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LỜI CAM ĐOAN

Tôi là Nguyễn Thị Thơm, nghiên cứu sinh khoá 34 Trường Đại học Y Hà Nội, Chuyên ngành Hoá sinh Y học, xin cam đoan:
1. 	Đây là luận án do bản thân tôi trực tiếp thực hiện dưới sự hướng dẫn của Cô Đặng Thị Ngọc Dung.
2. 	Công trình này không trùng lặp với bất kỳ một nghiên cứu nào khác đã được công bố tại Việt Nam.
3. 	Các số liệu và thông tin trong nghiên cứu là hoàn toàn chính xác, trung thực và khách quan, đã được xác nhận và chấp thuận của cơ sở nơi nghiên cứu.
Tôi xin hoàn toàn chịu trách nhiệm trước pháp luật về những cam kết này.
Hà Nội, ngày 10 tháng 12 năm 2019
Người viết cam đoan


Nguyễn Thị Thơm

DANH MỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT
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Tế bào thần kinh đệm được xem như là mô liên kết của hệ thần kinh trung ương của con người, với số lượng nhiều gấp 10 đến 50 lần so với số lượng neuron thần kinh. Các tế bào thần kinh đệm được công nhận vai trò thông tin liên lạc trong hệ thần kinh trung ương khi hợp tác với các neuron [1]. U nguyên bào thần kinh đệm (UNBTKĐ) phát triển từ tế bào thần kinh đệm chưa biệt hóa hoặc biệt hóa thấp trong não [2], 100% là ác tính và được WHO xếp vào nhóm u ác tính độ IV [3]; tỷ lệ mắc mới hàng năm khoảng 3,2/100000 dân, chiếm tỷ lệ cao nhất trong các loại u não ác tính nguyên phát (46,6%), bệnh tiến triển rất nhanh, người bệnh UNBTKĐ có thời gian sống trung bình chỉ 6 tháng đến 1 năm mặc dù đã được điều trị rất tích cực, tỷ lệ sống sau 5 năm rất thấp chỉ khoảng 5,5% [4]. 
Cơ chế sinh bệnh UNBTKĐ được biết đến đa phần là do đột biến gen, gây rối loạn thông tin di truyền trong tế bào, tế bào tăng sinh, không ngừng phân chia phát sinh khối u, ung thư [5],[6],[7]. Một tế bào bình thường để chuyển dạng sang tế bào ung thư phải trải qua một vài đột biến ở một số gen nhất định. Quá trình này liên quan đến hệ thống gen sinh ung thư và gen kháng ung thư. Bình thường gen sinh ung thư kiểm soát hoạt động tế bào theo hướng tích cực, mã hóa protein truyền những tín hiệu phân bào, khi các gen này bị đột biến sẽ truyền tín hiệu phân bào sai lạc mà cơ thể không kiểm soát được dẫn đến sinh ung thư, ví dụ gen EGFR, FGFR, IDH... Các gen kháng ung thư trái lại mã hóa cho những protein kiểm soát phân bào theo hướng ức chế, làm chu kỳ phân bào dừng ở một pha, thường ở pha G1; các gen kháng ung thư còn có chức năng làm biệt hóa tế bào, hoặc mã hóa tế bào chết theo chương trình. Khi các gen kháng ung thư bị bất hoạt do đột biến sẽ làm biến đổi tế bào lành thành ác tính, ví dụ gen TP53, PTEN… [5]. 
Các nghiên cứu đã chỉ ra sinh bệnh UNBTKĐ có liên quan đến nhiều gen: gen kháng ung thư như gen TP53, PTEN, gen sinh ung thư như: EGFR, FGFR, IDH, MGMT, ATRX, hoặc xóa 1p/19q… [8] nhưng tập trung nghiên cứu đột biến một số gen như gen TP53, EGFR, FGFR, vì đột biến các gen TP53, EGFR, FGFR ngoài có tỷ lệ đột biến cao còn được chứng minh đóng vai trò quan trọng trong cơ chế sinh bệnh phân tử và định hướng điều trị của bệnh u nguyên bào thần kinh đệm [4],[9],[10],[11]. Gen TP53 có vai trò kiểm soát hoạt động sống và chết của tế bào theo chu trình. Đột biến TP53 liên quan chặt chẽ với một tiên lượng xấu cho sự sống còn tổng thể ở những bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm, và đột biến TP53 còn làm tăng nhạy cảm với hóa chất temozolomide trong điều trị bệnh, làm tăng tỉ lệ sống còn so với điều trị bằng semustine ở bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm [12],[13]. Gen EGFR và gen FGFR mã hóa tổng hợp các thụ thể màng tế bào có tên gọi protein tyrosin kinase, các thụ thể này có vai trò tiếp nhận và truyền các tín hiệu nội bào theo cơ chế phosphoryl hóa, sản phẩm của chúng sẽ điều hòa sự tăng sinh, sự sống còn, sự biệt hóa và sự vận động tế bào. Hoạt động của các thụ thể được kiểm soát và điều hòa rất chặt chẽ. Sự rối loạn hoạt động của tyrosin kinase do đột biến hay do các biến đổi di truyền khác có thể gây ra mất điều hòa hoạt động của enzym này và hậu quả là tế bào trở nên ác tính [5],[6]. Một số chất ức chế hoạt động bất thường của tyrosin kinase đã được thử nghiệm thành công trong một số ung thư do đột biến gen EGFR, FGFR như: ung thư phổi không tế bào nhỏ, ung thư vú, đại tràng...[14],[15],[16],[17]. Và các chất ức chế EGFR, FGFR hiện đang được thử nghiệm trên bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm, để những thử nghiệm thành công nhất định cần phải xác định được những thay đổi trong cấu trúc phân tử gen EGFR, FGFR. Đây chính là hướng điều trị đích đang rất triển vọng trong điều trị ung thư [18]. Nghiên cứu đột biến gen TP53, EGFR, FGFR… là một trong những cơ sở cho nghiên cứu điều trị đích của bệnh UNBTKĐ, và rất cần thiết với các thầy thuốc lâm sàng để đưa ra tiên lượng và hướng điều trị tốt nhất cho người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm. Tại Việt nam chưa thấy có nghiên cứu về vấn đề này.
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[bookmark: _Toc497123855][bookmark: _Toc26547994]1.1.1. Tình hình mắc u nguyên bào thần kinh đệm trong nước và trên thế giới
Tổng thể về điều tra mắc UNBTKĐ trên thế giới chưa đồng đều, ví dụ ở Mỹ năm nào cũng có nghiên cứu báo cáo về tình hình mắc bệnh, hay ở Anh, Phần lan, Đan mạch thường 5 năm báo cáo một lần…, song ở các châu lục khác, như châu Á hay châu Phi, thống kê về bệnh còn lẻ tẻ và rất ít. Qua các báo cáo cho thấy tỷ lệ mắc UNBTKĐ không giống nhau giữa các châu lục, ở các nước Châu Âu và Mỹ có tỷ lệ mắc cao hơn các nước châu Á, tại Mỹ tỉ lệ mắc mới hàng năm là 3,2/100000 dân [4], tỷ lệ mắc cao nhất là ở Anh (4,64/100.000 dân/năm) [19], và các nước Bắc Âu số người mắc bệnh giao động từ 3,3 - 5,1/100.000 đối với nam giới và 2,1-3,5/100.000 phụ nữ, tỷ lệ mắc bệnh gia tăng hàng năm, tăng trung bình hàng năm ở nam giới: 9,2% và phụ nữ: 8,8%, sự gia tăng cao nhất ở nhóm tuổi già nhất, nam là 12,4%, nữ là 10,5% [20], tỷ lệ mắc thấp hơn ở Phần Lan 2,0/100.000 người/năm [21]. Tại Ấn độ hàng năm có từ 5-10/100,000 dân mắc u não và thần kinh trung ương, trong đó tỷ lệ mắc UNBTKĐ chiếm 22,8% [22]. Tỷ lệ mắc bệnh rất thấp ở Hàn quốc 0,66/100000 dân/năm [23]. Nam giới thường mắc UNBTKĐ nhiều hơn nữ giới, và người da trắng có tỷ lệ mắc bệnh cao hơn người da màu [4].
Tại Việt Nam chưa thấy có báo cáo về tỷ lệ mắc u nguyên bào thần kinh đệm trong cả nước, một số các nghiên cứu đã đưa ra kết quả cho thấy tỉ lệ bệnh khá cao: theo thống kê của Lê Xuân Trung và Nguyễn Như Bằng năm 1975, u nguyên bào thần kinh đệm chiếm 18% trong 408 ca mổ u não tại bệnh viện Việt Đức [24]. Nghiên cứu của Kiều Đình Hùng (2006), trong các loại u thần kinh đệm ác tính thì UNBTKĐ chiểm tỷ lệ cao nhất 62,7% [25]. Nghiên cứu của Trần Chiến (2011) tỉ lệ mắc u nguyên bào thần kinh đệm là 39,3% trong số các u thần kinh đệm hình sao, nam mắc bệnh cao hơn nữ, tuổi trung bình 43,03 ± 3,37, tuổi hay gặp nhất từ 51-60 tuổi, thấp nhất 13 tuổi, cao nhất 71 tuổi [26]. Theo Dương Đại Hà và Hà Kim Trung (2014), u nguyên bào thần kinh đệm chiếm 33,3%, có độ tuổi trung bình cao nhất trong các loại u thần kinh đệm [27]. Tất cả các nghiên cứu đều kết luận nam giới mắc bệnh UNBTKĐ cao hơn nữ giới, tỷ lệ mắc tăng theo lứa tuổi [4],[19],[20],[25]. Về độ tuổi mắc ở Việt nam trẻ hơn so với các nước: tuổi trung bình mắc UNBTKĐ là 43 ± 3,71, tuổi hay gặp nhất từ 51-60 tuổi (28,8%) [26], trong khi đó ở Mỹ tỷ lệ mắc bệnh cao nhất là nhóm trên 75 tuổi chiếm 24,43% [4]. 
Nhìn chung bệnh u nguyên bào thần kinh đệm ngày càng gia tăng, gặp nhiều ở tuổi trung niên trở lên, nam mắc bệnh cao hơn nữ, rất ác tính và tỉ lệ sống thường rất thấp, khoảng 5,5% sống qua 5 năm [4],[19],[21],[26]…
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Tổ chức não và thần kinh trung ương khá đa dạng, bao gồm nhiều tuyến, nhiều loại tế bào; khi tổn thương cũng rất đa dạng, tùy vị trí, chức năng mà các tế bào đảm nhiệm sẽ gây ra các bệnh lý khác nhau, cùng gọi là u não song với mỗi loại tế bào khi bị bệnh sẽ có biểu hiện một dạng hình thái tổn thương. Dựa vào vị trí tổn thương có thể định hướng bệnh, và dựa vào tổn thương mô bệnh học có thể xác định chính xác tổn thương loại tế bào nào và thuộc thể bệnh nào.
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1.1.2.1. Phân loại u nguyên bào thần kinh đệm theo vị trí khối u
Phân loại theo vị trí khối u giúp các bác sĩ định hướng cho chẩn đoán và điều trị, nhất là xác định vị trí cho việc phẫu thuật cắt khối u. Các vị trí khối u được chia thành 3 loại [2]:
Các u trên lều: nằm phía trên của lều tiểu não bao gồm các u thùy não (u thùy trán, thùy đỉnh, thùy thái dương, thùy chẩm), các khối u vùng trung tâm (u nhân xám trung ương, u não thất bên, u thể trai, u hố yên, u não thất III, u tuyến tùng).
Các u dưới lều (u hố sau): bao gồm các u tiểu não, u não thất IV, u thùy giun, thân não, góc cầu tiểu não.
Các vị trí khác: u lỗ bầu dục giữa khe tầng trên và dưới lều, các u lỗ chẩm nằm giữa hố sau và ống sống.
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* Phân loại u nguyên bào thần kinh đệm theo các thời kỳ
Năm 1835, lần đầu tiên Virchow đưa ra phân loại u não dựa vào sự giống nhau giữa tế bào u và tế bào não của người trưởng thành để đặt tên cho khối u. 
Năm 1926 Bailey và Cushing phân loại u não dựa trên lý thuyết bào thai của Conheim, đã cho rằng các khối u phát triển từ các tế bào thai ngừng phát triển trong nhiều giai đoạn, chồng lên nhau trong nhiều thời kỳ của các tế bào não, đó là cách phân loại theo mô học các khối u của hệ thần kinh [28]. Quan niệm tiên lượng mô học các khối u não này có giá trị với phần lớn các quan niệm và cách phân loại vẫn được dùng hiện nay. Các tác giả đã thấy rằng những bệnh nhân có thời gian sống thêm lâu nhất là những khối u biệt hoá cao nhất so với những u ít biệt hoá. Trong nhiều thập niên sau, rất nhiều cách phân loại khác ra đời tuỳ theo các nhà mô bệnh học và các phẫu thuật viên thần kinh. 
Năm 1949 Kernohan đã đề xuất một cách phân loại mới, dựa trên thuyết tăng sinh: các tế bào u không phải sinh ra từ các tế bào phôi thai ngừng phát triển, mà chính là sự tăng sinh không kiểm soát được của các tế bào bình thường. Từng loại u có thể được phân chia theo độ ác tính tăng dần (I, II, III, IV) tuỳ theo mức độ không biệt hoá. Việc phân độ dựa vào các chỉ tiêu: số lượng tế bào u gián phân, tỷ lệ phần trăm tế bào u không biệt hoá, biên độ hoại tử, các mạch tăng sinh và mức độ đa hình. Như vậy, phân độ là cách đánh giá tiên lượng dựa vào việc nghiên cứu các nhóm bệnh nhân khác nhau, một công cụ chính trong lựa chọn các liệu pháp điều trị tối ưu [29]. Phân loại của Kernohan trở nên phổ biến vì phản ánh được sự chuyển dạng ác tính của nhiều loại tế bào thần kinh.
Công nghệ sinh học bùng nổ, các nghiên cứu đã phát hiện ra các liên quan của đột biến di truyền đến sự phát sinh khối u, do vậy ngoài phân loại theo mô bệnh học là chính, năm 1993 WHO đã bổ sung thêm một số thay đổi về di truyền học trong một số khối u; đây là sự khác biệt lớn so với tất cả các phân loại u não từ trước đó. U nguyên bào thần kinh đệm thuộc nhóm u tế bào hình sao, độ ác tính cấp độ IV; về tình trạng di truyền: có sự thay đổi di truyền như đột biến của Tp53 và mất 17P, mất 19q hoặc mất nhiễm sắc thể 10, đặc biệt trong nhóm bệnh UNBTKĐ có thêm tiêu chuẩn khuếch đại EGF-R thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì [30]. 
Sự phát hiện thêm về một số biến thể mô học trong quá trình chẩn đoán và điều trị, kế hoạch xếp loại của WHO đã được cập nhật, được sửa đổi rộng rãi. Nhận biết vai trò của các phương pháp tiếp cận chẩn đoán phân tử đối với phân loại khối u, các đặc điểm di truyền đã được nhấn mạnh hơn, vì vậy phân loại các khối u của hệ thống thần kinh của WHO năm 2000 ra đời, nhằm mục đích được sử dụng và thực hiện cho các cộng đồng nghiên cứu y sinh học trên toàn thế giới. U nguyên bào thần kinh đệm được xếp vào nhóm u tế bào hình sao trong u biểu mô thần kinh, có độ ác tính cao nhất (độ IV), có 3 loại hình thái lâm sàng là: UNBTKĐ đa hình, UNBTKĐ thể hỗn hợp với sarcom xơ, UNBTKĐ thể tế bào khổng lồ [31]. 
Năm 2007, do phát hiện thêm một số thực thể lâm sàng mới, WHO phân loại lại các khối u của hệ thống thần kinh trung ương, trong đó UNBTKĐ thuộc nhóm u tế bào sao (astrocytoma), và u nguyên bào thần kinh đệm được chia thành hai loại là UNBTKĐ tế bào khổng lồ và sarcom nguyên bào thần kinh đệm (gliosarcom) [32]. Khác với phân loại năm 2000 gồm ba loại hình tổn thương theo mô bệnh học, thì năm 2007 WHO đã nhóm lại thành hai loại hình tổn thương, tạo điều kiện dễ dàng cho phân loại của các thầy thuốc lâm sàng. Trên lâm sàng phần lớn gặp các tổn thương mô bệnh học là dạng tế bào hình hạt nhỏ.
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(A) tính đồng nhất hạt nhân và kích thước tế bào
(B) hạt nhân hình bầu dục với nhiều hình ảnh phân bào
(C) nhiều dây mao mạch
(D) hạt nhân rõ
(E) vệ tinh.

