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TOM TAT

Xét nghiém dét bién gen EGFR la mét xét nghiém cén thiét trong chan doén ung
phéi khéng té bao nhé (NSCLC), vi tinh sén cé cia céc loai thube diéu tri va hiéu qua
ctia n6. Hién nay, xét nghiém tim dét bién gen EGFR trong ung thw phéi da duoc Khoa
Gidi phdu bénh, Bénh vién Trung vong Hué tiép tuc trién khai, noi phét trién manh céc
phuong phép chédn doén gen bénh ly nay theo hudng rong va séu déi véi cac bénh
phédm mé bénh hoc khéi u, cé cép dé té bao va cép do phan tir. Khoa Gidi phdu bénh
- Bénh vién Trung wong Hué dang xuc tién xét nghiém céc dét bién gen khac ngoai
EGFR nhuw KRAS, NRAS, BRAF trong ung thw va, ung thw dai truc trang ... Chang téi
ciing tién hanh kiém tra dot bién gen trén méu méu dé duwa ra két qué chinh xac va
phong pht vé dét bién gen, phuc vu muc tiéu diéu tri cho bénh nhan ung thu.

Tor khoda: Ung thw phéi, dét bién gen, EGFR, diéu tri dich.

ABSTRACT
THE ROLE OF EGFR GENE MUTATION TEST IN THE DIAGNOSIS OF NON -
SMALL CELL LUNG CARCINOMA AT HUE CENTRAL HOSPITAL

Pham Nguyen Cuong! *, Pham Nhu Hiep?, Nguyen Thanh Xuan?,
Trang Hieu Hung?, Doan Phuoc Thit, Nguyen Dao Thanh Tam?

EGFR gene mutation test is an essential test in the diagnosis of non small cell
lung carcinoma (NSCLC), because of the availability of therapeutic drugs and its
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Vai tro cuia xét nghiém tim dgt bién Gen EGFR trong chin dodn...

|. PAT VAN PE

Theo thong k& moi nhét cia to chic nghién
ctru ung thu qudc t& TARC (International Agency
for Research on Cancer), gdnh nidng bénh ung thu
toan cau dang ngay cang trim trong,véi 18,1 triéu
ca méi mac va 9,6 tridu trudng hop tir vong trong
nam 2018 [1]. Tai Viét Nam, bénh ung thu ciling
dang 1a thach thirc khong nho,sd truong hop méc
moi tr 68.000 ca nam 2000 tang nhanh téi 165.000
ca trong ndm 2018 [2]. Trong s6 d6, ung thu phdi
(UTP) 1a loai ung thu co6 ti 1€ méc va ti 1& tir vong
cao hang dau. Bénh thuong gip nhiéu hon ¢ nam
gidi véi ti 1& méc chuan theo tudi trén 100.000 dan
14 35,4 & nam va 11,1 & nit. Udc tinh mdi nam co
khoang 23.000 ca mé&i méc va gan 21.000 ca tir
vong do ung thu phoi [3].

Ung thu phoi duge chia thanh 2 nhom 16m, ¢6 su
khéc biét quan trong trong tién luong ciing nhu diéu
tri 1a ung thu phoi té bao nho, chiém khoang 20% va
ung thu phéi khong té bao nhé (UTPKTBN) chiém
80% [4]. Cling nhu cac loai ung thu khac, tuy ting
thé bénh va giai doan bénh, viéc diéu tri ung thu
phdi phai két hop cac bién phap khéc nhau nhu phau
thuat, hoa tri, xa tri, diéu tri trng dich, diéu tri mién
dich... voi muc tiéu diéu tri khac nhau déi voi ting
giai doan bénh. Cho dén nay hiéu qua diéu tri cho
c4c bénh nhan UTP néi chung con thap, ti 1& tir vong
ctia ung thu phdi con ¢ mie cao do bénh ¢ xu hudng

;

di can sém va dic biét bénh thudng duoc chan doan
& giai doan mudn (60 - 80% s6 bénh nhan) [5]. Ddi
v6i cac trudng hgp UTPKTBN giai doan tién trién,
céc bién phap diéu tri chu yéu 1a hoa tri két hop xa
tri v&i muc tiéu latang chét luwong cudc séng va kéo
dai thoi gian séng con cho bénh nhan [6].

