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GIOI THIEU LUAN AN

1. Ly do va tinh can thiét caa nghién céu

Xét nghiém cac dot bién gen EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS,
NRAS c6 gia tri trong lya chon phuong phap diéu tri dich va tién luong
dap ung diéu tri ¢ bénh nhan ung thu phdi khéng té bao nho
(UTPKTBN). Giai trinh tu gen thé hé méi (NGS) 1 ky thuat hién dai,
khao sat dong thoi nhiéu gen, gia thanh hop Iy, két qua nhanh chéng,
dac biét co thé thuc hién trén mau sinh thiét long voi d6 pha cao. Tai
Viét Nam, cac nghién cau hién van chu yéu tap trung vao 2 loai dot
bién EGFR va KRAS, chua c6 cong trinh nao danh gia dot bién cua cac
gen ALK, ROS1, BRAF, NRAS. Vi viy, ching toi tién hanh d& tai:
“Khdo sdt cdc dot bién gen ¢ bénh nhdan ung thir phéi khdng té bao nho
bang phwong phdp gidi trinh ti gen thé hé méi”.
2. Muc tiéu nghién ciru

1. X4c dinh ti 18 dot bién cia 6 gen (EGFR, ALK, ROS1, KRAS,
NRAS, BRAF) bing NGS md u va méi lién quan giira cac dot bién gen
nay véi mot sé dac diém 1am sang cia BN UTPKTBN.

2. S0 sénh sy tuong ddng trong phat hién dot bién EGFR gitra NGS
mo u v&i ddPCR va EGFR Cobas V2.

3. So sanh sy tuong dong trong phat hién cac dot bién gen giita NGS
sinh thiét l1ong véi NGS md u, ddPCR va EGFR Cobas V2.
3. Nhitng déng gop méi cia nghién ciu vé mit ly luan va thuec tién

Céc két qua nghién ciru da dong gop cho viéc mo ta tan suat cac
gen lién quan dén diéu trj dich va su phé bién cua céc gen trong cac
phan nhom bénh nhan khac nhau dé cé chién luoc xét nghiém phi hop.
Nghién ctru cung cap théng tin vé su twong dong giira xét nghiém mai
hién dai 12 NGS trén mo u va sinh thiét long véi cac xét nghiém c6 do



chinh x4c cao va dugc FDA chap thuan trong phat hién cac dot bién
gen 6 BN UTPKTBN.
4. B6 cuc luin 4n

Luan &n dai 113 trang, trinh bay theo qui chuan. Noi dung cua
luan an dugc minh hoa béi 27 bang, 6 biéu dd, 6 hinh, 121 tai liéu
tham khao, 7 phu luc va 3 bai bao duoc cong bé dinh kém dé minh
ching cho qué trinh thuc hién ciing nhu két qua nghién ciu.

CHUONG 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1.UNG THU PHOI
Ung thu pho6i (UTP) 12 mét trong nhitng bénh ung thu phd bién vé
ty 16 méc va 1a nguyén nhan hang dau gay tir vong lién quan dén ung
thu. UTP chia lam 2 nhém: ung thu phdi té bao nho va ung thu phoi
khong té bao nho, trong d6 80-85% la ung thu phdi khéng té bao nho
(UTPKTBN).
1.2.VAI TRO CUA POQT BIEN GEN TRONG UNG THU PHOI
KHONG TE BAO NHO

Hiép hoi Ung thu Lam sang Hoa Ky (ASCO) khuyén cdo xét
nghiém dot bién cac gen EGFR, ALK, ROS1 va BRAF, KRAS vi du
doan tinh nhay cuia céc thudc tyrosine kinase (TKI) trong diéu tri dich
cho bénh nhan UTPKTBN giai doan tré. Dot bién gen EGFR da duoc
xac dinh trén bénh UTPKTBN vdi ti 1€ tir 10-20% trén bénh nhan &
chau Au, chau My va 30-60% trén bénh nhan thudc ching toc Pong A,
nguoi Viet Nam c6 ti 1é dot bién EGFR chiém 64,2%. Dung hop EML4-
ALK xuat hién trong UTPKTBN véi tan suat thip 1-7%. Dot bién gen
ROS1 xuat hién khoang 2% ¢ BN UTPKTBN. KRAS dugc xac dinh
chiém khoang 15 - 25%, cha yéu gap ¢ ngudi da trang va ¢ tién ca



nhan st hat thudc. NRAS chiém khoang 1% & bénh nhan UTPKTBN,
thudng duoc tim thiy & ung thu biéu md (UTBM) tuyén va co tién sir
hat thuéc. BRAF di duogc tim thay trong 1-4% cua tat ca UTPKTBN,
phd bién nhat & & UTBM tuyén.
1.3.CAC PHUONG PHAP XAC PINH POQT BIEN GEN
1.3.1. Céc ky thuat PCR.
¢ Xét nghiégm EGFR Cobas Version 2

Xeét nghiém EGFR Cobas V2 1a phuong phap real-time PCR duoc
cap chtng nhan chat luong CE-1VD cho phép sir dung trong chan doan,
cho két qua nhanh chéng, d6 nhay cao, ¢ kha ning phét hién dinh tinh
42 dot bién EGFR khi s6 luong té bao mang dot bién 1a 5%. Pay 1a xét
nghiém EGFR dau tién va duy nhat hién tai dwoc FDA chip thuan cho
ca sinh thiét mé va sinh thiét long.
% Kj thudt PCR vi gigt ky thudt sé (ddPCR: digital droplet PCR)

PCR vi giot k¥ thuat s6 (ddPCR) la PCR thé hé thu ba, sau real-
time PCR. ddPCR c6 do nhay cao ¢ thé phét hién dot bién c6 tin suat
dot bién (MAF: mutant allele fraction) xung thip dén mirc 0,025% -
0,04%. Chinh vi thé ddPCR duoc sir dung dé thdm dinh két qua NGS
cho nhitng d6t bién & tan sd thap va xac dinh ty 1& ciia cac cfDNA
(DNA phong thich tir té bao binh thudng) trong sinh thiét long. Tuy
nhién chi phat hién mot sb it dot bién da biét trude trén mot sé lugng
gen gidi han, khdng thé nhan biét dot bién méi va cé gia thanh cao.

