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BENH NHAN UNG THU BIEU MO TUYEN PHOI
BANG REAL-TIME PCR SU DUNG KHUON RNA
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Muc tiéu: Phat hién dot bién gene EGFR & bénh nhan (BN) ung thu biéu mo
tuyén phoi bang real-time PCR str dung khuén RNA. Phwong phdp nghién ciru:
Nghién ctru mé ta cat ngang, xét nghiém dot bién gene EGFR ¢ 149 BN ung thu
biéu mo tuyén phoi diéu tri ndi tra & Bénh vién Quan y 103 va Bénh vién K (co sd 3)
tir thang 2/2018 - 8/2024. Két qud: Ty 1& dot bién gene EGFR & muic d0 RNA trén
mau mo 13 44,3%, trong do dot bién don 1é chiém 95,5%, dot bién kép chiém 4,5%.
Ty 18 dot bién gene EGFR & mirc @ RNA trén mau mau 12 29,5%. Két ludgn: Bénh
pham mau mo khi xét nghiém dot bién gene EGFR bang phuong phap real-time
PCR str dung khuon RNA c6 ty 1€ phat hién dot bién cao hon sit dung khuén DNA
13 4,7%, v6i hé s6 phit hop Kappa 13 0,904.
Tw khéa: Ung thu biéu mod tuyén phé)i; Dot bién gene EGFR; Real-time PCR.

RESULTS OF EGFR GENE MUTATION DETECTION IN
LUNG ADENOCARCINOMA PATIENTS
BY REAL-TIME PCR USING RNA TEMPLATE

Abstract

Objectives: To detect EGFR gene mutations in lung adenocarcinoma patients by
real-time PCR using the RNA template. Methods: A cross-sectional descriptive study,
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testing EGFR gene mutations of 149 patients with lung adenocarcinoma who
were hospitalized at the Military Hospital 103 and Vietnam National Cancer
Hospital (Campus 3) from February 2018 to August 2024. Results: The mutation
rate of the EGFR gene at the RNA level in tissue samples was 44.3%, with single
mutations accounting for 95.5% and double mutations accounted for 4.5%. The
mutation rate of the EGFR gene at the RNA level in blood samples was 29.5%.
Conclusion: In EGFR gene mutation testing using real-time PCR, tissue
specimens using the RNA template yielded a 4.7% higher detection rate than
those using the DNA template. The Kappa concordance coefficient between the

two methods was 0.904.

Keywords: Lung adenocarcinoma; EGFR gene mutation; Real-time PCR.

DAT VAN DE

Ung thu phoi 13 loai ung thu phé bién
th 2 trén thé gi6i, nhung 1a nguyén
nhan gy tir vong hang dau trong nhiéu
thap ky qua. Nam 2020, ¢ Viét Nam, c6
23,667 ngudi mic méi, nam gisi 1a chu
yéu chiém > 70%, s6 ngudi tir vong do
ung thu phéi 14 20,710 [1]. Piéu tri dich
trong ung thur phdi ngay cang phat trién,
dé c6 thé tién hanh diéu tri dich, viéc
quan trong 14 can x4c dinh dot bién gene
EGFR. Cong ngh¢ phién ma nguoc voi
mau dau do khoa c6 thé kéo dai chudi
(extendable blocking probe-Reverse
transcription - EXBP-RT) cua tac gia HO
Httu Tho va CS da dugc cong bo trén
Tap chi Nucleic Acids Research (2015).
Ban quyén cong nghé ExBP-RT di
duoc dang ky bao ho trén thé gisi [2].
Ung dung cong nghé nay, sit dung
khuon RNA dé phat hién dot bién gene
EGFR c6 Y nghia cho thyc hanh diéu tri
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ung thu phdi & céc co s y té. Chung t6i
tién hanh nghién ctu nay nham: Phdt
hién dot bién gene EGFR ¢ BN ung thu
biéu mé tuyén phéi bang real-time PCR
sur dung khuon RNA.

POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Poi twong nghién ctru

Gom 149 mau md va 149 miu mau
ctia 149 BN ung thu biéu mé tuyén phoi
diéu tri ndi tra & Bénh vién Quany 103
va Bénh vién K co s¢ Tan Triéu.

2. Phuong phap nghién ciru

* Thiét ké nghién ciru: Nghién ciru
mo ta, cit ngang.

* C& mau nghién ciru: Tinh theo
cong thuc:

1—
. Z(zl_%) p( - p)

Trong d6: n 12 ¢& mau nho nhat phai

dat dugc cho BN ung thu phdi biéu mo
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tuyén; Z 1a hé sb tin cay, & muc xac sudt
95%, Z = 1,96; p 1a ty 1¢ dot bién gene
EGFR & BN ung thu phdi biéu mé
tuyén, p = 0,642 dua theo két qua cua
nghién ctru Pioneer vé ty 1¢ dot bién gene
EGFR & chau A, cong b nam 2011; d 1a
dd chinh xé4c ky vong, d = 0,08.

Xét nghiém real-time PCR dugc lam
tai Phong Cong nghé Gen va Di truyén,
Vién nghién ctru Y Duogc hoc, Hoc vién
Quan y bdi thac si chuyén nganh cong
ngh¢ sinh hoc.

* Xir Iy s6 liéu: Bang phan mém
SPSS 20.0.

3. Pao dirc nghién ciru

Nghién
Ho6i dong Pao duc Truong Pai hoc
Y Ha No6i theo Quyét dinh
s0 14NCS17/HPPPPHYHN ngay
08/02/2018. S6 liéu nghién ciru duoc
Bénh vién K va Bénh vién Quan y 103

ctu dugc thong qua

cho phép sir dung va cong bd. Nhom tac
gia cam két khong c6 xung dot vé loi ich
trong nghién ctru.

KET QUA NGHIEN CUU

Bang 1. Bac diém tuoi, gidi tinh cua nhom nghién ctru.

Tubi, giéi tinh S6 BN (n) Ty 18 (%)

34 - <40 2 1,3
40 - 49 21 14,1
50 - 59 43 28,9
60 - 69 60 40,2
70 - < 80 23 15,5

X +SD 59,8 + 8.9
Tong 149 100
Nam 115 72,2
Nir 34 22.8

Tudi trung binh ctia nhém nghién ctru 1a 59,8 + 8,9, do tudi > 40 chiém 98,7%.

Tubi thip nhat 1a 34, tudi cao nhat 1a 80.
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Bang 2. Gi4 tri ngudng ctia cic quy trinh ExXBP-RT phat hién dot bién

gene EGFR & mic do RNA.
L Gi4 tri ngudng D) nhay Ky thuat (2°4¢Y)
Phan wng
ACtd{)t bién-chiing (%)
Dot bién diém T790M
14,0 0,006
& exon 20
Dot bién mat doan ¢
0t bién mat doan ¢ 115 0.035
exon 19
Dot bién diém L858R
Zot bieh dlem 12.3 0,020
& exon 21
Dot bién diém G719X
, 12,8 0,014
dexon 18
Dot bién thém doan ¢
Ot bién thém doan o 13.8 0.007

exon 20

Dot bién mét doan ¢ exon 19 ¢6 gia tri ngudng ACt 1a 11,5.

Bang 3. Ty 18 dot bién gene EGFR & muc do RNA.

Gene EGFR S6 lwong (n) Ty 18 (%)
Co dot bién 66 443
Khong dot bién 83 55,7
Tong 149 100

Ty 1¢ dot bién gene EGFR & mic do0 RNA 1a 44,3%.
Bang 4. Ty 1€ BN theo sb luong dot bién gene EGFR & muc d0 RNA.

