bién EGFRVIII gan véi sy khuéch dai EGFR [10], [60],[67].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17177598
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Hinh 1.7. Anh nhuém mién dich hoc ciia EGFR trong mé UNBTKD [62]

Cic té bao khoi u ciia UNBTKD c6 cdc hat nhén khéng déu va cdc té bao chat doi dao trong

qud trinh nhuém HE (4), va c6 két qua dwong tinh véi EGFR (B). Cdc té bao khéi u m tinh
doi véi EGFR (C).

Céc dot bién R108K, T263P, A289V cua protein EGFR do cac dot bién
diém tuong Gng trén gen EGFR tao ra, dugc chimg minh 13 nguyén nhéan sinh
khdi UNBTKD qua thtr nghi¢m trén chudt, nhiing con chudt duoc tiém cac té bao
chira kiéu dot bién R108K, T263P, A289V; sau tiém, cac khdi u 16n di xuét hién
tai vi trf tiém trén tit ca cac con chudt trong vong ba dén bdn tuan [62].

Dot bién gen EGFR lién quan dén tién lwong va dap vmg diéu tri

o) nguoi bénh UNBTKD, gen EGFR c6 gia tri tién lugng quan trong dé
du doan su séng con, su nhan 1én qua muc cua cac gen EGFR dot bién hodc
cac bién thé EGFRVIII s& bat loi cho su séng con tong thé, nhat 1 & bénh
nhan tré tudi.

Dot bién gen gay biéu hién khuéch dai EGFR va anh huong dén sy
séng con cta ngudi bénh UNBTKD sau phau thuat va tiép nhan xa tri duogc
chtmg minh qua nghién ctru: sy song st trong s6 ngudi bénh UNBTKD c¢6
biéu hién khuéch dai EGFR thap hon dang ké so véi nhitng ngudi bénh khong
biéu hién (ty 1& séng trung vi 1a 12,5 so véi 17,5 thang, p = 0,013). Nguoi
bénh nhan dugc lidu xa tri (RT) trén 60 Gy cho théy su séng con duoc cai
thién so voi nhitng ngudi nhan duge liéu dudi 60 Gy (trung vi sdng sot: 17,0
so v&i 9,0 thang, p = 0,000) [66].
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Hinh 1.8. Thoi gian song con ciia ngwoi bénh UNBTKD
(4) co biéu hién khuéch dai EGFR, (B) nhan dwoc liéu xa tri dwdi 60 Gy,
(C) nhén dwoc liéu xa tri trén 60 Gy [66]

Gia tri tién luong cta yéu td ting trudng biéu bi Factor Receptor & bénh
UNBTKD dugc ghi nhan qua phan tich mdi quan hé giira két qua diéu trj va
gen EGFR ¢ nguoi bénh méi dugce chan doan. Tinh trang gen EGFR duoc
danh gia boi dién hoa phat quang va biéu hién EGFR béi moé mién dich bang
cach str dung ba khang thé don dong (EGFR.25 cho EGFR, EGFR.113 cho
EGFRwt, va DH8.3 cho EGFRVIII); két qua da phat hién c6 40 nguoi (46%)
bi dot bién x6a doan EGFR trong 87 ngudi bénh UNBTKD; c6 su turong quan
chat ché gilta sy nhan 1én cia gen EGFR va EGFR qua mtc (p <0,0001).
Phan tich da bién cho thdy nhan 1én cua EGFR la doc 1ap, du bao bét loi cho
su song con tong thé (OS) trong tit ca cac bénh nhan. V& méi quan hé véi
tuéi, tinh trang gen EGFR la mot du doan dang ké & nhitng bénh nhan tré
tudi, dac biét 1a ¢ nhitng ngudi < 60 tudi. Phat hién nay cho thdy ring qua
murc EGFRVIII trong sy hi¢n dién cua nhan 1én EGFR 1a chi s6 manh nhat cta
mot tién lwong séng con [65].

Dot bién gen EGFR anh huéng dén két qua diéu tri UNBTKD di duoc
ghi nhan: nguoi bénh UNBTKD dugc diéu tri phau thuat cat bo khdi u, sau d6
xa tri, két hop TMZ bb tro sau phiu thuit. Két qua: ngudi bénh UNBTKD cb
d6t bién dang EGFRVIIL ty 18 séng sét dai hon 2,59 1an so véi ngudi khong
c6 dot bién dang nay véi p = 0,0023 (OR = 2,59// 95% CI = 1,40 - 4,79) [64].
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Huang PH et al. (M§ 2007): phan tich dinh luong EGFRvIII mot chién
luoge diéu tri to hop cho b¢nh UNBTKD qua sy hoat hdéa cua c-Met thu thé
tyrosine kinase bai EGFRVIII: dé xac dinh y nghia ciia phat hién nay, nghién
ctru d3 phat minh ra mot phuong phap diéu tri két hop duoc st dung mot chét
rc ché kinase c-Met va hodc 1a mot chét (e ché EGFR kinase hodc thude
cisplatin. Phac d6 nay din dén doc té bao co sy thay ddi ciia gen EGFRVIII so
v6i diéu tri bang hop chat riéng 1é. Nhimng két qua ndy goi y rang viéc sir dung
lam sang cua cac thudc e ché kinase c-Met khi phdi hop véi thude tc ché
EGFR hoic liéu phap hoa chét tiéu chuan c6 thé dai dién cho mot phuong phép
diéu tri trudc day chua dugc mo ta, dé khic phuc sy khang hoa chat quan st

thdy & nhiing bénh nhan UNBTKD [68].

Vi tit ca cac phan tich trén, nhom nghién ctru tién hanh x4c dinh dot bién

tir exon 2 dén exon 7 cua gen EGFR.

1.2.2.3. Co' ché sinh ung thw ciia gen FGFR va lién quan dén tién lwong,

ddp teng diéu tri trong bénh u nguyén bao théan kinh dém.
* Vi tri cdu triie, chire ning ciia gen FGFR

Gen FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) mé hoa cho protein co
chtrc ning thy thé mang té bao c6 ngudn gdc biéu mé, trung md. Ho gen
FGFR gom bbn loai 1a FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4. Trong d6, gen
FGFR1 nam trén nhanh ngén ctia nhiém séc thé sb 8, & gitra vi tri p11.22 va
p11.23, dai 57 kb bao gdm 24 exon va ma hoa cho protein chira 822 acid
amin. Gen FGFR3 nam trén nhanh ngan cta nhiém sic thé sé 4, & vi tri
4p16.3 dai 15kb bao gém 19 exon, ma hoa cho protein chira 806 acid amin.
Gen FGFR1 va FGFR3 déu duoc xép vao nhom gen sinh ung thu [69].
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Hinh 1.9. Vi tri ciia gen FGFR1 trén NST (A)
Vi tri ciia gen FGFR3 trén NST (B)
(Nguon: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FGFR)

Céc protein FGFR dong vai tro quan trong trong sudt qua trinh phat trién
va truong thanh cia té bao [70],[71]. Mdi protein FGFR gom mét ving ngoai
bao, mot vung xuyén mang va mdt vung ndi bao. Vung ngoai bao chua 3
immunoglobulin - Ig cy thé Igl, Igll va Iglll, c6 chirc ning trc ché thy dong va su
bat cap cia cac phdi tir. Ving ngoai bao chira yéu td phat trién nguyén bao soi
FGF, FGF tiét ra glycoprotein 1am 6n dinh su trong tac 13n nhau cta phéi tir vi
thu thé FGF nho protease [69]. Phan trong t& bao 1 protein kinase v6i dudi tan
cung carboxyl noi xay ra phan tmg tu phosphoryl hoa ciia FGFRs [72].

Ngay sau khi dugc hoat hoa bang cach gan vai phdi tir cia chiing, ving
ndi bao ciia FGFRs s& tuy phosphoryl héa, khéi dau mot dong tin hiéu lan téa
khip té bao gy kich hoat con duong PI3K/Akt, sy ting sinh mach mau, di
cin va tc ché qud trinh chét theo chuwong trinh (appoptosis), tin hiéu
Ras/mitogen-activated protein kinase, va cac con dudng dan truyén tin hiéu
phién ma [11],[61]. Do d6 cac dot bién lam rdi loan hoat dong cta gen FGFRs
déu 1am thay d6i hoat dong sdng cia té bao va la nguyén nhan cho sy hinh

thanh va phat trién ung thu.
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Hinh 1.10. Céu tric, vi tri hoat ddng va con duong tin hiéu thong qua thu
thé yéu to phat trién nguyén bao soi FGFRs.
Nguén: Haugsten et. al. Mol Cancer Res. 2010;11,1439-1452.
* Pét bién gen FGFR sinh bénh u nguyén bao than kinh dém
C6 nhiéu co ché dan dén sy bat thuong trong hoat dong cua protein
FGFR: nhu su khuéch dai qua muc cua gen FGFR, dot bién diém, chuyén
doan nhiém sic thé dan dén sy dung hop gen... Khi c6 sy bat thudng vé gen
FGFR thi c4c qua trinh hoat dong ctia thy thé FGFR bi mét kiém soat, ddn dén
su hinh thanh cac khdi u nhu ung thu v, ung thu ¢ tir cung, ung thu tuyén
tién liét, ung thu da day... trong d6 co u nguyén bao than kinh dém. Do gen
FGFR dong vai trd quan trong trong co ché sinh ung thu nén gen FGFR tro
thanh dich nhim tiém nang cho cac thé hé thudc didu tri méi ung thu
[72],[73],[74]. Cac dang dot bién hay gap trén gen FGFR trong bénh UNBTKD
la dang dot bién diém trén gen FGFR; tuong mg véi su thay doi tai vi tri
N546K va R576W trén phan tir protein va dot bién dung hop gen FGFRs-
TACC; [16],[75],[76].
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Hinh 1.11. Hinh dnh dét bién gen FGFRs trén bénh nhéin u nguyén bao
than kinh dém.

(A) Hinh anh minh hoa cdu triic gen FGFRs va viing phat hién dot bién tai
exon 12 va 13 trén vimg c6 hoat tinh tyrosine kinase. (B) Két qua gidi trinh tw
gen tryc tié}) xdc dinh @ét bién N546K va R576W ciia gen FGFRs.
Ngué‘n: Rand et. al. PNAS. 2005,102,14344-14349.

Hai dot bién N546K va R576W cua thu thé FGFR; da tac dong Ién
thanh phan bén trong cdu tric phan tir protein, 1am thay d6i bé mat tai vi tri
dot bién trén phan tir protein FGFR; do gen FGFR; mi hoa, gy su tu
phosphoryl hoa va sinh rdi loan chuyén hoa té bao, tir d6 sinh khéi u, diéu nay

da duoc phat hién trong nghién ctru cia Rand [16].
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Pé tim cac muc tiéu phan tir, nghién ctu da giai trinh ty ma hoa cac
exon cho cac mién kinase ciia gen tyrosine kinase receptor (RTK) trong cac té
bao nguyén bao than kinh dém ctia con nguoi, Xac dinh cac thay doi c6 ngudn
gbc tu nhién, khong duoc bao quan trong hai loai RTK, thy thé tang trudng
nguyén bao sgi 1 (FGFRy) va thy thé yéu t6 ting truong co ngudn gdc tiéu
cau (PDGFRA). Hai dot bién N546K va R576W di duoc xac dinh trong gen
FGFR; ciia ngudi UNBTKD trong nghién ctru. Dé hiéu dugc tac dong cua hai
dot bién trong mién kinase ciia FGFR3, nghién ciru di phan tich thanh phan
chudi bén trong cac doan bi bién doi trong cau tric protein, xac dinh du luong
acid - base trong ving dot bién FGFR1. So sanh cac ciu tric cia FGFR;
hoang dai va cdu trac hai dot bién da cho thay su thay doi trén bé mat ving
dot bién, c6 su giam dang ké dién tich duong, tinh chit co ban trén bé mit cia
dot bién R576W & ving bi anh hudng boi dot bién nay. Cau tric tinh thé cua
FGFR1 cho thy rang chudi bén cua N546 duogc lién két hydro voi chudi
chinh ctia H541. Do d6, khi N546K thay thé dat dugc chirc niang, thi cac
tuong tic N546 quan sat thay trong ciu trac tinh thé FGFR; 13 tc ché, va su
gian doan cua lién két nay da dugc du doan 6n dinh cau hinh hoat dong cua
thu thé. Nhu vay su dot bién tai cac vi tri N546K va R576W da 1am thay doi
bé mit ctia phéan tir protein do gen FGFR ma hoa, va c6 thé 1a nguyén nhan
gay su tu phosphoryl héa va sinh r6i loan chuyén héa té bao [16].

Nghién ctru ciia Rand gdm 19 bénh nhén, trong d6 ¢6 tam nir va 11 nam
gidi, véi do tudi tir 7 dén 77 tudi, mic du tan sudt cac dot bién FGFR; trong
ung thu khong thé x4c dinh duoc tir phan tich nay, diéu tha vi 1a trong mot
lwong khdi UNBTKD twong ddi nho, tac gia da xac dinh dugc hai dot bién
FGFR; va sy thay d6i cu trac phan tir protein twong tng. Diéu quan trong 1a
phai m& rong nghién ctru nay tdi bang biéu khdi u va cac loai ung thu khac.
Hon nita, mot phan tich rong hon vé ho gen RTK (receptor tyrosine kinase
(RTK)) sé& cho thiy cac dic tinh cia cac giao dién sinh hoc trong ho gen nay

va trong cac con dudng truyén tin hiéu. Thach thirc 16n hon d6i voi cong nghé
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di truyén, 1a xdy dung co s¢ dit liéu toan dién vé thay doi giy ra ung thu va
két hop kién thirc nay gidp du doan t6t hon cho nhitng muc tiéu phan tir nao
s& mang lai liéu phap can thiép ung thu hiru hiéu. U nguyén bao than kinh
dém 1a mot trong nhitng bénh ung thu thuong xay ra ma cac li¢u phap hién tai
c6 it tac dong dén su séng con. Céc thy thé yéu t6 ting truong biéu bi (EGFR)
dugc khuéch dai trong 30-50% UNBTKD va 1a mot muc tiéu phan tir tiém
nang, dé thir nghiém nhanh chéng cac liéu phap méi cho UNBTKD véi su co
sdn cua c4c t€ bao khoi u va do nhu cau can thiét d¢ diéu tri duoc céi thién, hé
gen UNBTKPD da duoc chon dé tai tao mot phan [77]. Dé cai thién céc tién
ich ctia FGFR; hodc con duong nhan t6 ting trudong nguyén bao soi nhu 1a
mot muc tiéu cho diéu trji UNBTKD, céc nghién ctru thém la can thiét. Khong
biét nhitng dot bién FGFR; c6 hoat dong bd sung cho su khuéch dai EGFR,
mac du ca hai gen déu st dung cac su kién kich hoat & ha luu tuong ty va
khong quan sat thdy su chong chéo trong cac miu c6 sy thay doi gen trong
cac gen ndy. Cac dot bién duoc tim thiy ¢ day lién quan nhiéu hon dén con
dudng trong thu thé va cho théy thu thé c6 thé 1a mot muc tiéu truc tiép, tuy
tan s6 dot bién 1a thap. Tuy nhién, ngoai nham muc tiéu vao thu thé, co thé
xac dinh thém su kich hoat tyrosin kinase bang cic phuong tién khac nhu
thong qua viéc rang budc phdi tir v6i thu thé. Xac dinh mirc d6 va tan suit ma
su trc ché thy thé FGFR; ¢6 thé 1am thay doi su tang truong cia UNBTKD
nén 1a budc tiép theo hiru ich [16].

Dot bién dung hop gen FGFRs-TACC dong vai tro rat quan trong doi
v6i bénh sinh u nguyén bao than kinh dém. Dung hop gen FGFR3-TACC3
hinh thanh 1a do su sao chép song song 2 gen FGFR3 va TACC3 trong cung mdt
ving 70-kb trén 4p16.3, gay su chuyén doan nhiém sic thé giira cac exon ciia
gen FGFR3 va gen TACC3 tao dung hop gen. Gen TACC3 (Transforming,
Acidic Coiled-Coil Containing Protein 3) md hoa cho mét protein thuoc ho
TACC. TACC3 nam trén nhanh ngan cua NST sé 4, dai 23 kb bao gém 18
exon, ma hoa cho protein chira 838 acid amin [74],[75].



33

Chr 4

Qi

[]:I:-:I:-:- -ZIEE- || I T

- Hinh 1.12. Vj tri ciia TACC: trén NST s6 4
Nguon: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TACC3

pl&.1
pl5.33
pl5.31
pls.2
pls.1
pl3
plz
gl3.l
gl3.z2
gl3.3
g21.21
g21.23
g22.1
g2z2.3

24

25
o286
q27
g2g.1
g28.3
g3l.21
g3l.3
g3z.l
g32.2
32,3
g3d.1
o3d.3
35,1
35,2

i
-
o

Ngoai ra, dot bién dung hop gen FGFR3-TACC; dugc cho 1a lién quan
dén bénh sinh UNBTKD va c6 dap tng tot v6i thude diéu trj INJ-42756493, mot
chit trc ché thu thé FGFR. Chat JNJ-42756493 c6 tac dung e ché thu thé FGFR
duoc str dung dé danh gia hiéu qua trén chudt co khdi UNBTKD va bénh nhan
mac UNBTKD c6 dot bién FGFR3-TACC3. Chudt dugc cdy té bao GIC-1123
(loai t& bao ngudn sinh UNBTKD), sau d6 da duge xac dinh 1a ¢ mac u nguyén
bao than kinh dém. Chudt dugc phan ngiu nhién dé nhan JNJ-42756493 (12
mg/kg). Két qua phan anh qua thuc nghiém cho thay, INJ-42756493 di (ic ché
su tang truong khdi u GIC-1123 rat manh (Hinh 13C-D) sau hai tuan diéu tri
(gia tri p cua do dbc tinh tir diém khoi dau didu tri = 0,04). Qua dé, cung cap nén
tang vimg chic dé thir nghiém chat JNJ-42756493 cho cac bénh nhan UNBTKD
c6 dot bién dang FGFR3s-TACC3 [76].
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Hinh 1.13. Két qué thii nghiém chat JNJ-42756493 trén chugt c6 UNBTKD.
Kich thude khéi u nhé dan sau tiém chat irc ché JNJ-42756493
Nguon: Anna Luisa Di Stefano, Clin Cancer Res. 2015 Jul 15; 21(14): 3307-3317.


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TACC3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Stefano%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25609060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=25609060
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Chat (rc ché INJ-42756493 tiép tuc dugc thir nghiém trén bénh nhan bi
UNBTKD tai phat chita dung hop gen FGFR3-TACCs. Két qua bénh nhén c6
su 6n dinh bénh, bénh tién trién sau 21 thang ké tir khi chan doan va 287 ngay
ké tir khi bat dau diéu tri chong FGFR [76].
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Hinh 1.14. Sur thay doi kich thudc khéi u va thoi gian song kéo dai ciia bénh
nhin cé dit bién gen FGFR sau diéu tri bang chat irc ché JNJ-42756493.
Nguon: Anna Luisa Di Stefano, Clin Cancer Res. 2015 Jul 15; 21(14): 3307-3317.

Dot bién dung hop gen FGFR3-TACC3 lam ting 4i luc cua thude diéu
tri voi thu thé nay va trd thanh mét trong nhiing dich tac dung cua cac thude
diéu tri tc ché hoat tinh tyrosine kinase trén bénh nhan u nguyén bao than
kinh dém. Va dé diéu tri ¢6 hiéu qua, viéc xac dinh dot bién gen lién quan dén
tinh dap ung thudc dong vai trd quan trong quyét dinh thanh cong cua phuong
phap. Nhu vy ngodi vai trd trong bénh sinh u nguyén bao than kinh dém thi
cac dot bién gen FGFRs con lam tang ai luc cua thudc diéu tri vai thu thé va
tr& thanh mot trong nhiing dich tac dung cua cac thudc diéu tri hudng dich wc
ché hoat tinh tyrosine kinase trén bénh nhan UNBTKD [12],[74],[76]. Trong
diéu kién cua nghién ctru nhém nghién ctu tip trung xéc dinh dot bién trén
exon 12 va exon 13 gen FGFR, chua xac dinh dugc loai dot bién dung hop
gen FGFR;-TACC;3, can ¢6 mot nghién ctru khac vé loai dot bién nay.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Stefano%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25609060
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=25609060

35

Tom lai, dé phan loai bénh UNBTKD theo WHO, yéu td phan tir trong
bénh UNBTKD phai dugc xac dinh dé lam rd xem bénh thudc thé loai nao va
tly vao d6 dé tién luong, diéu tri bénh cho phu hop, diéu nay doi hoi phai co
cac k¥ thuat dé xac dinh su thay ddi cua cac gen lién quan. Pong thoi hudng
nghién ctru cho diéu tri gen dich ciia bénh UNBTKD 1a tiém ning, va xét
nghiém gen 1a khéng thé thiéu d6i v6i cac bac sy 1am sang khi trién khai cac
lidu phap diéu tri dbi voi bénh nhan.

1.3. Pic diém nguoi bénh U nguyén bao thin kinh dém phat hién thay
dot bién gen va thoi gian song sau diéu tri
1.3.1. Diic diém nguyén phdt va thir phdt

Thé bénh cia UNBTKPD d3 duoc cac tac gia dé cap tu lau, sau nhiéu 1an
nhom hop WHO d théng nhat chia UNBTKPD thanh hai thé bénh nguyén phat
va thir phat. Thé nguyén phat 1a nhitng trudng hop phat bénh 1an dau va duoc
chan doan ngay 13 UNBTKD d6 IV, con thé thir phat 1a thé duoc chuyén tir
nhirng truong hop da phat bénh lan trudce 14 cac u than kinh dém dd 1, II, hodc
III; nay chuyén sang UNBTKD d6 IV. Tai phat bénh tirc ngudi bénh da phau
thuat 1y khéi UNBTKD d6 IV, sau d6 u phat trién lai va dugc chan doan lai
lan hai cung chan doan 1a UNBTKD d6 IV, nén van xép vao thé u nguyén
phat [31],[32].

Ngoai khac nhau vé dang moé bénh hoc, UNBTKD nguyén phat va thir
phat con khac nhau vé mot sb cac dic diém di truyén, vé do tudi: UNBTKD
nguyén phat chiém phan 16n, xuat hién ¢ bénh nhan 16n tudi (trung binh tudi
55) sau mot thoi gian ngan 1am sang thuong it hon 3 thang, dugc dic trung
boi su khuéch dai EGFR (khoang 40% trudng hop) va/hodc biéu hién qua
mitc EGFR (60%), dot bién PTEN (30%), x6a pl6INK4a (30% -40%),
khuéch dai MDM2 (<10%). Nguoc lai, UNBTKD thr phat phat trién chim
hon do tién trién &c tinh tlr cac u than kinh dém cap thap chuyén thé sang
UNBTKD va gip ¢ bénh nhan tré tudi (trung binh 40 tudi). UNBTKD thir
phat c6 chira dot bién & TP53 trong khoang 60% trudng hop; UNBTKD thu
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phat duoc dic trung boi su mat di alen cua cac nhiém sic thé 19q va 10q. Vé
mat mo hoc, mdt sy phan biét rd rang vé nhiing phan nhém nay van con kho
nam bat, nhung ching rd rang tién trién thong qua cac con duong di truyén
khac nhau [31],[32]. Viéc phan thé bénh gitip cac bac sy 1am sang tién luong
va dinh hudng diéu tri cho bénh nhan, tuy nhién cac nha khoa hoc cho réng,
van can cic nghién ctru chi ra liéu nhitng phan nhom nay c6 khac biét dang ké
vé tién luong, hay c6 kha nang 1a chung s& dap ung khac biét vai cac licu
phép diéu tri méi hay khong.

Nam 2016, WHO da cap nhat rd hon vé dic diém hai thé bénh nguyén
phat va thir phat cia UNBTKD, nhu vé thoi gian tién trién 1am sang, thoi gian
song sau diéu tri.

Bing 1.1. Bic diém 2 thé bénh UNBTKD nguyén phdt va the phit [3]

Thé bénh Nguyén phat Thir phat

Loai UNBTKD IDH UNBTKD IDH
hoang da dot bién

Ti1é 90% 10%
Tubi trung binh mac 62 tudi 44 tudi
Ti 16 nam/nit mac 1,42 1,05
Thoi gian tién trién 1am sang 4 thang 15 thang
Thoi gian song sau:
Phau thuat + xa tri 9,9 thang 14 thang
Phau thuat + xa tri + hoa chét 15 thang 31 thang
Tp53 dot bién 27% 81%
EGFR khuéch dai 35% Hiém gip
ATRX dot bién Hiém gip 71%
TERT dot bién ving khoi dong 72% 26%

PTEN d6t bién 24% Hiém gip
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Nghién ctru cia Wantanabe K da ching minh, sy biéu hién qua muc cua
thu thé EGF va dot bién p53 1a loai trir 1an nhau trong qua trinh tién hoa cua u
nguyén bao than kinh dém nguyén phat va thtr phat. Nghién ctru trinh by bang
ching rang u nguyén bao than kinh dém nguyén phat va thir phét tao thanh cac
thuc thé bénh khac nhau phat trién thong qua viéc thu nhdn céc thay d6i di
truyén khac nhau. Phan tich d6t bién TP53, tich liy protein TP53 va biéu hién
thu thé yéu t6 ting trudng biéu bi (EGFR) trong 49 sinh thiét duoc phan loai la
u nguyén bao than kinh dém nguyén phat hodc thir phét theo tiéu chi 1am sang
va md bénh hoc. Bénh nhin mic u nguyén bao than kinh dém nguyén phat
duoc lua chon trén co s& tién st 1am sang dudi 3 thang va cac dac diém mé
bénh hoc ctia u nguyén bao than kinh dém & sinh thiét dau tién (19 truong hop,
tudi trung binh, 55 tudi). Viéc chan doan u nguyén bao than kinh th phat can it
nhat hai sinh thiét va 1dm sang cling nhu bang chimg mé hoc vé tién trién tir u
té bao hinh sao cdp thap (30 trudng hop, tudi trung binh, 39 tudi). Phan tich
trinh tw DNA cho thdy dot bién TP53 rat hiém gip & u nguyén bao than kinh
dém nguyén phat (11%) trong khi u nguyén bao tht phat co ty 1& dot bién TP53
cao (67%), trong d6 90% di c6 trong sinh thiét dau tién. Nguoc lai, kha ning
mién dich d6i v&i thy thé EGF chiém wu thé trong u nguyén bao than kinh dém
nguyén phét (63%) nhung hiém gip & u nguyén bao than kinh thir phat (10%).
Chi c6 mdt trong 49 truong hop cho thdy biéu hién qua mic EGFR va dot bién
TP53. Cac dit li€u nay chi ra réng su biéu hién quéa muc cua thu thé EGF va dot
bién gen Uc ché khéi u TP53 1a cac su kién loai trir 13n nhau xac dinh hai con
dudng di truyén khac nhau trong qua trinh tién hoa cia UNBTKD 1a diém cubi
kiéu hinh chung [78].

Nhu vay thé bénh nguyén phat va thir phat trong UNBTKD 13 rang co sy
khac biét vé thoi gian tién trién 1am sang cung dap tng diéu tri, diéu nay giup
ich cho cac thay thudc tu van diéu tri cho bénh nhan. Va c6 thé ap dung cac

cach diéu tri phii hop timg ngudi bénh.
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1.3.2. Thoi gian séng sau diéu tri ciia ngwoi UNBTKD phdt hién thiy dét
bién gen

Véi thoi gian tién trién 1am sang rat nhanh, néu khong dugc diéu tri
ngudi miac UNBTKD chi séng dugc vai thang, néu dugc diéu tri bang phiu
thuat thoi gian séng kéo dai hon c6 thé dén mot nim hodc hai nam, tuy nhién
véi ty 18 rat thap [79].

Kiéu Pinh Hung (2006), nghién ctru 43 bénh nhian méc u than kinh dém
ac tinh bao gébm: u nguyén bao than kinh dém (chiém ty 1& cao nhit 62,7%); u
té bao hinh sao giam biét hoa (25,6%); u than kinh dém it nhanh éc tinh (4,7%);
u té bao than kinh dém lop dng ndi tiy ac tinh (7,0%), duoc diéu tri bang phiu
thuat quang dong hoc, sau diéu tri ty 1€ chét ciia bénh nhan dén khi két thic
nghién ctu 12 81,4%: chét som nhat 13 sau 1 thang, mudn nhat 1a sau 58 thang,
trung binh 12,3 thang; ty 1& séng sot cia bénh nhan 18,6%: thip nhat 1a 15
thang, cao nhat 1a 78 thang, trung binh 37,3 thang. Thoi gian sdng trung binh
cta 43 bénh nhan 16,9 thang [25].

Tran Chién (2011), nghién ctru 150 bénh nhan u té bao than kinh dém
hinh sao, trong d6 c6 59 bénh nhan u nguyén bao than kinh dém (d6 IV) chiém
ti 16 cao nhat 39,3%. Thoi gian séng trung binh sau phau thuat cia u d6 IV 1a
9,7 £ 0,3 thang [26].

Nghién ctru cua Duong Pai Ha va Ha Kim Trung (2014), 96 bénh nhan
u than kinh dém hinh sao, duoc diéu tri ph?lu thuét cit u tir nam 2011 dén
2012, d4nh gia thoi gian séng sau phau thuat dén 28 thang c6 két qua: thoi
gian séng sau md trung binh 15,93 + 2,91 thang. Ty 18 tir vong sau md 6 thang
ciau do I 1a 12,5% vau do 1V 1a 43,8% [27].