1.3.2. Giai trinh tu gen

% Gidi trinh tw gen Sanger

Giai trinh ty Sanger khong dii d6 nhay dé phat hién nhiing dotbién
c6 tan suat thap hon 20% va khéng thé phat hién nhiing dot bién mat
doan va chuyén doan, ton nhiéu thoi gian va gia thanh cao. Do d6 phat



hién dot bién & BN UTPKTB déan duoc khuyén cao st dung cac phuong
phap khéc hién dai hon.
% Gidi trinh tw gen thé hé méi (NGS)

NGS la cong nghé¢ giai trinh ty gen tién tién, cho phép giai trinh tu
dong thoi hang trigu manh DNA phan trong mét phan tng nén gidp
giam nhiéu chi phi. NGS phét hién dong thoi nhiéu loai dot bién nhur:
dot bién diém, mat doan, chuyén doan, khuéch dai gen hay mat nhiéu
gen.

1.3.3. Sinh thiét léng

Sinh thiét long khic phuc duogc cac nhuoce diém cua sinh thiét md u
truyén théng nhu d& dang ldy mau va 1ap lai dé theo dai diéu tri. Tuy
nhién, ctDNA (DNA phéng thich tir khdi u) & bénh nhan ung thu chi
chiém ty 1& nho trong tong s6 cFDNA. Tan suat dot bién (MAF) c6 thé
chi & khoang 1% (1 phan tir ctDNA mang dot bién dugc phong thich tir
té bao ung thu trén 100 phan tir cFDNA) nén can phai lya chon cac
phuong phép chinh xac va ti uu dé phan tich ctDNA. Cac phuong phap
c6 thé sir dung dé phan tich ctDNA nhu real-time PCR, ddPCR va giai
trinh tu thé hé mai véi do sau 16n.

1.3.4. Tinh hinh nghién ciu ddt bién ddng thoi 6 gen (EGFR,
ALK, ROS1, BRAF, KRAS, NRAS) va sy twong dong cia NGS véi
cac phwong phap khac.

Nghién cttu MSK-IMPACT (2017) bao co dot bién EGFR la
24,5%, dot bién KRAS Ia 26,9%, dot bién ALK 1a 4,4%, dot bién
BRAF 1a 5,2%, dot bién ROS11a 3,1%, dot bién NRAS la 1,2%.
Steendam C.M.J (2019) cho thay sy twong dong giira ddPCR va NGS
sinh thiét long 12 86% (x = 0,63). Remon J (2019) nghién NGS sinh
thiét mo va sinh thiét long trong khao st cac gen EGFR exon 18-21,
BRAF, KRAS, MET exon 14, ERBB2 exon 20, cho thiy sy tuong dong



giita hai phuong phép 1a 95%; d nhay va d6 dac hiéu lan luot 12 72%
va 97%.

Tai Viét Nam c6 nhiéu nghién ctiu vé ti 16 EGFR va KRAS trén BN
UTPKTBN nhung chua c6 cong trinh nghién ciru nao xac dinh ti 1€
ddng thoi 6 gen bang phuong phap NGS trén mé u va sinh thiét long.

CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thiét ké nghién citu
Nghién ciru cit ngang mo ta.
2.2. Péi twong nghién ciru
Dan sé chon mau: bénh nhan UTP dén kham va diéu tri tai Bénh
vién Pham Ngoc Thach
Tiéu chi dwua vao nghién ciru
Bénh nhéan da duoc chan doan xac dinh UTPKTBN giai doan 111B-
IV (theo tiéu chuan cia AJCC VII); bénh nhan chua diéu tri dich, hoa
tri, Xa tri; bénh nhan du hoic trén 18 tudi; bénh nhan tu nguyén tham
gia nghién cau.
Tiéu chi loai trir Khéi nghién cau
Bénh nhan khdng c6 md bénh pham
2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciru
Nghién ctru duoc thuc hién tir thang 9/2018 dén thang 9/2020 tai
khoa ung thu bénh vién Pham Ngoc Thach
2.4. C& mau nghién ciru
(1) Uéc hwong cé mau cho myc tiéu 1,2 nham khdo sat dong thoi
cde ddt bién gen bang NGS md u va so sanh si firong dong trong phét
hién dgt bién EGFR gizza NGS md u véi ddPCR va EGFR Cobas V2.



C& mau duoc tinh theo cong thuc:

p(l-p)

) d?

N=2y .,

Trong do:
n 1a ¢& mau nhé nhat phai dat dugc.
Z1-n: 1,96 VOi a: Xéc sudt sai 1am loai | (miic y nghia), a = 0,05.
d: sai s6 cho phép 12 0,1
Dua trén ti 1¢ dot bién ciia 6 gen trong UTPKTBN va ti Ié tuong
ddng caa NGS mé u va Cobas:
+p: 42% la ti 1& dot bién EGFR tir nghién ctru ciia Hoang Anh Vil
+p: 6,7% la ti 18 dot bién ALK tir nghién ctru ciia Soda M.
+p: 3,4% la ti 18 dot bién ROS1 tir nghién ctru ciia Kim H.R.
+ p: 3% la ti 1& dot bién BRAF tir nghién ciru ciia Davies H.
+ p: 15,5% la ti 1¢ dot bién KRAS tir nghién ctitu Nguyén Minh Ha.
+p: 97,5% la ti 18 twong dong gitra NGS md u va EGFR Cobas V2
trong phat hién dot bién gen EGFR tir nghién ciru cua Murakami S.
- Nhu vy, c& miu chung can it nhat 94 BN ¢6 miu mé phu hep.
(2) Ude lrong ¢& mau cho myc tiéu 3 nham so sanh sy freong
dong trong phat hién cdc d@st bién gen giza NGS sinh thiét léng véi
NGS m6 u, ddPCR va EGFR Cobas V2
C& mau duoc tinh theo cong thc:

p(l-p)

) d?

