Két qué xdc dinh dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF...
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TOM TAT

Muc tiéu: X4c dinh trang thai dét bién gen KRAS, NRAS, BRAF trén hénh nhén ung thu dai trie trang
(UTDTT) tai Bénh vién Bach Mai. Phirong phap nghién ctru: 44 méu bénh phém cé dinh formalin — vai
paraffin (sinh thiét hodc phdu thudt) cta bénh nhan UTDTT dugc xéc dinh dot bién gen KRAS, NRAS,
BRAF béng kit KRAS XL StripAssay®, NRAS XL StripAssay® va BRAF StripAssay® (ViennaLab). Két
qua: C6 15 m3u phét hién dot bién gen KRAS (34,1%), 5 méu phéat hign dot bién gen NRAS (11,4%) va 11
mé&u phét hién dbt bién gen BRAF (25%). Trang théi dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF khéng phy thuéc
vao céc dic didm nhu tudi, gici tinh, phurong phép ldy méu, vi trf u nguyén phat, CEA, CA19-9 va giai doan
TNM. Két lugn: K&t qua phéan tich dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF trén bénh nhén UTDTT tai Bénh vién
Bach Mai tuong tw nhiéu nghién ctu khéc tai Viét Nam va trén thé gici,

Tir khéa. Ung thw dai trye frang, dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF.

ABSTRACT
RESULTS OF KRAS/NRAS/BRAF MUTATIONS TESTING IN COLORECTAL

CANCER AT BACH MAI HOSPITAL
Mai Trong Khoa', Tran Dinh Ha', Pham Cam Phuong’,
Nguyen Tuan Anh’, Nguyen Tien Lung’, Nguyen Thuan Lo/,
Nguyen Van Kinh’, Nguyen Quoc Tuan’

Objectives: To determine the KRAS mutation status in colorectal cancer in Bach Mai Hospital.
Methods: 44 formalin-fixed, paraffin-embedded specimens (needle biopsy and surgical specimens) of
colorectal cancer patients were tested for KRAS, NRAS, BRAF mutations using KRAS XL SlripAssay®
NRAS XL StripAssay® and BRAF StripAssay® (Viennalab). Results: 15 of 44 specimens had KRAS
mutations (34.1%), 5 of 44 specimens had NRAS mutations (11.4%) and 11 of 44 specimens had BRAF
mulations (25%). The association between these clinicopathological variables and gene mutation status
was not statistically significant. Conclusion: Results of KRAS, NRAS, BRAF mutations determinacy study
in colorectal cancer in Bach Mai Hospital was simifar to other studies in Vietnam and worldwide.
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L. PAT VAN DE

Ung thu dai tryc trang (UTDTT) la mot trong
nhitng loai ung thur ¢6 ty 16 méc va ty 1& tir vong
cao nhét. Tai Viét Nam, ty 1& méc chudn theo tudi
12 10,1/100.000 déan, diing thir sau trong c4c bénh
ung thu (theo GLOBOCAN 2012). Phéc d8 didu trj
chudn cho UTDTT di cin hién nay thuomg 13 két
hop giita céc héa chat gay doc té bao véi céc thube
diéu trj dich. Trong d6, didu trj dich UTDTT bing
cac khing thé don dong khang thy thé yéu t tang
trudng biéu bi (thude trc ché EGFR: cetuximab,
panitumumab) hay khéng thu thé yéu t6 tang
trudng mach mau ndi mé (thude wc ché VEGF:
bevacizumab, aftibercept) 1a nhimng liéu phép diéu
tri dich dem lai nhiéu két qua t6t cho bénh nhan.
Tuy nhién, tinh dap tng vdi cac thude diéu tri dich
ndy trén mdi bénh nhan lai ¢é su khac nhau, Nhidu
nghién ciru trén thé giGi cho thiy nhitng bénh nhan
UTPTT ¢6 khdi u mang d6t bién gen RAS (bao
gdm KRAS vi NRAS) va BRAF dap img kém véi
cc thudc e ché EGFR (cetuximab, panitumumab),
trong khi nhitng bénh nhan khéng mang 6t bién
c6 thoi gian sdng thém toan bd va thdi gian sng
thém khong bénh cao hon rd rét. Xét nghiém dot
bién gen KRAS, NRAS, BRAF c6 vai trd rit quan
trong trong lya chon phac dd didu trj ban dau cho
bénh nhén UTDTT. Nghién citu nay dugce thyrc hién
nhim muyc tiéu: xac dinh ty 18 d6t bién gen KRAS,

1L KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Pic diém dbi tirgng nghién ciru

NRAS, BRAF va danh gia so by vé méi twong quan - -
gitta trang thai dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF va
mét s6 dic didm 1am sang - can lam sang trén bénh
nhan UTPTT tai Bénh vién Bach Mai.

II. POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cU'U

2.1. Péi twgng nghién ciru

44 bénh nhan UTDTT diéu tri tai Trung tm Y
hoc hat nhan va Ung budu. Bénh phim sinh thiét/
phiu thuit ctia cic bénh nhin nay duge cb dinh
formalin, viii paraffin, chdn dodn xdc dinh md bénh
hoc va khoanh ving vi tri chira nhidu té bao u tai
Trung tdm Giai phau bénh va Té bao hoc. Sau do,
cdc mau nay duge xét nghiém dot bién gen KRAS,
NRAS va BRAF tai Pon vi Gen-Té bao gbe, Trung
tam Y hoc hat nhan & Ung budu, Bénh vién Bach
Mai tir thing 4 nim 2016 dén thang 10 nam 2016.

2.2. Phuong phap nghién ciru: Nghién ciru mo
ta cit ngang. Thu thép cac théng tin vé dac diém 1am
sang, cin lam sang, giai doan bénh cia bénh nhin
theo mét mau thu thap thong tin théng nhit. )

Qui trinh xét nghiém: gém 4 giai doan chinh:
Tach DNA tr mé ¢b dinh formalin- vii paraffin;
Khuéch dat doan gen quan tim béng phan (rng PCR;
Lai san pham khuéch dai voi dau do dic hiéu dwoce
phan b trén teststrip; va phén tich két qua. $6 liéu
duoe xir 1y bang phin mém SPSS 23.0.

Bang 1. Djc diém di twgng nghién ciru (N = 44)

Pic diém bénh nhén n %
<60 18 40,9
Trung vi 60,1
Khoang tudi 34-89
Gi6i tinh Nam 26 59,1
Nir 18 40,9
L x Phiu thuét 35 79,5
Phuong phép lay mau Sinh thiét 9 20,5
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Pai trang trai 3 18,2
Vi tri u nguyén phat Dai trang phai 18 40,9
Tryc trang 18 40,9
Ung thr biéu mé tuyén 40 90,9
M6 bénh hoc Ung th biéu md tuyén nhay 3 6,8
Ung thu bidu mb té bao nhin ' 1 2,3
I 2,5
b6 bigt hoa Sﬁo 18 o
ua
T BM tuyé i
(v uyen) Thép 1 2,5
CEA Binh thudng 22 50
Tang 22 50
CA 19.9 Binh thudng il 70,5
Téng 13 29,5
1 0 0
T 12 273
Giai doan T ’
iai dogn TNM i 14 31,8
IV 18 40,9
Téng s6 bénh nhan nghién ciru 44 100

Trong s6 44 bénh nhéan nghién ctru 6 18 nil, 26
nam, v&i do tudi trung binh 60,1 tudi, trong d6 bénh
nhén =60 tudi chiém ty 18 cao hon (59,1%). Pa sb
- bénh nhan (35/44) da phiu thuat cit khdi u nguyén
phét va dirge [am xét nghiém mo bénh hoc véi méu
md liy tir phiu thuat. Khdi u nguyén phat nim trong
dai trang trai & 8 bénh nhén, dai trang phai ¢ 18
bénh nhan va tai tryc trang & 18 bénh nhén. Dic
diém mé bénh hoc khdi u & dang ung thir biéu md
tuyén chiém da sb véi 40/44 bénh nhan. Bénh nhén
giai doan mugn (11T va IV) chiém da 56 vai 32/44
bénh nhén,

3.2, Tinh trang dt bién gen KRAS, NRAS, BRAF

Trong sb 44 bénh nhan, dot bién gen KRAS duoe
phét hién thiy & 15 bénh nhén (34,1%). Trong do6
¢ 6 bénh nhan dot bién & vi tri codon 12, 7 bénh
nhén d6t bién & vi tri codon 13, 1 bénh nhin mang
ddt bién & ¢a 2 vi tri codon 12-13 va 1 bénh nhén
d6t bién & vj tri codon 61. D6t bién gen NRAS duge
phat hién thiy & 5 bénh nhan (11,4%), 2 bénh nhén
dot bién & exon 2 (4,6%) va 3 bénh nhin dot bién
¢ codon 61 exon 3. Trong s& 44 bénh nhan, dot
bién gen BRAF dugc phét hién thiy & 11 bénh nhan
(25%). Chi xuét hién duy nhit mot loai dét bién trén
exon 15 tai V60OE (c. 1799T>G)

Bang 2. Ty 18 phét hién dét bién gen KRAS, NRAS

. KRAS NRAS BRAF
bac diem
n %% 1 Yo n %

Phat hién dot bién 15 34,1 5 11,4 11 25,0
K] A h Fi - ~ i '

hong phat hign dot 29 65.9 39 88,6 33 75,0
bién
Téng sé 44 100 44 100 44 100

Dot bién gen KRAS duge phat hién thiy & 15 bénh nhén (34,1%), dot bién gen NRAS dugc phat hién '

thdy & 5 b&nh nhan (11,4%)
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Hinh I — Mgt s6 két qua phdt hign dit bién gen KRAS béng phwong phdp PCR
két hop lai ddu do dic hiéu (KRAS XL StrippAssay®)