C6 nhiéu yéu t6 co thé anh hudng dén két qua diéu tri bénh UNBTKD:
tudi cang cao ty 18 séng sot thap hon tudi tré do sirc chiu dung hoic dé khang

thap hon so véi ngudi tré, bénh & giai doan nang khi nguoi bénh da khong
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con khd nang ty chdm soc ban than khi vao vié¢n thi tién luong kém hon nguoi
van con kha niang tu chdm soc ban than, ton thuong md bénh hoc thay hinh
anh ty 1é té bao ung thu phat trién manh (chi sb phat trién té bao Ki), sd luong
té bao cang nhiéu tién luong s& cang kém hon, sau phau thuat néu nguoi bénh
duoc diéu tri bo tro xa tri hay hoa chit s& ¢o thoi gian sé)ng dai hon nguroi
khong duoc diéu tri b trg... Do d6, diéu tri UNBTKD van phéi tudn thi
nguyén tac phdi hop méi dat duoc hiéu qua: su séng sot ciia bénh nhan
UNBTKD méi mic duoc diéu tri bang xa tri (RT) va temozolomide (TMZ)
dugc ghi nhan & 2 nhom bénh nhan mic u nguyén bao than kinh dém méi,
dugc chan doan véi cac tiéu chi vé diéu kién tuong tu. Mot nhém bénh nhan
(n=244) duoc diéu tri bang cac phuong phap tiép can mdi (NABTT) RT +
TMZ v6i1 talampanel hodc poly-ICLC, hodc cilengitide; mgt nhom chi diéu tri
bang RT + TMZ (n = 287) (EORTC). Péanh gia két qua diéu tri bang theo ddi
ty 1€ séng sot; dugc so sanh voi1 dir lieu EORTC da cong bo. Két qua ty 1
song trung binh ddi véi bénh nhan EORTC (n = 287) va bénh nhan NABTT
(n = 244) twong duong 1a 14,6 so v4i 19,6 thang, ty 1& song trung binh 12
thang 1a 61% so vdi 81% va 24 thang 1a 27% so vo1 37%. Thong qua 2 ndm
theo ddi, néu bénh nhan dugc st dung phuong phéap diéu tri méi NABTT
giam 37% ty 1€ ti vong (p <0,0001) so v&i bénh nhan EORTC chi nhan duoc
RT + TMZ [43].

Nhiéu nghién ctru d ching minh ngudi UNBTKD c6 dot bién gen ty
séng thap hon nguoi khong c6 dot bién gen, dot bién gen EGFR gay biéu hién
khuéch dai protein EGFR va anh huong dén su sdng con ciia nguoi bénh
UNBTKD sau ph5u thuat va tiép nhan xa tr1, su séng sot trong $6 nguoi bénh
UNBTKD c6 biéu hién khuéch dai EGFR thip hon dang ké so voi nhimng
ngudi bénh khong ¢6 biéu hién nay (ty 16 sdng trung vi 1a 12,5 so voi 17,5
thang, p = 0,013) [65]. Gia tri tién luong cta yéu td ting trudng biéu bi ¢ bénh
UNBTKD dugc ghi nhan qua phan tich mbi quan hé giita két qua diéu tri va
gen EGFR & ngudi bénh méi duoc chan doan, két qua da phat hién co 40
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(46%) bi dot bién x6a doan gen EGFR trong 87 ngudi bénh UNBTKD; c6
su tuong quan chat ché gitra sy nhan 1én cua gen EGFR va EGFR qua mtc
(p <0,0001). Phan tich da bién cho théy nhan 1én cia EGFR 1a ddc 1ap, du béo
bat loi cho sy séng con tong thé (OS) trong tit ca cac bénh nhan. V& méi quan
hé v&i tudi, tinh trang gen EGFR 1a mét du doan dang ké & nhitng bénh nhan
tré tudi, dic biét 13 & nhitng ngudi < 60 tudi. Phat hién nay cho thiy rang qua
muc EGFRVIII trong su hién dién ctia nhan 1én EGFR 1a chi s6 manh nhét cta
mot tién luong séng con [65].

Dot bién gen EGFR anh hudng dén két qua diéu tri UNBTKD di duoc
ching minh: ngudi bénh UNBTKPD dugc diéu tri phau thuat cit bo khéi u, sau
d6 xa tri: liéu 2 Gy/ 1 1an/ 1 ngay x 5 ngay/1 tudn, tong liéu 60 Gy, két hop
TMZ bb tro sau phau thuat. Két qua: nhitng ngudi bénh < 60 tudi hodc diém
s6 KPS trudc phau thuat > 70 c¢6 tuong quan dang ké véi ty 1& sdng con dai
hon (p = 0,0069// OR = 0,43// 95%CI = 0,23 - 0,79 dbi véi tudi; p = 0,0035//
OR = 2,34// 95%CI = 1,32 - 4,14 d6i véi KPS); nguoi bénh UNBTKD c6 dot
bién dang EGFRVIIL, ty 1¢ song sot dai hon 2,59 1an so véi nguoi khong co
dot bién dang nay véi p = 0,0023 (OR =2,59// 95% CI = 1,40 - 4,79) [64].

A B C

| = :

£ & » £l s
g8 EGFRvIII E3 M 5 - e
?_; g_ GM1 UM % 3 Kify -
=6 E6 S

= E| = 6

s 4 B 3

g £ 4 4

N v e

F 2 ) =

=0 0 0

0 10 20 30 40 350 60 70 80 0 10 20 30 4 50 & 70 80 0 10 20 30 40 50 & 70 80

lime (mos) Time (mos) Time (mos)

Hinh 1.15. (4) So sdnh ty 1¢ song con ciia ngwoi bénh UNBTKD cé djt bién
gen dang EGFRvIII va nguwoi khéng cé dpt bién [64]

Ngoai ra nghién ctru moét sé gen nhu IDH, MGMT, TERT dugc su

dung nhu 13 mot ddu hiéu du doan trong 1am sang, ¥ nghia tién luong vé su

thay d6i di truyén va biéu hién 1am sang & bénh nhin UNBTKD
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[80],[81],[82]. Mot nghién ctru di sang loc 98 mau u nguyén bao than kinh
dém & nguoi dé tim su thay do6i di truyén va biéu hién ¢ 10 gen va vi tri nhiém
sac thé bang phuong phap PCR va khuéch dai d¢au do phu thudc vao hé thong
ghép mdi (MLPA). Thtr nghiém sy lién quan giita nhitng thay d6i di truyén,
biéu hién va sy séng sot cia bénh nhan UNBTKD. Sau do, nghién ciru da
phat trién mot cong cu dy doan sdng sot tir 2 gen. Cac phan tich da bién cho
thiy cac dot bién trong isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1), methyl hoa thuc
day MGMT, liéu chiéu xa va tinh trang bénh thong qua chi sb phat trién té
bao u Karnofsky (KFS) 1 cac yéu t6 tién luong ddc 1ap. Mot yéu t6 du doan 2
gen cho su séng sot cia UNBTKD da dugc tao ra. Dya trén tinh trang di
truyén va biéu hién cua IDHI va MGMT, bénh nhan UNBTKD dugc phan
tang thanh 3 kiéu gen khac nhau trén 1am sang: bénh nhan véi IDH1 d6t bién
kém MGMT methyl hod c6 thoi gian sdng 1au nhat, tiép theo 1a bénh nhan
mac IDH1 dot bién kém MGMT khéng methyl hoa c6 thoi gian ton tai ngin
nhat. Cong cu du doan 2 gen nay la mot yéu td tién luong doc 1ap va thuc
hién tét hon dang ké trong viéc du doan ty 1¢ séng so v&i dot bién IDH1 hodc
methyl hda MGMT don thuan. Nhu vay, su két hop giita dot bién IDHI va
methyl hoa MGMT vuot tr1 hon ca dot bién IDH1 hodac methyl hoa MGMT
don thuan trong viéc du doan sy séng sot ciia bénh nhan UNBTKD, théng tin
nay sé giup tang hiéu biét vé sinh hoc UNBTKD, va né co thé hitu ich cho cac
so sanh co ban trong cac thir nghiém 14m sang trong tuwong lai [80]. Mot sb
cac nghién ciru vé cac gen khac cling cong bd vé anh hudng cua dot bién gen
dén hiéu qua diéu tri va thoi gian sdng sot ciia bénh nhan UNBTKD [46],[83].
Lién quan dén viéc that bai trong diéu tri bénh UNBTKD, cac nghién ciru vé
té bao gbc than kinh dém (GSCs) da dua ra quan diém: té bao gbc tao thanh
mot quan thé nho phan chia chdm trong mot khdi u nguyén bao than kinh

khong ddng nhat. Chlng c6 thé tu 1am méi, tai cau tric toan bd mot khdi u va
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phan biét thanh cac quan thé UNBTKPD cu thé khac. Do d6, ching di phai
chiu trach nhiém cho viéc tai phat ac tinh sau khi diéu trj theo phwong phap
tiéu chuan da ap dung va ddy 1a mot tién luong xau cia UNBTKD tai phat. Su
tht bai cua cac liéu phap hién tai dé loai bo cac quﬁn thé GSC cu thé da duoc
coi 1a mot yéu t6 chinh gép phan vao su tai phat khong thé tranh khoi & bénh
nhan UNBTKD sau khi diéu tri. Nghién ctru d thao luan vé cic co ché phan
tir cua phan ung hoa hoc cia GSC va 1y do tai sao viéc loai bé hoan toan
GSCs rat kho dat dugc. Pong thoi nghién ciru dd mé ta cac lidu phap nham
muc tiéu hién c6 san cho GSC va cic co ché co thé dé khic phuc tinh khang
hoa chat va tranh tai phat diéu tri [41],[84]. Du doan vé biéu hién lam sang,
dap ung voi diéu tri va két qua cta bénh u than kinh dém 1a mot thach thuc.
Trén co s& cac nghién ctu trude diy vé sinh hoc khéi u, mét nghién ciru da
xac dinh ndm nhom phan tu than kinh dém véi viée st dung ba thay doi: dot
bién TERT, dot bién ¢ IDH va mi hoa ctia nhanh nhiém sic thé 1p va 19q.
Kiém tra gia thuyét rang trong cic nhoém dua trén cac dic diém nay, cac khoi
u s& ¢ cac bién 1am sang tuong tu, thay d6i té bao va cac bién thé mam. Cho
diém cac khéi u 13 &m tinh hodc duong tinh ddi véi timg dau hiéu nay trong
1087 u than kinh dém va so sanh cac thay ddi ¢6 duoc va dic diém bénh nhan
trong s6 ndm nhoém phan tir chinh. Sir dung 11,590 diéu khién, nghién ctru da
danh gia mbi lién hé giira cdc nhom nay va cac bién thé mam than kinh dém
da biét. Trong sd 615 u than kinh dém d6 II hodc III, 29% c6 ca ba thay doi
(nghia 14 dwong tinh ba lan), 5% c6 d6t bién TERT va IDH, 45% chi c6 dot
bién IDH, 7% chi c¢6 ba am tinh va 10% chi c6 dot bién Tert; 5% c6 su két
hop khac. Trong s6 472 u than kinh dém d6 IV, it hon 1% la duong tinh ba
lan, 2% c6 dot bién TERT va IDH, 7% chi c6 dot bién IDH, 17% la dot bién
ba am tinh va 74% chi c6 d6t bién TERT. Cac nhom phén tir c6 lién quan ddc

lap vé6i su séng sot chung gitta nhitng bénh nhan bi u than kinh dém d6 II
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hoac III nhung khong phai & nhiing bénh nhan bi u than kinh dém do IV. Céc
nhom phan tir duoc lién két voi cac bién thé mam cu thé, ngy ¥ rang chung
duoc dac trung boi cac co ché sinh bénh hoc khac nhau [85].

Tai Viét Nam chua c6 nghién ciu vé dic diém cua nguoi UNBTKD
nguyén phat, tht phat ciing nhu dic diém vé thoi gian séng cta nguoi
UNBTKDP phat hién thay dot bién gen duoc diéu tri voi cac phuong phap diéu
tri khac nhau thi khac nhau nhu thé nao, do d6 nhoém nghién ctru ciia ching
t6i s& dua vao cac két qua cua tinh trang dot bién gen xac dinh dugc trén
nguoi bénh dé phan tich mot sé dic diém & nguoi UNBTKD phat hién thay
dot bién gen.

1.4. Ky thuit sinh hoc phén tir xdc dinh ddt bién gen trong u nguyén bao
than Kinh dém.

C6 nhiéu k¥ thuat sinh hoc phan tir duoc sir dung dé xac dinh dot bién
gen, trong nghién ctru chung toi sir dung mot sd Ky thuat co ban nhu: PCR,
MLPA va giai trinh tur gen truc tiép dé xac dinh cac dot bién cac gen TP53,
EGFR, FGFR.

1.4.1. Ky thudt PCR (polymerase chain reaction)

Trong sb céc tién bo khoa hoc ky thuat, PCR (polymerase chain
reaction) duoc coi 1a ki thuat co ban quan trong nhat, 1a nén tang co sé cho
hau hét cac ki thuat khac trong linh vyc sinh hoc phan tir.

Ky thuat PCR 1a phuong phap trong ong nghiém, st dung DNA
polymerase (thudng 1a Tap polymerase) dé nhan ban nhanh mat trinh tu DNA
nao d6 ma chi can mot lwgng mau han ché ban dau [86], duoc phat minh dau
tién boi Kary Mullis vao nam 1985, dya trén y tuong ban dau la xay dung mot
quy trinh 1am cho DNA c6 thé nhan Ién nhiéu lan mot cach nhan tao qua
nhiéu chu ky sao chép bai enzym DNA polymerase [87].
1.4.1.1. Nguyén tic chung ciia ky thudt PCR
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Dua trén co s tinh bién tinh, hoi tinh cia DNA, va hoat tinh cua céac
DNA polymerase c6 kha ning tong hop mach DNA méi tir mach DNA
khuon, voi nguyén liéu la bdn loai nucleotid. Phan ung nay doi héi sy c6 mat
ctia nhitng mdi xudi va mdi nguoc co trinh ty bd sung véi hai dau cia trinh tu
DNA khudn [86],[87]. Phan tng PCR 1a mét chudi nhiéu chu ky nbi tiép
nhau, mdi chu ky gdm ba buéc:

- Budc 1: 1a giai doan bién tinh (denaturation)

- Budc 2: 1a giai doan bt cip (annealing).

- Budc 3: 1a giai doan tong hop hay kéo dai (extension).

Sau mdi chu ky cac chudi d6i DNA méi tao thanh s& tiép tuc duoc
dung 1am cac DNA nén dé tong hop cac DNA mdi trong chu ky tiép theo. S6
luong chu ky cua mdi phan tng PCR phu thudc sé luong khuén DNA ban
dau, thuong 30 chu ky va khong qué 40 chu ky. Sau mdi chu ky s& duoc tang
gap d6i luong DNA cua lan trude. Sau n chu ky s& c6 2" ban sao DNA gidéng
DNA ban dau. Nho vay, c6 du lugng DNA dé thuc hién cac budc nghién ctru
tiép theo nhu: dién di, nhudm, tao dong hodc giai trinh tu [86],[87].
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Hinh 1.16. Phdn iing PCR (thanh phén va sin phim)
(1) Poan gen khuon, (2) Poan gen moi, (3) Nucleotid tu do
Nguon https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

1.4.1.2. Phén tich san phdm PCR
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Phan tich san phim PCR thu duoc gitp cho viéc t6i uu hoa cac thanh
phan tham gia va diéu kién cta phan tng dé thu duoc san pham DNA dung yéu
cau. Thuong sau khi thuc hién phan tmg PCR ngudi ta tién hanh dién di san
pham trén gel agarose dé kiém tra chat lugng san pham PCR thu duoc.
1.4.1.3. Ung dung ciia ky thudt PCR

Sau khi thu dugc san pham PCR theo dung yéu cau. Cac san pham PCR
duoc s dung lam nguyén liéu cho cac k¥ thuat chuyén sau nhu: Southern va
Dot blot, k§ thuat enzym ct gi6i han, giai trinh tu gen truc tiép, MLPA...

Trong bénh UNBTKD, k¥ thuat PCR dugc stir dung dé khuéch dai cac
exon trén gen, tir d6 xac dinh cac dot bién diém trén cac exon cua gen TP53,
EGFR, FGFR... va dot bién x6a doan trén gen EGFR.

Céc cap méi duoc thiét ké riéng biét cho mdi exon cua gen can khuéch
dai, ddm béo cac cap moi la dic hiéu.

Sau d6 sir dung cac DNA dugc tach chiét tir cdc mau mo du tiéu chuan dé
Jam khu6n mau cho phan tng PCR, tién hanh phan tmg PCR véi chu trinh nhiét
da duoc chuin hoa trude. San phém DNA duoc khuéch dai sau chay PCR dugc
kiém tra bang dién di, sau d6 dugc giai trinh gen bang phuong phap giai trinh ty
truc tiép dé xac dinh trinh tu cac nucleotid trén ting exon cua gen, va doc két
quéa ddi chiéu véi gen mau Genbank, tir d6 xac dinh cac diém dot bién.

Jeffrey C Lee (2006), khi nghién ctru dot bién gen EGFR trén bénh nhan
u nguyén bao than kinh dém da st dung phuong phap PCR dé khuéch dai 21
exon trong tong s6 28 exon ctia gen EGFR, sau d6 str dung phuong phap giai
trinh tu dé tim cac dot bién diém trén cac exon nay, két qua da xac dinh duoc
cac dot bién chu yéu trén cac exon 2,3,5,7,8,15,21 gen EGFR, trong do ti dot
bién cao nhat gap & exon 7 [62].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17177598
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M3 s0 ki hiéu exon  nucleotid  acid amin
bénh thay doi  thay ddi

S001050  GBM 2 G136A, GI187C D46N, G63R
S001073  GBM 3 G323A R108K
S001076  GBM 3 G323A R108K
S001092  GBM 3 G323A R108K
S001094  GBM 3 G323A R108K
S003763  GBM 3 G323A R108K
S001067  GBM 7 A787C T263P
S001102  GBM ? A787C T263P
S001103  GBM 7 A787C T263¢
S001097  GBM 7 CB66A A2890
S001095  GBM 7 GB6SA A289T
S001090  GBM 7 C8667 A289V
S001108  GBM cell line 7 C866T A28V
S004384  GBM 7 C866T A28V
S002024  GBM 8 GONT R324L
S001026  GBM = G9E8A E330K
S003577  GBM 15 C17877 PS96L
S001018  GBM 15 G17937 G598V
S001005  GBM 15 G17937 G598V
S001071 GBM 21 T2582A 1861Q

Hinh 1.17. Anh két qua dét bién diém gen EGFR bénh nhin u nguyén bao
thin kinh dém [62].
Nguon: Jeffrey C Lee. 2006 Dec; 3(12): e485. Published online 2006 Dec 19. doi:
10.1371/journal.pmed.0030485

1.4.2. Ky thudt khuéch dai DNA dau do - MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

Hién nay, ky thuat MLPA duogc sir dung trong nhiéu nghién cau vé
bénh ly di truyén, cho phép phat hién cac ton thuong gen mot cach nhanh
chéng. Trong phan tng MLPA, van dé thiét ké cac dau do (probe) gan daic
hiéu vai cac doan DNA dich dong vai tro cuc Ky quan trong.

K§¥ thuat MLPA (Multiplex Ligation - dependent Probe Amplifcation)
hay k¥ thuat khuéch dai dau do da moéi dwa vao phan tng nbi - 1a mot bién thé
ctia phan tmg PCR da mdi (Multiplex Polymerase Chain Reaction) cho phép

khuéch dai nhiéu dich chi véi mot cip moi duy nhat. Mdi dau do bao gdm hai


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17177598
https://dx.doi.org/10.1371%2Fjournal.pmed.0030485
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oligonucleotide, mdi doan déu chtra mot trinh tw moi cho phan ung PCR va
mét trinh tu bo sung vai trinh ty dich (dugc goi 1a trinh tu lai). Khi céac dau do
duoc lai chinh xac vao trinh tu dich, chung sé duogc ndi lai boi enzym ligase
bén nhiét. Phan ung PCR sé chi khuéch dai cac dau do di duoc ndi lai hoan
chinh. Vi mdi dau do déu duoc danh ddu huynh quang va co kich thudc riéng
biét, nén c6 thé thu duge tin hiéu ctia mdi dau do da duoc phan tach va xac
dinh trén hé théng dién di mao quan. Ky thuat MLPA c6 thé dinh luong sb
ban sao ctia nhiéu trinh tu trong mot gen voi ning sut 1én t6i 40 trinh tu dich
trong mot phan ung.

1.4.2.1. Nguyén tic ky thugt

St dung cac doan dau do DNA (probe) co kha ning lai véi phan tir
DNA dich ddc hiéu. Mdi probe gom hai chudi oligonucleotid dai va ngin,
chudi dai gan & dau 5°, chudi ngin gan ¢ dau 3’ ctia DNA dich. Mdi chudi ¢o
doan dac hi¢u v&1 DNA dich (doan 1), doan gén moi (doan 2).

- Poan 1: chtra khoang 21-30 nucleotid ¢ chudi ngan, 25-43 nucleotid &
chudi dai, doan nay co trinh tu nucleotide bo sung va lién tiép nhau trén doan
DNA dich. Khi tién hanh phan tng lai véi DNA dich, doan 1 cta hai chudi s&
gan & vi tri lién ké nhau tao diéu kién cho enzym ligase gin chung lai thanh
probe hoan chinh (san phém lai) dac hiéu voi doan DNA dich.

- Poan 2: Chira khoang 19 nucleotid & chudi ngén, 36 nucleotid & chudi
dai. Trinh ty nucleotide giéng nhau & tit ca cac probe. Pay 1a vi tri gan mdi
dé khuéch dai san pham lai.

Ngoai hai doan trén, & chudi dai c6 thém doan dém (doan 3) nam &
giita doan 1 va 2. Cau tao gém 19-370 nucleotid, khong dic hiéu véi DNA
dich, vai tro cua doan 3 la 1am cho cac san phém lai ¢6 kich thudc khac nhau,

khi khuéch dai s& dé dang phan tich bang san pham dién di.
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Forward Probe Reverse
Fluores-  primer oligo- Stuffer primer
entdye  sequence nudeotides sequence  saquence

v 3 #Z N 4 i

T N -

Target
INEFEREEENDOaONEEEESERE DNi
Denaturation
and hybridization

l Ligation

l Amplification

Hinh 1.18. Hinh dnh probe va quy trinh phdn ieng MLPA
(theo Jan P. Schouten, 2002)

1.4.2.2. Cic buéc tién hanh phdin irng MLPA

DNA sau khi tach chiét tir mau mé u nguyén bao than kinh dém duogc do
n6ng dd va do tinh sach. Trong do, 50ng DNA téng sb duogc st dung cho phan
tmg MLPA dé xac dinh dot bién.

- Budc I: Bién tinh DNA

- Buwédc 2: Gin (lai) probe vao gen dich

- Buwdc 3: Noi hai diu probe

- Buwdc 4: Khuéch dgi sian phim lai (PCR)
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Sau phan tmg PCR, mdi probe s& duoc khuyéch dai thanh nhiéu ban
sao. Cac probe khac nhau s€ c6 kich thudc khac nhau do do dai doan dém
(stuffer) cta ching khac nhau. Do vy, chiing s& dugc phan tach bang phuong
phap dién di (thuong st dung phuong phéap dién di mao quan). S6 luong san
phém khuéch dai cua mdi probe s€ ty 1¢ thuan vai s6 ban sao cua doan DNA
dich dac hi¢u véi probe do.
1.4.2.3. Ung dung MLPA trong xdc dinh dt bién gen UNBTKD

Trong nhitng nam gan day, MLPA 1a phuong phap duoc uu tién chon
lya trong chan doan dot bién x6a doan, lap doan gen, véi do chinh xéc cao,
cho két qua nhanh chéng.

Trong nghién ctru ndy, ching t6i sir dung bd sinh pham SALSA MLPA
P105-D2 cta hing MRC Holland (Ha Lan) dé xac dinh d6t bién x6a doan
EGFRVIII (x6a doan tir exon 2 dén exon 7) cua gen EGFR. Bén canh do, bg
kit con duogc thiét ké dé co thé phat hién mot sd bién doi lién quan dén céac
gen nhu PDGFRA (4ql12), CDKN2A (9p21.3), PTEN (10923.31), TP53
(17p13.1), CDK4-MIR26A2-MDM2 (12qg14 - gq15) and NFKBIA (14q13.2).

Nghién ctru cua Judith Jeuken nam 2009, da st dung phuong phap MLPA
dé xac dinh gen EGFRVIII (d6t bién x6a doan exon 2 dén exon 7 gen EGFR) [88],

két qua phat hién c6 dot bién dang EGFRVIIL

Bénh nhan
N128 Détbien dang
l EGFRvIL
YT 3 S
e teet ) _:L_.,ﬂ P Soampmen) Prer I_.J el |
hing
Ching
ghuan EGFR binh thugng,
._LLL“. lm_“Il_I __Ll_‘, . .J.J‘,.LLU\ “ _U-_Ll_ ,L_l__‘l_‘l___l_ mainn
Exon 6 S 7 13 22 4 | 3 28 16

Hinh 1.19. Hinh dnh dién di xdc dinh dét bién gen dang EGFRVIII
bang ky thudt MLPA
Nguon: Judith Jeuken, Brain Pathol. 2009 Oct; 19(4): 661-671.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeuken%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19744038
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1.4.3. Ky thudt gidi trinh tw gen (DNA sequencing)

Giai trinh tu gen (DNA sequencing) 1a phuong phap xac dinh vi tri sap
xép cua cac nuceotid trong phan tir DNA. Hién nay, ngudi ta thudng st dung
hai phuong phap giai trinh ty d6 1a phuong phap dideoxynucleotid va giai
trinh ty bang may tu dong. Nghién ciru cta ching toi st dung phuwong phap

giai trinh ty bang may ty dong.

May giai trinh tu gen tu dong hoan toan duoc thiét ké trén nguyén tic
stt dung dANTP do F.Sanger va cong su phat minh [89]. V&i cac may thé hé
m&i sau ndy, nguoi ta dung 4 mau huynh quang khac nhau dé danh dau 4 loai
ddNTP. Nho vay phan Gng giai trinh ty c6 thé thuc hién trong mét éng
nghiém va chi can dién di trén mot hang ma khong phai trén 4 hang khac nhau
nhu trude day, hé théng dién di thudng 1a dién di mao quan. Mdi khi c6 mot
vach dién di di qua, phan tir ddNTP cubi cung & dau 3’ ctia doan DNA sé& phat
ra mot mau huynh quang twong tng, may s& ghi nhan mau sic nay va chuyén
vé may tinh phan tich. Dua vao mau huynh quang ma may nhan dién duogc 1a

nucleotid ndo, tir d6 biét dugc trinh tu cia DNA dich.

Mic du ¢6 nhiéu phuong phap khac nhau dé xac dinh dot bién nhanh
hon phuong phap gidi trinh tu gen, nhung wu diém manh nhat ciia phuong
phap giai trinh tu 14 cho phép xac dinh dot bién cu thé cia timg loai nucleotid
trén tung vi tri mot. Vi du cung trén mot vi tri dot bién X nao d6 véi nucleotid
ban dau 13 A c6 thé thay d6i thanh T hodc C hodc G, thi chi ¢6 giai trinh tu
gen m&i c¢6 thé xac dinh duoc chinh xac nhu vay. Do d6 giai trinh ty gen van

1a phuong phap str dung phd bién hién nay dé xac dinh cac dot bién gen.

Trong bénh UNBTKD, phuong phép giai trinh ty gen dé xac dinh dot
bién gen dugc nhiéu nghién ctru st dung [90],[91],[92],[93], vi du cac tac gia
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nhu Jeffrey C Lee [62], Frederick Lori [63] sir dung phuong phap giai trinh tur
dé xac dinh cac dot bién diém trén gen EGFR, hay Vikki Rand [16] ding
phuong phap giai trinh ty dé xac dinh dot bién trén gen FGFR.

A
{ { { ( £ L | O { | | L
B
- e = A
C/IC—+CIA CiIC—=CIT

Hinh 1.20. Anh két qua gidi trinh tw xdc dinh dot bién gen FGFR
Nguon: Rand et. al. PNAS. 2005;102,14344-14349.
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pbi twong nghién ciru
Bénh nhan u nguyén bao than kinh dém duogc chan doan xac dinh béng

Iam sang va can 1am sang [2]; kém két qua giai phau bénh (theo phan loai md
bénh hoc UNBTKD ctia WHO nam 2007 [32]), sau phau thuat iy u tai bénh
vién Viét Buc Ha Noi.
2.1.1. Tiéu chudn chon méu

- Bénh nhan UNBTKD c6 mau mé duc paraffin c¢6 hinh anh ton thuong
ctia bénh u nguyén bao than kinh dém theo phéan loai mé bénh hoc UNBTKD
cia WHO nam 2007 [32].

- C4c mau md c6 tiéu ban tuong tmg kém theo.

- Khong ¢6 hinh anh ton thuong trén tiéu ban 1 cua bat ky mot khdi u,
ung thu co quan nao khac UNBTKD.

- C6 day du cac thong tin nghién ctu.
2.1.2. Tiéu chudn loai triv

- Bénh nhan khong c6 mau mé Vva tiéu ban tuong tng

- Cac miu md co hinh anh ton thuong trén tiéu ban 1a cta bat ky mot
khéi u, ung thu co quan nao khac UNBTKD.