I1. VAI TRO CUA XET NGHIEM POQT BIEN
GEN EGFR TRONG UNG THU PHOI

Trong nhimg nim gan ddy, véi su phat trién
manh mé& ctia sinh hoc phan tir trong chin doan ung
thu noi chung va ung thu phdi noéi riéng da dem lai
nhing hiéu biét méi vé cac co ché phan tir ciia ung
thu, tir d6 mo ra c&c hudng méi trong nghién ciruthur
nghiém céc phuong phap diéu tri ung thu dic hiéu.
Mot trong sé do 1a viéc phat hién tinh trang dot bién
gen EGFR t{mg dung trong liéu phap diéu tri dich
cho bénh nhan UTPKTBN [7 - 10].

Thu thé yéu t6 phat trién biéu bi (EGFR -
Epidermal Growth Factor Receptor) 1a thy thé trén
bé mat té bao, co chuc nang tiép nhan tin hiéu tu
cac yéu to ting truong dé kich thich té bao sinh
truong, phan chia, biét hoa [11, 12]. Protein EGFR
¢6 3 viing co ban, viing ngoai bao tiép nhan cac kich
thich cua phdi tir, ving xuyén mang va ving ndi
bao c6 kha nang dap trng voi cac kich thich vao thu
thé ngoai bao, thong qua qua trinh phosphoryl hoa
vung tyrosine kinase, tir d6 kich hoat cac con duong
tin hiéu phy thuoc EGFR bén trong té bao [13, 14].
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Hinh 1: So dd ciu tric va co ché hoat dong ctia phan tir EGFR
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Gen EGFR gdm 30 exon, trong ung thu phoi
khong té bao nho, dot bién gen gay mat kiém soat
[15]. 6 ciing 12 co s¢ phan tir cta liéu phap diéu tri
dich cho bénh nhan UTPKTBN bang cac thudc trc
ché ving tyrosine kinase ctia phan tir EGFR (TKI:
Thyrosine Kinase Inhibitor) - cac thuéc TKI c6 tac
dung ngan chan qua trinh EGFR thuong xay ra ¢ cac
exon 18 - 21 1a vung ma hoa protein EGFR ¢ vung
tyrosine kinase [16 - 20]. Khi xay ra dot bién nay, su
phosphoryl héa protein dién ra tw dong va lién tuc
ma khéng phu thudc vao cac yéu to kich thich ngoai
bao, diéu nay din téi hiu qua cac con dudng tin
hiéu phu thuoc EGFR bi kich hoat lién tuc, lam cho
té bao ty phosphoryl hoa cia vingtyrosine kinase,
tir d6 cat dut cac con dudng tin hiéu xuit ngudn tir
EGFR. Cac nghién ciru cho thy, tan suat xuat hién
dot bién EGFR trén bénh nhan UTPKTBN ¢ Viét
Nam khoang 40 - 60%, thuong gap ¢ bénh nhan nir,
khong hit thude va typ c6 mé bénh hoc 1a ung thu
biéu mé tuyén (Adenocarcinoma).

I11. CAC CHI PINH PIEU TRI LIEN QUAN
PEN POT BIEN EGFR

3.1. Poi véi cac trwong hop bénh ung thw phdi
khong té bao nhé & giai doan tién trién

Xét nghiém dot bién gen EGFR c6 vai trd trong
viéc xac dinh tinh trang dot bién gen cula té bao u,
1am can cir cho viéc lya chon phuong phap diéu tri
dich cho bénh nhan. Cac truong hop ¢d khéi u mang
dot gen EGFR ¢ exon 18, 19 va 21 c6 chi dinh diéu
tri dich voi thude TKI; nguoc lai, cac truong hop
khong mang dot bién EGFR hiém khi dap tmg véi
thude TKIs [18, 21].

Cac thudc TKI thé hé I va II nhu Gefitinib,
Erlotinib, Afatinib... da cho thiy hiéu qua rd rét khi
diéu trj cho cac bénh nhan UTPKTBN c6 dot bién
gen EGFR & exon 18, 19 va 21, nhét 1a cac truong
hop bénh ¢ giai doan tién trién [22, 23].