Việc phân loại theo mô bệnh học rất có giá trị trong chẩn đoán, tiên lượng và điều trị, vì mặc dù cùng là u ở não xong phải sau khi đọc được tiêu bản mô bệnh học tế bào mới xác định được chắc chắn là thuộc thể bệnh nào, đồng thời mỗi loại hình tế bào tổn thương tiến triển sẽ khác nhau, mức độ nặng nhẹ của bệnh phụ thuộc vào mức độ biệt hóa của tế bào u, nếu tế bào u ít và không biệt hóa thì mức độ ác tính rất cao, và có đặc điểm xâm lấn lan tỏa sang các tổ chức xung quanh, sự tăng sinh mạch máu nhiều trong u, hoại tử tổ chức… sẽ ảnh hưởng tới kết quả điều trị của thầy thuốc lâm sàng. Tuy vậy trong thực tế lâm sàng nhiều trường hợp mô bệnh học rất khó phân biệt, do vậy WHO luôn cập nhật trong phân loại để phù hợp chẩn đoán lâm sàng với mô bệnh học, tạo điều kiện thuận lợi cho điều trị và nghiên cứu. Phân loại của WHO năm 2007 được mô tả rất chi tiết và bổ sung thêm nhiều loại hình lâm sàng, do vậy phân loại năm 2007 được sử dụng lâu nhất, so với phân loại năm 1993 và năm 2000. Nhưng phân loại năm 2007 chưa phù hợp với sự thay đổi lớn trong công cuộc đột phá về biến đổi di truyền, nhiều loại bệnh đã càng ngày càng được chứng minh có liên quan nhiều hơn đến đột biến gen, nhất là trong các khối u não, cần bổ sung về di truyền học cho nhiều thể bệnh trong phân loại của u não và thần kinh trung ương, vì vậy WHO cho phép bản cập nhật phân loại năm 2016.  
* Phân loại u nguyên bào thần kinh đệm của WHO năm 2016 [3]. 
2016 WHO đã đưa ra bản cập nhật về phân loại u thần kinh trung ương, có sự khác biệt lớn so với các phân loại trước đây; đó là qui định cách gọi tên cho các loại khối u: bao gồm một tên mô bệnh học, sau đó là các đặc tính di truyền, với các đặc điểm di truyền sau dấu phẩy và tính từ, như: u tế bào thần kinh đệm hình sao lan tỏa, đột biến IDH… Đối với những thực thể có nhiều hơn một yếu tố di truyền, nhiều tính năng phân tử cần thiết được bao gồm trong tên: u tế bào thần kinh đệm ít nhánh, đột biến IDH và xóa 1p/19q. Đối với một khối u thiếu đột biến di truyền, thuật ngữ hoang dã có thể được sử dụng: u nguyên bào thần kinh đệm, IDH hoang dã. Ngoài ra có một thể khối u gọi là NOS (NOS nghĩa là không được quy định cụ thể) cho phép gọi đối với một số loại khối u khi không có đủ thông tin để có một mã cụ thể hơn hoặc khối u chưa được kiểm tra đầy đủ các tham số di truyền liên quan, nhưng trong trường hợp hiếm có cũng có thể bao gồm các khối u đã được kiểm tra nhưng không cho thấy các thay đổi di truyền chẩn đoán. NOS không định nghĩa một thực thể cụ thể; thay vì nó chỉ ra một nhóm tổn thương mà không thể được phân loại vào bất kỳ nhóm nào được xác định hẹp hơn; ví dụ: u tế bào thần kinh đệm hình sao lan tỏa, không xác định (diffuse astroctyoma, NOS), hoặc u tế bào thần kinh đệm hình sao giảm biệt hóa, không xác định (anaplastic astrocytoma, NOS). Do đó, một danh mục NOS đại diện cho những trường hợp mà không biết về mặt di truyền học và lâm sàng, cần phải nghiên cứu trong tương lai trước khi có thể sàng lọc thêm. Kèm theo phân loại của WHO 2016 vẫn phân chia các mức độ ác tính từ I đến IV tùy thuộc đặc điểm hình thái tế bào u và mức độ biệt hóa tế bào, tế bào u càng ít biệt hóa thì độ ác tính càng cao. U nguyên bào thần kinh đệm được xếp vào nhóm u tế bào thần kinh đệm hình sao lan tỏa và tế bào thần kinh đệm ít nhánh [3]. UNBTKĐ được chia thành 2 thể bệnh chính bao gồm: u nguyên bào thần kinh đệm, IDH hoang dã và u nguyên bào thần kinh đệm, đột biến IDH, cả 2 loại đều có độ ác tính cao nhất (độ IV), và có những tiêu chuẩn rõ về đặc điểm của từng thể bệnh, bao gồm: thể UNBTKĐ, IDH hoang dã (khoảng 90% trường hợp), tương ứng với hầu hết các UNBTKĐ nguyên phát được xác định lâm sàng, thường gặp ở bệnh nhân trên 55 tuổi; và UNBTKĐ, IDH-đột biến (khoảng 10% trường hợp), tương ứng chặt chẽ giữa UNBTKĐ thứ phát với u thần kinh đệm lan tỏa giai đoạn trước đó và phát hiện ở bệnh nhân trẻ tuổi; ngoài ra còn có một thể bệnh không điển hình gọi là UNBTKĐ không xác định (NOS), một chẩn đoán được dành riêng cho những khối u mà không thể đánh giá về IDH đầy đủ. (WHO 2016).
WHO mô tả hình ảnh trên phim chụp MRI của u nguyên bào thần kinh đệm: là hình ảnh nội địa hóa và phân chia mảng sắc nét, (nhìn thấy trên hình ảnh MR tương phản sau T1) hình 1.2a.
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Hình ảnh tổn thương mô bệnh học của u nguyên bào thần kinh đệm được mô tả: tổn thương điển hình là u tế bào hình hạt nhỏ, được đặc trưng bởi các khối u nhỏ đồng nhất, nhạt màu, nhân chia và bắt màu đậm, có thể thấy một đường biên giới riêng biệt với não liền kề, có thể xâm lấn xung quanh (hình 1.2b); phức tạp hơn, ngoài các tế bào biểu mô nhỏ, còn xuất hiện nhiều tế bào biểu mô lớn với tế bào bạch cầu ưa acid, các hạt nhân, một tập hợp các tế bào khối u hạt nhân lệch tâm và sự bao phủ cạnh nhân chồng lên nhau (hình 1.2c). Một số hình ảnh cho thấy các đặc điểm của một tiền chất thấp hơn ở các mô lân cận; bao gồm các tế bào khổng lồ kỳ lạ mặc dù không có hoạt động phân bào, rất nhiều hạt bạch cầu ưa acid và các tế bào vàng hình sao xuất hiện. Xen kẽ tế bào u là sự tăng sinh mạch máu và tổ chức hoại tử khối u (hình 1.2d).
Bảng phân loại 2016 của WHO khuyến cáo sử dụng cho tất cả các cơ sở điều trị và nghiên cứu về não và thần kinh trung ương, thay thế cho các phân loại trước; phân loại này khá thuận lợi trong việc áp dụng điều trị theo từng thể loại, và dễ dàng để báo cáo trong các nghiên cứu, cũng như báo cáo về thực hành lâm sàng; nhưng thực tế áp dụng như thế nào thì trên thế giới cũng như ở Việt nam vẫn chưa thấy có báo cáo. Hiện tại Khoa Giải Phẫu Bệnh, Bệnh viện Việt Đức chưa áp dụng phân loại này trong chẩn đoán. Do vậy chúng tôi sử dụng tiêu chuẩn phân loại UNBTKĐ của WHO năm 2007; về cơ bản mô tả tổn thương giải phẫu bệnh của phân loại 2007 và 2016 không khác biệt. 
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Các triệu chứng u nguyên bào thần kinh đệm phụ thuộc chủ yếu vào kích thước và vị trí khối u trong não. Các triệu chứng có thể do tổn thương mô sinh tồn, do tăng áp nội sọ khi khối u phát triển lớn trong không gian hẹp của hộp sọ. Chúng cũng có thể do sưng nề, tích tụ dịch xung quanh khối u gây phù não. Ngoài ra não úng thuỷ có thể do khối u làm tắc nghẽn sự lưu thông của dịch não tuỷ khiến chúng tích tụ trong các não thất. Nếu khối u phát triển chậm, xuất hiện triệu chứng từ từ và bộc lộ ra sau một thời gian dài. Các triệu chứng thường gặp nhất bao gồm:
- Hội chứng tăng áp lực hộp sọ (nhức đầu, nôn và buồn nôn, giảm thị lực).
- Các hội chứng thần kinh khu trú (liệt nửa người, rối loạn trí nhớ, rối loạn cảm giác, rối loạn tâm thần, tổn thương dây thần kinh sọ não) [2].
- Động kinh.
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Chụp cắt lớp vi tính và cộng hưởng từ là 2 xét nghiệm quan trọng. 
Hình ảnh chụp cắt lớp vi tính cho phép xác định được vị trí, kích thước của tổ chức khối u.
Chụp cộng hưởng từ (IRM): định vị được vị trí của u, đánh giá sự tương quan 3 chiều của thương tổn với tổ chức lân cận.
Điện não đồ và soi đáy mắt cũng được sử dụng.
Hình thái mô bệnh học cho phép xác định chính xác các tế bào của u (WHO 2007) (tiêu chuẩn vàng cho chẩn đoán UNBTKĐ).
Xét nghiệm phân tử: xác định các loại đột biến khác nhau trên các gen, các thể của bệnh (nguyên phát - thứ phát).
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Việc điều trị UNBTKĐ vẫn còn khó khăn vì không có phương pháp điều trị hiện đại nào chữa được bệnh. Mặc dù tỷ lệ tử vong chung vẫn rất cao, nhưng những nghiên cứu gần đây dẫn đến sự hiểu biết về cơ chế phân tử và đột biến gen kết hợp với các thử nghiệm lâm sàng đang dẫn tới các phương pháp trị liệu hứa hẹn và phù hợp hơn [18],[33],[34],[35]. Nhiều thách thức vẫn tồn tại, bao gồm sự không đồng nhất của khối u, vị trí khối u ở một vùng mà nó vượt ngoài khả năng kiểm soát, và sự tái phát nhanh của khối u [36]. 
Nguyên tắc điều trị tuân thủ: điều trị triệu chứng, phẫu thuật và điều trị dự phòng tái phát [3],[4],[5],[37].
[bookmark: _Toc497123863]1.1.4.1. Điều trị triệu chứng
Tùy thuộc vào triệu chứng của bệnh nhân để điều trị, có thể chống phù não, giảm đau, điều trị liệt, chống co giật, động kinh …
[bookmark: _Toc497123864]1.1.4.2. Điều trị phẫu thuật
Phẫu thuật lấy u là phương pháp điều trị quan trọng nhất, với mục đích loại bỏ tối đa toàn bộ u. Điều trị phẫu thuật triệt để u sẽ kéo dài cuộc sống cho bệnh nhân. Ngày nay nhờ chụp cắt lớp vi tính, hình ảnh cộng hưởng từ đã cho biết chắc chắn vị trí khối u và liên quan tổ chức xung quanh, và nhờ kính vi phẫu, hệ thống phẫu thuật thần kinh có hình ảnh đường dẫn, người ta có thể lấy bỏ khối u một cách triệt để hơn, ít gây ra tổn thương tổ chức não lành nhất. Song mặc dù trang thiết bị hiện đại, kỹ thuật tiên tiến trong mổ u kể cả ở những nước phát triển, việc lấy bỏ triệt để khối u không phải lúc nào cũng làm được. Nó còn tuỳ thuộc vào vị trí khối u ở nông hay ở sâu, u có giới hạn hay không có giới hạn, u phát triển chậm hay ác tính xâm lấn quá nhanh [38]. 
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Do khối u nguyên bào thần kinh đệm có thể xâm lấn và di căn sang các vùng lân cận tại não, nên việc phẫu thuật lấy khối u không được hoàn toàn; do vậy sau phẫu thuật u thường hay tái phát. Để giảm khả năng tái phát khối u, lâm sàng thường sử dụng phương pháp xạ trị hoặc phối hợp xạ trị và hóa chất, cách điều trị này đã có hiệu quả khá tốt.
* Xạ trị
Xạ trị là phương pháp điều trị nhằm tiêu diệt những tế bào u, hạn chế sự phát triển của u [2]. 
Chỉ định: sau phẫu thuật cắt bỏ u, để hạn chế sự tái phát của u, hoặc sử dụng cho những trường hợp không có chỉ định phẫu thuật; 
Có thể sử dụng tia X để chiếu xạ, hiện nay thường sử dụng xạ trị bằng máy gia tốc, liều thấp 1,8-2,0 Gy/ngày x 5 ngày/tuần, tổng liều 6000 cGy. 
Có thể sử dụng dao gama phẫu thuật lấy u, hoặc sử dụng phương pháp quang động học chiếu tia ánh sáng cao vào vùng u có thuốc nhậy quang sau mổ lấy u.
Sự đáp ứng của UNBTKĐ đối với xạ trị khác nhau. Trong nhiều trường hợp, xạ trị có thể gây ra một giai đoạn thuyên giảm, thường được đánh dấu bằng sự ổn định cũng như sự giảm sút về kích thước của khối u, nhưng bất kỳ thời kỳ phản ứng nào cũng có thời gian ngắn vì khối u thường tái phát trong vòng 1 năm, dẫn đến tình trạng lâm sàng xấu đi.
[bookmark: _Toc493853588]* Hoá trị liệu - Các chất chống ung thư 
Mặc dù hiện nay chưa có phương pháp trị liệu hóa học tối ưu cho bệnh UNBTKĐ, nhưng một số nghiên cứu đã cho thấy hơn 25% bệnh nhân có được lợi ích sống còn đáng kể từ hóa trị liệu bổ trợ. Các phân tích cho thấy kết quả điều trị hóa trị liệu bổ trợ cho tỷ lệ sống sót tăng lên 6-10% [39]. Tuy vậy các độc tính phải được tính đến. Các hóa chất thường sử dụng với mục đích là giảm sự nhân lên của các tế bào khối u, giảm cung cấp máu đến nuôi khối u [40]. Hiện nay thường sử dụng một số hóa chất điều trị như sau:
Temozolomide là một chất kháng alkyl hoạt động, được sử dụng cho những người mới được chẩn đoán mắc bệnh UNBTKĐ, hoặc điều trị chống tái phát sau phẫu thuật cắt bỏ khối UNBTKĐ. Thuốc được phê duyệt vào tháng 3 năm 2005, thuốc được dung nạp tốt và mang lại lợi ích cho sự sống còn của người bệnh.
Liều dùng: 7,5mg/m2/ngày x 6 tuần, duy trì 150mg/m2 x 5 ngày/1 tháng x 6 tháng.
Carmustine (BCNU) 
Mảng polyme phân hủy sinh học được tẩm hóa chất Carmustine, đã được khuyến cáo sử dụng như là một phụ trợ phẫu thuật khi được chỉ định phẫu thuật; Carmustine (BCNU) thuộc nhóm thuốc kháng alkyl hóa. Cách sử dụng: cấy dưới da (đặt trong khoang cắt bỏ u), mảng cấy 7,7mg x 8 mảng.
Bevacizumab
Thuốc kháng thể nhân tạo Ig1, truyền tĩnh mạch 10mg/2 tuần 1 lần, tác dụng giảm cung cấp máu đến khối u [35],[40].
Lưu ý là các loại hóa chất điều trị thường có độc tính, có tác dụng khác nhau trên mỗi bệnh nhân, do vậy tùy đặc điểm của bệnh nhân mà sử dụng cho thích hợp…
[bookmark: _Toc493853589][bookmark: _Toc497123866]1.1.4.4. Điều trị đích 
Sự phát triển của ngành sinh học phân tử bước đầu sử dụng phương pháp can thiệp sinh học, dựa vào cơ chế sinh học ung thư trong các u não, các nhà khoa học tiến hành các thử nghiệm can thiệp vào các hoạt động của gen sinh ung thư, gen đè nén ung thư tham gia vào quá trình ức chế sự sinh sản của các tế bào u. Có thể sử dụng các chất ức chế thần kinh, kháng thể đơn dòng, vắc-xin… Điều trị được cho là thành công đòi hỏi thuốc phải thâm nhập và qua được rào cản máu não để đến được tế bào u và có độc tính thấp nhưng có tính chọn lọc cao đối với khối u.
Gần đây, một số các nghiên cứu đã dựa vào hoạt động của các thụ thể xuyên màng như EGFR, FGFR trong bệnh UNBTKĐ, và cơ chế sinh bệnh của đột biến các gen EGFR, FGFR, để thử nghiệm sử dụng các chất ức chế các hoạt động này, mục đích làm giảm quá trình hoạt động quá mức của các thụ thể khi gen mã hóa các thụ thể bị đột biến. Liệu pháp này tỏ ra nhiều hứa hẹn trong việc làm thay đổi bệnh cảnh và tiên lượng các u thần kinh đệm, tuy nhiên phương pháp này vẫn còn đang trong giai đoạn nghiên cứu [4], [37],[41],[42].
Tóm lại, điều trị các u não ác tính như UNBTKĐ tuân thủ nguyên tắc: khi phẫu thuật cố gắng lấy bỏ tối đa khối lượng của u, kèm theo điều trị phối hợp phóng xạ và hoá chất để đạt hiệu quả cao hơn [37],[43].
[bookmark: _Toc493853590][bookmark: _Toc497123867][bookmark: _Toc26547998]1.1.5. Dự phòng
Hiện chưa có biện pháp dự phòng hiệu quả để phát hiện sớm UNBTKĐ cũng như u não nói chung. Chủ yếu phát hiện sớm các triệu chứng gợi ý của bệnh ở vùng sọ não: nhức đầu kéo dài, cảm giác ngủ gà ngủ gật, các rối loạn về tâm thần...và nhiều trường hợp ở thể còn không có triệu chứng.
[bookmark: _Toc26547999][bookmark: _Toc497123868][bookmark: _Toc514335589]1.2. Nguyên nhân và cơ chế sinh bệnh u nguyên bào thần kinh đệm 
[bookmark: _Toc514335590][bookmark: _Toc26548000]1.2.1. Nguyên nhân gây bệnh
Ngày nay người ta biết rõ, ung thư không phải do một nguyên nhân sinh ra. Tùy mỗi loại ung thư mà có nguyên nhân riêng biệt. Một tác nhân sinh ung thư có thể gây một số loại ung thư và ngược lại một loại ung thư có thể do một số tác nhân khác nhau. Có ba nhóm tác nhân chính gây ung thư là vật lý, hóa học và sinh học [5].
Trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm, nhiều nguyên nhân chưa rõ ràng, người ta thấy UNBTKĐ hay gặp ở nam giới, phần lớn bệnh xảy ra ngẫu nhiên không có tính chất gia đình. Không có mối liên quan giữa UNBTKĐ với hút thuốc, chế độ ăn hay phơi nhiễm điện từ, có liên quan đến tình trạng nghiện rượu, nhiễm virus SV40 và cytomegalovirus, nhiễm phóng xạ, nhiễm polyvinyl chlorid - một chất hay sử dụng trong xây dựng… 
Một số yếu tố nguy cơ:
Tuổi: trên 50 tuổi
Chủng tộc: người da trắng và châu Á
Gia đình: một số gen đột biến có nguy cơ gây UNBTKĐ hoặc một số bệnh lý rối loạn hệ thống gen.
Yếu tố kinh tế xã hội có thể là yếu tố nguy cơ của UNTKĐ và liên quan đến sự sống sót đã được đề cập đến qua nghiên cứu của Maya A [44].
[bookmark: _Toc514335591][bookmark: _Toc26548001]1.2.2. Cơ chế sinh bệnh trong u nguyên bào thần kinh đệm
Cơ chế sinh bệnh ung thư được nhắc đến đầu tiên là cơ chế gen: ung thư thường do một loạt các đột biến gây ra, mỗi đột biến sẽ thay đổi đặc tính của khối u theo cách nào đó. Sinh ung thư là quá trình rối loạn tốc độ phân chia tế bào do tổn thương DNA. 
Các tác nhân vật lý, hóa học, sinh học... từ môi trường bên ngoài hoặc các rối loạn chuyển hóa trong cơ thể, tác động trực tiếp vào nhân tế bào trong đó có gen chứa thông tin di truyền, gây đột biến các mã thông tin trên gen, làm thay đổi loại acid amin trên phân tử protein do gen quy định, làm rối loạn quá trình sinh sản tế bào, tế bào tăng sinh, không ngừng phân chia dẫn đến hình thành khối u [5],[41].
Thông thường, một tế bào bình thường để chuyển dạng sang tế bào ung thư phải trải qua một vài đột biến ở một số gen nhất định. Quá trình này liên quan đến hệ thống gen sinh ung thư và gen kháng ung thư. Hai gen này bình thường trong tế bào đóng vai trò quan trọng trong kiểm soát quá trình sinh sản tế bào, sự biệt hóa tế bào và quá trình chết theo chương trình của tế bào, giúp cho ổn định sinh học của cơ thể. Gen sinh ung thư kiểm soát theo hướng tích cực, mã hóa protein truyền những tín hiệu phân bào. Khi các gen này bị đột biến sẽ truyền tín hiệu phân bào sai lạc mà cơ thể không kiểm soát được dẫn đến sinh ung thư, (EGFR, FGFR, IDH…). Các gen kháng ung thư trái lại mã hóa cho những protein kiểm soát phân bào theo hướng ức chế, làm chu kỳ phân bào dừng ở một pha, thường ở pha G1; các gen kháng ung thư còn có chức năng làm biệt hóa tế bào, hoặc mã hóa tế bào chết theo chương trình, (ví dụ gen TP53, PTEN…). Khi các gen kháng ung thư bị bất hoạt do đột biến sẽ làm biến đổi tế bào lành thành ác tính [5]. 
Các nghiên cứu đã chỉ ra bệnh UNBTKĐ có liên quan đến nhiều gen: gen áp chế khối u như gen TP53, PTEN, gen tiền sinh ung thư như: EGFR, FGFR, IDH, MGMT, ATRX, TERT, hoặc xóa 1p/19q, mất nhiễm sắc thể 10 [4],[45], nhưng thường đi sâu nghiên cứu đột biến một số gen như gen TP53, EGFR, FGFR … liên quan đến bệnh sinh, phân loại và đáp ứng điều trị của bệnh UNBTKĐ, trong đó đột biến gen EGFR, FGFR đã được chứng minh đóng vai trò quan trọng trong định hướng nghiên cứu điều trị đích của bệnh u nguyên bào thần kinh đệm [6],[7],[46].
1.2.2.1. Cơ chế phân tử của gen TP53 trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm.
[bookmark: _Toc497123870]* Vị trí và cấu trúc của gen TP53
 Gen TP53 nằm trên nhánh ngắn nhiễm sắc thể 17 (17p13.1), dài 20kb với exon 1 không mã hóa và intron 1 dài tới 10kb [47],[48]. Gen TP53 mã hóa cho protein p53 trọng lượng phân tử 53kDa, gồm 393 acid amin với 3 vùng chức năng [49]: 
Vùng hoạt hóa N tận bao gồm
[bookmark: bookmark0]Vùng C tận bao gồm
[bookmark: bookmark2]Vùng điều hòa 
[bookmark: _Toc497123871]* Chức năng của gen TP53
TP53 là gen áp chế khối u, có vai trò quan trọng trong kiểm soát chu kỳ tế bào và chết theo chương trình thông qua hoạt động của protein p53.
Nhiều nghiên cứu đã chứng minh, p53 có vai trò quan trọng trong phòng chống ung thư thông qua một số cơ chế:
-	Hoạt hóa các protein có vai trò sửa chữa DNA khi DNA bị sai hỏng.
-	Ngăn cản sự phân chia tế bào chứa DNA bị sai hỏng ở pha G1/S, tạo điều kiện cho các protein sửa chữa DNA có thời gian hoạt động, sau đó tế bào có thể tiếp tục thực hiện tiếp chu kỳ phân chia.
-	Khởi động chu trình chết tế bào, nếu tổn thương DNA không sửa chữa được.
TP53 có vai trò quan trọng trong việc duy trì ổn định bộ gen của tế bào [50].
[bookmark: _Toc497123872]* Đột biến gen TP53 sinh bệnh u nguyên bào thần kinh đệm
Khi gen TP53 bị đột biến, tế bào tổn thương DNA không được sửa chữa và nhân lên không giới hạn, là cơ sở hình thành khối u.
Ngày nay, các nhà khoa học đã nhận thấy rằng TP53 đóng vai trò quan trọng trong tất cả các dạng ung thư ở người. Đột biến gen TP53 hoặc mất gen TP53 được tìm thấy ở hơn 50% bệnh nhân ung thư trên toàn thế giới. Các nghiên cứu đã chứng minh: ở bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm, đột biến gen TP53 có tỷ lệ khá cao [4],[51], khoảng 81% gặp ở thể thứ phát và 27% ở thể nguyên phát [3]. Trong đó, các đột biến hay gặp trên u nguyên bào thần kinh đệm là các đột biến điểm từ exon 5 đến exon 8 gen TP53, đa số là đột biến sai nghĩa; tập trung chủ yếu ở 3 bộ ba mã hoá codon-175, -248, -273, và -282 [52],[53],[54],[55]. Các dạng đột biến này được chứng minh có vai trò quan trọng đối với quá trình tiến triển và xâm lấn của ung thư [54]. Theo nghiên cứu của Wang và cộng sự, đột biến gen TP53 có liên quan đến đáp ứng với thuốc temozolomid (loại thuốc thường được sử dụng trong điều trị u não) [12]. Do đó, việc xác định đột biến gen TP53 trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm có ý nghĩa quan trọng trong chẩn đoán, tiên lượng và điều trị nhằm kéo dài thời gian sống cho người bệnh. Chính vì vậy việc xác định đột biến gen TP53 được xem như là một dấu ấn quan trọng đánh giá tiên lượng trong điều trị đối với bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm. Đột biến gen TP53 trong u nguyên bào thần kinh đệm hầu hết là các đột biến điểm nằm rải rác trên toàn bộ chiều dài gen TP53 nhưng tập trung chủ yếu ở các exon từ exon 5 đến exon 9. Trong đó đột biến gặp nhiều trên exon 7 và exon 8 [52],[53], do đó trong khuôn khổ của đề tài nghiên cứu, chúng tôi tập trung xác định đột biến trên hai exon 7, 8 này. 
[image: Glio_Dist_2008]
[bookmark: _Toc430092577][bookmark: _Toc497123967][bookmark: _Toc26548276]Hình 1.3. Hình ảnh minh hoạ sự phân bố và tần suất đột biến gen TP53 trên bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm.
Nguồn: Linn Hjortsberg and Thierry Soussi, 2008; http://p53.frree.fr [56]
[bookmark: _Toc497123874]1.2.2.2. Cơ chế sinh ung thư của gen EGFR và liên quan đến tiên lượng, đáp ứng điều trị trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm.
* Cấu trúc, chức năng của gen EGFR
Gen EGFR nằm trên nhánh ngắn của nhiễm sắc thể số 7 mã hóa cho thụ thể EGFR, là một loại thụ thể liên kết trên bề mặt tế bào trong nhóm các yếu tố phát triển thần kinh - bì. Gen EGFR nằm tại vị trí 7p12, có kích thước khoảng 237 kb, có 28 exon, mã hóa cho 1210 acid amin với trọng lượng phân tử 134 kDa.
[image: anh nst 7]
[bookmark: _Toc495481100][bookmark: _Toc516133023][bookmark: _Toc26548277]Hình 1.4. Vị trí gen EGFR trên NST số 7
Nguồn: htpp://.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene = EGFR
Thụ thể EGFR gồm 4 loại HER-1/ErbB1, HER-2/neu/ErbB2, HER-3/ErbB3, và HER-4/ErbB4. Các protein này có vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh các quá trình sinh trưởng phát triển trao đổi chất và quá trình sinh lý của tế bào [57],[58].
Protein EGFR mang hoạt tính tyrosine kinase là khởi nguồn của con đường tín hiệu tyrosin kinase trong tế bào. Phân tử EGFR gồm một vùng gắn kết các phối tử nằm ngoài màng tế bào của EGFR có trọng lượng khoảng 100kDa, có hai vùng gần cystein là nơi để gắn kết các phối tử của EGFR. Vùng xuyên màng trọng lượng nhỏ chỉ khoảng 3 kDa, tập trung tại vùng phân cực phospholipỉd màng. Phần trong tế bào trọng lượng khoảng 60kDa là protein kinase với đuôi tận cùng carboxyl nơi xảy ra phản ứng tự phosphoryl hóa của EGFR.
Hoạt động của EGFR kích thích nhiều con đường tín hiệu nội bào phức tạp, vốn được điều hòa chặt chẽ bởi sự hiện diện của các phối tử đặc hiệu. Hai con đường tín hiệu chính được kích hoạt bởi EGFR là RAS/RAF/MEK/ERK và PI3K/AKT, ngoài ra còn có Src kinase, PLC, PKC và STAT [59],[60],[61].
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[bookmark: _Toc15294768][bookmark: _Toc26548279][bookmark: _Toc516133024]Hình 1.5. Các cơ chế kích hoạt và các đường dẫn tín hiệu 
[bookmark: _Toc15294769][bookmark: _Toc15295103][bookmark: _Toc25060812][bookmark: _Toc26548280]do EGFR thực hiện
Nguồn https://www.google.com.vn/search?q=EGFR&source=lnms&tbm
Ngay khi được hoạt hóa, vùng nội bào của EGFR sẽ tự phosphoryl hóa, khởi động dòng tín hiệu lan tỏa khắp các tế bào gây kích hoạt sự tăng trưởng mạch máu, di căn và ức chế quá trình chết theo chương trình, kích thích phân bào và các con đường đẫn truyền tín hiệu phiên mã [10],[58]. 
[bookmark: _Toc15294770][bookmark: _Toc25060424][bookmark: _Toc26548002]* Cơ chế sinh bệnh phân tử của gen EGFR trong u nguyên bào thần kinh đệm
Trong tế bào bình thường, sự hoạt hóa của EGFR cần thiết cho nhiều chức năng quan trọng của tế bào như quá trình tăng sinh và biệt hóa tế bào. Tuy nhiên, sự hoạt hóa EGFR quá mức không phụ thuộc vào sự hiện diện của phối tử có thể dẫn đến sự tăng sinh bất thường cũng như di chuyển dạng ác tính của tế bào. Có nhiều cơ chế dẫn đến sự hoạt động bất thường của EGFR như sự biểu hiện quá mức của thụ thể, sự khuếch đại của gen EGFR hoặc đột biến gen EGFR. Do giữ vị trí khởi nguồn của con đường tín hiệu tyrosinase kinase trong các tế bào có nguồn gốc biểu mô nên EGFR đóng vai trò quan trọng trong cơ chế bệnh sinh của một số bệnh ung thư như ung thư biểu mô tế bào vảy đầu cổ, ung thư phổi không tế bào nhỏ, ung thư đại trực tràng, ung thư vú, ung thư tụy, u nguyên bào thần kinh đệm. Với vai trò quan trọng, EGFR trở thành đích cho các thế hệ thuốc điều trị mới [10],[15],[62].
Trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm tỉ lệ đột biến gen EGFR khá cao, chiếm khoảng 40-50% số trường hợp. Đột biến gây mất kiểm soát gen EGFR thường xảy ra với bệnh nhân mang khối u nguyên phát. Các dạng đột biến này ảnh hưởng chủ yếu đến hoạt động vùng ngoại bào của phân tử EGFR, nơi xảy ra tương tác với các phối tử. Có nhiều dạng đột biến EGFR nhưng đột biến phổ biến nhất là EGFRvIII, liên quan đến bệnh sinh UNBTKĐ, là đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 tương ứng với nucleotide từ vị trí 275 đến 1075 (801 bp) trên cDNA và acid amin 6 đến 273 trên protein và đột biến điểm ở các exon này [62],[63],[64]. Theo nghiên cứu của Shinojima Naoki và các cộng sự ở đại học Y Kumamoto tỉ lệ đột biến EGFR ở bệnh nhân UNBTKĐ là 46% trong số đó tỉ lệ đột biến EGFRvIII là 45% [65]. Hay theo nghiên cứu của Youngmin Choi công bố có 43,8% bệnh nhân UNBTKĐ có đột biến dạng EGFRvIII [66]. Đột biến dạng EGFRvIII gắn với sự khuếch đại EGFR, các biểu hiện quá mức của EGFRvIII đóng một vai trò quan trọng trong hình thành khối u ung thư, và đáp ứng với liệu pháp kháng thể cũng như tiên lượng xấu…[65].
Bằng phương pháp giải trình tự toàn bộ gen EGFR của bệnh nhân UNBTKĐ, các nghiên cứu đã xác định được các đột biến của EGFR nằm trong các lĩnh vực liên kết ngoại bào (I, III) hoặc vùng giàu cysteine (II, IV) của thụ thể EGFR [62],[63]. Các kiểu đột biến điểm đã phát hiện là: kiểu đột biến R108K, T263P, E330K, A289D, A289T, và R324L được tìm thấy trong khối u mà không có trong mô bình thường, trong vùng ngoại bào của EGFR. Vùng nội bào của EGFR rất hiếm gặp đột biến, ví dụ đột biến L861Q là thường gặp trong ung thư phổi, nhưng chỉ có một mẫu khối u chứa một biến thể sai nghĩa trong lĩnh vực kinase EGFR trong nghiên cứu đã công bố trên 132 bệnh nhân UNBTKĐ. Tỷ lệ đột biển điểm trên gen EGFR gặp khoảng 14,4%; trong đó đột biến trên xon 2 là 0,8%; exon 3 là 3,8%, exon 7 là 5,3%, exon 8 là 1,5%; exon 15 là 2,2%; exon 21 là 0,8% [62]. Như vậy trong số các đột biến điểm thì đột biến trên exon 7 của gen EGFR gặp nhiều nhất (5,3%); exon 3 gen EGFR có tỉ lệ gặp cao thứ hai sau exon 7, cao hơn so với các exon khác.
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Nguồn: Jeffrey C Lee và cộng sự (2006) [62].
- Đột biến gen EGFR sinh khối u nguyên bào thần kinh đệm 
	Các nghiên cứu ghi nhận khi có đột biến gen EGFR sẽ thấy hiện tượng khuếch đại protein tương ứng ở mô; có sự tương quan chặt chẽ giữa sự nhân lên của gen EGFR và EGFR quá mức (p < 0,0001); 58,8% trường hợp có sự đột biến về đặc điểm của gen EGFR, đều thấy có bằng chứng của khuếch đại protein EGFR, được phát hiện bằng nhuộm hóa mô miễn dịch trên mô các khối u [62], đặc biệt dạng đột biến EGFRvIII gắn với sự khuếch đại EGFR [10], [60],[67].
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[bookmark: _Toc516133027][bookmark: _Toc26548283]Hình 1.7. Ảnh nhuộm miễn dịch học của EGFR trong mô UNBTKĐ [62]
Các tế bào khối u của UNBTKĐ có các hạt nhân không đều và các tế bào chất dồi dào trong quá trình nhuộm HE (A), và có kết quả dương tính với EGFR (B). Các tế bào khối u âm tính đối với EGFR (C).
Các đột biến R108K, T263P, A289V của protein EGFR do các đột biến điểm tương ứng trên gen EGFR tạo ra, được chứng minh là nguyên nhân sinh khối UNBTKĐ qua thử nghiệm trên chuột, những con chuột được tiêm các tế bào chứa kiểu đột biến R108K, T263P, A289V; sau tiêm, các khối u lớn đã xuất hiện tại vị trí tiêm trên tất cả các con chuột trong vòng ba đến bốn tuần [62].
 Đột biến gen EGFR liên quan đến tiên lượng và đáp ứng điều trị
Ở người bệnh UNBTKĐ, gen EGFR có giá trị tiên lượng quan trọng để dự đoán sự sống còn, sự nhân lên quá mức của các gen EGFR đột biến hoặc các biến thể EGFRvIII sẽ bất lợi cho sự sống còn tổng thể, nhất là ở bệnh nhân trẻ tuổi.
Đột biến gen gây biểu hiện khuếch đại EGFR và ảnh hưởng đến sự sống còn của người bệnh UNBTKĐ sau phẫu thuật và tiếp nhận xạ trị được chứng minh qua nghiên cứu: sự sống sót trong số người bệnh UNBTKĐ có biểu hiện khuếch đại EGFR thấp hơn đáng kể so với những người bệnh không biểu hiện (tỷ lệ sống trung vị là 12,5 so với 17,5 tháng, p = 0,013). Người bệnh nhận được liều xạ trị (RT) trên 60 Gy cho thấy sự sống còn được cải thiện so với những người nhận được liều dưới 60 Gy (trung vị sống sót: 17,0 so với 9,0 tháng, p = 0,000) [66].
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[bookmark: _Toc26548284]Hình 1.8. Thời gian sống còn của người bệnh UNBTKĐ
 (A) có biểu hiện khuếch đại EGFR, (B) nhận được liều xạ trị dưới 60 Gy, 
(C) nhận được liều xạ trị trên 60 Gy [66]
Giá trị tiên lượng của yếu tố tăng trưởng biểu bì Factor Receptor ở bệnh UNBTKĐ được ghi nhận qua phân tích mối quan hệ giữa kết quả điều trị và gen EGFR ở người bệnh mới được chẩn đoán. Tình trạng gen EGFR được đánh giá bởi điện hóa phát quang và biểu hiện EGFR bởi mô miễn dịch bằng cách sử dụng ba kháng thể đơn dòng (EGFR.25 cho EGFR, EGFR.113 cho EGFRwt, và DH8.3 cho EGFRvIII); kết quả đã phát hiện có 40 người (46%) bị đột biến xóa đoạn EGFR trong 87 người bệnh UNBTKĐ; có sự tương quan chặt chẽ giữa sự nhân lên của gen EGFR và EGFR quá mức (p <0,0001). Phân tích đa biến cho thấy nhân lên của EGFR là độc lập, dự báo bất lợi cho sự sống còn tổng thể (OS) trong tất cả các bệnh nhân. Về mối quan hệ với tuổi, tình trạng gen EGFR là một dự đoán đáng kể ở những bệnh nhân trẻ tuổi, đặc biệt là ở những người < 60 tuổi. Phát hiện này cho thấy rằng quá mức EGFRvIII trong sự hiện diện của nhân lên EGFR là chỉ số mạnh nhất của một tiên lượng sống còn [65]. 
Đột biến gen EGFR ảnh hưởng đến kết quả điều trị UNBTKĐ đã được ghi nhận: người bệnh UNBTKĐ được điều trị phẫu thuật cắt bỏ khối u, sau đó xạ trị, kết hợp TMZ bổ trợ sau phẫu thuật. Kết quả: người bệnh UNBTKĐ có đột biến dạng EGFRvIII, tỷ lệ sống sót dài hơn 2,59 lần so với người không có đột biến dạng này với p = 0,0023 (OR = 2,59// 95% CI = 1,40 - 4,79) [64].
Huang PH et al. (Mỹ 2007): phân tích định lượng EGFRvIII một chiến lược điều trị tổ hợp cho bệnh UNBTKĐ qua sự hoạt hóa của c-Met thụ thể tyrosine kinase bởi EGFRvIII: để xác định ý nghĩa của phát hiện này, nghiên cứu đã phát minh ra một phương pháp điều trị kết hợp được sử dụng một chất ức chế kinase c-Met và hoặc là một chất ức chế EGFR kinase hoặc thuốc cisplatin. Phác đồ này dẫn đến độc tế bào có sự thay đổi của gen EGFRvIII so với điều trị bằng hợp chất riêng lẻ. Những kết quả này gợi ý rằng việc sử dụng lâm sàng của các thuốc ức chế kinase c-Met khi phối hợp với thuốc ức chế EGFR hoặc liệu pháp hóa chất tiêu chuẩn có thể đại diện cho một phương pháp điều trị trước đây chưa được mô tả, để khắc phục sự kháng hóa chất quan sát thấy ở những bệnh nhân UNBTKĐ [68].
Vì tất cả các phân tích trên, nhóm nghiên cứu tiến hành xác định đột biến từ exon 2 đến exon 7 của gen EGFR.
[bookmark: _Toc497123878]1.2.2.3. Cơ chế sinh ung thư của gen FGFR và liên quan đến tiên lượng, đáp ứng điều trị trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm.
* Vị trí cấu trúc, chức năng của gen FGFR
Gen FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) mã hóa cho protein có chức năng thụ thể màng tế bào có nguồn gốc biểu mô, trung mô. Họ gen FGFR gồm bốn loại là FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4. Trong đó, gen FGFR1 nằm trên nhánh ngắn của nhiễm sắc thể số 8, ở giữa vị trí p11.22 và p11.23, dài 57 kb bao gồm 24 exon và mã hóa cho protein chứa 822 acid amin. Gen FGFR3 nằm trên nhánh ngắn của nhiễm sắc thể số 4, ở vị trí 4p16.3 dài 15kb bao gồm 19 exon, mã hóa cho protein chứa 806 acid amin. Gen FGFR1 và FGFR3 đều được xếp vào nhóm gen sinh ung thư [69].
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[bookmark: _Toc1477309][bookmark: _Toc15295109][bookmark: _Toc25060818][bookmark: _Toc26548286]   Vị trí của gen FGFR3 trên NST (B)
(Nguồn: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=FGFR)
Các protein FGFR đóng vai trò quan trọng trong suốt quá trình phát triển và trưởng thành của tế bào [70],[71]. Mỗi protein FGFR gồm một vùng ngoại bào, một vùng xuyên màng và một vùng nội bào. Vùng ngoại bào chứa 3 immunoglobulin - Ig cụ thể IgI, IgII và IgIII, có chức năng ức chế thụ động và sự bắt cặp của các phối tử. Vùng ngoại bào chứa yếu tố phát triển nguyên bào sợi FGF, FGF tiết ra glycoprotein làm ổn định sự tương tác lẫn nhau của phối tử với thụ thể FGF nhờ protease [69]. Phần trong tế bào là protein kinase với đuôi tận cùng carboxyl nơi xảy ra phản ứng tự phosphoryl hóa của FGFRs [72]. 
Ngay sau khi được hoạt hóa bằng cách gắn với phối tử của chúng, vùng nội bào của FGFRs sẽ tự phosphoryl hóa, khởi đầu một dòng tín hiệu lan tỏa khắp tế bào gây kích hoạt con đường PI3K/Akt, sự tăng sinh mạch máu, di căn và ức chế quá trình chết theo chương trình (appoptosis), tín hiệu Ras/mitogen-activated protein kinase, và các con đường dẫn truyền tín hiệu phiên mã [11],[61]. Do đó các đột biến làm rối loạn hoạt động của gen FGFRs đều làm thay đổi hoạt động sống của tế bào và là nguyên nhân cho sự hình thành và phát triển ung thư.
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[bookmark: _Toc497123976][bookmark: _Toc26548287]Hình 1.10. Cấu trúc, vị trí hoạt động và con đường tín hiệu thông qua thụ thể yếu tố phát triển nguyên bào sợi FGFRs.
Nguồn: Haugsten et. al. Mol Cancer Res. 2010;11,1439-1452.
[bookmark: _Toc497123880]* Đột biến gen FGFR sinh bệnh u nguyên bào thần kinh đệm
Có nhiều cơ chế dẫn đến sự bất thường trong hoạt động của protein FGFR: như sự khuếch đại quá mức của gen FGFR, đột biến điểm, chuyển đoạn nhiễm sắc thể dẫn đến sự dung hợp gen… Khi có sự bất thường về gen FGFR thì các quá trình hoạt động của thụ thể FGFR bị mất kiểm soát, dẫn đến sự hình thành các khối u như ung thư vú, ung thư cổ tử cung, ung thư tuyến tiền liệt, ung thư dạ dày… trong đó có u nguyên bào thần kinh đệm. Do gen FGFR đóng vai trò quan trọng trong cơ chế sinh ung thư nên gen FGFR trở thành đích nhắm tiềm năng cho các thế hệ thuốc điều trị mới ung thư [72],[73],[74]. Các dạng đột biến hay gặp trên gen FGFR trong bệnh UNBTKĐ là dạng đột biến điểm trên gen FGFR1 tương ứng với sự thay đổi tại vị trí N546K và R576W trên phân tử protein và đột biến dung hợp gen FGFR3-TACC3 [16],[75],[76]. 
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[bookmark: _Toc26548288][bookmark: _Toc497123977]Hình 1.11. Hình ảnh đột biến gen FGFRs trên bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm. 
[bookmark: _Toc15295112][bookmark: _Toc25060821][bookmark: _Toc26548289](A) Hình ảnh minh hoạ cấu trúc gen FGFRs và vùng phát hiện đột biến tại exon 12 và 13 trên vùng có hoạt tính tyrosine kinase. (B) Kết quả giải trình tự gen trực tiếp xác định đột biến N546K và R576W của gen FGFRs.
Nguồn: Rand et. al. PNAS. 2005;102,14344-14349.
Hai đột biến N546K và R576W của thụ thể FGFR1 đã tác động lên thành phần bên trong cấu trúc phân tử protein, làm thay đổi bề mặt tại vị trí đột biến trên phân tử protein FGFR1 do gen FGFR1 mã hóa, gây sự tự phosphoryl hóa và sinh rối loạn chuyển hóa tế bào, từ đó sinh khối u, điều này đã được phát hiện trong nghiên cứu của Rand [16].
Để tìm các mục tiêu phân tử, nghiên cứu đã giải trình tự mã hóa các exon cho các miền kinase của gen tyrosine kinase receptor (RTK) trong các tế bào nguyên bào thần kinh đệm của con người, xác định các thay đổi có nguồn gốc tự nhiên, không được bảo quản trong hai loại RTK, thụ thể tăng trưởng nguyên bào sợi 1 (FGFR1) và thụ thể yếu tố tăng trưởng có nguồn gốc tiểu cầu (PDGFRA). Hai đột biến N546K và R576W đã được xác định trong gen FGFR1 của người UNBTKĐ trong nghiên cứu. Để hiểu được tác động của hai đột biến trong miền kinase của FGFR1, nghiên cứu đã phân tích thành phần chuỗi bên trong các đoạn bị biến đổi trong cấu trúc protein, xác định dư lượng acid - base trong vùng đột biến FGFR1. So sánh các cấu trúc của FGFR1 hoang dại và cấu trúc hai đột biến đã cho thấy sự thay đổi trên bề mặt vùng đột biến, có sự giảm đáng kể điện tích dương, tính chất cơ bản trên bề mặt của đột biến R576W ở vùng bị ảnh hưởng bởi đột biến này. Cấu trúc tinh thể của FGFR1 cho thấy rằng chuỗi bên của N546 được liên kết hydro với chuỗi chính của H541. Do đó, khi N546K thay thế đạt được chức năng, thì các tương tác N546 quan sát thấy trong cấu trúc tinh thể FGFR1 là ức chế, và sự gián đoạn của liên kết này đã được dự đoán ổn định cấu hình hoạt động của thụ thể. Như vậy sự đột biến tại các vị trí N546K và R576W đã làm thay đổi bề mặt của phân tử protein do gen FGFR mã hóa, và có thể là nguyên nhân gây sự tự phosphoryl hóa và sinh rối loạn chuyển hóa tế bào [16].
Nghiên cứu của Rand gồm 19 bệnh nhân, trong đó có tám nữ và 11 nam giới, với độ tuổi từ 7 đến 77 tuổi, mặc dù tần suất các đột biến FGFR1 trong ung thư không thể xác định được từ phân tích này, điều thú vị là trong một lượng khối UNBTKĐ tương đối nhỏ, tác giả đã xác định được hai đột biến FGFR1 và sự thay đổi cấu trúc phân tử protein tương ứng. Điều quan trọng là phải mở rộng nghiên cứu này tới bảng biểu khối u và các loại ung thư khác. Hơn nữa, một phân tích rộng hơn về họ gen RTK (receptor tyrosine kinase (RTK)) sẽ cho thấy các đặc tính của các giao diện sinh học trong họ gen này và trong các con đường truyền tín hiệu. Thách thức lớn hơn đối với công nghệ di truyền, là xây dựng cơ sở dữ liệu toàn diện về thay đổi gây ra ung thư và kết hợp kiến thức này giúp dự đoán tốt hơn cho những mục tiêu phân tử nào sẽ mang lại liệu pháp can thiệp ung thư hữu hiệu. U nguyên bào thần kinh đệm là một trong những bệnh ung thư thường xảy ra mà các liệu pháp hiện tại có ít tác động đến sự sống còn. Các thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì (EGFR) được khuếch đại trong 30-50% UNBTKĐ và là một mục tiêu phân tử tiềm năng, để thử nghiệm nhanh chóng các liệu pháp mới cho UNBTKĐ với sự có sẵn của các tế bào khối u và do nhu cầu cần thiết để điều trị được cải thiện, hệ gen UNBTKĐ đã được chọn để tái tạo một phần [77]. Để cải thiện các tiện ích của FGFR1 hoặc con đường nhân tố tăng trưởng nguyên bào sợi như là một mục tiêu cho điều trị UNBTKĐ, các nghiên cứu thêm là cần thiết. Không biết những đột biến FGFR1 có hoạt động bổ sung cho sự khuếch đại EGFR, mặc dù cả hai gen đều sử dụng các sự kiện kích hoạt ở hạ lưu tương tự và không quan sát thấy sự chồng chéo trong các mẫu có sự thay đổi gen trong các gen này. Các đột biến được tìm thấy ở đây liên quan nhiều hơn đến con đường trong thụ thể và cho thấy thụ thể có thể là một mục tiêu trực tiếp, tuy tần số đột biến là thấp. Tuy nhiên, ngoài nhắm mục tiêu vào thụ thể, có thể xác định thêm sự kích hoạt tyrosin kinase bằng các phương tiện khác như thông qua việc ràng buộc phối tử với thụ thể. Xác định mức độ và tần suất mà sự ức chế thụ thể FGFR1 có thể làm thay đổi sự tăng trưởng của UNBTKĐ nên là bước tiếp theo hữu ích [16].
Đột biến dung hợp gen FGFRs-TACC đóng vai trò rất quan trọng đối với bệnh sinh u nguyên bào thần kinh đệm. Dung hợp gen FGFR3-TACC3 hình thành là do sự sao chép song song 2 gen FGFR3 và TACC3 trong cùng một vùng 70-kb trên 4p16.3, gây sự chuyển đoạn nhiễm sắc thể giữa các exon của gen FGFR3 và gen TACC3 tạo dung hợp gen. Gen TACC3 (Transforming, Acidic Coiled-Coil Containing Protein 3) mã hóa cho một protein thuộc họ TACC. TACC3 nằm trên nhánh ngắn của NST số 4, dài 23 kb bao gồm 18 exon, mã hóa cho protein chứa 838 acid amin [74],[75].
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Nguồn: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TACC3
Ngoài ra, đột biến dung hợp gen FGFR3-TACC3 được cho là liên quan đến bệnh sinh UNBTKĐ và có đáp ứng tốt với thuốc điều trị JNJ-42756493, một chất ức chế thụ thể FGFR. Chất JNJ-42756493 có tác dụng ức chế thụ thể FGFR được sử dụng để đánh giá hiệu quả trên chuột có khối UNBTKĐ và bệnh nhân mắc UNBTKĐ có đột biến FGFR3-TACC3. Chuột được cấy tế bào GIC-1123 (loại tế bào nguồn sinh UNBTKĐ), sau đó đã được xác định là đã mắc u nguyên bào thần kinh đệm. Chuột được phân ngẫu nhiên để nhận JNJ-42756493 (12 mg/kg). Kết quả phản ánh qua thực nghiệm cho thấy, JNJ-42756493 đã ức chế sự tăng trưởng khối u GIC-1123 rất mạnh (Hình 13C-D) sau hai tuần điều trị (giá trị p của độ dốc tính từ điểm khởi đầu điều trị = 0,04). Qua đó, cung cấp nền tảng vững chắc để thử nghiệm chất JNJ-42756493 cho các bệnh nhân UNBTKĐ có đột biến dạng FGFR3-TACC3 [76].
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[bookmark: _Toc497123979][bookmark: _Toc26548291]Hình 1.13. Kết quả thử nghiệm chất JNJ-42756493 trên chuột có UNBTKĐ.
Kích thước khối u nhỏ dần sau tiêm chất ức chế JNJ-42756493
Nguồn: Anna Luisa Di Stefano, Clin Cancer Res. 2015 Jul 15; 21(14): 3307-3317.
Chất ức chế JNJ-42756493 tiếp tục được thử nghiệm trên bệnh nhân bị UNBTKĐ tái phát chứa dung hợp gen FGFR3-TACC3. Kết quả bệnh nhân có sự ổn định bệnh, bệnh tiến triển sau 21 tháng kể từ khi chẩn đoán và 287 ngày kể từ khi bắt đầu điều trị chống FGFR [76].
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[bookmark: _Toc497123980][bookmark: _Toc26548292]Hình 1.14. Sự thay đổi kích thước khối u và thời gian sống kéo dài của bệnh nhân có đột biến gen FGFR sau điều trị bằng chất ức chế JNJ-42756493.
Nguồn: Anna Luisa Di Stefano, Clin Cancer Res. 2015 Jul 15; 21(14): 3307-3317.
Đột biến dung hợp gen FGFR3-TACC3 làm tăng ái lực của thuốc điều trị với thụ thể này và trở thành một trong những đích tác dụng của các thuốc điều trị ức chế hoạt tính tyrosine kinase trên bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm. Và để điều trị có hiệu quả, việc xác định đột biến gen liên quan đến tính đáp ứng thuốc đóng vai trò quan trọng quyết định thành công của phương pháp. Như vậy ngoài vai trò trong bệnh sinh u nguyên bào thần kinh đệm thì các đột biến gen FGFRs còn làm tăng ái lực của thuốc điều trị với thụ thể và trở thành một trong những đích tác dụng của các thuốc điều trị hướng đích ức chế hoạt tính tyrosine kinase trên bệnh nhân UNBTKĐ [12],[74],[76]. Trong điều kiện của nghiên cứu nhóm nghiên cứu tập trung xác định đột biến trên exon 12 và exon 13 gen FGFR, chưa xác định được loại đột biến dung hợp gen FGFR3-TACC3, cần có một nghiên cứu khác về loại đột biến này. 
Tóm lại, để phân loại bệnh UNBTKĐ theo WHO, yếu tố phân tử trong bệnh UNBTKĐ phải được xác định để làm rõ xem bệnh thuộc thể loại nào và tùy vào đó để tiên lượng, điều trị bệnh cho phù hợp, điều này đòi hỏi phải có các kỹ thuật để xác định sự thay đổi của các gen liên quan. Đồng thời hướng nghiên cứu cho điều trị gen đích của bệnh UNBTKĐ là tiềm năng, và xét nghiệm gen là không thể thiếu đối với các bác sỹ lâm sàng khi triển khai các liệu pháp điều trị đối với bệnh nhân. 
[bookmark: _Toc26548003]1.3. Đặc điểm người bệnh U nguyên bào thần kinh đệm phát hiện thấy đột biến gen và thời gian sống sau điều trị 
[bookmark: _Toc26548004]1.3.1. Đặc điểm nguyên phát và thứ phát
Thể bệnh của UNBTKĐ đã được các tác giả đề cập từ lâu, sau nhiều lần nhóm họp WHO đã thống nhất chia UNBTKĐ thành hai thể bệnh nguyên phát và thứ phát. Thể nguyên phát là những trường hợp phát bệnh lần đầu và được chẩn đoán ngay là UNBTKĐ độ IV, còn thể thứ phát là thể được chuyển từ những trường hợp đã phát bệnh lần trước là các u thần kinh đệm độ I, II, hoặc III; nay chuyển sang UNBTKĐ độ IV. Tái phát bệnh tức người bệnh đã phẫu thuật lấy khối UNBTKĐ độ IV, sau đó u phát triển lại và được chẩn đoán lại lần hai cùng chẩn đoán là UNBTKĐ độ IV, nên vẫn xếp vào thể u nguyên phát [31],[32].
Ngoài khác nhau về dạng mô bệnh học, UNBTKĐ nguyên phát và thứ phát còn khác nhau về một số các đặc điểm di truyền, về độ tuổi: UNBTKĐ nguyên phát chiếm phần lớn, xuất hiện ở bệnh nhân lớn tuổi (trung bình tuổi 55) sau một thời gian ngắn lâm sàng thường ít hơn 3 tháng, được đặc trưng bởi sự khuếch đại EGFR (khoảng 40% trường hợp) và/hoặc biểu hiện quá mức EGFR (60%), đột biến PTEN (30%), xóa p16INK4a (30% -40%), khuếch đại MDM2 (<10%). Ngược lại, UNBTKĐ thứ phát phát triển chậm hơn do tiến triển ác tính từ các u thần kinh đệm cấp thấp chuyển thể sang UNBTKĐ và gặp ở bệnh nhân trẻ tuổi (trung bình 40 tuổi). UNBTKĐ thứ phát có chứa đột biến ở TP53 trong khoảng 60% trường hợp; UNBTKĐ thứ phát được đặc trưng bởi sự mất đi alen của các nhiễm sắc thể 19q và 10q. Về mặt mô học, một sự phân biệt rõ ràng về những phân nhóm này vẫn còn khó nắm bắt, nhưng chúng rõ ràng tiến triển thông qua các con đường di truyền khác nhau [31],[32]. Việc phân thể bệnh giúp các bác sỹ lâm sàng tiên lượng và định hướng điều trị cho bệnh nhân, tuy nhiên các nhà khoa học cho rằng, vẫn cần các nghiên cứu chỉ ra liệu những phân nhóm này có khác biệt đáng kể về tiên lượng, hay có khả năng là chúng sẽ đáp ứng khác biệt với các liệu pháp điều trị mới hay không.
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[bookmark: _Toc26548173]Bảng 1.1. Đặc điểm 2 thể bệnh UNBTKĐ nguyên phát và thứ phát [3]
	Thể bênh
	Nguyên phát
	Thứ phát