N=2y .,

Trong do:

n 1a ¢& mau nhé nht phai dat dugc.

Z1.oo: 1,96 V6i o Xd4c suét sai 1am loai | (mic y nghia), a = 0,05.
d: sai s6 cho phép 12 0,1



Dua trén ti Ié twong dong gitra NGS sinh thiét long va cac phuong
phap

+p: 95% la ti I¢ twong dong giira NGS sinh thiét long va mé u trong
phét hién dot bién EGFR, BRAF, KRAS tir nghién ciru cua Remon J.

+ p: 91% la ti Ié tuong dong giira NGS sinh thiét long va ddPCR
trong phat hién dot bién cac gen EGFR lay tir nghién ciru cua Stitz R.

+ p: 82% la ti I¢ twong dong giira NGS sinh thiét long va EGFR
Cobas V2 trong phat hién dot bién cac gen EGFR lay tir nghién ciu
cua Papadopoulou E.

- Nhu vy, c& miu chung can it nhat 57 BN ¢6 miu mau.
2.5. Phwong phap, cong cu do lwong, thu thap sé liéu
2.5.1. Gidi trinh tw gen thé hg méi xdc dinh 6 d@ét bién gen
(EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, NRAS) trén md u va sinh thiét
léng.

- Mau mé u 12 mau mo sinh thiét duoc dic trong khéi nén FFPE va
10 ml mau ngoai bién dwoc thu nhan trong éng EDTA Vacutainer
(Becton Dickinson).

- Tach chiét DNA ngoai bao: DNA tir m6 u FFPE duoc tach chiét
bang bo kit QiaAmp DNA FFPE kit (Qiagen); DNA tir huyét trong
duoc tach chiét bang bo kit MagMax cell-free DNA kit.

- Chuan bi thu vién phuc vu bang b kit NEBnext Ultra Il library
preparation kit va NEBnext Multiplex Oligos Dual (NEBnext).

- Lam giau c&c phan manh DNA cua 6 gen muc tiéu su dung kit
xGen Lockdown reagent (IDT) va xGen panel (IDT).

- Xac dinh d6 sau tdi thiéu va ngudng gii han phét hién dot bién
(LOD: limit of detection).

+V6i mau sinh thiét long: DNA phan cét cd chira dot bién va khong
chira d6t bién duoc tron véi nhau tai cac ndng do pha lodng: 5%; 2,5%,



1% dé tao nén nhirng tan suat dot bién khac nhau va giai trinh tu tai cac
d6 séu: 20.000X, 10.000X va 5.000X. Quy trinh giai trinh tw NGS véi
d6 sau 16n cua sinh thiét long duoc thiét 1ap tai do sau tbi thiéu 10.000X
va LOD la 1% (phét hién 1 phan tir dot bién trén 100 phan tir DNA),
ngoai trir gen EML4-ALK (phét hién ¢ 2,5%).

+ V6i mau md u: gidi han phat hién LOD la 10% dé tranh céc tin
hiéu gia do qua trinh ¢4 dinh formalin lam ton thuong DNA va dugc
giai trinh ty ¢ do sau tdi thiéu 100x.

- Giai trinh ty gen thé hé maéi trén hé théng may giai trinh tu
Nextseq 550 (Illumina).

- Phan tich két qua giai trinh ty bang phan mém tin sinh hoc.

2.5.2. PCR vi gigt kj thudt sé (ddPCR) xdc dinh dét bién gen
EGFR (L858R, T790M, mét doan exon 19).

ddPCR st dung bo kit phat hién 3 loai dot bién chinh trén gen EGFR
(L858R, T790M, mit doan exon 19) cua hang Biorad (ddPCR EGFR
exon 19 Deletions Screening kit; EGFR C797S T790M L858R
Mutiplex Tube 2) chay trén thiét bi BioradQX200 CE-IVD Droplet
Digital PCR system.

2.5.3. EGFR Cobas V2 xdc dinh dgt bién gen EGFR.

Thu thap két qua EGFR Cobas V2 thuc hién trén hé
théng cobas 4800 thyc hién tai Bénh vién Pham Ngoc Thach.

2.6. Phwong phap phan tich dir liéu

- Xu i s6 liéu théng ké bang phan mém Stata 10.

- Sir dung phép kiém Chi binh phuong dé kiém dinh mdi lién hé
gitra cac bién sb roi hogc dinh tinh, c6 y nghia thong ké khi p < 0,05.

- So sanh sy tuong dong giira cacphuong phép chan doan sir dung
chi sb Kappa véi khoang tin cay 95%.

2.7. Pao dirc trong nghién ciu



BN trong nghién ciru déu hoan toan ty nguyén tham gia va khdng
mat chi phi xét nghiém giai trinh ty gen thé hé moi va ddPCR.

Nghién ciru nay da duoc Hoi dong y dirc Pai hoc Y duwoc TP.HCM
(quyét dinh s6 027/DPHYD-HD).

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU

Qua nghién ciru 146 bénh nhan duoc chian doan UTPKTBN giai
doan cudi (111B-IV) diéu tri tai Bénh vién Pham Ngoc Thach tir 9/2018
dén 9/2020, ching t6i thu nhan dwoc 146 mau mo u va 61 mau mau
3.1. MQT SO PAC PIEM LAM SANG, CAN LAM SANG O BN

146 BN phil hop véi tiéu chuén chon méu

4/\

Thu 146 mau md Thu 61 mau mau
NGS 146 mau mé NGS 61 miu mau
Ta ddPCR 30 mau mé ddPCR 34 méu méau /

EGFR Cobas V2 146 méu

UTPKTBN
Bang 3.1. Pic diém 1am sang, can 1am sang ¢ BN UTPKTBN
Pic diém n =146 %
Tudi <60 84 42 5
uot > 60 62 57,5
cre s Nam 98 67,1
Gidi tinh Nir 48 32,9
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. . 1B 101 69,3
Giai doan bénh v 45 307
3 Y Khong hut thudc 1a 44 30,1
Hut thudc 12 C6 hit thude 14 102 69,9
UTBM tuyén 132 90,4

Mb hoc khoi u UTBM vay 13 8,9
UTBM té bio 16n 1 0,7

Nhan xét: Tudi trung binh 12 61 + 11,7. BN > 60 tudi chiém ti 1¢
cao hon nhém < 60 tudi. Nam gap nhiéu hon nir va ti s nam/nir 1a 2,04.
BN thudc giai doan IV cao hon giai doan 111B. Bénh nhan hat thuéc 14
chiém ti 1¢ cao hon khéng hit thudc 1a. Phan Ion 1a UTBM tuyén
(90,4%), UTBM vay va té bao 16n chiém ti 1& nho.