S6 lwong dot bién S6 lwong (n) Ty 18 (%)
Dot bién don 1é 63 95,5
Dot bién kép 3 4,5
Tong 66 100

Dot bién gene EGFR & mirc 0 RNA xay ra & 1 vi tri chiém 95,5%.
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Biéu d6 1. Biéu hién dot bién gene EGFR & mtic d§ RNA.
Dot bién gene EGFR ¢ muc dd RNA xdy ra ¢ exon 19 1a 47%, exon 21 1a 41%.

S04

70 55,7 (n=90)
60 (n=83)

443
S50 (m=66) 39.6

n=5s%

40 G )
30
20
10

Co dértbién Khéng 46t bién
mKhuén RNA  mKhudén DNA

Biéu d6 2. So sanh ty 18 phat hién dot bién gene EGFR trén mau mo
bang xét nghiém real-time PCR khuén RNA va khuon DNA.

Xét nghiém real-time PCR sir dung khuoén RNA phat hién dot bién gene EGFR
c6 ty I¢ duong tinh dat 44,3%. Str dung khuéon DNA dé xét nghiém dot bién EGFR
c6 ty I¢ duong tinh dat 39,6%.

Bang 5. Két qua ddi chiéu phat hién dot bién gene EGFR
bang khuon RNA so v6i khuon DNA trén mau mé.

Khuoén RNA Khuoén DNA
Co6 ddt bién  Khong dot bién HS Cohen’s Kappa
C6 dot bién 59 7
iy 0,904
Khong dot bién 0 83

(HS: Hé s6)
Trén mau mo, str dung khudén RNA dé phat hién dot bién so véi phuong phap
str dung khuén DNA c6 mirc d6 pht hop véi hé s6 Kappa 1a 0,904
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Bang 6. Két qua doi chiéu phat hién dot bién gene EGFR
bang khuon RNA trén mau mau va mau mo.

MAiu mau Mau mb
Co6 dot bién  Khong dot bién HS Cohen’s Kappa
C6 dot bién 43 1
y 0,521
Khoéng dot bién 23 82

(HS: Hé s6)

Str dung khuon RNA dé phat hién dot bién gene EGFR, thay ty 1& dot bién
gene EGFR ¢ mau mau pht hop v6i mau mo, véi hé sé Kappa 0,521.

BAN LUAN

Nghién ctru cta chung t6i cho thay
nam gidi chiém chu yéu (77,2%), tudi
trung binh cua BN trong nghién ctru la
59,8 + 8,9, tudi thép nhat 1a 34, cao nhat
1a 80, nhém tudi > 40 chiém 98,7%. S6
liéu trén phu hop véi nghién clru cua
Nguyén Thi Lan Anh (2017) vé d6t bién
gene EGFR & 152 BN ung thu biéu mo
myén phéi tai Bénh vién Bach Mai cho
thay tudi trung binh nhém nghién ciru 1a
59,6 + 9,9, tudi thap nhét 1a 32, tudi cao
nhat 1a 80 [3].

Viéc st dung phan to RNA lam
khuon trong cac xét nghiém phan tich
dot bién c6 thé mang lai nhiéu vu diém
dang chu ¥ so v&1 khuon DNA. Mot
trong nhitng vu diém 1a trong mdi té bao
thuong c6 nhiéu ban sao cia mRNA
trong khi chi c6 2 ban sao cia DNA, do
d6, phan tich dot bién str dung khuén
RNA c6 thé s& dat dugc do nhay cao
hon [4]. Phan tich dot bién sir dung
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khuon RNA khong chi xac nhén su xXuét
hién cua dot bién & muc phién ma ma
con ¢6 thé danh gid muc do biéu hién
tuong dbi cua alen dot bién so véi alen
dai, véi cac k¥ thuat dinh luong phu hop
nhu RNA-seq hoac digital PCR. Nghién
ctru cho thiy cong nghé méi ExBP-RT
dung khudén RNA dé phat hién dot bién
gene EGFR c6 kha nang phat hién dot
bién v6i do nhay cao.

