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TOM TAT

Muc tiéu: Xac dinh dac diém dot bién gen KRAS va BRAF trén carcinbm tuyén dai-truc trang tai bénh
vién Ung buu Cén Tho.

Déi twong va phwong phap nghién ctpu: M6 ta cat ngang 50 truong hop carcinom tuyén dai-truc
trang duoc chén doén va diéu tri tai bénh vién Ung budu Can Tho:. Gidi trinh ty chudi DNA gen KRAS (exon
2), gen BRAF (exon 15) dé xéc dinh dot bién.

Két qua: Trong 48 truong hop khao sat gen KRAS, chung toi ghi nhén 17 truwong hop dot bién (35,42%),
tht ca déu Ia dot bién diém. Ty Ié dot bién gen KRAS tai codon 12 va 13 Ian luot & 25% va 6,25%. Chi ¢6
1 triromg hop dét bién & codon 10. Dot bién gen KRAS thuong gap & truc trang (50%) hon so véi dai trang
(18,18%) véi P=0,022. Cac dac diém bénh hoc khac nhuw gidi, loai md hoc, d6 mé hoc, giai doan TNM
khéng c6 lién hé véi dot bién gen KRAS. Trong 32 truong hop gidi trinh tu chudi gen BRAF, khéng ghi nhéan
truong hop dot bién nao.

Két ludn: Ty 16 dot bién gen KRAS trén bénh nhan carcindm tuyén dai-truc trang tai bénh vién Ung
butu Can Tho 13 35,42%. D6t bidn gen KRAS ¢6 lién quan vai vi tri u. Chiing téi chua ghi nhén truong hop
dot bién gen BRAF nao trong 32 bénh nhan.

Ttr khod: dot bién KRAS, dot bién BRAF, carcindém tuyén dai-truc trang.

ABSTRACT
CHARACTERISTICS OF KRAS AND BRAF MUTATIONS IN COLORECTAL
ADENOCARCINOMAS IN CAN THO ONCOLOGY HOSPITAL
Huynh Quyet Thang', Hoang Anh Vu', Ngo Quoc Dat’,
Nguyen Hong Phong', Nguyen Thanh Tuan Minh'

Objective: To determine the characteristics of KRAS and BRAF gene mutations in colorectal
adenocarcinomas in Can Tho Oncology Hospital.

Material and method: A cross- sectional study included 50 cases of colorectal adenocarcinoma were
diagnosed and treated at Can Tho Oncology Hospital. KRAS and BRAF mutations were identified by direct
DNA sequencing.

Results: Among the 48 colorectal cancer patients, we detected 17 (35.42%) mutations in the KRAS,
all of which were point mutations. Mutation frequencies at codon 12 and codon 13 were 25% and 6,25%,

1. Bénh vién Ung Budu Cin Tho - Ngay nhan bai (received):15/7/2014; Ngay phan bi¢n (revised): 15/8/2014;
- Ngay ding bai (Accepted): 26/8/2014
- Ngudi phan bién: PGS.TS Pham Nhu Hiép, TS. Pham \guyen Tuong
- Ngudi phan hdi (Corresponding author): Huynh Quyét Thing
- Email: nghphong007@yahoo.com DT: 0988233540

58 Tap Chi Y Hoc Lam Sang - S6 21/2014



Bénh vién Trung wong Hué

respectively. Only one patient harbored a point mut ation at codon 10. The K-ras mutation frequency was
higher in the rectum than in the colon (50% vs 18.18%, P = 0.022).Other clinicopathological features, such as
gender; histological type and grade, TNM stage, showed no positive relationship with KRAS gene mutations. In

32 cases, none of BRAF mutation was detected.

Conclusion: The KRAS mutation rates of colorectal adenocarcinoma patients in Can Tho Oncology
Hospital was 35.42%. KRAS mutation was associated with tumor location. In 32 cases, none of BRAF

mutaions detected.

Key words: KRAS mutation, BRAF mutation, colorectal adenocarcinoma.

I. PAT VAN DE

Ung thu dai-tryc trang la mdt trong nhitng bénh ac
tinh phé bién nhét trén thé gidi va Viet Nam. Trong
nhiing nim gan ddy, ti 16 mic va tr vong do ung thu
dai-truc trang ngay cang ting [14].