3.2. XAC PINH Ti LE CAC PQT BIEN GEN (EGFR, ALK, ROS1,
BRAF, KRAS. NRAS) BANG NGS MO U VA MOI LIEN QUAN
GIUA CAC POQT BIEN GEN VGI MQT SO PAC PIEM LAM
SANG O BN UTPKTBN.

3.2.1. Ti I¢ c4c loai gen ddt bién

Bang 3.2. Ti Ié cac ddt bién gen trong UTPKTBN.

Gen dot bién S6 bénh nhan Ty 18 (%)

EGFR 61 41,7
KRAS 18 12,3
ALK 2 1,4
BRAF 2 1,4
ROS1 0 0
NRAS 0 0

EGFR + KRAS 5 3,4

Khong d6t bién 58 39,7
Téng 146 100

Nhan xét: C6 60,3% BN co it nht 1 d6t bién gen. Trong d6 EGFR
la gen bi dot bién thuong gap nhét, tiép theo 1a KRAS. C6 3,4% BN
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mang dong thoi 2 dot bién 12 EGFR va KRAS. ALK va BRAF chiém ti
1& nho. Chua phat hién dot bién ROS1 va NRAS.

3.2.2. Ti Ié céc loai ddt bién caa gen EGFR

Bing 3.3. Ti I¢ cac ddt bién theo exon ciia gen EGFR

Exon bi dét bién Tén s6 (n) Ty 18 (%)
Exon 21 26 42,6
Exon 19 23 37,7
Exon 20 9 14,7

Exon 18 + exon 20 1 1,6

Exon 18+ exon 21 2 3,3

Téng s6 dot bién 61 100

Nhan xét: Dot bién EGFR cha yéu duogc phat hién ¢ exon 21 va exon
19. Dot bién & exon 21 va 19 chiém phan 16n cac trudng hop.
Bang 3.4. Ti I¢ cac ddt bién cia gen EGFR

Loai Tan so (n) Ty 18 (%)
L858R 26 42,6
Del19 23 37,7
Ins20 7 11,5
H773A 1 1,6
L768C 1 1,6
G719C + S768I 1 1,6
G719A + L861Q 2 3,3
Tong 61 100

Nhan xét: Dot bién L858R va del19 chiém phan Ién trong cac dot
bién EGFR. Dot bién ins20 chiém 11,5%. Phét hién cac dot bién hiém
gap khac nhu H773A, L768C, G719A, G719C, S768l , G719D,
L861Q voi tan suat thap.
3.2.3. Ti lé c4c loai dt bién cia gen KRAS

Dot bién gen KRAS xay ra ¢ exon 2 chiém 16/18 truong hop
(88,9%). Dot bién & exon 3 ¢6 2 truong hop chiém 11,1%.
Bang 3.5. Ti I& cac ddt bién theo exon ciia gen KRAS

Loai Tén s6 (n) Ty 18 (%)
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Glz2v 5 27,8
G12C 4 22,2
G12D 3 16,7
G12A 1 5,6
G12S 1 5,6
G13C 1 5,6
G13S 1 5,6
Q61H 1 5,6
Q61R 1 5,6
Téng 18 100

Nhan xét: Dot bién G12V (exon 2) chiém ti 16 cao nhat (27,8%), tiép d6
dén dot bién G12C (22,2%) va G12V (16,7%).

3.2.4. Ti lé c4c loai @dt bién ddng thoi cia hai gen EGFR va KRAS
Bang 3.6. Ti I¢ cac loai ddt bién dong thoi cia gen EGFR va KRAS

Loai Tén s6 (n) Ty 18 (%)
del19 + G12D 1 20
del19 + G13S 1 20
L858R + G12V 1 20
L858R + G13S 1 20
Ins20 + G12C 1 20

Tong 5 100

Nhan xét: C6 5 truong hop dong dot bién EGFR va KRAS vai ti 1¢
nhu nhau

3.2.5. Ti 1é c4c loai ddt bién caa gen BRAF

Bang 3.7. Ti 1é céc loai dét bién cia gen BRAF

Loai Tén s6 (n) Ty 1€ (%)
G649R 1 50
K483N 1 50

Téng 2 100

Nhan xét: 1 truong hop exon 11 (G649R) va 1 treong hop exon 12
(K483N) vdi ti 1¢ bang nhau 50%.
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3.2.6. Mdi lién quan giira cac dét bién gen va giéi tinh
Bang 3.8. Méi lién quan giira cac loai dot bién va giéi tinh

_ Nir Nam Tﬁng P
E)gt bien n 29 n % n %%
?;";% 18 375 67 684 85 582

EGFR “otPren <0,01
Potbién 30 625 31 316 61 418
;%T’;‘i%n 44 917 84 857 128 877

KrAs fOtPH >0.05
D6t bién 4 83 14 143 18 123

Nhan xét: Ty 1¢ dot bién gen EGFR ¢ nhém BN nit (62,5%) cao hon
nhom BN nam (31,6%) c6 ¥ nghia thong ké véi p < 0,01
3.2.7. Méi lién quan giira cac dét bién gen va tudi
Bang 3.9. Méi lién quan giira cac loai dot bién va tudi.