	Loại
	UNBTKĐ IDH
hoang dã 
	UNBTKĐ IDH
đột biến 

	Tỉ lệ
	90%
	10%

	Tuổi trung bình mắc
	62 tuổi
	44 tuổi

	Tỉ lệ nam/nữ mắc
	1,42
	1,05

	Thời gian tiến triển lâm sàng
	4 tháng
	15 tháng

	Thời gian sống sau: 
Phẫu thuật + xạ trị
Phẫu thuật + xạ trị + hóa chất
	
9,9 tháng
15 tháng
	
14 tháng
31 tháng

	Tp53 đột biến
EGFR khuếch đại
ATRX đột biến
TERT đột biến vùng khởi động
PTEN đột biến
	27%
35%
Hiếm gặp
72%
24%
	81%
Hiếm gặp
71%
26%
Hiếm gặp



Nghiên cứu của Wantanabe K đã chứng minh, sự biểu hiện quá mức của thụ thể EGF và đột biến p53 là loại trừ lẫn nhau trong quá trình tiến hóa của u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát và thứ phát. Nghiên cứu trình bày bằng chứng rằng u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát và thứ phát tạo thành các thực thể bệnh khác nhau phát triển thông qua việc thu nhận các thay đổi di truyền khác nhau. Phân tích đột biến TP53, tích lũy protein TP53 và biểu hiện thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì (EGFR) trong 49 sinh thiết được phân loại là u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát hoặc thứ phát theo tiêu chí lâm sàng và mô bệnh học. Bệnh nhân mắc u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát được lựa chọn trên cơ sở tiền sử lâm sàng dưới 3 tháng và các đặc điểm mô bệnh học của u nguyên bào thần kinh đệm ở sinh thiết đầu tiên (19 trường hợp, tuổi trung bình, 55 tuổi). Việc chẩn đoán u nguyên bào thần kinh thứ phát cần ít nhất hai sinh thiết và lâm sàng cũng như bằng chứng mô học về tiến triển từ u tế bào hình sao cấp thấp (30 trường hợp, tuổi trung bình, 39 tuổi). Phân tích trình tự DNA cho thấy đột biến TP53 rất hiếm gặp ở u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát (11%) trong khi u nguyên bào thứ phát có tỷ lệ đột biến TP53 cao (67%), trong đó 90% đã có trong sinh thiết đầu tiên. Ngược lại, khả năng miễn dịch đối với thụ thể EGF chiếm ưu thế trong u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát (63%) nhưng hiếm gặp ở u nguyên bào thần kinh thứ phát (10%). Chỉ có một trong 49 trường hợp cho thấy biểu hiện quá mức EGFR và đột biến TP53. Các dữ liệu này chỉ ra rằng sự biểu hiện quá mức của thụ thể EGF và đột biến gen ức chế khối u TP53 là các sự kiện loại trừ lẫn nhau xác định hai con đường di truyền khác nhau trong quá trình tiến hóa của UNBTKĐ là điểm cuối kiểu hình chung [78].
Như vậy thể bệnh nguyên phát và thứ phát trong UNBTKĐ rõ ràng có sự khác biệt về thời gian tiến triển lâm sàng cùng đáp ứng điều trị, điều này giúp ích cho các thầy thuốc tư vấn điều trị cho bệnh nhân. Và có thể áp dụng các cách điều trị phù hợp từng người bệnh. 
[bookmark: _Toc26548005]1.3.2. Thời gian sống sau điều trị của người UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến gen
Với thời gian tiến triển lâm sàng rất nhanh, nếu không được điều trị người mắc UNBTKĐ chỉ sống được vài tháng, nếu được điều trị bằng phẫu thuật thời gian sống kéo dài hơn có thể đến một năm hoặc hai năm, tuy nhiên với tỷ lệ rất thấp [79]. 
Kiều Đình Hùng (2006), nghiên cứu 43 bệnh nhân mắc u thần kinh đệm ác tính bao gồm: u nguyên bào thần kinh đệm (chiểm tỷ lệ cao nhất 62,7%); u tế bào hình sao giảm biệt hóa (25,6%); u thần kinh đệm ít nhánh ác tính (4,7%); u tế bào thần kinh đệm lợp ống nội tủy ác tính (7,0%), được điều trị bằng phẫu thuật quang động học, sau điều trị tỷ lệ chết của bệnh nhân đến khi kết thúc nghiên cứu là 81,4%: chết sớm nhất là sau 1 tháng, muộn nhất là sau 58 tháng, trung bình 12,3 tháng; tỷ lệ sống sót của bệnh nhân 18,6%: thấp nhất là 15 tháng, cao nhất là 78 tháng, trung bình 37,3 tháng. Thời gian sống trung bình của 43 bệnh nhân 16,9 tháng [25].
Trần Chiến (2011), nghiên cứu 150 bệnh nhân u tế bào thần kinh đệm hình sao, trong đó có 59 bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm (độ IV) chiếm tỉ lệ cao nhất 39,3%. Thời gian sống trung bình sau phẫu thuật của u độ IV là 9,7 ± 0,3 tháng [26].
Nghiên cứu của Dương Đại Hà và Hà Kim Trung (2014), 96 bệnh nhân u thần kinh đệm hình sao, được điều trị phẫu thuật cắt u từ năm 2011 đến 2012, đánh giá thời gian sống sau phẫu thuật đến 28 tháng có kết quả: thời gian sống sau mổ trung bình 15,93 ± 2,91 tháng. Tỷ lệ tử vong sau mổ 6 tháng của u độ III là 12,5% và u độ IV là 43,8% [27].
Có nhiều yếu tố có thể ảnh hưởng đến kết quả điều trị bệnh UNBTKĐ: tuổi càng cao tỷ lệ sống sót thấp hơn tuổi trẻ do sức chịu đựng hoặc đề kháng thấp hơn so với người trẻ, bệnh ở giai đoạn nặng khi người bệnh đã không còn khả năng tự chăm sóc bản thân khi vào viện thì tiên lượng kém hơn người vẫn còn khả năng tự chăm sóc bản thân, tổn thương mô bệnh học thấy hình ảnh tỷ lệ tế bào ung thư phát triển mạnh (chỉ số phát triển tế bào Ki), số lượng tế bào càng nhiều tiên lượng sẽ càng kém hơn, sau phẫu thuật nếu người bệnh được điều trị bổ trợ xạ trị hay hoá chất sẽ có thời gian sống dài hơn ngừoi không được điều trị bổ trợ… Do đó, điều trị UNBTKĐ vẫn phải tuân thủ nguyên tắc phối hợp mới đạt được hiệu quả: sự sống sót của bệnh nhân UNBTKĐ mới mắc được điều trị bằng xạ trị (RT) và temozolomide (TMZ) được ghi nhận ở 2 nhóm bệnh nhân mắc u nguyên bào thần kinh đệm mới, được chẩn đoán với các tiêu chí về điều kiện tương tự. Một nhóm bệnh nhân (n=244) được điều trị bằng các phương pháp tiếp cận mới (NABTT) RT + TMZ với talampanel hoặc poly-ICLC, hoặc cilengitide; một nhóm chỉ điều trị bằng RT + TMZ (n = 287) (EORTC). Đánh giá kết quả điều trị bằng theo dõi tỷ lệ sống sót; được so sánh với dữ liệu EORTC đã công bố. Kết quả tỷ lệ sống trung bình đối với bệnh nhân EORTC (n = 287) và bệnh nhân NABTT (n = 244) tương đương là 14,6 so với 19,6 tháng, tỷ lệ sống trung bình 12 tháng là 61% so với 81% và 24 tháng là 27% so với 37%. Thông qua 2 năm theo dõi, nếu bệnh nhân được sử dụng phương pháp điều trị mới NABTT giảm 37% tỷ lệ tử vong (p <0,0001) so với bệnh nhân EORTC chỉ nhận được RT + TMZ [43].
Nhiều nghiên cứu đã chứng minh người UNBTKĐ có đột biến gen tỷ sống thấp hơn người không có đột biến gen, đột biến gen EGFR gây biểu hiện khuếch đại protein EGFR và ảnh hưởng đến sự sống còn của người bệnh UNBTKĐ sau phẫu thuật và tiếp nhận xạ trị, sự sống sót trong số người bệnh UNBTKĐ có biểu hiện khuếch đại EGFR thấp hơn đáng kể so với những người bệnh không có biểu hiện này (tỷ lệ sống trung vị là 12,5 so với 17,5 tháng, p = 0,013) [65]. Giá trị tiên lượng của yếu tố tăng trưởng biểu bì ở bệnh UNBTKĐ được ghi nhận qua phân tích mối quan hệ giữa kết quả điều trị và gen EGFR ở người bệnh mới được chẩn đoán, kết quả đã phát hiện có 40 (46%) bị đột biến xóa đoạn gen EGFR trong 87 người bệnh UNBTKĐ; có sự tương quan chặt chẽ giữa sự nhân lên của gen EGFR và EGFR quá mức (p <0,0001). Phân tích đa biến cho thấy nhân lên của EGFR là độc lập, dự báo bất lợi cho sự sống còn tổng thể (OS) trong tất cả các bệnh nhân. Về mối quan hệ với tuổi, tình trạng gen EGFR là một dự đoán đáng kể ở những bệnh nhân trẻ tuổi, đặc biệt là ở những người < 60 tuổi. Phát hiện này cho thấy rằng quá mức EGFRvIII trong sự hiện diện của nhân lên EGFR là chỉ số mạnh nhất của một tiên lượng sống còn [65]. 
Đột biến gen EGFR ảnh hưởng đến kết quả điều trị UNBTKĐ đã được chứng minh: người bệnh UNBTKĐ được điều trị phẫu thuật cắt bỏ khối u, sau đó xạ trị: liều 2 Gy/ 1 lần/ 1 ngày x 5 ngày/1 tuần, tổng liều 60 Gy, kết hợp TMZ bổ trợ sau phẫu thuật. Kết quả: những người bệnh ≤ 60 tuổi hoặc điểm số KPS trước phẫu thuật ≥ 70 có tương quan đáng kể với tỷ lệ sống còn dài hơn (p = 0,0069// OR = 0,43// 95%CI = 0,23 - 0,79 đối với tuổi; p = 0,0035// OR = 2,34// 95%CI = 1,32 - 4,14 đối với KPS); người bệnh UNBTKĐ có đột biến dạng EGFRvIII, tỷ lệ sống sót dài hơn 2,59 lần so với người không có đột biến dạng này với p = 0,0023 (OR = 2,59// 95% CI = 1,40 - 4,79) [64].
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[bookmark: _Toc26548293]Hình 1.15. (A) So sánh tỷ lệ sống còn của người bệnh UNBTKĐ có đột biến gen dạng EGFRvIII và người không có đột biến [64]
Ngoài ra nghiên cứu một số gen như IDH, MGMT, TERT được sử dụng như là một dấu hiệu dự đoán trong lâm sàng, ý nghĩa tiên lượng về sự thay đổi di truyền và biểu hiện lâm sàng ở bệnh nhân UNBTKĐ [80],[81],[82]. Một nghiên cứu đã sàng lọc 98 mẫu u nguyên bào thần kinh đệm ở người để tìm sự thay đổi di truyền và biểu hiện ở 10 gen và vị trí nhiễm sắc thể bằng phương pháp PCR và khuếch đại đầu dò phụ thuộc vào hệ thống ghép mồi (MLPA). Thử nghiệm sự liên quan giữa những thay đổi di truyền, biểu hiện và sự sống sót của bệnh nhân UNBTKĐ. Sau đó, nghiên cứu đã phát triển một công cụ dự đoán sống sót từ 2 gen. Các phân tích đa biến cho thấy các đột biến trong isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1), methyl hóa thúc đẩy MGMT, liều chiếu xạ và tình trạng bệnh thông qua chỉ số phát triển tế bào u Karnofsky (KFS) là các yếu tố tiên lượng độc lập. Một yếu tố dự đoán 2 gen cho sự sống sót của UNBTKĐ đã được tạo ra. Dựa trên tình trạng di truyền và biểu hiện của IDH1 và MGMT, bệnh nhân UNBTKĐ được phân tầng thành 3 kiểu gen khác nhau trên lâm sàng: bệnh nhân với IDH1 đột biến kèm MGMT methyl hoá có thời gian sống lâu nhất, tiếp theo là bệnh nhân mắc IDH1 đột biến kèm MGMT không methyl hoá có thời gian tồn tại ngắn nhất. Công cụ dự đoán 2 gen này là một yếu tố tiên lượng độc lập và thực hiện tốt hơn đáng kể trong việc dự đoán tỷ lệ sống so với đột biến IDH1 hoặc methyl hóa MGMT đơn thuần. Như vậy, sự kết hợp giữa đột biến IDH1 và methyl hóa MGMT vượt trội hơn cả đột biến IDH1 hoặc methyl hóa MGMT đơn thuần trong việc dự đoán sự sống sót của bệnh nhân UNBTKĐ, thông tin này sẽ giúp tăng hiểu biết về sinh học UNBTKĐ, và nó có thể hữu ích cho các so sánh cơ bản trong các thử nghiệm lâm sàng trong tương lai [80]. Một số các nghiên cứu về các gen khác cũng công bố về ảnh hưởng của đột biến gen đến hiệu quả điều trị và thời gian sống sót của bệnh nhân UNBTKĐ [46],[83]. Liên quan đến việc thất bại trong điều trị bệnh UNBTKĐ, các nghiên cứu về tế bào gốc thần kinh đệm (GSCs) đã đưa ra quan điểm: tế bào gốc tạo thành một quần thể nhỏ phân chia chậm trong một khối u nguyên bào thần kinh không đồng nhất. Chúng có thể tự làm mới, tái cấu trúc toàn bộ một khối u và phân biệt thành các quần thể UNBTKĐ cụ thể khác. Do đó, chúng đã phải chịu trách nhiệm cho việc tái phát ác tính sau khi điều trị theo phương pháp tiêu chuẩn đã áp dụng và đây là một tiên lượng xấu của UNBTKĐ tái phát. Sự thất bại của các liệu pháp hiện tại để loại bỏ các quần thể GSC cụ thể đã được coi là một yếu tố chính góp phần vào sự tái phát không thể tránh khỏi ở bệnh nhân UNBTKĐ sau khi điều trị. Nghiên cứu đã thảo luận về các cơ chế phân tử của phản ứng hóa học của GSC và lý do tại sao việc loại bỏ hoàn toàn GSCs rất khó đạt được. Đồng thời nghiên cứu đã mô tả các liệu pháp nhắm mục tiêu hiện có sẵn cho GSC và các cơ chế có thể để khắc phục tính kháng hóa chất và tránh tái phát điều trị [41],[84]. Dự đoán về biểu hiện lâm sàng, đáp ứng với điều trị và kết quả của bệnh u thần kinh đệm là một thách thức. Trên cơ sở các nghiên cứu trước đây về sinh học khối u, một nghiên cứu đã xác định năm nhóm phân tử thần kinh đệm với việc sử dụng ba thay đổi: đột biến TERT, đột biến ở IDH và mã hóa của nhánh nhiễm sắc thể 1p và 19q. Kiểm tra giả thuyết rằng trong các nhóm dựa trên các đặc điểm này, các khối u sẽ có các biến lâm sàng tương tự, thay đổi tế bào và các biến thể mầm. Cho điểm các khối u là âm tính hoặc dương tính đối với từng dấu hiệu này trong 1087 u thần kinh đệm và so sánh các thay đổi có được và đặc điểm bệnh nhân trong số năm nhóm phân tử chính. Sử dụng 11,590 điều khiển, nghiên cứu đã đánh giá mối liên hệ giữa các nhóm này và các biến thể mầm thần kinh đệm đã biết. Trong số 615 u thần kinh đệm độ II hoặc III, 29% có cả ba thay đổi (nghĩa là dương tính ba lần), 5% có đột biến TERT và IDH, 45% chỉ có đột biến IDH, 7% chỉ có ba âm tính và 10% chỉ có đột biến Tert; 5% có sự kết hợp khác. Trong số 472 u thần kinh đệm độ IV, ít hơn 1% là dương tính ba lần, 2% có đột biến TERT và IDH, 7% chỉ có đột biến IDH, 17% là đột biến ba âm tính và 74% chỉ có đột biến TERT. Các nhóm phân tử có liên quan độc lập với sự sống sót chung giữa những bệnh nhân bị u thần kinh đệm độ II hoặc III nhưng không phải ở những bệnh nhân bị u thần kinh đệm độ IV. Các nhóm phân tử được liên kết với các biến thể mầm cụ thể, ngụ ý rằng chúng được đặc trưng bởi các cơ chế sinh bệnh học khác nhau [85].
Tại Việt Nam chưa có nghiên cứu về đặc điểm của người UNBTKĐ nguyên phát, thứ phát cũng như đặc điểm về thời gian sống của người UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến gen được điều trị với các phương pháp điều trị khác nhau thì khác nhau như thế nào, do đó nhóm nghiên cứu của chúng tôi sẽ dựa vào các kết quả của tình trạng đột biến gen xác định được trên người bệnh để phân tích một số đặc điểm ở người UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến gen.
[bookmark: _Toc497123881][bookmark: _Toc26548006]1.4. Kỹ thuật sinh học phân tử xác định đột biến gen trong u nguyên bào thần kinh đệm.
[bookmark: _Toc497123882]Có nhiều kỹ thuật sinh học phân tử được sử dụng để xác định đột biến gen, trong nghiên cứu chúng tôi sử dụng một số kỹ thuật cơ bản như: PCR, MLPA và giải trình tự gen trực tiếp để xác định các đột biến các gen TP53, EGFR, FGFR.
[bookmark: _Toc26548007]1.4.1. Kỹ thuật PCR (polymerase chain reaction)
Trong số các tiến bộ khoa học kỹ thuật, PCR (polymerase chain reaction) được coi là kỹ thuật cơ bản quan trọng nhất, là nền tảng cơ sở cho hầu hết các kỹ thuật khác trong lĩnh vực sinh học phân tử.
Kỹ thuật PCR là phương pháp trong ống nghiệm, sử dụng DNA polymerase (thường là Tap polymerase) để nhân bản nhanh một trình tự DNA nào đó mà chỉ cần một lượng mẫu hạn chế ban đầu [86], được phát minh đầu tiên bởi Kary Mullis vào năm 1985, dựa trên ý tưởng ban đầu là xây dựng một quy trình làm cho DNA có thể nhân lên nhiều lần một cách nhân tạo qua nhiều chu kỳ sao chép bởi enzym DNA polymerase [87].
[bookmark: _Toc497123884]1.4.1.1. Nguyên tắc chung của kỹ thuật PCR 
Dựa trên cơ sở tính biến tính, hồi tính của DNA, và hoạt tính của các DNA polymerase có khả năng tổng hợp mạch DNA mới từ mạch DNA khuôn, với nguyên liệu là bốn loại nucleotid. Phản ứng này đòi hỏi sự có mặt của những mồi xuôi và mồi ngược có trình tự bổ sung với hai đầu của trình tự DNA khuôn [86],[87]. Phản ứng PCR là một chuỗi nhiều chu kỳ nối tiếp nhau, mỗi chu kỳ gồm ba bước: 
- Bước 1: là giai đoạn biến tính (denaturation)
·  Bước 2: là giai đoạn bắt cặp (annealing). 
- Bước 3: là giai đoạn tổng hợp hay kéo dài (extension). 
Sau mỗi chu kỳ các chuỗi đôi DNA mới tạo thành sẽ tiếp tục được dùng làm các DNA nền để tổng hợp các DNA mới trong chu kỳ tiếp theo. Số lượng chu kỳ của mỗi phản ứng PCR phụ thuộc số lượng khuôn DNA ban đầu, thường 30 chu kỳ và không quá 40 chu kỳ. Sau mỗi chu kỳ sẽ được tăng gấp đôi lượng DNA của lần trước. Sau n chu kỳ sẽ có 2n bản sao DNA giống DNA ban đầu. Nhờ vậy, có đủ lượng DNA để thực hiện các bước nghiên cứu tiếp theo như: điện di, nhuộm, tạo dòng hoặc giải trình tự [86],[87]. 
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[bookmark: _Toc497123981][bookmark: _Toc26548294]Hình 1.16. Phản ứng PCR (thành phần và sản phẩm)
(1) Đoạn gen khuôn, (2) Đoạn gen mồi, (3) Nucleotid tự do
[bookmark: _Toc497123885]Nguồn https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
1.4.1.2. Phân tích sản phẩm PCR
Phân tích sản phẩm PCR thu được giúp cho việc tối ưu hóa các thành phần tham gia và điều kiện của phản ứng để thu được sản phẩm DNA đúng yêu cầu. Thường sau khi thực hiện phản ứng PCR người ta tiến hành điện di sản phẩm trên gel agarose để kiểm tra chất lượng sản phẩm PCR thu được. 
1.4.1.3. Ứng dụng của kỹ thuật PCR 
Sau khi thu được sản phẩm PCR theo đúng yêu cầu. Các sản phẩm PCR được sử dụng làm nguyên liệu cho các kỹ thuật chuyên sâu như: Southern và Dot blot, kỹ thuật enzym cắt giới hạn, giải trình tự gen trực tiếp, MLPA...
Trong bệnh UNBTKĐ, kỹ thuật PCR được sử dụng để khuếch đại các exon trên gen, từ đó xác định các đột biến điểm trên các exon của gen TP53, EGFR, FGFR... và đột biến xóa đoạn trên gen EGFR.
Các cặp mồi được thiết kế riêng biệt cho mỗi exon của gen cần khuếch đại, đảm bảo các cặp mồi là đặc hiệu. 
Sau đó sử dụng các DNA được tách chiết từ các mẫu mô đủ tiêu chuẩn để làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR, tiến hành phản ứng PCR với chu trình nhiệt đã được chuẩn hóa trước. Sản phẩm DNA được khuếch đại sau chạy PCR được kiểm tra bằng điện di, sau đó được giải trình gen bằng phương pháp giải trình tự trực tiếp để xác định trình tự các nucleotid trên từng exon của gen, và đọc kết quả đối chiếu với gen mẫu Genbank, từ đó xác định các điểm đột biến.
Jeffrey C Lee (2006), khi nghiên cứu đột biến gen EGFR trên bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm đã sử dụng phương pháp PCR để khuếch đại 21 exon trong tổng số 28 exon của gen EGFR, sau đó sử dụng phương pháp giải trình tự để tìm các đột biến điểm trên các exon này, kết quả đã xác định được các đột biến chủ yếu trên các exon 2,3,5,7,8,15,21 gen EGFR, trong đó tỉ đột biến cao nhất gặp ở exon 7 [62].
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[bookmark: _Toc497123982][bookmark: _Toc26548295]Hình 1.17. Ảnh kết quả đột biến điểm gen EGFR bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm [62].
Nguồn: Jeffrey C Lee. 2006 Dec; 3(12): e485. Published online 2006 Dec 19. doi: 10.1371/journal.pmed.0030485

[bookmark: _Toc497123886][bookmark: _Toc26548008][bookmark: _Toc497123887]1.4.2. Kỹ thuật khuếch đại DNA đầu dò - MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
Hiện nay, kỹ thuật MLPA được sử dụng trong nhiều nghiên cứu về bệnh lý di truyền, cho phép phát hiện các tổn thương gen một cách nhanh chóng. Trong phản ứng MLPA, vấn đề thiết kế các đầu dò (probe) gắn đặc hiệu với các đoạn DNA đích đóng vai trò cực kỳ quan trọng.
Kỹ thuật MLPA (Multiplex Ligation - dependent Probe Amplifcation) hay kỹ thuật khuếch đại đầu dò đa mồi dựa vào phản ứng nối - là một biến thể của phản ứng PCR đa mồi (Multiplex Polymerase Chain Reaction) cho phép khuếch đại nhiều đích chỉ với một cặp mồi duy nhất. Mỗi đầu dò bao gồm hai oligonucleotide, mỗi đoạn đều chứa một trình tự mồi cho phản ứng PCR và một trình tự bổ sung với trình tự đích (được gọi là trình tự lai). Khi các đầu dò được lai chính xác vào trình tự đích, chúng sẽ được nối lại bởi enzym ligase bền nhiệt. Phản ứng PCR sẽ chỉ khuếch đại các đầu dò đã được nối lại hoàn chỉnh. Vì mỗi đầu dò đều được đánh dấu huỳnh quang và có kích thước riêng biệt, nên có thể thu được tín hiệu của mỗi đầu dò đã được phân tách và xác định trên hệ thống điện di mao quản. Kỹ thuật MLPA có thể định lượng số bản sao của nhiều trình tự trong một gen với năng suất lên tới 40 trình tự đích trong một phản ứng.
1.4.2.1. Nguyên tắc kỹ thuật 
Sử dụng các đoạn đầu dò DNA (probe) có khả năng lai với phân tử DNA đích đặc hiệu. Mỗi probe gồm hai chuỗi oligonucleotid dài và ngắn, chuỗi dài gắn ở đầu 5’, chuỗi ngắn gắn ở đầu 3’ của DNA đích. Mỗi chuỗi có đoạn đặc hiệu với DNA đích (đoạn 1), đoạn gắn mồi (đoạn 2). 
- Đoạn 1: chứa khoảng 21-30 nucleotid ở chuỗi ngắn, 25-43 nucleotid ở chuỗi dài, đoạn này có trình tự nucleotide bổ sung và liên tiếp nhau trên đoạn DNA đích. Khi tiến hành phản ứng lai với DNA đích, đoạn 1 của hai chuỗi sẽ gắn ở vị trí liền kề nhau tạo điều kiện cho enzym ligase gắn chúng lại thành probe hoàn chỉnh (sản phẩm lai) đặc hiệu với đoạn DNA đích.
- Đoạn 2: Chứa khoảng 19 nucleotid ở chuỗi ngắn, 36 nucleotid ở chuỗi dài. Trình tự nucleotide giống nhau ở tất cả các probe. Đây là vị trí gắn mồi để khuếch đại sản phẩm lai.
Ngoài hai đoạn trên, ở chuỗi dài có thêm đoạn đệm (đoạn 3) nằm ở giữa đoạn 1 và 2. Cấu tạo gồm 19-370 nucleotid, không đặc hiệu với DNA đích, vai trò của đoạn 3 là làm cho các sản phẩm lai có kích thước khác nhau, khi khuếch đại sẽ dễ dàng phân tích bằng sản phẩm điện di.
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[bookmark: _Toc26548296]Hình 1.18. Hình ảnh probe và quy trình phản ứng MLPA
[bookmark: _Toc497123986][bookmark: _Toc1477850][bookmark: _Toc3884606][bookmark: _Toc15295120][bookmark: _Toc25060829][bookmark: _Toc26548297] (theo Jan P. Schouten, 2002)
[bookmark: _Toc497123889]1.4.2.2. Các bước tiến hành phản ứng MLPA
DNA sau khi tách chiết từ mẫu mô u nguyên bào thần kinh đệm được đo nồng độ và độ tinh sạch. Trong đó, 50ng DNA tổng số được sử dụng cho phản ứng MLPA để xác định đột biến.
· Bước 1: Biến tính DNA
· Bước 2: Gắn (lai) probe vào gen đích
· Bước 3: Nối hai đầu probe
· Bước 4: Khuếch đại sản phẩm lai (PCR)
	 Sau phản ứng PCR, mỗi probe sẽ được khuyếch đại thành nhiều bản sao. Các probe khác nhau sẽ có kích thước khác nhau do độ dài đoạn đệm (stuffer) của chúng khác nhau. Do vậy, chúng sẽ được phân tách bằng phương pháp điện di (thường sử dụng phương pháp điện di mao quản). Số lượng sản phẩm khuếch đại của mỗi probe sẽ tỷ lệ thuận với số bản sao của đoạn DNA đích đặc hiệu với probe đó. 
1.4.2.3. Ứng dụng MLPA trong xác định đột biến gen UNBTKĐ
Trong những năm gần đây, MLPA là phương pháp được ưu tiên chọn lựa trong chẩn đoán đột biến xóa đoạn, lặp đoạn gen, với độ chính xác cao, cho kết quả nhanh chóng. 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng bộ sinh phẩm SALSA MLPA P105-D2 của hãng MRC Holland (Hà Lan) để xác định đột biến xóa đoạn EGFRvIII (xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7) của gen EGFR. Bên cạnh đó, bộ kit còn được thiết kế để có thể phát hiện một số biến đổi liên quan đến các gen như PDGFRA (4q12), CDKN2A (9p21.3), PTEN (10q23.31), TP53 (17p13.1), CDK4-MIR26A2-MDM2 (12q14 - q15) and NFKBIA (14q13.2). 
	Nghiên cứu của Judith Jeuken năm 2009, đã sử dụng phương pháp MLPA để xác định gen EGFRvIII (đột biến xóa đoạn exon 2 đến exon 7 gen EGFR) [88], kết quả phát hiện có đột biến dạng EGFRvIII.
[image: ]
[bookmark: _Toc26548298][bookmark: _Toc497123987][bookmark: _Toc493841049]Hình 1.19. Hình ảnh điện di xác định đột biến gen dạng EGFRvIII 
[bookmark: _Toc15295122][bookmark: _Toc25060831][bookmark: _Toc26548299]bằng kỹ thuật MLPA 
Nguồn: Judith Jeuken, Brain Pathol. 2009 Oct; 19(4): 661-671.
[bookmark: _Toc497123890][bookmark: _Toc26548009]1.4.3. Kỹ thuật giải trình tự gen (DNA sequencing)	
[bookmark: _Toc497123892]Giải trình tự gen (DNA sequencing) là phương pháp xác định vị trí sắp xếp của các nuceotid trong phân tử DNA. Hiện nay, người ta thường sử dụng hai phương pháp giải trình tự đó là phương pháp dideoxynucleotid và giải trình tự bằng máy tự động. Nghiên cứu của chúng tôi sử dụng phương pháp giải trình tự bằng máy tự động.
Máy giải trình tự gen tự động hoàn toàn được thiết kế trên nguyên tắc sử dụng ddNTP do F.Sanger và cộng sự phát minh [89]. Với các máy thế hệ mới sau này, người ta dùng 4 màu huỳnh quang khác nhau để đánh dấu 4 loại ddNTP. Nhờ vậy phản ứng giải trình tự có thể thực hiện trong một ống nghiệm và chỉ cần điện di trên một hàng mà không phải trên 4 hàng khác nhau như trước đây, hệ thống điện di thường là điện di mao quản. Mỗi khi có một vạch điện di đi qua, phân tử ddNTP cuối cùng ở đầu 3’ của đoạn DNA sẽ phát ra một màu huỳnh quang tương ứng, máy sẽ ghi nhận màu sắc này và chuyển về máy tính phân tích. Dựa vào màu huỳnh quang mà máy nhận diện được là nucleotid nào, từ đó biết được trình tự của DNA đích.
Mặc dù có nhiều phương pháp khác nhau để xác định đột biến nhanh hơn phương pháp giải trình tự gen, nhưng ưu điểm mạnh nhất của phương pháp giải trình tự là cho phép xác định đột biến cụ thể của từng loại nucleotid trên từng vị trí một. Ví dụ cùng trên một vị trí đột biến X nào đó với nucleotid ban đầu là A có thể thay đổi thành T hoặc C hoặc G, thì chỉ có giải trình tự gen mới có thể xác định được chính xác như vậy. Do đó giải trình tự gen vẫn là phương pháp sử dụng phổ biến hiện nay để xác định các đột biến gen.
Trong bệnh UNBTKĐ, phương pháp giải trình tự gen để xác định đột biến gen được nhiều nghiên cứu sử dụng [90],[91],[92],[93], ví dụ các tác giả như Jeffrey C Lee [62], Frederick Lori [63] sử dụng phương pháp giải trình tự để xác định các đột biến điểm trên gen EGFR, hay Vikki Rand [16] dùng phương pháp giải trình tự để xác định đột biến trên gen FGFR.

[image: ]
[bookmark: _Toc497123990][bookmark: _Toc26548300]Hình 1.20. Ảnh kết quả giải trình tự xác định đột biến gen FGFR
Nguồn: Rand et. al. PNAS. 2005;102,14344-14349.