Thy thé yéu td tang trudng bidu bi (EGFR) dong
vai tro quan trong trong ting sinh va biét hda cuia té
bao binh thudng. Tuy nhién su hoat héa EGFR rit

thuong gap trong ung thu dai-truc trang, va thong

qua dudng dén truyén tin hiéu Ras/Raf/MAP/MEK/
ERK din dén tang sinh té bao, di cin, thodt khoi
apoptosis, ting sinh mach mau [11]. Cetuximab va
panitumumab, 12 cdc khang thé don dong ngin chin
hoat déng cua EGFR di dugc FDA cho phép str
dung trong ung thu dai-tryc trang tién xa va duoc
NCCN dua vao phic d6 diéu tri ung thu dai-tryc trang
c6 di can [25].

Trong ung thu dai-tryc trang, ti 1& dot bién gen
KRAS khoang 35-45% [1], [5], [36], va dot bién gen
BRAF khoang 4-15% [5], [8], [31]. Pot bién KRAS,
BRAF giy hoat hda duémg truyén tin hiéu ha luu ciia
EGFR [37], din dén khéng dap Umg voi liéu phap
khang EGFR [1], [8], [18]. Do do khao sat dot bién
gen KRAS, BRAF ¢6 vai tro trong tién luong va lua
chon bénh nhan dé st dung thube khang EGFR,

Tai Viét Nam, trong nhimg nim gin ddy, v6i su
phat trién ctia sinh hoc phén tir, dd c6 mot sé cong trinh
nghién ctru vé dot bién gen KRAS trén ung thu dai-truc
trang, voi ti 1€ dot bién khoang 35-40%. Ta Thanh Vin
(2011), trong xay dung qui trinh xdc dinh dét bién gen
KRAS, phat hién 4/10 mau c6 dot bién gen KRAS [33].
Két qua nghién ctru 10 miu md ung thu duong tidu hoa
ctia HS Hiru Tho (2011), phét hién 4 mau ¢6 dot bién
gen KRAS [17]. Hoang Anh Vi (2013), nghién ciru
173 ca, phat hién 62 ca ddt bién KRAS (35,8%) [16].
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Chua co cong trinh nghién ciru ndo thue hién khao sat
dot bién gen BRAF trén ung thur dai-truc trang Nghién
cliu ndy nhim muc tiéu: Xéc dinh mét s6 dic diém dot
bién cla gen KRAS va BRAF trén bénh nhan ung thu
dai-truc trang tai bénh vién Ung budu Can Tho.

IL. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN
CUU

2.1. Dbi twgng nghién ciru: 50 bénh nhan carcindm
myén dai-truc trang tai bénh vién Ung budu Cén Tho.

2.2. Phwong phap nghién ciru: M6 ta cit ngang

Ciéc budre tién hanh:

- Ghi nhén théng tin 1dm sang bao gdm vi trf u, s6
luong u, kich thude u, tinh trang di cin.

- Bénh phim duoc ¢6 dinh bang formol dém trung
tinh, ghi nhn thong tin dai thé (dang sii, loét, tham
nhiém hodc két hop)

- Trén lam HE, ghi nhan loai mé hoc, d6 mé hoc
theo WHO[14] va giai doan TNMJ1].

- Giai trinh tw gen:

- Thu hoach té bao tir mé viii nén

Ving mé u duge dénh diu trén lam nhuém HE
va d6i chidu véi cic lam bénh phém chua nhudm,
sau do ching téi cao viing md u twong g trén lam
chua nhudm.

- Tach chiét genomic DNA bén 2 bd kit Promega.

- Khuéch dai céc exon bang PCR

Gen BRAF dugc khuéch dai exon 15 bing
PCR, gen KRAS dugc khuéch dai exon 2 bﬁng
COLD-PCR. Trinh tw cic doan mdi duge sir dung
trong Bang 1. Chu ky ludn nhiét duoc thyc hién
trén may GeneAmp® PCR system 9700 (Applied
Biosystems, M¥). San phim PCR dugc phat hién
bang dién di, sau d6 dugc tinh sach bing QIAquick
Gel Extraction kit (Qiagen, M¥).
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Bang 1. Cac doan méi ciia gen KRAS va BRAF

MOd1 xudi:

5°-AAGGCCTGCTGAAAATGACTG-3’

g Mai ngugc:

5'-CAAAGAATGGTCCTGCACCAG-3

Moi xubi:

5. TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG-¥

g Moi nguoc:

5’-TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT-3

- Thuc hién giai trinh tu chudi DNA

San phém PCR di dugc tinh sach s& duogc
thuc hién phan ing cycle sequencing véi BigDye
Terminator Version 3.1 tir Applied Biosystems,
theo 1 chiéu mdi exon. Trinh tw DNA dugc doc
bing may ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, M¥).