- Khong day du cac thong tin nghién ctu.
2.1.3. Cdch tién hanh chon mdu nghién ciru

- Lap danh sach nguoi bénh tir khoa Giai Phau Bénh, Bénh vién Viét Dirc
(tir hé théng phan mém ctia bénh vién).

- Lya chon ti€éu ban moé bénh hoc tuong ing vo1 danh séch da lap duoc.

- Lya chon mau mé duc paraffin ctia ngudi bénh theo danh sach.

- Loai nhitng ngudi bénh khong c6 tiéu ban va mau mé ra khéi danh sach.
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- Soi tiéu ban md bénh hoc xac dinh ving lay mé: khoanh ving 1iy mo
tuong Gng ving soi trén tiéu ban c6 hinh anh té bao u rd, it to chirc hoai tur
nhat (do Bac si Truong khoa Giai Phiu Bénh, Bénh vién Viét Pt thuc hién
dua vao tiéu chuin phan loai m6 bénh hoc u NBTKD cia WHO nam 2007),
loai cic mau c6 hinh anh ciia cac u khong phai UNBTKD.

- Pyc lay phan mo di khoanh ving (khoang 50-100mg, vi can khoang
20mg md cho mot 1an tach chiét DNA [86]) cho vao 6ng eppendorf day nép kin.

- Panh ma s6 cho timg mAu mo nghién ctru sau khi da 1y duge mau mo.

- Luu trit va bdo quan & nhi¢t do phong.

- Chon bénh an tai phong luu trit bénh an theo s6 cac mau mé da chon
duoc trude do, va lay thong tin nghién ctru khac tir bénh an.

- Thu thap céc thong tin vé dic diém thoi gian séng chét ciia bénh nhan
bang hoi ngudi than cta bénh nhan qua dién thoai.

2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién ctru mo ta cat ngang

2.2.2. C6' mdu nghién ciru

Chon mAau c6 chu dich, trong khoang thoi gian nghién ctru ldy toan bo
cac mau du cac tiéu chuan chon mau, tiéu chuan loai trir (myc 2.1.1 va 2.1.2).

Trong gi6i han thoi gian nghién ciru, chung t6i 1y cac mau cé tir nim
2012 dén ndm 2017 du cac tiéu chuin chon mau, tiéu chuin loai tru, téng $6
mau thu thap duoc 1a 70 miu, nhu vay n = 70 14 s6 mau ching toi dua vao
nghién ctru.
2.2.3. Dung cu, thiét bi, héa chit nghién ciru:
Dung cu: phai duoc vo tring tuyét d6i (hap uét 120°C trong 20 phut).

- Pau con cac loai thé tich.

- Ong Eppendorf cac loai thé tich.
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Thiét bi
e May PCR (Eppendorf)
e May dién di: Mupid (Nhat Ban).
e May soi gel va chup anh tu dong (Dolphin Chemi Wealtec, USA).
e May quang phd ké Nano- Drop (Nhat Ban).
e May ly tdam lanh Beckman (USA) va ly tdm cac loai (btc).
e Tu lanh &m sdu: -30°C va - 80°C (Sanyo-Nhat Ban).
e May dién di mao quan Beckman Coulter.
e May doc trinhter  gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (USA).
Hoéa chat nghién ciru
- Hoa chat tach chiet DNA va tinh sach DNA:
+ Kit tach chiét DNA tir md: Therascreen RGQ PCR Kit (QIAGEN-byic).
+ Kit tinh sach DNA tur gel (Hang QIAGEN-b1ic).
+ Tén hoa chat trinh bay & phu luc 1
- Hoa chat dung cho phan iing PCR: (Hing QIAGEN-Prc)
+ Enzym Tag DNA polymerase 1000U.
+ Hon hop Tag PCR Microsatellite
+ Nucleotid tu do dNTP, PCR grade (250ul).
+ St dung céc cap mdi duoc gan vai chat huynh quang dac hiéu.
- Héa chat ding cho dién di gel agarose
+ Dung dich ¢ém TBE 1X gdm: trise base, boric acid, EDTA
+ BOt agarose
+ Thang chuan DNA 100bp (Marker 100bp): c6 khoang cach gitta cac
thang DNA dién di 1a 100bp
+ Dung dich ethidium bromide 10mg/mL
- Hod chat dé gidi trinh tir gen: ABI/ My
+ Dbém Big dye 5X (ABI/ My¥) + EDTA
+ Big dye Terminator v3.1 (ABI/ My)  + Hi-Di formamide (ABI/ My)
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- Héa chdt nhdan ban DNA do: (kit hdng MRC- Ha Lan)
kit SALSA MLPA P105-D2 bao gdm cac thanh phan:
+ Dung dich d¢ém MLPA
+ Enzym ndi Ligase - 65
+ Dbém A - 65
+PémB - 65
+ Hdn hop mdi P105
+ Enzym Taq polymerase
+ Dung dich dém Enzyme
- Héba chat dién di mao quan: ABl/ My
+ Dung dich nap mau: Sample Loading Solution (SLS),
+ Thang chuan: Size Standard 600 (SS600)
+ Gel phén tach: Separation Gel
+ Dém phan tach: Separation Buffer
2.2.4. Cdc buwoc nghién ciru
1/ Buée 1. Thu thip miu nghién ctru
+ Thu thap cdc mau mo bénh dtc paraffin theo tiéu chuan chon mau,
cach chon mau (trong myc 2.1.1; 2.1.3).
+ Thu thap bénh an nghién ctru theo danh sach
+ Thu thap cic thong tin nghién ctru khac qua goi dién cho nguoi than.
2/ Buwéce 2. Tach DNA va bao quan - 20°C:

- Nguyén tic k¥ thuat tach DNA: su tach chiét DNA dya trén nguyén tic
hoa tan khéac nhau cua cac phan tir khac nhau (nucleic acid/protein) trong hai
pha khong hoa tan (phenol, chloroform/nudéce).

- Thyc hién theo dung quy trinh k¥ thuat tach chiét DNA tir mau mo
paraffin (phu luc 1).

- Po ndng d6 DNA tong sb sau tach chiét DNA, dam bao c6 DNA véi ndng
d6 khoang > 25 ng/ul, d6 tinh sach khoang 1,8 - 2,0. Néu noéng d6 va do tinh
sach khong dam bao can tach chiét lai dén khi dam bao dé chay dugc PCR.

- Néu chua sir dung can luu trit va bao quan DNA trong ti am (< 0°C).
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3/ Buéc 3. Nhan ban c4c exon ciia cac gen nghién ctru cin xac dinh cac
dot bién (gen TP53, gen FGFR, gen EGFR).

- Nguyén tic k¥ thuat: dua trén co so tinh bién tinh, héi tinh cia DNA,
va hoat tinh ciia cac DNA polymerase c6 kha ning tong hgp mach DNA méi
tir mach DNA khuon, v6i nguyén liéu 13 bon loai nucleotid. Phan tmg nay doi
hoi sy c6 mét cua nhitng mdi xudi va mdi ngugc co trinh tu bo sung voi hai
dau cia trinh ty DNA khuon [86].

- Str dung céc cip moi dic hidu tuong tmg cac exon trén cac gen dé nhan
ban timg exon nghién ctru, ngudn gbc mdi: cac cip moi nhan ban cac exon 2,
3, 7,8 gen EGFR; exon 12, 13 gen FGFR do Trung tdm Gen - Protein Truong
Pai hoc Y Ha Noi thiét ké, mdi nhan ban exon 7+8 gen TP53 dua theo cong
thirc mdi trong nghién ctru Roger H. Frankel (1992) [94]... , mdi nhan ban
gen dang EGFRVIII ciia haing MRC Ha Lan thiét ké.

Bdng 2.1. Cdc cdp méi siv dung trong nghién civu

Gen | Exon Trinh ty moi Kich thuwée | Hang
san pham | sdn xuat
base pair (bp)

M6i xudi 5'- GGTTGGGAGTAGATGGAGCC-3’ N
TP53 | 7+8 " 495 IDT My
Mo6i nguoc 5'-ATGCCCCAATTGCAGGTAAA -3’

Moi xudi 5’- GG ACC TTG AGG GAT TGT TT-3' .
2 312 IDT My
M®&i ngwoc 5- CTT CAA GTG GAA TTC TGC CC-3'

Mbi xudi 5'- TTAGGGTTCAACTGGGCGTC-3' X
3| . 321 IDT My
Mbi nguoc: 5'- AGCCTTCTCCGAGGTGGAAT-3/

Mi xudi 5'-GCT TTC TGA CGG GAG TCA AC-3’ .
EGFR| 7 .. 296 IDT My
Moi nguoc 5-AGA CAG AGC GGG AAC AGG AT-3'

M®i xudi 5'-CT TCC ATC ACC CCT CAA GA-3’

8 . 261 IDT My
Moi nguwoc 5'-CTC AGC AGC CGA GAA CAA-3’
Bo10| ., .. . MRC
Cac moi exon 2,3,4,5,6,7,8,13,16,23 trong 1 kit .
exon Ha Lan

M@i xudi 5’-GCAGATGCATCCAGATGGTA-3’ i
12 | , , 617 | IDT My
M®i nguoc 5'-TCTCCATTCATGGCCACATA-3

FGFR N
Moi xuoi 5'-TGTGAAGAAGAACAAGCCTGC-3’ N
13 . . ) 527 IDT My
MoGi nguoc 5'-AGAACTCCGTGAGATCGTGC-3
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- Céc cap moi st dung dé nhan ban cac exon trong xac dinh x6a doan
gen & dang cac dau do, duoc thiét ké dé xac dinh sb lugng ban sao cac exon cua
gen EGFR va gen EGFRVIII trong bénh UNBTKD: bao gém cac dau do xac dinh
exon 1 (tén tham do MRC-Holland: 2062-L3282) exon 2 (5435-L4851), exon 3
(5436-L4852), exon 4 (5437-L4853), exon 5 (5438-L6027), exon 6 (6121-
L6286), exon 7 (5440-L4856), exon 8 (2063-L3283), exon 13 (5441-L5612),
exon 16 (2064-L1577) va exon 23 (5968-15385). Kém theo 14 12 dau do tham
khao va bat budc phai c6 hinh anh trén san pham dién di trong cac mau.

- Sur dung quy trinh k¥ thuat nhan ban DNA do (MLPL), dé xac dinh
d6t bién dang EGFRVIII (phu luc 4).

- Thuc hién theo ding quy trinh k¥ thuat PCR (phu luc 2), dé nhan ban
cac exon trén gen xac dinh dot bién diém.

4/ Bwéc 4. Pién di san pham PCR
* Dién di trén gel arogase:

- Muc dich: kiém tra san pham PCR st dung cho viéc giai trinh tr

- Yéu cau: chay dién di trén gel arogase, dam bao bang dién di rd nét,
khéng c6 san pham phu, kich thudc bang voi miu chuan [86].

- Nguyén tac ky thuit: dién di 1 hién tuong cac phan tir mang dién
dich chuyén trong dién trudng dudi tac dung cta dong dién, phan tir tich dién
am di chuyén vé cuc (+) va phan tir tich dién duong dich chuyén vé cuc (-).
Acid nucleic 1a phan tr mang dién tich am nho khung phosphat cua minh,
dudi tac dung cua dong dién mot chiéu acid nucleic s& di chuyén vé cuc
duong. Cac doan DNA c6 kich thude khac nhau s& di chuyén khac nhau. Tuy
muc dich, c6 thé str dung cac chat gia khac nhau dé dién di DNA, pho bién
nhat 13 str dung gel agarose.

- Quy trinh k¥ thuat: thuc hién theo ding_quy trinh k¥ thuat (phu luc 2)

- Néu chua str dung can Iuu trit, bao quén san pham PCR trong ti am (< 0°C).
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+ Pién di mao quan:

- Nguyén tic k§ thuat: dién di mao quan (CE - capillary electrophoresis) 1a
mot k¥ thuat tach cac chat trong dung dich 1ong dua trén su di chuyén khéc
nhau cta cic phan tir chit (mang dién tich) trong cot mao quan dudi anh
huong cua dién truong tao bdi dién ap cao thé (15 - 30 kV) dat vao hai dau
mao quan.

- Quy trinh k¥ thuat: thuc hién ding quy trinh chay dién di mao quan
(phu luc 4).

P105-D2-0217 Male DNA

wu

1 ‘

18 A

VANASASAVAVAVAVAVATAVAVANANAVAVAN

30217 Mas DNA

Hinh 2.1. Hinh dnh két qud chay dién di mao quin méu DNA chuén ciia
nguwoi nam (siv dung b kit SALSA MLPA P105 ciia hiing héa chit MRC-
Ha Lan sén xudt; hinh dnh do hing héa chit cung cdp)

+ Yéu cau: hinh 4nh dién di &, miu chuan chira du 55 dinh twong ung
55 dau do MLPA (ddi véi chuan nam), chira 54 dinh (d6i v6i chuan nit): gdm
cac san phﬁm nhan ban tir 126 dén 500 nucleotid, 9 doan diéu khién tao ra mot
san pham nhan ban nho hon 120 nucleotid: bon manh DNA (Q-fragments) tai vi
tri 64-70-76-82 nucleotid, ba doan diéu khién bién tinh DNA (Dfragments) tai vi

tri 88-92-96 nucleotid, mot manh X & vi tri 100 nucleotid va mdt manh Y & vi tri
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105 nucleotid. Trong d6 c6 12 dinh tuong tmg 12 dau do dé kiém soat vé do
nhay va d6 dac hi¢u (vi tri va kich thudc/ nghia la cac dinh nay bét bude phai
hién thi trén hinh anh dién di mao quan trong cac mau).

- Két qua dién di duoc doc trén may tinh, dam bao ding cac tiéu chuin
ctia phuong phap do, cac dinh dién di 16 nét, tat ca cac dinh chuan phai rd
rang, dat kich thudc cho phép.

5/ Bwéc 5. Giai trinh tw véi cic cip mdi twong vng.

- Nguyén tic Ky thuit: giai trinh ty gen (DNA sequencing) 1a phuong
phéap xac dinh vi tri sap xép cua cac nuceotid trong phan tir DNA, dua trén
nguyén tic st dung cac nucleotid tr do ddNTP do F.Sanger va cong su phat
minh [88]. Dung 4 mau huynh quang khac nhau dé danh dau 4 loai ddNTP,
qua hé théng dién di mao quan. MOoi khi ¢c6 mot vach dién di di qua, phan tr
ddNTP cudi cung ¢ dau 3° cia doan DNA s& phat ra mot mau huynh quang
tuong ng, may sé ghi nhan mau sic nay va chuyén vé mdy tinh phan tich.
Dya vao mau huynh quang ma may nhan dién dugc la nucleotid nao, tr do6
biét duoc trinh ty cia DNA dich.

- Thuc hién theo dung_quy trinh k¥ thuat giai trinh tu (phu luc 3).

- Két qua giai trinh tu dam bao rd nét, cac dinh nucleotid rd, khong dut
doan, khong nhiéu.
6/ Budc 6. Phan tich két qua
* Két qua giai trinh tu

- Poc két qua giai trinh ty cAc exon va so sanh tuong tmg v4i mau
chuan trén Gen - Bank bang phan mém CLC Main Workbench 6.0.1.

- Trinh tu nucleotid trén cac exon duoc doc béng cac tin hiéu huynh
quang dya trén nguyén tic cam quang, biéu hién bang trinh tu cic dinh song
véi mdi loai nucleotid A, T, G, C lan luot tuong ing vo1 mot mau khac nhau

xanh 14, 6, den, xanh duwong. Binh thudng mdi vi tri nucleotid chi twong tmg 1
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dinh séng 1 mau, khi c6 su bién dbi vé nucleotid, s& xuit hién 2 song trén cung
mot vi tri hoic mit han song chinh va thay béng dinh song cua mot loai
nucleotid khac. Két qua cua giai trinh tu gen duoc thé hién bang hinh anh la
cac dinh song lién tiép nhau twong tng véi trinh tu cta cic nucleotid trén exon.

- Néu mau nao khong dat (nhidu, khéng doc duoc két qua), can tinh
sach lai san phém PCR va giai trinh tu lai dén khi doc duogc két qua. Néu van
khong duoc can lam lai PCR (budc 3), khong duogc thi can tach lai DNA
(budc 2). Co thé chay giai trinh tu bang mdi nguoc néu moi xudi két qua van
khong doc duoc.

* Phan tich két qua x6a doan dang EGFRVIII

Phan tich két qua bang cong cu Coffalyser chuyén biét (duoc cung cap
boi1 hang MRC - Ha lan).

Nguyén tdc: dya vao sb lugng cac ban sao cua Cic exon di nhan ban
duoc, dé xac dinh c6 x6a doan EGFRVIII, can tinh trung binh cong s6 luong
ban sao clia cac exon 2+3+4+5+6+7 chia cho trung binh cong s lugng ban
sao cua cac exon 1+8+13+16+23 cua gen EGFR (goi 1a ty 1¢ EGFRvVII). Ty
1&¢ EGFRVIII dui 0,8 da dugc coi 1a chira bién thé x6a doan EGFRVIII.

2.3. Thoi gian, dia diém nghién ciru
2.3.1. Thoi gian nghién ciru
Thoi gian nghién ciru tir thang 11/2015 dén thang 12/2018.
2.3.2. Pia diém nghién ciru
- BO mon Hoa sinh truong Pai hoc Y Ha Noi.
- Khoa Giai phau bénh, Phong Ké hoach tong hop Bénh vién Viét Prc.
- Trung tdm Nghién ctu Gen - Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi.
2.4. Xir 1y s6 liéu
* Xir 1y s6 liéu theo phuong phap théng ké y hoc dya vao phan mém

thong ké SPSS 19.0.
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- T4t ca cac s6 liéu duogc nhap vao may tinh, lam sach s6 liéu.

- Str dung test danh gia mot sb dic diém cua dot bién gen trong bénh UNBTKD.

+ Test T-student: cac bang co n> 5

+ Test Fisher Exact: cac bang con <5

* Poc két qua giai trinh ty bang phan mém CLC Main Workbench 6.0.1.

* Phan tich két qua x6a doan gen bang coéng cu Coffalyser chuyén biét
(duoc cung cip boi hing MRC - Ha Lan).
2.5. Pao dirc trong nghién ciru

Pé tai da duoc thong qua hoi déng dao duc cua Truong Pai hoc Y Ha
Noi, theo quyét dinh s6 187/ HPDDDHYHN thang 2/2016.

- MAu vat nghién ctru dugc lay tir cic mau md sau mo, hoan toan khong
anh huong dén qua trinh diéu tri hay két qua diéu tri va doi séng sau nay cia
nguoi bénh.

- Cac mAu duoc lay c6 sy déng ¥ ctia Ban Giam dbc bénh vién, Phong ké
hoach tong hop va Khoa Giai phau bénh cua bénh vién Viét Buc.

- T4t ca cac thong tin vé ngudi bénh chi phuc vu cong tac nghién ciru va
dugc giit kin tuyét doi.

- Ngudi bénh va ngudi nha khong phai tra bat ct kinh phi nao khi tham
gia dé tai.

2.6. Bién phap tranh sai s6
- Sai s6 mau mo

Céach khic phuc: tap hudn k§ cho nhém ldy mau, chon mau dung tiéu
chuan chon miu di dé ra. Pé tranh sai sd do 1ay khong ding phan mé c6 céac
té bao u, can chon phan mé dé tach DNA tai ving cé cac té bao u dang phat
trién manh nhat trong t6 chirc u, it t6 chirc hoai ttr nhat c6 thé (nhan biét qua
soi tiéu ban cit ngang ving u dang phat trién manh), theo tiéu chuan 1y mau

mo duc paraffin cua Bénh vién Viét Duc.
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- Né)ng do DNA thép, do tinh sach khong dat chuin

Céch khic phuc: tach chiét lai dén khi dat tiéu chuan.
- Sai quy trinh k¥ thuat

Cach khéc phuc: cac qui trinh k¥ thuat thuc hién trong nghién ciru cén
chuin hoa trude. Khi thuc hién k¥ thuat PCR: dam bao mdi lan chay mau can
chay kém 1 ching am (1iy nudc cit lam mau), va kém 1 chimg dwong (13 mau
da duoc chuan hoa, giai trinh ty va da dugc doc két qua sau so sanh vadi trinh
tw chuén trén gen bank, ddm bdo chinh xéc 1a trinh tu ciia cac exon tuong ing
trén gen).
- Sai két qua giai trinh ty: do tinh sach mau chua tot giy nhiéu két qua.

Céach khic phuc: thuc hién k¥ thuat giai trinh tu can luu y budc tinh sach
mau, néu sau giai trinh tu bi nhiéu khong doc duoc can tinh sach lai va gidi
trinh tyu lai cho dén khi doc duoc két qua, trinh tu mau giai dugc phai tuong
g trinh ty mau trén Gen Banks.

- Sai thong tin nghién ctu

Cach khic phuc: ghi chép diy du thong tin ldy tir bénh an theo mau
phiéu da théng nhét cho tat ca nguoi bénh. Cac thong tin qua goi dién phai hoi
nguoi than can nhét cta nguoi bénh nhu: vo, ché)ng, con, bd me ... vé céc dic
diém thoi gian séng chét, tién st phau thuat lan trude, thoi gian diéu tri xa tri,
hoa chat sau phau thuat va ghi chép day du.
2.7. Kinh phi thue hién dé tai

Pé tai duoc thyc hién voi sy hd trg mot phan kinh phi cua dé tai:
“Nghién ciru xdc dinh dpt bién mét so gen trong bénh U nguyén bao thin
kinh dém” thudc dé tai cdp BO Y té nam 2014, quyét dinh s6 4214/QD-BYT
ngay 16/10/2014 ciia B9 truéng bo Y té.
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

Qua nghién ctru xac dinh tinh trang dot bién gen TP53, EGFR, FGFR ¢
70 mau mo cta 70 ngudi bénh u nguyén bao than kinh dém sau phau thuat tai

bénh vién Viét Plrc, ching t61 thu duoc két qua nhu sau:
3.1. Pic diém chung ciia di twong nghién ciru
3.1.1. Pdc diém vé tuéi

Chung t61 chia tudi theo cach chia cac giai doan tudi cua to chtc

CBTRUS Hoa ky [4].

Bing 3.1. Bic diém vé tuéi ciia nguoi bénh trong nghién ciru

Giai doan tudi n %o
0-19 3 4,3
20-34 11 15,7
35-44 10 14,3
45-54 13 18,6
55-64 22 31,4
65-74 9 12,9
>75 2 2,9
Tong 70 100
X = SD (min - max) 49,6 +15,8 (5 - 78)
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- Tudi trung binh 13 49,6 + 15,8; trong d6 tudi thap nhat Ia 5 tudi, cao
nhét 12 78 tudi.

- C6 22/70 bénh nhan c6 d6 tudi tir 55 dén 64 tudi, chiém ty 1 cao nhat
(31,4%); c6 13/70 bénh nhan tudi tir 45 dén 54 cao thir 2 (18,6%), ty 18 cao
thir ba 1a lta tudi tir 20 dén 34 tudi, dudi 20 tudi ¢ 3 trudng hop chiém 4,3%

trong d6 co6 mot tré 5 tudi; thap nhat 1a 2/70 (2,9%) bénh nhan tudi trén 75.

3.1.2. Pdc diém vé gigi

E Nam ENw

Hinh 3.1. Dic diém vé gidi ciia ngwoi bénh trong nghién ciru

- C0 64,3% la nam gidi va 35,7% nir gioi.

- Ti 1€ nam/nir = 1,8.
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3.2. Két qua xac dinh mét sé dot bién trén gen TP53, EGFR, FGFR &
ngudi bénh u nguyén bio than kinh dém
3.2.1. Két qud tich chiét DNA tir mdu mé paraffin.

70 mau mo nghién ctru duoc thyc hién tach DNA theo ding quy trinh,

sau d6 kiém tra ndng do va do tinh sach DNA bang may Nanodrop.

P B Sample ID: GB1 Pedestal
13 /
J
12 / \ Type: DNA ~ |50.00
11 / \
| Conc. 689 nglpl v

104} /

wal J/ N A260 (10 mim path) 1378

* / by
s o8] \ 7 \ A280 (10 mm path) 0.689
5 2 A
£ o7 S \ 260/ 280 2.00
T 08 \ 260/230 198
S 05 %

04 ‘\ [¥] Baseline correction | 340 | nm

03 \

02 \\

01 B

\is_

0.0 —_

01

20 230 280 20 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350

‘Wavelength [nm)

260nm 1.378Abs

Hinh 3.2. Hinh dnh minh hoa két qua do OD ciia mdu DNA tich chiét
bang mdy Nanodrop 1000

Két qua do quang néng d6 DNA cua 70 miu mé, déu c6 noéng do dat >
25ng/ul va do tinh sach cao véi ty s6 mat do quang & budc séng 260/280 nm

luén nam trong khoang 1,8-2,0.

Trudc khi tién hanh giai trinh ty gen, thong thudng can c6 budc tinh
sach mau, dé giam t6i da cac tap chit trong mau, giam anh hudng két qua,
tranh phai giai lai gy ton kém. Néu bat ky mau nao c6 hinh anh giai trinh tu
bi nhiéu, khong doc dugc két qua, bat budc phai lam lai PCR ctia mau d6 va

giai trinh ty lai dén khi thu dugc hinh anh dé doc duoc [86].

Cac mau co san phém DNA sau nhan ban br:fmg PCR duoc tinh sach va

giai trinh tu theo phuong phap giai trinh tu truc tiép bang may.
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3.2.2. Mt s6 hinh dnh dién di sin phim PCR nhdn béin cdc exon nghién

cuu cua gen TP33, EGFR, FGFR

C(-) C(+) GB1 GB2 GB3 GB4 GB5 GB6 GB7 GB8 GB9 MK

<——495bp

A)

M Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY9 G10 G11

B)
M Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 GY G10 G1l1

‘<~ 261bp

C)

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 (=) (+) M

T G GO Emer swmes. o0 eEwwy Os=m

D)
Hinh 3.3. Hinh inh di¢n di sin pham PCR nhan bzin cdc exon nghién ciru: A)
exon 7+8 gen TP53; B) exon 3 va C) exon 8 gen EGFR; D) exon 12 gen FGFR.

M: marker( kich thudc cic khodng cdch trén marker hon kém nhau 1000p), (+): mau chiing
dwong chira DNA chuan, (-): mau chitng dm khéng chira khuén DNA. Cdc chiF sé trén moi
giéng ky hiéu cdc mdau nghién ciru.
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Két qua trén cho thiy, mdi mau dién di chi cho 1 biang sang duy nhat,
rd nét, khong cé cac bang phy, kich thude dong déu va co chiéu dai tuong
g voéi kich thude tinh toan trén 1y thuyét, marker duoc phan tach rd rang
cho phép nhan dinh két qua chinh x4c. Phan tng PCR dat hiéu qua, san pham
PCR thu dugc dac hiéu, dat yéu cau cho k¥ thuat giai trinh tu gen.

CAac exon cua cac gen nghién ctru ciia 70 mAu bénh, sau nhan ban déu
dat yéu cau cho viéc giai trinh gen.

3.2.3. Két qua gidi trinh tw gen xdc dinh djt bién trén gen TP53

Sau khi kiém tra chat lugng va tinh sach, san pham PCR duoc giai trinh
tu bang may giai trinh tu gen ty dong. Két qua duoc phan tich trén phan mém
CLC Genomics Workbench.

* Két qua dot bién vi tri p.R282W trén exon 8 gen TP53

v
TGTCCTGGGAGAGACTGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTC

cC P G R D W R T

E E E N L
WAy
AL X J L D.

TGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCI
C IP @ 'R D R R T E E E N L

Hinh 3.4. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 8 gen TP53 c6 chira dot bién
diém p.R282W
A) Mdu dai dién c¢é d@ét bién ciia bénh nhdan UNBTKD md sé GB31.
B) Mau dai dién khong co dot bien cua bénh nhan UNBTKD md so GBS

Két qua giai trinh tu rd nét, cac dinh tin hiéu rd rang, khong bi nhiéu,
tin hiéu nén thap. Két qua thu duoc twong ung véi két qua giai trinh ty khi so
sanh vai Gen-Bank.

Mau bénh pham ma sé6 GB31 c¢o dot bién di hop tu thay thé nucleotid
846C>T dan dén ¢ vi tri codon thir 282 bo ba CGG ma héa cho Arginine
chuyén thanh bo ba TGG ma hda cho Tryptophan, ky hiéu p.R282W.
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* Két qua dot bién vi tri p. R306X trén exon 8 gen TP53

CTGCCCCCAGGGAGCACTAAG{GAGGTAAGCAAGCAGG
E PP @8 F K

L\ A L s A

A)

CTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGG
L P P G S T K R

B)

Hinh 3.5. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 8 gen TP53
chira d¢t bién diém p.R306X

A) Mdu dai dién c¢é dét bién ciia bénh nhdn UNBTKPD md sé GBI 1.

B) Mdu dgi dién khéng c6 d@st bién ciia bénh nhan UNBTKD md so6 GBS

Mau bénh pham ma sé6 GB11 c¢6 dot bién di hop tu thay thé nucleotid
916C>T din dén ¢ vi tri codon thir 306 bo ba CGA md hoa cho Arginine
chuyén thanh bo ba TGA ma hda cho Termination, ky hiéu p.R306X.