Pét bién
n
Khéng dot bién 31

EGFR ]
Dt bién 31

Khéng dot bién 53
KRAS

Pit bién 9

<60
0o

50

50

n

54

30

855 75

145

9

=60
o

643
357
893

10,7

Tong

n

85

61

%
5872

418

128 877

18

123

> 0,05

> 0,05

Nhan xét: Chua ghi nhan méi lién quan giira dot bién gen EGFR, KRAS

va tudi.

3.2.8. Méi lién quan giira cac ddt bién gen va hat thuéc 14
Bing 3.10. Méi lién quan giira cac loai dét bién va hit thudc 14
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Khong hut  Hut T
Dt bién thube thubc ong P
n %% n % n %%
Khongdot 5 54, 70 636 85 582
EGFR bien <0.01
Dét bién 29 659 32 314 61 418
ﬁgﬁ“gd@t 40 909 88 863 128 87.7
KRAS =005
Dét bién 4 91 14 137 18 123

Nhan xét: Ty 1¢ dot bién gen EGFR & nhém BN khong ht thudc 14
(65,9%) cao hon nhom BN hut thudc 14 (31,4%) co y nghia thong ké

Véi p < 0,01.

3.2.9. Méi lién quan giira cac ddt bién gen va phan loai mé hoc
Bang 3.11. Méi lién quan giira c4c loai ddt bién va phan loai mé

hoc
Ung thwr Ung the  Ung thw
el biéu !316 biéu mé te bao Tfmg P
ot bien tuyén vy 1én
n % n % n %% n %
Khéng
dét bie 71 538 11 846 1 100 85 582
EGFR dotbien <0.05
DPothién 61 462 2 154 0 0 61 418
Khong 1.5 g77 12 923 1 100 128 877
s dot bién =0.05
KRA Pothién 17 129 1 77 0 0 18 123

Nhan xét: Ty 1& dot bién gen EGFR ¢ nhém BN UTBM tuyén (46,2%)
cao hon nhom BN UTBM vay (15,4%) c6 ¥ nghia thong ké vai p <

0,05.

3.3. SO SANH SU TUONG PONG TRONG PHAT HIEN POT
BIEN EGFR GIUA NGS MO U VOI ddPCR VA EGFR COBAS

V2
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Trong phuong phap NGS, nghién ciru ap dung gidi han phéat hién
LOD ddi vai sinh thiét mo u 1a 10% va d6i véi sinh thiét long 1%
(riéng EML4-ALK 13 2,5%).

3.3.1. So sanh su twong ddng giita NGS md u va ddPCR trong phat
hién ot bién EGFR (L858R, del19, T790M)
Bing 3.12. So sanh sinh thiét mé NGS va ddPCR

NGS mé u
diPCRmpu KbOmgdot  Codot L. | ‘
bien bién Ti 1& twong dong:

Khéng dbt

bién 25 0 25 96,7%
Co dot bién 1 4 5 Hé 6 Kappa:

k=086=0,18
Téng 26 4 30

Nhan xét: Két qua chan doan giita NGS va ddPCR trén mé u tuong
ddng 96,7% Vi chi sé tuong dong Kappa & muc do rat tét (k= 0,86)
3.3.2. So sanh s twong dong giita NGS md u va EGFR Cobas V2

Bing 3.13. So sanh sinh thiét mé NGS va EGFR Cobas V2

NGS
Cobas Khm.l.g det Co_ 9 ot Tﬁng ]
bien bien Ti 1é twong
Khéng dot bién 80 6 86 dbng: 92,5%
Co dot bién 5 55 60 Hé s6 Kappa:
. k=0,84 0,08
Tong 85 61 146

Nhan xét: Két qua chan doan giira NGS md u va EGFR Cobas V2
trén mo u twong ddng 92,5% véi chi sé twong dong Kappa ¢ muc do
rat tét (k= 0,84)

3.4. SO SANH SU TUONG PONG TRONG PHAT HIEN CAC
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POT BIEN GEN GIUA NGS SINH THIET LONG VOI NGS MO
U, ddPCR VA EGFR COBAS V2

3.4.1. So sanh su twong déng giira NGS sinh thiét léng va ddPCR
trong phat hién dét bién EGFR (L858R, del19, T790M)

Bing 3.14. So sanh NGS sinh thiét l6ng va ddPCR

NGS sinh thiét 16ng
ddPCRsinh  Khéng dét Co dot 7
R o5 .5 Tong . N
thiét long bién bi€én Ti 1 trong déng:
Khong 4ot 29 0 29 (9%
bién )
s Hé s0 Kappa:
Co dot bien 1 4 5
k=087+0.17
Tong 30 4 34

Nhan xét: Két qua chan doan giita NGS va ddPCR trén sinh thiét long
trong ddng 97% véi chi s twong dong Kappa ¢ mirc do rat tot (k=
0,87)

3.4.2. So sanh su twong ddng giira NGS sinh thiét long va EGFR
Cobas V2

Bang 3.15. So sanh sinh thiét md NGS va EGFR Cobas V2

NGS sinh thiét 1ong
EGFR Cobas Khéng dgt  C6 dét x
7 o .2 .5 Tong ) .
V2mou bién bién Ti 1é twong déng:
Khzl-]fg o 43 4 47 | 86,9%
1€n i
C6 dot bién 4 10 14 | Heésd Kappa:
k=063 0,12
Tong 47 14 61

Nhan xét: Két qua chan doan gitra NGS sinh thiét long va EGFR Cobas
V2 mé u cho thay su twong dong 86,9% Vi chi s6 twong ddng Kappa
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& muc do tot (k= 0,63).

3.4.3. So sanh sy twong ddng giira NGS sinh thiét 1éng va sinh thiét
mé trong phat hién 6 gen EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, NRAS
Bing 3.16. So sanh sinh thiét 16ng NGS va sinh thiét mé

Sinh thiét léng
Sinh thiétme ~ rougdot  Codot  pa, _ .
bién bién Ti 1& twong dong:
Khong dot 31 1 32 [869%
bién i
C6 d6t bién 7 22 29 He so Kappa:
k=0.73+0,12
Téng 38 23 61

Nhan xét: Két qua chan doan giira NGS sinh thiét long va sinh thiét
mo u cho thay su tuong dong 86,9% voéi chi sb tuong ddng Kappa ¢
muc do tot (k= 0,73). Sinh thiét long NGS c6 do nhay 1a 75,9%, do dac
hiéu 12 96,9% so véi sinh thiét moé NGS.