IIL KET QUA
3.1. Piic diém bénh hoc ciia 16 nghién ciru

Két qua dugc phan tich bing phin mém
SeqScape, so sanh voi trinh tu tham chiéu cua
KRAS va BRAF dé chan doén tinh trang dot bién ciia
céc exon. Quy trinh chin doan dot bién gen dugc
thue hién tai Trung tdm Y Sinh hoc Phén t&r, Dai hoc
Y Dugc TP. Hbd Chi Minh. Cac sb lidu duoc xit ly
théng ké bang phan mém SPSS 16.0.

Bang 2: Pdc diém bénh cia 6 nghién ciiu

Dic diém n (%)

Tdng sb bénh nhin 50
Tudi trung binh 55
Gioi

Nam 29 (58)

Nir 21 (42)
Vitriu

Pai trang 23 (46)

Truc trang 27 (54)
Loai méd hoc

Carcindm tuyén 38(76)

Carcindm tuyén ché nhdy hoic dang té bao nhin 12 (24)
D6 mé hoc '

P 1 11 (22)

P62 - 26(52)

P63 13 (26)
Giai doan TNM

Giai doan I 7(14)

Giai doan 11 21 (42)

Giai doan 11 13 (26)

Giai doan [V 9(18)
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3.2. Pic diém dot bién gen KRAS

Trong 50 truong hop nghién ctru, ching to1 khao
sat dot bién gen KRAS dugc 48 trudong hop va phat
hién 17 trudong hop co dot bién (35,42%), tit ca déu
14 d6t bién diém. Dot bién chu yéu xdy ra & codon
12 véi 12 trudmg hop chiém 25%, tiép theo la codon
13 vai 3 trudng hop chiém 6,25%, 1 truomg hop dot
bién & codon 10, va 1 trudng hop dot bién &2 codon
12,15,

Trong nghién ciru nay, ching tdi ghi nhin 6
loai d6t bién diém bao gém Gly10Glu, Gly12Asp,
Gly12Ser, Gly12Val, Glyl3Asp, Gly13Ser.

Céc dot bién c6 tAn sudt cao nhit 1a Gly12Asp,
Glyl12Val va Glyl12Ser véi s6 luong lan lugt 13 5, 5,
va 4 trudng hop.

Bang 3. Két qua cdc loai dot bién KRAS

Loai dot bién n
Gly10Glu (G10E) 1
Gly12Asp (G12D) 4
Gly128er (G12S5) 3
Glyl2Val (G12V) 4
Gly13Asp (G13D) 2
Gly!13Ser (G138S) 1

Glyl2Asp, Glyl12Val 1
Gly12Ser, Gly13Asp 1

3.3. Moi lién quan gitra dot bién gen KRAS va
cac dic diém bénh hoc

Bang 4: Méi lién quan giita dot bién KRAS va mét sé déc diém bénh hoc

i did KRAS khong KRAS e T— Gi i P
dc diém P - 0 :
: dotbién (%) | dotbién (a) | [one() | Gl
Gigi
Nam 17 (35,42) 11(22,91) 28 (58,33) | 0,507
Nit 14 (29,17) 6(12,5) |  20(41,67)
Vitriu
Dai trang 18 (37,5) 4(833)| 22(4583)| 0,022
Truc trank 13 (27,08) 13 (27,08) | 26(54,17)
Loai mé hoc
Carcindm tuyén 24 (50) 13 (27,08) 37 (77,08)
Carcindém tuyén ché nhdy hoac dang té 7 (14,58) 4 (8,33) 11 (22,92) i
bdo nhin
D6 mo hoc
Po 1 7 (14,58) 4(833)|  11@29D) | oo
P62 16 (33,33) 9(18,75) |  25(52,08)|
D6 3 8 (16,67) 4 (8,33) 12 (25)
Giai doan TNM
Giai doan I 3 (6,25) 4 (8,33) 7 (14,58)
Giai doan 11 16 (33,33) 5(1042) | 21(43,75)| 0,243
Giai doan III 6(12,5) 6(12,5) 12 (25)
Giai doan IV 6(12,5) 2 (4,11) 8 (16,67)
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3.4. Dot bién gen ZRAF:Khao sit 32 truong
hop dét bién gen BRAF trong 50 hién tai c6 két qua
duoe 32 trudong hop va chua ghi nhan dot bién nao.