3.2. Pdi v6i c4c truong hop bénh ung thu phdi c6
tinh trang khang thudc TKI

Nghién ciru cho thiy, cac bénh nhan UTPKTBN
sau mot thoi gian duoc diéu tri vai TKI sé xay ratinh
trang khang thudc ma nguyén nhan phan 16n 1a do
xudt hién tinh trang dot bién thir phat dang T790M
& exon 20 gen EGFR, dot bién nay dén t6i sy thay
dbi trong ciu tric cua protein EGFR, 1am mét hiéu
qua cua cac thude TKI thé hé dau [24]. Trong nhiing
truong hop nay, viéc Xét nghiém xac dinh tinh trang
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dot bién thir phéat (T790M) c6 y nghia trong viéc lwa
chon cac thudc TKI thé hé thi 111 (Osimertinib) cho
bénh nhan [25].

IV. SO LUQC MAY REAL TIME PCR XET
NGHIEM POQT BIEN GEN TAI KHOA GIAI
PHAU BENH - BENH VIEN TRUNG UONG
HUE

May Real - time PCR EasyPGX (Model gbc
AriaDx) cho phan tich di truyén va dot bién gene.
Hang chu s¢ hiru: Diatech Pharmacogenetics -
Italia. Hing san xuat: Agilent - My. Model : Easy
PGX, Xuit xu: Malaysia. Tiéu chuén chét lugng:
CE - IVD.

Céc thiét bi kém theo, gdm: May Real - time
PCR 96 giéng; May lic tron miu; May lic tron kém
ly tdm ldng mau cho 6ng 1.5 ml; May lic tron kém
ly tm ling miu cho ddy 8 dng 0.2 ml; Phan mém
diéu khién may; Phan mém phan tich va nhan dinh
Kkét qua ty dong cho dot bién gen va di truyén; Bo
may tinh kém may in mau (mua trong nudéc); Bo kit
tach chiét va xac dinh dot bién gen EGFR: 48 test;
B¢ phu kién tiéu chuén

Gioi thiéu hé théng: May Easy PGX la mét cong
cu dinh lwong su khuéch dai, phat hién va phan tich
Nucleic Acid. Hé théng may duoc thiét ké két hop
giita bo phan luan nhiét, hé thdng quang hoc véi
ngudn séng kich thich LED va phan mém phan tich.

My Easy PGX dugc chuan hoa kém voi kit cac
kit & dang san sang sir dung “EasyPGX® ready”.

Hé théng may dat tiéu chuin chat lugng chau
Au va dugce str dung cho chin doan trén nguoi theo
dao luat trang thiét bi y té cua chau Au European
Directive 98/79/EC 98/79/EC.

Thong s6 ki thuat: Cong nghé sir dung: Real -
time PCR; B¢ phan luan nhiét: St dung cong ngh¢
ludn nhiét Peltier block; Cong suét (sé vi tri): 96
giéng; Giai nhiét do hoat dong: 25°C - 99°C; Do
ddng nhit nhiét do: + 0.2.5°C; Téc do ting nhiét:
> 6°C/s; Toc do lam lanh: > 2.5°C/s; Do chinh
xac nhiét do: + 0.2°C; Thé tich phan tmg: 10 - 30
ul; B6 phan quang hoc sir dung nguén sang kich
thich LED; Nguon sang kich thich: St dung 8
dén LED kich thich cho mdi modun quang hoc;
BoO phan phat hién: Sir dung 8 photodiodes cho
mdi modun quang hoc; S6 modun quang hoc: 6
modun quang hoc; Modun quang hoc cai san: 2
kénh FAM, HEX
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IV. CHI DINH XET NGHIEM

Xét nghiém dot bién gen EGFR dugc chi dinh
lan dau cho cc bénh nhan duoc chan doan 1a ung
thu phoi khong té bao nho bang xét nghiém mo
bénh hoc giai phau bénh.

Ddi v6i cac bénh nhan UTPKTBN da dugc didu
tri dich v6i TKI ¢d xuét hién tinh trang khéng thudc,
Xét nghiém dot bién gen EGFR dugc chi dinh nham
xac dinh tinh trang c6 dot bién thw phat (T790M)
[24, 26].

Bénh phém: Xét nghiém dugc thuc hién trén
bénh pham 1a mau mé sinh thiét tir kh6i u nguyén
phat & phdi (sinh thiét bang kim hodc qua phau
thudt), tir cac vi tri ung thu di cin, bénh pham khdi
té bao (cell - block), choc hut tir khéi u hodc dich ac
tinh tir cac khoang co thé c6 du sb lwong té bao u (it
nhit 100 té bao u).