[bookmark: _Toc430091941][bookmark: _Toc26548010][bookmark: _Toc497123893]CHƯƠNG 2
[bookmark: _Toc430091942][bookmark: _Toc26548011]ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

[bookmark: _Toc370201883][bookmark: _Toc425169929][bookmark: _Toc425170433][bookmark: _Toc425170784][bookmark: _Toc426442528][bookmark: _Toc430091946][bookmark: _Toc26548012]2.1. Đối tượng nghiên cứu 
[bookmark: _Toc1476905][bookmark: _Toc3884425][bookmark: _Toc15294783][bookmark: _Toc25060435][bookmark: _Toc26548013]Bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm được chẩn đoán xác định bằng lâm sàng và cận lâm sàng [2]; kèm kết quả giải phẫu bệnh (theo phân loại mô bệnh học UNBTKĐ của WHO năm 2007 [32]), sau phẫu thuật lấy u tại bệnh viện Việt Đức Hà Nội. 
[bookmark: _Toc26548014]2.1.1. Tiêu chuẩn chọn mẫu 
- Bệnh nhân UNBTKĐ có mẫu mô đúc paraffin có hình ảnh tổn thương của bệnh u nguyên bào thần kinh đệm theo phân loại mô bệnh học UNBTKĐ của WHO năm 2007 [32].
- Các mẫu mô có tiêu bản tương ứng kèm theo.
- Không có hình ảnh tổn thương trên tiêu bản là của bất kỳ một khối u, ung thư cơ quan nào khác UNBTKĐ.
- Có đầy đủ các thông tin nghiên cứu.
[bookmark: _Toc26548015]2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ
- Bệnh nhân không có mẫu mô và tiêu bản tương ứng
- Các mẫu mô có hình ảnh tổn thương trên tiêu bản là của bất kỳ một khối u, ung thư cơ quan nào khác UNBTKĐ.
- Không đầy đủ các thông tin nghiên cứu.
[bookmark: _Toc26548016]2.1.3. Cách tiến hành chọn mẫu nghiên cứu
[bookmark: _Toc516132753]	- Lập danh sách người bệnh từ khoa Giải Phẫu Bệnh, Bệnh viện Việt Đức (từ hệ thống phần mềm của bệnh viện).
[bookmark: _Toc516132754]	- Lựa chọn tiêu bản mô bệnh học tương ứng với danh sách đã lập được.
[bookmark: _Toc516132755]	- Lựa chọn mẫu mô đúc paraffin của người bệnh theo danh sách.
[bookmark: _Toc516132756]	- Loại những người bệnh không có tiêu bản và mẫu mô ra khỏi danh sách. 
[bookmark: _Toc516132757]	- Soi tiêu bản mô bệnh học xác định vùng lấy mô: khoanh vùng lấy mô tương ứng vùng soi trên tiêu bản có hình ảnh tế bào u rõ, ít tổ chức hoại tử nhất (do Bác sĩ Trưởng khoa Giải Phẫu Bệnh, Bệnh viện Việt Đức thực hiện dựa vào tiêu chuẩn phân loại mô bệnh học u NBTKĐ của WHO năm 2007), loại các mẫu có hình ảnh của các u không phải UNBTKĐ.
[bookmark: _Toc516132758]	- Đục lấy phần mô đã khoanh vùng (khoảng 50-100mg, vì cần khoảng 20mg mô cho một lần tách chiết DNA [86]) cho vào ống eppendorf đậy nắp kín.
[bookmark: _Toc516132759]	- Đánh mã số cho từng mẫu mô nghiên cứu sau khi đã lấy được mẫu mô.
[bookmark: _Toc516132760]	- Lưu trữ và bảo quản ở nhiệt độ phòng.
- Chọn bệnh án tại phòng lưu trữ bệnh án theo số các mẫu mô đã chọn được trước đó, và lấy thông tin nghiên cứu khác từ bệnh án.
- Thu thập các thông tin về đặc điểm thời gian sống chết của bệnh nhân bằng hỏi người thân của bệnh nhân qua điện thoại.
[bookmark: _Toc370201884][bookmark: _Toc425169930][bookmark: _Toc425170434][bookmark: _Toc425170785][bookmark: _Toc426442529][bookmark: _Toc430091947][bookmark: _Toc26548017]2.2. Phương pháp nghiên cứu
[bookmark: _Toc370201885][bookmark: _Toc425169931][bookmark: _Toc425170435][bookmark: _Toc425170786][bookmark: _Toc426442530][bookmark: _Toc430091948][bookmark: _Toc26548018]2.2.1. Thiết kế nghiên cứu
Nghiên cứu mô tả cắt ngang 
[bookmark: _Toc26548019]2.2.2. Cỡ mẫu nghiên cứu
Chọn mẫu có chủ đích, trong khoảng thời gian nghiên cứu lấy toàn bộ các mẫu đủ các tiêu chuẩn chọn mẫu, tiêu chuẩn loại trừ (mục 2.1.1 và 2.1.2).
Trong giới hạn thời gian nghiên cứu, chúng tôi lấy các mẫu có từ năm 2012 đến năm 2017 đủ các tiêu chuẩn chọn mẫu, tiêu chuẩn loại trừ, tổng số mẫu thu thập được là 70 mẫu, như vậy n = 70 là số mẫu chúng tôi đưa vào nghiên cứu. 
[bookmark: _Toc370201886][bookmark: _Toc425169932][bookmark: _Toc425170436][bookmark: _Toc425170787][bookmark: _Toc426442531][bookmark: _Toc430091949][bookmark: _Toc26548020]2.2.3. Dụng cụ, thiết bị, hóa chất nghiên cứu:
Dụng cụ: phải được vô trùng tuyệt đối (hấp ướt 120°C trong 20 phút).
- Đầu côn các loại thể tích.
- Ống Eppendorf các loại thể tích.
Thiết bị 
· Máy PCR (Eppendorf) 
· Máy điện di: Mupid (Nhật Bản).
· Máy soi gel và chụp ảnh tự động (Dolphin Chemi Wealtec, USA).
· Máy quang phổ kế Nano- Drop (Nhật Bản).
· Máy ly tâm lạnh Beckman (USA) và ly tâm các loại (Đức).
· Tủ lạnh âm sâu: -30oC và - 80oC (Sanyo-Nhật Bản).
· Máy điện di mao quản Beckman Coulter.
· [bookmark: _Toc366066467][bookmark: _Toc401750089][bookmark: _Toc410904378][bookmark: _Toc431844154][bookmark: _Toc460428296][bookmark: _Toc465427611]Máy đọc trình tự	 gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (USA).
[bookmark: _Toc366066468][bookmark: _Toc401750090][bookmark: _Toc410904379][bookmark: _Toc431844155][bookmark: _Toc460428297][bookmark: _Toc465427612][bookmark: _Toc470243726][bookmark: _Toc501227183] Hóa chất nghiên cứu
- Hóa chất tách chiết DNA và tinh sạch DNA:
· Kít tách chiết DNA từ mô: Therascreen RGQ PCR Kit (QIAGEN-Đức).
· Kít tinh sạch DNA từ gel (Hãng QIAGEN-Đức).
· Tên hóa chất trình bày ở phụ lục 1
- Hóa chất dùng cho phản ứng PCR: (Hãng QIAGEN-Đức)
· Enzym Taq DNA polymerase 1000U.
· Hỗn hợp Taq PCR Microsatellite 
· Nucleotid tự do dNTP, PCR grade (250µl).
· [bookmark: _Toc463426955][bookmark: _Toc464478716][bookmark: _Toc465289743][bookmark: _Toc465427660]Sử dụng các cặp mồi được gắn với chất huỳnh quang đặc hiệu.
- Hóa chất dùng cho điện di gel agarose
	+ Dung dịch đệm TBE 1X gồm: trise base, boric acid, EDTA
	+ Bột agarose
	+ Thang chuẩn DNA 100bp (Marker 100bp): có khoảng cách giữa các thang DNA điện di là 100bp
	+ Dung dịch ethidium bromide 10mg/mL
- Hoá chất để giải trình tự gen: ABI/ Mỹ
	+ Đệm Big dye 5X (ABI/ Mỹ)
	+ EDTA

	+ Big dye Terminator v3.1 (ABI/ Mỹ) 
	+ Hi-Di formamide (ABI/ Mỹ)        


- Hóa chất nhân bản DNA dò: (kit hãng MRC- Hà Lan)
 kit SALSA MLPA P105-D2 bao gồm các thành phần: 
+ Dung dịch đệm MLPA 
+ Enzym nối Ligase - 65 
+ Đệm A - 65 
+ Đệm B - 65
+ Hỗn hợp mồi P105
+ Enzym Taq polymerase
+ Dung dịch đệm Enzyme
 - Hóa chất điện di mao quản: ABI/ Mỹ
+ Dung dịch nạp mẫu: Sample Loading Solution (SLS), 
+ Thang chuẩn: Size Standard 600 (SS600)
+ Gel phân tách: Separation Gel 
+ Đệm phân tách: Separation Buffer
[bookmark: _Toc26548021]2.2.4. Các bước nghiên cứu
  1/ Bước 1. Thu thập mẫu nghiên cứu 
+ Thu thập các mẫu mô bệnh đúc paraffin theo tiêu chuẩn chọn mẫu, cách chọn mẫu (trong mục 2.1.1; 2.1.3).
+ Thu thập bệnh án nghiên cứu theo danh sách
+ Thu thập các thông tin nghiên cứu khác qua gọi điện cho người thân.  
  2/ Bước 2. Tách DNA và bảo quản - 20˚C: 
[bookmark: _Toc516132762]- Nguyên tắc kỹ thuật tách DNA: sự tách chiết DNA dựa trên nguyên tắc hòa tan khác nhau của các phân tử khác nhau (nucleic acid/protein) trong hai pha không hòa tan (phenol, chloroform/nước). 
- Thực hiện theo đúng quy trình kỹ thuật tách chiết DNA từ mẫu mô paraffin (phụ lục 1).
[bookmark: _Toc516132763]- Đo nồng độ DNA tổng số sau tách chiết DNA, đảm bảo có DNA với nồng độ khoảng ≥ 25 ng/µl, độ tinh sạch khoảng 1,8 - 2,0. Nếu nồng độ và độ tinh sạch không đảm bảo cần tách chiết lại đến khi đảm bảo để chạy được PCR.
[bookmark: _Toc516132764]- Nếu chưa sử dụng cần lưu trữ và bảo quản DNA trong tủ âm (< 00C).
3/ Bước 3. Nhân bản các exon của các gen nghiên cứu cần xác định các đột biến (gen TP53, gen FGFR, gen EGFR).
- Nguyên tắc kỹ thuật: dựa trên cơ sở tính biến tính, hồi tính của DNA, và hoạt tính của các DNA polymerase có khả năng tổng hợp mạch DNA mới từ mạch DNA khuôn, với nguyên liệu là bốn loại nucleotid. Phản ứng này đòi hỏi sự có mặt của những mồi xuôi và mồi ngược có trình tự bổ sung với hai đầu của trình tự DNA khuôn [86].
- Sử dụng các cặp mồi đặc hiệu tương ứng các exon trên các gen để nhân bản từng exon nghiên cứu, nguồn gốc mồi: các cặp mồi nhân bản các exon 2, 3, 7, 8 gen EGFR; exon 12, 13 gen FGFR do Trung tâm Gen - Protein Trường Đại học Y Hà Nội thiết kế, mồi nhân bản exon 7+8 gen TP53 dựa theo công thức mồi trong nghiên cứu Roger H. Frankel (1992) [94]… , mồi nhân bản gen dạng EGFRvIII của hãng MRC Hà Lan thiết kế.
[bookmark: _Toc26548174]Bảng 2.1. Các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu
	Gen
	Exon
	Trình tự mồi
	Kích thước sản phẩm base pair (bp)
	Hãng sản xuất

	TP53
	7+8
	Mồi xuôi 5′- GGTTGGGAGTAGATGGAGCC-3′
Mồi ngược 5′-ATGCCCCAATTGCAGGTAAA -3′
	495
	IDT Mỹ

	EGFR
	2
	Mồi xuôi 5′- GG ACC TTG AGG GAT TGT TT-3′ 
Mồi ngược 5′- CTT CAA GTG GAA TTC TGC CC-3′
	312
	IDT Mỹ

	
	3
	Mồi xuôi 5′- TTAGGGTTCAACTGGGCGTC-3′ 
Mồi ngược: 5′- AGCCTTCTCCGAGGTGGAAT-3′
	321
	IDT Mỹ

	
	7
	Mồi xuôi 5′-GCT TTC TGA CGG GAG TCA AC-3′ 
Mồi ngược 5′-AGA CAG AGC GGG AAC AGG AT-3′
	296
	IDT Mỹ

	
	8
	Mồi xuôi 5′-CT TCC ATC ACC CCT CAA GA-3′
Mồi ngược 5′-CTC AGC AGC CGA GAA CAA-3′
	261
	IDT Mỹ

	
	Bộ 10 exon
	Các mồi exon 2,3,4,5,6,7,8,13,16,23 trong 1 kit 
	
	MRC
Hà Lan

	FGFR
	12
	Mồi xuôi 5´-GCAGATGCATCCAGATGGTA-3´ 
Mồi ngược 5´-TCTCCATTCATGGCCACATA-3´
	617
	IDT Mỹ

	
	13
	Mồi xuôi 5´-TGTGAAGAAGAACAAGCCTGC-3´ 
Mồi ngược 5´-AGAACTCCGTGAGATCGTGC-3´
	527
	IDT Mỹ


	- Các cặp mồi sử dụng để nhân bản các exon trong xác định xóa đoạn gen ở dạng các đầu dò, được thiết kế để xác định số lượng bản sao các exon của gen EGFR và gen EGFRvIII trong bệnh UNBTKĐ: bao gồm các đầu dò xác định exon 1 (tên thăm dò MRC-Holland: 2062-L3282) exon 2 (5435-L4851), exon 3 (5436-L4852), exon 4 (5437-L4853), exon 5 (5438-L6027), exon 6 (6121-L6286), exon 7 (5440-L4856), exon 8 (2063-L3283), exon 13 (5441-L5612), exon 16 (2064-L1577) và exon 23 (5968-L5385). Kèm theo là 12 đầu dò tham khảo và bắt buộc phải có hình ảnh trên sản phẩm điện di trong các mẫu. 
	- Sử dụng quy trình kỹ thuật nhân bản DNA dò (MLPL), để xác định đột biến dạng EGFRvIII (phụ lục 4).
	- Thực hiện theo đúng quy trình kỹ thuật PCR (phụ lục 2), để nhân bản các exon trên gen xác định đột biến điểm.
[bookmark: _Toc516132767]4/ Bước 4. Điện di sản phẩm PCR
* Điện di trên gel arogase: 
	- Mục đích: kiểm tra sản phẩm PCR sử dụng cho việc giải trình tự 
	- Yêu cầu: chạy điện di trên gel arogase, đảm bảo băng điện di rõ nét, không có sản phẩm phụ, kích thước bằng với mẫu chuẩn [86].
		- Nguyên tắc kỹ thuật: điện di là hiện tượng các phân tử mang điện dịch chuyển trong điện trường dưới tác dụng của dòng điện, phân tử tích điện âm di chuyển về cực (+) và phân tử tích điện dương dịch chuyển về cực (-). Acid nucleic là phân tử mang điện tích âm nhờ khung phosphat của mình, dưới tác dụng của dòng điện một chiều acid nucleic sẽ di chuyển về cực dương. Các đoạn DNA có kích thước khác nhau sẽ di chuyển khác nhau. Tùy mục đích, có thể sử dụng các chất giá khác nhau để điện di DNA, phổ biến nhất là sử dụng gel agarose.
	- Quy trình kỹ thuật: thực hiện theo đúng quy trình kỹ thuật (phụ lục 2)
[bookmark: _Toc516132768]	- Nếu chưa sử dụng cần lưu trữ, bảo quản sản phẩm PCR trong tủ âm (< 00C).
+ Điện di mao quản: 
	- Nguyên tắc kỹ thuật: điện di mao quản (CE - capillary electrophoresis) là một kỹ thuật tách các chất trong dung dịch lỏng dựa trên sự di chuyển khác nhau của các phân tử chất (mang điện tích) trong cột mao quản dưới ảnh hưởng của điện trường tạo bởi điện áp cao thế (15 - 30 kV) đặt vào hai đầu mao quản. 
	- Quy trình kỹ thuật: thực hiện đúng quy trình chạy điện di mao quản (phụ lục 4).
[image: ]
[bookmark: _Toc26548301]Hình 2.1. Hình ảnh kết quả chạy điện di mao quản mẫu DNA chuẩn của người nam (sử dụng bộ kit SALSA MLPA P105 của hãng hóa chất MRC-Hà Lan sản xuất; hình ảnh do hãng hóa chất cung cấp)
+ Yêu cầu: hình ảnh điện di rõ, mẫu chuẩn chứa đủ 55 đỉnh tương ứng 55 đầu dò MLPA (đối với chuẩn nam), chứa 54 đỉnh (đối với chuẩn nữ): gồm các sản phẩm nhân bản từ 126 đến 500 nucleotid, 9 đoạn điều khiển tạo ra một sản phẩm nhân bản nhỏ hơn 120 nucleotid: bốn mảnh DNA (Q-fragments) tại vị trí 64-70-76-82 nucleotid, ba đoạn điều khiển biến tính DNA (Dfragments) tại vị trí 88-92-96 nucleotid, một mảnh X ở vị trí 100 nucleotid và một mảnh Y ở vị trí 105 nucleotid. Trong đó có 12 đỉnh tương ứng 12 đầu dò để kiểm soát về độ nhạy và độ đặc hiệu (vị trí và kích thước/ nghĩa là các đỉnh này bắt buộc phải hiển thị trên hình ảnh điện di mao quản trong các mẫu). 
	- Kết quả điện di được đọc trên máy tính, đảm bảo đúng các tiêu chuẩn của phương pháp đo, các đỉnh điện di rõ nét, tất cả các đỉnh chuẩn phải rõ ràng, đạt kích thước cho phép. 
5/ Bước 5. Giải trình tự với các cặp mồi tương ứng.
[bookmark: _Toc516132770]- Nguyên tắc kỹ thuật: giải trình tự gen (DNA sequencing) là phương pháp xác định vị trí sắp xếp của các nuceotid trong phân tử DNA, dựa trên nguyên tắc sử dụng các nucleotid tự do ddNTP do F.Sanger và cộng sự phát minh [88]. Dùng 4 màu huỳnh quang khác nhau để đánh dấu 4 loại ddNTP, qua hệ thống điện di mao quản. Mỗi khi có một vạch điện di đi qua, phân tử ddNTP cuối cùng ở đầu 3’ của đoạn DNA sẽ phát ra một màu huỳnh quang tương ứng, máy sẽ ghi nhận màu sắc này và chuyển về máy tính phân tích. Dựa vào màu huỳnh quang mà máy nhận diện được là nucleotid nào, từ đó biết được trình tự của DNA đích.
- Thực hiện theo đúng quy trình kỹ thuật giải trình tự (phụ lục 3).
[bookmark: _Toc516132771]- Kết quả giải trình tự đảm bảo rõ nét, các đỉnh nucleotid rõ, không đứt đoạn, không nhiễu.
[bookmark: _Toc516132772]6/ Bước 6. Phân tích kết quả 
* Kết quả giải trình tự 
[bookmark: _Toc516132773]	- Đọc kết quả giải trình tự các exon và so sánh tương ứng với mẫu chuẩn trên Gen - Bank bằng phần mềm CLC Main Workbench 6.0.1.
- Trình tự nucleotid trên các exon được đọc bằng các tín hiệu huỳnh quang dựa trên nguyên tắc cảm quang, biểu hiện bằng trình tự các đỉnh sóng với mỗi loại nucleotid A, T, G, C lần lượt tương ứng với một màu khác nhau xanh lá, đỏ, đen, xanh dương. Bình thường mỗi vị trí nucleotid chỉ tương ứng 1 đỉnh sóng 1 màu, khi có sự biến đổi về nucleotid, sẽ xuất hiện 2 sóng trên cùng một vị trí hoặc mất hẳn sóng chính và thay bằng đỉnh sóng của một loại nucleotid khác. Kết quả của giải trình tự gen được thể hiện bằng hình ảnh là các đỉnh sóng liên tiếp nhau tương ứng với trình tự của các nucleotid trên exon. 
[bookmark: _Toc516132774]	- Nếu mẫu nào không đạt (nhiễu, không đọc được kết quả), cần tinh sạch lại sản phẩm PCR và giải trình tự lại đến khi đọc được kết quả. Nếu vẫn không được cần làm lại PCR (bước 3), không được thì cần tách lại DNA (bước 2). Có thể chạy giải trình tự bằng mồi ngược nếu mồi xuôi kết quả vẫn không đọc được.
* Phân tích kết quả xóa đoạn dạng EGFRvIII
Phân tích kết quả bằng công cụ Coffalyser chuyên biệt (được cung cấp bởi hãng MRC - Hà lan). 
	Nguyên tắc: dựa vào số lượng các bản sao của các exon đã nhân bản được, để xác định có xóa đoạn EGFRvIII, cần tính trung bình cộng số lượng bản sao của các exon 2+3+4+5+6+7 chia cho trung bình cộng số lượng bản sao của các exon 1+8+13+16+23 của gen EGFR (gọi là tỷ lệ EGFRvIII). Tỷ lệ EGFRvIII dưới 0,8 đã được coi là chứa biến thể xóa đoạn EGFRvIII.
[bookmark: _Toc370201879][bookmark: _Toc425169925][bookmark: _Toc425170429][bookmark: _Toc425170780][bookmark: _Toc426442524][bookmark: _Toc430091943][bookmark: _Toc26548022][bookmark: _Toc516132780][bookmark: _Toc370201880][bookmark: _Toc425169926][bookmark: _Toc425170430][bookmark: _Toc425170781][bookmark: _Toc426442525][bookmark: _Toc430091944]2.3. Thời gian, địa điểm nghiên cứu
[bookmark: _Toc26548023]2.3.1. Thời gian nghiên cứu
[bookmark: _Toc370201881][bookmark: _Toc425169927][bookmark: _Toc425170431][bookmark: _Toc425170782][bookmark: _Toc426442526][bookmark: _Toc430092546][bookmark: _Toc1477076][bookmark: _Toc1477215][bookmark: _Toc3884556][bookmark: _Toc15294946][bookmark: _Toc25060653][bookmark: _Toc26548175]Thời gian nghiên cứu từ tháng 11/2015 đến tháng 12/2018.
[bookmark: _Toc370201882][bookmark: _Toc425169928][bookmark: _Toc425170432][bookmark: _Toc425170783][bookmark: _Toc426442527][bookmark: _Toc430091945][bookmark: _Toc26548024]2.3.2. Địa điểm nghiên cứu
- Bộ môn Hóa sinh trường Đại học Y Hà Nội.
- Khoa Giải phẫu bệnh, Phòng Kế hoạch tổng hợp Bệnh viện Việt Đức. 
- Trung tâm Nghiên cứu Gen - Protein, Trường Đại học Y Hà Nội.
[bookmark: _Toc370201888][bookmark: _Toc425169934][bookmark: _Toc425170438][bookmark: _Toc425170789][bookmark: _Toc426442533][bookmark: _Toc430091953][bookmark: _Toc26548025]2.4. Xử lý số liệu
* Xử lý số liệu theo phương pháp thống kê y học dựa vào phần mềm thống kê SPSS 19.0.
- Tất cả các số liệu được nhập vào máy tính, làm sạch số liệu.
- Sử dụng test đánh giá một số đặc điểm của đột biến gen trong bệnh UNBTKĐ. 
 + Test T-student: các bảng có n > 5 
 + Test Fisher Exact: các bảng có n ≤ 5
[bookmark: _Toc430091954]	* Đọc kết quả giải trình tự bằng phần mềm CLC Main Workbench 6.0.1.
	* Phân tích kết quả xóa đoạn gen bằng công cụ Coffalyser chuyên biệt (được cung cấp bởi hãng MRC - Hà Lan). 
[bookmark: _Toc26548026]2.5. Đạo đức trong nghiên cứu
Đề tài đã được thông qua hội đồng đạo đức của Trường Đại học Y Hà Nội, theo quyết định số 187/HĐĐĐĐHYHN tháng 2/2016. 
- Mẫu vật nghiên cứu được lấy từ các mẫu mô sau mổ, hoàn toàn không ảnh hưởng đến quá trình điều trị hay kết quả điều trị và đời sống sau này của người bệnh.
- Các mẫu được lấy có sự đồng ý của Ban Giám đốc bệnh viện, Phòng kế hoạch tổng hợp và Khoa Giải phẫu bệnh của bệnh viện Việt Đức.
- Tất cả các thông tin về người bệnh chỉ phục vụ công tác nghiên cứu và được giữ kín tuyệt đối.
- Người bệnh và người nhà không phải trả bất cứ kinh phí nào khi tham gia đề tài.
[bookmark: _Toc516132781][bookmark: _Toc26548027]2.6. Biện pháp tránh sai số
- Sai số mẫu mô
	Cách khắc phục: tập huấn kỹ cho nhóm lấy mẫu, chọn mẫu đúng tiêu chuẩn chọn mẫu đã đề ra. Để tránh sai số do lấy không đúng phần mô có các tế bào u, cần chọn phần mô để tách DNA tại vùng có các tế bào u đang phát triển mạnh nhất trong tổ chức u, ít tổ chức hoại tử nhất có thể (nhận biết qua soi tiêu bản cắt ngang vùng u đang phát triển mạnh), theo tiêu chuẩn lấy mẫu mô đúc paraffin của Bệnh viện Việt Đức.
- Nồng độ DNA thấp, độ tinh sạch không đạt chuẩn
	Cách khắc phục: tách chiết lại đến khi đạt tiêu chuẩn.
- Sai quy trình kỹ thuật 
	Cách khắc phục: các qui trình kỹ thuật thực hiện trong nghiên cứu cần chuẩn hóa trước. Khi thực hiện kỹ thuật PCR: đảm bảo mỗi lần chạy mẫu cần chạy kèm 1 chứng âm (lấy nước cất làm mẫu), và kèm 1 chứng dương (là mẫu đã được chuẩn hóa, giải trình tự và đã được đọc kết quả sau so sánh với trình tự chuẩn trên gen bank, đảm bảo chính xác là trình tự của các exon tương ứng trên gen).
- Sai kết quả giải trình tự: do tinh sạch mẫu chưa tốt gây nhiễu kết quả. 
Cách khắc phục: thực hiện kỹ thuật giải trình tự cần lưu ý bước tinh sạch mẫu, nếu sau giải trình tự bị nhiễu không đọc được cần tinh sạch lại và giải trình tự lại cho đến khi đọc được kết quả, trình tự mẫu giải được phải tương ứng trình tự mẫu trên Gen Banks.
- Sai thông tin nghiên cứu
	Cách khắc phục: ghi chép đầy đủ thông tin lấy từ bệnh án theo mẫu phiếu đã thống nhất cho tất cả người bệnh. Các thông tin qua gọi điện phải hỏi người thân cận nhất của người bệnh như: vợ, chồng, con, bố mẹ … về các đặc điểm thời gian sống chết, tiền sử phẫu thuật lần trước, thời gian điều trị xạ trị, hóa chất sau phẫu thuật và ghi chép đầy đủ.
[bookmark: _Toc26548028]2.7. Kinh phí thực hiện đề tài
Đề tài được thực hiện với sự hỗ trợ một phần kinh phí của đề tài: “Nghiên cứu xác định đột biến một số gen trong bệnh U nguyên bào thần kinh đệm” thuộc đề tài cấp Bộ Y tế năm 2014, quyết định số 4214/QĐ-BYT ngày 16/10/2014 của Bộ trưởng bộ Y tế. 


[bookmark: _Toc26548029]CHƯƠNG 3
[bookmark: _Toc26548030]KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Qua nghiên cứu xác định tình trạng đột biến gen TP53, EGFR, FGFR ở 70 mẫu mô của 70 người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm sau phẫu thuật tại bệnh viện Việt Đức, chúng tôi thu được kết quả như sau: 
[bookmark: _Toc26548031]3.1. Đặc điểm chung của đối tượng nghiên cứu
[bookmark: _Toc516132785][bookmark: _Toc26548032]3.1.1. Đặc điểm về tuổi
Chúng tôi chia tuổi theo cách chia các giai đoạn tuổi của tổ chức CBTRUS Hoa kỳ [4].
[bookmark: _Toc516132972][bookmark: _Toc26548176]Bảng 3.1. Đặc điểm về tuổi của người bệnh trong nghiên cứu
	Giai đoạn tuổi
	n
	%

	0-19
	3
	4,3

	20-34
	11
	15,7

	35-44
	10
	14,3

	45-54
	13
	18,6

	55-64
	22
	31,4

	65-74
	9
	12,9

	≥ 75
	2
	2,9

	Tổng
	70
	100

	 ± SD (min - max)
	49,6 ± 15,8 (5 - 78)


- Tuổi trung bình là 49,6 ± 15,8; trong đó tuổi thấp nhất là 5 tuổi, cao nhất là 78 tuổi. 
- Có 22/70 bệnh nhân có độ tuổi từ 55 đến 64 tuổi, chiếm tỷ lệ cao nhất (31,4%); có 13/70 bệnh nhân tuổi từ 45 đến 54 cao thứ 2 (18,6%), tỷ lệ cao thứ ba là lứa tuổi từ 20 đến 34 tuổi, dưới 20 tuổi có 3 trường hợp chiếm 4,3% trong đó có một trẻ 5 tuổi; thấp nhất là 2/70 (2,9%) bệnh nhân tuổi trên 75.
[bookmark: _Toc516132786][bookmark: _Toc26548033]3.1.2. Đặc điểm về giới 

[bookmark: _Toc516133029][bookmark: _Toc26548302]Hình 3.1. Đặc điểm về giới của người bệnh trong nghiên cứu
- Có 64,3% là nam giới và 35,7% nữ giới.
- Tỉ lệ nam/nữ ≈ 1,8.
[bookmark: _Toc501227196]

[bookmark: _Toc26548034]3.2. Kết quả xác định một số đột biến trên gen TP53, EGFR, FGFR ở người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm
[bookmark: _Toc484792458][bookmark: _Toc516132787][bookmark: _Toc26548035]3.2.1. Kết quả tách chiết DNA từ mẫu mô paraffin.
70 mẫu mô nghiên cứu được thực hiện tách DNA theo đúng quy trình, sau đó kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch DNA bằng máy Nanodrop. 
[image: C:\Users\sony\AppData\Local\Temp\Rar$DI12.808\GB1.jpg]
[bookmark: _Toc516133030][bookmark: _Toc26548303][bookmark: _Toc452451416]Hình 3.2. Hình ảnh minh họa kết quả đo OD của mẫu DNA tách chiết bằng máy Nanodrop 1000
  	Kết quả đo quang nồng độ DNA của 70 mẫu mô, đều có nồng độ đạt > 25ng/µl và độ tinh sạch cao với tỷ số mật độ quang ở bước sóng 260/280 nm luôn nằm trong khoảng 1,8-2,0. 
Trước khi tiến hành giải trình tự gen, thông thường cần có bước tinh sạch mẫu, để giảm tối đa các tạp chất trong mẫu, giảm ảnh hưởng kết quả, tránh phải giải lại gây tốn kém. Nếu bất kỳ mẫu nào có hình ảnh giải trình tự bị nhiễu, không đọc được kết quả, bắt buộc phải làm lại PCR của mẫu đó và giải trình tự lại đến khi thu được hình ảnh để đọc được [86].
Các mẫu có sản phẩm DNA sau nhân bản bằng PCR được tinh sạch và giải trình tự theo phương pháp giải trình tự trực tiếp bằng máy.
[bookmark: _Toc26548036][bookmark: _Toc501227197]3.2.2. Một số hình ảnh điện di sản phẩm PCR nhân bản các exon nghiên cứu của gen TP53, EGFR, FGFR 
A) [image: ]
B) [image: ]
C) [image: ]
D) [image: Description: Untitled.png]617 bp

[bookmark: _Toc501227483][bookmark: _Toc26548304][bookmark: _Toc452451418]Hình 3.3. Hình ảnh điện di sản phẩm PCR nhân bản các exon nghiên cứu: A) exon 7+8 gen TP53; B) exon 3 và C) exon 8 gen EGFR; D) exon 12 gen FGFR.

[bookmark: _Toc452451419][bookmark: _Toc501227484][bookmark: _Toc25060837][bookmark: _Toc26548305]M: marker( kích thước các khoảng cách trên marker hơn kém nhau 100bp), (+): mẫu chứng dương chứa DNA chuẩn, (-): mẫu chứng âm không chứa khuôn DNA. Các chữ số trên mỗi giếng ký hiệu các mẫu nghiên cứu.
Kết quả trên cho thấy, mỗi mẫu điện di chỉ cho 1 băng sáng duy nhất, rõ nét, không có các băng phụ, kích thước đồng đều và có chiều dài tương ứng với kích thước tính toán trên lý thuyết, marker được phân tách rõ ràng cho phép nhận định kết quả chính xác. Phản ứng PCR đạt hiệu quả, sản phẩm PCR thu được đặc hiệu, đạt yêu cầu cho kỹ thuật giải trình tự gen. 
Các exon của các gen nghiên cứu của 70 mẫu bệnh, sau nhân bản đều đạt yêu cầu cho việc giải trình gen.
[bookmark: _Toc26548037]3.2.3. Kết quả giải trình tự gen xác định đột biến trên gen TP53
Sau khi kiểm tra chất lượng và tinh sạch, sản phẩm PCR được giải trình tự bằng máy giải trình tự gen tự động. Kết quả được phân tích trên phần mềm CLC Genomics Workbench.
* Kết quả đột biến vị trí p.R282W trên exon 8 gen TP53
A) [image: ]
B) [image: ]

[bookmark: _Toc26548306]Hình 3.4. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 8 gen TP53 có chứa đột biến điểm p.R282W 
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB31.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB5
Kết quả giải trình tự rõ nét, các đỉnh tín hiệu rõ ràng, không bị nhiễu, tín hiệu nền thấp. Kết quả thu được tương ứng với kết quả giải trình tự khi so sánh với Gen-Bank.
Mẫu bệnh phẩm mã số GB31 có đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 846C>T dẫn đến ở vị trí codon thứ 282 bộ ba CGG mã hóa cho Arginine chuyển thành bộ ba TGG mã hóa cho Tryptophan, ký hiệu p.R282W.
* Kết quả đột biến vị trí p. R306X trên exon 8 gen TP53
[image: ]
A)
[image: ] 
B)
[bookmark: _Toc26548307]Hình 3.5. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 8 gen TP53
[bookmark: _Toc15295130][bookmark: _Toc25060840][bookmark: _Toc26548308]chứa đột biến điểm p.R306X
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB11.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB8

Mẫu bệnh phẩm mã số GB11 có đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 916C>T dẫn đến ở vị trí codon thứ 306 bộ ba CGA mã hóa cho Arginine chuyển thành bộ ba TGA mã hóa cho Termination, ký hiệu p.R306X.
[bookmark: _Toc501227199]Các mẫu bệnh còn lại chưa phát hiện được đột biến nào trên exon 7 và exon 8 gen TP53.
[bookmark: _Toc26548038]3.2.4. Kết quả xác định đột biến trên gen EGFR
3.2.4.1. Kết quả giải trình tự xác định đột biến điểm trên gen EGFR
Sản phẩm PCR của các exon 2, exon 3, exon 7 và exon 8 sẽ được tiến hành giải trình tự để phát hiện đột biến điểm trên gen EGFR. Kết quả giải trình tự được phân tích bằng phần mềm CLC Main Workbench và so sánh với trình tự chuẩn của gen EGFR (NM_005228) trên ngân hàng dữ liệu Gene Bank. 
[bookmark: _Toc501227327]Giải trình tự 70 mẫu bệnh phẩm của 70 bệnh nhân UNBTKĐ xác định đột biến điểm trên exon 2, exon 3, exon 7 và exon 8 của gen EGFR, kết quả được trình bày trong bảng 3.2.
[bookmark: _Toc26548177]Bảng 3.2. Kết quả phát hiện đột biến điểm trên exon 2,3,7 gen EGFR
	STT
	Mã số người bệnh
	Exon
	Thay đổi nucleotid
	Thay đổi acid amin
	Tên acid amin
thay đổi

	1
	GB23, GB24, GB26
	2
	c.124G> A
	p.G42D
	Glycine > Aspartat

	2
	GB25
	
	c.183C> A
	p.L62I
	Leucine > Isoleucine

	3

	GB4, GB33, GB34, GB49
GB52, GB53
	3
	c.386A>C
	p.K129N
	Lysine > Arginine

	4
	GB69
	
	c.259G>A
	p.G87D
	Glycine > Aspartate

	5
	GB6, GB8, GB10
	7
	c.814 C>T
	p.P272S
	Proline > Serine

	6
	GB17
	
	c.785C>T
	p.D262D
	Aspartat > Aspartat

	7
	GB24
	
	c.820 C>T
	p.T274M
	Threonine> Methionine

	
	
	
	c.877 A>T
	p.K293X
	Lysine > termination

	8
	GB26, GB27
	
	c.866 G>A
	p.A289T
	Alanine > Threonine

	9
	GB41, GB47, GB55, GB59. GB61, GB62, GB67
	
	c.851 A>C
	p.K284N
	Lysine > Asparagine



Phát hiện thấy 4/70 mẫu có đột biến điểm trên exon 2 gen EGFR, chiếm tỉ lệ 5,7%: trong đó 3/70 mẫu có đột biến tại vị trí p.G42D (4,3%), 1/70 mẫu có đột biến tại vị trí p.L62I (1,4%).
Có 7/70 mẫu phát hiện thấy đột biến trên exon 3 gen EGFR, chiếm tỉ lệ 10,0%: trong đó 6/70 đột biến tại vị trí p.K129N (8,6%), 1/70 đột biến tại vị trí p.G87D (1,4%).
Có 14/70 mẫu phát hiện thấy đột biến trên exon 7 gen EGFR, chiếm tỉ lệ 20%: trong đó 7/70 mẫu đột biến tại vị trí p.K284N (10,0%), 3/70 đột biến tại vị trí p.P272S (4,3%), có 2/70 mẫu đột biến tại vị trí p.A289T (2,9%), 1/70 mẫu đột biến tại vị trí p.D262D (1,4%), 1/70 mẫu đột biến tại vị trí p.T274M (1,4%), 1/70 mẫu đột biến tại vị trí p.K293X (1,4%).
Chưa phát hiện thấy đột biến trên exon 8 gen EGFR. 
[bookmark: _Toc26548178]Bảng 3.3. Tỉ lệ các dạng đột biến trên gen EGFR
	STT
	Dạng đột biến
	Exon 
	n
	%

	1
	G42D
	2
	3
	11,5

	2
	L62I
	2
	1
	3,85

	3
	G87D
	3
	1
	3,85

	4
	K129N
	3
	6
	23,1

	5
	D262D
	7
	1
	3,85

	6
	P272S
	7
	3
	11,5

	7
	T274M
	7
	1
	3,85

	8
	K284N
	7
	7
	26,9

	9
	A289T
	7
	2
	7,7

	10
	K293X
	7
	1
	3,85

	
	Tổng
	
	26
	100%



Phát hiện 10 dạng đột biến điểm khác nhau, các dạng đột biến bao gồm 8 đột biến sai nghĩa P272S, G42D, T274M, L62I, A289T và 1 đột biến vô nghĩa K293X, 1 đột biến không thay đổi nghĩa. Tỉ lệ đột biến cao nhất là đột biến sai nghĩa. Trong số các đột biến dạng K284N chiểm tỉ lệ cao nhất 26,9%, thứ hai là đột biến K129N chiểm tỉ lệ 23,1%; tiếp theo là 2 đột biến G42D và P272S cùng có tỉ lệ 11,5%; đột biến A289T chiếm tỉ lệ 7,7%; các dạng đột biến còn lại chiếm tỉ lệ 3,85%.