CHUONG 4: BAN LUAN

4.1. PAC PIEM CHUNG CUA POI TUQNG NGHIEN CUU
Trong 146 dbi tugng tham gia vao nghién ctu, tudi trung binh 12 61
+ 11,7; ti s6 nam/nix = 2,04; phan 16n BN & giai doan 1V (69,3%). Két
qua twong dong véi nghién ciru caa Vil Vian Thinh (2014) bo céo tudi
trung binh 142 61,6 + 11,1; ti s6 nam/nix 1a 2 va 82,3% BN & giai doan
IV. Trong s6 146 BN nghién ctru chi gap 3 loai mé bénh hoc 13 UTBM
tuyén (90,4%), UTBM vay va UTBM té bao Ion chiém ti I¢ rt it (8,9%
va 0,7%). Mai Trong Khoa (2016) béo céo két qua twong tu voi ti I8
UTBM tuyén 12 93,9%. Nhu vy, nhin chung nhém déi tuong nghién
ctru ciia chling tdi ¢6 nhiéu diém twong ddng vai cac nghién ctu khac.
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4.2. Ti LE CAC POQT BIEN GEN (EGFR, ALK, ROS1, BRAF,
KRAS. NRAS) BANG NGS MO U VA MOI LIEN QUAN GITA
CAC POT BIEN GEN VOI MOT SO PAC PIEM LAM SANG O
BN UTPKTBN.

4.2.1. Ti lé c4c loai gen ddt bién.

Két qua nghién ciru ghi nhan c6 60,3% BN ¢4 it nhat 1 dot bién gen
trong 6 gen khao sat. Trong d6 EGFR la gen bi dot bién thuong gap
nht, tiép theo 1a KRAS. Dot bién gen EGFR chiém 41,7% tuong dong
vai nghién ciu cua Kosaka (2009) 1a 49%, cua Hoang Anh Vi (2014)
1a 40,7%. Dot bién gen EGFR trong nghién citu cao hon déng ké so voi
nhom bénh nhan da tring & nghién ciru MSK-IMPACT (2017) (41,7%
S0 Véi 29,1%), do d6 khang dinh lai cac bao céo trude dy rang dot
bién EGFR phé bién hon & BN chau A so véi BN da trang. Ti 1¢ dot
bién KRAS trong nghién ctru thap hon nhém BN da tring & nghién ctu
MSK-IMPACT (12,3% 50 V&i 26,9%) va cao hon nhom Pong A trong
nghién ciru caa Wang (2015) (12,3% so vai 8,0%). Ti 1é dot bién ALK
va BRAF trong nghién cuu dugc phat hién vai ti 1€ 1,4%, day la phat
hién mai caa nghién ctu. Khong phat hién dugc dot bién NRAS va
ROS1 trong nghién ciu, ¢6 thé do sb lwong mau chwa du 16n dé phat
hién cac dot bién hiém nay. Tuy nhién & nghién ciru thyc hién trén 350
BN UTPKTBN da trung tdm ciia nhdm nghién ciru ching toi cong b
vao nam 2020 phat hién duoc ti 18 dot bién ROS1 1a 2,3% va dot bién
NRAS 12 0,6%. C6 3,4% BN mang ddng thoi 2 dot bién 1a EGFR va
KRAS. Viéc x4c dinh nhitng BN c6 cac dong dot bién c6 tim quan trong
trong 1am sang vi nhitng dot bién ddng thoi ndy c6 thé c6 tac dong dang
ké dén két qua diéu tri.

4.2.2. Ti 1§ cac loai @t bién ctia gen EGFR

Két qua nghién ciru ghi nhan dot bién EGFR chi yéu dugc phét hién
& exon 21 (42,6%) va exon 19 (37,7%). Dot bién L858R (42,6%) va
del19 (37,7%) chiém phan I6n trong cac dot bién EGFR. Két qua
nghién ciu phi hop véi da sb cac nghién ctiru nhu ciia Nguyén Minh
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Ha (2014) cho thiy dot bién L858R (44,3%) va dell19 (37,7%), cua
Mitsudomi T. (2010) béo cdo dot bién L858R (42,2%) va dell9
(48,2%). Ngoai ra, cac dot bién hiém gap khac ciing duoc phét hién
nhu H773A, L768C, G719A, G719C, S7681, G719D, L861Q véi ti
I& Twu hanh 1,6 dén 3,3%. Dot bién ins20 con dugc goi 1a dot bién
khéang thudc va duoc phét hién & 7 truong hop (11,5%) va khong ciing
t6n tai vai bat ky dot bién EGFR kich hoat nao nhu dot bién L858R va
del19, cho thay rang dot bién ins20 c6 kha niang 1a dot bién bat hoat
chinh hon 1a dét bién khang thudc mac phai. Két qua khdng phéat hién
d6t bién T790M do nghién ctru duoc thuc hién trén cac bénh nhan chua
duogc diéu tri dich.
4.2.3. Ti |é c4c loai @dt bién cia gen KRAS

Két qua nghién ctru cho thay dot bién KRAS xay ra phé bién & exon
2 (88,9%). Dot bién tai codon 12 chiém da s6 (77,7%), cao gip 7 lan
dot bién tai codon 13 (11,1%). Ti 1é nay twong dong nghién ciu cua
Nguy&n Minh Ha (2014) cho thiy dot bién codon 2 chiém 82,2% va
codon 3 chiém 17,8%. Trong sb nhitng trudng hop mang dot bién, loai
dot bién G12V (exon 2) chiém ti 18 cao nhat (27,8%), tiép d6 dén dot
bién G12C (22,2%) va G12D (16,7%). Nghién ctru phat hién thém dot
bién hiém khac trén exon 3 nhu Q61H, Q61R chiém ti 1¢ thap (5,6%).

