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Abstract: This study aims to evaluate the mutation status of KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA, and
AKT and analyze the association of gene mutations with clinicopathological characteristics of
colorectal cancer. 151 colorectal cancer patients were diagnosed at Pathology and Molecular
Biology Center in National Cancer Hospital K. The research was conducted as a cross-sectional
study using methods such as genomic DNA extraction; mutation analysis by Real-time PCR.
Mutation rates of KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA, and AKT were 37.1%, 7.3%, 2.6%, 12.6%, and
1.3%, respectively. KRAS mutation was significantly associated with the size tumor. Additionally,
KRAS mutation was mutually exclusive against that of BRAF mutation and tended to coexist with
PIK3CA mutation (p<0.05). In conclusion, the most popular mutation in colorectal cancer was
KRAS. These were different in gene mutations with clinicopathological characteristics as well as
each mutation with others.
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Tém tit: Ty 1é dot bién KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT va mdi lién quan giita nhimg dot
bién nay véi mot s6 dac diém cua ung thu dai truc trang (UTDTT) duogc nghién curu trénl151 bénh

nhan dugc chén doan ung thu dai truc trang tai Bénh vién K tir nam 2020 dén nam 2022. Nghién
clru mo ta cit ngang sir dung phuong phéap nghién ctru nhu: tach chiét DNA tong s tir mau FFPE;
xac dinh dot bién gen bang phuorng phap Real-time PCR. Ty 1& dot bién KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT lan luot 1a 37,1%, 7,3%; 2
¢6 ¥ nghia voi yéu t6 kich thudce khéi u. Ngoai ra, dot bién KRAS loai trir d6t bién BRAF va ¢6 xu

hudng xuat hién cing dot bién PIK3CA (p<0,05). Bén canh dot bién KRAS xay ra phd bién & bénh

nhan ung thu dai tryc trang, cac bién d6i gen BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT duoc phat hién véi tém
suat 1,3-12,6%. C6 su khac biét gitra ty 1¢ dot bién cic gen nay ¢ cac nhom bénh nhén khac nhau vé

,6%; 12,6% va 1,3%. Dot bién KRAS c6 mbi trong quan
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kich thugc khdi u, cling nhu mdi twong quan giita cac dot bién.

Tir khéa: UTDTT, bién ddi di truyen.

1. Mé dau

UTDTT la mét trong nhitng loai ung thu phd
bién trén toan thé gidi, co ty 16 mic mai dung thir
ba va ty 18 tir vong dimg thtr tu trong s cac bénh
ung thu ac tinh [1]. Ty 1¢ UTDTT & nguoi da
tréng dugc ghi nhan cao vuot trdi so voi cac
ching tdc & Chau A. Tuy nhién, hi¢n tai, ung thu
dudng tiéu hoa gia tang dang ké & cac nudc Chau
A, ching han ¢ Trung Quéc, Han Qudc va Viét
Nam, va c6 xu hudng tang nhanh trong tuong lai.
Piéu nay co the lién quan dén cac yéu td nguy
co, bao gdm yeu t6 dinh dudng, thay doi ché do
in udng, han ché van dong, thoi quen hat thudc,
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udng ruou bia qua mirc hay 6 nhiém méi truong
sinh hoat [1, 2].

Cac dot bién KRAS, BRAF va NRAS trong
con duong tin hi¢u RAS/RAF/MAPK da duoc
chimg minh 14 yéu t6 tién luong chinh gy nén
tinh khang véi khang thé don dong khang yéu to
ting truong biéu bi (anti-EGFR-mAb) nhu
Cetuximab and Panitumumab. Bénh nhan khong
mang dot bién KRAS, BRAF va NRAS s& nhay
cam voi lidu phap diéu tri nhdm dich nay [3]. Do
d6, danh gia tinh trang dot bién RAS/RAF 1a can
thiét truéc khi st dung Cetuximab and
Panitumumab. Piéu ndy cho phép bac si 1am
sang du doan chinh x4c hiéu qua ciia khang thé
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don dong khang EGFR (mAb) ciing nhu hiéu rd
dic diém phan tir khéi u [3].