IV. BAN LUAN 7

4.1. Dét bién gen K/AS

Trong nghién ciu nay, ching to1 xéc dinh duoc
17 trudng hop dat bién KRAS trén tong s6 48 bénh
nhan (35,42%). Bot bién gen KRAS xiy ra kha
thudng xuyén ¢ ung thu dai-truc trang khoang 35-
45%[1], [9].[13], [27], [36]. Hoang Anh Vi di bao
céo két ciué d6t bién gen KRAS trén 173 ca ung thu
dai-truc trang tai TP. HG6 Chi Minh 14 35,8% [16].
Ti & dot bién gen KRAS trong nghién clru nay cling
phii hop voi tin sudt dot bién cua gen KRAS trong
ung thu dai-truc trang.

C6 nhiéu nghién ctru khao sit mdi lién quan giira

dot bién gen KRAS va mét s6 yéu td bénh hoc nhung -

két qua van con ban cdi. Shen (2011) [32], Gil
Ferreira [13] di béo cdo mdi lién quan gitra dot bién
gen KRAS va giGi tinh véi ti 1¢ dot bién & nit cao hon
nam, Elkof (2103) [10] di bdo cdo su lién hé gilta
ti 1& dot bién gen KRAS cao hon voi vi tri u ¢ dai
trang phai va giai doan bénh tré. Watanahe (2013)
[38] dd cho thdy mbi lién quan giita ti 18 dot bién
gen KRAS cao hon ¢ bénh nhén nit, ting theo tudi,
va vi tri dai trang phai cao hon so voi dai trang trai
va truc trang. Qua 48 truong hop trong nghién ciru
nay, ching to1 chi ghi nhin dot bién KRAS thuong
gip ¢ tryc trang hon so vé1 fd‘a'i trang. C6 1& do mau
nghién ctru cua chiting t61 khd it nén khéng thé phat
hién cac mbi lién quan khac. Tuy nhién, Phipps [29]
nghién ctru 1989 ca ung thu dai-truc trang va khong
ghi nhan méi lién quan nao giira tudi, gidi, vi tri u,
loai mo hoc, 6 md hoc, giai doan bénh vai dot bién
gen KRAS. Zlobec [40] nghién cru 392 ca ciing ghi
nhan két qua tuong tur.

Céc dot bién KRAS thudng gip nhit 1a G12D,
G12V,G13D, G12C, G12A, G12S, G12R, va G138,
trong d6 dot bién G12D 1a thuéng gip nhét véi tin
suat khoang 10-15%, tiép theo 14 GI2V va G13D
vGi tan suat gfin 10% [13], [27], [32]. Tai Viét Nam,
Hoang Anh Vi da bdo cdo 7 dang dot bién KRAS
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trén ung thu dai-truc trang gdbm G12D, G12V, G128,
G12A, G12C, G13D, G13S [16]. Trong nghién clru
nay ching t6i ghi nhdn 5 dang dét bién trén codon
12 va 13 gdm G12D, G12V, G128, G13D, G138 vdi
tin sudt trong dong so vdi cdc nghién clru trude tai
Viét Nam va trén thé giéi. Ngoai ra, trong nghién
clru nay, chung toi ghi nhén | trudng hop dot bién
rat hiém gap trén codon 10 1a G10E, co s& dit lidu
COSMIC chi mai ghi nhan 1 trudng hop [5], va
chung tdi chua thdy ¢6 nghién cliu ndo bdo cao vé
dang ddt bién nay. Truong hop ndy, ching t6i da
thue hién PCR va giai trinh tur lan thir 2 dé xéc dinh
chan doan.