Cac mau bénh con lai chua phét hién dugc dot bién nao trén exon 7 va
exon 8 gen TP53.
3.2.4. Két quad xdc dinh djt bién trén gen EGFR
3.2.4.1. Két qua gidi trinh tw xdc dinh djt bién diém trén gen EGFR

San phém PCR ctia cic exon 2, exon 3, exon 7 va exon 8 s& duoc tién
hanh giai trinh tu dé phat hién dot bién diém trén gen EGFR. Két qua giai trinh
tu dugc phan tich bang phan mém CLC Main Workbench va so sanh véi trinh
tu chuan cia gen EGFR (NM_005228) trén ngan hang di liéu Gene Bank.

Giai trinh tu 70 miu bénh pham cua 70 bénh nhan UNBTKPD xac dinh
dot bién diém trén exon 2, exon 3, exon 7 va exon 8 cua gen EGFR, két qua

dugc trinh bay trong bang 3.2.
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Bing 3.2. Két qud phdt hién dpt bién diém trén exon 2,3,7 gen EGFR

e Thay d6i | Thay déi Tén acid amin
STT Ma so0 nguwoi bénh Exon ] . . .
nucleotid | acid amin thay déi
1 |GB23, GB24, GB26 €.124G> A | p.G42D |Glycine > Aspartat
2
2 |GB25 €.183C>A| p.L62I |Leucine > Isoleucine
3 |GB4,GB33,GB34,GB49 _ o
€.386A>C | p.K129N |Lysine > Arginine
GB52, GB53 3
4 |GB69 C.259G>A | p.G87D |Glycine > Aspartate
5 |GB6, GBS, GB10 c.814 C>T | p.P272S |Proline > Serine
6 |GBl7 c.785C>T | p.D262D |Aspartat > Aspartat
€.820 C>T | p.T274M | Threonine> Methionine
7 |GB24
7 |c.877 A>T | p.K293X |Lysine > termination
8 |GB26, GB27 €.866 G>A | p.A289T |Alanine > Threonine
GB41, GB47, GB55, GB59. i .
9 c.851 A>C | p.K284N |Lysine > Asparagine
GB61, GB62, GB67

Phat hién thdy 4/70 mau c6 dot bién diém trén exon 2 gen EGFR,
chiém ti 18 5,7%: trong d6 3/70 mau c6 dot bién tai vi tri p.G42D (4,3%), 1/70
mau c6 dot bién tai vi tri p.L621 (1,4%).

C6 7/70 mau phat hién thay dot bién trén exon 3 gen EGFR, chiém ti 1¢
10,0%: trong d6 6/70 dot bién tai vi tri p.K129N (8,6%), 1/70 dot bién tai vi
tri p.G87D (1,4%).

C6 14/70 mau phat hién thay dot bién trén exon 7 gen EGFR, chiém ti
16 20%: trong d6 7/70 mau dot bién tai vi tri p.K284N (10,0%), 3/70 dot bién
tai vi tri p.P272S (4,3%), c6 2/70 mau dot bién tai vi tri p.A289T (2,9%), 1/70
mau dot bién tai vi tri p.D262D (1,4%), 1/70 mau dot bién tai vi tri p.T274M
(1,4%), 1/70 mau dot bién tai vi tri p.K293X (1,4%).

Chua phat hién thay dot bién trén exon 8 gen EGFR.
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Bing 3.3. Ti 1¢ cdc dang dpt bién trén gen EGFR

STT | Dang dét bién Exon n %
1 G42D 2 3 11,5
2 L62l 2 1 3,85
3 G87D 3 1 3,85
4 K129N 3 6 23,1
5 D262D 7 1 3,85
6 P272S 7 3 115
7 T274M 7 1 3,85
8 K284N 7 7 26,9
9 A289T 7 2 7,7
10 K293X 7 1 3,85

Tong 26 100%

Phat hién 10 dang dot bién diém khéc nhau, cac dang dot bién bao gom
8 dot bién sai nghia P272S, G42D, T274M, L62l, A289T va 1 dot bién vo
nghia K293X, 1 dot bién khong thay doi nghia. Ti 1é dot bién cao nhat 1a dot
bién sai nghia. Trong s6 cac dot bién dang K284N chiém ti 1é cao nhat 26,9%,
tha hai 1a d6t bién K129N chiém ti 1& 23,1%: tiép theo 1a 2 d6t bién G42D va
P272S clng c6 ti 18 11,5%; dot bién A289T chiém ti 18 7,7%; cac dang dot

bién con lai chiém ti 18 3,85%.
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* Mot s6 hinh anh dai dién dot bién sau giai trinh tw exon 2,3,7 gen EGFR

+ Két qua dot bién vi tri p.G42D trén exon 2 gen EGFR
«

N K & T

G L e R
My AZNMZ\A/\W\ JM M \J
A)

B
Hinh 3.6. Hinh dnh gidi trinh ty)’ doagn exon 2 gen EGFR
chira dét bién diém p.G42D

A) Mdu dai dién cé dgt bién ciia bénh nhan UNBTKP mda sé6 GB26.

B) Mdu dgi dién khong cé d@gt bién ciia bénh nhan UNBTKD ma s6 GB20

Mau bénh pham ma sb GB26 c6 dot bién di hop tir thay thé nucleotid
124G>A dan dén bo ba thir 42 GGC ma hda cho Glycine chuyén thanh GAC
ma hoa Asparagine, lam thay doi kiéu hinh trén phan tir protein vi tri p.G42D.

C6 3 bénh nhan mang dot bén gen dang p.G42D.
+ Két qua dot bién vi tri p.L621 trén exon 2 gen EGFR

v

M F N N C E V V I G N L E
N L ’
AWV | Vi VWV
Hinh 3.7. Hinh danh gidi trinh tw doan exon 2 gen EGFR
chira dpt bién diém p.L621
Mau dai dién cé dgt bién ciia bénh nhin UNBTKP ma s6 GB25.
Mau GB25 & vi tri 183 trén exon 2, ¢6 dinh A dudi dinh C, chuang to co
do6t bién thay thé nucleotid 183C>A din dén bo ba thit 62 CTT ma héa cho
Leucine chuyén thanh ATT ma héa cho Isoleucine, ky hiéu p.L62l.




72

+ Két qua dot bién vi tri p.G87D trén exon 3 gen EGFR

ACCATCCAGGAGGTGGCTGGTTATGTCCTCATTGCCCTC
T I Q E L L

;Nﬁ"-p/‘w" Ay WAWN MW

ACCATCCAGGAGGTGGCTGGTTATGTCCTCATTGCCCTC
T | Q E V A G Y V L | A L

Hinh 3.8. Hinh danh gidi trinh tu doan exon 3 gen EGFR
chira dét bién diém p.G87D
A) Mdu dai dién cé dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD ma sé6 GB69.
B) Mdu dai dién khéng c6 dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD ma s6 GB68
Kiéu dot bién nucleoid G>A tai vi tri 259 trén c.DNA, lam thay d6i

acid amin glycine c6 bo ba ma hoa 1a GGT thanh aspartate c6 bd ba ma hoéa la
GAT tai vi tri 87 trén phan tir protein cia EGFR, ky hiéu p.G87D.

+ Két qua dot bién vi tri p.K129N trén exon 3 gen EGFR
GCAGTCTTATCTAACTATGATGCAAATAAAACCGGA
AVLSNYDANKITG

GCAGTCTTATCTAACTATGATGCAAATAAAACCGGA
AV L S N Y D A N K T G

Hinh 3.9. Hinh danh gidi trinh tw doan exon 3 gen EGFR
chira dét bién diém p.K129N
A) Mdu dai dién c¢é dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD ma sé GB4A9.
B) Mdu dai dién khéng cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKD md s6 GB350
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Kiéu dot bién nucleoid A>C tai vi tri 386 trén c.DNA, lam thay doi
acid amin lysine c6 by ba ma hoa 1a AAA thanh arginine c6 b ba ma hoa la

AAC tai vi tri 129 trén phan ti protein cua EGFR, ky hi¢u p.K129N.

C6 6 bénh nhan mang dot bién gen kiéu p.K129N.

+ Két qua dot bién vi tri p.T274M trén exon 7 gen EGFR

P L M L Y N P T M Y Q@ M D
\ (/) “" .\." “"\ l'\
N\ V) |/ Lj\/ \/\j\
‘\;lf\__j"-\\j\\ U'l/\_f

A)

—

B)

Hinh 3.10. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 7 gen EGFR
chira dét bién diém p. T274M
A) Mdu dai dién cé dét biéen ciia bénh nhdan UNBTKD md sé GB24.
B) Mdu dai dién khéng c6 dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD ma s6 GB26
M3au bénh pham ma s6 GB24 co6 dot bién thay thé nucleotid 820C>T
dan dén bo ba thit 274 ACG ma hoa cho Threonine chuyén thanh ATG ma
hoa Methionine, ky hiéu p.T274M.
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+ Két qua dét bién vi tri p. A289T trén exon 7 gen EGFR
v

A AAATAPACECYYTAACTRACACCTArATRAARAALTYAY
COCCAAATACAGCT TIGOTACCACCTOGLCOGTGCGAAGAAGTOG TS

K Y 8 F 6 T T € V K K C

MV A A A A A

A)

g K Y 8 F © A 7 €& ¥V K K €

M N A AN AV A A

C)
Hinh 3.11. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 7 gen EGFR
chira dét bién diém p.A289T
A) Mdu dai dién cé dét bién ciia bénh nhan UNBTKD ma s6 GB26

B) Mdu dai dién c6 dét bién ciia bénh nhdn UNBTKD md sé GB27
C) Mdu dai dién khéng cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKP md sé GB25

Mau bénh nhan UNBTKD mi sé6 GB26 va GB27 c6 dot bién thay thé
nucleotid 866G>A dan dén bo ba thu 289 GCC ma héa cho Alanine chuyén
thanh ACC ma hoa Threonine, ky hiéu p.A289T.

Bénh nhan UNBTKD méa s6 GB25 khong c6 dot bién tai vi tri p.A289T.
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+ Két qua dot bién vi tri p.K293X trén exon 7 gen EGFR

o

TTGGTGCCACCTGCGTGHTAGAAGTGTCCCCGTGAGTCC

T e

Hinh 3.12. Hinh danh gidi trinh tw doan exon 7 gen EGFR
chiva djt bién diém p. K293X
Mdu dai dién ¢é dét bién ciia bénh nhdn UNBTKD md sé GB24
Mau bénh pham ma s6 GB24 c6 dot bién thay thé nucleotid 877A>T
dan dén bo ba thir 293 AAG ma hoa cho Lysine chuyén thanh ma bo ba két
thac som TAG, ky hiéu p.K293X.
+ Két qua dot bién vi tri p.K284N trén exon 7 gen EGFR

}

GATGTGAACCCCGAGGGCAATTACAGCTTTGGTGCCACC
D Vv N P E G N Y S £ O A T

ATGGATGTGAACCCCGAGGGCAAATACAGCTTTIGGTGCCACC
Y S F G A T

M D V N P E G K
{ \” ,LH \ IAM \ f\Y) AI '.'
B)
Hinh 3.13. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 7 gen EGFR
chira dét bién diém p.K284N
A) Mdu dai dién cé dét bién ciia bénh nhan UNBTKPD ma so6 GB55
B) Mdu dai dién khéng c6 dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD ma s6 GB54
Mau GB55 co6 dot bién di hop tu thay thé nucleotid 851A>T dan dén &

vi tri codon thu 284 b ba AAA ma hoa cho Lysine chuyén thanh b ba AAT
ma hoa cho Asparagine, ky hiéu: p.K284N, c6 7 mau dot bién kiéu p.K284N.
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3.2.4.2. Két qud xdc dinh dgt bién xéa doan tiv exon 2 dén exon 7 gen
EGFR bang phwong phdip MLPA

Sau khi tach dugc DNA tir cac mau mé, chung toi thuc hién khuéch dai
cac exon nghién ciru bang bo kit SALSA MLPA P105 ctia hang MRC-Ha Lan
san xuat, theo ding quy trinh (phu luc 2). San pham cudi cing duoc dién di
mao quan trén hé thong phén tich doan Beckman Coulter GeXP va phan tich
két qua bang cong cu Coffalyser chuyén biét.
* Kot qud chay dién di mao quan san pham xdc dinh xéa doan tiv exon 2
dén exon 7 gen EGFR

GB44 P106

«ECFR-T
EGFR43

ooooo

<ECFR O

00000

EGERA
CORN24-1
R.

SAMHD1*

COKe-4
# CDKN2A3

UL
UM -JU"ukLzLI

T

s

POGFRAS

WR

WU N

A)

GB62 P105

80000

HIRIP3*

B)
Hinh 3.14. Hinh dnh dién di mao qudn sdn phim PCR xdc dinh xéa doan
tir exon 2 dén exon 7 gen EGFR
A) Hinh dnh dai dién két qud chay dién di mao quan mau DNA ciia ngwoi bénh UNBTKD
md s6 GB44 (mdNu nit); B) Hinh anh dai dién két qua chay dién di mao quan mau DNA cia
ngueoi bénh UNBTKP md s6 GBG62 (mdu nam)
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- Hinh anh dién di 13, chira du 55 dinh twong tmg 55 dau do MLPA dbi
v6i bénh nhan nam, chtra 54 dinh v&i bénh nhan nii: gdm cac san pham nhan
ban tr 126 dén 500 nucleotid, 9 doan diéu khién tao ra mot san pham nhan
ban nhé hon 120 nucleotid: bén manh DNA (Q-fragments) tai vi tri 64-70-76-
82 nucleotid, ba doan diéu khién bién tinh DNA (Dfragments) tai vi tri 88-92-
96 nucleotid, mot manh X & vi tri 100 nucleotid va m0t manh Y & vi tri 105
nucleotid. Trong d6 ¢6 12 dinh twong tmg 12 dau do dé kiém soat vé do nhay
va do dic hiéu (vi tri va kich thudc/ nghia 1a cac dinh nay bat budc phai hién
thi trén hinh anh dién di mao quan trong cac mau).

- Hinh anh dién di mao quan ciia ma nguoi bénh GB44 va GB62 c0 cac
dinh rd, dat tiéu chuan phan tich két qua.

- Sau chay dién di 70 mau cho théy, hinh anh dién di caa 70 mau
nghién ctru déu dat yéu ciu dé phan tich két qua.

* Két qud phdn tich sé ban sao ciia cdc exon tir 2 dén 7 gen EGFR

Sau chay dién di mao quan trén hé théng phan tich doan Beckman

Coulter GeXP, 70 miu duogc phan tich bang cong cu Coffalyser chuyén biét

theo khuyén céo ciia hing MRC-Ha Lan cho kit SALSA MLPA P105, duoc

thé hién trén hinh anh phan tich:
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B)
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Gen EGFR GB2 P106

§§§§§§§
Seabunil

04054 82210¢

GB49 P105
Distribution Type: Reference Samplos | Exp: GB 43 45 47-50 52 54

EGRRA - 172t

8843 P108
Diswibution Type: Refera mpkas | Exp: GE 43 45 47-50 52 54

Hinh 3.15. Hinh dnh két qud phén tich xdc dinh dét bién xéa doan

tir exon 2 dén exon 7 gen EGFR
A) Mdu dai dién cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKP md sé6 GB2
B) Mdu dai dién c6 dét bién ciia bénh nhdn UNBTKD md sé GB49
C) Mdu dai dién khéng cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKP md sé GB43
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- C4c c6t mau xanh biéu thi sd ban sao ctia cac exon.

- O cac mau bénh GB2, GB49 c6 trung binh cong sb ban sao clia cac
exon 2+3+4+5+6+7 gen EGFR nho hon 0,8 so véi trung binh cong s6 ban sao
ctia cac exon 1+8+13+16+23 gen EGFR, chiing té ¢ x6a doan gen & cic mau

bénh GB2, GB49.

- Sau phan tich 70 mau bénh UNBTKD, két qua phat hién 6 mau co dot

bién x6a doan gen, dugc trinh bay & bang (3.4).
3.2.4.3. Cdc dang xéa doan tir exon 2 dén exon 7 gen EGFR

Bing 3.4. Kiéu xéa doan tiv exon 2 dén exon 7 gen EGFR

STT | M4 s6 nguoi bénh Kiéu x6a doan n %
1 GB2
2 GB30
3 GB37 Exon 2 dén exon 7 5/70 7,2
4 GB49
5 GB66
6 | GB24 Exon 4 dén exon 7 1/70 1,4
Chung 6/70 8,6

- Phét hién 6 mau c6 x6a doan gen, chiém ti 1¢ 8,6%: trong d6 5/6 mau
c6 x6a doan dang EGFRVIII (chiém 7,2%), c6 1/6 mau c6 kiéu x6a doan tir
exon 4 dén exon 7 (chiém 1,4%).

- Con lai 64 mau DNA cua 64 ngudi bénh UNBTKD chua phét hién

ra c6 dot bién xoda doan qua xac dinh bang kit SALSA P105 theo phuong
phap MLPA.
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3.2.4.4. Tong hop sé lwong djt bién tiv exon 2 dén exon 7 gen EGFR

Bing 3.5. Tong hop sé lwong dpt bién tir exon 2 dén exon 7 gen EGFR

Ty lé
Exon Loai dét bién
n %
2 Dot bién diém 4 12,9
3 Dot bién diém 7 22,6
7 Dot bién diém 14 45,2
8 Pot bién diém 0 0
T2 dén7 |Dotbién xoa 5 16,1
Tir4 dén 7 | Dot bién xoa 1 3,2
Chung 31/70 100

Phat hién 31 dot bién trén gen EGFR: trong d6 dot bién diém trén exon
7 chiém cao nhat (45,2%), dtng tha 2 13 d6t bién diém trén exon 3 (22,6%),

tiép theo 1a dot bién xoa doan tir exon 2 dén exon 7 (16,1%) va dot bién diém

trén exon 2 (12,9%), thap nhét la xo6a tir exon 4 dén exon 7 (3,2%).

Chua phat hién thay dot bién nao trén exon 8 ctia gen EGFR.
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3.2.5. Két qud gidi trinh tw phdt hién dgt bién trén exon 12 va exon 13 gen
FGFR

San pham nhan ban exon 12 va exon 13 gen FGFR duoc giai trinh tu va
so sanh két qua véi trinh ty chuan trén GeneBank bang phan mém CLC Main

Workbench.
* Két qua dot bién vi tri p.N546K trén exon 12 gen FGFR
v

LW A A

A)

T AC,D
'O LOLULUULUL T OUOLUALD

I A M)

B)

Hinh 3.16. Hinh dnh két qua gidi trinh tw doan exon 12 gen FGFR
chiva djt bién diém p.N546K

A) Mdu dai dién cé dét bién ciia bénh nhan UNBTKP ma so GB48

B) Mdu dai dién khéng cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKP md sé GB49

Két qua giai trinh ty & mau GB48, tai vi tri codon 546 bén dudi tin hiéu
cua dinh C, c6 xuét hi¢n tin higu ctia dinh A, dot bién diém tai vi tri acid amin
546 1am thay d6i ma bo ba AAA ma hoa cho acid amin Asparasine, thanh
AAC ma héa cho acid amin Lysine, ky hiéu p.N546K. Mau GB49 khong phat
hién thdy dot bién dang nay.
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* Két qua dot bién vi tri p.A575V trén exon 13 gen FGFR
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Hinh 3.17. Hinh dnh két qua gidi trinh tw doan exon 13 gen FGFR
chira djt bién diém p.A575V
A) Mdu dai dién c¢é dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD md s6 GB46

B) Mdu dai dién khéng c6 dét bién ciia bénh nhdan UNBTKD md s6 GB55

Két qua trén hinh cho thiy san pham giai trinh tu rd nét, cac dinh mau
tuong tng v4i cac nucleotide rd rang va khong cé tin hiéu nhiéu, twong dong
v6i trinh ty exon 13 cta gen FGFR, ching to san phim PCR dic hiéu. Két
qua giai trinh ty & mau GB46, tai vi tri codon 575 bén dudi tin hiéu cua dinh
C, ¢6 xuét hi¢n tin hi¢u cua dinh T, d6t bién diém tai vi tri acid amin 575 lam
thay d6i md bo ba CCC ma hoa cho acid amin Alanine thanh TCC ma hoa cho
acid amin Valine, ky hiéu p.A575V; Mau GB55 khong phat hién thay dang

do6t bién nay.
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* Két qua dot bién vi tri p.R576W trén exon 13 gen FGFR
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Hinh 3.18. Hinh dnh gidi trinh tw doan exon 13 gen FGFR
chira djt bién diém p.R576W
A) Mdu dai dién cé dgt bién ciia bénh nhan UNBTKP md sé6 GB52
B) Mdu dai dién khéng cé dot bién ciia bénh nhan UNBTKD md sé GBAS

Tai vi tri codon 576 trén exon 13 gen FGFR, bén dudi tin hiéu cua dinh
C, c6 xuat hién tin hiéu cua dinh T chtng to c6 dot bién bién d6i nucleotid C
thanh T. Két qua 1am thay d6i ma bo ba CGG mi héa cho acid amin Arginine,
thanh TGG ma hoa cho Triptophan, tai codon 576 trén phan tir protein, ki hi¢u
la p.R576W.

Giai trinh ty 70 mau xac dinh dot bién diém trén exon 12 va exon 13

ctia gen FGFR, két qua dugc trinh bay & bang 3.6.
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Bing 3.6. Két qud phdt hién dpt bién diém trén gen FGFR

Ma so i R
Thay doi Thay doi .
STT nguoi Exon ] ] ) Tén acid amin thay doi
bénh nucleotid acid amin
én

1 GB46 13 g.57835C>T | p. A575V | Alanine > Valine

2 | GB48 12 g.56504C>T | p. N546K | Asparagine > Lysine

3 | GB52 13 g.57837C>T | p. R576W | Arginine > Tryptophan

4 | GB53 13 g.57837C>T | p. R576W | Arginine > Tryptophan

5 | GB57 13 g.57837C>T | p. R576W | Arginine > Tryptophan

Phat hién 5/70 miu c6 dot bién gen FGFR, ty 1é 1a 7,1%: trong d6 1/70
mau c6 dot bién trén exon 12, va 4/70 miu c6 dot bién trén exon 13.

Dang dot bién chiém cao nhét 1a R576W trén exon 13 (60%), c6 01 dot
bién dang A575V trén exon 13 (20%), c6 01 dot bién dang N546K trén exon
12 (20%).

A)

Hinh 3.19. 77 I¢ dét bién (A) va ti I¢ cdc dang djt bién (B)

trén exon 12, exon 13 cua gen FGFR.
Hau hét cac dot bién xuit hién & exon 13 chiém 80%, trong d6 dang dot

bién R576W chiém ti 1& cao nhat v&i 60%.
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3.2.6. Tong hop cic dét bién trén 3 gen nghién ciru: gen TP53, EGFR, FGFR

S
40
35
30
25
20
15

10

FGFR EGFR Tp53

ol

Hinh 3.20. Ty Ié djt bién trén cdc gen nghién ciru

Phat hién:

7,1% bénh nhan c6 dot bién trén exon 12 va exon 13 gen FGFR.

38,6% bénh nhan c6 dot bién trén exon tir 2 dén 7 gen EGFR

2,9% bénh nhan c6 dot bién trén exon 8 gen TP53
3.2.7. Tong hop cdc dpt bién kép trén 3 gen nghién ciru: gen TP53, EGFR,
FGFR

Bing 3.7. Cdc dit bién kép trén 3 gen TP53, EGFR, FGFR

Exon - Gen djt bién Kiéu dot bién kép n | Mi s6 nguoi
bénh
Exon 2 va 7 gen EGFR 2 dot bién diém 1 GB26
Exon 3 gen EGFR va xda exon 2 | 1 dot ,bién diém + 1| 1 GB49
dén 7 gen EGFR dot bien xda doan
Exon 13 gen FGFR va exon 3 gen | 2 dot bién diém 2 | GB52, GB53
EGFR
Exon 2 gen EGFR 1 d6t bién diém 1 |GB24
Exon 7 gen EGFR 1 d6t bién diém
tir exon 4 dén exon 7 gen EGFR 1 dot bién x0a
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Phat hién thiy 1/70 mau dot bién kép trén ca hai exon 2 va exon 7, ca 2
déu 1a dot bién diém; 2 miu dot bién kép trén ca hai gen FGFR va EGFR, 1a
dot bién diém; 1 miu dot bién kép déi trong d6 mang mot dot bién diém va
mot dot bién xoéa doan; 1 mau dot bién kép ba, trong d6 mot dot bién diém
trén exon 2, mot dot bién diém trén exon 7 va mot dot bién xo6a tir exon 4 dén
exon 7; Con lai cac mau co dot bién riéng 1¢é trén tirng exon.

3.3. Mot sé dic diém ciia ngudi bénh u nguyén bao thin kinh dém phat
hién thay dot bién gen
3.3.1. Pdc diém vé tuéi va gidi ciia ngwoi bénh phdt hién thiy dot bién gen

Bing 3.8. Tuoi trung binh ciia ngwoi bénh phdt hién thdy dpt bién gen

Gen Pic diém n | Tuditrung binh | Min-Max | p

Dot bién 5 454 + 21,9 19-75

FGFR . 0,54
Khéng dot bién | 65 499+ 154 5-78
Dot bién 27 494 +18,3 5-78

EGFR . 0,95
Khoéng dot bién | 43 49,7 +14,3 19 - 75
Dot bién 2 525+ 6,4 48 - 57

TP53 . 0,79
Khéng dot bién | 68 495+ 16 5-78
FGFR hoic | Dot bién 32 48,9 + 18,6 5-78

EGFR hoic , 0,74
TP53 Khong dotbicn | g 502 + 13,3 20-72

Tubi trung binh cta ngudi bénh phat hién thdy dot bién trén gen EGFR,
FGFR thap hon ngudi khong dot bién, & gen TP53 lai nguoc lai, tuy nhién
néu tinh chung cho ca 3 gen thay dot bién thi tudi trung binh thap hon ngudi

khong dot bién, nhung su khac biét chua ¢ ¥ nghia théng ké, (p > 0,05).
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Bing 3.9. Tuéi trung binh ciia hai giéi nam va ni

Tudi trung binh

Gigi n B Min — Max P
(X +£SD)
Nam 45 50,5+ 15,9 5-78
> 0,05
Nir 25 48 +15,9 19-75
Chung 70 49,6 + 15,8 5-78

Tubi trung binh cta hai gigi nam va nit khong khac biét, (p > 0,05).

Bing 3.10. Diic diém vé phin bé tudi 6 nguwoi bénh dét bién gen EGFR

Giai Gen EGFR

doan Pt bién Khong dot bién p
tudi n % n %

0-19 2 7,4 1 2,3

20-34 3 11,1 8 18,6

35-44 5 18,5 5 11,6
45-54 4 14,8 9 20,9 0,84
55-64 8 29,6 14 32,6

65-74 4 14,8 5 11,6

=75 1 3,7 1 2,3

Tong 27 100,0 43 100,0

Khéng c6 su khéc biét vé dot bién gen EGFR giira cac nhom tudi, (p >0,05).
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Bing 3.11. Diic diém vé tuoi ciia ngwoi bénh UNBTKD dét bién 1 trong 3 gen

nghién cuu

Gen TP33 - EGFR - FGFR

Giai doan . .
2 Dot bién Khong dot bién p
tuoi
n Ty 1€ n Ty 1€
0-19 3 9,4 0 0,0
20-34 4 12,5 7 18,4
35-44 5 15,6 5 13,2
45-54 5 15,6 8 21,0 0,41
55-64 9 28,1 13 34,2
65-74 4 12,5 5 13,2
>75 2 6,3 0 0,0
Tong 32 100,0 38 100,0

Su khac biét vé dot bién gen giita cac nhom tudi chua c6 ¥ nghia thong
ké, (p >0,05).
Do s6 truong hop thay dot bién cua gen TP53 (2/70), va gen FGFR (5/70)

thap nén ching t6i khdng so sanh riéng dot bién gen nay véi phan b tudi.

Bing 3.12. Diic diém vé gidi ciia ngwoi UNBTKDP phdt hi¢n théy dot bién gen

. . Tinh trang gen
Loai Gioi —— R — p
e;] Dot bién Khong dot bién
: % n %
Nam 20,0 44 67,7
FGFR 0,05
Nir 4 80,0 21 32,3
Nam 22 81,5 23 53,5
EGFR 0,02
Nir 18,5 20 46,5
Nam 0,0 45 66,2
TP53 0,12
Nir 100,0 23 33,8
Chung Nam 22 68,8 23 60,5
ca3 - 0,47
gen Nt 10 31,2 15 39,5
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G161 nir théy dot bién gen FGFR cao hon nam gidi, su khac biét c6 y
nghia thong ké, (p = 0,05).

G161 nam théy dot bién gen EGFR cao hon nir gidi, sy khac biét co y
nghia thdng ké, (p < 0,05).