* Một số hình ảnh đại diện đột biến sau giải trình tự exon 2,3,7 gen EGFR 
+ Kết quả đột biến vị trí p.G42D trên exon 2 gen EGFR
[image: ]
A) 
[image: ]
B) 
[bookmark: _Toc26548309]Hình 3.6. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 2 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295133][bookmark: _Toc25060842][bookmark: _Toc26548310]chứa đột biến điểm p.G42D
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB26.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB20
Mẫu bệnh phẩm mã số GB26 có đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 124G>A dẫn đến bộ ba thứ 42 GGC mã hóa cho Glycine chuyển thành GAC mã hóa Asparagine, làm thay đổi kiểu hình trên phân tử protein vị trí p.G42D.
Có 3 bệnh nhân mang đột bến gen dạng p.G42D.
+ Kết quả đột biến vị trí p.L62I trên exon 2 gen EGFR
[image: ]
[bookmark: _Toc26548311]Hình 3.7. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 2 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295135][bookmark: _Toc25060844][bookmark: _Toc26548312]chứa đột biến điểm p.L62I
Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB25.
Mẫu GB25 ở vị trí 183 trên exon 2, có đỉnh A dưới đỉnh C, chứng tỏ có đột biến thay thế nucleotid 183C>A dẫn đến bộ ba thứ 62 CTT mã hóa cho Leucine chuyển thành ATT mã hóa cho Isoleucine, ký hiệu p.L62I.
+ Kết quả đột biến vị trí p.G87D trên exon 3 gen EGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548313]Hình 3.8. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 3 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295137][bookmark: _Toc25060846][bookmark: _Toc26548314]chứa đột biến điểm p.G87D
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB69.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB68
Kiểu đột biến nucleoid G>A tại vị trí 259 trên c.DNA, làm thay đổi acid amin glycine có bộ ba mã hóa là GGT thành aspartate có bộ ba mã hóa là GAT tại vị trí 87 trên phân tử protein của EGFR, ký hiệu p.G87D.
+ Kết quả đột biến vị trí p.K129N trên exon 3 gen EGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548315]Hình 3.9. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 3 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295139][bookmark: _Toc25060848][bookmark: _Toc26548316]chứa đột biến điểm p.K129N
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB49.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB50
Kiểu đột biến nucleoid A>C tại vị trí 386 trên c.DNA, làm thay đổi acid amin lysine có bộ ba mã hóa là AAA thành arginine có bộ ba mã hóa là AAC tại vị trí 129 trên phân tử protein của EGFR, ký hiệu p.K129N. 
Có 6 bệnh nhân mang đột biến gen kiểu p.K129N.  
+ Kết quả đột biến vị trí p.T274M trên exon 7 gen EGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548317]Hình 3.10. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 7 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295141][bookmark: _Toc25060850][bookmark: _Toc26548318]chứa đột biến điểm p.T274M
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB24.
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB26
Mẫu bệnh phẩm mã số GB24 có đột biến thay thế nucleotid 820C>T dẫn đến bộ ba thứ 274 ACG mã hóa cho Threonine chuyển thành ATG mã hóa Methionine, ký hiệu p.T274M.


+ Kết quả đột biến vị trí p. A289T trên exon 7 gen EGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[image: ]
C)
[bookmark: _Toc501227492][bookmark: _Toc26548319]Hình 3.11. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 7 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295143][bookmark: _Toc25060852][bookmark: _Toc26548320]chứa đột biến điểm p.A289T
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB26
B) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB27
C) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB25
Mẫu bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB26 và GB27 có đột biến thay thế nucleotid 866G>A dẫn đến bộ ba thứ 289 GCC mã hóa cho Alanine chuyển thành ACC mã hóa Threonine, ký hiệu p.A289T. 
Bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB25 không có đột biến tại vị trí p.A289T.


+ Kết quả đột biến vị trí p.K293X trên exon 7 gen EGFR
[image: ]
[bookmark: _Toc26548321]Hình 3.12. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 7 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295145][bookmark: _Toc25060854][bookmark: _Toc26548322]chứa đột biến điểm p. K293X
Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB24
Mẫu bệnh phẩm mã số GB24 có đột biến thay thế nucleotid 877A>T dẫn đến bộ ba thứ 293 AAG mã hóa cho Lysine chuyển thành mã bộ ba kết thúc sớm TAG, ký hiệu p.K293X.
+ Kết quả đột biến vị trí p.K284N trên exon 7 gen EGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548323]Hình 3.13. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 7 gen EGFR 
[bookmark: _Toc15295147][bookmark: _Toc25060856][bookmark: _Toc26548324]chứa đột biến điểm p.K284N
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB55
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB54
Mẫu GB55 có đột biến dị hợp tử thay thế nucleotid 851A>T dẫn đến ở vị trí codon thứ 284 bộ ba AAA mã hóa cho Lysine chuyển thành bộ ba AAT mã hóa cho Asparagine, ký hiệu: p.K284N, có 7 mẫu đột biến kiểu p.K284N.
3.2.4.2. Kết quả xác định đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR bằng phương pháp MLPA
Sau khi tách được DNA từ các mẫu mô, chúng tôi thực hiện khuếch đại các exon nghiên cứu bằng bộ kit SALSA MLPA P105 của hãng MRC-Hà Lan sản xuất, theo đúng quy trình (phụ lục 2). Sản phẩm cuối cùng được điện di mao quản trên hệ thống phân tích đoạn Beckman Coulter GeXP và phân tích kết quả bằng công cụ Coffalyser chuyên biệt.
* Kết quả chạy điện di mao quản sản phẩm xác định xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR
A) [image: ]
B) [image: ]
[bookmark: _Toc26548325]Hình 3.14. Hình ảnh điện di mao quản sản phẩm PCR xác định xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR 
A) Hình ảnh đại diện kết quả chạy điện di mao quản mẫu DNA của người bệnh UNBTKĐ mã số GB44 (mẫu nữ); B) Hình ảnh đại diện kết quả chạy điện di mao quản mẫu DNA của người bệnh UNBTKĐ mã số GB62 (mẫu nam)

- Hình ảnh điện di rõ, chứa đủ 55 đỉnh tương ứng 55 đầu dò MLPA đối với bệnh nhân nam, chứa 54 đỉnh với bệnh nhân nữ: gồm các sản phẩm nhân bản từ 126 đến 500 nucleotid, 9 đoạn điều khiển tạo ra một sản phẩm nhân bản nhỏ hơn 120 nucleotid: bốn mảnh DNA (Q-fragments) tại vị trí 64-70-76-82 nucleotid, ba đoạn điều khiển biến tính DNA (Dfragments) tại vị trí 88-92-96 nucleotid, một mảnh X ở vị trí 100 nucleotid và một mảnh Y ở vị trí 105 nucleotid. Trong đó có 12 đỉnh tương ứng 12 đầu dò để kiểm soát về độ nhạy và độ đặc hiệu (vị trí và kích thước/ nghĩa là các đỉnh này bắt buộc phải hiển thị trên hình ảnh điện di mao quản trong các mẫu).
- Hình ảnh điện di mao quản của mã người bệnh GB44 và GB62 có các đỉnh rõ, đạt tiêu chuẩn phân tích kết quả. 
- Sau chạy điện di 70 mẫu cho thấy, hình ảnh điện di của 70 mẫu nghiên cứu đều đạt yêu cầu để phân tích kết quả.
* Kết quả phân tích số bản sao của các exon từ 2 đến 7 gen EGFR 
Sau chạy điện di mao quản trên hệ thống phân tích đoạn Beckman Coulter GeXP, 70 mẫu được phân tích bằng công cụ Coffalyser chuyên biệt theo khuyến cáo của hãng MRC-Hà Lan cho kit SALSA MLPA P105, được thể hiện trên hình ảnh phân tích:


A)	
[image: ]
B)
[image: ]
C)
[image: ]
[bookmark: _Toc26548326]Hình 3.15. Hình ảnh kết quả phân tích xác định đột biến xóa đoạn
[bookmark: _Toc15295150][bookmark: _Toc25060859][bookmark: _Toc26548327] từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR 
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB2
B) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB49
C) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB43
- Các cột màu xanh biểu thị số bản sao của các exon.
- Ở các mẫu bệnh GB2, GB49 có trung bình cộng số bản sao của các exon 2+3+4+5+6+7 gen EGFR nhỏ hơn 0,8 so với trung bình cộng số bản sao của các exon 1+8+13+16+23 gen EGFR, chúng tỏ có xóa đoạn gen ở các mẫu bệnh GB2, GB49. 
- Sau phân tích 70 mẫu bệnh UNBTKĐ, kết quả phát hiện 6 mẫu có đột biến xóa đoạn gen, được trình bày ở bảng (3.4). 
3.2.4.3. Các dạng xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR
[bookmark: _Toc26548179]Bảng 3.4. Kiểu xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR
	STT
	Mã số người bệnh
	Kiểu xóa đoạn
	n
	%

	1
	GB2
	Exon 2 đến exon 7
	5/70
	7,2

	2
	GB30
	
	
	

	3
	GB37
	
	
	

	4
	GB49
	
	
	

	5
	GB66
	
	
	

	6
	GB24
	Exon 4 đến exon 7
	1/70
	1,4

	Chung
	6/70
	8,6



- Phát hiện 6 mẫu có xóa đoạn gen, chiếm tỉ lệ 8,6%: trong đó 5/6 mẫu có xóa đoạn dạng EGFRvIII (chiếm 7,2%), có 1/6 mẫu có kiểu xóa đoạn từ exon 4 đến exon 7 (chiếm 1,4%).
- Còn lại 64 mẫu DNA của 64 người bệnh UNBTKĐ chưa phát hiện ra có đột biến xóa đoạn qua xác định bằng kit SALSA P105 theo phương pháp MLPA. 
3.2.4.4. Tổng hợp số lượng đột biến từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR
[bookmark: _Toc26548180]Bảng 3.5. Tổng hợp số lượng đột biến từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR
	Exon
	Loại đột biến
	Tỷ lệ

	
	
	n
	%

	2
	Đột biến điểm
	4
	12,9

	3
	Đột biến điểm
	7
	22,6

	7
	Đột biến điểm
	14
	45,2

	8
	Đột biến điểm
	0
	0

	Từ 2 đến 7
	Đột biến xóa
	5
	16,1

	Từ 4 đến 7
	Đột biến xóa
	1
	3,2

	Chung
	31/70
	100



Phát hiện 31 đột biến trên gen EGFR: trong đó đột biến điểm trên exon 7 chiếm cao nhất (45,2%), đứng thứ 2 là đột biến điểm trên exon 3 (22,6%), tiếp theo là đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 (16,1%) và đột biến điểm trên exon 2 (12,9%), thấp nhất là xóa từ exon 4 đến exon 7 (3,2%).
Chưa phát hiện thấy đột biến nào trên exon 8 của gen EGFR.
[bookmark: _Toc501227206]

[bookmark: _Toc26548039][bookmark: _Toc453656304][bookmark: _Toc501227198][bookmark: _Toc1476931][bookmark: _Toc3884451][bookmark: _Toc15294809]3.2.5. Kết quả giải trình tự phát hiện đột biến trên exon 12 và exon 13 gen FGFR
Sản phẩm nhân bản exon 12 và exon 13 gen FGFR được giải trình tự và so sánh kết quả với trình tự chuẩn trên GeneBank bằng phần mềm CLC Main Workbench.
* Kết quả đột biến vị trí p.N546K trên exon 12 gen FGFR
[image: ]
A)
[image: ]
 B)
[bookmark: _Toc26548328]Hình 3.16. Hình ảnh kết quả giải trình tự đoạn exon 12 gen FGFR 
[bookmark: _Toc15295153][bookmark: _Toc25060861][bookmark: _Toc26548329]chứa đột biến điểm p.N546K
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB48
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB49
Kết quả giải trình tự ở mẫu GB48, tại vị trí codon 546 bên dưới tín hiệu của đỉnh C, có xuất hiện tín hiệu của đỉnh A, đột biến điểm tại vị trí acid amin 546 làm thay đổi mã bộ ba AAA mã hóa cho acid amin Asparasine, thành AAC mã hóa cho acid amin Lysine, ký hiệu p.N546K. Mẫu GB49 không phát hiện thấy đột biến dạng này.
* Kết quả đột biến vị trí p.A575V trên exon 13 gen FGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548330]Hình 3.17. Hình ảnh kết quả giải trình tự đoạn exon 13 gen FGFR 
[bookmark: _Toc15295155][bookmark: _Toc25060863][bookmark: _Toc26548331]chứa đột biến điểm p.A575V
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB46
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB55
Kết quả trên hình cho thấy sản phẩm giải trình tự rõ nét, các đỉnh màu tương ứng với các nucleotide rõ ràng và không có tín hiệu nhiễu, tương đồng với trình tự exon 13 của gen FGFR, chứng tỏ sản phẩm PCR đặc hiệu. Kết quả giải trình tự ở mẫu GB46, tại vị trí codon 575 bên dưới tín hiệu của đỉnh C, có xuất hiện tín hiệu của đỉnh T, đột biến điểm tại vị trí acid amin 575 làm thay đổi mã bộ ba CCC mã hóa cho acid amin Alanine thành TCC mã hóa cho acid amin Valine, ký hiệu p.A575V; Mẫu GB55 không phát hiện thấy dạng đột biến này. 


* Kết quả đột biến vị trí p.R576W trên exon 13 gen FGFR
[image: ]
A)
[image: ]
B)
[bookmark: _Toc26548332]Hình 3.18. Hình ảnh giải trình tự đoạn exon 13 gen FGFR 
[bookmark: _Toc15295157][bookmark: _Toc25060865][bookmark: _Toc26548333]chứa đột biến điểm p.R576W 
A) Mẫu đại diện có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB52
B) Mẫu đại diện không có đột biến của bệnh nhân UNBTKĐ mã số GB48
Tại vị trí codon 576 trên exon 13 gen FGFR, bên dưới tín hiệu của đỉnh C, có xuất hiện tín hiệu của đỉnh T chứng tỏ có đột biến biến đổi nucleotid C thành T. Kết quả làm thay đổi mã bộ ba CGG mã hóa cho acid amin Arginine, thành TGG mã hóa cho Triptophan, tại codon 576 trên phân tử protein, kí hiệu là p.R576W.
Giải trình tự 70 mẫu xác định đột biến điểm trên exon 12 và exon 13 của gen FGFR, kết quả được trình bày ở bảng 3.6.
[bookmark: _Toc501227326]

[bookmark: _Toc26548181]Bảng 3.6. Kết quả phát hiện đột biến điểm trên gen FGFR
	STT
	Mã số người bệnh
	Exon
	Thay đổi nucleotid
	Thay đổi acid amin
	Tên acid amin thay đổi

	1
	GB46
	13
	g.57835C>T
	p. A575V
	Alanine > Valine

	2
	GB48
	12
	g.56504C>T
	p. N546K
	Asparagine > Lysine

	3
	GB52
	13
	g.57837C>T
	p. R576W
	Arginine > Tryptophan

	4
	GB53
	13
	g.57837C>T
	p. R576W
	Arginine > Tryptophan

	5
	GB57
	13
	g.57837C>T
	p. R576W
	Arginine > Tryptophan



Phát hiện 5/70 mẫu có đột biến gen FGFR, tỷ lệ là 7,1%: trong đó 1/70 mẫu có đột biến trên exon 12, và 4/70 mẫu có đột biến trên exon 13. 
Dạng đột biến chiếm cao nhất là R576W trên exon 13 (60%), có 01 đột biến dạng A575V trên exon 13 (20%), có 01 đột biến dạng N546K trên exon 12 (20%).
[image: ]
[bookmark: _Toc26548334][bookmark: _Toc501227487]Hình 3.19. Tỉ lệ đột biến (A) và tỉ lệ các dạng đột biến (B) 
[bookmark: _Toc15295159][bookmark: _Toc25060867][bookmark: _Toc26548335]trên exon 12, exon 13 của gen FGFR.
Hầu hết các đột biến xuất hiện ở exon 13 chiếm 80%, trong đó dạng đột biến R576W chiếm tỉ lệ cao nhất với 60%.
[bookmark: _Toc26548040][bookmark: _Toc516132795][bookmark: _Toc483650796][bookmark: _Toc483651396]3.2.6. Tổng hợp các đột biến trên 3 gen nghiên cứu: gen TP53, EGFR, FGFR

[bookmark: _Toc26548336]Hình 3.20. Tỷ lệ đột biến trên các gen nghiên cứu
Phát hiện:
 7,1% bệnh nhân có đột biến trên exon 12 và exon 13 gen FGFR.
 38,6% bệnh nhân có đột biến trên exon từ 2 đến 7 gen EGFR
 2,9% bệnh nhân có đột biến trên exon 8 gen TP53 
[bookmark: _Toc26548041]3.2.7. Tổng hợp các đột biến kép trên 3 gen nghiên cứu: gen TP53, EGFR, FGFR
[bookmark: _Toc26548182]Bảng 3.7. Các đột biến kép trên 3 gen TP53, EGFR, FGFR
	Exon - Gen đột biến
	Kiểu đột biến kép
	n
	Mã số người bệnh

	Exon 2 và 7 gen EGFR
	2 đột biến điểm
	1
	 GB26

	Exon 3 gen EGFR và xóa exon 2 đến 7 gen EGFR
	1 đột biến điểm + 1 đột biến xóa đoạn
	1
	 GB49

	Exon 13 gen FGFR và exon 3 gen EGFR
	2 đột biến điểm
	2
	GB52, GB53

	Exon 2 gen EGFR
Exon 7 gen EGFR
từ exon 4 đến exon 7 gen EGFR
	1 đột biến điểm
1 đột biến điểm
1 đột biến xóa
	1
	GB24



Phát hiện thấy 1/70 mẫu đột biến kép trên cả hai exon 2 và exon 7, cả 2 đều là đột biến điểm; 2 mẫu đột biến kép trên cả hai gen FGFR và EGFR, là đột biến điểm; 1 mẫu đột biến kép đôi trong đó mang một đột biến điểm và một đột biến xóa đoạn; 1 mẫu đột biến kép ba, trong đó một đột biến điểm trên exon 2, một đột biến điểm trên exon 7 và một đột biến xóa từ exon 4 đến exon 7; Còn lại các mẫu có đột biến riêng lẻ trên từng exon.
[bookmark: _Toc26548042]3.3. Một số đặc điểm của người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm phát hiện thấy đột biến gen
[bookmark: _Toc26548043]3.3.1. Đặc điểm về tuổi và giới của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen
[bookmark: _Toc26548183]Bảng 3.8. Tuổi trung bình của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen
	Gen
	Đặc điểm
	n
	Tuổi trung bình
	Min - Max
	p

	FGFR
	Đột biến
	5
	45,4 ± 21,9
	19 - 75
	0,54

	
	Không đột biến
	65
	49,9 ± 15,4
	5 - 78
	

	EGFR
	Đột biến
	27
	49,4 ± 18,3
	5 - 78
	0,95

	
	Không đột biến
	43
	49,7 ± 14,3
	19 - 75
	

	TP53
	Đột biến
	2
	52,5 ± 6,4
	48 - 57
	0,79

	
	Không đột biến
	68
	49,5 ± 16
	5 - 78
	

	FGFR hoặc EGFR hoặc TP53
	Đột biến
	32
	48,9 ± 18,6
	5 - 78
	0,74

	
	Không đột biến
	38
	50,2 ± 13,3
	20 - 72
	



Tuổi trung bình của người bệnh phát hiện thấy đột biến trên gen EGFR, FGFR thấp hơn người không đột biến, ở gen TP53 lại ngược lại, tuy nhiên nếu tính chung cho cả 3 gen thấy đột biến thì tuổi trung bình thấp hơn người không đột biến, nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê, (p > 0,05).

[bookmark: _Toc26548184]Bảng 3.9. Tuổi trung bình của hai giới nam và nữ 
	Giới
	n
	Tuổi trung bình
( ± SD)
	Min – Max
	p

	Nam 
	45
	50,5 ± 15,9
	5 – 78
	> 0,05

	Nữ
	25
	48 ± 15,9
	19 – 75
	

	Chung
	70
	49,6 ± 15,8
	5 – 78
	



Tuổi trung bình của hai giới nam và nữ không khác biệt, (p > 0,05).
[bookmark: _Toc26548185] Bảng 3.10. Đặc điểm về phân bố tuổi ở người bệnh đột biến gen EGFR
	Giai đoạn tuổi
	Gen EGFR
	p

	
	Đột biến 
	Không đột biến 
	

	
	n
	%
	n
	%
	

	0-19
	2
	7,4
	1
	2,3
	0,84

	20-34
	3
	11,1
	8
	18,6
	

	35-44
	5
	18,5
	5
	11,6
	

	45-54
	4
	14,8
	9
	20,9
	

	55-64
	8
	29,6
	14
	32,6
	

	65-74
	4
	14,8
	5
	11,6
	

	≥ 75
	1
	3,7
	1
	2,3
	

	Tổng
	27
	100,0
	43
	100,0
	



Không có sự khác biệt về đột biến gen EGFR giữa các nhóm tuổi, (p >0,05).
[bookmark: _Toc26548186]Bảng 3.11. Đặc điểm về tuổi của người bệnh UNBTKĐ đột biến 1 trong 3 gen nghiên cứu
	Giai đoạn tuổi
	Gen TP53 - EGFR – FGFR
	p

	
	Đột biến 
	Không đột biến 
	

	
	n
	Tỷ lệ
	n
	Tỷ lệ
	

	0-19
	3
	9,4
	0
	0,0
	0,41

	20-34
	4
	12,5
	7
	18,4
	

	35-44
	5
	15,6
	5
	13,2
	

	45-54
	5
	15,6
	8
	21,0
	

	55-64
	9
	28,1
	13
	34,2
	

	65-74
	4
	12,5
	5
	13,2
	

	≥ 75
	2
	6,3
	0
	0,0
	

	Tổng
	32
	100,0
	38
	100,0
	



Sự khác biệt về đột biến gen giữa các nhóm tuổi chưa có ý nghĩa thống kê, (p >0,05).
Do số trường hợp thấy đột biến của gen TP53 (2/70), và gen FGFR (5/70) thấp nên chúng tôi không so sánh riêng đột biến gen này với phân bố tuổi. 
[bookmark: _Toc26548187]Bảng 3.12. Đặc điểm về giới của người UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến gen
	Loại gen
	Giới
	Tình trạng gen
	p

	
	
	Đột biến
	Không đột biến
	

	
	
	n
	%
	n
	%
	

	FGFR
	Nam
	1
	20,0
	44
	67,7
	0,05

	
	Nữ
	4
	80,0
	21
	32,3
	

	EGFR
	Nam
	22
	81,5
	23
	53,5
	0,02

	
	Nữ
	5
	18,5
	20
	46,5
	

	TP53
	Nam
	0
	0,0
	45
	66,2
	0,12

	
	Nữ
	2
	100,0
	23
	33,8
	

	Chung cả 3 gen
	Nam
	22
	68,8
	23
	60,5
	0,47

	
	Nữ
	10
	31,2
	15
	39,5
	


Giới nữ thấy đột biến gen FGFR cao hơn nam giới, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, (p = 0,05).
Giới nam thấy đột biến gen EGFR cao hơn nữ giới, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê, (p < 0,05).
Cả 2 trường hợp đột biến exon 8 gen TP53 đều là nữ giới, chưa thấy ở nam giới.
[bookmark: _Toc26548044]3.3.2. Đặc điểm về kích thước khối u của người bệnh đột biến gen
[bookmark: _Toc26548188]Bảng 3.13. Phân bố kích thước khối u của người bệnh đột biến gen FGFR
	Kích thước u
	Gen FGFR
	p

	
	Đột biến 
	Không đột biến 
	

	
	n
	%
	n
	%
	

	≤ 3 cm
	0
	0,0
	7
	10,7
	1,00

	> 3 - 5 cm
	2
	40,0
	25
	38,5
	

	> 5 cm
	3
	60,0
	33
	50,8
	

	Tổng
	5
	100,0
	65
	100,0
	



Kích thước khối u của người thấy đột biến gen FGFR phần lớn là > 5cm (60%), không có trường hợp nào kích thước u dưới 3cm.
[bookmark: _Toc26548189]Bảng 3.14. Phân bố kích thước khối u của người đột biến gen EGFR
	Kích thước u
	Gen EGFR
	p

	
	Đột biến 
	Không đột biến 
	

	
	n
	%
	n
	%
	

	≤ 3 cm
	3
	11,1
	4
	9,3
	0,93

	> 3 - 5 cm
	11
	40,7
	16
	37,2
	

	> 5 cm
	13
	48,2
	23
	53,5
	

	Tổng
	27
	100,0
	43
	100,0
	



Kích thước khối u của người phát hiện thấy đột biến gen EGFR phần lớn là > 5cm, (chiếm 48,2%), rất ít trường hợp kích thước u dưới 3cm (11,1%), chưa thấy sự khác biệt so với người bệnh không thấy đột biến gen (p > 0,05).
[bookmark: _Toc26548190]Bảng 3.15. Phân bố kích thước khối u của người đột biến một trong 3 gen FGFR - EGFR - TP53
	Kích thước u
	Một trong 3 gen FGFR - EGFR - TP53

	
	Đột biến 
	Không đột biến 

	
	n
	%
	n
	%

	≤ 3 cm
	3
	9,4
	4
	10,5

	> 3 - 5 cm
	12
	37,5
	15
	39,5

	> 5 cm
	17
	53,1
	19
	50,0

	Tổng
	32
	100,0
	38
	100,0

	p
	> 0,05



Kích thước khối u của người bệnh đột biến một trong 3 gen FGFR, EGFR, TP53 tập trung chủ yếu là trên 5cm (53,1%), chỉ có 9,4% người đột biến gen có kích thước u dưới 3cm. 
[bookmark: _Toc26548045]3.3.3. Đặc điểm về thể bệnh nguyên phát và thứ phát
[bookmark: _Toc26548191]Bảng 3.16. Tỷ lệ thể bệnh nguyên phát và thứ phát 
	Thể bệnh
	n 
	%

	Nguyên phát
	64
	91,4

	Thứ phát
	6
	8,6

	Tổng
	70
	100


Phát hiện 91,4 % u nguyên bào thần kinh đệm thuộc thể nguyên phát và 8,6% là thể thứ phát. 
[bookmark: _Toc26548192]
Bảng 3.17. Tuổi trung bình của hai thể nguyên phát và thứ phát
	Thể bệnh
	n 
	Tuổi trung bình 
( ± SD)
	Min – Max
	p

	Nguyên phát
	64
	49,5 ± 15,9
	19 – 75
	0,77

	Thứ phát
	6
	47,5 ± 9,6
	33 – 59
	

	Chung
	70
	49,2 ± 15,1
	19 – 75
	



Tuổi trung bình của 2 thể bệnh nguyên phát và thứ phát không khác biệt.
Tổng số mẫu nghiên cứu là 70 người bệnh, có 45 người là đầy đủ thông tin để xác định thời gian sống chết và điều trị hay không, vì vậy từ các bảng 3.18 trở đi chúng tôi phân tích với n = 45. Các phân tích thống kê gồm: 
T-student cho n ≥ 5, Fisher exact cho n < 5 cho các bảng số liệu.
[bookmark: _Toc26548193]Bảng 3.18. Thời gian trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật (A); thời gian sống trung bình sau phẫu thuật (B); thời gian sống trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi chết (C) của thể nguyên phát và thể thứ phát
	 Thời gian
	Thể bệnh
	n 
	 ( ± SD)
	Min - Max
	P

	Phát hiện bệnh trước phẫu thuật (A) 
	Nguyên phát
	39
	3,0 ± 3,8
	0 – 16
	0,000

	
	Thứ phát
	6
	13,2 ± 14,1 
	3 – 41
	

	
	Chung
	45
	4,3 ± 6,9 
	0 – 41
	

	Sống 
sau phẫu thuật (B)
	Nguyên phát
	39
	9,7 ± 8,4
	0 – 33
	0,14

	
	Thứ phát
	6
	13,2 ± 5,8
	5 – 19
	

	
	Chung
	45
	10,1 ± 8,2
	0 – 33
	

	Phát hiện bệnh đến khi chết (C) 

	Nguyên phát
	39
	12,6 ± 8,6
	1 – 35
	0,001

	
	Thứ phát
	6
	26,5 ± 11,5
	17 - 49
	

	
	Chung
	45
	14,5 ± 10,1
	1 – 49
	



Thời gian trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật (A) của thể nguyên phát ngắn hơn thể thứ phát có nghĩa thống kê, p < 0,001.
Thời gian sống trung bình sau phẫu thuật (B) của thể nguyên phát ngắn hơn thể thứ phát, tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê, p > 0,05.
Thời gian sống trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi chết (C) của thể thứ phát dài hơn thể nguyên phát có nghĩa thống kê, p < 0,001.
[bookmark: _Toc26548194]Bảng 3.19. Phân bố thời gian từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật của thể nguyên phát và thể thứ phát
	Thời gian
(tháng)
	Nguyên phát
	Thứ phát
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6 
	34
	87,2
	3
	50,0
	37
	82,2

	> 6 - 12
	4
	10,3
	2
	33,3
	6
	13,3

	> 12 - 24 
	1
	2,6
	0
	0,0
	1
	2,2

	> 24 - 36
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	> 36 - 60
	0
	0,0
	1
	16,7
	1
	2,2

	Tổng
	39
	100,0
	6
	100,0
	45
	100,0

	p
	0,048
	
	



Thời gian trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật của 2 thể nguyên phát và thứ phát đều phần lớn từ 6 tháng trở xuống (82,2%), tuy nhiên thể nguyên phát hầu hết (87,2%) có thời gian tiến triển bệnh ngắn (≤ 6 tháng) cao hơn so với thể thứ phát (50%), có ý nghĩa thống kê (p = 0,048).
[bookmark: _Toc26548195]Bảng 3.20. Phân bố thời gian sống sau phẫu thuật của thể nguyên phát 
[bookmark: _Toc15294967][bookmark: _Toc25060674][bookmark: _Toc26548196]và thể thứ phát
	Thời gian
(tháng)
	Nguyên phát
	Thứ phát
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6 
	16
	41,0
	1
	16,7
	17
	37,8

	> 6 - 12
	10
	25,6
	1
	16,7
	11
	24,4

	> 12 - 24 
	9
	23,1
	4
	66,6
	13
	28,9

	> 24 - 36
	4
	10,3
	0
	0,0
	4
	8,9

	> 36
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	Tổng
	39
	100,0
	6
	100,0
	45
	100,0

	P
	0,016
	
	


Thể thứ phát có 16,7% trường hợp chết trước 6 tháng sau phẫu thuật ít hơn rõ rệt so với thể nguyên phát có tới 41% chết trước 6 tháng sau phẫu thuật. Có 66,6% thể thứ phát sống được từ 12 đến 24 tháng sau phẫu thuật nhiều hơn rõ rệt so với 23,1% của thể nguyên phát (p = 0,016).
[bookmark: _Toc26548197]Bảng 3.21. Phân bố thời gian từ khi phát hiện bệnh đến khi chết của thể nguyên phát và thể thứ phát
	Thời gian
(tháng)
	Nguyên phát
	Thứ phát
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	13
	33,3
	0
	0,0
	13
	28,9

	> 6 - 12
	10
	25,6
	0
	0,0
	10
	22,2

	> 12 - 24
	11
	28,2
	4
	66,6
	15
	33,3

	> 24 - 36
	5
	12,8
	1
	16,7
	6
	13,3

	> 36 - 60
	0
	0,0
	1
	16,7
	1
	2,2

	Tổng
	39
	100,0
	6
	100,0
	45
	100,0

	p
	0,013
	
	



 Có 33,3% người mắc UNBTKĐ thể nguyên phát chết trước 6 tháng tính từ khi phát hiện bệnh, nhóm thứ phát không có trường hợp nào chết trước 6 tháng, sự khác biệt rất rõ (p = 0,013). 
Tất cả các trường hợp thể thứ phát đều sống được trên 12 tháng kể từ khi phát bệnh. 
Có 1 trường hợp thể thứ phát sống được trên 36 tháng, thể nguyên phát không có trường hợp nào.
[bookmark: _Toc26548046]3.3.4. Phân bố thời gian sống của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen có điều trị xạ trị, hóa chất 
Tổng số 45 người bệnh trong nghiên cứu có đầy đủ thông tin về điều trị xạ trị, hóa chất, do đó trong nghiên cứu về đặc điểm người bệnh mang đột biến gen với điều trị chúng tôi phân tích số mẫu với n = 45. Do số mẫu không nhiều nên chúng tôi qui định, nếu người bệnh được điều trị thêm sau mổ là xạ trị, hoặc chỉ dùng hóa chất hoặc dùng cả xạ trị và hóa chất đều được coi là có điều trị, còn người bệnh không điều trị xạ trị hoặc không dùng hóa chất hoặc không dùng cả xạ trị và hóa chất đều được coi là không điều trị.
[bookmark: _Toc26548198]Bảng 3.22. Tuổi trung bình của người bệnh đột biến gen.
	Gen 
	Đặc điểm
	n
	Tuổi trung bình
	Min - Max
	p

	FGFR
	Đột biến
	5
	45,4 ± 21,9
	19 - 75
	0,56

	
	Không đột biến
	40
	49,7 ± 14,4
	20 - 72
	

	EGFR
	Đột biến
	16
	48,9 ± 13,9
	24 - 70
	0,92

	
	Không đột biến
	29
	49,4 ± 16
	19 - 75
	

	TP53
	Đột biến
	2
	52,5 ± 6,4
	48 - 57
	0,76

	
	Không đột biến
	43
	49 ± 15,4
	19 - 75
	

	1 trong 3 gen FGFR- EGFR - TP53
	Đột biến
	21
	48,2 ± 15,6
	19 - 75
	0,68

	
	Không đột biến
	24
	50,1 ± 15
	20 - 72
	



Tuổi trung bình của nhóm phát hiện thấy đột biến gen FGFR hoặc gen EGFR hoặc gen TP53 hoặc đột biến 1 trong 3 gen và không đột biến gen không có sự khác biệt, (p > 0,05). 