Ngoai ra, phosphoinositide-3-kinase (P13K)
1a ho kinase lipid trong duong truyén tin hiéu
PI3K/AKT/mTOR, d¢am nhan nhiéu chirc ning
khac nhau trong té bao va thuong bi rdi loan diéu
hoa trong cac khéi u thé ran. Rét nhiéu nghién
ctru chi ra ring dot bién PIK3CA quan sat duoc
& nhiéu khdi u ac tinh, trong d6 c6 UTDTT
[4-5]. Dot bién PIK3CA xuit hién xdp xi &
10-20% truong hop UTDTT, trong d6 khoang
80% cac dot bién xay ra trén cac ving hotspot 1a
exon 9 ma hda ving xodn va exon 20 ma hoéa
vuing kinase [5]. Dot bién PIK3CA, dot bién AKT
va mét chtc niang PTEN hay cac bién d6i khac
tham gia vao con duong tin hiéu
PI3K/AKT/mTOR c6 vai trd trong yéu trong ung
thu [6]. Dot bién PIK3CA c6 lién quan chit ché
v6i dot bién KRAS va cac thay do6i di truyén
ngoai gen nhu methyl héoa qua muc ving
promoter mdt sd gen (CpG island methylator
phenotype — CIMP) [7]. Khang thé don dong
khang EGFR nhu Cetuximab va Panitumumab
duoc xem la li€u phéap chinh diéu trj UTPTT di
can, tuy nhién véi nhitng trudng hop mang bién
d6i PIK3CA s& giam dap tmg voi liéu phap nham
dich nay [8]. Diéu nay goi ¥ ring can phan tich
céc bién doi gen thude duong truyén tin hiéu
RAS/RAF va PI3K nham hd trg diéu tri UTDTT.
Hon nita, xac dinh mbi twong tic giira nhiing
thay d6i di truyén & KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT c6 thé giup hiéu chi tiét co ché
sinh ung thu cta cac khéi u dai tryc trang, ciing
nhu giai thich dugc sy khac biét trong dap ting
thudc ¢ ting bénh nhan. Mic du nhimng hiéu biét
m&i vé cac co ché phén tir da dugc dua ra tir cac
nghién cru gan day, bénh nhan UTDTT Viét
Nam phan 16n chi dugc thuc hién xét nghiém
phat hién dot bién gen KRAS. Nhing nghién ctru
vé thay d6i cac gen BRAF, NRAS, PIK3CA va
AKT dang rat han ché. Vi vay trong nghién ciru
nay chung toi thuc hién phan tich bién ddi di
truyén ddng thoi cac gen KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT véi hai muyc tiéu: i) Xac dinh ty
1¢ dot bién cac gen nay trén bénh nhan UTDTT;
va ii) Phan tich su lién quan giita dot bién cua

cac gen nay voi mot sé dic diém cta bénh nhan
UTDTT.

2. Poi twong, phuwong phap nghién ciru
2.1. Péi twong nghién ciru

Nghién ctru dugc tién hanh trén 151 bénh
nhan duoc chan doan UTDTT tai Bénh vién K
trong giai doan tir nim 2020 dén nam 2022.

2.2. Tiéu chuan chon mau

Bénh nhan UTDTT c6 tién hanh phau thuat
dé thu duoc bénh phém phuc vu cho cac xét
nghiém sinh hoc phan tir. Mau nghién ctru dugc
lwa chon theo tiéu chudn: C6 du khdi nén va tiéu
ban HE, chtra it nhat 30% té bao u trén tiéu ban
HE, mau dac nén duoc cit 1at bang may cit tiéu
ban té bao thanh cac 1at c6 d6 day 5-10 pm, 5-10
lat/bénh phdm va bao quan & — 20 °C, chua trai
qua céc diéu tri trudc do.

2.3. Phuong phadp nghién cuu

Nghién ciru mé ta cit ngang sir dung mot s6
k¥ thuét sinh hoc phan tir nhu:

Tach chiét DNA: DNA tong sd dugc tach
chiét tir mau duc FFPE sir dung bo kit QlAamp
DNA FFPE (Qiagen, Valencia, CA, USA) theo
huéng dan ctia nha san Xuét. Néng d0 DNA duoc
danh gia bang bo kit Qubit dSDNA BR Assay
Kit, do tinh sach DNA téng s6 dugce xac dinh
bang méay quang phd Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).

Xdc dinh dot bién KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT: bd kit Colorectal Cancer
Mutation Detection Panel (Entrogen, CA, USA)
duoc sir dung dé phat hién dong thoi cac bién doi
trén 5 gen KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT
bang k¥ thuat Real-time PCR v6i khuon 1a cac
phan tir DNA thu tir mau FFPE.