Ca 2 trudng hop dot bién exon 8 gen TP53 déu 1a nit gi6i, chua thay o
nam gidi.
3.3.2. Pic diém vé kich thwdc khoi u ciia ngwoi bénh dét bién gen

Bing 3.13. Phén bé kich thudc khoi u ciia nguwoi bénh dit bién gen FGFR

Gen FGFR
Kich . .
Dot bién Khong dot bien p
thwoe u
n % n %
<3cm 0 0,0 7 10,7
>3-5cm 2 40,0 25 38,5 1,00

>5cm 3 60,0 33 50,8

Tong 5 100,0 65 100,0

Kich thudc khéi u ciia nguoi thdy dot bién gen FGFR phéan 16n 1a >
S5cm (60%), khong c6 truong hop nao kich thude u dudi 3cm.
Bing 3.14. Phén bé kich thuéc khoi u ciia nguoi dpt bién gen EGFR

Gen EGFR
Kich thwéc . .
Dot bién Khong dot bien p
u

n % n %

<3cm 3 11,1 4 9,3
>3-5cm 11 40,7 16 37,2 0,93

>5cm 13 48,2 23 53,5
Tong 27 100,0 43 100,0

Kich thuéc khéi u cia nguoi phat hién thiy dot bién gen EGFR phan 16n 1a
> 5cm, (chiém 48,2%), rat it truong hop kich thude u dudi 3cm (11,1%), chua
thiy su khac biét so v6i ngudi bénh khong thdy dot bién gen (p > 0,05).
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Bing 3.15. Phén bé kich thuéc khoi u ciia nguoi dgt bién mét trong 3 gen FGFR

- EGFR - TP53
Mot trong 3 gen FGFR - EGFR - TP53
Kich thudc ] .

! Dot bien Khong dot bién

n % n %
<3cm 3 9,4 4 10,5
>3-5cm 12 37,5 15 39,5
>5cm 17 53,1 19 50,0
Tong 32 100,0 38 100,0

P > 0,05

Kich thudc khdi u ctia nguoi bénh dot bién mot trong 3 gen FGFR,
EGFR, TP53 tap trung chi yéu 1a trén Scm (53,1%), chi c6 9,4% nguoi dot

bién gen c6 kich thuédc u dudi 3cm.
3.3.3. Dic diém vé thé bénh nguyén phdt va thir phit

Bing 3.16. Ty I¢ thé bénh nguyén phdt va thir phdt

Thé bénh n %
Nguyén phat 64 91,4
Thi phat 6 8,6
Tong 70 100

Phat hién 91,4 % u nguyén bao than kinh dém thudc thé nguyén phat va
8,6% la thé thir phat.
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Bdng 3.17. Tudi trung binh ciia hai thé nguyén phat va thir phdt

Thé bénh n Tudi trung binh .
(X + SD) Min — Max p
Nguyén phat | 64 49,5+ 159 19-75 077
Thit phat 6 475+96 33-59 ’
Chung 70 49,2 +15,1 19-75

Tudi trung binh ctia 2 thé bénh nguyén phat va thir phat khong khac biét.
Tong s mau nghién ciru 1a 70 nguoi bénh, ¢ 45 nguoi 1a day du thong
tin dé xac dinh thoi gian séng chét va diéu tri hay khong, vi vay tir cac bang
3.18 trd di ching t6i phan tich voi n = 45. Cac phan tich thong ké gom:
T-student cho n > 5, Fisher exact cho n <35 cho cac bang s6 liéu.
Bing 3.18. Thoi gian trung binh tiv khi phdt hién bénh dén khi phdu thudt (A);
thoi gian song trung binh sau phiu thudt (B); thoi gian song trung binh tiv khi
phat hién bénh dén khi chét (C) ciia thé nguyén phdt va thé thir phdt

Thoi gian Thé bénh n (X + SD) Min - Max P

Phat hién bénh | Nguyén phat 39 3,0+3,8 0-16

truée phau thudt | Thi phat 6 | 132+141 3-41 0,000
(A) Chung 45 43+6,9 0-41

se’ing Nguyén phat | 39 9,7+84 0-33 014
sau phau thuat | Thu phat 6 13,2+58 5-19
(B) Chung 45 10,1 +8,2 0-33
Phat hién bénh | Nguyén phat 39 12,6 + 8,6 1-35

dén khi chét (C) | Thr phat 6 [ 265:115 | 17-40 | ™
Chung 45 | 145+10,1 1-49

Thoi gian trung binh tir khi phat hién bénh dén khi phau thuat (A) cua
thé nguyén phat ngan hon thé thi phat c6 nghia théng ké, p < 0,001.

Thoi gian séng trung binh sau phiu thuat (B) cua thé nguyén phat ngin
hon thé tht phat, tuy nhién chua c6 ¥ nghia thong ké, p > 0,05.

Thoi gian sdng trung binh tir khi phat hién bénh dén khi chét (C) cua
thé thir phat dai hon thé nguyén phat c6 nghia théng ké, p < 0,001.
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Bing 3.19. Phén bé thoi gian tiv khi phdt hign bénh dén khi phdu thudt ciia thé
nguyén phdt va thé thir phdt

Thoi gian Nguyén phat Thir phat Chung

(thang) n % n % n %
<6 34 87,2 3 50,0 37 82,2
>6-12 4 10,3 2 33,3 6 13,3
>12-24 1 2,6 0 0,0 1 2,2
> 24 - 36 0 0,0 0 0,0 0 0,0
> 36 - 60 0 0,0 1 16,7 1 2,2
Téng 39 100,0 6 100,0 45 100,0

p 0,048

Thoi gian trung binh tir khi phét hién bénh dén khi phau thuat cia 2 thé
nguyén phat va thir phat déu phan 16n tir 6 thang trd xudng (82,2%), tuy nhién
thé nguyén phat hau hét (87,2%) c6 thoi gian tién trién bénh ngan (< 6 thang)
cao hon so voi thé thir phat (50%), c6 ¥ nghia thong ké (p = 0,048).

Bing 3.20. Phdn bé thoi gian song sau phéu thudt ciia thé nguyén phit

va thé thir phdt
Thaoi gian Nguyén phét Thir phat Chung

(thang) n % n % n %
<6 16 41,0 1 16,7 17 37,8
>6-12 10 25,6 1 16,7 11 24,4
>12-24 9 23,1 4 66,6 13 28,9
> 24 - 36 4 10,3 0 0,0 4 8,9
> 36 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Téng 39 100,0 6 100,0 45 100,0
P 0,016
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Thé thir phat ¢ 16,7% truong hop chét trude 6 thang sau phiu thuat it
hon & rét so véi thé nguyén phat co tdi 41% chét trudc 6 thang sau phiu
thuat. C6 66,6% thé thir phat song dugc tir 12 dén 24 thang sau phiu thuat
nhiéu hon 13 rét so voi 23,1% cua thé nguyén phat (p = 0,016).

Bing 3.21. Phén bo thoi gian tiv khi phdt hign bénh dén khi chét ciia thé nguyén
phat va thé thir pht

Thoi gian Nguyén phat Thir phéat Chung

(thang) n % n % n %
<6 13 33,3 0 0,0 13 28,9
>6-12 10 25,6 0 0,0 10 22,2
>12-24 11 28,2 4 66,6 15 33,3
> 24 - 36 5 12,8 1 16,7 6 13,3

> 36 - 60 0 0,0 1 16,7 1 2,2
Téng 39 100,0 6 100,0 45 100,0

p 0,013

C6 33,3% nguoi mic UNBTKD thé nguyén phat chét trude 6 thang
tinh tir khi phét hién bénh, nhom thir phat khéng c6 truong hop nao chét trudce
6 thang, su khac biét rat 1d (p = 0,013).

Tat ca cac trudng hop thé thir phat déu séng duoc trén 12 thang ké tir
khi phat bénh.
C6 1 truong hop thé thir phat sbng dugc trén 36 thang, thé nguyén phat

khong c6 truong hgp nao.
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3.3.4. Phén bo thoi gian song ciia nguwoi bénh phdt hién thdy dét bién gen
O diéu tri xa tri, héa chit

Téng s6 45 ngudi bénh trong nghién cru c6 dy da thong tin vé diéu tri
xa tri, hoa chat, do d6 trong nghién cuu vé dic diém nguoi bénh mang dot
bién gen voi diéu tri chung toi phan tich s6 mau voi n = 45. Do s miu khong
nhiéu nén ching t61 qui dinh, néu nguoi bénh duogc diéu tri thém sau mé 1a xa
tri, hodc chi dung hoa chét hodc dung ca xa tri va hoa chat déu duoc coi 1a ¢6
diéu tri, con nguoi bénh khong diéu tri xa tri hodc khong dung hoa chat hodc

khong dung ca xa tri va hoa chat déu duoc coi la khong diéu trj.

Bing 3.22. Tuéi trung binh ciia nguoi bénh dét bién gen.

Gen Pic diém n | Tudi trung binh | Min - Max| p

Dot bién 5 454 + 219 19-75

FGFR . 0,56
Khéng dot bién | 40 497 +14.4 20 - 72
Dot bién 16 48,9 +13,9 24 - 70

EGFR . 0,92
Khoéng dot bién | 29 49,4 + 16 19 - 75
Dot bién 2 525+ 6,4 48 - 57

TP53 . 0,76
Khoéng dot bién | 43 49 + 154 19 - 75
1 trong 3 gen FGFR- | POt bién 21 48,2 + 15,6 19 - 75

0,68
EGFR-TP33  |Khong dot bién | 24 50,1+ 15 20-72

Tudi trung binh ctia nhom phét hién thdy dot bién gen FGFR hoic gen
EGFR hoidc gen TP53 hodc dot bién 1 trong 3 gen va khong dot bién gen
khong ¢6 su khac biét, (p > 0,05).
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Bing 3.23. Phén bo thoi gian song sau phdu thudt ciia thé nguyén phdt va thé

thir phit cé diéu tri xa tri, héa chit

C6 diéu trj xa tri, héa chat
Thoi gian _ . R Chung
. Nguyén phat Thir phat
(thang)
n % n % n %
<6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
>6-12 6 37,5 1 20,0 7 33,3
>12-24 7 43,8 4 80,0 11 52,4
> 24 - 36 3 18,8 0 0,0 3 14,3
> 36 - 60 0 0
Tong 16 5 21
P 0,49

Khi c6 diéu trj xa tri hodc hoa chit khong c6 trudng hop ngudi bénh
nao chét trude 6 thang sau phau thuat.

C6 80% nguoi mac UNBTKD thé thir phat song duoc tir 12 dén 24
thang sau phiu thuat, cao hon thé nguyén phat (43,8%) khi c6 diéu tri xa tri
hozc hoa chat, tuy nhién chua c6 ¥ nghia théng ké (p > 0,05).

C6 18,8% thé nguyén phat c6 diéu tri séng dugc 24 dén 36 thang, thé thir
phét khong truong hop nao song trén 24 thang.

Bing 3.24. Thoi gian séng ciia nguwoi bénh sau phéu thudt cé diéu tri

Co diéu tri xa tri, héa chit
Thoi gian |\ pjt bién 1 trong 3 gen Khéng dot bién Chung
(thang) |FGFR-EGFR - TP53|FGFR - EGFR - TP53
n % n % n %
<6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
>6-12 4 50,0 3 23,1 7 33,3
>12-24 3 37,5 8 61,5 11 52,4
> 24 - 36 1 12,5 2 15,4 3 14,3
> 36 - 60 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Tong 8 100,0 13 100,0 21 | 100,0
p 0,59
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Khong c6 ngudi bénh nao dugc diéu tri xa tri hodc hoa chét chét trudce
6 thang sau phau thuat.

Nguoi bénh phat hién thdy dot bién 1 trong 3 gen FGFR, EGFR, TP53
dugc diéu tri chét trude 12 thang sau phiu thuat nhiéu hon ngudi khong thay
d6t bién (50% so vai 23,1%), tuy nhién chwa c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05).

Nguoi bénh khong phat hién thdy dot bién 1 trong 3 gen FGFR, EGFR,
TP53 dugc diéu tri thoi gian séng 12 dén 24 thang sau phau thuat cao hon
dang ké so voi ngudi khong thay dot bién 1 trong 3 gen nghién ctru (61,5% so
v6i 37,5%), tuy nhién chua c6 y nghia théng ké (p > 0,05).

Bing 3.25. Thoi gian song ciia nguwoi bénh dpt bién gen FGFR sau phdu thudt

co diéu tri xa tri, hoa chat

Pt bién FGFR
Thoi gian - -
Cé dieu tri Khong diéu tri Chung
(théang)
n % n % n %
<6 0 0,0 1 50,0 1 20,0
>6-12 1 38,3 1 50,0 2 40,0
>12-24 2 66,7 0 0,0 2 40,0
> 24 0 0,0 0 0,0 0 0,0
p 0,60

Ngudi phat hién théy dot bién gen FGFR sau ph?lu thuét co diéu tri xa
tri, hodc hoa chét co thoi gian séng dai hon nguoi thay dot bién khong dugc
diéu tri, khong c6 trudng hop nao chét trude 6 thang, va néu khong duge diéu
tri thi khéng co truong hop nao sdng duoc tir 12 thang trd 1én, c6 dugc didu
tri thi 66,7% song duoc tir 12 dén 24 thang, tuy nhién chua cé ¥ nghia théng
ké (p > 0,05).
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Bing 3.26. Thoi gian song ciia nguoi bénh dpt bién gen EGFR sau phdu thudt

co diéu tri xa tri, hoa chat

Dot bién EGFR
Thoi gian Chung
(thang) Co diéu tri Khong diéu tri
n % n % n %
<6 0 0,0 6 66,7 6 37,5
>6-12 3 42,9 2 22,2 5 31,2
>12-24 3 42,9 0 0,0 3 18,8
> 24 - 36 1 14,2 1 11,1 2 12,5
> 36 - 60 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Téng 7 9 16
p 0,015

Thoi gian séng sau phiu thuat cua ngudi bénh phat hién thdy dot
bién gen EGFR c6 diéu trj xa tri, hoa chat dai hon so voi khong duge diéu
tri, khong c6 nguoi bénh nao théy dot bién dugc diéu tri chét trudc 6 thang,
néu théy dot bién khong duoc diéu tri c6 t&i 66,7% chét trude 6 thang sau
phau thuat.

Ngudi théy dot bién duge diéu tri co 42,9% séng thém duoc trén 12
dén 24 thang, so vo1 11,1% nguoi khong dugce diéu tri séng duge dén thoi

gian nay (p = 0,015).
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Bing 3.27. Thoi gian séng ciia nguoi bénh sau phdu thudt dgt bién 1 trong 3

gen, c6 diéu tri xa tri, hoa chit

Pot bién gen
Thoi gian - -
Cé diéu tri Khong di€u tri Chung
(thang)
n % n % n %
<6 0 0,0 9 69,2 9 42,9
>6-12 4 50,0 3 23,1 7 33,3
>12-24 3 37,5 0 0,0 3 14,3
> 24 - 36 1 12,5 1 7,7 2 9,5
> 36 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Téng 8 100,0 13 100,0 21 100,0
p 0,001

Nguoi bénh mang dot bién cua 1 trong 3 gen FGFR, hodc gen EGFR,
hodc gen TP53 c6 diéu tri thi thoi gian sdng sau phau thuat dai hon ngudi
bénh khong dugc diéu tri, c6 ¥ nghia thong ké, (p = 0,001).

Khong c6 nguoi bénh nao thdy dot bién duoc diéu tri ma chét trude 6
thang, so v&i 69,2% nguot dot bién khong duoc diéu tri chét trudc 6 thang, c6
y nghia théng ké, (p = 0,001).

50% nguoi thiy dot bién duoc diéu tri séng kéo dai tir 6 dén 12 thang
khac biét so véi 23,1% trudng hop ngudi khong duoc diéu tri sdng 6 dén 12
thang (p = 0,001).

37,5% nguoi thiy dot bién dugc diéu tri séng kéo dai tir 12 dén 24
thang khac biét so vdi 0% nguoi khong duoc diéu tri, (p = 0,001).
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Bing 3.28. Thoi gian song ciia nguoi bénh phdt hién thiy dét bién gen FGFR

tinh tiv khi phdt hién méc bénh dén liic chét cé diéu tri xa tri, héa chit

Pot bién FGFR
Thaoi gian - -
Cé diéu tri Khong di€u tri Chung
(thang)
n % n % n %
<6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
>6-12 0 0,0 1 50,0 1 20,0
>12-24 2 66,7 1 50,0 3 60,0
> 24 - 36 1 33,3 0 0,0 1 20,0
> 36 - 60 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Tong 3 100,0 2 100,0 5 100,0
p 1,00

Khéng ¢6 ngudi bénh nao thy dot bién dugce diéu tri ma chét trude 12
thang, so vo1 50,0% nguoi cd dot bién khong duogc diéu tri chét trude 12
thang, tuy nhién chua c6 y nghia thong ké, (p > 0,05).

C6 33,3% nguoi thay dot bién dugc diéu tri séng kéo dai tir 24 dén 36
thang khong c6 trudong hop ngudi khong duge diéu tri séng trén 24 thang, tuy
nhién chwa cé y nghia thong k&, (p > 0,05).
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Bing 3.29. Thoi gian song ciia nguoi bénh phdt hién thiy dét bién gen EGFR

tinh tiv khi phdt hién méc bénh dén liic chét cé diéu tri xa tri, héa chit

Pot bién EGFR
Thaoi gian - - Chung
Co dieu tri Khong diéu tri
(thang)
n % n % n %
<6 0 0,0 5 45,45 5 27,8
>6-12 2 28,6 5 45,45 7 38,9
>12-24 3 42,9 0 0,0 3 16,7
> 24 - 36 1 14,3 1 9,1 2 11,1
> 36 - 60 1 14,3 0 0,0 1 5,6
Tong 7 100,0 11 100,0 18 100,0
p 0,02

Khong c6 nguoi bénh nao théy dot bién duoc diéu tri ma chét trude 6
thang, so v6i 45,45% ngudi thay dot bién khong dugce diéu tri chét trude 6
thang, co y nghia théng ké, (p = 0,02).

C6 90% truong hop thdy dot bién khong duge diéu tri séng dudi 12
thang; 42,9% ngudi thiy dot bién duoc diéu tri song kéo dai tir 12 dén 24
thang (p = 0,02).

Nguoi théy dot bién duoc didu tri ¢6 14,3% séng kéo dai dén trén 36

thang, ngudi khong duoc diéu tri khong co trudng hop nao.
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Bing 3.30. Thoi gian song ciia nguoi bénh dt bién 1 trong 3 gen nghién ciru

tinh tiv khi phdt hién méc bénh dén liic chét cé diéu tri

Pot bién FGFR - EGFR - TP53
Thoi gian ‘ . Chung
Co dieu tri Khong dieu tri
(thang)
n % n % n %
<6 0 0,0 6 40,0 6 26,1
>6-12 2 25,0 7 46,6 9 39,1
>12-24 3 37,5 1 6,7 4 17,4
> 24 -36 2 25,0 1 6,7 3 13,0
> 36 - 60 1 12,5 0 0,0 1 4,3
Téng 8 100,0 15 100,0 23 100,0
p 0,02

Khéng c6 ngudi bénh ndo phat hién thiy dot bién duoc diéu tri ma chét
trude 6 thang, so vai 40,0% ngudi thay dot bién khong duoc diéu tri chét
trudc 6 thang, co y nghia théng ke, (p = 0,02).

C6 35,7% ngudi thay dot bién dugc diéu tri séng kéo dai tir 12 dén 24
thang 16n hon c6 ¥ nghia théng ké so voi 6,7% trudng hop ngudi khong dugce
diéu tri (p = 0,02).

Nguoi théy dot bién duoc didu tri ¢6 12,5% séng kéo dai dén trén 36

thang, nguoi khong duoc diéu tri khong ¢ truong hop nao (p = 0,02).
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CHUONG 4
BAN LUAN

Ngay nay, rd rang ung thu van 1a can bénh nan vy, viéc tim thudc dic
hiéu chita bénh van 1a muc tiéu cap thiét ctia nganh Y noi chung va chuyén
nganh ung thu noéi riéng. Nhimg tién bo gan diy trong cong nghé sip xép
trinh ty DNA cung cip co hoi dé khao sat nhitng thay d6i dot bién trong ung
thu & mirc d6 cao va toan dién, va nghién ciru qua trinh dap tmg té bao thong
qua tyrosine kinases 1 mot trong nhiing dai dién cho cac muc tiéu hap din dé
can thiép diéu tri ung thu. Bio céo vé qua trinh phan tich trinh tu cac thanh
vién cta ho thu thé tyrosine kinase (RTK) trong bd gen ciia cac khdi u nguyén
bao than kinh dém, di x4c dinh duoc sy thay doi trong phan tir ciia cac thanh
vién ho tyrosine kinases nay: bao gom su khuéch dai thy thé yéu té ting
truong bicu bi, kém dot bién trong gen EGFR, dot bién thy thé ting trudong
nguyén bao soi (FGFR bao gém dot bién dau tién trong mién kinase ctia gen
nay, va duoc quan sat thay trong nhiéu ung thu khac nhau), va dot bién trong
thu thé yéu t6 ting trudng c6 ngudn gdc tiéu cau (PDGFRA). Céc thu thé ting
truong nguyén bao soi, thy thé yéu té ting trudng co ngudn gdc tiéu cau va
thu thé yéu té ting truéng biéu bi, 13 cac diém dau vao tiém ning cho cac
phosphatidylinositol 3-kinase va mitogen kich hoat protein kinase trong cac
tin hiéu ndi bao da duoc biét 1a ddu mdi cho su rdi loan hoat dong sinh san
ctia té bao trong ung thu [61]. Két qua cta cac nghién ctru cho thiy tién ich
ctia viéc ap dung cong nghé sip xép chudi DNA dé danh gia mot cach co hé
théng trinh ty md hoa cac gen trong bd gen ung thu nguyén bao than kinh
dém. Piéu quan trong 1 phai mo rong nghién ciru bo gen nay dé hé thong véi
bang biéu dién gen trong cac loai ung thu khac [95]. Hon nira, mot phan tich

rong hon vé ho gen RTK s€ cho théy cac dac tinh cua céac giao di¢n sinh hoc
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trong ho gen nay va trong cac con dudng truyén tin hiéu. Ngoai ra hé théng
gen kiém soét ung thu cling c6 vai trd quan trong khong kém trong co ché sinh
ung thu, trong d6 gen TP53 duoc coi nhu tram kiém soat ung thu cia co thé, co
vai tro stra chita DNA..., va té bao nguyén bao than kinh dém chiu su kiém
so4t ctia gen nay. Thach thiic 16n hon ddi voi cong nghé di truyén ung thu 13
xay dung co sO dit liéu toan dién vé thay doi gy ra ung thu va két hop kién
thirc nay véi cac buc tranh tong thé dot bién gen, dé du doan tot hon nhing
muc ti€u phan tr nao s€ mang lai liéu phap can thiép ung thu hiru hiéu [96].
Nghién ctru dot bién gen TP53, EGFR, FGFR trong bénh u nguyén bao than
kinh dém cua chung t61 nham muc dich budc dau xac dinh mot sd dang thay
d6i trong cac gen nay, va mot so dic diém cua ngudi phét hién thay dot bién
gen TP53, EGFR, FGFR ¢ ngudi Viét Nam.

Nghién cttu 70 mau mo va bénh 4an cta 70 bénh nhan u nguyén bao
than kinh dém dugc thu thap tai khoa Giai phau bénh va Phong ho so bénh 4n
tai Bénh vién Viét Puc, sau tach chiét DNA tir cdc miu mo, chling to1 su
dung k¥ thuat PCR nhan ban cic exon can nghién ctu cia cac gen TP53,
EGFR, FGFR, giai trinh tu cac exon xac dinh dot bién diém, st dung phuong
phap MLPA xac dinh dot bién x6a doan exon gen EGFR dang EGFRVIIL Tur
két qua thu duogc, ching t6i c6 mot sb ban luan:

4.1. Pic diém chung ciia cac ddi twong nghién ciru

Dic diém vé tudi: bénh u nguyén bao 13 thudng gap, co thé gip & bt
ky Itra tudi nao, tir tré nho cho dén nguoi gia, két qua nghién ctru ctia chung
t6i (bang 3.1) cd tudi trung binh mac 1a: 49,6 + 15,8 (5-78), tudi mac bénh
thap nhat 1a 5 tudi, cao nhat I1a 78 tudi, bénh UNBTKD duoc phan bd & du céc
Itra tudi, khoang tudi mac nhiéu nhat 1a tir trung nién trd 1én, trong d6 do tudi
tir 55 tudi dén 64 tudi chiém ti 18 cao nhat trong cac mau nghién ctru (31,4%);

dung tha hai 1 18,6% nguoi bénh co do tudi tir 45-54, thap nhat 2/70 (2,9%)
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1a nhém co6 dd tudi trén 75. Két qua nghién ciu cia chung t6i twong ddng Vo
cac bao céo trén thé gidi: ty 1é mic u nguyén bao than kinh dém ting theo tudi,
theo bao cdo cia CBTRUS nam 2016: do tudi méc bénh nhiéu nhat 1a tir 65 dén
74 tudi, trong mot nghién ctru khao sat toan nude Anh tir nim 2007 dén ndm 2011
€0 10.743 nguoi mic UNBTKD, lira tudi méc bénh cao nhit cling tur 65 dén 75
tudi, hay két qua nghién ctru & bdn quéc gia Bic Au ciing ghi nhan nhém tudi
60-79 tudi mic UNBTKD 14 cao nhit, co su gia tang méc bénh & nhom tudi
gia nhét, voi ca nam giéi va nir gidi, su gia ting trung binh hang nim 12,4%
d6i v6i nam gidi va ting 10,5% v&i nhom phu nir. Két qua do tudi mac bénh
ma chiing t6i gap nhiéu nhat 13 tir 55 tudi dén 64 tudi, c6 tudi it hon so véi do
tudi trong cac nghién ctru da duoc cong bo vé do tudi mic, do tudéi mac nhicu
nhat; cho thay dic diém tudi & bénh u nguyén bao than kinh dém 4c tinh trong
nghién ctru cua ching t61 gap nhiéu & 1a tudi tré, c6 thé do vi tri dia 1y, cac
diéu kién xa hoi, 16i sbng & Viét Nam khéc so véi cac nudc, hodc co thé do sb
d6i tuong nghién ctru cia chung toi con it (70 mau), Ty Ié mic bénh trong
nghién ciru cia ching t6i tang dan dén nhom tudi 64, sau d6 lai giam dan dén
nhom tudi trén 64, c6 thé do cac doi tuong ching toi thu thap nghién ciru 1a
sau ph?lu thuat, nhitng nguoi tré tudi luén duge diéu tri tich cuc hon, ¢6 xu
hudng diéu tri phiu thuat nhiéu hon; & nhdm ngudi cao tudi trén 65, nhat 1a
cac ddi twong tudi cao trén 70 tudi & Viét Nam c6 thé sé& it diéu tri phau thuat
hon vi cho r.'flng tudi gia co diéu tri cling khong cai thién dugc nhiéu. Do d6
khoang tudi tré hon chiém ty 1¢ nhiéu hon & Viét Nam chua dai dién dugc cho
ty 16 mac gdp nhiéu & tudi tré hon, can c6 nhimg nghién ctru md rong pham vi
hon tai cac ving mién va cac co so diéu tri, quan Iy bénh UNBTKD khac.
Tuy nhién két qua ciia ching t6i ciing phu hop véi két qua nghién ciu cta
Tran Chién [26]: nhém u 4c tinh d6 IV tudi hay gip tir 51 dén 60, chiém ty 1¢

cao nhat so v6i cac ltra tudi khac (28,8%). Ngoai ra, ty 16 mic u nguyén bao
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than kinh dém & tré em trong nghién ctru cta ching toi 1a 4,3%, phu hop véi
tong két cia WHO: u ndo nguyén phat & tré em gip dudi 10%, hay gip nhat 1a
trude 5 tudi [3],[32].

Dic diém vé gidi tinh: trong bénh u nguyén bao than kinh dém nam gidi
thuong méc nhiéu hon phu nit, trung binh 3,3-5,1/100.000 ddi voi nam gidi va
2,1-3,5/100.000 phu ni¥; ti 16 nam/nit khoang 1,4-1,7; [4],[19]. Két qua cua chung
t6i c6 45/70 mAu 1a nam chiém 64,3% so véi nit 1a 25/70 mau, chiem 35,7%, ti 1
mAu nam/nit khoang 1,8; két qua nay twong dong nhu cac nghién ctru vé ti 16 nam
mac bénh nhiéu hon nif trén thé gidi: nghién ctru 10.743 ngudi mac UNBTKD ¢
Anh trong 5 nam, két qua c6 6451 12 nam gidi va 4292 1a nit gii, nam gidi c6
ty 1¢ mac bénh gap 1,66 lan so véi nit gidi. Nghién ciru vé xu hudng ty 1é mac
cac khoi u noi so chinh & nguoi trudong thanh ¢ bon qubc gia Bac Au: Pan
Mach, Na Uy, Thuy Pién va Phan Lan, két qua ghi nhan ty 1€ méc bénh
UNBTKD ¢ nam cao hon ntt, ty I¢ nay gia tang hang nam, trung binh hang
nim & nam gidi ting 9,2% va nir gidi ting 8,8%. Két qua cua ching tdi ciing
phtt hop véi hau hét cac cong bd trong nude vé ty 16 mac UNBTKD & nam cao
hon & nit nhu két qua nghién ctru cta Tran Chién va Kiéu Binh Hing [25],[26],
tuy nhién ty 16 nam/nit mac bénh trong nghién ctru cua chung toi cao hon, c¢6
thé do s6 mau nghién ctru cuia chung t6i con chua da 16n.