4.2.3. Ti lé céc loai cac loai ddt bién dong thai cia hai gen EGFR
va KRAS.

Nghién ctru phat hién 3,4% truong hop c6 két hop dot bién KRAS va
EGFR. Pay 1a mot yéu té dugc quan tam dac biét, vi hai dot bién nay
luén dugc coi 1a loai trir 13n nhau. Két qua nghién ciu cho thiy BN
UTPKTBN Viét Nam c6 tan suat dot bién EGFR va KRAS cao nhung
2 dot bién nay khong loai trir 13n nhau va quan trong dé gitp chon lya
BN pht hop cho diéu tri dich bang erlotinib va gefitinib.

4.2.3. Ti 1§ cac loai @t bién ctia gen BRAF

Nghién ciru cho thiy dot bién BRAF chiém 1,4%, déu la phu nix,

khéng hat thude 14. Diéu ndy ph hop véi su cac cong bd hién nay la
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dot bién BRAF1a dot bién hiém gap, chiém khoang 2% trong
UTPKTBN va thuong xuyén xay ra hon ¢ nhirng ngudi khong hat
thudc, phu nir. Trong d6 1 truong hop exon 11 (G649R) va 1 truong
hop exon 12 (K483N) vdi ti 1¢ bang nhau 50%, 1a nhimg dot bién duoc
phan loai khéng phai V600. Pay 1a phat hién can thiét vi vemurafenib
dic biét nham tring dich vao cac dot bién BRAF V600 nhung khong
hiéu qua & nhitng bénh nhan c6 dot bién BRAF khong phai V600.

4.2.3. Moi lién quan giira cac dot bién gen va cac dic diém lam
sang.

Trong nghién ctru, do dot bién BRAF va ALK chi ¢6 2 trudng hop
cho mdi loai dot bién, nén chung t6i tap trung vao tim mdi lién quan
ctia hai dot bién gen thudng gap trong hon 50% bénh nhan UTPKTBN
la EGFR va KRAS vai mot s dic diém 1am sang caa bénh nhan. Ti 1é
dot bién gen EGFR & nhém BN nit (62,5%) cao hon nhoém BN nam
(31,6%); & nhém BN khong hat thude 14 (65,9%) cao hon nhom BN
hit thubc 14 (31,4%), & nhém BN UTBM tuyén (46,2%) cao hon
UTBM vay (15,4%) c6 ¥ nghia théng ké véi p < 0,05.

4.3. SO SANH SU TUONG PONG TRONG PHAT HIEN POT
BIEN GEN EGFR GIUA NGS MO U VOI ddPCR VA EGFR
COBAS V2.
4.3.1. So sanh sy twong dong gita NGS mo u va ddPCR trong
phat hién dot bién EGFR (L858R, del19, T790M) .

Khi so sanh véi két qua ddPCR, sy twong dong gitta NGS md u va
ddPCR la 96,7% vai chi s6 twong ddng Kappa & muc do rat t6t (k=
0,86 + 0,18) trong phat hién 3 loai dot bién thuong gap cua EGFR
(L85R, del19, T790M). Sy tuong dong cao giita NGS mé u va ddPCR
trong nghién ctru phl hop véi nghién ciru cia Jing (2018) cho thay do
nhay va do dic hiéu caia NGS mé u so voi ddPCR rét cao la 97,8% va
98,1%. Trong 30 ca chi ¢d 1 trudng hop phét hién dot bién del19 boi
ddPCR nhung bi bo sét bai xét nghiém NGS do cdé MAF 1a 3,9% dudi
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gidi han phat hién (LOD) cua quy trinh NGS (10%) nén dugc ghi nhan
Ia @m tinh véi NGS.
4.3.2. So sanh su twong dong giira NGS md u va EGFR Cobas V2

Khi so sanh véi xét nghiém EGFR Cobas V2 dugc FDA chap thuan,
nghién citu cho thady NGS mé u va Cobas trén mo u ¢6 ti 18 tuong dong
92,5% vai chi s6 twong ddng Kappa & mirc do rat tét (k= 0,84). C6 6
truong hop dugc phat hién dot bién véi NGS nhung bi bo s6t boi Cobas
1a do nam ngoai 42 loai dot bién co thé phat hién boi Cobas. Nhu vay
NGS md u gitp phat hién thém 6/146 BN, tang 1én 4% BN dugc huong
loi tir liéu phap diéu tri dich trén dot bién gen EGFR. Cac trudng hop
phét hién dot bién voi Cobas nhung bi bo sét boi NGS hau hét do MAF
thip hon LOD (10%) trong quy trinh NGS mé.
4.4. SO SANH SU TUONG PONG TRONG PHAT HIEN POT
BIEN GEN GIUA NGS SINH THIET LONG VG1 NGS MO U,
ddPCR VA EGFR COBAS V2.
4.4.1. So sanh su twong dong gitta NGS sinh thiét long va ddPCR

Ti Ié phi hop giita hai phuong phéap trong phét hién 3 loai dot bién
chinh cua gen EGFR la 97% vdi chi sb tuong ddng Kappa ¢ muc do
rat tét (k= 0,87 + 0,17). Két qua nay phu hop véi Stitz R (2021) cho
thiy su phi hop 91% gitra NGS va ddPCR sinh thiét long. Két qua nay
cho thdy NGS sinh thiét l6ng c6 thé duoc st dung dé theo ddi & bénh
nhan dang diéu tri EGFR TKI.
4.4.2. So sanh su twong ddng giita NGS sinh thiét léng va EGFR
Cobas V2 mé u trong phat hi¢n dét bién gen EGFR