2.4. Van dé y dirc

_ Nghién ctru tuén theo va dugc thong qua Hoi
dong Y duc (No.02-2022/NCHG-HDDD).
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3. Két qua
3.1. Pdc diém bénh nhan trong nghién citu

Dic diém bénh nhan UTDTT trong nghién
ctru duoc danh gia theo cac dic diém do tudi,
gi6i tinh, vi tri u, kich thudc khdi u va phan tip
md bénh hoc. D tudi trung binh ctia bénh nhan
la 59,6 tudi. Ty 1é bénh pham duoc thu tir dai
trang so v6i truc trang 1a 1,4; phan 16n cac truong
hop 14 nam gidi (60,3%) va c6 kich thudc khdi u
<5 cm (66,2%). Theo phan tip m6 bénh hoc,
bénh nhén duoc chia ra thanh cac dang voi ty 1¢
tuong ng nhu sau: ung thu biéu mé tuyén
(74,8%), ung thu bleu mo tuyén nhay (23,2%) va
ung thu biéu mé té bao vay (2,0%) (Bang 1).

Béng 1. bac diém bénh nhan nghién clru

Pic diém N %

151 100

Tudi

>59,6 82 54,3

<59,6 69 45,7

Gioi tinh

Nam 91 60,3

N 60 39,7

Vitriu

Dai trang 87 57,6

Tryc trang 64 42,4

Kich thuéce khéiu

>5cm 51 33,8

<5cm 100 66,2

Phén tip

UTBM tuyén 113 74,8

UTBM tuyén nhay 35 23,2

UTBM té bao vay 3 2,0

3.2. Ty I¢é dot bién gen KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT

Pau tién, bang phuong phap nhuém HE,
ving khdi mé c6 >30% té bao ac tinh dwoc
khoanh viing, tach ra khoi khdi paraffin va duogc
cit thanh cac lat day 10 pm/lat. DNA tong sd
duoc tach chiét tir 5-10 1at cit/mau cia 151 mau
UTDTT dat ndng d trong khoang 20-100 ng/pl,
chi s6 A260/280 dat 1,8-2,0 (két qua khong hién

thi), dap (g yéu cau ctia phan tmg qPCR phan
tich d6t bién cac gen quan tm (t6i thiéu 2 ng/ul).

Két qua phén tich dot bién dong thoi trén 5
gen KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT st
dung bd kit Colorectal Cancer Mutation
Detection Panel duoc thé hién & Béang 2. Ty 1€
bién dbi cac gen trong nghién ciru bao goém
KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT lan luot
14 37,1%; 7,3%; 2,6%; 12,6% va 1,3% (Bang 2).
Céac gen tham gia cing dudng truyén tin hiéu,
chaing han nhu RAS/RAF/MAPK hay
PI3K/AKT/mTOR thuong loai trtr nhau, khong
c6 bénh nhin niao mang dong thoi dot bién
KRAS, BRAF va/ hoic NRAS, hay dot bién
PIK3CA va/hoic AKT. Tuy nhién, dot bién
PIK3CA c6 xu huéng cing ton tai voi dot bién
KRAS.

Bang 2. Ty 1¢ dot bién cac gen KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT

Gen Dot bién

Co Khoéng
RAS 5 T o e
S
R T
PIGCA |55 | ena
% T35 T e

3.3. Su lién quan giita bién doi KRAS, BRAF,
NRAS, PIK3CA va AKT voi mét so dac diem cua
bénh nhan

Su lién quan giita nhing bién do6i di truyén
lién quan dén cic gen KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT va mot s6 ddc diém cua bénh
nhan trong nghién ctru bao gdm: do tudi, gisi
tinh, vi tri khoi u, kich thudc khdi u va phan tip
mod bénh hoc duoc trinh bay trong Bang 3. Két
qué cho thay nhitng bénh pham c6 kich thude u
> 5 c¢m c6 ty 16 mang dot bién KRAS cao hon
dang ké nhom bénh nhan c6 kich thude u < 5 cm
(52,9% so voi 29,0%; p<0,05). Ngoai ra, dot
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bién KRAS c¢6 xu huéng Xdy ra pho b1en ¢ bénh
nhén c6 phan tip ung thu biéu mé tuyén so véi
ung thu biéu mé tuyén nhay va ung thu biéu mo
té bao vay (41,6% so v6i 25,7% va 0%). Khong
¢6 sy khac biét vé nhing bién dbi di truyén cua
BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT giira bénh nhan

theo nhom tudi, gidi tinh, vi tri u, kich thude khoi
u va phéan tip moé bénh hoc (Bang 3). Tuy nhién,
sO lugng bénh nhén trong nghién ctru con kha it,
can thu thap thém bénh nhan dé co nhitng danh
gia chinh xac hon.