4.2. Pic diém dot bién trén cac gen nghién ciru
4.2.1. Pic diém DNA tach chiét tic mdu mé paraffin

Muc dich nghién ciru cia chung t6i 1a xac dinh dot bién trén gen cia
ngudi bénh u nguyén bao than kinh dém; u phat sinh do su phat trién bat
thuong tai cac té bao trong nio, su nhan 1én qua muc cia gen, ciia té bao ma
thanh, UNBTK®D thuong 14 nguyén phat, phat trién tai chd trong ndo, chi lan
tda sang vung ndo 1an can, it di cin sang cac bo phan khac trong co thé, vi vay

chang t6i sir dung té bao tai khéi u dé nghién ciru; do d6 chung toi tach chiét
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DNA tir mé khéi u. Thong thudng, khi phat hién bénh u nguyén bao than kinh
dém qua chin doan 1am sang va can 1am sang, da sé khdi u di co kich thuéc
kha 16n (trén 4cm), vi vay sé c6 chi dinh mo cat u, d6 1a phuong phap hién
nay mang lai két qua t6i uu cho diéu tri bénh nay. Khéi u sau khi duoc lay ra
khoi co thé nguoi bénh, s€ dugc luu trir, bdo quan béng cach cat mot phf?ln u
c¢b dinh bang formaldehyd va dtc trong mot khdi paraffin.

Cac mau nghién ctru cta ching t6i duoc ldy té biao mé tir cac khdi
paraffin, viéc tach chiét DNA tir t& bao mo nay gip nhiéu khé khin, dé DNA
thu duoc dam bao coé dod tinh sach nhét, loai bo téi da cac tap chat nhu
paraffin, cac protein khac... doi hoi cac k¥ thuat vién phai hét stc can than,
chinh x4c va tap trung trong qua trinh thao tac.

Chiing t6i st dung phuong phap tach mau paraffin phenol/chloroform
[86] dé lay DNA, day 1a phuong phap don gian va dé thuc hién. Quan trong
nhat trong cac budc tach 13 loai paraffin ra khéi mau mo, néu khong loai hét,
paraffin s& bao boc khéi mo chira protein va DNA, 1am cho qué trinh ly giai
protein gip kho khan, anh huéng dén do tinh sach cia DNA, va néu paraffin
con du s& gay tc ché phan tnmg PCR. Pé han ché diéu nay thi budc cao mo tir
khéi dtic can luu y loai thd hét mic co thé phan paraffin bam vao khdi mo
truede khi nghién nho dua vao tach chiét.

Sau tach chiét DNA 14 budc kiém tra vé s6 lugng va chat luong san
pham, dé dam bao luong DNA du cho viéc lam k§ thuat PCR tiép theo thi
quan trong nhat 1a phai co6 DNA sau tach chiét, nong do DNA khong nhat
thiét phai 1a qua cao, vi phuong phap PCR uu diém & chd chi cin mét luong
DNA rat nho di co thé khuéch dai dugc mot san phém rat 16n sau cac chu
trinh, theo khuyén cdo ciia hang hoa chat thi nong d6 DNA khuon chi can
khoang 25 dén 100ng/pl. Vi néu ndng 46 DNA cao qua cé thé giy tc ché
phan tmg PCR, do viéc bt cip s& gip kho khin hon trong qua trinh PCR. Do
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vy cac mau c6 ndng d6 DNA sau tach chiét qua cao (>100ng/ul) can phai
pha lodng cac nong do ndy vé trong khoang 50ng/ul, dé chay phan tmg PCR.
Trong 70 mau DNA ctia chung t6i ¢6 3 mau néng d6 thap 1a mau GB23 ndng
d6 28,3ng/ul va 2 miu GB2 + GB3 ndng d¢ 28,6 ng/ul. Theo kinh nghiém thi
nhimg mau c6 néng do thap khi tién hanh chay PCR ta co thé ting thé tich
mau, tiy theo néng dd thuc té cia cac mau. Cac mau néng do khoang tu 25
ng/ul d&én dudi 50 ng/ul chay PCR van cho két qua tbt [86].

Quan trong hon ca vé chat luong cua DNA 1a do tinh sach, nghia la
DNA thu duoc sau tach chiét han ché t6i da nhiém cac tap chit, mic du trong
qua trinh tach chiét ching ta da c6 gang dé loai bo hét tap chét, xong nhiéu
khi van khong sach hét. Céac tap chit con 1an trong san pham DNA c6 thé han
ché viéc khuéch dai ctia phan ung PCR, giy trc ché viéc bat cip gilta moi va
doan gen can nhan ban. Do tinh sach can dat dugc tinh theo ti 16 A260/A280
la 1,8 -2,0. A260 la mat d6 quang do dugc ciia DNA ¢ budc song 260nm, goi
la dinh hép thu cua DNA; A280 1a mat d§ quang do dugc cua protein & budc
song 280nm, goi la dinh hap thu cta protein. Néu protein con lai nhiéu sau
tach chiét thi dinh hp thu do duogc s& 1éch sang phai va ti 18 A260/A280 s&
16n hon 2,0 [86]; Cac mdu trong nhién ctru cua ching t6i déu dat do tinh sach
cao, néu mau nao chua dat do tinh sach can tach chiét lai cho dén khi dat yéu
cau cho phan tng PCR.
4.2.2. Dic diém vé két qua PCR nhdn bin cdc exon xdc dinh dt bién diém
cua cdc gen nghién ciru

Nguyén tic trudc khi chay PCR cho mot loai mau can phai chuan héa
cac diéu kién. Néu két qua chay xong dugc kiém tra dat cac diéu kién tiéu
chuén, méi bat dau tién hanh chay dong loat cac mau [86].

Chung t6i ap dung quy trinh PCR co ban, gdm 3 budc: bién tinh, bét
cdp (gan moi) va kéo dai [87]. Sau khi tién hanh chuin diéu kién trén miu

mo, chiing t6i thu duoc cac mau exon sau PCR c6 két qua rat tot; kiém tra két
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qua chay PCR trén hinh anh dién di bang dién di rd nét, khong c6 san pham
phu, kich thuéc phi hop véi tinh toan 1y thuyét.

Mot diéu quan trong trong phan tng PCR 14 thé tich trong thanh phan
pha mau chay PCR, nudc pha la nudc cat 2 1an, enzym phai hoat dong tot
trong moi trudng nhiét do cao (95°C), mdi hoat dong tdt, mau DNA tinh sach
va di ndng dd, va cac thanh phan dém khac, déu phai c6 ti 1¢ nhat dinh dé
phan tmg PCR ra dugc két qua.

Chay dién di dé kiém tra két qua san pham DNA 1a budc quan trong
trong quy trinh, khi d6 gel luu y cac giéng khong duoc thing, v, khi tra mau
dam bao dung th ty, ding vao giéng khong tra ra ngoai miéng giéng; Luu ¥
dong hiéu dién thé, cuong d6 dong dién va thoi gian chay phai dung va du; dé
cac bang dién di 1én hinh 18 rang, budc nhudém can du thoi gian, thuong
nhudém 3-5 phut trong dung dich ethidium bromide 10%, chit ndy s& phat
huynh quang dudi tia tir ngoai (UV) khi gan véi DNA cho phép phét hién vi
tri cac doan DNA trén gel khi chup. Néu san pham c6 DNA duogc khuéch dai
thi cac bang dién di 1én rat rd nét, kich thudc trung véi kich thudc khi so sanh
trén marker. Chi ¢6 nhirng mau c6 hinh anh dién di dung méi duge giai trinh
tu gen [86]. Cac mau co6 hinh anh dién di déu 1én rat 16, so voi mau chuan va
marker kich ¢ 13 tvong duong. Nhu vay vé chit luong san pham chung toi

danh gié 14 tot, cac san pham PCR dugc tién hanh giai trinh tu gen.
4.2.3. Pic diém dot bién diém trén exon 7, exon 8 gen TP53

Dot bién diém cua gen TP53 trén bénh nhan UNBTKD thudng xay ra &
exon 5, 6, 7 va exon 8; do cac exon 7 va exon 8 gip kha nhiéu dot bién
(10,8% c6 dot bién trén exon 7; 7,3% c6 dot bién trén exon 8) [54],[94], cac
exon 7 va exon 8 gen TP53 ¢6 kich thude khong 16n, nén chi can sir dung mot

cdp mdi dé khuéch dai 2 exon nay, sau giai trinh tu hai exon 7 va exon 8 trén
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gen TP53, ching tdi di xac dinh duoc 2 dang dot bién trén exon 8 gen TP53,
trén exon 7 gen TP53 chung t6i chua phat hién dugc cd dot bién. Nghién ciu
cua ching t6i dd phat hién dot bién diém R282W giéng kiéu dot bién ma
nghién ctu cta Shoji Shiraishi M.D da cong bd; cac kiéu dot bién khac nhu
R273C, R267W & nghién ctru ctia Shoji Shiraishi M.D, va kiéu dot bién C275Y
¢ nghién ciu cia Roger H. Frankel chiing t6i chua phat hién dugc, nhung
chung t6i lai x4c dinh duoc kiéu dot bién R306X. Piéu nay c6 thé do cac dot
bién trén cac exon ciia gen trong bénh UNBTKD khong hoan toan giéng nhau
& nhitng nguoi bénh séng trong cac vung dia ly, kinh té, x3 hoi khac nhau.
Hodc co thé sb mau nghién ctru cua chung t61 chua nhiéu, nén chua xac dinh

duoc day du ve kiéu dot bién nhu cac nghién ctru khac da cong bo.

S6 luong dot bién ma chung t6i xac dinh duogc 1a 2/70 (chiém 2,9%), it
hon so véi nghién cau caa Shoji Shiraishi M.D d3 cong bd nam 2002, véi dot
bién chung trén gen TP53 bénh UNBTKD 1a 31%, trong d6 7,3% dot bién trén
exon 8, c6 3 kiéu dot bién 1a R273C, R267W, R282W; va nghién clu cta
Roger H. Frankel (1992), di bao cao két qua c6 15/37 (40,5%) trudng hop
UNBTKD xuit hién dot bién trén gen TP53, trong d6 c¢6 1/37 (2,7%) c6 dot
bién trén exon 4; 6/37 (16,2%) c6 dot bién trén exon 5; 1/37 (2,7%) c6 dot bién
trén exon 6; 4/37 (10,8%) c6 dot bién trén exon 7; 2/37 (5,4%) co dot bién trén
exon 8, ca 2 truong hop dot bién ¢ exon 8 déu co kiéu dot bién p.C275Y. Pot
bién gen TP53 trong UNBTKD thudng xay ra ¢ ngudi UNBTKD tht phat, gip
it hon & UNBTKD nguyén phat [3],[51] két qua dot bién gen TP53 & ngudi
bénh UNBTKD trong nghién ctru cua ching toi it hon véi cac cong bd trén thé
gidi, vi chu yéu nguoi bénh UNBTKD trong nghién ctru cia chung toi la
nguyén phat, ty 1¢ dot bién gap it 1a phu hop, tuy nhién ca 2 trudng hop c6 dot
bién gen TP53 déu thuéc nhoém nguyén phat, vi s UNBTKD tht phat cua
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chiung t61 chi gap 1a 8,6% nén chua théy cd dot bién; tuong tu két luan cua
Ohgaki. H va cong sy, tién hanh nghién ctu dua vao dan sé ¢ Canton cua
Zurich, Thuy ST (vé6i dan sé khoang 1,16 tridu nguoi) dé xac dinh tan s bién
ddi gen, hiéu qua cua diéu tri véi thoi gian séng cia bénh nhan UNBTKD ti
nam 1980 dén nim 1994: 715 ngudi mic UNBTKPD duoc chan doan, cac dot
bién TP53 trong UNBTKD thtr phat chiém 57% & cac codon 248 va 273,
trong khi d6 & UNBTKD nguyén phat, dot bién da duoc phan phéi dong déu
hon, voi ty 1€ it hon [97].

4.2.4. Pic diém dot bién tir exon 2 dén exon 7 gen EGFR.

4.2.4.1. Pdc diém djt bién diém trén cdc exon 2, 3, 7, 8 gen EGFR.
* Pét bién diém trén exon 2 gen EGFR

Nghién ctru cia ching td6i Xac dinh duoc 3 mau mo GB23, GB24,
GB26 c6 dot bién diém tai vi tri p.G42D, mot mau GB25 c6 dot bién tai vi tri
p.L62I twong (mg trén phan tir protein; cac dot bién nay déu 1a loai dot bién
sai nghia.

So sanh kiéu dot bién trong nghién ctru ctia chung t6i voi nghién ctru clia
Jeffrey C Lee va cong sy (2006): nghién ciru 132 mau UNBTKD tai My, thi
diém dot bién cta chung t6i khong giéng véi diém dot bién cua tac gia, trén
exon 2 Jeffrey C Lee tim thiy cac dot bién 1a p.D46N va p.G63R [62]; ching
t6i cho rang c6 thé dan toc, mau da hay vi tri dia Iy c6 thé gy su sai khac trong
vi tri ctia dot bién trén exon 2 gen EGFR trong bénh u nguyén bao than kinh
dém, (hau hét nhitng nguoi mic UNBTKD trong nghién ctru cua Jeffrey C Lee
1a nguodi gbc Biac Au); nhung su sai khic vi tri khong cach nhau qua xa
(p.G42D so voi p.D46N va p.L62I so voi p.G63R).

Ti 1 dot bién diém & exon 2 gen EGFR trén ngudi mac UNBTKD ma

nghién clru ctia chung t6i xac dinh duoc 1a 4/70 truong hop (5,7%), cao hon


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17177598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17177598
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so voi nghién ciru cua Jeffrey C Lee di cong bd: dot bién diém & exon 2 14
0,8% trong s6 132 mau nguoi mic UNBTKPD di nghién ciru, ¢ thé do tac
nhan gay bénh tic dong hodc do dap ung cua ngudi sdng & ving mién khac
nhau thi khac nhau vé ti 1&é méc, cling nhu ty 1¢ dot bién gen.

* Pét bién diém trén exon 3 gen EGFR

Chung t6i da tim thay dot bién trén exon 3 gen EGFR nhu cac nghién
ctru dd bao cdo, nhung khac nhau vé vi tri dot bién; mot mau mang dot bién
kiéu p.G87D va 5 miu mang dot bién kiéu p.K129N va déu 1a dot bién sai
nghia, gdy anh hudng dén chtic ning binh thuong cta phan tir protein, co thé
dan dén rdi loan hoat dong cua té bao.

Nghién ctru cta Jeffrey C Lee, chi xac dinh duoc 1 kiéu dot bién trén
exon 3 gen EGFR, tuong tng sy thay doi trén protein EGFR 1a R108K cua
nguoi bénh UNBTK dém va c6 5 miu c6 kiéu dot bién ndy, nhu vay sé kiéu
d6t bién cta chung t6i tim dugce nhiéu hon so voi nghién ctu cua Jeffrey C
Lee nhung lai khong gidng & vi tri dot bién.

Co thé giai thich sy khac nhau vé vi tri dot bién: cac dot bién thuong
mang tinh ca thé, sy khac nhau vé vi tri d6t bién trén cic gen ctia mdi cé thé
d3 duoc cac ghi nhan qua nhiéu nghién ctru, do tinh dép tmg ctia mdi ca thé
v6i tac nhan gay bénh 1a khic nhau, nén bénh do dot bién gen thudng thiy dot
bién trén nhiéu gen va & nhiéu vi tri khiac nhau trén gen. Véi gen EGFR mot
gen c6 chuc nang chung 1a ma hoa thu thé trén bé mit té bao, nhan tin hiéu dé
hoat héa hoat dong té bao, do vay ton thuong tuong Gng & cac ving khac
nhau c6 thé gay ra mot sai lac & nhom té bao dic hiéu & mot bo phan nao doé
trong co thé: trong ung thu phdi hay ung thu vii cac dot bién hay gip & ving
mi hoa protein EGFR ving ndi bao, con & UNBTKD thi cac dot bién hay xay
ra & vung ma héa cho protein EGFR ngoai bao. Céac vi tri dot bién L858R &

exon 21 gen EGFR hay gap trong ung thu phdi, hodc trong ung thu v, nhung
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cling c6 thé giap cac kiéu dot bién khac nita nhu G719S, G719A, G719C,
S7681, L861Q...[14],[73],[98]. Hoac ngay trén nguoi bénh UNBTKD, & exon
7 gen EGFR ciing thiy nhiéu dot bién tai nhiéu vi tri khac nhau, nhu T263P,
A289V, A289D, A289T, cac dot bién dugc quan sat thdy co tuong quan chit
ché voi sy nhan 1én qua muc cua protein EGFR, qua xac dinh bang nhudm
hoa md mién dich [62].

Trong tong s6 70 mau nghién ctru, ching tdi xac dinh duge 7 miu co
dot bién trén exon 3 gen EGFR, ti 1& dot bién chiém khoang 10,0%; ti 1& dot
bién trén exon 3 gen EGFR tuy khong cao nhung so véi nghién ctru da cong
b thi ti 16 dot bién cta ching toi 16n hon, két qua nghién ctu cta Jeffrey C
Lee, ti 1& dot bién exon 3 gen EGFR chi 3,8%: su chénh l¢ch nay co thé do vi
tri dia 1y hodc diéu kién séng khac nhau, do phan umg ctia mdi co thé véi tac
nhan gy bénh khac nhau trong cac diéu kién khac nhau.

Hon nira ngoai dot bién trén exon 3 gen EGFR, bénh nhan UNBTKD
con gap dot bién trén cac exon khac nhu exon 2,7.8... gen EGFR hoac dot
bién trén cac exon 12,13 gen FGFR, exon 5,7,8 gen TP53... va mdi cé thé co
thé s& mang dot bién cua 1 trong cic exon trén cac gen ndy, vi vay ti 18 dot
bién trén timg exon co thé khong cao: nhu trong nghién ctru cia Jeffrey C Lee
d3 cong bd, ti 1& dot bién diém gen EGFR trén nguoi bi UNBTKD 6 exon 2 13
0,8%; exon 3 la 3,8%, exon 7 la 5,3%, exon 8 la 1,5%; exon 15 la 2,2%; exon
2112 0,8% [62].

* Pjt bién diém trén exon 7 gen EGFR

Két qua giai trinh tu gen ciia 70 mau mé UNBTKD, 14/70 trudng hop
(20,0%) phat hién thay dot bién diém & exon 7 gen EGFR. Chiing t6i xac dinh
dugc 5 dang dot bién 1a: D262D (mau GB17); T274M, va K293X (miu
GB24); A289T (mau GB26 va GB27); K284N (mau GB41, GB47, GB55,
GB59, GB61, GB62, GB67); két qua cua ching t61 c6 2 mau GB26 va GB27
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6 vi tri d6t bién tai codon 289 trung vai vi tri dot bién trong nghién ctru cia
tac gia Jeffrey C Lee. Theo nghién ctru cua Jeffrey C Lee tai vi tri codon 289
c6 3 kiéu dot bién 1a p.A289T (1 miu); p.A289V (3 mau); p. A289D (1 mau);
nhu vay tai vi tri codon 289 rat hay xay ra dot bién va c6 nhiéu kiéu dot bién,
nhung trong nghién ctru ctia ching t6i chi ¢6 1 kiéu dot bién p.A289T va c6 2
mau c6 dot bién kiéu nay, nhiéu hon 1 miu so véi nghién ctu cta Jeffrey C
Lee [62]. Riéng mau GB17 vi tri dot bién c6 sai léch 1 codon (vi tri
p.D262D), so véi nghién ciru cua Jeffrey C Lee co vi tri dot bién 1a p.T263P;
con lai cac dot bién khac 1a phat hién moi. Su sai khéc vé vi tri dot bién gifra
nghién ctru cua chiing t61 so vo1 nghién ctru cua Jeffrey C Lee (5 vi tri so voi
4 vi tri) va sb luong dot bién (20,0% so voi 5,3%) c6 thé do diéu kién séng
khac nhau, tac nhan gay bénh khac nhau, hodc co thé do cach chon bénh nhan
nghién ctu, nguoil bénh duge lya chon cua ching t61 tap trung tai mot bénh
vién, tuy cac bénh nhan nay & nhiéu tinh khac nhau nhung chi & vung Mién
Bic Viét Nam, va thuong bénh nhan nang, véi kich thudce khdi u kha 16n, déu
¢6 chi dinh mo, nén c6 thé chua dugc dai dién cho bénh UNBTKD néi chung.
* Pét bién exon 8 gen EGFR

Két qua giai trinh ty exon 8 gen EGFR ciia c4&c mau nghién ciru khong
phat hién thay dot bién, khac voi két qua cua tac gia Jeffrey C Lee, c6 2/132
(chiém 1,5%) miu c6 dot bién trén exon 8 gen EGFR, 1 mau c6 kiéu dot bién
tai vi tri p.R324L va 1 méu dot bién & vi tri p.E330K [62]. C6 thé sé mau
nghién ctru cia chiing t6i con it, 70 mau so v6i 132 mau cua tac gia; nhung
cling thay 1 rang s6 mau co dot bién & exon 8 1a rét it. Theo chung tdi can
phai ¢6 nghién ctru ting vé s6 lwong miu nhiéu hon nira dé két luan.

Két qua ctia chung t6i ciing kha phong phu vé cac kiéu dot bién diém, va
trén cung gen co thé o6 2 vi tri dot bién (dot bién trén exon 7 ctia mau GB24).
Hau hét 1a cac dot bién sai nghia, song ciing c6 dot bién khong 1am thay ddi acid

amin trong phan tir protein (d6t bién trén exon 7 cia mau GB17).
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Bang k¥ thudt giai trinh tu gen, 10 dang dot bién diém trén gen EGFR
ciia ngudi bénh UNBTKD dugc phat hién bao gom 8 dot bién sai nghia
(G42D, L621, G87D, K129N, P272S, T274M, A289T, K284N); 1 dot bién
khong 1am thay doi acid amin trén phan tir protein (D262D) va 1 d6t bién vo
nghia (K293X). Trong d6, bén dang dot bién diém chiém ty 1& cao nhét lan
luot 1a K284N (exon 7), K129N (exon 3), G42D (exon 2), P272S (exon 7) va
A289T (exon 7). Dot bién A289T di duoc cong bd trong nghién ciru cua
Jeffrey C Lee va cong su (2006) véi tan suat dot bién cao két hop voi nhiéu
kiéu dot bién xay ra tai codon 289 nhu A289V; A289D [62]. Cac dang dot
bién con lai phét hién dugc trong nghién ctru déu 1a cac dot bién méi. Vi tri
d6t bién ciing thay d6i va co su khac biét so v6i nghién ctru cia Jeffrey C Lee
(p.G42D so v6i p.D46N va p.L62I so v6i p.G63R). Su khac biét vé chung tdc,
mau da hay vi tri dia Iy c6 thé 1a nguyén nhan giy nén sy sai khac trong vi tri
dot bién va kiéu dot bién & exon 2, exon 3 va exon 7 gen EGFR trong bénh u
nguyén bao than kinh dém.
4.2.4.2. Pic diém djt bién xéa doan exon 2 dén exon 7 gen EGFR

Bang k¥ thuat MLPA, nghién ctru ctia chung t6i di xac dinh dugc dang
dot bién xo6a doan tir exon 2 dén exon 7 trén gen EGFR cia bénh nhan
UNBTKD tai Viét Nam, nhu vay két qua nghién ciru ctia chiing t6i twong dong
vGi bao céo ciia C4C nghién ctru da cong bd, dot bién x6a doan hay gip véi gen
EGFR 14 x6a tir exon 2 dén exon 7 [63],[64],[68].

Trong nghién ctru, ching toi da xac dinh dugc 6/70 truong hop co dot
bién x6a doan gen, chiém 8,6%; trong d6 c6 hai dang dot bién x6a doan, mot
dang 1a dot bién x6a doan tir exon 2 dén exon 7, da s 1a cac dot bién dang
nay, c6 5/6 truong hop (chiém 7,2%); dang dot bién thr hai 1a dot bién xoa
doan tir exon 4 dén exon 7, c6 1/6 trudng hop (chiém 1,4%).

Cung sir dung phuong phap MLPA dé xac dinh x6a doan gen EGFR nhu

nhau, nhung két qua nghién ctru cta ching toi co ti 1& x6a doan thip hon so véi
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nghién ctru cta Judith Jeuken: 16,3% (17/104) trudng hop mic UNBTKD c6
x6a doan gen dang EGFRVIII [88], c6 thé do s6 mau nghién ctru cta ching toi
it hon, nén co6 két qua dot bién x6a doan thap hon.

Céc nghién ctru dang x6a doan gen EGFRVIII dd cong bd déu co ty 18
x6a cao hon, Frederick L va cong su nam 2000 b&o céo, két qua dot bién xda
doan gen EGFR voi ti 1€ 67% x06a doan dang D6-273; ngoai ra con nhiéu kiéu
x0a khac nhu: D6-185; D521-603; D958-1030. So véi nghién clru cua
Frederick L thi sé kiéu x6a doan ma chung ti xac dinh duoc 13 it, vi ching toi
chi tap trung nghién ctru vao mét sd cac exon cu thé thuong gip dot bién x0a,
nhu exon 2, 3, 4, 5, 6, 7, va mdt sd exon ching khac nhu 8, 13, 16, 23; nén
khéng xac dinh duoc cac kiéu x6a doan khac. Va nghién ctru cta ching toi xac
dinh x6a doan theo phuong phap MLPA nén chi xac dinh dugc kiéu x6a theo
exon, chir khong xac dinh dugc kiéu x6a cu thé tuong Ung voi acid amin trén
phan tir protein nhu nghién ctru cua Frederick L, giai ma toan bo gen EGFR
nén di xac dinh duge kiéu x6a 1a; x0a tir acid amin 6 dén acid amin 273, hay
x6a tir acid amin 6 dén 185; tir acid amin 521 dén acid amin 603; tir acid amin
958 dén acid amin 1030 trén phan tir protein twong tng [63].

Nhu viy, ty 1& dot bién trén gen EGFR chung 1a 38,6%; khi tinh riéng
ré (vi mot s6 mau mang dot bién kép, 2 dot bién trén 2 exon khéc nhau) dot
bién trén exon 7 gip nhiéu nhat (20,0%); dimg thtr hai 1a dot bién diém trén
exon 3 (10,0%), tiép theo 1a dot bién x6a doan gen (8,6%), thap nhat 1a dot
bién diém trén exon 2 (5,7%), két qua nay phu hop nhu cong bd cua Jeffrey C
Lee: gen EGFR c6 d6t bién diém trén exon 7 1a cao nhat. Két qua vé ty 1& dot
bién gen EGFR trong nghién ciru cua ching t6i thap hon so voi két qua
nghién ctru cua Naoki Shinojima va cac cong su ¢ dai hoc Y Kumamoto ti 1¢
dot bién EGFR ¢ bénh nhan UNBTKD 1a 46% trong d6 ti 1& dot bién
EGFRVIII 1a 45% [65], va ti 1¢ mang dot bién x6a dang EGFRVIII cuia ching
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t6i thap hon nhiéu (8,6% so voi 45%). Hay theo Youngmin Choi c6 43,8%
bénh nhan c6 dot bién dang EGFRVIII [66], diéu nay c6 thé 1y giai 1a do sb
mau nghién ctru con chua dua 16m, hodc do dic diém cta dot bién ¢ cac dia du
khac nhau s& khac nhau vé luong va kiéu dot bién.

4.2.5. Pic diém ddt bién diém trén exon 12, exon 13 gen FGFR

Mién kinase ctia FGFR 14 vj tri ciia mot sd dot bién co tac dong dang ké
trong ung thu. Pic biét quan trong 13 cac dot bién trong ving kich hoat va
diém tu phosphoryl hoa, hién dién trong tit ca cic loai FGFR, cac dot bién
nay tang cuong hoat tinh kinase, sy tu phosphoryl hoa cua thy thé va tin hiéu
ha luu. Lap ban dd cac dot bién voi cau triic ba chiéu cuia FGFR rat c¢6 gia tri
trong nghién ctru va chan doan bénh sinh UNBTKD. Mot s6 cau traic FGFR
da dugc thir nghiém cho dén nay, va Ngan hang Dir liéu Protein FGI [11], 1&
co sO quan trong dé xac dinh vi tri ctia cac doan FGFR bi bién doi voi sy hoan
chinh cta ciu tric dic biét nay.

Pé tim hiéu co sé din dén hoat dong bat thuong ciia Tyrosin kinase
FGFR, Rand va cong su di xac dinh su thay d6i protein cu tric bang cach st
dung s6 du lugng acid - base trén bé mit cac acid amin. Dé xac dinh tic dong
ctia sy dot bién ving kinase 1én cau trac protein, mo hinh so sanh su tuong
déng trong cau tric dugc thuc hién, bang cach st dung cau tric protein da
dugc xac dinh dé kiém tra ting thay d6i acid amin mot cach riéng r& véi cau
tric d6i ching. Dua vao co s& ndy Rand va cong su di quan sat thay tai vi tri
codon 546 trén trén phéan tir protein néu cé su thay thé Asparagine (AAC)
bang acid amin Lysin (AAA) va tai vi tri coddon 576 néu Arginine (CGG) bi
thay thé bang Tryptophan (TGG) thi du luong acid - base trén bé mit ctia cac
acid amin bi thay thé s& thay d6i, va cdu tric FGFR1 bj thay d6i [16]. Pay 1a
co s& cho sy hoat dong bat thuong cua thu thé FGFRI, lam rdi loan hoat dong

té bao va 1a co s& phat sinh u nguyén bao than kinh dém. Mot sé dot bién
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trong FGFR da dugc xac dinh trong u nguyén bao than kinh dém nhu N546K,
N544K, R576W, R574W [16],[69].