VI. CACBUOC COBAN TRONG QUY TRINH

1. Chuén bi mau v6i EasyPGX® readyDNA
Sample preparation Kit.

2. Loai paraffin d6i véi mau md vui trong
paraffin, hoic mau mo gan trén lam.

3. Tach chiét DNA tir té& bao ung thu trén mau mo.

4. Pua vao may xu ly ciing loai kit, mdi pha hop.
May sé& xtr 1y cho dén khi ra két qua.

6.1. Chuén bi miu véi DNA Sample preparation kit

Chuan bi hda chét: Pha Enzyme Protease : thém
4,5ml nu6e cit vo trang vao éng proteinase k (PK),
tron déu bang céach lic 6ng 5 - 10 lan, roi rat 450ul
vao céc ong 1.5ml Iuu trit & -20°C. Mdi miu can 70
ul PK. Pha WBI: thém 15 ml absoluteethanol, 1d¢ 10
lan trir & nhiét 6 15 - 30°C. Pha WBII: thém 50 ml

absoluteethanol, 1ac 10 lan trit & nhiét d6 15 - 30°C
6.2. Loai paraffin (d6i v6i mdu mé vui trong
paraffin)

Loai paraffin trén mau mé gin trén lame: Ngdm
lame trong xylene trong 5 pht; Chuyén qua ethanol
ngam trong 5 phut; Lay ra khoi ethanol va lam kho
hoan toan bang khong khi; Tién hanh chon ving té
bao néu miu mé cé thanh phan té bao 4c tinh nhé
hon 10%; Hat 180ul DNA TLB va 70ul vio dng
1,5ml; Gat mau mo trén lame vao trong hdn hop
DNATLB/PK.

Loai paraffin mau mo FFPET khong gin trén
lame: Tién hanh chon ving té bao néu miu mé co
thanh phan té bao 4c tinh nhé hon 10%. Cho 500ul
xylene vao 6ng 1,5ml chira mau md FFPET. Vortex
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10 gidy. Pé yén trong 5 phat ¢ nhiét d6 15 - 30°C.
Thém vao 500ul ethanol, vortex 10 gidy. Dé yén
trong 5 phiit & nhiét do 15 - 30°C. Ly tam & toc do
16000 dén 20000 trong 2 phiit, d6 bo phan chat
long. Thém vao 1 ml ethanol, vortex 10 gidy. Ly tdm
& toc d6 16000 dén 20000 trong 2 phut, d6 bo phan
chat 1ong. Mé nép say khd ¢ 56°C trong block nhiét
(5 phat)/B6 sung 180ul DNA TLB va 70 ul PK.

D6i véi miu té bao ac tinh trong dich thi tién
hanh thu miu té bao trén lame phét vao dng 1.5ml
da c6 180ul DNATLB va 70 ul PK.

6.3. Tach chiét DNA

Mau FFPET sau khi da loai paraffin va b6 sung
hdn hop DNA TLB/PK. Vortex 30 gidy. U & 56°C
trong block nhiét 60 phut. Vortex 10 gidy. U ¢ 90°C
trong block nhiét 60 phut. Lam mat ¢ 15 - 30°C. Ly
tam nhe dé thu toan bo nuéc bam trén nip éng. Bo
sung 200ul DNAPBB, pipet 3 lan.

U ¢ 15 - 30°C trong 10 phat. Thém 100ul
isopropanol, pipet 3 lan. Chuyén qua FT/CT (cot
loc bo trong dng ly tim 2ml). Ly tim FT/CT 8000
vong trong 1 phut. Pat FT vao CT mai. Thém 500ul
WB | da pha ethanol. Ly tdm FT/CT 8000 vong
trong 1 phut. D6 bo dich.Thém 500ul WB II da pha
ethanol. Ly tam FT/CT 8000 vong trong 1 phut. Bat
FT vao CT mdi.

Ly tdm FT/CT 16000 - 20000 vong trong 1 phut.
Dit FT vao Efpendorf méi danh sé sén, bo sung 100
ul DNA EB. U ¢ 15 - 30°C trong 5 phat. Ly tam
8000 trong 1 phut, thu DNA tach chiét, tién hanh
do nong do.

