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LỜI CAM ĐOAN

Tôi Nguyễn Thị Lan Anh, nghiên cứu sinh Học viện Quân Y, chuyên ngành Nội hô hấp, xin cam đoan:

1. Đây luận án do tôi trực tiếp thực hiện dưới sự hướng dẫn của GS.TS Đồng Khắc Hưng và GS.TS Mai Trọng Khoa.
2. Công trình nghiên cứu này không trùng lặp với bất nghiên cứu nào khác đã được công bố tại Việt Nam.

3. Tôi xin cam đoan các số liệu được sử dụng trong luận án này là trung thực và khách quan, đã được xác nhận và chấp thuận của cơ sở nơi nghiên cứu.
Tôi hoàn toàn chịu trách nhiệm trước pháp luật về những cam kết này.
Hà Nội, ngày 28 tháng 3 năm 2017

Tác giả luận án

Nguyễn Thị Lan Anh

LỜI CẢM ƠN
Tôi xin trân trọng cảm ơn Ban Giám đốc, Phòng sau đại học – Học viện Quân y, Ban Giám đốc – Bệnh viện Bạch Mai đã cho phép và tạo mọi điều kiện thuận lợi cho tôi trong suốt quá trình học tập, nghiên cứu và hoàn thành luận án.

Tôi xin tỏ lòng kính trọng và biết ơn sâu sắc tới GS.TS. Đồng Khắc Hưng, GS.TS. Mai Trọng Khoa, thầy đã tận tình hướng dẫn, tạo mọi điều kiện tốt nhất cho tôi trong suốt quá trình học tập, nghiên cứu và hoàn thiện luận án.
Tôi cũng xin được bày tỏ lời cảm ơn chân thành tới:

· PGS.TS. Nguyễn Huy Lực, PGS.TS. Tạ Bá Thắng, PGS.TS. Mai Xuân Khẩn cùng các thầy cô Bộ môn Nội Hô hấp- Học viện Quân Y đã giúp đỡ, chỉ bảo và tạo mọi điều kiện thuận lợi để tôi học tập và hoàn thành luận án.
· Ban Giám đốc, tập thể bác sĩ, điều dưỡng, Trung tâm Y học Hạt nhân và ung bướu – Bệnh viện Bạch Mai, Đơn vị Gen trị liệu – Bệnh viện Bạch Mai đã hết sức tạo điều kiện thuận lợi để tôi thực hiện luận án.

· PGS.TS. Nguyễn Văn Hưng cùng tập thể cán bộ nhân viên, Trung tâm Giải phẫu bệnh – Bệnh viện Bạch Mai, đã giúp đỡ tạo mọi điều kiện cho tôi thực hiện luận án. 
· Ban lãnh đạo cùng tập thể cán bộ, nhân viên phòng Kế hoạch tổng hợp, bệnh viện Bạch Mai đã giúp đỡ tôi trong suốt thời gian học tập, nghiên cứu. 

Tôi xin trân trọng  cảm ơn các GS, PGS, TS trong hội đồng chấm luận án đã cho tôi những đóng góp quý báu để hoàn chỉnh luận án.
Tôi xin trân trọng cảm ơn các thầy, cô trong và ngoài cơ sở đào tạo đã đóng góp những ý kiến quý báu cho luận án.

Tôi xin chân thành cảm ơn gia đình, anh em, bạn bè, các đồng nghiệp của tôi đã động viên, giúp đỡ tôi trong suốt quá trình học tập, hoàn thành luận án tốt nghiệp.
Tôi xin trân trọng cảm ơn và kính chúc các Thầy Cô trong Hội đồng, các thủ trưởng, quý vị đại biểu, cùng toàn thể các bạn bè đồng nghiệp sức khỏe, hạnh phúc và thành đạt !