Céc két qua giai trinh tu gen trén exon 12 va exon 13 cia gen FGFR
trong nghién ctru ctia ching t6i cho thay, hinh anh cac dinh cua tin hiéu 6
rang va hau nhu khong c6 cac tin hiéu nhiéu, 1a minh chimg cho su tdi wu céc
giai doan cua quy trinh k¥ thuat da st dung cia chung toi.

Nghién ctru ctia chung t6i budc dau da xac dinh dugc hai loai dot bién
diém la N546K tuong Gmg ving ma hoa ciia exon 12 va R576W tuong tng
ving ma héa ctia exon 13 cia gen FGFR, chimg t6 bénh nhan miac UNBTKD ¢
Viét Nam phat hién dugc dot bién gen FGFR tuwong déng véi cac nghién ctu
trén thé gioi. Py 1a hai dot bién lam thay d6i cau triic phan tir protein & mién
kinase va dugc chimg minh déng mdt vai trd quan trong trong qua trinh tién
trién va quyét dinh tinh dép tmg véi thude (rc ché FGFR ciia khéi u [16],[70].

Dot bién trén gen FGFR thudng gip trong mot sé bénh ung thu nhu:
ung thu vu, dai trang, phoi ...va u nguyén bao than kinh dém. Trong d6 mot
s6 diém dot bién trén gen FGFR1 duoc tim thy trong u nguyén bao than kinh
dém 1a N546K, N544K, R576W, R574W [16],[69]; két qua nghién ciru cta
chung t6i tim thdy c6 hai diém N546K va R576W giéng véi nghién ctu da
cong bd, nhung ching ti chua thiy cac dot bién kiéu N544K va R574K, ¢
thé s6 mau nghién ctru cia ching t6i con nho hodc dic diém dot bién khac
nhau theo ching tdc, ving mién, diéu nay can phai dugc nghién ctru thém.

Viéc tim ra dugc cac dot bién twong dong trén gen FGFR cia bénh
nhan UNBTKD tai Viét Nam, v6i cac dot bién cua cac bénh nhan UNBTKD
trén thé gid1 cling 1a mot thuan lgi 16m cho viéc &p dung cac thanh cong trong
nghién clru diéu tri bénh UNBTKD cutia cic nudc trén thé gid1 véi cac bénh

nhan mac u nguyén bao than kinh dém tai Viét Nam; va xac dinh céc dot bién
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gen sé& gitp béac si 1m sang dinh hudng tot hon trong diéu tri ciing nhu tién
lugng va quan ly bénh nhan.

Nghién ctru cta ching t6i xac dinh dugc 5 dot bién cua nim bénh nhan
trén téng sd 70 bénh nhén (ti 18 5/70 twong ing khoang 7,1%), ching t6 ti 18
phat hién con thap, c6 thé do s mau nghién ciru con it hodc ciing c6 thé do cac
chung toc khac nhau, nén ty 1¢ dot bién cling ¢ thé khac nhau. Tuy réng ti 1€ dot
bién phat hién chua cao, xong day ciing 1a co so dé tiép tuc nghién ctru vé tinh
trang dot bién trén gen FGFR cua bénh nhan u nguyén bao than kinh dém, tir d6
nghién ciru thir nghiém tinh dap tng véi thude diéu tri khi c6 dot bién gen
FGFR, muyc dich cudi cung 13 kéo dai thoi gian séng cho ngudi bénh.

Tom lai, bang cac phuong phap giai trinh tu gen va phuong phap
MLPA, nghién ctru ctia ching t61 da budc dau xac dinh duoc mot sé dot bién
trén gen FGFR, EGFR va TP53 clia nguoi mic u nguyén bao than kinh dém &
Viét Nam, trong d6 dot bién gip nhiéu nhat & gen EGFR véi ty 1& 38,6%:
(chu yéu 13 dot bién diém, dot bién xo6a doan chi chiém 8,6%), ding thu hai 1a
dot bién trén gen FGFR véi ty 18 1a 7,1%; thap nhat 1a dot bién gen TP53 voi
2,9% (hinh 3.22).

4.3. Mot s6 dic diém ciia ngudi bénh u nguyén bao thin kinh dém phat
hién thay dot bién gen

Ngay nay, cac nghién ciru ngay cang khang dinh co ché sinh bénh ung
thu 1a do dot bién gen, mdi quan tAm hang dau cua cac nha Khoa hoc Y sinh.
Qua trinh sinh ung thu lién quan chit ch& dén t6n thuong hai nhom gen sinh
ung thu va gen khang ung thu. Khoi phat ciia sinh ung thu thuong 13 tir té bao
gbc, do tiép xtic voi chat sinh ung thu gy ra nhiing dot bién lam thay doi
khong hoi phuc cua nhan té bao. Cac té bao dot bién biéu hién sy dap tng
kém v6i moi trudng va wu thé ting trudng chon loc nguge voi té bao binh

thuong & xung quanh. Qua trinh nay dién ra rat nhanh va hoan tat trong mot
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vai phan gidy va c6 dic diém la khong thé dao ngugc duoc. Pa s té bao dugce
khéi phat hoac 1a s€ khong tién trién thém, hodc 1a chét di, hodc bi co ché
mién dich v6 hiéu hoa. Nhung néu nhimg té bao dugc khoi phat nay tiép tuc
duogc ting trudng, duge thuc ddy do cc yéu té tac nhan s& din toi su thay ddi
biéu hién gen, sy banh truéng don dong cd chon loc va su tang sinh té bao
khoi phat, nhung c6 kha ning héi phuc. Sinh ung thu gém 2 giai doan khoi
phat va thuc day, tiép d6 1a giai doan chuyén bién, ké tiép cua qua trinh phat
trién ung thu, cho phép sy xam nhap hay nhimg 6 té bao ung thu nho, bat dau
di vao tién trinh khong hoi phuc vé hudng ac tinh 1am sang. Sau d6 cac té bao
ung thu bat dau lan tran, biéu hién 13 su ting trudng nhom té bao tai md nao
d6, c6 thé ngan hodc dai vai thang dén nhiéu nam, trong giai doan ndy té bao
ung thu gia tang, nhung van con qua nho dé phat hién bang nhitng phuong
phap phan tich dugc. Giai doan cudi cung ctia ung thu 13 tién trién gdm xam
14n va di can: biéu hién & tinh di dong cta té bao ac tinh, di chuyén dén céc vi
tri méi va ting truong tai d6 [5],[6]. Khi hiéu rd vé qua trinh phét sinh, phat
trién bénh lién quan dén dot bién gen, s€ la co s& cho cac tac dong vao céc
giai doan gen, Urc ché té bao ung thu, nham ngan chan su phat trién bénh. bay
chinh 12 huéng dich dén cta cac nha nghién ciru. U nguyén bao than kinh dém
la mdt loai ung thu ac tinh do IV, su phéat sinh va phat trién bénh khong nam
ngoai co ché gen nay. Do d6 viéc nghién ctru tim ra cac dot bién gen dé tir d6
dua ra hudng diéu tri cho nguoi bénh dat hiéu qua nhét c6 thé, dang la mbi
quan tdm hang dau ciia chuyén nganh Than kinh hoc va Ung thu hoc trén thé
gidi. Nghién ctru cua ching toi da xac dinh dugc mot sé dot bién gen thuong
gip & ngudi mac UNBTKD, va chung t6i cling phan tich thém mot sé dic
diém cta ngudi c6 dot bién gen trong bénh UNBTKD, gop phan hiéu rd hon

vé bénh, gitp thay thude 1am sang c6 thé dinh hudéng diéu trj bénh tét hon.
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4.3.1. Pic diém tudi va gidi ciia ngwoi bénh u nguyén bao thin kinh dém
pht hién thiy dot bién gen

Bénh u nguyén bao than kinh dém phét hién thy do6t bién gen trong
nghién ctru cta ching toi gip nhiéu & lira tudi trung nién tro 1én, cao nhat &
Ira tudi 55-64 tudi (28,1%), sau d6 1a lra tudi 35 dén 44 va 45-54 tudi (cung
15,6%) (bang 3.11), tudi thay dot bién gen thip nhat 13 5 tudi, va cao nhit 1a
78 tudi, con & nhom khong thiy dot bién gen tudi thap nhat 14 20 tudi va cao
nhat 1a 72 tudi (bang 3.8), chimg t6 dot bién gen trong UNBTKD hay gip &
Ira tudi tré hon. Trong nhom tudi nho va vi thanh nién (< 20 tudi) thi ca 3
truong hop (100%) déu mang dot bién gen (bang 3.11), dé két luan dot bién
gen trong u nguyén bao than kinh dém gip hau hét ¢ lta tudi tré em < 20 tudi
hay khéng, can nghién ctru thém véi sd luong mau 16n hon. S6 thdy dot bién
gen tai cic nhom ltra tudi chua tim thay c6 su khéac biét co y nghia thong ké
so v6i nhom khéng thiy dot bién gen, c6 thé sé luong maiu & cac nhom lira
tudi chua di 16n.

Trong khi d6 dot bién gen gilta nam va nir trong bénh u nguyén bao
than kinh dém lai thiy sy khac nhau rat rd rang, dot bién gen EGFR ¢ nam
(81,5%) cao hon so véi dot bién gen ¢ nit (18,5%) c6 ¥ nghia théng ké, (véi
p = 0,02); két qua nay phan nao 1y giai mbi lién quan dot bién gen trong sinh
bénh UNBTKD, nam giéi mac UNBTKD cao hon nit gidi, (ti 1é nam/nit
thuong tir 1,4-1,7 [4],[19]); c6 thé do dot bién gen EGFR & nam di lam
gia ting mac bénh, nén nam mac bénh nhiéu hon nit. P6i véi gen FGFR
thi nguoc lai gidi nit c6 dot bién gen cao hon nam gidi, c6 y nghia thong
ké (p = 0,05), c6 thé do sb mau c6 dot bién gen FGFR con it; va ca 2 dot bién
& gen TP53 déu 1a nit; nhung s6 luong co dot bién & gen EGFR nhiéu hon
nhiéu so véi sd dot bién ¢ gen FGFR cong gen TP53, do d6 két qua chung
nam giéi & bénh nhan UNBTKD phat hién thay dot bién gen cao hon nir gidi.
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4.3.2. Pic diém vé kich thwdc khéi u ¢ ngwoi thdy dét bién gen trong bénh
UNBTKD

Pic diém bénh UNBKD 1a thoi gian tién trién 1am sang rat nhanh, chi vai
thang sau khi phat hién da c6 cac biéu hién nang né nhu dau dau nhiéu, budn nén,
non va cac tridu ching vé than kinh khac, két qua chup cong huong tir hodc CT
ndo cho thay kich thudc khdi u thuong da rat 16n, két qua nghién ctru cta Tran
Chién ghi nhan, nguoi UNBTKD c¢6 kich thude u tir 40mm dén 60mm gip
61,8%, trén 60mm gap 33,9% va rt it ¢6 kich thudc < 40mm (1,7%) [26].
Nghién ctu kich thuéc khéi u cua nguoi UNBTKD ching tdi phat hién
thay dot bién gen vé dic diém khac biét so vdi nguoi khong thay dot bién,
két qua (bang 3.15) cho thiy kich thudc khdi u cua ngudi mac UNBTKD
thuong 16n, trén 50% ngudi mic bénh b kich thudc khdi u > 5cm, nhung
ngudi thdy dot bién gen cd kich thudc u chua thiy c6 sy khac biét véi
nguoi khong thay dot bién gen (p > 0,05), c6 thé can nghién ctru véi 6
lwgng mau 16n hon.
4.3.3. Diic diém hai thé bénh nguyén phat va thir phdt ciia UNBTKD

T6 chic Y té thé gioi dd khuyén cao vé hai thé bénh nguyén phat va thir
phat cia UNBTKD: ching ¢ dic diém khac nhau vé gdc t& bao phét sinh bénh,
UNBTKBD nguyén phét phét sinh tir nhitng nguyén bao than kinh dém chua biét
hoa hodc rét it biét hoa, con thé UNBTKD thtr phat bit ngudn tir nhimg té bao
than kinh dém hinh sao da biét hoa sau d6 chuyén thé sang nguyén bao than kinh
dém, theo phan loai thi cac u nguyén phét c6 do ac tinh cao (46 IV), thudng xuat
hién & nhiing nguoi cao tudi, thoi gian tién trién bénh nhanh, tir vong nhanh médc
du diéu trj tich cuc, u thir phat thuong gip & ltra tudi tré hon, c6 do ac tinh thap
hon (tir u than kinh dém d6 I, II, III chuyén sang u nguyén bao than kinh dém
d6 IV) thoi gian tién trién bénh va thoi gian séng kéo dai hon, do d6 tién luong
bénh cua u thir phat tot hon u nguyén phat, tuy viy trén ldm sang u nguyén

phat gap nhiéu hon u thir phat [31],[32].
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Vé mit md hoc, UNBTKD nguyén phat va thit phat phan 16n kho phan
biét duoc, nhung chung khac nhau vé cdu trac di truyén va biéu sinh cua
ching. Mot sé nghién ciru gan day da ching minh dot bién gen IDHI1 1a cac
du hiéu di truyén quyét dinh ctia u nguyén bao than kinh thir phat, khong co
trong u nguyén bao than kinh dém nguyén phat. Dot bién IDH]1 14 su thay doi
di truyén sém nhét co thé phat hién duogc trong cac u té bao hinh sao khuéch
tan cap thap va trong té bao than kinh dém it nhanh, chi ra rang cac khdi u nay
c6 ngudn gdc tir cac té bao tién than than kinh khac véi cac té bao than kinh
dém nguyén phat. Trong nghién ctru da tom tit cac dic diém dich t&, 1am
sang, md bénh hoc, di truyén va biéu hién cua u nguyén bao than kinh dém
nguyén phat va thir phat va hau qua sinh hoc cua d6t bién IDHI, va két luan
rang sy thay d6i di truyén nay 13 mot ddu hiéu phan tir chan doan xac dinh cta
u nguyén bao than kinh tht phat va dang tin cay va khach quan hon so véi
tiéu chi l1am sang. Mac du ¢6 hinh dang mo hoc tuong tu nhau, u nguyén bao
than kinh nguyén phéat va thir phat 12 nhiing thyc thé khdi u riéng biét co
nguodn gdc tir cac té bao tién than khac nhau va co thé yéu cau cac phuong
phap diéu tri khac nhau [99].

Theo WHO nim 2016, ddu hiéu di truyén quyét dinh cia UNBTKD thtr
phat 1a dot bién IDH1. Dot bién IDHI 14 bién dbi di truyén sém nhat c6 thé
phat hién dugc trong tién than ciia cic u sao bao, chi ra rang cac khdi u niy c6
ngudn goc tir cac té bao tién than than kinh khac véi cac té bao nguyén bao
than kinh nguyén phat. Mic du xuat hién mé hoc tuong tu, UNBTKD nguyén
phat va thir phat 13 cac thuc thé khéi u riéng biét c6 ngudn g tir cac té bao
tién than khac nhau va c6 thé yéu cau phuong phap diéu tri khac nhau. Tuy
nhién nim 2017, WHO méi cong bd dot bién vé IDH dé phan biét thé nguyén

phat va tht phat, va dé tai cua chung t6i bat dau nghién ctru tir nam 2015, do
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d6 dé tai cua chung t6i khong nghién ciru vé gen IDH, va ching toi diwa vao
tiéu chudn ctia WHO 2007 dé phan loai nguyén phat va thir phat: dé xac dinh
dugc 13 UNBTKPD thtr phat phai co két qua giai phdu bénh xac dinh u than
kinh dém do I, I, III caa céc lan phau thuat trudc, va két qua giai phau bénh
1an nay 1a u d6 IV. Két qua nghién ctru 70 miu ctia 70 bénh nhan UNBTKD,
ching t6i gap cha yéu 1a UNBTKD nguyén phat (91,4%), chi gip rat it truong
hop u thtr phat (8,6%), két qua nay phu hop véi phan loai cia WHO nam
2016 1a u nguyén bao than kinh dém nguyén phat chiém 90% trong téng s6 cac u
nguyén bao than kinh dém, con u nguyén bao than kinh dém thr phét chi chiém
10%.

Khi so sanh vé mot s6 dic diém cua hai thé bénh, két qua cta ching t6i
cho thay: trung binh tudi mic cua thé thi phét thap hon thé nguyén phat (bang
3.17), twong duong voi cdng bd cuia WHO, nguoi mac UNBTKD thar phét
hay gap o lra tudi tré hon, tuy vay su khac biét vé tuoi gitra hai thé cua ching
t6i chua co y nghia théng ké (p > 0,05), ¢ thé do sé lugng thé thi phat trong
nghién ctru con it, nhung két qua co sy khac biét rt rd vé thoi gian tién trién
bénh, thoi gian song tir khi mac bénh dén khi chét (bang 3.18). Thoi gian
trung binh tir khi phat hién mac bénh dén khi phau thuat cta thé bénh nguyén
phat 1a 3,0 + 3,8 thang, ngan hon c6 ¥ nghia thong ké so voi thé bénh thir phat
la 13,2 + 14,1 thang (v6i p = 0,000). Két qua cua chiing t6i tuong dong voi két
qua dd cong bd cia WHO nam 2016, thoi gian tién trién 1am sang bénh
UNBTKD thé nguyén phét ngan hon thé thi phat, tuy nhién két qua ciia chiung
t61 voi thé nguyén phat con thip hon (3,0 + 3,8 thang) so véi 4 thang (WHO
2016), thé thir phat ciing thap hon (13,2 + 14,1 thang) so véi 15 thang (WHO
2016). Vé phan bd thoi gian trung binh tir khi phat hién bénh dén khi phau
thuat cua 2 thé nguyén phat va thir phat (bang 3.19) déu phan 16n tir 6 thang
tré xudng (82,2%), tuy nhién thé nguyén phat hau hét (87,2%) c6 thoi gian
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tién trién bénh ngan (< 6 thang) cao hon so véi thé thi phat (50%), co y nghia
thong ké (p = 0,048).

Mic du thoi gian sdng trung binh sau phau thuat 14y u cta thé bénh tht
phat (13,2 + 5,8 thang) dai hon thé bénh nguyén phat (9,7 + 8,4 thang), nhung
su khac biét chua co ¥ nghia thong ké (p > 0,05), tuy nhién su phan bd thoi
gian sdng sau phau thuat (bang 3.20) cho thay: thé thir phat cd 16,7% trudng
hop chét trong khoang 6 thang sau phau thuat it hon rd rét so voi thé nguyén
phat co t6i 41% chét trong thoi gian d6 sau phau thuat; c6 66,6% thé thir phat
song duoc tir 12 dén 24 thang sau phiu thuat nhiéu hon 6 rét so véi 23,1%
ctia thé nguyén phét (p = 0,016). Két qua ctia chung t6i ciing cho thay thoi gian
song trung binh tir khi phat hién bénh dén khi chét cua thé bénh thir phat 13 26,5
+ 11,5 thang dai hon dang ké so véi thé bénh nguyén phat 1a 12,6 + 8,6 thang
(bang 3.18), c6 y nghia théng ké (voi p = 0,001); so voi cong bd cia WHO 1a
UNBTKD nguyén phét séng trung binh 13 9,9 thang, u nguyén bao than kinh dém
thir phat song trung binh 1a 14 thang, thi thoi gian song trung binh ctia bénh u
nguyén bao than kinh dém nguyén phéat va thir phat trong nghién ctru ctia chiing
t6i déu dai hon. Xét vé phan bd thoi gian séng hodc chét ciia ngudi méc
UNBTKBD, chiing t6i c6 két qua: 33,3% ngudi miac UNBTKD thé nguyén phat
chét trudc 6 thang tinh tir khi phat hién bénh, nhém thir phat khong c6 truong
hop nao chét trude 6 thang, sy khac biét rat 1d (p = 0,013). Tat ca cac trudng
hop thé thir phat déu séng duoc trén 12 thang ké tir khi phat bénh. C6 1
truong hop thé thir phat séng duogc trén 36 thang, thé nguyén phat khong c6
truong hop nao (bang 3.21). Néu dugc diéu tri bo tro sau phiu thuat bang xa
tri hodc hoa chat thi thoi gian séng cua ca hai thé trong nghién ctru ciia chung

t61 da kéo dai hon dang ké, thoi gian sbng tir 12 dén 24 thang thé nguyén phat
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tang 1én 80% (néu dugc diéu tri) so vdi 66,7% (néu tinh chung ca khong duoc
diéu tri) va thé tht phat ting 1én 43,8% so voi 23,1% c6 ¥ nghia thong ké
(bang 3.20 va 3.22). Diéu nay ciing chung t6 két qua diéu trj bénh UNBTKD
& nude ta ¢o nhidu tién bo, co thé do cap nhat dugc cac phuong phéap diéu tri
moi, hodc do y thuce diéu tri cta nguoi bénh cling tdt hon, nén thoi gian séng
da kéo dai hon nhiéu.
4.3.4. Diic diém vé thoi gian song ciia ngwoi bénh u nguyén bao thin kinh
dém phdt hién thdy dét bién gen

Chung t0i xac dinh thoi gian séng sau mac bénh tinh tir khi phat hién
c6 cac tridu chting bénh dén khi chét ciia ngudi bénh. Céc triéu chimg dé phét
hién bénh & ngudi mic UNBTKD thuong 14 dau dau, chong mat, budn nén,
non, yéu nura nguoi, t€ bi gidm van dong nira nguodi, giam thi luc.. .bit budc
nguoi bénh phai di kham bénh. Tat ca ngudi bénh trong nghién ctru déu dugce
phiu thuat, do d6 chiing t6i chia thanh cac mdc thoi gian: thoi gian song tinh
tir khi phat hién bénh dén khi phiu thuat, thoi gian song sau phau thuat dén
khi chét, va thoi gian séng tir khi phat hién bénh dén thoi diém két thuc
nghién ctru.
4.3.4.1. Thoi gian song trung binh ciia nguoi bénh u nguyén bao than kinh dém

Két qua diéu tri ddi véi nguoi bénh dugc danh gia bang thoi gian khoi
bénh sau diéu tri, hodc thoi gian séng sau diéu tri, v6i bénh UNBTKD két qua
diéu tri phu thudc nhiéu yéu t6 nhu vi tri, kich thudc khéi u, va phuong phap
diéu tri, ngodi ra con phu thudc tudi, tudi cang tré thi thoi gian séng thém
cang dai hon [64].

Nghién ctru cta chung t6i c6 két qua thoi gian sdng thém sau phiu
thuat ciia ngudi mic UNBTKD trung binh 1a 10,1 + 8,2 thang (bang 3.18),
két qua nay twong dwong voi mot sé bao cdo, nghién ciu caa Tran Chién

da cong bd vé thai gian sdng trung binh sau phiu thuat cia UNBTKD d6
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IV 12 9,7 + 0,3 thang [26], theo Hou bénh nhan u nguyén bao than kinh
dém séng trung binh 8-9 thang sau phau thuat [100]. Nhung so véi Duong
Pai Ha véi két qua thoi gian séng sau phau thuat trung binh 15,93 + 2,91 thang
thi két qua cua ching t6i thip hon [27]. Nhung néu tinh trung binh thoi gian sdng
tong thé thi két qua ctia chung t6i 1a 14,5 + 10,1 thang (bang 3.18), cao hon so véi
két qua ciia Bergern: UNBTKD d6 1V song trung binh 1 nam [101], hay Osborn:
UNBTKBD d6 | séng 10 niam chiém 70%, u d6 11 séng 6 dén 10 nam, u d6 111 sdng
2 dn 3 nam, UNBTKD d6 IV sbng trung binh tir 9 dén 12 thang [102].

Trong bénh UNBTKD mic du di dugce diéu tri tich cuc bang phiu
thuat, két hop xa tri va hoé chat, nhung u van tai phét rat nhanh, khoang chi
vai thang sau phau thuat, va ciing chua thé xac dinh duoc ngudi bénh nao thi
tai phat nhanh ngudi bénh nao thi cham hon, nhung sau khi tai phét bénh tién
trién nhanh, tir vong nhanh. Nguoi bénh UNBTKD tir két qua cua ching toi
c6 ty 18 song sau phau thuat dudi 6 thang la cao nhat chiém 37,8%; 24,4%
sbng tir 6 thang dén dudi 1 nam; 28,9% séng tir 12 thang dén dudi 2 nam; chi
c6 8,9% sdng tir 2 nam dén 3 nam, khong ¢ bénh nhan nao séng duoc trén 3
nam sau phau thuat. Nhu vay ty I tir vong trong nim dau cia UNBTKD sau
phau thuat van 1a cao nhat (khoang 62,2%) (bang 3.20), danh gia thoi gian
song sau phau thuat dén 28 thang cua bénh nhan UNBTKPD cuia Duong Dai
Ha va Ha Kim Trung tir nim 2011 dén 2012: ty 1¢ tir vong sau phau thuat 6
thang 1a 43,8% [27], cao hon so véi két qua cua chung ti 37,8%.

So véi két qua nghién ciru cua Hou Véi ty 18 22% song trén 2 nam, 10%
séng dugc 5 nam sau phau thuat [100], thi ngudi bénh u nguyén bao than kinh
dém do6 1V trong nghién ctiu caa ching toi thap hon, chi c6 khoang 8,9% séng
tr 2 ndm dén 3 nam sau phau thuat (bang 3.20). Ly giai vé ty & séng sau 2
nam cua ngudi bénh UNBTKD ¢ Viét Nam thap hon trén thé giGi c6 thé do

diéu tri sau phau thuat ¢ Viét nam chua dong déu, viéc két hop xa tri hay hoa
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chat sau phiu thuat chua thuc hién duoc cho tat ca cac bénh nhan, vi gia
thanh diéu tri con cao, chua 4p dung duoc cho nguoi bénh thudc dbi twong
nguoi ngheéo.

4.3.4.2. Dic diém thoi gian séng ciia nguoi bénh phdt hién thiy dét bién gen cO
diéu tri Xg tri, héa chit

Viéc quan 1y va diéu tri nguoi mac UNBTKD & mot s6 nudc nhu My,
hay Anh hoac cac nuéc Béc Au kha chit ché, hodc cac nghién clru vé bénh va
két qua diéu trj cling duoc quan tAm, nhit 13 van dé luu trir mau rat thuan tién
cho nghién ctru. Nhung & mot s6 nudc Chau A, cu thé & Viét Nam vi chua co
kho luru trix tot nén viée thu thap mau mo nghién ctru gip nhiéu khé khin, viée
quan 1y va diéu tri bénh chwa duge dong déu, va ciling chua c6 nghién ciru
thong ké trén toan qudc vé can bénh nay. Kho khan gip phai trong khi nghién
ctru cua chung t61 chinh 1a viéc léy mau bénh va mau chimg, mau bénh dugc
lay tir khoi u sau phiu that, phau thuat vién chi c6 thé cat bo toi da phan u ma
khong thé 1dy sang cic phan mo lanh, vi anh hudng dén ving than kinh chirc
nang ctia ngudi bénh, do d6 chung t6i khong thé 1dy dugc mau ching mo lanh
ctia bénh u nguyén bao than kinh dém, (néu cb tinh lay mé ndo lanh 1a vi
pham dao duc nghién ctiru Y sinh). Ngoai ra chung t61 cling khong dugc cung
cdp mau chimg bénh, khi so sanh chung toi so trén mau Gen - Banks, 1a mau
gen chuan ciia nguoi binh thuong.

Quan 1y va theo d&i diéu tri ciia nguoi bénh sau phau thuét trong nghién
ctru chua duoc dong nhat, tuy nhién chung t6i khai thac thong tin (qua bénh
an luu trit tai bénh vién va phong vin nguoi nha, ngudi than cia ngudi bénh
theo mau phiéu nghién ctru), két qua c6 45 nguoi bénh c6 da thong tin vé thoi
gian séng sau diéu tri, va cic thong tin vé diéu tri xa tri, hoa chit, do do trong
nghién ctru vé dic diém cua nguoi bénh mang dot bién gen duogc diéu trj xa tri

hodc hoa chit, chung t61 phan tich s6 mau véi n = 45. Chung t61 qui dinh, néu
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nguoi bénh duogc diéu tri thém sau mo 1a xa tri, hodc chi dung hoa chit hodc
dung ca xa tri va hoa chit déu dugce coi 1a ¢6 diéu tri, con nguoi bénh khong
diéu tri xa tri hodc khong dung hoa chét hodc khong dung cé xa tri va hoa chat
déu duoc coi 1a khong diéu tri.

Khi tinh riéng 1€ tng gen FGFR, EGFR hay chung ca 3 gen trong
nghién ctru cta chung t6i két qua déu cho thdy: ngudi phat hién thay dot bién
gen co diéu tri xa tri, hodc hoa chat co thoi gian séng sau ph?lu thuat dai hon
nguoi thay dot bién khong dugc diéu tri, khong co trudng hop nao chét trude
6 thang; néu dot bién gen FGFR khong duoc diéu tri thi khong c6 truong hop
nao séng dugc trén 12 thang, c6 duogc diéu tri thi 66,7% séng dugce tir 12 dén
24 thang (bang 3.25). V4i gen EGFR (bang 3.26), néu dot bién khong duoc
diéu tri co tdi 66,7% chét trudc 6 thang sau phiu thuat, ngudi thay dot bién
duoc diéu tri ¢6 42,9% séng dugc trén 12 dén 24 thang, so voi 11,1% nguoi
khong dugc diéu tri séng duoc dén thoi gian nay (p = 0,015).