D3 ¢6 nhiéu nghién ciru cho thiy ring bénh nhin
¢6 dot bién KRAS khong déap tng véi cetuximab
hodc panitumumab [1], [4], [18], [20], [36], nén dot
bién KRAS 12 yéu td du bao quan trong cua su khong
dap g voi thude khang EGFR. Do d6, tit ci bénh
nhén ung thu dai-truc trang c6 dot bién KRAS &
codon 12 hodc 13 déu khong diéu trj thube khing
EGFR. De Roock (2010) [6] khao sat 579 bénh
nhén ung thu dai-tryc trang khang hoa tri va dugc
dicu tri voi cetuximab, da nhan théy bénh nhin co
ddt bién KRAS G13D (n=22) c6 thai gian séng con
toan bd (7,6 thang so voi 5,7 thang, P=0,005) va
thoi gian bénh khéng tién trién (4 thang so véi 1,9
thang, P=0,004) dai hon so v&1 bénh nhén cé cic
d6t bién KRAS khac, bénh nhan ¢6 dot bién KRAS
G 13D chi cham soc tich cyuc co tién luong xAu hon
bénh nhan c6 cac loai dot bién KRAS khac. Do dot
bién gen KRAS G13D kha phé bién, chi sau dot
bién G12D va G12V nén két qua nghién ciru cia
De Roock rit déang lwu y. Tejpar (2012) [34] cho
thdy bénh nhén c6 dot bién KRAS G13D sur dung
cetuximab kém hoa tri ¢é thoi gian bénh khong tién
trién dai hon so véi nhom chi hoa tri don thudn (7,4
so vo1 6 thang, P=0,039), tuy nhién khi so sanh voi
cac bénh nhén c6 d6t bién KRAS khac thi khéng cé
khac biét. Bando (2012) [3] trong mdt nghién clru o
Nhit ciing cho thiy cetuximab c6 thé kéo dai thoi
gian bénh khong tién trién va thai gian song con &
nhom bénh nhén dot bién KRAS G13D (4,1 thang va
8,5 thang) so v4i nhom bénh nhén co cdc dot bién
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KRAS khac (2,1 thang va 6,8 thang), tuy nhién sy
khéc biét khong co ¥ nghia thong ké.

4.2 Dot bién gen BRAF

Theo COSMIC, ti 1¢ dot bién gen BRAF trong
ung thu dai-truc trang khoang 10,7% [5]. Shen [32]
bao cdo ti 1¢ dot bién chi ¢d 1,7%. Do do, ti 1¢ dot
bién KRAF trong ung thu dai-truc trang 1a kha thip
nén ching t6i chua ghi nhin trudng hop dot bién
nao trong 32 truong hop khao sit cting phu hop vadi
ti 1é nay.

Dot bién gen BRAF hiu hét 1a dot bién diém o
codon 600, loai V6OOE (trén 95%) [5]. Céc nghién
ctru hdu hét déu cho thiy dot bién KRAS va BRAF 1a
loai trir 1an nhau [7], [8], [22], [35]. Tuy nhién Mao
[21] va Eklof [10] da ghi nhdn mgt vai truomg hop
KRAS va BRAF ciing dot bién.

Dot bién BRAF c6 mdi trong quan véi u & dai
trang phai, giai doan TNM tré, u biét hoéa kém,
loai md hoc cé tiét nhdy [24], [39], [40]. Ngoai
ra, Yokota [39] da xdc dinh dot bién BRAF con la
mot yéu t tién lugng doc lap ddi vei séug con,
lién quan vdi nguy co cao tir vong do ung thu.
Piéu nay ciing duge Roth [30], Ogino [28], va

Farina [12] khing dinh.

Dot bién BRAF ciing dan dén khong dap ung
v6i thude khang EGFR [4], [8], [10], [36], do d6
khao sat dot bien BRAF la can thiét dé du dodn kha
nang dap Gmg véi thude khang EGFR. Hon nita, dét
bién BRAF VG60OE 14 dich nhim ctia thude e ché
BRAF nhu vemurafenib, dabrafenib trong diéu tri
mélandm [26]. Do d6 dot bién gen BRAF hta hen
nhiéu tién bd moi trong diéu trj ung thu dai-truc
tring, nén can phai c6 nhimg nghién ctu 1én hon
v¢ dot bién gen BRAF trén ung thu dai-true trang &
Viét Nam.

V. KET LUAN

Ty 1¢ d6t bién gen KRAS trén bénh nhén carcindm
tuyén dai-tryc trang tai bénh vién Ung budu Cin
Tho 14 35,42%. Cac dang dot bién & codon 12 va
13 gdm G12D, G12V, G128, G13D, G138, v&i tan
sut dot bién G12D va G12V cao nhit, va 1 dot bién
rit hiém & codon 10 1a GI10E. Pét bién gen KRAS
thuong gdp & truc trang nhiéu hon so véi dai trang.
Ching t6i chua ghi nhan truong hop dot bién gen
BRAF nao trong 32 bénh nhan.

TAI LIEU THAM KHAO
(Do yéu cau in dan,cé 40 TLTK néu c6 nhu cau xin lién hé tac gia)
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