Thoi gian gan day, c6 nhicu nghién
ctru trén thé gidi ciing nhu & Viét Nam
ching minh hiéu qua diéu tri BN ung
thu biéu mé tuyén phdi bang cac thudc
trc ché tyrosin kinase. Thudc tc ché
tyrosine kinase cua thu thé EGFR dugc
ding nhu mét phwong phép thay thé
cho héa tri liéu & mot s6 BN c6 dot bién
gene EGFR duong tinh [3]. Vi vay, két
qua xac dinh dot bién gene EGFR 1a
mot thong tin quan trong giup cac bac si
lam sang cAn nhéic st dung liéu phap
diéu tri dich cho BN ung thu biéu mo
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tuyén phoi. Ty 1é dot bién gene EGFR
trén BN ung thu biéu mé tuyén phoi
chiém khoang 5 - 15% BN & nguoi da
trang va khoang 30 - 60% BN chau A,
gip nhidu hon & nir gidi, khong hat
thude 14 va c6 mo bénh hoc 1 ung thu
biéu md tuyén phoi [3].

Két qua cua nghién ctru di xac dinh
dugc 66/149 BN co dot bién gene
EGFR & mtic do RNA (44,3%), trong
d6 dot bién don 1é chiém 95,5%, dot
bién kép chiém 4,5%.

Trong nghién ctru cua chung t61, viéc
xét nghiém dot bién gene EGFR su
dung khuén DNA c6 ty 1€ phat hi¢n dot
bién chi 1a 39,6%. Phuong phap xét
nghi¢m madi lam tang ty 1€ phat hién dot
bién trén miu mod thém 4,7%, tuong
ung voi ¢6 thém 7 BN ¢6 co hdi nhan
duoc loi ich tir cac thude (e ché tyrosin
kinase.

Béng 5, 6 so sanh, ddi chiéu cho thay
toan bd 59 BN dot bién gene EGFR
duong tinh trén khuon DNA déu duogc
phat hién trén khuén RNA, hé s6 phu
hop Kappa = 0,904. C6 7 BN xét
nghiém dot bién gene EGFR am tinh
trén khuén DNA nhung lai phat hién dot
bién gene EGFR trén khuon RNA, cac
BN nay déu duoc tiép can thudc trc ché
tyrosin kinase. Trong s6 7 BN d6, ¢6 1
BN cao tudi (73 tudi), nho viée dung
thudc trc ché tyrosin kinase, BN tranh

duoc viéc truyén hoa chit va cac tac
dung phu cua hoa chat, nho d6 chat
lugng cudc séng duoc cai thién.

Trong thyc hanh 1am sang, viéc ldy
mau mo dé xét nghiém dot bién khong
phai luc nao cling thuan lgi. C6 nhiing
truong hop mau mé di dé xac dinh chan
doén mo6 bénh hoc, nhung lai khong dap
g yéu ciu cho cac phan tich dot bién
do han ché vé sb luong hoac chét luong
mau [4, 5].

Hién nay, trén thé giéi khong co
nhiéu nghién ctru vé st dung khudn
RNA dé xét nghiém dot bién gene
EGFR. Téac gia Gallegos Ruiz MI va
Floor K khang dinh khuén RNA 1a
nguén uu tién cho xét nghiém dot bién
gene EGFR ¢ BN ung thu phoi [6].

Tac gia Muller S, Janke F (2020)
nhan thay cac micro RNA cé nhiéu
thuan loi dé ung dung lam dau 4n sinh
hoc dua trén sinh thiét 16ng bao gdm do
6n dinh cao, do phong phu twong d6i
cao va su hién dién gén nhu & tat ca cac
chat long trong co thé, do do, viéc tmg
dung cac RNA dé xac dinh cac dot bién
trong ung thu phéi dang mé ra mot ky
nguyén méi vé gia tri cua sinh thiét long
trong chan doan, theo ddi dap tmg diéu
tri ung thu phoi [7].