Nguoi bénh phat hién thdy dot bién cua 1 trong 3 gen FGFR, hodc gen
EGFR, hodc gen TP53 (bang 3.27). 50% ngudi thiy dot bién duoc diéu tri
song kéo dai tir 6 dén 12 thang khac biét so véi 23,1% truong hop ngudi
khong duoc diéu tri séng 6 dén 12 thang (p = 0,001). So voi két qua nghién
ctru cua tac gia Nguyén Quang Hién ghi nhan, thoi gian séng 2 nim cia u
nguyén bao than kinh dém d6 IV khoang 10% sau khi da phau thuat, két hop
Xa tri va hoa chat [103], thi nghién ctu cta ching t6i c6 két qua 1a twong
duong (9,5%), tuy nhién két qua cua chung tdi c6 12,5% nguoi phét hién thay
dot bién gen séng duoc tir 24 dén 36 thang, chung té nguoi thay dot bién gen
c6 dap ung tbt vai diéu tri hon so voi nguoi khdng thay dot bién duoc diéu tri
(7,7%). Tuy nhién két qua nghién ctiu cta chung toi chua thay c6 ngudi bénh

nao séng duoc trén 3 nim sau phau thuat va diéu tri bd tro, khac so nghién
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ctu cia Nguyén Quang Hién c6 5,5% nguoi UNBTKD do IV sdng 5 nim sau
phau thuat va diéu tri xa tri, hoa chat.

Tinh chung thoi gian song tir khi phat hién mac bénh dén khi nging
theo ddi, cia ngudi UNBTKD thay dot bién gen EGFR hay tong thay dot bién
mot trong 3 gen nghién ctru dugc diéu tri, dai hon dang ké so véi ngudi bénh
phat hién d6t bién ma khong duoc diéu tri (bang 3.29, 3.30). Khéng c6 ngudi
bénh nao co dot bién duoc diéu tri ma chét trude 6 thang, so véi 45,45%
nguoi co dot bién khong duoc diéu tri chét trude 6 thang, co ¥ nghia thong ké,
(p = 0,02). 90% truong hop ngudi thay dot bién khong dugc diéu tri song
dudi 12 thang, trong khi d6 42,9% ngudi thiy dot bién duoc diéu tri séng kéo
dai tir 12 dén 24 thang, (p = 0,02). Nguoi thay dot bién duoc diéu tri co 1
truong hop song kéo dai dén trén 36 thang, ngudi khong duge diéu tri khong
c6 trudng hop nao. Két qua nghién ciru ctia ching t6i tuong dong véi két qua
nghién ctru cua Nicola Montano: ngudi bénh UNBTKD dugc diéu tri phau
thuat cat bo khéi u, sau d6 xa tri: lidu 2 Gy/ 1 1an/ 1 ngay x 5 ngay/1 tuan,
tong lidu 60 Gy, két hop TMZ bd tro sau phau thuat. Két qua cho thay nhiing
nguoi bénh UNBTKD c6 dot bién dang EGFRVIII, ty 1¢ séng sot dai hon 2,59
lan so véi nguoi khong co dot bién dang nay voi p = 0,0023 (OR = 2,59/
95% CI = 1,40 - 4,79) [64].

Ngoai ra nghién ctru cia Montano cling da ghi nhan, nguoi UNBTKD
c6 dot bién Methyl Guanine Methyl Transferase (MGMT) sau phiu thuat, dap
ung tdt voi diéu tri xa tri va TMZ bd trg, va co thoi gian séng kéo dai hon so
v6i nguoi khong c6 dot bien MGMT. Methyl Guanine Methyl Transferase l1a
gen ma hoa cho enzym O6-methylguanine-DNA methyltransferase, dot bién
ving gen khai dong MGMT lién quan dén dép ung diéu tri ctia hoa chat TMZ
trong UNBTKD. Thoi gian séng duong nhu bi han ché & nhom bénh nhén bi
methyl hoa va bat hoat khai dong gen MGMT, nhung lai c6 dap tmg tbt véi
hoa chit diéu tri TMZ [64]. Trong khudn kho nghién ciru cua dé tai, chung toi
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chua thuc hién xac dinh dot bién ctia gen MGMT, cin c6 mdt nghién ciru
khac cho van dé nay.

Qua sy phan bd thoi gian séng ctia ngudi co dot bién gen duge diéu tri
cho théy tac dong cua diéu tri bo trg sau phau thuat bﬁng xa tri hay hoa chat
hodc ca hai déu rat dang ké véi ngudi mic UNBTKD, thoi gian sdng da kéo
dai hon va ty 1& nguoi séng ¢ khoang thoi gian ndy cling cao hon, tuy sd
nguoi bénh séng dugc trén 2 nim sau phau thut van con rat han ché, nhung
thoi gian song sot tong thé tinh tir khi mac bénh dén khi chét cua nguoi
UNBTKD ciing kéo dai hon va ty 1é song kéo dai hon ciing kha cao. Khong
cO nguoi bénh nao dugc diéu trj xa trj hodc hoa chit chét trude 6 thang sau
phau thuat. Mic du két qua diéu tri va thoi gian séng sau diéu tri ciia nguoi
bénh UNBTKD con phu thudc vao nhiéu yéu t& nhu vi tri khéi u nong sau,
sttc dé khang bénh theo ltra tudi tré hay gia... tuy nhién budc dau chung t6i
cling so bo danh gia thoi gian sdng cta nguoi c6 dot bién gen duoc didu tri
kéo dai hon so voi nguoi co dot bién gen khong duoc diéu tri.

Két qua nghién ctru cua ching toi kha twong dong véi mot s6 nghién
ctru trén thé gidi, chimg minh viéc diéu tri phau thuat hét hop véi xa tri, hodc
hoa chat di cai thién thoi gian sdng thém cho bénh UNBTKD, khi chan doan
ban dau 1a UNBTKD: diéu tri tiéu chuan bao gém phau thuat cat bo tbi da, xa
tri, va hoa tri liéu kém theo va bd trg v4i temozolomide da c6 hiéu qua dang
ké v6i bénh nhan UNBTKD [64],[66],[68]; Stupp va cong su da bao céo két
qua cudi cung cua thir nghiém phase III ngau nhién cho nhitng bénh nhan bi u
nguyén bao than kinh dém da duoc diéu tri bang temozolomide bo sung va
buic xa v6i thoi gian theo ddi trung binh hon 5 nam, su sdng st trong nhom
diéu tri két hop (tic 1a temozolomide va xa tri) tiép tuc vuot qua mirc xa tri
mdt minh trong sudt 5 nim theo ddi (p <0,0001). Tién luong su sdng sot cua
nhiing bénh nhan dugc dung Temozolomide bo tro véi xa tri cho u nguyén
bao than kinh dém tdt hon xa tri don thuin trén tit ca cac phan nhém lam
sang [104]. Két qua ctia ching t6i da cho thay bénh nhan UNBTKD sau phau
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thuat c6 diéu tri xa tri va hoa chét c6 ty 1¢ séng sau 6 thang cao hon dang ké
so v6i khong dugc diéu tri: khong c6 truong hop nao (0%) so véi 37,8% chét
trude 6 thang sau phau thuat (bang 3.20).

Céac dot bién gen EGFR trong bénh UNBTKD anh hudng 16n dén thoi
gian séng ctia nguoi bénh, ti 1 sdng thap hon & nguoi UNBTKD c6 dot bién
gen EGFR, sy khac biét nay co y nghia thong ké [65], tuy nhién nhiing nguoi
méic UNBTKD mang dot bién gen, néu duoc diéu tri tich cuc lai ¢ két qua
rit dang ké; nghién ctu ctia Nicola Montano di ghi nhdn: bénh nhan
UNBTKD mang dot bién dang EGFRVIII dugc phau thuat sau d6 xa tri kém
dung thudc Temozolomid (TMZ) bd tro di c6 két qua ty 1& séng sot dai hon
dang ké so voi nguoi khong mang dot bién nay [64], nghién ctru ciia chung toi
phan nao ching to ngudi mang dot bién gen trong UNBTKD c6 dap tng tot
v6i xa tri va hoa chit diéu tri, véi két qua ngudi cé dot bién gen duoc diéu tri
d3 c6 thoi gian sdng kéo dai hon so véi ngudi co dot bién gen ma khong duoc
diéu tri, co y nghia théng ké (bang 3.30).

Tuy vay, viéc diéu trj hiéu qua UNBTKD gip kho khian hon diéu trj cac
loai u & cac co quan khac do viéc cung cip thube vao cac té bao ndo bi han
ché boi cac mébi ndi chit ché ndi mo tao thanh hang rao mau nio khong thim
nudc. Su phat trién ciia cac mod hinh diéu tri méi da bi can tré boi sy han ché
ctia hang rao mau ndo ddi vdi cac phuong phap tri lidu. Vi nhimg tién bd gan
day trong vi¢c dinh vi lap thé va hinh anh khong xam 14n, mot s nghién ctru
da tim cach diéu chinh lai ciu tric ndo dé ting cudng kha ning thdm chinh
x4c vao hang rao bat kha xdm pham ndy. Pham vi rong cta cac buc xa tap
trung mang dén kha niang vo tan dé pha v tinh tham ndi mo véi cac kiéu va
cuong do khac nhau theo toa do ba chiéu mang dén mot diéu méi vé kha nang
tiép can véi té bao trong ndo, cling nhu c4c liéu phap nhim vao muc tiéu.
Nghién ciru da dé xuat danh gia vé tinh trang hién tai trong phan phéi thubc
dugc nham muc tiéu bang cach sir dung cac phuong phap hudng din bang

hinh anh khong xam lan. Cudi cung, tap trung vao cac chién lugc hién dang
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dugc sir dung trong cac thir nghiém 1am sang nhu siéu 4m tap trung nhim
muc tiéu va siéu am tap trung huéng dan cong huéng tir, cac phuong phép thir
nghi¢m nhu hat nano dugc dot néng tur trudong, dién truong va laser, cac ky
thuat ndy da ching minh két qua dang cha y ca trong 6ng nghiém Vva trén té
bao séng. Bén canh cac tmg dung diéu tri, cdc nén tang 1ap thé c6 thé rat co
gia tri trong cac ung dung 14m sang cho cac chién lugc can thiép dé cai thién
muc tiéu va hiéu qua cta thudc. Pay 1a nén tang dé huéng din nghién ctu
trong tuong lai trong linh vuc nay [105].

Két qua nghién ctru dot bién trén gen TP53, EGFR, FGFR trén ngudi
bénh UNBTKD cua chung toi ¢6 thé giup ich cho ngudi bénh trong viée ap
dung cac phuong phap diéu tri di thanh cong trén thé giéi vao diéu tri cho
ngudi bénh tai Viét Nam, gilp bac sy 1am sang lua chon phuong phap diéu tri

phu hop va tién lugng cho ngudi bénh.
4.3.4.3. Pjt bién gen kép giiva cdc gen nghién ciru TP53 - EGFR - FGFR

Ngoai viéc xac dinh cac dot bién sai nghia trong gen, nghién ctru ciing
xac dinh duoc mot sé ngudi bénh UNBTKPD c6 bang chuang cia nhiéu thay
ddi gen. Trong mot sé truong hop (GB24 va GB26 hay GB52 va GB53),
nhiéu dot bién da xay ra trong cung mot khéi u khdng chi c6 dot bién 2 gen

ma trong cling mot gen ciing c¢6 thé chira nhiéu dot bién.

Nghién ctu caa ching toi phat hién dugc mot sé ngudi bénh mang dot
bién kép, co6 1/70 mau phét hién thay dot bién kép trén exon 2 va exon 7
(GB26), déu 1a dot bién diém. C6 2 mau phat hién thiy dot bién diém kép
(déu 1a dot bién diém) trén ca hai gen FGFR va EGFR (GB52, GB53). C6 1
mau phat hién thay dot bién kép doi trong d6 mang 1 dot bién diém va 1 dot
bién x6a doan (GB49). C6 1 mau phat hién thiy dot bién kép ba, trong d6 mot
dot bién diém trén exon 2, mot dot bién diém trén exon 7 va mot dot bién xoa
tir exon 4 dén exon 7 (GB24). Gen TP53 duogc cho 1a gen kiém soat khdi u,
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con gen EGFR va gen FGFR 1a cac gen sinh khdi u, nhung két qua cua ching
t6i chua thdy c6 mdi lién quan dot bién nao giita cac gen nay véi nhau, khong
c6 truong hop nao céd sy trung 1ap dot bién gen TP53 ma kém dot bién & gen
EGFR hoic gen FGFR. Mic du ¢6 2 truong hop c6 dot bién ¢ ca gen EGFR
va gen FGFR (GB52, GB53). Dot bién kép c6 anh huong thé nao su phat
sinh, phat trién cua khdi u, hay c6 anh huéng két qua diéu tri nhu thé nao, trén
thé giéi chua c6 nghién ctru dé cap dén, va s6 mau dot bién kép trong nghién
ctru ctia chung t6i it, nén chung t6i chua so sanh diac diém khéc biét cua dot
bién kép véi dot bién don hay dot bién co ca trén 2 gen nghién ciu cua nguoi
mAc u nguy@n bao than kinh dém. Tuy nhién, trén thé gidi c6 nghién ctu két
luan cac gen TP53 - EGFR gay UNBTKD la doc lap nhau [52].

Tai Viét Nam, Temozolomid dang dugc ap dung diéu tri cho nguoi
bénh UNBTKD, nhung chua c6 thong ké ndo trén sb luong 16n danh gia duoc
két qua diéu tri, chua c6 nghién ciru danh gia vé ngudi co dot bién va khong
c6 dot bién thi co thoi gian sdng hay chit lugng sdng t6t hon. Va day ciing 1a
mot hudng cho céc nghién ciru tiép theo. Nghién ctru ctia chung toi thyc hién
trén cadc mau mo sau phau thuit tai bénh vién Viét Putc, ngudi bénh tap trung
tai cac tinh phia Bic ctia Viét Nam, cling khong phai tit ca ngudi méc
UNBTK dém duogc kham va chira bénh hodac dugc quan 1y tai bénh vién Viét
Ptc, do d6 loai hinh ton thuong dot bién co thé chua mang tinh dai dién cho
nguoi Viét Nam, néu c6 thé nén mé rong dia du nghién ctru tai Mién Trung,

Mién Nam Viét Nam.

Tom lai, bénh u nguyén bao than kinh dém vin dang 13 méi quan tdm
hang dau trong chuyén nganh phau thuat than kinh, va chuyén nganh ung thu, vé
bénh nguyén, bénh sinh va diéu tri... vi tinh chat ac tinh, su phuc tap ciia bénh
va cac phuong phép diéu tri hién nay mic du c6 cai thién song van chwa mang

lai hiéu qua nhiéu cho ngudi bénh. Do d6 cac nha khoa hoc da va van dang tap
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trung nghién ctru v€ can bénh nay, tim moi cach dé kéo dai thoi gian song cho

bénh nhan, trong d6 tap trung nhiéu nhét vé linh vyc sinh hoc phan tir [36],[106].

Céc k¥ thuat sinh hoc phan tor ngay cang mang lai nhitng 1¢1i ich to 16n
trong viéc phat hién nhimg bat thudng trong gen té bao, n6 da gitp ich khong
nho cho viéc chan doan bénh, tién luong, theo ddi va diéu tri bénh hiéu qua
hon, nhat 1a trong bénh ung thu, viéc diéu tri tan géc gap rat nhiéu khé khan,
muc dich trong diéu tri ung thu 1a tiéu diét hét duoc cac té bao ung thu, nhung
cac phuong phap diéu tri hién nay nhu xa tri hay hoa tri déu gy ton thuong
cho céc té bao lanh, va khong diét duoc hét té bao ung thu. Mong mudn cia
nganh Y va céc bac sy lam sang la lam sao dé nham duoc trung dich diéu tri,
budc dau diéu tri dich it nhidu di thanh cong trong diéu tri mot s6 loai ung
thu, nhu diéu tri dich trong ung thu phoi, ung thu dai trang, ung thu va... do
vay cac k¥ thuat phan tir 1a co s& dé tim ra cac phuwong phap diéu tri dich dang
huéng téi trong diéu tri ung thu ngdy nay, trong d6 c6 bénh u nguyén bao

than kinh dém.
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KET LUAN

Nghién ctru tién hanh trén 70 ngudi bénh u nguyén bao than kinh dém
sau phau thuat tai bénh vién Viét DPuc, st dung phuong phap giai trinh tu gen
xac dinh dot bién diém va phuong phap nhan ban gen bang dau do da moi xac
dinh dot bién xo04 doan gen & cac mau mo sau phau thuit ciia ngudi mic
UNBTKD, nghién ctu da xac dinh tinh trang dot bién gen TP53, EGFR,
FGFR & 70 bénh nhan, tur két qua thu duoc chung t61 c6 mot s6 két luan:

1. Pot bién gen TP53, EGFR, FGFR 6 nguoi mic u nguyén bao than kinh dém

Tinh trén tong s6 70 bénh nhan, nghién ciu ciia ching toi di phat hién
duoc so Vai cac nghién ciru da cong bo trén thé gioi:

+ Dot bién & exon 8 gen TP53 thip hon (2,9%); vai kiéu dot bién
p.R282W gidng da cong bo, kiéu dot bién p.R306X Ia phét hien mai.

+ Dot bién & exon 2 dén exon 7 cua gen EGFR thap hon (38,6%): dot
bién diém chiém 32,9%; dot bién xoa doan gen chiém 8,6%. Kiéu dot bién
p.A289T gidng cac cong bd, con lai la cac kiéu dot bién p.G42D, p.L62I,
p.G87D, p.K129N, p.D262D, p.P272S, p.T274M, p.K284N, p.K293X Ia
nhitng phéat hién méi.

+ Pot bién & exon 12 va exon 13 gen FGFR thap hon (7,1%); kiéu dot bién
p.N546K, p.R576W giéng véi cac cong bd, kiéu p.AS75V 1a phat hién méi.

2. Pic diém cia nguwoi bénh phat hién thay dét bién gen

+ Tinh trén tong sé6 mau 70 bénh nhan: phat hién 91,4% 1a UNBTKD
nguyén phat; 8,6% u thir phat ; Gidi nam dot bién gen EGFR nhiéu hon gi6i
nit (p = 0,02), gidi nit dot bién gen FGFR nhiéu hon nam (p = 0,05), dot bién
exon 8 gen TP53 ca 2 trudng hop déu 1a nit.

+ Tinh trén téng s 45 bénh nhan c6 du céc théng tin vé thai gian séng

chét va diéu tri: Thoi gian trung binh tir khi phat hién méc bénh dén khi phau
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thuat cua thé bénh nguy@n phat ngin hon so véi thé bénh thir phét (3,0 + 3,8
thang so vé&i 13,2 + 14,1 thang, p = 0,000). Thoi gian song trung binh tir khi
phat hién bénh dén khi chét cua thé bénh tha phat dai hon so véi thé bénh
nguyén phat (la 26,5 £ 11,5 thang so véi 12,6 £ 8,6 thang, p = 0,001). Cé
16,7% thé thir phat chét trude 6 thang sau phau thuat it hon dang ké so voi
41% thé nguyén phat; 66,6% thé thir phat song duoc tir 12 dén 24 thang sau
phau thuat nhiéu hon rd rét so véi 23,1% cua thé nguyén phat, (p = 0,016).
Nguoi bénh phat hién mang dot bién cua 1 trong 3 gen FGFR, hoic gen
EGFR, hoic gen TP53 sau phau thuat duoc diéu tri xa tri hodc hoa chat hoac
ca hai, c6 thoi gian séng dai hon ngudi bénh mang d6t bién khong duoc diéu
tri, (p = 0,001). Phan bé thoi gian séng caa ngudi UNBTKD phat hién thay
d6t bién duoc diéu tri so voi thiy dot bién khong duoc diéu tri:

+ Chét trudc 6 thang : 0% so voi 69,2%; (p = 0,001).

+ Sbng kéo dai tir 6 dén 12 thang : 50% so voi 23,1%; (p = 0,001).

+ Sbéng dugc tir 12 dén 24 thang : 37,5% so voi 0%; (p = 0,001).

- Chua tim thy méi lién quan gitta cac gen dot bién ¢ nguoi UNBTKD.



HUONG NGHIEN CUU TIEP THEO

Nghién ctru tién ctru doc cac bénh nhan UNBTK tir khi bat dau vao
vién, phau thuat, xac dinh dot bién gen, diéu trj sau phau thuat, tu van diéu tri,
danh gia hiéu qua diéu trj cua tung phuwong phap: xa tri, hoa tri bang
Telomozid trén toan quéc véi sb lugng mau 16n hon.

Lap ké hoach quan 1y bénh nhan UNBTKD trén cac bénh vién cé diéu
tri no1 khoa, ngoai khoa than kinh trén toan quéc, dé hé théng bénh va bao cao
khoa hoc.

Quan 1y cac mdu mo bénh UNBTKD riéng biét dé thuan tién cho viéc

nghién ctru.
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PHU LUC 1
QUY TRINH TACH CHIET DNA

1.1. Quy trinh tach DNA tir mau mo paraffin:

- Cao phan ung thu da dugc khoanh ving tir mé duc paraffin, (khoang
20mg mo)

- Thém 1ml Toluen, Vortex, Li tim 15000 vong/3-5 pht, loai bo dich noi

- Thém 1ml Ethanol 100%, Vortex, Li tdm 15000 vong/ 3-5 phat

- Loai bo dich noi. Dé kho cin 56 do C

- Thém 650 ul Lysis buffer HD + 5ul Protein K

- U 56 @6 C qua dém

- Thém 500 pl PCI (25:24:1).

- Vortex, ly tam 15000 vong/20 phit/4°C, sau d6 thu 16p trén trong subt.

- Thém 500 pl CI (24:1).

- Vortex, ly tam 15000 vong/10 phiit/4°C, sau d6 thu 16p trén trong sudt.

- Thém: 1000 pl ethanol 100% va 40 ul CH3COONa 3M, sau d6 lic
déu va dé & -20°C trong 2 gio.

- Ly tdm 15000 vong/20 phut/4°C va thu tua.

- Thém 1ml cdn 70%, ly tm 15000 vong/20 phut/4°C.

- Thu tia DNA va dé kho, hoa tan trong 60 ul TE.
1.2. Po mit @9 quang hec DNA sau tach chiét trén may Nanodrop.

- Trir trang bang dung dich pha DNA (TE hoic nudc cat): hut
1,5 ul TE nho vao diém do mat do quang, nhén nut do.

- Hat 1,5 pl DNA tdng sb tach dugc nho vao diém do trén may,

nhan nut do.



PHU LUC 2
QUY TRINH KY THUAT PCR

2.1. Cac bude cia quy trinh
- Chuén bi déy du dung cy, hoa chit, mdi va miu DNA.
- Thanh phan ciia mdi ong chay PCR bao gom:
+ Nudc cat: 3pl
+ Taq polymerase: 5 pl
+ Moi xubi: 0,5 pl
+ Moi ngugce: 0,5 pl
+ DNA: 1 ul
Téng mdi éng 14 10 pl

- Tron déu cac thanh phan, dua vao may chay PCR

- Chu trinh nhiét PCR:

+ Bién tinh: 94°C trong 5 phut

+ Bién tinh: 95°C trong 30 giay

+ Gén mdi: 57°C trong 30 gidy x 35 chuky
+ Kéo dai: 72°C trong 5 phut.

+ Kéo dai: 72°C trong 5 phat

- Lay két qua san pham DNA sau chay PCR dé kiém tra két qua.
2.2. Kiém tra két qua PCR.
Pién di DNA kiém tra két qua PCR.

+ Tra mdu va marker vao giéng:



- Tra 3 pl marker loai 100 bp vao 1 giéng.
- Vi céc giéng con lai, mdi giéng tra 3 pl san pham DNA tuong ¢ng.
+ Chay di¢n di:

- Cai dat may va tién hanh dién di voi hiéu dién thé 120 V trong 30 phut.
+ Nhugm ban gel:
- Ngam ban gel trong dung dich ethidium bromide 1 pg/ml trong 5'.

- Sau d6 rira ban gel 2 1an dé loai bo phan ethidium bromide du va tién

hanh chup anh.
+ Quan séat va chyp anh:

- Cho ban gel vao may chup anh tir ngoai tu dong, quan sat cac bang

sang cia DNA xuét hién trén ban gel va chup hinh luu trir két qua.



~ PHULUC3
QUY TRINH GIAI TRINH TU GEN

- Tinh sach miu:

+ Thém 60uL con 100% + SpL EDTA vao mau can tinh sach.

+ Lic manh, dé trong phong t6i 15 phut, nhiét d6 phong.

+ Lay ra ly tim 15.000 vong/phut trong 20 phut.

+ Loai b dich noi.

+ Thém 200puL cdn 70%, ly tAm 15.000 vong/phut trong 10 phut.
+ Loai b dich néi, dé kho.

+ Thém 20puL Hi-di, u ¢ 95°C trong 5 phdt.

+ Cho vao tu lanh khoang 5 phut.

+ Lay mau DNA da tinh sach str dung lam khuén cho giai trinh tu gen.
- Pha miu gidi trinh tu:

Thanh phan mdu gidi trinh tw

Thanh phin Thé tich (uL)
H.0 6,5
Buffer Big dye 5X 1,5
Big dye Terminator v3.1 1
Moi F hoic R (10pmol/pL) 0,5
DNA (da tinh sach) 0,5

Tong thé tich 10 pL

- Chu trinh nhiét:
96°C: 2 phat
96°C: 10 giay
57°C. 5 giay
60°C: 4 phat
Bao quan ¢ 15°C

x 25 chu ky

- Poc két qua giai trinh tu va luu trén may.



PHU LUC 4
QUY TRINH KY THUAT NHAN BAN DNA DO (MLPA)
(Stk dung héa chat kit SALSA MLPA P105-D2, hang MRC- Ha Lan)

- Buéc I: Bién tinh DNA
Cho 5ul dung dich DNA can phan tich vao éng PCR 0,2ml.
Bién tinh & 98°C/5 phut,
Gitr ¢ 25°C.

- Bwéc 2: Gin diu do vao gen dich

+ Chuan bi hdn hop phan ung:

Thanh phan Thé tich (ul)
Pém SALSA MLPA 1,5

Hdon hop moi P105 1,5
Tong 3

+ Cho 3 pl hdn hop da chuin bi & trén vao mau DNA di bién tinh, ning
nhiét d6 95°C/1 phit dé bién tinh dau do, u & 60°C qua dém (16h) dé cac dau
do gén dac hiéu voi doan gen dich.

- Buwéc 3: Noi hai dau do

+ Chuan bi hdn hop phan tng:

Thanh phan Thé tich (ul)
Dung dich dém A 3
Dung dich dém B 3
Nudc cét 25
Dung dich gén 65 1

Tong 32




+ Cho 32 pul dung dich d& chuan bi ¢ trén vao hdn hop lai d3 0 qua
dém, tiép tuc chay chu trinh nhiét: 54°C/15 phut - 98°C/5 phut - 4°C
(san pham lai c6 thé gitr duoc 1 tuan/ 4°C hodc 1au hon & -20°C).
- Buwéc 4: Nhén ban sin pham lai (PCR)

+ Chuan bi hdn hop phan tng:

Thanh phan Thé tich (ul)
Moi ¢6 gan huynh quang 2
Dung dich dém Enzyme 2
Nudrc cat 5,5
DNA polymerase 0,5
Tong 10 pl

Cho 10 pl dung dich di chuan bi & trén vao hdn hop dang o trong may va
tiép tuc chay chu trinh nhiét:
+ 95°C : 30 giay
+ 60°C : 30 gidy x 30 chu ky
+ 72°C : 60 giay
+ 72°C : 20 phut
+ 72°C : 5 phut
+ Gitt ¢ 4°C
- Pién di mao quan trén hé thong phan tich doan trén may Beckman Coulter
GeXP
+ Tra mdu va marker vao giéng:
Tra 3 pl marker (mau da kiém tra chuan hoa cac diéu kién) vao 1 giéng.
Véi cac giéng con lai, mdi giéng tra 3 pl san pham DNA twong @ng.
+ Chay dién di:
Cai dat may va tién hanh dién di.
- Phan tich két qua bang cong cu Coffalyser chuyén biét (dugc cung cip boi
hang MCR - Ha lan).



PHU LUCS5
BENH AN NGHIEN CUU

1. Hanh chinh

HO VA 180 .ottt e
TUGL « et G161 (nam/ni)...........oveenn.
Khoa/Phong. ... ..o
Diénthoai HEN hé. ...
2. M8 VA0 VI . o oot
3 Tin ST DENN tAL.....ooiiiii it
M6 u ndo: rdi/chua; dd mo véi chan dodn: .........cccoeeeeeeeieinnn, ;do L/ v
Ngady ndm mo.....................
Diéu tri sau mo: + Xa tri: Khdng/co - MAY Aot ........couiieiieiieiiee e
+ hoa chat: khdng/co (tén hod chat):.................... may dot
Két qua chup lai phim sau mo: KON/ €0 .......oovveeeee e,
Phat hién tai phat: ngay thang nam................coiiiiiiiiii e
4. Thoi gian xuat hién bénh dén 10c VA0 VIEN...........viiuiieiie e,
5. Chan dOAN DENN ... ..o,
6. Ngay thang NAm MO.........ooemneei e,
7. M3 gidi phAUDENN. ...
8. K&t qua idi phau bBNN......... oo e
9. KACh thU&C KNGT Ue ..
10. ThOT GIaN SONG SAU MO
11. Piéu tri sau md: + Xa tri: Khdng/co - MAy dot ........ooevueeiieiiie i

+ hoa chat: khdng/co (tén hoa chat)............... may dot .......