Tvén méi thanh teststrip cé séin vach Control cho phan timg lai, PCR Negative Control (vach 30-33) va
PCR Positive Control (vach 34). Cdc vach 1-29 trong timg voi 29 djt bién phdt hién dugc. (A): KRAS dot
bidn GI2V(c.35G>T); (B): KRAS dét bién G12S(c.34G>4); (C): mdu c6 KRAS dgt bién kép tqi hai vi tri
trén exon 2 gom: G12D(c.35G>A) va G13D(c.38G>A); (D): KRAS djt bién Q6IR (c.1824>G).
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Hinh 2 — Mét s két qua phdt hién dét bién gen NRAS bing phwong phdp PCR
két hop lai ddu do ddic hiéu (NRAS XL StripAssay®)

Trén mdi thanh teststrip cé sén vach Control cho phan vng lai, PCR Negative Control (vach 23-25) va
PCR Positive Control (vach 26). Cdc vach 1-22 tuong ting voi 22 djt bién phdt hién duoc. (4): NRAS binh
thuong; (B): NRAS dpt bién G12C(c.34G>T); (C): NRAS dét bién G13D(c.38G>4); (D). NRAS dt bién
Q61R(c.1824>G) -

Trong s6 44 bénh nhan nghién ctru, dot bidn gen BRAF dugc phét hign thiy & 11 bénh nhan (25%). Trong
- d6 chi xudt hién duy nhét mot loai dét bién trén exon 15 tai codon 600 1a V60OE (c. 1799T>G) (Hinh 3.3).
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Hinh 3 — Mt s6 két qua phat hién dt bién gen BRAF bing phuong phdp PCR
két hop lai ddu dé diic higu (BRAF StripAssay®)
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Trén mdi thanh teststrip c6 san vach Control cho phan tmg lai, PCR Negative Control (vach 10) va
PCR Positive Control (vach 11). Cdc vach 1-9 twong vung vai 22 dit bién phat hién dugc. (4): BRAF binh

thuong; (B): BRAF dgt bién V60OE.

3.3. Méi twong quan giira 36t bién gen KRAS, NRAS va cdc diic diém bénh nhén
Bang 3. Tuong quan gitta d6t bién gen KRAS, NRAS va dic diém cba bénh nhén

X KRAS DB NRAS DB BRAFDB
Diic diem bénh nhan N p p p
n (%) n (%) n (%)
\ < 60 18 | 5(27,8%) 4 (22,2%) 5 (27,8%)

Tudi 0,462 0,142 0,738
> 60 26 | 10(38,5%) 1 (3,8%) 6 (23,1%)

Nam 26 | 8(30,8%) 2 (7,7%) 7 (29,6%)

Gidi tinh 0,576 —1 0,386 1,000
N 18 | 7(38.9%) 3 (16,7%) 4 (22,2%)

Phwong | Phdu thudt 35 | 13 (37,1%) 3 (8,6%) 10 (28,6%)

phap liy ) 0.400 0,267 0,411

i Sink thiét 9 | 2222%) 2 (22,2%) 1 (11,1%)

oo |Daitrangtrsi | 8 | 4(50%

Vitriu |Pai tring rél (30%) 4(15,4%) 8 (30.8%)

nguyén | Pai trang phai 18 5(27.8%) | 0,542 0,634 0,480

phat Truc trang 18 | 6(33,3%) 1 (5,6%) 3 (16,7%)

Mb bénh |UTBMayén | 40 | 12 (30%) 5 (12,5%) 11 27,5%)

; 0.107 1,000 0,226

hoc Khdc 4 | 3075%) 0 (0%) 0 (0%)
Binhthuong | 22 | 8(36,4%) 4 (18,2%) 3 (13,6%)

CEA 0,750 0,345 0,082
Ting 2 | 7(31,8%) 1 (4,5%) 8 (36,4%)
Binhthuong | 31 | 9(29%) 5 (16,1%) 5 (16,1%)

CA19-9 0313 0,301 0,057
Tiing 13 | 6(462%) 0 (0%) 6 (46,2%)

Giai doan |- T 12 | 5@1,7% 2 (16,7% 1 (8,3%

g T SO [POSPY R CUTLON WS RIS LONE PP

M -7 32 | 10(31,3%) 3 (9,4%) 10 (31,3%)

Két qua trong nghién ctru nay cho thiy méi twong quan gitia trang thai dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF
khong phu thuge vao nhitng dac diém nhur tudi, gidi tinh, phuong phép 14y mu, vi tri u nguyén phéat, CEA,

CA19-9 va giai doan TNM.