[bookmark: _Toc26548199]Bảng 3.23. Phân bố thời gian sống sau phẫu thuật của thể nguyên phát và thể thứ phát có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Có điều trị xạ trị, hóa chất
	  Chung

	
	Nguyên phát 
	Thứ phát
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	> 6 - 12
	6
	37,5
	1
	20,0
	7
	33,3

	> 12 - 24
	7
	43,8
	4
	80,0
	11
	52,4

	> 24 - 36
	3
	18,8
	0
	0,0
	3
	14,3

	> 36 - 60
	0
	
	0
	
	0
	

	Tổng
	16
	
	5
	
	21
	

	p
	0,49
	
	



Khi có điều trị xạ trị hoặc hóa chất không có trường hợp người bệnh nào chết trước 6 tháng sau phẫu thuật.
Có 80% người mắc UNBTKĐ thể thứ phát sống được từ 12 đến 24 tháng sau phẫu thuật, cao hơn thể nguyên phát (43,8%) khi có điều trị xạ trị hoặc hóa chất, tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc15294971][bookmark: _Toc25060678][bookmark: _Toc26548200]Có 18,8% thể nguyên phát có điều trị sống được 24 đến 36 tháng, thể thứ phát không trường hợp nào sống trên 24 tháng. 
[bookmark: _Toc1477246][bookmark: _Toc26548201]Bảng 3.24. Thời gian sống của người bệnh sau phẫu thuật có điều trị 
	Thời gian
(tháng)
	Có điều trị xạ trị, hóa chất

	
	Đột biến 1 trong 3 gen FGFR - EGFR - TP53
	Không đột biến FGFR - EGFR - TP53
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	> 6 - 12
	4
	50,0
	3
	23,1
	7
	33,3

	> 12 - 24
	3
	37,5
	8
	61,5
	11
	52,4

	> 24 - 36
	1
	12,5
	2
	15,4
	3
	14,3

	> 36 - 60
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	Tổng
	8
	100,0
	13
	100,0
	21
	100,0

	p
	0,59
	


Không có người bệnh nào được điều trị xạ trị hoặc hóa chất chết trước 6 tháng sau phẫu thuật.
Người bệnh phát hiện thấy đột biến 1 trong 3 gen FGFR, EGFR, TP53 được điều trị chết trước 12 tháng sau phẫu thuật nhiều hơn người không thấy đột biến (50% so với 23,1%), tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Người bệnh không phát hiện thấy đột biến 1 trong 3 gen FGFR, EGFR, TP53 được điều trị thời gian sống 12 đến 24 tháng sau phẫu thuật cao hơn đáng kể so với người không thấy đột biến 1 trong 3 gen nghiên cứu (61,5% so với 37,5%), tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc26548202]Bảng 3.25. Thời gian sống của người bệnh đột biến gen FGFR sau phẫu thuật có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến FGFR
	
Chung

	
	Có điều trị 
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	1
	50,0
	1
	20,0

	> 6 - 12
	1
	38,3
	1
	50,0
	2
	40,0

	> 12 - 24
	2
	66,7
	0
	0,0
	2
	40,0

	> 24
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	p
	0,60
	
	



Người phát hiện thấy đột biến gen FGFR sau phẫu thuật có điều trị xạ trị, hoặc hóa chất có thời gian sống dài hơn người thấy đột biến không được điều trị, không có trường hợp nào chết trước 6 tháng, và nếu không được điều trị thì không có trường hợp nào sống được từ 12 tháng trở lên, có được điều trị thì 66,7% sống được từ 12 đến 24 tháng, tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
[bookmark: _Toc26548203]Bảng 3.26. Thời gian sống của người bệnh đột biến gen EGFR sau phẫu thuật có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến EGFR
	Chung

	
	Có điều trị
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	6
	66,7
	6
	37,5

	> 6 - 12
	3
	42,9
	2
	22,2
	5
	31,2

	> 12 - 24
	3
	42,9
	0
	0,0
	3
	18,8

	> 24 - 36
	1
	14,2
	1
	11,1
	2
	12,5

	> 36 - 60
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	Tổng
	7
	
	9
	
	16
	

	p
	0,015
	
	



Thời gian sống sau phẫu thuật của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen EGFR có điều trị xạ trị, hóa chất dài hơn so với không được điều trị, không có người bệnh nào thấy đột biến được điều trị chết trước 6 tháng, nếu thấy đột biến không được điều trị có tới 66,7% chết trước 6 tháng sau phẫu thuật.
 Người thấy đột biến được điều trị có 42,9% sống thêm được trên 12 đến 24 tháng, so với 11,1% người không được điều trị sống được đến thời gian này (p = 0,015). 


[bookmark: _Toc26548204]Bảng 3.27. Thời gian sống của người bệnh sau phẫu thuật đột biến 1 trong 3 gen, có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến gen
	
Chung

	
	Có điều trị 
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	9
	69,2
	9
	42,9

	> 6 - 12
	4
	50,0
	3
	23,1
	7
	33,3

	> 12 - 24
	3
	37,5
	0
	0,0
	3
	14,3

	> 24 - 36
	1
	12,5
	1
	7,7
	2
	9,5

	> 36
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	Tổng
	8
	100,0
	13
	100,0
	21
	100,0

	p
	0,001
	
	



Người bệnh mang đột biến của 1 trong 3 gen FGFR, hoặc gen EGFR, hoặc gen TP53 có điều trị thì thời gian sống sau phẫu thuật dài hơn người bệnh không được điều trị, có ý nghĩa thống kê, (p = 0,001).
Không có người bệnh nào thấy đột biến được điều trị mà chết trước 6 tháng, so với 69,2% người đột biến không được điều trị chết trước 6 tháng, có ý nghĩa thống kê, (p = 0,001).
50% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 6 đến 12 tháng khác biệt so với 23,1% trường hợp người không được điều trị sống 6 đến 12 tháng (p = 0,001).
37,5% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 12 đến 24 tháng khác biệt so với 0% người không được điều trị, (p = 0,001).
[bookmark: _Toc26548205]Bảng 3.28. Thời gian sống của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen FGFR tính từ khi phát hiện mắc bệnh đến lúc chết có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến FGFR
	
Chung

	
	Có điều trị
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	> 6 - 12
	0
	0,0
	1
	50,0
	1
	20,0

	> 12 - 24
	2
	66,7
	1
	50,0
	3
	60,0

	> 24 - 36
	1
	33,3
	0
	0,0
	1
	20,0

	> 36 - 60
	0
	0,0
	0
	0,0
	0
	0,0

	Tổng
	3
	100,0
	2
	100,0
	5
	100,0

	p
	1,00
	
	



Không có người bệnh nào thấy đột biến được điều trị mà chết trước 12 tháng, so với 50,0% người có đột biến không được điều trị chết trước 12 tháng, tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê, (p > 0,05).
Có 33,3% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 24 đến 36 tháng không có trường hợp người không được điều trị sống trên 24 tháng, tuy nhiên chưa có ý nghĩa thống kê, (p > 0,05).


[bookmark: _Toc26548206]Bảng 3.29. Thời gian sống của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen EGFR tính từ khi phát hiện mắc bệnh đến lúc chết có điều trị xạ trị, hóa chất
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến EGFR
	Chung

	
	Có điều trị
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	5
	45,45
	5
	27,8

	> 6 - 12
	2
	28,6
	5
	45,45
	7
	38,9

	> 12 - 24
	3
	42,9
	0
	0,0
	3
	16,7

	> 24 - 36
	1
	14,3
	1
	9,1
	2
	11,1

	> 36 - 60
	1
	14,3
	0
	0,0
	1
	5,6

	Tổng
	7
	100,0
	11
	100,0
	18
	100,0

	p
	0,02
	
	



Không có người bệnh nào thấy đột biến được điều trị mà chết trước 6 tháng, so với 45,45% người thấy đột biến không được điều trị chết trước 6 tháng, có ý nghĩa thống kê, (p = 0,02).
Có 90% trường hợp thấy đột biến không được điều trị sống dưới 12 tháng; 42,9% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 12 đến 24 tháng (p = 0,02).
Người thấy đột biến được điều trị có 14,3% sống kéo dài đến trên 36 tháng, người không được điều trị không có trường hợp nào.


[bookmark: _Toc26548207]Bảng 3.30. Thời gian sống của người bệnh đột biến 1 trong 3 gen nghiên cứu tính từ khi phát hiện mắc bệnh đến lúc chết có điều trị 
	Thời gian
(tháng)
	Đột biến FGFR - EGFR - TP53
	Chung

	
	Có điều trị
	Không điều trị
	

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	≤ 6
	0
	0,0
	6
	40,0
	6
	26,1

	> 6 - 12
	2
	25,0
	7
	46,6
	9
	39,1

	> 12 - 24
	3
	37,5
	1
	6,7
	4
	17,4

	> 24 - 36
	2
	25,0
	1
	6,7
	3
	13,0

	> 36 - 60
	1
	12,5
	0
	0,0
	1
	4,3

	Tổng
	8
	100,0
	15
	100,0
	23
	100,0

	p
	0,02
	
	



Không có người bệnh nào phát hiện thấy đột biến được điều trị mà chết trước 6 tháng, so với 40,0% người thấy đột biến không được điều trị chết trước 6 tháng, có ý nghĩa thống kê, (p = 0,02).
Có 35,7% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 12 đến 24 tháng lớn hơn có ý nghĩa thống kê so với 6,7% trường hợp người không được điều trị (p = 0,02).
Người thấy đột biến được điều trị có 12,5% sống kéo dài đến trên 36 tháng, người không được điều trị không có trường hợp nào (p = 0,02).
[bookmark: _Toc516132796]