6.4. Xir ly trong may va cho ra két qua

Kiém tra cac thong tin, cac sai sd co thé co.
Dién giai két qua va béo céo: Phét hién dot bién gen
EGFR; Khong phat hién dot bién gen EGFR
VII. LUU Y (CANH BAO)
7.1. Trinh @9 chuyén mén cia ngwoi van hanh

Ngudi van hanh phai ¢6 kién thirc viing chéc vé
cac huéng dan va tiéu chuan lién quan ciing nhu
thong tin va quy trinh thyc hién c¢6 trong tat ca cac
huéng din str dung c6 lién quan. Khong thyc hién
viéc van hanh hodc bao tri néu chua duoc dao tao
chuyén mén. Thyc hién cén than theo quy trinh
duge mo ta trong tit ca cac huong dan sir dung co
lién quan dé van hanh va bao tri. Thuc hién theo tiéu
chuan thuc hanh phong xét nghiém, dic biét khi lam
viéc voi cac vat liéu sinh hoc nguy hiém.
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7.2. Sir dung may dung cich va an toan

Co6 thiét bi bao hd ca nhan: Pam bao mang cac
thiét bi bao ho thich hop, bao gdm, nhung khong
gi61 han, kinh bao hg, 40 khoac phong xét nghiém
chbng thim nuéc va ging tay dung mot lan. Peo
khau trang néu c6 nguy co bi ban dung dich. Do
dung/do chinh xéac cua két qua do.

Khoéng st dung thude thir da qud han str dung,
néu khong két thu dugc c6 thé khong chinh xac.
Véi muc dich chan doan, ludn dénh gia két qua xét
nghiém kém theo bénh st, tham khadm Iam sang
va cic phat hién khic. Mdi phong xét nghiém phai
kiém tra lai hiéu ning cua thudc thir dp tng theo
tiéuchuan di cong bd.

biéu kién van hanh: Viéc van hanh ngoai cac
khoang gidi han quy dinh, vi du v6i nhiét d6 va/
hodc do 4m méi trudng qua cao co thé dan dén két
qua khong dang hodc sai chirc ning cua thiét bi
hodc may phan tich. Str dung thiét bi va may phan
tich theo quy dinh trong tiéu chudn k¥ thuat. Pam
bao rang cac 15 théng khi ctia thiét bi hodc may phan
tich khéng bi can tro. Thuc hién bao tri theo cac
khoang thoi gian quy dinh dé duy tri diéu kién van
hanh cua thiét bj va may phén tich. Bao quan tat ca
cac huong dan sir dung & noi an toan dé dam bao n6
khong bi hong va san sang dé sir dung. Tat ca cac
huéng dan sir dung phai dé dang xem dugc & moi
thoi diem.

Céc phu kién duoc chip thudn: Viéce st dung céc
phu kién hodc thiét bi chua duoc chép thuan c6 thé
dan dén sai chirc ning cua thiét bi hoic may phan
tinh va lam cho viéc bao hanh khong con hiéu luc.
Chi sir dung cac phu kién va thiét bi duoc da dugc
chap thuan.

Phin mém cua bén tht ba: Viéc cai dat bat ky
phan mém cua bén thir ba ma chua dugc chip thuan
boi noi cung cap c6 thé 1am cho hé thong hodc phan
mém van hanh khong chinh x4c. Khong cai dat bat
ky phan mém nao chwa dugc chip thuan.

VIII. KET LUAN

Xét nghiém dot bién gen EGFR dang 1a mot xét
nghiém rat can thiét trong chan doan UTPKTBN
vi tinh sén c6 cua thudc diéu tri va tinh hiéu qua
ctia n6. Ngoai ra, xét nghiém tim cac dot bién gen
trong ung thu da dit ra cho Khoa Giai phau bénh
mot dudng huéng phat trién manh mé trong chin
doan giai phau bénh theo huéng rong va siu cho
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cac bénh pham md bénh hoc khéi u, tir muc do té
bao udén muc do phan tir u. Khoa Giai phau bénh
- Bénh Vién Trung uong Hué dang day manh thuc
hién xét nghiém céc loai dot bién khac ngoai EGFR
nhu KRAS, NRAS, BRAF trong cac loai ung thu
v, ung thu dai truc trang va cac loai ung thu khac,
ciing nhu s& thyc hién trén cdc mau mau dé dua ra
céc két qua dot bién gen chinh xac va phong phi,
phuc vu diéu tri dich cho bénh nhan./.
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