Két qua chan doan gita NGS sinh thiét long va EGFR Cobas V2
mo u cho thay su tuong déng 86,9% Vi chi sb tuong ddng Kappa ¢
mirc d6 t6t (k= 0,63 + 0,12). Két qua nay phu hop véi Papadopoulou E
(2019) cho thay ti 1& phi hop 82% giita cobas va NGS dbi véi dot bién
nhay cam EGFR (6 exons 18, 19, 21). C6 4 truong hop bo sot dot bién
v6i Cobas mé u nhung dwoc phat hién vai NGS sinh thiét 1ong nén néu
nhu xem sinh thiét long 1a phuong phap bo sung trong truong hop



22

khéng thé sinh thiét mo thi c6 thém 6,5% (4/61) bénh nhan dugc huong
loi tir liéu phap diéu tri nhdm tring dich trén dot bién EGFR. .
4.4.3. So sanh su twong dong giira NGS sinh thiét long va NGS mo
u trong phat hién 6 gen EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, NRAS
Két qua chan doan gitra NGS sinh thiét 1ong va sinh thiét mé u cho
thiy su twong ddng 86,9% véi chi s6 twong déng Kappa ¢ muc do tot
(k= 0,73 + 0,12). Str dung két qua NGS md u 1am tiéu chuan tham
chiéu, ching t6i ghi nhan dugc do nhay 1a 75,9%, d6 dac hiéu la 96,9%
cho quy trinh sinh thiét long véi d6 sau lon. Két qua nay phu hop voi
Hanibuchi M (2019) ghi nhan sy twong dong 1a 64%, d6 nhay 1a 67%,
d6 dac hiéu 1a 98%. Cac trudng hop chi phét hién dot bién trén mau
md u, nhung lai khong quan sat thay dot bién & mau sinh thiét long la
do lugng ctDNA trong huyét trong thip dudi ngudng LOD. Nguoc lai
¢6 1 truong hop phat hién dot bién trén cfDNA nhung khong tim thay
& mau mod u dugc giai thich do sy khéng ddng nhat cua khdi u. Nhiéu
nghién ctu cho thay, khdi u co dic tinh da dang di truyén rat 16n do c6
nhiéu dong té bao véi nhiing tap hop dot bién khac nhau dugc phan bd
& nhitng vi tri khac nhau trén md u. Cac huéng dan hién tai cia ASCO
khuyén nghi rang két qua xét nghiém duong tinh trong huyét twong sé
cho phép dua ra két luan cudi ciing vé su hién dién cua dot bién va két
qua xét nghiém kiéu hoang d trong sinh thiét long dugc kiém tra lai
bang sinh thiét md.

KET LUAN

1. Ti 1& cac dot bién gen lién quan dén diéu tri dich (EGFR, ALK,
ROS1, BRAF, KRAS, NRAS) ¢ BN UTPKTBN va méi lién quan
ciia cac dot bién gen va dic diém |am sang UTPKTBN

- C6 60,2% BN c6 it nhat 1 dot bién gen. EGFR la gen dot bién
thuong gap nhat chiém 41,7%; dot bién KRAS chiém 12,3%:; ALK
chiém 1,4%; BRAF chiém 1,4%; dot bién kép EGFR va KRAS chiém
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3,4%. Chua tim thay dot bién gen ROS1 va NRAS trong nghién ciu
nay.

- Trong dot bién EGFR, L858R chiém ti |& cao nhat la 42,6%, del19
chiém ti I¢ 37,7%, ins20 chiém 11,5%.

- Trong do6t bién KRAS, G12V chiém ti 18 cao nhét (27,8%), dot bién
G12C (22,2%) va G12V (16,7%).

- Ty Ié dot bién gen EGFR ¢ nhdm BN nir (62,5%) cao hon nhom
BN nam (31,6%) c6 ¥ nghia thong ké véi p < 0,01. Ty Ié dot bién gen
EGFR & nhdm BN khdng hut thude 14 (65,9%) cao hon nhém BN hut
thude 14 (31,4%) co y nghia thong ké véi p < 0,01. Ty 18 dot bién gen
EGFR & nhém BN UTBM tuyén (46,2%) cao hon nhém BN UTBM
vay (15,4%) c6 y nghia thong ké véi p < 0,05.

2. Sw twong dong giira NGS md u véi ddPCR, EGFR Cobas V2

- Ti Ié tuong dong gitra NGS mé u vai ddPCR trong phéat hién ba
dot bién chinh cua gen EGFR (L858R, del19, T790M) la 96,7% v&i chi
s6 kappa la 0,86.

- Ti 1é tuong dong gitra NGS m6 u voi EGFR Cobas V2 trong phéat
hién dot bién EGFR 1a 92,5% véi chi sé kappa 13 0,84.

3. Su twong quan giira NGS sinh thiét 16ng véi NGS m6 u ddPCR,
EGFR Cobas V2.

- Ti lé tuong dong gita NGS sinh thiét long voi ddPCR trong phéat
hién ba dot bién chinh cua gen EGFR (L858R, del19, T790M) la 97%
véi chi s6 kappa 14 0,87.

- Ti Ié tuong dong giira NGS sinh thiét long véi EGFR Cobas V2
trong phét hién dot bién EGFR 1a 86,9% véi chi s6 kappa 12 0,63.

- Ti Ié tuong dong gitta NGS sinh thiét long voi NGS mé u trong
phét hién dot bién EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS, NRAS la 86,9%
véi chi sé kappa 12 0,73. Sir dung két qua NGS md u lam tiéu chuan
tham chiéu, NGS sinh thiét long c6 dé nhay 75,9%, do dac hiéu 96,9%.
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KIEN NGHI

1. Qua cac két qua cua nghién ctu, ching toi c6 mot sé kién nghi:.
Can xét nghiém tim dot bién gen EGFR, ALK, ROS1, BRAF, KRAS
dé dinh hudéng diéu tri dich budsc 1 tét nhat cho bénh nhan
UTPKTBN giai doan muon.

2. Neén sir dung giai trinh ty gen thé hé mai nham khao sat dong thoi
cac gen lién quan dén diéu tri dich va giam chi phi xét nghiém cho
bénh nhan.

3. Nén sir dung giai trinh tw gen thé hé mai tir sinh thiét long khi
khong thé sinh thiét md u va theo dai diéu tri cho bénh nhan.
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