[bookmark: _Toc26548047]CHƯƠNG 4
[bookmark: _Toc26548048]BÀN LUẬN

[bookmark: _Toc513720978][bookmark: _Toc514059820][bookmark: _Toc514335691][bookmark: _Toc516132975][bookmark: _Toc483651397]Ngày nay, rõ ràng ung thư vẫn là căn bệnh nan y, việc tìm thuốc đặc hiệu chữa bệnh vẫn là mục tiêu cấp thiết của ngành Y nói chung và chuyên ngành ung thư nói riêng. Những tiến bộ gần đây trong công nghệ sắp xếp trình tự DNA cung cấp cơ hội để khảo sát những thay đổi đột biến trong ung thư ở mức độ cao và toàn diện, và nghiên cứu quá trình đáp ứng tế bào thông qua tyrosine kinases là một trong những đại diện cho các mục tiêu hấp dẫn để can thiệp điều trị ung thư. Báo cáo về quá trình phân tích trình tự các thành viên của họ thụ thể tyrosine kinase (RTK) trong bộ gen của các khối u nguyên bào thần kinh đệm, đã xác định được sự thay đổi trong phân tử của các thành viên họ tyrosine kinases này: bao gồm sự khuếch đại thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì, kèm đột biến trong gen EGFR, đột biến thụ thể tăng trưởng nguyên bào sợi (FGFR bao gồm đột biến đầu tiên trong miền kinase của gen này, và được quan sát thấy trong nhiều ung thư khác nhau), và đột biến trong thụ thể yếu tố tăng trưởng có nguồn gốc tiểu cầu (PDGFRA). Các thụ thể tăng trưởng nguyên bào sợi, thụ thể yếu tố tăng trưởng có nguồn gốc tiểu cầu và thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì, là các điểm đầu vào tiềm năng cho các phosphatidylinositol 3-kinase và mitogen kích hoạt protein kinase trong các tín hiệu nội bào đã được biết là đầu mối cho sự rối loạn hoạt động sinh sản của tế bào trong ung thư [61]. Kết quả của các nghiên cứu cho thấy tiện ích của việc áp dụng công nghệ sắp xếp chuỗi DNA để đánh giá một cách có hệ thống trình tự mã hóa các gen trong bộ gen ung thư nguyên bào thần kinh đệm. Điều quan trọng là phải mở rộng nghiên cứu bộ gen này để hệ thống với bảng biểu diễn gen trong các loại ung thư khác [95]. Hơn nữa, một phân tích rộng hơn về họ gen RTK sẽ cho thấy các đặc tính của các giao diện sinh học trong họ gen này và trong các con đường truyền tín hiệu. Ngoài ra hệ thống gen kiểm soát ung thư cũng có vai trò quan trọng không kém trong cơ chế sinh ung thư, trong đó gen TP53 được coi như trạm kiểm soát ung thư của cơ thể, có vai trò sửa chữa DNA…, và tế bào nguyên bào thần kinh đệm chịu sự kiểm soát của gen này. Thách thức lớn hơn đối với công nghệ di truyền ung thư là xây dựng cơ sở dữ liệu toàn diện về thay đổi gây ra ung thư và kết hợp kiến thức này với các bức tranh tổng thể đột biến gen, để dự đoán tốt hơn những mục tiêu phân tử nào sẽ mang lại liệu pháp can thiệp ung thư hữu hiệu [96]. Nghiên cứu đột biến gen TP53, EGFR, FGFR trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm của chúng tôi nhằm mục đích bước đầu xác định một số dạng thay đổi trong các gen này, và một số đặc điểm của người phát hiện thấy đột biến gen TP53, EGFR, FGFR ở người Việt Nam. 
Nghiên cứu 70 mẫu mô và bệnh án của 70 bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm được thu thập tại khoa Giải phẫu bệnh và Phòng hồ sơ bệnh án tại Bệnh viện Việt Đức, sau tách chiết DNA từ các mẫu mô, chúng tôi sử dụng kỹ thuật PCR nhân bản các exon cần nghiên cứu của các gen TP53, EGFR, FGFR, giải trình tự các exon xác định đột biến điểm, sử dụng phương pháp MLPA xác định đột biến xóa đoạn exon gen EGFR dạng EGFRvIII. Từ kết quả thu được, chúng tôi có một số bàn luận: 
[bookmark: _Toc26548049][bookmark: _Toc516132797]4.1. Đặc điểm chung của các đối tượng nghiên cứu
Đặc điểm về tuổi: bệnh u nguyên bào là thường gặp, có thể gặp ở bất kỳ lứa tuổi nào, từ trẻ nhỏ cho đến người già, kết quả nghiên cứu của chúng tôi (bảng 3.1) có tuổi trung bình mắc là: 49,6 ± 15,8 (5-78), tuổi mắc bệnh thấp nhất là 5 tuổi, cao nhất là 78 tuổi, bệnh UNBTKĐ được phân bố ở đủ các lứa tuổi, khoảng tuổi mắc nhiều nhất là từ trung niên trở lên, trong đó độ tuổi từ 55 tuổi đến 64 tuổi chiếm tỉ lệ cao nhất trong các mẫu nghiên cứu (31,4%); đứng thứ hai là 18,6% người bệnh có độ tuổi từ 45-54, thấp nhất 2/70 (2,9%) là nhóm có độ tuổi trên 75. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng với các báo cáo trên thế giới: tỷ lệ mắc u nguyên bào thần kinh đệm tăng theo tuổi, theo báo cáo của CBTRUS năm 2016: độ tuổi mắc bệnh nhiều nhất là từ 65 đến 74 tuổi, trong một nghiên cứu khảo sát toàn nước Anh từ năm 2007 đến năm 2011 có 10.743 người mắc UNBTKĐ, lứa tuổi mắc bệnh cao nhất cũng từ 65 đến 75 tuổi, hay kết quả nghiên cứu ở bốn quốc gia Bắc Âu cũng ghi nhận nhóm tuổi 60-79 tuổi mắc UNBTKĐ là cao nhất, có sự gia tăng mắc bệnh ở nhóm tuổi già nhất, với cả nam giới và nữ giới, sự gia tăng trung bình hàng năm 12,4% đối với nam giới và tăng 10,5% với nhóm phụ nữ. Kết quả độ tuổi mắc bệnh mà chúng tôi gặp nhiều nhất là từ 55 tuổi đến 64 tuổi, có tuổi ít hơn so với độ tuổi trong các nghiên cứu đã được công bố về độ tuổi mắc, độ tuổi mắc nhiều nhất; cho thấy đặc điểm tuổi ở bệnh u nguyên bào thần kinh đệm ác tính trong nghiên cứu của chúng tôi gặp nhiều ở lứa tuổi trẻ, có thể do vị trí địa lý, các điều kiện xã hội, lối sống ở Việt Nam khác so với các nước, hoặc có thể do số đối tượng nghiên cứu của chúng tôi còn ít (70 mẫu), Tỷ lệ mắc bệnh trong nghiên cứu của chúng tôi tăng dần đến nhóm tuổi 64, sau đó lại giảm dần đến nhóm tuổi trên 64, có thể do các đối tượng chúng tôi thu thập nghiên cứu là sau phẫu thuật, những người trẻ tuổi luôn được điều trị tích cực hơn, có xu hướng điều trị phẫu thuật nhiều hơn; ở nhóm người cao tuổi trên 65, nhất là các đối tượng tuổi cao trên 70 tuổi ở Việt Nam có thể sẽ ít điều trị phẫu thuật hơn vì cho rằng tuổi già có điều trị cũng không cải thiện được nhiều. Do đó khoảng tuổi trẻ hơn chiếm tỷ lệ nhiều hơn ở Việt Nam chưa đại diện được cho tỷ lệ mắc gặp nhiều ở tuổi trẻ hơn, cần có những nghiên cứu mở rộng phạm vi hơn tại các vùng miền và các cơ sở điều trị, quản lý bệnh UNBTKĐ khác. Tuy nhiên kết quả của chúng tôi cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của Trần Chiến [26]: nhóm u ác tính độ IV tuổi hay gặp từ 51 đến 60, chiếm tỷ lệ cao nhất so với các lứa tuổi khác (28,8%). Ngoài ra, tỷ lệ mắc u nguyên bào thần kinh đệm ở trẻ em trong nghiên cứu của chúng tôi là 4,3%, phù hợp với tổng kết của WHO: u não nguyên phát ở trẻ em gặp dưới 10%, hay gặp nhất là trước 5 tuổi [3],[32].
Đặc điểm về giới tính: trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm nam giới thường mắc nhiều hơn phụ nữ, trung bình 3,3-5,1/100.000 đối với nam giới và 2,1-3,5/100.000 phụ nữ; tỉ lệ nam/nữ khoảng 1,4-1,7; [4],[19]. Kết quả của chúng tôi có 45/70 mẫu là nam chiếm 64,3% so với nữ là 25/70 mẫu, chiếm 35,7%, tỉ lệ mẫu nam/nữ khoảng 1,8; kết quả này tương đồng như các nghiên cứu về tỉ lệ nam mắc bệnh nhiều hơn nữ trên thế giới: nghiên cứu 10.743 người mắc UNBTKĐ ở Anh trong 5 năm, kết quả có 6451 là nam giới và 4292 là nữ giới, nam giới có tỷ lệ mắc bệnh gấp 1,66 lần so với nữ giới. Nghiên cứu về xu hướng tỷ lệ mắc các khối u nội sọ chính ở người trưởng thành ở bốn quốc gia Bắc Âu: Đan Mạch, Na Uy, Thụy Điến và Phần Lan, kết quả ghi nhận tỷ lệ mắc bệnh UNBTKĐ ở nam cao hơn nữ, tỷ lệ này gia tăng hàng năm, trung bình hàng năm ở nam giới tăng 9,2% và nữ giới tăng 8,8%. Kết quả của chúng tôi cũng phù hợp với hầu hết các công bố trong nước về tỷ lệ mắc UNBTKĐ ở nam cao hơn ở nữ như kết quả nghiên cứu của Trần Chiến và Kiều Đình Hùng [25],[26], tuy nhiên tỷ lệ nam/nữ mắc bệnh trong nghiên cứu của chúng tôi cao hơn, có thể do số mẫu nghiên cứu của chúng tôi còn chưa đủ lớn.
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Mục đích nghiên cứu của chúng tôi là xác định đột biến trên gen của người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm; u phát sinh do sự phát triển bất thường tại các tế bào trong não, sự nhân lên quá mức của gen, của tế bào mà thành, UNBTKĐ thường là nguyên phát, phát triển tại chỗ trong não, chỉ lan tỏa sang vùng não lân cận, ít di căn sang các bộ phận khác trong cơ thể, vì vậy chúng tôi sử dụng tế bào tại khối u để nghiên cứu; do đó chúng tôi tách chiết DNA từ mô khối u. Thông thường, khi phát hiện bệnh u nguyên bào thần kinh đệm qua chẩn đoán lâm sàng và cận lâm sàng, đa số khối u đã có kích thước khá lớn (trên 4cm), vì vậy sẽ có chỉ định mổ cắt u, đó là phương pháp hiện nay mang lại kết quả tối ưu cho điều trị bệnh này. Khối u sau khi được lấy ra khỏi cơ thể người bệnh, sẽ được lưu trữ, bảo quản bằng cách cắt một phần u cố định bằng formaldehyd và đúc trong một khối paraffin.
 Các mẫu nghiên cứu của chúng tôi được lấy tế bào mô từ các khối paraffin, việc tách chiết DNA từ tế bào mô này gặp nhiều khó khăn, để DNA thu được đảm bảo có độ tinh sạch nhất, loại bỏ tối đa các tạp chất như paraffin, các protein khác… đòi hỏi các kỹ thuật viên phải hết sức cẩn thận, chính xác và tập trung trong quá trình thao tác.
Chúng tôi sử dụng phương pháp tách mẫu paraffin phenol/chloroform [86] để lấy DNA, đây là phương pháp đơn giản và dễ thực hiện. Quan trọng nhất trong các bước tách là loại paraffin ra khỏi mẫu mô, nếu không loại hết, paraffin sẽ bao bọc khối mô chứa protein và DNA, làm cho quá trình ly giải protein gặp khó khăn, ảnh hưởng đến độ tinh sạch của DNA, và nếu paraffin còn dư sẽ gây ức chế phản ứng PCR. Để hạn chế điều này thì bước cạo mô từ khối đúc cần lưu ý loại thô hết mức có thể phần paraffin bám vào khối mô trước khi nghiền nhỏ đưa vào tách chiết. 
Sau tách chiết DNA là bước kiểm tra về số lượng và chất lượng sản phẩm, để đảm bảo lượng DNA đủ cho việc làm kỹ thuật PCR tiếp theo thì quan trọng nhất là phải có DNA sau tách chiết, nồng độ DNA không nhất thiết phải là quá cao, vì phương pháp PCR ưu điểm ở chỗ chỉ cần một lượng DNA rất nhỏ đã có thể khuếch đại được một sản phẩm rất lớn sau các chu trình, theo khuyến cáo của hãng hóa chất thì nồng độ DNA khuôn chỉ cần khoảng 25 đến 100ng/µl. Vì nếu nồng độ DNA cao quá có thể gây ức chế phản ứng PCR, do việc bắt cặp sẽ gặp khó khăn hơn trong quá trình PCR. Do vậy các mẫu có nồng độ DNA sau tách chiết quá cao (>100ng/µl) cần phải pha loãng các nồng độ này về trong khoảng 50ng/µl, để chạy phản ứng PCR. Trong 70 mẫu DNA của chúng tôi có 3 mẫu nồng độ thấp là mẫu GB23 nồng độ 28,3ng/µl và 2 mẫu GB2 + GB3 nồng độ 28,6 ng/µl. Theo kinh nghiệm thì những mẫu có nồng độ thấp khi tiến hành chạy PCR ta có thể tăng thể tích mẫu, tùy theo nồng độ thực tế của các mẫu. Các mẫu nồng độ khoảng từ 25 ng/µl đến dưới 50 ng/µl chạy PCR vẫn cho kết quả tốt [86].
Quan trọng hơn cả về chất lượng của DNA là độ tinh sạch, nghĩa là DNA thu được sau tách chiết hạn chế tối đa nhiễm các tạp chất, mặc dù trong quá trình tách chiết chúng ta đã cố gắng để loại bỏ hết tạp chất, xong nhiều khi vẫn không sạch hết. Các tạp chất còn lẫn trong sản phẩm DNA có thể hạn chế việc khuếch đại của phản ứng PCR, gây ức chế việc bắt cặp giữa mồi và đoạn gen cần nhân bản. Độ tinh sạch cần đạt được tính theo tỉ lệ A260/A280 là 1,8 -2,0. A260 là mật độ quang đo được của DNA ở bước sóng 260nm, gọi là đỉnh hấp thụ của DNA; A280 là mật độ quang đo được của protein ở bước sóng 280nm, gọi là đỉnh hấp thụ của protein. Nếu protein còn lại nhiều sau tách chiết thì đỉnh hấp thụ đo được sẽ lệch sang phải và tỉ lệ A260/A280 sẽ lớn hơn 2,0 [86]; Các mẫu trong nhiên cứu của chúng tôi đều đạt độ tinh sạch cao, nếu mẫu nào chưa đạt độ tinh sạch cần tách chiết lại cho đến khi đạt yêu cầu cho phản ứng PCR.
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Nguyên tắc trước khi chạy PCR cho một loại mẫu cần phải chuẩn hóa các điều kiện. Nếu kết quả chạy xong được kiểm tra đạt các điều kiện tiêu chuẩn, mới bắt đầu tiến hành chạy đồng loạt các mẫu [86]. 
Chúng tôi áp dụng quy trình PCR cơ bản, gồm 3 bước: biến tính, bắt cặp (gắn mồi) và kéo dài [87]. Sau khi tiến hành chuẩn điều kiện trên mẫu mô, chúng tôi thu được các mẫu exon sau PCR có kết quả rất tốt; kiểm tra kết quả chạy PCR trên hình ảnh điện di băng điện di rõ nét, không có sản phẩm phụ, kích thước phù hợp với tính toán lý thuyết. 
Một điều quan trọng trong phản ứng PCR là thể tích trong thành phần pha mẫu chạy PCR, nước pha là nước cất 2 lần, enzym phải hoạt động tốt trong môi trường nhiệt độ cao (950C), mồi hoạt động tốt, mẫu DNA tinh sạch và đủ nồng độ, và các thành phần đệm khác, đều phải có tỉ lệ nhất định để phản ứng PCR ra được kết quả. 
Chạy điện di để kiểm tra kết quả sản phẩm DNA là bước quan trọng trong quy trình, khi đổ gel lưu ý các giếng không được thủng, vỡ, khi tra mẫu đảm bảo đúng thứ tự, đúng vào giếng không tra ra ngoài miệng giếng; Lưu ý dòng hiệu điện thế, cường độ dòng điện và thời gian chạy phải đúng và đủ; để các băng điện di lên hình rõ ràng, bước nhuộm cần đủ thời gian, thường nhuộm 3-5 phút trong dung dịch ethidium bromide 10%, chất này sẽ phát huỳnh quang dưới tia tử ngoại (UV) khi gắn với DNA cho phép phát hiện vị trí các đoạn DNA trên gel khi chụp. Nếu sản phẩm có DNA được khuếch đại thì các băng điện di lên rất rõ nét, kích thước trùng với kích thước khi so sánh trên marker. Chỉ có những mẫu có hình ảnh điện di đúng mới được giải trình tự gen [86]. Các mẫu có hình ảnh diện di đều lên rất rõ, so với mẫu chuẩn và marker kích cỡ là tương đương. Như vậy về chất lượng sản phẩm chúng tôi đánh giá là tốt, các sản phẩm PCR được tiến hành giải trình tự gen.
[bookmark: _Toc26548053]4.2.3. Đặc điểm đột biến điểm trên exon 7, exon 8 gen TP53
Đột biến điểm của gen TP53 trên bệnh nhân UNBTKĐ thường xảy ra ở exon 5, 6, 7 và exon 8; do các exon 7 và exon 8 gặp khá nhiều đột biến (10,8% có đột biến trên exon 7; 7,3% có đột biến trên exon 8) [54],[94], các exon 7 và exon 8 gen TP53 có kích thước không lớn, nên chỉ cần sử dụng một cặp mồi để khuếch đại 2 exon này, sau giải trình tự hai exon 7 và exon 8 trên gen TP53, chúng tôi đã xác định được 2 dạng đột biến trên exon 8 gen TP53, trên exon 7 gen TP53 chúng tôi chưa phát hiện được có đột biến. Nghiên cứu của chúng tôi đã phát hiện đột biến điểm R282W giống kiểu đột biến mà nghiên cứu của Shoji Shiraishi M.D đã công bố; các kiểu đột biến khác như R273C, R267W ở nghiên cứu của Shoji Shiraishi M.D, và kiểu đột biến C275Y ở nghiên cứu của Roger H. Frankel chúng tôi chưa phát hiện được, nhưng chúng tôi lại xác định được kiểu đột biến R306X. Điều này có thể do các đột biến trên các exon của gen trong bệnh UNBTKĐ không hoàn toàn giống nhau ở những người bệnh sống trong các vùng địa lý, kinh tế, xã hội khác nhau. Hoặc có thể số mẫu nghiên cứu của chúng tôi chưa nhiều, nên chưa xác định được đầy đủ về kiểu đột biến như các nghiên cứu khác đã công bố.
[bookmark: _Toc516132800]Số lượng đột biến mà chúng tôi xác định được là 2/70 (chiếm 2,9%), ít hơn so với nghiên cứu của Shoji Shiraishi M.D đã công bố năm 2002, với đột biến chung trên gen TP53 bệnh UNBTKĐ là 31%, trong đó 7,3% đột biến trên exon 8, có 3 kiểu đột biến là R273C, R267W, R282W; và nghiên cứu của Roger H. Frankel (1992), đã báo cáo kết quả có 15/37 (40,5%) trường hợp UNBTKĐ xuất hiện đột biến trên gen TP53, trong đó có 1/37 (2,7%) có đột biến trên exon 4; 6/37 (16,2%) có đột biến trên exon 5; 1/37 (2,7%) có đột biến trên exon 6; 4/37 (10,8%) có đột biến trên exon 7; 2/37 (5,4%) có đột biến trên exon 8, cả 2 trường hợp đột biến ở exon 8 đều có kiểu đột biến p.C275Y. Đột biến gen TP53 trong UNBTKĐ thường xảy ra ở người UNBTKĐ thứ phát, gặp ít hơn ở UNBTKĐ nguyên phát [3],[51] kết quả đột biến gen TP53 ở người bệnh UNBTKĐ trong nghiên cứu của chúng tôi ít hơn với các công bố trên thế giới, vì chủ yếu người bệnh UNBTKĐ trong nghiên cứu của chúng tôi là nguyên phát, tỷ lệ đột biến gặp ít là phù hợp, tuy nhiên cả 2 trường hợp có đột biến gen TP53 đều thuộc nhóm nguyên phát, vì số UNBTKĐ thứ phát của chúng tôi chỉ gặp là 8,6% nên chưa thấy có đột biến; tượng tự kết luận của Ohgaki. H và cộng sự, tiến hành nghiên cứu dựa vào dân số ở Canton của Zurich, Thụy Sĩ (với dân số khoảng 1,16 triệu người) để xác định tần số biến đổi gen, hiệu quả của điều trị với thời gian sống của bệnh nhân UNBTKĐ từ năm 1980 đến năm 1994: 715 người mắc UNBTKĐ được chẩn đoán, các đột biến TP53 trong UNBTKĐ thứ phát chiếm 57% ở các codon 248 và 273, trong khi đó ở UNBTKĐ nguyên phát, đột biến đã được phân phối đồng đều hơn, với tỷ lệ ít hơn [97].
[bookmark: _Toc26548054]4.2.4. Đặc điểm đột biến từ exon 2 đến exon 7 gen EGFR.
[bookmark: _Toc25060477][bookmark: _Toc26548055]4.2.4.1. Đặc điểm đột biến điểm trên các exon 2, 3, 7, 8 gen EGFR.
[bookmark: _Toc483650804][bookmark: _Toc484792470]* Đột biến điểm trên exon 2 gen EGFR
Nghiên cứu của chúng tôi xác định được 3 mẫu mô GB23, GB24, GB26 có đột biến điểm tại vị trí p.G42D, một mẫu GB25 có đột biến tại vị trí p.L62I tương ứng trên phân tử protein; các đột biến này đều là loại đột biến sai nghĩa.
So sánh kiểu đột biến trong nghiên cứu của chúng tôi với nghiên cứu của Jeffrey C Lee và cộng sự (2006): nghiên cứu 132 mẫu UNBTKĐ tại Mỹ, thì điểm đột biến của chúng tôi không giống với điểm đột biến của tác giả, trên exon 2 Jeffrey C Lee tìm thấy các đột biến là p.D46N và p.G63R [62]; chúng tôi cho rằng có thể dân tộc, màu da hay vị trí địa lý có thể gây sự sai khác trong vị trí của đột biến trên exon 2 gen EGFR trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm, (hầu hết những người mắc UNBTKĐ trong nghiên cứu của Jeffrey C Lee là người gốc Bắc Âu); nhưng sự sai khác vị trí không cách nhau quá xa (p.G42D so với p.D46N và p.L62I so với p.G63R). 
Tỉ lệ đột biến điểm ở exon 2 gen EGFR trên người mắc UNBTKĐ mà nghiên cứu của chúng tôi xác định được là 4/70 trường hợp (5,7%), cao hơn so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee đã công bố: đột biến điểm ở exon 2 là 0,8% trong số 132 mẫu người mắc UNBTKĐ đã nghiên cứu, có thể do tác nhân gây bệnh tác động hoặc do đáp ứng của người sống ở vùng miền khác nhau thì khác nhau về tỉ lệ mắc, cũng như tỷ lệ đột biến gen.
* Đột biến điểm trên exon 3 gen EGFR
Chúng tôi đã tìm thấy đột biến trên exon 3 gen EGFR như các nghiên cứu đã báo cáo, nhưng khác nhau về vị trí đột biến; một mẫu mang đột biến kiểu p.G87D và 5 mẫu mang đột biến kiểu p.K129N và đều là đột biến sai nghĩa, gây ảnh hưởng đến chức năng bình thường của phân tử protein, có thể dẫn đến rối loạn hoạt động của tế bào.
Nghiên cứu của Jeffrey C Lee, chỉ xác định được 1 kiểu đột biến trên exon 3 gen EGFR, tương ứng sự thay đổi trên protein EGFR là R108K của người bệnh UNBTK đệm và có 5 mẫu có kiểu đột biến này, như vậy số kiểu đột biến của chúng tôi tìm được nhiều hơn so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee nhưng lại không giống ở vị trí đột biến. 
Có thể giải thích sự khác nhau về vị trí đột biến: các đột biến thường mang tính cá thể, sự khác nhau về vị trí đột biến trên các gen của mỗi cá thể đã được các ghi nhận qua nhiều nghiên cứu, do tính đáp ứng của mỗi cá thể với tác nhân gây bệnh là khác nhau, nên bệnh do đột biến gen thường thấy đột biến trên nhiều gen và ở nhiều vị trí khác nhau trên gen. Với gen EGFR một gen có chức năng chung là mã hóa thụ thể trên bề mặt tế bào, nhận tín hiệu để hoạt hóa hoạt động tế bào, do vậy tổn thương tương ứng ở các vùng khác nhau có thể gây ra một sai lạc ở nhóm tế bào đặc hiệu ở một bộ phận nào đó trong cơ thể: trong ung thư phổi hay ung thư vú các đột biến hay gặp ở vùng mã hóa protein EGFR vùng nội bào, còn ở UNBTKĐ thì các đột biến hay xảy ra ở vùng mã hóa cho protein EGFR ngoại bào. Các vị trí đột biến L858R ở exon 21 gen EGFR hay gặp trong ung thư phổi, hoặc trong ung thư vú, nhưng cũng có thể gặp các kiểu đột biến khác nữa như G719S, G719A, G719C, S768I, L861Q…[14],[73],[98]. Hoặc ngay trên người bệnh UNBTKĐ, ở exon 7 gen EGFR cũng thấy nhiều đột biến tại nhiều vị trí khác nhau, như T263P, A289V, A289D, A289T, các đột biến được quan sát thấy có tương quan chặt chẽ với sự nhân lên quá mức của protein EGFR, qua xác định bằng nhuộm hoá mô miễn dịch [62].
Trong tổng số 70 mẫu nghiên cứu, chúng tôi xác định được 7 mẫu có đột biến trên exon 3 gen EGFR, tỉ lệ đột biến chiếm khoảng 10,0%; tỉ lệ đột biến trên exon 3 gen EGFR tuy không cao nhưng so với nghiên cứu đã công bố thì tỉ lệ đột biến của chúng tôi lớn hơn, kết quả nghiên cứu của Jeffrey C Lee, tỉ lệ đột biến exon 3 gen EGFR chỉ 3,8%: sự chênh lệch này có thể do vị trí địa lý hoặc điều kiện sống khác nhau, do phản ứng của mỗi cơ thể với tác nhân gây bệnh khác nhau trong các điều kiện khác nhau.
Hơn nữa ngoài đột biến trên exon 3 gen EGFR, bệnh nhân UNBTKĐ còn gặp đột biến trên các exon khác như exon 2,7,8… gen EGFR hoặc đột biến trên các exon 12,13 gen FGFR, exon 5,7,8 gen TP53… và mỗi cá thể có thể sẽ mang đột biến của 1 trong các exon trên các gen này, vì vậy tỉ lệ đột biến trên từng exon có thể không cao: như trong nghiên cứu của Jeffrey C Lee đã công bố, tỉ lệ đột biến điểm gen EGFR trên người bị UNBTKĐ ở exon 2 là 0,8%; exon 3 là 3,8%, exon 7 là 5,3%, exon 8 là 1,5%; exon 15 là 2,2%; exon 21 là 0,8% [62].
* Đột biến điểm trên exon 7 gen EGFR
Kết quả giải trình tự gen của 70 mẫu mô UNBTKĐ, 14/70 trường hợp (20,0%) phát hiện thấy đột biến điểm ở exon 7 gen EGFR. Chúng tôi xác định được 5 dạng đột biến là: D262D (mẫu GB17); T274M, và K293X (mẫu GB24); A289T (mẫu GB26 và GB27); K284N (mẫu GB41, GB47, GB55, GB59, GB61, GB62, GB67); kết quả của chúng tôi có 2 mẫu GB26 và GB27 có vị trí đột biến tại codon 289 trùng với vị trí đột biến trong nghiên cứu của tác giả Jeffrey C Lee. Theo nghiên cứu của Jeffrey C Lee tại vị trí codon 289 có 3 kiểu đột biến là p.A289T (1 mẫu); p.A289V (3 mẫu); p. A289D (1 mẫu); như vậy tại vị trí codon 289 rất hay xảy ra đột biến và có nhiều kiểu đột biến, nhưng trong nghiên cứu của chúng tôi chỉ có 1 kiểu đột biến p.A289T và có 2 mẫu có đột biến kiểu này, nhiều hơn 1 mẫu so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee [62]. Riêng mẫu GB17 vị trí đột biến có sai lệch 1 codon (vị trí p.D262D), so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee có vị trí đột biến là p.T263P; còn lại các đột biến khác là phát hiện mới. Sự sai khác về vị trí đột biến giữa nghiên cứu của chúng tôi so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee (5 vị trí so với 4 vị trí) và số lượng đột biến (20,0% so với 5,3%) có thể do điều kiện sống khác nhau, tác nhân gây bệnh khác nhau, hoặc có thể do cách chọn bệnh nhân nghiên cứu, người bệnh được lựa chọn của chúng tôi tập trung tại một bệnh viện, tuy các bệnh nhân này ở nhiều tỉnh khác nhau nhưng chỉ ở vùng Miền Bắc Việt Nam, và thường bệnh nhân nặng, với kích thước khối u khá lớn, đều có chỉ định mổ, nên có thể chưa được đại diện cho bệnh UNBTKĐ nói chung.
[bookmark: _Toc483650806][bookmark: _Toc484792472]* Đột biến exon 8 gen EGFR
Kết quả giải trình tự exon 8 gen EGFR của các mẫu nghiên cứu không phát hiện thấy đột biến, khác với kết quả của tác giả Jeffrey C Lee, có 2/132 (chiếm 1,5%) mẫu có đột biến trên exon 8 gen EGFR, 1 mẫu có kiểu đột biến tại vị trí p.R324L và 1 mẫu đột biến ở vị trí p.E330K [62]. Có thể số mẫu nghiên cứu của chúng tôi còn ít, 70 mẫu so với 132 mẫu của tác giả; nhưng cũng thấy rõ rằng số mẫu có đột biến ở exon 8 là rất ít. Theo chúng tôi cần phải có nghiên cứu tăng về số lượng mẫu nhiều hơn nữa để kết luận.
Kết quả của chúng tôi cũng khá phong phú về các kiểu đột biến điểm, và trên cùng gen có thể có 2 vị trí đột biến (đột biến trên exon 7 của mẫu GB24). Hầu hết là các đột biến sai nghĩa, song cũng có đột biến không làm thay đổi acid amin trong phân tử protein (đột biến trên exon 7 của mẫu GB17). 
Bằng kỹ thuật giải trình tự gen, 10 dạng đột biến điểm trên gen EGFR của người bệnh UNBTKĐ được phát hiện bao gồm 8 đột biến sai nghĩa (G42D, L62I, G87D, K129N, P272S, T274M, A289T, K284N); 1 đột biến không làm thay đổi acid amin trên phân tử protein (D262D) và 1 đột biến vô nghĩa (K293X). Trong đó, bốn dạng đột biến điểm chiếm tỷ lệ cao nhất lần lượt là K284N (exon 7), K129N (exon 3), G42D (exon 2), P272S (exon 7) và A289T (exon 7). Đột biến A289T đã được công bố trong nghiên cứu của Jeffrey C Lee và cộng sự (2006) với tần suất đột biến cao kết hợp với nhiều kiểu đột biến xảy ra tại codon 289 như A289V; A289D [62]. Các dạng đột biến còn lại phát hiện được trong nghiên cứu đều là các đột biến mới. Vị trí đột biến cũng thay đổi và có sự khác biệt so với nghiên cứu của Jeffrey C Lee (p.G42D so với p.D46N và p.L62I so với p.G63R). Sự khác biệt về chủng tộc, màu da hay vị trí địa lý có thể là nguyên nhân gây nên sự sai khác trong vị trí đột biến và kiểu đột biến ở exon 2, exon 3 và exon 7 gen EGFR trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm.
[bookmark: _Toc25060478][bookmark: _Toc26548056]4.2.4.2. Đặc điểm đột biến xóa đoạn exon 2 đến exon 7 gen EGFR 
Bằng kỹ thuật MLPA, nghiên cứu của chúng tôi đã xác định được dạng đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7 trên gen EGFR của bệnh nhân UNBTKĐ tại Việt Nam, như vậy kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng với báo cáo của các nghiên cứu đã công bố, đột biến xóa đoạn hay gặp với gen EGFR là xóa từ exon 2 đến exon 7 [63],[64],[68].
Trong nghiên cứu, chúng tôi đã xác định được 6/70 trường hợp có đột biến xóa đoạn gen, chiếm 8,6%; trong đó có hai dạng đột biến xóa đoạn, một dạng là đột biến xóa đoạn từ exon 2 đến exon 7, đa số là các đột biến dạng này, có 5/6 trường hợp (chiếm 7,2%); dạng đột biến thứ hai là đột biến xóa đoạn từ exon 4 đến exon 7, có 1/6 trường hợp (chiếm 1,4%). 
Cùng sử dụng phương pháp MLPA để xác định xóa đoạn gen EGFR như nhau, nhưng kết quả nghiên cứu của chúng tôi có tỉ lệ xóa đoạn thấp hơn so với nghiên cứu của Judith Jeuken: 16,3% (17/104) trường hợp mắc UNBTKĐ có xóa đoạn gen dạng EGFRvIII [88], có thể do số mẫu nghiên cứu của chúng tôi ít hơn, nên có kết quả đột biến xóa đoạn thấp hơn.
Các nghiên cứu dạng xóa đoạn gen EGFRvIII đã công bố đều có tỷ lệ xóa cao hơn, Frederick L và cộng sự năm 2000 báo cáo, kết quả đột biến xóa đoạn gen EGFR với tỉ lệ 67% xóa đoạn dạng D6-273; ngoài ra còn nhiều kiểu xóa khác như: D6-185; D521-603; D958-1030. So với nghiên cứu của Frederick L thì số kiểu xóa đoạn mà chúng tôi xác định được là ít, vì chúng tôi chỉ tập trung nghiên cứu vào một số các exon cụ thể thường gặp đột biến xóa, như exon 2, 3, 4, 5, 6, 7, và một số exon chứng khác như 8, 13, 16, 23; nên không xác định được các kiểu xóa đoạn khác. Và nghiên cứu của chúng tôi xác định xóa đoạn theo phương pháp MLPA nên chỉ xác định được kiểu xóa theo exon, chứ không xác định được kiểu xóa cụ thể tương ứng với acid amin trên phân tử protein như nghiên cứu của Frederick L, giải mã toàn bộ gen EGFR nên đã xác định được kiểu xóa là: xóa từ acid amin 6 đến acid amin 273, hay xóa từ acid amin 6 đến 185; từ acid amin 521 đến acid amin 603; từ acid amin 958 đến acid amin 1030 trên phân tử protein tương ứng [63].
Như vậy, tỷ lệ đột biến trên gen EGFR chung là 38,6%; khi tính riêng rẽ (vì một số mẫu mang đột biến kép, 2 đột biến trên 2 exon khác nhau) đột biến trên exon 7 gặp nhiều nhất (20,0%); đứng thứ hai là đột biến điểm trên exon 3 (10,0%), tiếp theo là đột biến xóa đoạn gen (8,6%), thấp nhất là đột biến điểm trên exon 2 (5,7%), kết quả này phù hợp như công bố của Jeffrey C Lee: gen EGFR có đột biến điểm trên exon 7 là cao nhất. Kết quả về tỷ lệ đột biến gen EGFR trong nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn so với kết quả nghiên cứu của Naoki Shinojima và các cộng sự ở đại học Y Kumamoto tỉ lệ đột biến EGFR ở bệnh nhân UNBTKĐ là 46% trong đó tỉ lệ đột biến EGFRvIII là 45% [65], và tỉ lệ mang đột biến xóa dạng EGFRvIII của chúng tôi thấp hơn nhiều (8,6% so với 45%). Hay theo Youngmin Choi có 43,8% bệnh nhân có đột biến dạng EGFRvIII [66], điều này có thể lý giải là do số mẫu nghiên cứu còn chưa đủ lớn, hoặc do đặc điểm của đột biến ở các địa dư khác nhau sẽ khác nhau về lượng và kiểu đột biến.
[bookmark: _Toc26548057]4.2.5. Đặc điểm đột biến điểm trên exon 12, exon 13 gen FGFR
	Miền kinase của FGFR là vị trí của một số đột biến có tác động đáng kể trong ung thư. Đặc biệt quan trọng là các đột biến trong vùng kích hoạt và điểm tự phosphoryl hóa, hiện diện trong tất cả các loại FGFR, các đột biến này tăng cường hoạt tính kinase, sự tự phosphoryl hóa của thụ thể và tín hiệu hạ lưu. Lập bản đồ các đột biến với cấu trúc ba chiều của FGFR rất có giá trị trong nghiên cứu và chẩn đoán bệnh sinh UNBTKĐ. Một số cấu trúc FGFR đã được thử nghiệm cho đến nay, và Ngân hàng Dữ liệu Protein FGI [11], là cơ sở quan trọng để xác định vị trí của các đoạn FGFR bị biến đổi với sự hoàn chỉnh của cấu trúc đặc biệt này. 
Để tìm hiểu cơ sở dẫn đến hoạt động bất thường của Tyrosin kinase FGFR, Rand và cộng sự đã xác định sự thay đổi protein cấu trúc bằng cách sử dụng số dư lượng acid - base trên bề mặt các acid amin. Để xác định tác động của sự đột biến vùng kinase lên cấu trúc protein, mô hình so sánh sự tương đồng trong cấu trúc được thực hiện, bằng cách sử dụng cấu trúc protein đã được xác định để kiểm tra từng thay đổi acid amin một cách riêng rẽ với cấu trúc đối chứng. Dựa vào cơ sở này Rand và cộng sự đã quan sát thấy tại vị trí codon 546 trên trên phân tử protein nếu có sự thay thế Asparagine (AAC) bằng acid amin Lysin (AAA) và tại vị trí coddon 576 nếu Arginine (CGG) bị thay thế bằng Tryptophan (TGG) thì dư lượng acid - base trên bề mặt của các acid amin bị thay thế sẽ thay đổi, và cấu trúc FGFR1 bị thay đổi [16]. Đây là cơ sở cho sự hoạt động bất thường của thụ thể FGFR1, làm rối loạn hoạt động tế bào và là cơ sở phát sinh u nguyên bào thần kinh đệm. Một số đột biến trong FGFR đã được xác định trong u nguyên bào thần kinh đệm như N546K, N544K, R576W, R574W [16],[69].
	Các kết quả giải trình tự gen trên exon 12 và exon 13 của gen FGFR trong nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, hình ảnh các đỉnh của tín hiệu rõ ràng và hầu như không có các tín hiệu nhiễu, là minh chứng cho sự tối ưu các giai đoạn của quy trình kỹ thuật đã sử dụng của chúng tôi. 
 	Nghiên cứu của chúng tôi bước đầu đã xác định được hai loại đột biến điểm là N546K tương ứng vùng mã hóa của exon 12 và R576W tương ứng vùng mã hóa của exon 13 của gen FGFR, chứng tỏ bệnh nhân mắc UNBTKĐ ở Việt Nam phát hiện được đột biến gen FGFR tương đồng với các nghiên cứu trên thế giới. Đây là hai đột biến làm thay đổi cấu trúc phân tử protein ở miền kinase và được chứng minh đóng một vai trò quan trọng trong quá trình tiến triển và quyết định tính đáp ứng với thuốc ức chế FGFR của khối u [16],[70].
	Đột biến trên gen FGFR thường gặp trong một số bệnh ung thư như: ung thư vú, đại tràng, phổi …và u nguyên bào thần kinh đệm. Trong đó một số điểm đột biến trên gen FGFR1 được tìm thấy trong u nguyên bào thần kinh đệm là N546K, N544K, R576W, R574W [16],[69]; kết quả nghiên cứu của chúng tôi tìm thấy có hai điểm N546K và R576W giống với nghiên cứu đã công bố, nhưng chúng tôi chưa thấy các đột biến kiểu N544K và R574K, có thể số mẫu nghiên cứu của chúng tôi còn nhỏ hoặc đặc điểm đột biến khác nhau theo chủng tộc, vùng miền, điều này cần phải được nghiên cứu thêm. 
 	Việc tìm ra được các đột biến tương đồng trên gen FGFR của bệnh nhân UNBTKĐ tại Việt Nam, với các đột biến của các bệnh nhân UNBTKĐ trên thế giới cũng là một thuận lợi lớn cho việc áp dụng các thành công trong nghiên cứu điều trị bệnh UNBTKĐ của các nước trên thế giới với các bệnh nhân mắc u nguyên bào thần kinh đệm tại Việt Nam; và xác định các đột biến gen sẽ giúp bác sĩ lâm sàng định hướng tốt hơn trong điều trị cũng như tiên lượng và quản lý bệnh nhân.
	Nghiên cứu của chúng tôi xác định được 5 đột biến của năm bệnh nhân trên tổng số 70 bệnh nhân (tỉ lệ 5/70 tương ứng khoảng 7,1%), chứng tỏ tỉ lệ phát hiện còn thấp, có thể do số mẫu nghiên cứu còn ít hoặc cũng có thể do các chủng tộc khác nhau, nên tỷ lệ đột biến cũng có thể khác nhau. Tuy rằng tỉ lệ đột biến phát hiện chưa cao, xong đây cũng là cơ sở để tiếp tục nghiên cứu về tình trạng đột biến trên gen FGFR của bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm, từ đó nghiên cứu thử nghiệm tính đáp ứng với thuốc điều trị khi có đột biến gen FGFR, mục đích cuối cùng là kéo dài thời gian sống cho người bệnh.
Tóm lại, bằng các phương pháp giải trình tự gen và phương pháp MLPA, nghiên cứu của chúng tôi đã bước đầu xác định được một số đột biến trên gen FGFR, EGFR và TP53 của người mắc u nguyên bào thần kinh đệm ở Việt Nam, trong đó đột biến gặp nhiều nhất ở gen EGFR với tỷ lệ 38,6%: (chủ yếu là đột biến điểm, đột biến xóa đoạn chỉ chiếm 8,6%), đứng thứ hai là đột biến trên gen FGFR với tỷ lệ là 7,1%; thấp nhất là đột biến gen TP53 với 2,9% (hình 3.22). 
[bookmark: _Toc26548058]4.3. Một số đặc điểm của người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm phát hiện thấy đột biến gen 
Ngày nay, các nghiên cứu ngày càng khẳng định cơ chế sinh bệnh ung thư là do đột biến gen, mối quan tâm hàng đầu của các nhà Khoa học Y sinh. Quá trình sinh ung thư liên quan chặt chẽ đến tổn thương hai nhóm gen sinh ung thư và gen kháng ung thư. Khởi phát của sinh ung thư thường là từ tế bào gốc, do tiếp xúc với chất sinh ung thư gây ra những đột biến làm thay đổi không hồi phục của nhân tế bào. Các tế bào đột biến biểu hiện sự đáp ứng kém với môi trường và ưu thế tăng trưởng chọn lọc ngược với tế bào bình thường ở xung quanh. Quá trình này diễn ra rất nhanh và hoàn tất trong một vài phần giây và có đặc điểm là không thể đảo ngược được. Đa số tế bào được khởi phát hoặc là sẽ không tiến triển thêm, hoặc là chết đi, hoặc bị cơ chế miễn dịch vô hiệu hóa. Nhưng nếu những tế bào được khởi phát này tiếp tục được tăng trưởng, được thúc đẩy do các yếu tố tác nhân sẽ dẫn tới sự thay đổi biểu hiện gen, sự bành trướng đơn dòng có chọn lọc và sự tăng sinh tế bào khởi phát, nhưng có khả năng hồi phục. Sinh ung thư gồm 2 giai đoạn khởi phát và thúc đẩy, tiếp đó là giai đoạn chuyển biến, kế tiếp của quá trình phát triển ung thư, cho phép sự xâm nhập hay những ổ tế bào ung thư nhỏ, bắt đầu đi vào tiến trình không hồi phục về hướng ác tính lâm sàng. Sau đó các tế bào ung thư bắt đầu lan tràn, biểu hiện là sự tăng trưởng nhóm tế bào tại mô nào đó, có thể ngắn hoặc dài vài tháng đến nhiều năm, trong giai đoạn này tế bào ung thư gia tăng, nhưng vẫn còn quá nhỏ để phát hiện bằng những phương pháp phân tích được. Giai đoạn cuối cùng của ung thư là tiến triển gồm xâm lấn và di căn: biểu hiện ở tính di động của tế bào ác tính, di chuyển đến các vị trí mới và tăng trưởng tại đó [5],[6]. Khi hiểu rõ về quá trình phát sinh, phát triển bệnh liên quan đến đột biến gen, sẽ là cơ sở cho các tác động vào các giai đoạn gen, ức chế tế bào ung thư, nhằm ngăn chặn sự phát triển bệnh. Đây chính là hướng đích đến của các nhà nghiên cứu. U nguyên bào thần kinh đệm là một loại ung thư ác tính độ IV, sự phát sinh và phát triển bệnh không nằm ngoài cơ chế gen này. Do đó việc nghiên cứu tìm ra các đột biến gen để từ đó đưa ra hướng điều trị cho người bệnh đạt hiệu quả nhất có thể, đang là mối quan tâm hàng đầu của chuyên ngành Thần kinh học và Ung thư học trên thế giới. Nghiên cứu của chúng tôi đã xác định được một số đột biến gen thường gặp ở người mắc UNBTKĐ, và chúng tôi cũng phân tích thêm một số đặc điểm của người có đột biến gen trong bệnh UNBTKĐ, góp phần hiểu rõ hơn về bệnh, giúp thầy thuốc lâm sàng có thể định hướng điều trị bệnh tốt hơn. 
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Bệnh u nguyên bào thần kinh đệm phát hiện thấy đột biến gen trong nghiên cứu của chúng tôi gặp nhiều ở lứa tuổi trung niên trở lên, cao nhất ở lứa tuổi 55-64 tuổi (28,1%), sau đó là lứa tuổi 35 đến 44 và 45-54 tuổi (cùng 15,6%) (bảng 3.11), tuổi thấy đột biến gen thấp nhất là 5 tuổi, và cao nhất là 78 tuổi, còn ở nhóm không thấy đột biến gen tuổi thấp nhất là 20 tuổi và cao nhất là 72 tuổi (bảng 3.8), chứng tỏ đột biến gen trong UNBTKĐ hay gặp ở lứa tuổi trẻ hơn. Trong nhóm tuổi nhỏ và vị thành niên (< 20 tuổi) thì cả 3 trường hợp (100%) đều mang đột biến gen (bảng 3.11), để kết luận đột biến gen trong u nguyên bào thần kinh đệm gặp hầu hết ở lứa tuổi trẻ em < 20 tuổi hay không, cần nghiên cứu thêm với số lượng mẫu lớn hơn. Số thấy đột biến gen tại các nhóm lứa tuổi chưa tìm thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm không thấy đột biến gen, có thể số lượng mẫu ở các nhóm lứa tuổi chưa đủ lớn.
Trong khi đó đột biến gen giữa nam và nữ trong bệnh u nguyên bào thần kinh đệm lại thấy sự khác nhau rất rõ ràng, đột biến gen EGFR ở nam (81,5%) cao hơn so với đột biến gen ở nữ (18,5%) có ý nghĩa thống kê, (với p = 0,02); kết quả này phần nào lý giải mối liên quan đột biến gen trong sinh bệnh UNBTKĐ, nam giới mắc UNBTKĐ cao hơn nữ giới, (tỉ lệ nam/nữ thường từ 1,4-1,7 [4],[19]); có thể do đột biến gen EGFR ở nam đã làm gia tăng mắc bệnh, nên nam mắc bệnh nhiều hơn nữ. Đối với gen FGFR thì ngược lại giới nữ có đột biến gen cao hơn nam giới, có ý nghĩa thống kê (p = 0,05), có thể do số mẫu có đột biến gen FGFR còn ít; và cả 2 đột biến ở gen TP53 đều là nữ; nhưng số lượng có đột biến ở gen EGFR nhiều hơn nhiều so với số đột biến ở gen FGFR cộng gen TP53, do đó kết quả chung nam giới ở bệnh nhân UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến gen cao hơn nữ giới.
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Đặc điểm bệnh UNBKĐ là thời gian tiến triển lâm sàng rất nhanh, chỉ vài tháng sau khi phát hiện đã có các biểu hiện nặng nề như đau đầu nhiều, buồn nôn, nôn và các triệu chúng về thần kinh khác, kết quả chụp cộng hưởng từ hoặc CT não cho thấy kích thước khối u thường đã rất lớn, kết quả nghiên cứu của Trần Chiến ghi nhận, người UNBTKĐ có kích thước u từ 40mm đến 60mm gặp 61,8%, trên 60mm gặp 33,9% và rất ít có kích thước < 40mm (1,7%) [26]. Nghiên cứu kích thước khối u của người UNBTKĐ chúng tôi phát hiện thấy đột biến gen về đặc điểm khác biệt so với người không thấy đột biến, kết quả (bảng 3.15) cho thấy kích thước khối u của người mắc UNBTKĐ thường lớn, trên 50% người mắc bệnh có kích thước khối u > 5cm, nhưng người thấy đột biến gen có kích thước u chưa thấy có sự khác biệt với người không thấy đột biến gen (p > 0,05), có thể cần nghiên cứu với số lượng mẫu lớn hơn. 
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Tổ chức Y tế thế giới đã khuyến cáo về hai thể bệnh nguyên phát và thứ phát của UNBTKĐ: chúng có đặc điểm khác nhau về gốc tế bào phát sinh bệnh, UNBTKĐ nguyên phát phát sinh từ những nguyên bào thần kinh đệm chưa biệt hóa hoặc rất ít biệt hóa, còn thể UNBTKĐ thứ phát bắt nguồn từ những tế bào thần kinh đệm hình sao đã biệt hóa sau đó chuyển thể sang nguyên bào thần kinh đệm, theo phân loại thì các u nguyên phát có độ ác tính cao (độ IV), thường xuất hiện ở những người cao tuổi, thời gian tiến triển bệnh nhanh, tử vong nhanh mặc dù điều trị tích cực, u thứ phát thường gặp ở lứa tuổi trẻ hơn, có độ ác tính thấp hơn (từ u thần kinh đệm độ I, II, III chuyển sang u nguyên bào thần kinh đệm độ IV) thời gian tiến triển bệnh và thời gian sống kéo dài hơn, do đó tiên lượng bệnh của u thứ phát tốt hơn u nguyên phát, tuy vậy trên lâm sàng u nguyên phát gặp nhiều hơn u thứ phát [31],[32]. 
Về mặt mô học, UNBTKĐ nguyên phát và thứ phát phần lớn khó phân biệt được, nhưng chúng khác nhau về cấu trúc di truyền và biểu sinh của chúng. Một số nghiên cứu gần đây đã chứng minh đột biến gen IDH1 là các dấu hiệu di truyền quyết định của u nguyên bào thần kinh thứ phát, không có trong u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát. Đột biến IDH1 là sự thay đổi di truyền sớm nhất có thể phát hiện được trong các u tế bào hình sao khuếch tán cấp thấp và trong tế bào thần kinh đệm ít nhánh, chỉ ra rằng các khối u này có nguồn gốc từ các tế bào tiền thân thần kinh khác với các tế bào thần kinh đệm nguyên phát. Trong nghiên cứu đã tóm tắt các đặc điểm dịch tễ, lâm sàng, mô bệnh học, di truyền và biểu hiện của u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát và thứ phát và hậu quả sinh học của đột biến IDH1, và kết luận rằng sự thay đổi di truyền này là một dấu hiệu phân tử chẩn đoán xác định của u nguyên bào thần kinh thứ phát và đáng tin cậy và khách quan hơn so với tiêu chí lâm sàng. Mặc dù có hình dạng mô học tương tự nhau, u nguyên bào thần kinh nguyên phát và thứ phát là những thực thể khối u riêng biệt có nguồn gốc từ các tế bào tiền thân khác nhau và có thể yêu cầu các phương pháp điều trị khác nhau [99]. 
Theo WHO năm 2016, dấu hiệu di truyền quyết định của UNBTKĐ thứ phát là đột biến IDH1. Đột biến IDH1 là biến đổi di truyền sớm nhất có thể phát hiện được trong tiền thân của các u sao bào, chỉ ra rằng các khối u này có nguồn gốc từ các tế bào tiền thân thần kinh khác với các tế bào nguyên bào thần kinh nguyên phát. Mặc dù xuất hiện mô học tương tự, UNBTKĐ nguyên phát và thứ phát là các thực thể khối u riêng biệt có nguồn gốc từ các tế bào tiền thân khác nhau và có thể yêu cầu phương pháp điều trị khác nhau. Tuy nhiên năm 2017, WHO mới công bố đột biến về IDH để phân biệt thể nguyên phát và thứ phát, và đề tài của chúng tôi bắt đầu nghiên cứu từ năm 2015, do đó đề tài của chúng tôi không nghiên cứu về gen IDH, và chúng tôi dựa vào tiêu chuẩn của WHO 2007 để phân loại nguyên phát và thứ phát: để xác định được là UNBTKĐ thứ phát phải có kết quả giải phẫu bệnh xác định u thần kinh đệm độ I, II, III của các lần phẫu thuật trước, và kết quả giải phẫu bệnh lần này là u độ IV. Kết quả nghiên cứu 70 mẫu của 70 bệnh nhân UNBTKĐ, chúng tôi gặp chủ yếu là UNBTKĐ nguyên phát (91,4%), chỉ gặp rất ít trường hợp u thứ phát (8,6%), kết quả này phù hợp với phân loại của WHO năm 2016 là u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát chiếm 90% trong tổng số các u nguyên bào thần kinh đệm, còn u nguyên bào thần kinh đệm thứ phát chỉ chiếm 10%.
Khi so sánh về một số đặc điểm của hai thể bệnh, kết quả của chúng tôi cho thấy: trung bình tuổi mắc của thể thứ phát thấp hơn thể nguyên phát (bảng 3.17), tương đương với công bố của WHO, người mắc UNBTKĐ thứ phát hay gặp ở lứa tuổi trẻ hơn, tuy vậy sự khác biệt về tuổi giữa hai thể của chúng tôi chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05), có thể do số lượng thể thứ phát trong nghiên cứu còn ít, nhưng kết quả có sự khác biệt rất rõ về thời gian tiến triển bệnh, thời gian sống từ khi mắc bệnh đến khi chết (bảng 3.18). Thời gian trung bình từ khi phát hiện mắc bệnh đến khi phẫu thuật của thể bệnh nguyên phát là 3,0 ± 3,8 tháng, ngắn hơn có ý nghĩa thống kê so với thể bệnh thứ phát là 13,2 ± 14,1 tháng (với p = 0,000). Kết quả của chúng tôi tương đồng với kết quả đã công bố của WHO năm 2016, thời gian tiến triển lâm sàng bệnh UNBTKĐ thể nguyên phát ngắn hơn thể thứ phát, tuy nhiên kết quả của chúng tôi với thể nguyên phát còn thấp hơn (3,0 ± 3,8 tháng) so với 4 tháng (WHO 2016), thể thứ phát cũng thấp hơn (13,2 ± 14,1 tháng) so với 15 tháng (WHO 2016). Về phân bố thời gian trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật của 2 thể nguyên phát và thứ phát (bảng 3.19) đều phần lớn từ 6 tháng trở xuống (82,2%), tuy nhiên thể nguyên phát hầu hết (87,2%) có thời gian tiến triển bệnh ngắn (≤ 6 tháng) cao hơn so với thể thứ phát (50%), có ý nghĩa thống kê (p = 0,048).
Mặc dù thời gian sống trung bình sau phẫu thuật lấy u của thể bệnh thứ phát (13,2 ± 5,8 tháng) dài hơn thể bệnh nguyên phát (9,7 ± 8,4 tháng), nhưng sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05), tuy nhiên sự phân bố thời gian sống sau phẫu thuật (bảng 3.20) cho thấy: thể thứ phát có 16,7% trường hợp chết trong khoảng 6 tháng sau phẫu thuật ít hơn rõ rệt so với thể nguyên phát có tới 41% chết trong thời gian đó sau phẫu thuật; có 66,6% thể thứ phát sống được từ 12 đến 24 tháng sau phẫu thuật nhiều hơn rõ rệt so với 23,1% của thể nguyên phát (p = 0,016). Kết quả của chúng tôi cũng cho thấy thời gian sống trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi chết của thể bệnh thứ phát là 26,5 ± 11,5 tháng dài hơn đáng kể so với thể bệnh nguyên phát là 12,6 ± 8,6 tháng (bảng 3.18), có ý nghĩa thống kê (với p = 0,001); so với công bố của WHO là UNBTKĐ nguyên phát sống trung bình là 9,9 tháng, u nguyên bào thần kinh đệm thứ phát sống trung bình là 14 tháng, thì thời gian sống trung bình của bệnh u nguyên bào thần kinh đệm nguyên phát và thứ phát trong nghiên cứu của chúng tôi đều dài hơn. Xét về phân bố thời gian sống hoặc chết của người mắc UNBTKĐ, chúng tôi có kết quả: 33,3% người mắc UNBTKĐ thể nguyên phát chết trước 6 tháng tính từ khi phát hiện bệnh, nhóm thứ phát không có trường hợp nào chết trước 6 tháng, sự khác biệt rất rõ (p = 0,013). Tất cả các trường hợp thể thứ phát đều sống được trên 12 tháng kể từ khi phát bệnh. Có 1 trường hợp thể thứ phát sống được trên 36 tháng, thể nguyên phát không có trường hợp nào (bảng 3.21). Nếu được điều trị bổ trợ sau phẫu thuật bằng xạ trị hoặc hoá chất thì thời gian sống của cả hai thể trong nghiên cứu của chúng tôi đã kéo dài hơn đáng kể, thời gian sống từ 12 đến 24 tháng thể nguyên phát tăng lên 80% (nếu được điều trị) so với 66,7% (nếu tính chung cả không được điều trị) và thể thứ phát tăng lên 43,8% so với 23,1% có ý nghĩa thống kê (bảng 3.20 và 3.22). Điều này cũng chứng tỏ kết quả điều trị bệnh UNBTKĐ ở nước ta có nhiều tiến bộ, có thể do cập nhật được các phương pháp điều trị mới, hoặc do ý thức điều trị của người bệnh cũng tốt hơn, nên thời gian sống đã kéo dài hơn nhiều.
[bookmark: _Toc26548062]4.3.4. Đặc điểm về thời gian sống của người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm phát hiện thấy đột biến gen
Chúng tôi xác định thời gian sống sau mắc bệnh tính từ khi phát hiện có các triệu chứng bệnh đến khi chết của người bệnh. Các triệu chứng để phát hiện bệnh ở người mắc UNBTKĐ thường là đau đầu, chóng mặt, buồn nôn, nôn, yếu nửa người, tê bì giảm vận động nửa người, giảm thị lực…bắt buộc người bệnh phải đi khám bệnh. Tất cả người bệnh trong nghiên cứu đều được phẫu thuật, do đó chúng tôi chia thành các mốc thời gian: thời gian sống tính từ khi phát hiện bệnh đến khi phẫu thuật, thời gian sống sau phẫu thuật đến khi chết, và thời gian sống từ khi phát hiện bệnh đến thời điểm kết thúc nghiên cứu. 
4.3.4.1. Thời gian sống trung bình của người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm 
Kết quả điều trị đối với người bệnh được đánh giá bằng thời gian khỏi bệnh sau điều trị, hoặc thời gian sống sau điều trị, với bệnh UNBTKĐ kết quả điều trị phụ thuộc nhiều yếu tố như vị trí, kích thước khối u, và phương pháp điều trị, ngoài ra còn phụ thuộc tuổi, tuổi càng trẻ thì thời gian sống thêm càng dài hơn [64]. 
Nghiên cứu của chúng tôi có kết quả thời gian sống thêm sau phẫu thuật của người mắc UNBTKĐ trung bình là 10,1 ± 8,2 tháng (bảng 3.18), kết quả này tương đương với một số báo cáo, nghiên cứu của Trần Chiến đã công bố về thời gian sống trung bình sau phẫu thuật của UNBTKĐ độ IV là 9,7 ± 0,3 tháng [26], theo Hou bệnh nhân u nguyên bào thần kinh đệm sống trung bình 8-9 tháng sau phẫu thuật [100]. Nhưng so với Dương Đại Hà với kết quả thời gian sống sau phẫu thuật trung bình 15,93 ± 2,91 tháng thì kết quả của chúng tôi thấp hơn [27]. Nhưng nếu tính trung bình thời gian sống tổng thể thì kết quả của chúng tôi là 14,5 ± 10,1 tháng (bảng 3.18), cao hơn so với kết quả của Bergern: UNBTKĐ độ IV sống trung bình 1 năm [101], hay Osborn: UNBTKĐ độ I sống 10 năm chiếm 70%, u độ II sống 6 đến 10 năm, u độ III sống 2 đến 3 năm, UNBTKĐ độ IV sống trung bình từ 9 đến 12 tháng [102]. 
Trong bệnh UNBTKĐ mặc dù đã được điều trị tích cực bằng phẫu thuật, kết hợp xạ trị và hoá chất, nhưng u vẫn tái phát rất nhanh, khoảng chỉ vài tháng sau phẫu thuật, và cũng chưa thể xác định được người bệnh nào thì tái phát nhanh người bệnh nào thì chậm hơn, nhưng sau khi tái phát bệnh tiến triển nhanh, tử vong nhanh. Người bệnh UNBTKĐ từ kết quả của chúng tôi có tỷ lệ sống sau phẫu thuật dưới 6 tháng là cao nhất chiếm 37,8%; 24,4% sống từ 6 tháng đến dưới 1 năm; 28,9% sống từ 12 tháng đến dưới 2 năm; chỉ có 8,9% sống từ 2 năm đến 3 năm, không có bệnh nhân nào sống được trên 3 năm sau phẫu thuật. Như vậy tỷ lệ tử vong trong năm đầu của UNBTKĐ sau phẫu thuật vẫn là cao nhất (khoảng 62,2%) (bảng 3.20), đánh giá thời gian sống sau phẫu thuật đến 28 tháng của bệnh nhân UNBTKĐ của Dương Đại Hà và Hà Kim Trung từ năm 2011 đến 2012: tỷ lệ tử vong sau phẫu thuật 6 tháng là 43,8% [27], cao hơn so với kết quả của chúng tôi 37,8%.
So với kết quả nghiên cứu của Hou với tỷ lệ 22% sống trên 2 năm, 10% sống được 5 năm sau phẫu thuật [100], thì người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm độ IV trong nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn, chỉ có khoảng 8,9% sống từ 2 năm đến 3 năm sau phẫu thuật (bảng 3.20). Lý giải về tỷ lệ sống sau 2 năm của người bệnh UNBTKĐ ở Việt Nam thấp hơn trên thế giới có thể do điều trị sau phẫu thuật ở Việt nam chưa đồng đều, việc kết hợp xạ trị hay hóa chất sau phẫu thuật chưa thực hiện được cho tất cả các bệnh nhân, vì giá thành điều trị còn cao, chưa áp dụng được cho người bệnh thuộc đối tượng người nghèo. 
4.3.4.2. Đặc điểm thời gian sống của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen có điều trị xạ trị, hóa chất
Việc quản lý và điều trị người mắc UNBTKĐ ở một số nước như Mỹ, hay Anh hoặc các nước Bắc Âu khá chặt chẽ, hoặc các nghiên cứu về bệnh và kết quả điều trị cũng được quan tâm, nhất là vấn đề lưu trữ mẫu rất thuận tiện cho nghiên cứu. Nhưng ở một số nước Châu Á, cụ thể ở Việt Nam vì chưa có kho lưu trữ tốt nên việc thu thập mẫu mô nghiên cứu gặp nhiều khó khăn, việc quản lý và điều trị bệnh chưa được đồng đều, và cũng chưa có nghiên cứu thống kê trên toàn quốc về căn bệnh này. Khó khăn gặp phải trong khi nghiên cứu của chúng tôi chính là việc lấy mẫu bệnh và mẫu chứng, mẫu bệnh được lấy từ khối u sau phẫu thật, phẫu thuật viên chỉ có thể cắt bỏ tối đa phần u mà không thể lấy sang các phần mô lành, vì ảnh hưởng đến vùng thần kinh chức năng của người bệnh, do đó chúng tôi không thể lấy được mẫu chứng mô lành của bệnh u nguyên bào thần kinh đệm, (nếu cố tình lấy mô não lành là vi phạm đạo đức nghiên cứu Y sinh). Ngoài ra chúng tôi cũng không được cung cấp mẫu chứng bệnh, khi so sánh chúng tôi so trên mẫu Gen - Banks, là mẫu gen chuẩn của người bình thường.
Quản lý và theo dõi điều trị của người bệnh sau phẫu thuật trong nghiên cứu chưa được đồng nhất, tuy nhiên chúng tôi khai thác thông tin (qua bệnh án lưu trữ tại bệnh viện và phỏng vấn người nhà, người thân của người bệnh theo mẫu phiếu nghiên cứu), kết quả có 45 người bệnh có đủ thông tin về thời gian sống sau điều trị, và các thông tin về điều trị xạ trị, hóa chất, do đó trong nghiên cứu về đặc điểm của người bệnh mang đột biến gen được điều trị xạ trị hoặc hóa chất, chúng tôi phân tích số mẫu với n = 45. Chúng tôi qui định, nếu người bệnh được điều trị thêm sau mổ là xạ trị, hoặc chỉ dùng hóa chất hoặc dùng cả xạ trị và hóa chất đều được coi là có điều trị, còn người bệnh không điều trị xạ trị hoặc không dùng hóa chất hoặc không dùng cả xạ trị và hóa chất đều được coi là không điều trị.
Khi tính riêng rẽ từng gen FGFR, EGFR hay chung cả 3 gen trong nghiên cứu của chúng tôi kết quả đều cho thấy: người phát hiện thấy đột biến gen có điều trị xạ trị, hoặc hóa chất có thời gian sống sau phẫu thuật dài hơn người thấy đột biến không được điều trị, không có trường hợp nào chết trước 6 tháng; nếu đột biến gen FGFR không được điều trị thì không có trường hợp nào sống được trên 12 tháng, có được điều trị thì 66,7% sống được từ 12 đến 24 tháng (bảng 3.25). Với gen EGFR (bảng 3.26), nếu đột biến không được điều trị có tới 66,7% chết trước 6 tháng sau phẫu thuật, người thấy đột biến được điều trị có 42,9% sống được trên 12 đến 24 tháng, so với 11,1% người không được điều trị sống được đến thời gian này (p = 0,015). 
Người bệnh phát hiện thấy đột biến của 1 trong 3 gen FGFR, hoặc gen EGFR, hoặc gen TP53 (bảng 3.27). 50% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 6 đến 12 tháng khác biệt so với 23,1% trường hợp người không được điều trị sống 6 đến 12 tháng (p = 0,001). So với kết quả nghiên cứu của tác giả Nguyễn Quang Hiển ghi nhận, thời gian sống 2 năm của u nguyên bào thần kinh đệm độ IV khoảng 10% sau khi đã phẫu thuật, kết hợp xạ trị và hóa chất [103], thì nghiên cứu của chúng tôi có kết quả là tương đương (9,5%), tuy nhiên kết quả của chúng tôi có 12,5% người phát hiện thấy đột biến gen sống được từ 24 đến 36 tháng, chứng tỏ người thấy đột biến gen có đáp ứng tốt với điều trị hơn so với người không thấy đột biến được điều trị (7,7%). Tuy nhiên kết quả nghiên cứu của chúng tôi chưa thấy có người bệnh nào sống được trên 3 năm sau phẫu thuật và điều trị bổ trợ, khác so nghiên cứu của Nguyễn Quang Hiển có 5,5% người UNBTKĐ độ IV sống 5 năm sau phẫu thuật và điều trị xạ trị, hoá chất. 
Tính chung thời gian sống từ khi phát hiện mắc bệnh đến khi ngừng theo dõi, của người UNBTKĐ thấy đột biến gen EGFR hay tổng thấy đột biến một trong 3 gen nghiên cứu được điều trị, dài hơn đáng kể so với người bệnh phát hiện đột biến mà không được điều trị (bảng 3.29, 3.30). Không có người bệnh nào có đột biến được điều trị mà chết trước 6 tháng, so với 45,45% người có đột biến không được điều trị chết trước 6 tháng, có ý nghĩa thống kê, (p = 0,02). 90% trường hợp người thấy đột biến không được điều trị sống dưới 12 tháng, trong khi đó 42,9% người thấy đột biến được điều trị sống kéo dài từ 12 đến 24 tháng, (p = 0,02). Người thấy đột biến được điều trị có 1 trường hợp sống kéo dài đến trên 36 tháng, người không được điều trị không có trường hợp nào. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng với kết quả nghiên cứu của Nicola Montano: người bệnh UNBTKĐ được điều trị phẫu thuật cắt bỏ khối u, sau đó xạ trị: liều 2 Gy/ 1 lần/ 1 ngày x 5 ngày/1 tuần, tổng liều 60 Gy, kết hợp TMZ bổ trợ sau phẫu thuật. Kết quả cho thấy những người bệnh UNBTKĐ có đột biến dạng EGFRvIII, tỷ lệ sống sót dài hơn 2,59 lần so với người không có đột biến dạng này với p = 0,0023 (OR = 2,59// 95% CI = 1,40 - 4,79) [64].
Ngoài ra nghiên cứu của Montano cũng đã ghi nhận, người UNBTKĐ có đột biến Methyl Guanine Methyl Transferase (MGMT) sau phẫu thuật, đáp ứng tốt với điều trị xạ trị và TMZ bổ trợ, và có thời gian sống kéo dài hơn so với người không có đột biến MGMT. Methyl Guanine Methyl Transferase là gen mã hóa cho enzym O6-methylguanine-DNA methyltransferase, đột biến vùng gen khởi động MGMT liên quan đến đáp ứng điều trị của hoá chất TMZ trong UNBTKĐ. Thời gian sống dường như bị hạn chế ở nhóm bệnh nhân bị methyl hóa và bất hoạt khởi động gen MGMT, nhưng lại có đáp ứng tốt với hoá chất điều trị TMZ [64]. Trong khuôn khổ nghiên cứu của đề tài, chúng tôi chưa thực hiện xác định đột biến của gen MGMT, cần có một nghiên cứu khác cho vấn đề này. 
Qua sự phân bố thời gian sống của người có đột biến gen được điều trị cho thấy tác động của điều trị bổ trợ sau phẫu thuật bằng xạ trị hay hóa chất hoặc cả hai đều rất đáng kể với người mắc UNBTKĐ, thời gian sống đã kéo dài hơn và tỷ lệ người sống ở khoảng thời gian này cũng cao hơn, tuy số người bệnh sống được trên 2 năm sau phẫu thuật vẫn còn rất hạn chế, nhưng thời gian sống sót tổng thể tính từ khi mắc bệnh đến khi chết của người UNBTKĐ cũng kéo dài hơn và tỷ lệ sống kéo dài hơn cũng khá cao. Không có người bệnh nào được điều trị xạ trị hoặc hóa chất chết trước 6 tháng sau phẫu thuật. Mặc dù kết quả điều trị và thời gian sống sau điều trị của người bệnh UNBTKĐ còn phụ thuộc vào nhiều yếu tố như vị trí khối u nông sâu, sức đề kháng bệnh theo lứa tuổi trẻ hay già… tuy nhiên bước đầu chúng tôi cũng sơ bộ đánh giá thời gian sống của người có đột biến gen được điều trị kéo dài hơn so với người có đột biến gen không được điều trị. 
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi khá tương đồng với một số nghiên cứu trên thế giới, chứng minh việc điều trị phẫu thuật hết hợp với xạ trị, hoặc hoá chất đã cải thiện thời gian sống thêm cho bệnh UNBTKĐ, khi chẩn đoán ban đầu là UNBTKĐ: điều trị tiêu chuẩn bao gồm phẫu thuật cắt bỏ tối đa, xạ trị, và hóa trị liệu kèm theo và bổ trợ với temozolomide đã có hiệu quả đáng kể với bệnh nhân UNBTKĐ [64],[66],[68]; Stupp và cộng sự đã báo cáo kết quả cuối cùng của thử nghiệm phase III ngẫu nhiên cho những bệnh nhân bị u nguyên bào thần kinh đệm đã được điều trị bằng temozolomide bổ sung và bức xạ với thời gian theo dõi trung bình hơn 5 năm, sự sống sót trong nhóm điều trị kết hợp (tức là temozolomide và xạ trị) tiếp tục vượt quá mức xạ trị một mình trong suốt 5 năm theo dõi (p <0,0001). Tiên lượng sự sống sót của những bệnh nhân được dùng Temozolomide bổ trợ với xạ trị cho u nguyên bào thần kinh đệm tốt hơn xạ trị đơn thuần trên tất cả các phân nhóm lâm sàng [104]. Kết quả của chúng tôi đã cho thấy bệnh nhân UNBTKĐ sau phẫu thuật có điều trị xạ trị và hoá chất có tỷ lệ sống sau 6 tháng cao hơn đáng kể so với không được điều trị: không có trường hợp nào (0%) so với 37,8% chết trước 6 tháng sau phẫu thuật (bảng 3.20).
Các đột biến gen EGFR trong bệnh UNBTKĐ ảnh hưởng lớn đến thời gian sống của người bệnh, tỉ lệ sống thấp hơn ở người UNBTKĐ có đột biến gen EGFR, sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê [65], tuy nhiên những người mắc UNBTKĐ mang đột biến gen, nếu được điều trị tích cực lại có kết quả rất đáng kể; nghiên cứu của Nicola Montano đã ghi nhận: bệnh nhân UNBTKĐ mang đột biến dạng EGFRvIII được phẫu thuật sau đó xạ trị kèm dùng thuốc Temozolomid (TMZ) bổ trợ đã có kết quả tỷ lệ sống sót dài hơn đáng kể so với người không mang đột biến này [64], nghiên cứu của chúng tôi phần nào chứng tỏ người mang đột biến gen trong UNBTKĐ có đáp ứng tốt với xạ trị và hóa chất điều trị, với kết quả người có đột biến gen được điều trị đã có thời gian sống kéo dài hơn so với người có đột biến gen mà không được điều trị, có ý nghĩa thống kê (bảng 3.30).
Tuy vậy, việc điều trị hiệu quả UNBTKĐ gặp khó khăn hơn điều trị các loại u ở các cơ quan khác do việc cung cấp thuốc vào các tế bào não bị hạn chế bởi các mối nối chặt chẽ nội mô tạo thành hàng rào máu não không thấm nước. Sự phát triển của các mô hình điều trị mới đã bị cản trở bởi sự hạn chế của hàng rào máu não đối với các phương pháp trị liệu. Với những tiến bộ gần đây trong việc định vị lập thể và hình ảnh không xâm lấn, một số nghiên cứu đã tìm cách điều chỉnh lại cấu trúc não để tăng cường khả năng thấm chính xác vào hàng rào bất khả xâm phạm này. Phạm vi rộng của các bức xạ tập trung mang đến khả năng vô tận để phá vỡ tính thấm nội mô với các kiểu và cường độ khác nhau theo tọa độ ba chiều mang đến một điều mới về khả năng tiếp cận với tế bào trong não, cũng như các liệu pháp nhắm vào mục tiêu. Nghiên cứu đã đề xuất đánh giá về tình trạng hiện tại trong phân phối thuốc được nhắm mục tiêu bằng cách sử dụng các phương pháp hướng dẫn bằng hình ảnh không xâm lấn. Cuối cùng, tập trung vào các chiến lược hiện đang được sử dụng trong các thử nghiệm lâm sàng như siêu âm tập trung nhắm mục tiêu và siêu âm tập trung hướng dẫn cộng hưởng từ, các phương pháp thử nghiệm như hạt nano được đốt nóng từ trường, điện trường và laser, các kỹ thuật này đã chứng minh kết quả đáng chú ý cả trong ống nghiệm và trên tế bào sống. Bên cạnh các ứng dụng điều trị, các nền tảng lập thể có thể rất có giá trị trong các ứng dụng lâm sàng cho các chiến lược can thiệp để cải thiện mục tiêu và hiệu quả của thuốc. Đây là nền tảng để hướng dẫn nghiên cứu trong tương lai trong lĩnh vực này [105].
Kết quả nghiên cứu đột biến trên gen TP53, EGFR, FGFR trên người bệnh UNBTKĐ của chúng tôi có thể giúp ích cho người bệnh trong việc áp dụng các phương pháp điều trị đã thành công trên thế giới vào điều trị cho người bệnh tại Việt Nam, giúp bác sỹ lâm sàng lựa chọn phương pháp điều trị phù hợp và tiên lượng cho người bệnh.
4.3.4.3. Đột biến gen kép giữa các gen nghiên cứu TP53 - EGFR - FGFR 
Ngoài việc xác định các đột biến sai nghĩa trong gen, nghiên cứu cũng xác định được một số người bệnh UNBTKĐ có bằng chứng của nhiều thay đổi gen. Trong một số trường hợp (GB24 và GB26 hay GB52 và GB53), nhiều đột biến đã xảy ra trong cùng một khối u không chỉ có đột biến 2 gen mà trong cùng một gen cũng có thể chứa nhiều đột biến.
Nghiên cứu của chúng tôi phát hiện được một số người bệnh mang đột biến kép, có 1/70 mẫu phát hiện thấy đột biến kép trên exon 2 và exon 7 (GB26), đều là đột biến điểm. Có 2 mẫu phát hiện thấy đột biến điểm kép (đều là đột biến điểm) trên cả hai gen FGFR và EGFR (GB52, GB53). Có 1 mẫu phát hiện thấy đột biến kép đôi trong đó mang 1 đột biến điểm và 1 đột biến xóa đoạn (GB49). Có 1 mẫu phát hiện thấy đột biến kép ba, trong đó một đột biến điểm trên exon 2, một đột biến điểm trên exon 7 và một đột biến xóa từ exon 4 đến exon 7 (GB24). Gen TP53 được cho là gen kiếm soát khối u, còn gen EGFR và gen FGFR là các gen sinh khối u, nhưng kết quả của chúng tôi chưa thấy có mối liên quan đột biến nào giữa các gen này với nhau, không có trường hợp nào có sự trùng lặp đột biến gen TP53 mà kèm đột biến ở gen EGFR hoặc gen FGFR. Mặc dù có 2 trường hợp có đột biến ở cả gen EGFR và gen FGFR (GB52, GB53). Đột biến kép có ảnh hưởng thế nào sự phát sinh, phát triển của khối u, hay có ảnh hưởng kết quả điều trị như thế nào, trên thế giới chưa có nghiên cứu đề cập đến, và số mẫu đột biến kép trong nghiên cứu của chúng tôi ít, nên chúng tôi chưa so sánh đặc điểm khác biệt của đột biến kép với đột biến đơn hay đột biến có cả trên 2 gen nghiên cứu của người mắc u nguyên bào thần kinh đệm. Tuy nhiên, trên thế giới có nghiên cứu kết luận các gen TP53 - EGFR gây UNBTKĐ là độc lập nhau [52].
Tại Việt Nam, Temozolomid đang được áp dụng điều trị cho người bệnh UNBTKĐ, nhưng chưa có thống kê nào trên số lượng lớn đánh giá được kết quả điều trị, chưa có nghiên cứu đánh giá về người có đột biến và không có đột biến thì có thời gian sống hay chất lượng sống tốt hơn. Và đây cũng là một hướng cho các nghiên cứu tiếp theo. Nghiên cứu của chúng tôi thực hiện trên các mẫu mô sau phẫu thuật tại bệnh viện Việt Đức, người bệnh tập trung tại các tỉnh phía Bắc của Việt Nam, cũng không phải tất cả người mắc UNBTK đệm được khám và chữa bệnh hoặc được quản lý tại bệnh viện Việt Đức, do đó loại hình tổn thương đột biến có thể chưa mang tính đại diện cho người Việt Nam, nếu có thể nên mở rộng địa dư nghiên cứu tại Miền Trung, Miền Nam Việt Nam.
Tóm lại, bệnh u nguyên bào thần kinh đệm vẫn đang là mối quan tâm hàng đầu trong chuyên ngành phẫu thuật thần kinh, và chuyên ngành ung thư, về bệnh nguyên, bệnh sinh và điều trị… vì tính chất ác tính, sự phức tạp của bệnh và các phương pháp điều trị hiện nay mặc dù có cải thiện song vẫn chưa mang lại hiệu quả nhiều cho người bệnh. Do đó các nhà khoa học đã và vẫn đang tập trung nghiên cứu về căn bệnh này, tìm mọi cách để kéo dài thời gian sống cho bệnh nhân, trong đó tập trung nhiều nhất về lĩnh vực sinh học phân tử [36],[106]. 
Các kỹ thuật sinh học phân tử ngày càng mang lại những lợi ích to lớn trong việc phát hiện những bất thường trong gen tế bào, nó đã giúp ích không nhỏ cho việc chẩn đoán bệnh, tiên lượng, theo dõi và điều trị bệnh hiệu quả hơn, nhất là trong bệnh ung thư, việc điều trị tận gốc gặp rất nhiều khó khăn, mục đích trong điều trị ung thư là tiêu diệt hết được các tế bào ung thư, nhưng các phương pháp điều trị hiện nay như xạ trị hay hóa trị đều gây tổn thương cho các tế bào lành, và không diệt được hết tế bào ung thư. Mong muốn của ngành Y và các bác sỹ lâm sàng là làm sao để nhắm được trúng đích điều trị, bước đầu điều trị đích ít nhiều đã thành công trong điều trị một số loại ung thư, như điều trị đích trong ung thư phổi, ung thư đại tràng, ung thư vú… do vậy các kỹ thuật phân tử là cơ sở để tìm ra các phương pháp điều trị đích đang hướng tới trong điều trị ung thư ngày nay, trong đó có bệnh u nguyên bào thần kinh đệm.
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Nghiên cứu tiến hành trên 70 người bệnh u nguyên bào thần kinh đệm sau phẫu thuật tại bệnh viện Việt Đức, sử dụng phương pháp giải trình tự gen xác định đột biến điểm và phương pháp nhân bản gen bằng đầu dò đa mồi xác định đột biến xoá đoạn gen ở các mẫu mô sau phẫu thuật của người mắc UNBTKĐ, nghiên cứu đã xác định tình trạng đột biến gen TP53, EGFR, FGFR ở 70 bệnh nhân, từ kết quả thu được chúng tôi có một số kết luận:
1. Đột biến gen TP53, EGFR, FGFR ở người mắc u nguyên bào thần kinh đệm 
	Tính trên tổng số 70 bệnh nhân, nghiên cứu của chúng tôi đã phát hiện được so với các nghiên cứu đã công bố trên thế giới:
	+ Đột biến ở exon 8 gen TP53 thấp hơn (2,9%); với kiểu đột biến p.R282W giống đã công bố, kiểu đột biến p.R306X là phát hiện mới.
	+ Đột biến ở exon 2 đến exon 7 của gen EGFR thấp hơn (38,6%): đột biến điểm chiếm 32,9%; đột biến xoá đoạn gen chiếm 8,6%. Kiểu đột biến p.A289T giống các công bố, còn lại là các kiểu đột biến p.G42D, p.L62I, p.G87D, p.K129N, p.D262D, p.P272S, p.T274M, p.K284N, p.K293X là những phát hiện mới. 
	+ Đột biến ở exon 12 và exon 13 gen FGFR thấp hơn (7,1%); kiểu đột biến p.N546K, p.R576W giống với các công bố, kiểu p.A575V là phát hiện mới.
2. Đặc điểm của người bệnh phát hiện thấy đột biến gen
	+ Tính trên tổng số mẫu 70 bệnh nhân: phát hiện 91,4% là UNBTKĐ nguyên phát; 8,6% u thứ phát ; Giới nam đột biến gen EGFR nhiều hơn giới nữ (p = 0,02), giới nữ đột biến gen FGFR nhiều hơn nam (p = 0,05), đột biến exon 8 gen TP53 cả 2 trường hợp đều là nữ.
[bookmark: _GoBack]	+ Tính trên tổng số 45 bệnh nhân có đủ các thông tin về thời gian sống chết và điều trị: Thời gian trung bình từ khi phát hiện mắc bệnh đến khi phẫu thuật của thể bệnh nguyên phát ngắn hơn so với thể bệnh thứ phát (3,0 ± 3,8 tháng so với 13,2 ± 14,1 tháng, p = 0,000). Thời gian sống trung bình từ khi phát hiện bệnh đến khi chết của thể bệnh thứ phát dài hơn so với thể bệnh nguyên phát (là 26,5 ± 11,5 tháng so với 12,6 ± 8,6 tháng, p = 0,001). Có 16,7% thể thứ phát chết trước 6 tháng sau phẫu thuật ít hơn đáng kể so với 41% thể nguyên phát; 66,6% thể thứ phát sống được từ 12 đến 24 tháng sau phẫu thuật nhiều hơn rõ rệt so với 23,1% của thể nguyên phát, (p = 0,016). 
Người bệnh phát hiện mang đột biến của 1 trong 3 gen FGFR, hoặc gen EGFR, hoặc gen TP53 sau phẫu thuật được điều trị xạ trị hoặc hoá chất hoặc cả hai, có thời gian sống dài hơn người bệnh mang đột biến không được điều trị, (p = 0,001). Phân bố thời gian sống của người UNBTKĐ phát hiện thấy đột biến được điều trị so với thấy đột biến không được điều trị: 
+ Chết trước 6 tháng                     : 0% so với 69,2%;  (p = 0,001).
+ Sống kéo dài từ 6 đến 12 tháng : 50% so với 23,1%; (p = 0,001).
+ Sống được từ 12 đến 24 tháng   : 37,5% so với 0%; (p = 0,001).
- Chưa tìm thấy mối liên quan giữa các gen đột biến ở người UNBTKĐ. 
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Nghiên cứu tiến cứu dọc các bệnh nhân UNBTK từ khi bắt đầu vào viện, phẫu thuật, xác định đột biến gen, điều trị sau phẫu thuật, tư vấn điều trị, đánh giá hiệu quả điều trị của từng phương pháp: xạ trị, hoá trị bằng Telomozid trên toàn quốc với số lượng mẫu lớn hơn.
Lập kế hoạch quản lý bệnh nhân UNBTKĐ trên các bệnh viện có điều trị nội khoa, ngoại khoa thần kinh trên toàn quốc, để hệ thống bệnh và báo cáo khoa học.
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PHỤ LỤC 1
QUY TRÌNH TÁCH CHIẾT DNA