Bang 3. Lién quan giita dot bién KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT véi dic diém bénh nhan

KRAS BRAF NRAS PIK3CA AKT
Dot bién P Dot bien Dot bién P Dot bien P Dot bien P

Co| % Co| % Cé % Cé | % Co | %
N 151 56 | 37,1 11| 7,3 4 2,6 19 | 12,6 2 |13
Tudi 0,616 0,229 1,000 0,809 1,000
> 59,6 32 | 39,0 8 | 98 2 24 11 | 134 1 112
<59,6 24 | 348 3 | 43 2 29 8 | 11,6 1 |14
Gidi tinh 0,170 0,346 1,000 0,223 1,000
Nam 38 | 41,8 5 1] 55 2 2,2 14 | 154 1 |11
Nix 18 | 30,0 6 | 10,0 2 33 5 8,3 1 |17
Vitriu 0,734 0,529 1,000 1,000 0,508
bai trang 31 | 35,6 5| 57 2 2,3 11 | 12,6 2 |23
Tryc trang 25 | 39,1 6 9,4 2 3,1 8 12,5 0 0
Kich thuéc u 0,005 1,000 1,000 1,000 1,000
>5cm 27 | 52,9 4 1 78 1 2,0 6 | 118 1 120
<5cm 29 | 29,0 7170 3 3,0 13 | 13,0 1 |10
Phén tip 0,107 0,791 0,606 0,277 0,441
UTBM tuyén 47 | 416 | 0,048 | 9 | 80 | 0579 | 4 35 | 0240 | 17 | 150 | 0,116 | 1 | 09 | 0,415
UTBM tuyén nhay 9 | 2571|0112 | 2 | 57 | 0683 | O 0 0,266 | 2 57 0162 | 1 | 2,9 | 0,366
UTBM té bao vay 0 0 0179 | 0 0 0624 | 0 0 0,773 | 0 0 0,507 | 0 0 | 0,839

4. Ban luan

4.1. Ty Ié dot bién KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA
va AKT

Con duong tin hiéu EGFR tham gia vao
nhiéu hoat ddng quan trong cua té bao. Réi loan
diéu hoa con dudng nay dugc quan st trong cac
khéi u thé rin, trong d6 c6 UTDTT [8]. Dua trén
bién ddi ciia con dudng nay, liéu phap nhim dich
sir dung khang thé don dong khang EGFR cai
thién dang ké hiéu qua diéu tri, dic biét dbi vai

bénh nhan UTDTT di can [9]. Tuy vay, cac bao
c4o chi ra dot bién trén mot sd gen bao gdm
KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT lién quan
dén ty 1& dap Gmg thap voi lidu _phap khang thé
don dong khang EGFR. Dac diém ctia mau duc

paraffin co ndng d6 DNA thip, bi dirt gdy va lan
nhiéu tap chit nén dién di va xac dinh ndng do
bang phuong phap do quang phd héap thu khong
phan anh chinh xac. Do @6, trong nghién ctu
nay, chung t6i xac dinh ndng 6 DNA méu bénh
pham UTDTT bang kit Qubit dsSDNA BR Assay
Kit, lién két dac hiéu v6i DNA mach kép, cho