IV. BAN LUAN

Trén thé gidi, tAn sudt xudt hién dot bién gen
KRAS dao déng trong khoang tir 30% dén 45% [6].
Tai Viégt Nam ciing ¢6 mot sb nghién citu ban dau
cho thiy thn sudt dot bién gen KRAS vao khoang
33% dén 37% va cac dot bién chi yéu xuét hién
& codon 12 va codon 13 exon 2 [1, 2, 3]. Tén suét
d5t bién gen KRAS trong nghién ctru nay 1a 34,1%,
con sb nay cling twong tir nhir mgt sé nghién ctru &
cac nuée chau A nhu Trung Qude, Nhit Ban va cac

56

nude phuong Tay. Trong nghién ¢itu nay, chiing t6i
danh gia tong cong 29 loai d6t bién ciia gen KRAS
nim trén cc codons 12, 13, 539, 60, 61, 117 va 146.
Trong $6 dé, cac dét bién & codon 12 va 13 chiém da
s6 (14 bénh nhan; 93,3%) va chi phat hién mét bénh
nhan dot bién & codon 61 (6,7). Hién tai chua c6 bao
cdo nao vé tin suit dot bién gen NRAS trén quan thé
ngudi Viét Nam nén chiing t6i khéng ¢6 s Héu dé
so sanh. Tén suét xuét hién dot bién gen BRAF co
khoang dao déng kha 16n, trong khoang tir 3% dén
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16% [6]. Tan sudt xudt hién dot bién BRAF V600E
trong nghién ciru nay kha cao (25%), didu nay c6
‘thé do c& mau nghién ciru nho chua do dé dai dién
cho quan thé ngudi Viét Nam.

Trong nghién ciru nay, ¢ 1 bénh nhdn mang
dong thdi 2 ddt bién trén gen KRAS la G12D va
GI13D, 1 bgnh nhén nita mang 2 dét bién & ca 2
gen la KRAS G13D va BRAF V600E, mic dii hiém
gap nhung ciing ¢6 nhitng ca dot bién kép twong ty
ciing d4 duge bao cdo [9]. Viée phat hién dot bién
kép ndy cé thé chimg td khdi u dd ¢d qua trinh tich
lity kha nhiéu bién dbi & mitc phén ti, tuong \ing
v&i kha nang bénh tién trién nhanh va tién lugng
x4u hon, Tuy nhién do hiém gép, viéc nhan dinh
vai tro clia nhitng dot bién nay cén phai dugc nghién
ctru thém. .

Trong nghién ciru nay, ching t6i cling quan sat
thdy xu hréng nay nhung sy khéc biét nay chua
¢é v nghia théng ké. Nghién ciru cha trén thé gidi
khéc cho thdy dot bién gen KRAS xay ra nhiéu hon &
nhitng bénh nhén c6 ndng dd CEA tang va CA19-9
ting. M&t nghién ciru gén day trén 174 bénh nhén
lai quan st thiy xu hudng nguoc lai, d6t bién gen
KRAS xuét hign nhidu hon & ndng doé CEA binh
thudng (< 5 ng/mL) [5]. Trong nghién ciru nay, dot

bién gen KRAS xuét hién nhiéu hon trong cac bénh
nhén c6 ndng d% CA 19-9 ting so véi binh thudng
(46,2% so v&i 29%). Mét diém nira chiing t6i quan
sat thdy trong nghién ciru nay 1a d6t bién gen BRAF
¢6 xu hudng xuét hién nhidu hon kha 13 & nhimg
bénh nhin cé CEA ting (36,4% so véi 13,6%,
p=0,082) va CA 19-9 ting (46,2% so véi 16,1%,
p=0,057). Didu ndy da timg dugc bao cdo trong mét
nghién ciru trén nguoi Trung Qube. Tuy nhién sy
khac biét nay khéng cé v nghia thng ké véi p>0,05.

V. KET LUAN

Trong s 44 bénh nhan UTDTT d6t bién gen
KRAS phathiéntrén 15/44 bénhnhan (chiém 34,1 %),
trong do loai ddt bién phd bién 1a G13D trén exon 2
(8 bénh nhén).

Dot bién gen NRAS dugc phat hién thiy & 5 bénh
nhén (chiém 11,4%).

D&t bién gen BRAF phét hién thdy & 11 bénh
nhén (chiém 25%).

Trang thai dot bién gen KRAS, NRAS, BRAF
khong phu thude vao tudi, gidi tinh, phuong phap
ldy mAu, vi tri u nguyén phat, dic diém mé bénh
hoc, ndng dd chét chi diém u (CEA va CA 19-9) va
phén loai giai doan TNM.
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