1.1. Quy trình tách DNA từ mẫu mô paraffin:
- Cạo phần ung thư đã được khoanh vùng từ mô đúc paraffin, (khoảng 20mg mô) 
- Thêm 1ml Toluen, Vortex, Li tâm 15000 vòng/3-5 phút, loại bỏ dịch nổi
- Thêm 1ml Ethanol 100%, Vortex, Li tâm 15000 vòng/ 3-5 phút
- Loại bỏ dịch nổi. Để khô cặn 56 độ C
- Thêm 650 µl Lysis buffer HD + 5µl Protein K
- Ủ 56 độ C qua đêm
- Thêm 500 l PCI (25:24:1).
- Vortex, ly tâm 15000 vòng/20 phút/4oC, sau đó thu lớp trên trong suốt.
- Thêm 500 l CI (24:1).
- Vortex, ly tâm 15000 vòng/10 phút/4oC, sau đó thu lớp trên trong suốt.
- Thêm: 1000 l ethanol 100% và 40 l CH3COONa 3M, sau đó lắc đều và để ở -20oC trong 2 giờ.
- Ly tâm 15000 vòng/20 phút/4oC và thu tủa.
- Thêm 1ml cồn 70%, ly tâm 15000 vòng/20 phút/4oC.
- Thu tủa DNA và để khô, hòa tan trong 60 l TE.
1.2. Đo mật độ quang học DNA sau tách chiết trên máy Nanodrop.
 - Trừ trắng bằng dung dịch pha DNA (TE hoặc nước cất): hút 1,5 µl TE nhỏ vào điểm đo mật độ quang, nhấn nút đo.
- Hút 1,5 µl DNA tổng số tách được nhỏ vào điểm đo trên máy, nhấn nút đo. 

[bookmark: _Toc516132807][bookmark: _Toc483650790][bookmark: _Toc483651390]

PHỤ LỤC 2
QUY TRÌNH KỸ THUẬT PCR
[bookmark: _Toc516132808]
2.1. Các bước của quy trình
- Chuẩn bị đầy đủ dụng cụ, hóa chất, mồi và mẫu DNA.
- Thành phần của mỗi ống chạy PCR bao gồm:
+ Nước cất: 3µl
+ Taq polymerase: 5 µl
+ Mồi xuôi: 0,5 µl
+ Mồi ngược: 0,5 µl
+ DNA: 1 µl
Tổng mỗi ống là 10 µl
- Trộn đều các thành phần, đưa vào máy chạy PCR
- Chu trình nhiệt PCR:
+ Biến tính: 		940C trong 5 phút
+ Biến tính: 		950C trong 30 giây x 35 chu kỳ

+ Gắn mồi:		570C trong 30 giây
+ Kéo dài:		720C trong 5 phút.
+ Kéo dài:		720C trong 5 phút
- Lấy kết quả sản phẩm DNA sau chạy PCR để kiểm tra kết quả.
2.2. Kiểm tra kết quả PCR.
 Điện di DNA kiểm tra kết quả PCR.
+ Tra mẫu và marker vào giếng:
- Tra 3 µl marker loại 100 bp vào 1 giếng.
- Với các giếng còn lại, mỗi giếng tra 3 µl sản phẩm DNA tương ứng.
+ Chạy điện di:
 - Cài đặt máy và tiến hành điện di với hiệu điện thế 120 V trong 30 phút.
+ Nhuộm bản gel:
- Ngâm bản gel trong dung dịch ethidium bromide 1 µg/ml trong 5'.
- Sau đó rửa bản gel 2 lần để loại bỏ phần ethidium bromide dư và tiến hành chụp ảnh.
+ Quan sát và chụp ảnh:
- Cho bản gel vào máy chụp ảnh tử ngoại tự động, quan sát các băng sáng của DNA xuất hiện trên bản gel và chụp hình lưu trữ kết quả.
[bookmark: _Toc483650791][bookmark: _Toc483651391]
[bookmark: _Toc516132809]

PHỤ LỤC 3
QUY TRÌNH GIẢI TRÌNH TỰ GEN

- Tinh sạch mẫu:
+ Thêm 60µL cồn 100% + 5µL EDTA vào mẫu cần tinh sạch.
+ Lắc mạnh, để trong phòng tối 15 phút, nhiệt độ phòng.
+ Lấy ra ly tâm 15.000 vòng/phút trong 20 phút.
+ Loại bỏ dịch nổi.
+ Thêm 200µL cồn 70%, ly tâm 15.000 vòng/phút trong 10 phút.
+ Loại bỏ dịch nổi, để khô.
+ Thêm 20µL Hi-di, ủ ở 95°C trong 5 phút.
+ Cho vào tủ lạnh khoảng 5 phút.
+ Lấy mẫu DNA đã tinh sạch sử dụng làm khuôn cho giải trình tự gen.
- Pha mẫu giải trình tự:
[bookmark: _Toc452300666][bookmark: _Toc516132978][bookmark: _Toc1477247][bookmark: _Toc3884588][bookmark: _Toc15294978][bookmark: _Toc25060685][bookmark: _Toc26548208] Thành phần mẫu giải trình tự
	Thành phần
	Thể tích (µL)

	H2O
	6,5

	Buffer Big dye 5X
	1,5

	Big dye Terminator v3.1
	1

	Mồi F hoặc R (10pmol/µL)
	0,5

	DNA (đã tinh sạch)
	0,5

	Tổng thể tích
	10 µL



- Chu trình nhiệt:
96°C: 2 phút
96°C: 10 giâyx 25 chu kỳ

57°C: 5 giây
60°C: 4 phút
Bảo quản ở 15°C
- Đọc kết quả giải trình tự và lưu trên máy.
PHỤ LỤC 4
QUY TRÌNH KỸ THUẬT NHÂN BẢN DNA DÒ (MLPA)
(Sử dụng hóa chất kit SALSA MLPA P105-D2, hãng MRC- Hà Lan)

· Bước 1: Biến tính DNA
Cho 5µl dung dịch DNA cần phân tích vào ống PCR 0,2ml. 
Biến tính ở 980C/5 phút, 
Giữ ở 250C.
· Bước 2: Gắn dầu dò vào gen đích
+ Chuẩn bị hỗn hợp phản ứng:
	Thành phần
	Thể tích (µl)

	Đệm SALSA MLPA 
	1,5

	Hỗn hợp mồi P105
	1,5

	Tổng
	3


+ Cho 3 µl hỗn hợp đã chuẩn bị ở trên vào mẫu DNA đã biến tính, nâng nhiệt độ 950C/1 phút để biến tính đầu dò, ủ ở 600C qua đêm (16h) để các đầu dò gắn đặc hiệu với đoạn gen đích.
· Bước 3: Nối hai đầu dò
+ Chuẩn bị hỗn hợp phản ứng:
	Thành phần
	Thể tích (µl)

	Dung dịch đệm A 
	3

	Dung dịch đệm B
	3

	Nước cất
	25

	Dung dịch gắn 65
	1

	Tổng
	32


+ Cho 32 µl dung dịch đã chuẩn bị ở trên vào hỗn hợp lai đã ủ qua đêm, tiếp tục chạy chu trình nhiệt: 540C/15 phút - 980C/5 phút - 40C
(sản phẩm lai có thể giữ được 1 tuần/ 40C hoặc lâu hơn ở -200C).
· Bước 4: Nhân bản sản phẩm lai (PCR)
+ Chuẩn bị hỗn hợp phản ứng:
	Thành phần
	Thể tích (µl)

	Mồi có gắn huỳnh quang
	2

	Dung dịch đệm Enzyme 
	2

	Nước cất
	5,5

	DNA polymerase
	0,5

	Tổng
	10 µl



  Cho 10 µl dung dịch đã chuẩn bị ở trên vào hỗn hợp đang ở trong máy và tiếp tục chạy chu trình nhiệt:
+ 95oC : 30 giây
+ 60oC : 30 giây            x 30 chu kỳ
+ 72oC : 60 giây   
+ 72oC : 20 phút
+ 72oC : 5 phút 
+ Giữ ở 4oC
- Điện di mao quản trên hệ thống phân tích đoạn trên máy Beckman Coulter GeXP
+ Tra mẫu và marker vào giếng:
Tra 3 µl marker (mẫu đã kiểm tra chuẩn hóa các điều kiện) vào 1 giếng.
Với các giếng còn lại, mỗi giếng tra 3 µl sản phẩm DNA tương ứng.
+ Chạy điện di:
 Cài đặt máy và tiến hành điện di.
- Phân tích kết quả bằng công cụ Coffalyser chuyên biệt (được cung cấp bởi hãng MCR - Hà lan). 

PHỤ LỤC 5
BỆNH ÁN NGHIÊN CỨU

1. Hành chính
Họ và tên ……………………………………………………………….….………
Tuổi ………………………………………………Giới (nam/nữ)……………….. 
Khoa/phòng……………………………………………………………….………..
Điện thoại liên hệ…………………………………………………………………..
2. Mã vào viện…………………………………………..………………………….
3. Tiền sử bệnh tật………………………………………………………………….
Mổ u não: rồi/chưa; đã mổ với chẩn đoán: ………………….……; độ I /II /III /IV
Ngày năm mổ…………………
Điều trị sau mổ: + xạ trị: không/có - mấy đợt ………………………………………
     + hóa chất: không/có (tên hoá chất):………………..mấy đợt …....
Kết quả chụp lại phim sau mổ: không/ có …………………………….…………….
Phát hiện tái phát: ngày tháng năm…………………………………….…………….
4. Thời gian xuất hiện bệnh đến lúc vào viện………………………………………..
5. Chẩn đoán bệnh …………………………………………………………………...
6. Ngày tháng năm mổ…………………………………………………………….....
7. Mã giải phẫu bệnh…………………………………………………………………
8. Kết quả giải phẫu bệnh……………………………………………….……………
9. Kích thước khối u…………………………………………………….……………
10. Thời gian sống sau mổ………………………………………………..………….
11. Điều trị sau mổ: + xạ trị: không/có - mấy đợt ……………………….…………..
      + hóa chất: không/có (tên hoá chất)…………… mấy đợt …….
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