V. D. Linh et al. / VNU Journal of Science: Medical and Pharmaceutical Sciences, Vol. 39, No. 2 (2023) 90-96 95

phép danh gia chinh xac nong do ctia mau dic.
V6i ndng d6 tach chiét nam trong khoang 20-100
ng/ul, d6 sach 1,8-2,0, tat ca cac mau UTDTT
dam bao s lwong va chét luong theo yéu cau cua
cac kit thuong mai phat hién 4ot bién soma.
Trong nghién clru nay, ty 1& dot bién KRAS,
BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT trén mau
UTDTT lan luot 1a 37,1%; 7,3%; 2,6%; 12,6%
va 1,3%. Tan suét dot bién KRAS ¢ bénh nhan
UTDTT rét khac nhau giita cic quan thé trén
toan thé gidi, dao dong tir 13% dén 66% [10-13].
Pdi v6i bénh nhan nguoi Viét Nam, nghién ctru
cua ching t6i ghi nhan ty 1¢ dot bién KRAS la
37,1%, phu hop voi ty 1€ chung ¢ cac nudc Chau
A (22-66%) [10, 11]. BRAF V600E (exon 15) la
dot bién kich hoat phd bién nhat, chiém 90%
tong sb cac bién thé giy bénh kich hoat & BRAF
[12]. Trén thé gidi, tan suat bién d6i BRAF dao
dong rong 1,1 — 25% [10-13]. Chlng t6i phéat
hién 11/151 bénh nhan mang dot bién BRAF, dat
7,3%, cao hon so voi bénh nhan Chau A (1,1-
5,8%). Tuong tu, dot bién NRAS xay ra & 4/151
truong hop (2,6%), pht hop véi da phan cac
cong bd voi ty 1& dao dong 2-10% [11, 13].
Dot bién hoat hoa thudc con duong
PI3K/AKT/mTOR, ching han nhu dot bién
PIK3CA va/hoic AKT thudng xuit hién & cac
khéi u thé ran va co vai tro tién lwong dép tng
diéu tri trong UTDTT [14]. Ty 1& dot bién
PIK3CA va AKT trong nghién clru ctia ching t6i
lan luot 1a 12,6% va 1,3%, phu hop vai cac cong
bd trudc diy 2-18% [10-12]. Nhu viy, co su
khac biét vé tan suit cac bién ddi di truyén giita
cac nghién ctru ¢6 thé do yéu té ching toc, ving
dia 1y, kich thuéc mau, loai mau va ki thuat phan
tich dot bién. bac biét, két qué nghién ctru cho
thiy nhitng bién d6i gen trong cung dudng
truyén tin  hiéu (RAS/RAF/MAPK va
PI3K/AKT/mTOR) c6 xu huéng loai trir 1an
nhau, trong khi d6 dot bién PIK3CA c6 xu hudng
xay ra dong thoi véi dot bién KRAS, tuong dong
védi cac bao cao trude day [10-13].

4.2. Lién quan giita djt bién KRAS, BRAF,
NRAS, PIK3CA va AKT voi dac diém bénh nhan

Bién doi gen KRAS ¢ xu huéng xay ra &
nhitng bénh nhan cé kich thudc khoiu > 5 cm so

v&i bénh nhan mang khéi u < 5 cm (52,9% so véi
29,0%; p<0,05). Két qua nay khong thong nhat
giita cac nghién ctru, chang han Mao C va cs
(2012) khang dinh dot bién KRAS c6 tuong quan
v6i nit gi6i va vi tri khdi u [10]. Bén canh do,
chung t6i nhan thiy dot bién KRAS c¢6 xu hudéng
xay ra & bénh nhén phén tip UTBM tuyén so véi
UTBM tuyén nhay va UTBM té bao vay (41,6%
50 v6i 25,7% va 0%) (Bang 3). Két qua thu dugc
hoan toan tuong dong voi cong bd ciia Lee HW
va cong su (2022) khi phén tich dot bién KRAS
trén bénh nhan UTPTT ngudi Han Qude [15].
Nhirng bién d6i gen lién quan dén BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT hoan toan ngau nhién véi cac
yéu t6 do tudi, gioi tinh, vi tri u, kich thudc khdi
u va phan tip bénh hoc ctia bénh nhan, théng nhét
v6i da phan cac bao cao [10-13, 15]. Tuy nhién
trong nghién ctru nay, cac phan tich bién déi di
truyén moai thuc hién ¢ 151 bénh nhan UTDTT
dugc thuc hién trén. Vi vay, dé co nhitng danh
gia chinh xac hon vé ty 1¢ dot bién ciing nhu sy
lién quan giita dot bién vi mot s6 dic diém bénh
nhan trong nghién ctru ching téi can ting s6
lwgng bénh nhén cling nhu mé rong pham vi
nghién curu.

5. Két luin

Ty 1 dot bién cac gen KRAS, BRAF, NRAS,
PIK3CA va AKT trong bénh nhan UTDTT nguoi
Viét Nam lan luot 14 37,1%; 7,3%; 2,6%; 12,6%
va 1,3%. C6 su khac biét giita ty 1& dot bién
KRAS & cac nhom bénh nhan khac nhau vé kich
thude khdi u va phén tip m6 bénh hoc. Cac dot
bién BRAF, NRAS, PIK3CA va AKT la ngau
nhién gitta cac nhém bénh nhan UTDTT.
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