KV thuat ExBP-RT phat hién dot
bién trén RNA d3 duoc tac gia Ho Hitu
Tho va CS cong b6 véi do nhay cao hon
tir 10 - 30 1an so véi cac phuong phap
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duoc sir dung pho bién hién nay, mé ra
trién vong 16n trong cac ung dung 1am
sang khac nhau. Pac biét, tng dung
phat hién dot bién gene lién quan dén
ung thu tur mau mau ngoai vi va cac dich
co thé bang k¥ thuat méi trén cac BN
ung thu phéi khong té bao nho, phuc vu
chan doan, tién lugng va theo doi bénh
sau diéu tri. Vi thanh cong trong phan
tich dot bién trén gene KRAS va BRAF
voi d6 nhay cao, tuong tmg 0,017 -
0,09% va p <0,05% [2].

Xét nghiém mau mau co ty 1é dot
bién gene EGFR & mirc d RNA trong
nghién ctru 1a 29,5%. Co6 4 truong hop
xét nghiém trén miu mod bang khuén
DNA am tinh nhung phat hién dot bién
gene EGFR trén mau mau. Nguyén
nhan do mau mé 1a hdn hop cua nhiéu
loai t& bao khac nhau, bao gém cac té
bao clia to chire lién két va cac t€ bao
khdi u v6i pho dot bién va thong tin di
truyén da dang, ngay c4 mot mau sinh
thiét thuan nhat thudc vé mot khdi u nao
d6 cung khong doéng nhit vé mit di
truyén, do d6, mau mé 13 mot phan cia
khéi u khong thé dai dién cho toan bo
cac bién ddi gene trong toan bo khéi u.
Trong nhiéu trudng hop lugng DNA
ki€u dai lai nhiéu hon rét nhiéu so véi
luong DNA dot bién, khién cho viéc
phat hién dot bién gap kho khan, nhat 1a
khi DNA dt bién trong mau bénh pham
c6 ndng d6 thap. Nhitng BN nay nho ¢o
phuong phap xét nghiém tim dot bién
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gene EGFR trén bénh pham khac ma
BN c¢6 thém co hoi duoc tiép can thudc
{rc ché tyrosin kinase.

Co 17 truong hop mau mau khong
phat hién dot bién gene EGFR, nhung
khi 1am trén mau mo bang khuén RNA
lai phat hién c6 dot bién. Ty 1é dot bién
gene 0 mau mau thip hon & mau mé 1a
do lugng gene dich luu hanh trong méau
thap hon nhiéu so véi luong gene dich
khu trt trong khéi u, dic biét 1a cac gene
mang dot bién. Tuy nhién, xét nghiém
mau mau van cé uu viét vi day la
phuong phap it xam 14n, c6 thé thyc
hién dugc nhiéu lan trong qué trinh BN
diéu tri bénh, do d6, viéc ap dung cac
phuong phap phat hién d6t bién gene
EGFR trén mau méu véi do nhay cao sé
mang lai nhiéu loi ich trong tién luong
va theo dbi dap tng diéu tri.

KET LUAN

Qua xét nghiém 149 mau mo, 149
mAu mau cia BN ung thu biéu mé tuyén
phoi cho thay ty 1¢ dot bién gene EGFR
& muc d0 RNA trén mau mé 1a 44,3%,
trong d6, dot bién don 1é chiém 95,5%,
dot bién kép chiém 4,5%. Bénh pham
mau mo khi xét nghiém dot bién gene
EGFR bang phuong phap real-time
PCR st dung khuén RNA co ty I¢ phat
hién dot bién cao hon st dung khuon
DNA 14 4,7%, véi hé s phu hop Kappa
12 0,904. Ty 1¢ dot bién gene EGFR &
muc do RNA trén mau mau 1a 29,5%.
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