Hà Nội, 4 tháng 8 năm 2017

Tác giả luận án

Nguyễn Thị Lan Anh

MỤC LỤC
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	Phần viết tắt
	Phần viết đầy đủ

	AKT
	: Akt murine Thymoma Viral oncogene homolog

	ATS
	: American Thoracic Society (Hội lồng ngực Hoa Kỳ)

	AJCC
	: American Joint Committee On Cancer (Ủy ban hợp tác của Hoa Kỳ về Ung thư)

	BN
	: Bệnh nhân

	CLVT
	: Chụp cắt lớp vi tính 

	DNA
	: Deoxyribonucleic acid 

	EGFR
	: Epidermal Growth Factor Receptor (Thụ thể yếu tố phát      triển biểu bì)

	EML4
	: Echinoderm Microtubule-Associated Protein-Like 4

	FGFR1
	: Fibroblast Growth Factor-1(Thụ thể yếu tố phát triển nguyên bào sợi 1)

	IASLC
	: International Association for the Study of Lung Cancer (Hiệp hội quốc tế nghiên cứu về ung thư phổi)

	LPĐTĐ
	: Liệu pháp điều trị đích

	MBH
	: Mô bệnh học

	mRNA
	: Messenger Ribonucleic Acid (ARN thông tin)

	NST
	: Nhiễm sắc thể

	PCR
	: Polymerase Chain Reaction (Phản ứng khuếch đại chuỗi)

	PI3K
	: Phosphatidylinositol-3-kinases

	PTEN
	: Phosphatase and tensin homolog

	TCYTTG
	: Tổ chức Y tế Thế giới 

	TKI
	: Tyrosine Kinase Inhibitor (Chất ức chế Tyrosine Kinase)

	TMN
	: T: tumor; M: metastasis; N - lymph node

	UICC
	: Union for International Cancer Control (Liên hiệp kiểm soát ung thư quốc tế)
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ĐẶT VẤN ĐỀ


 Ung thư phổi (UTP) đang trở thành mối lo ngại đe dọa sức khỏe nhân loại trên toàn cầu. Theo thống kê của Hiệp hội nghiên cứu ung thư quốc tế (IARC) năm 2012, trên thế giới có khoảng 1,8 triệu người mới mắc với 1,59 triệu người tử vong. Tại Việt Nam (2012) có số người mắc và tử vong là 21,87 nghìn người và 19,56 nghìn người 105[]
.
 Ung thư phổi có tiên lượng xấu, tỷ lệ sống thêm 5 năm sau chẩn đoán chỉ khoảng 15%. Sàng lọc và phát hiện sớm cho đến nay vẫn chỉ đem lại hiệu quả rất thấp ngay cả khi khối u được phát hiện sớm 23[]
.
Ung thư phổi, hiện nay được chia 2 loại chính: Ung thư phổi tế bào nhỏ (TBN) chiếm 20 - 25%, là loại ác tính nhất, điều trị kém hiệu quả, tuy có đáp ứng tốt với hóa – xạ trị. Ung thư phổi không tế bào nhỏ (KTBN) là loại thường gặp hơn, chiếm tỷ lệ 85%, với 4 nhóm chính: ung thư biểu mô tuyến, tế bào vảy, tế bào lớn và ung thư hỗn hợp tuyến – vảy. Ung thư biểu mô tuyến là loại thường gặp (55,4 - 76,6%), đang có xu hướng gia tăng đặc biệt ở nữ giới và người không hút thuốc 1[]
, 12[]
, 20[]
. Việc chẩn đoán sớm bệnh UTP và điều trị đúng, đóng vai trò quan trọng nhằm kéo dài thời gian sống cho bệnh nhân (BN). Ung thư phổi không tế bào nhỏ, có thể áp dụng được tất cả các phương pháp điều trị. Tuy vậy việc phẫu thuật chỉ được áp dụng rất ít với UTP giai đoạn sớm, có tới trên 80% UTP KTBN được chẩn đoán ở giai đoạn muộn [12],[20], [21], như vậy chỉ còn có thể dùng hóa trị và xạ trị.
Phương pháp điều trị đích, hiện nay đang có tính thời sự, với việc sử dụng một số thuốc có tác động trực tiếp lên các thụ thể nhằm ức chế sự phát triển của tế bào ung thư. Thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì (epidermal growth factor receptor: EGFR) còn được gọi là HER1 (erbB-1) là thụ thể bề mặt tế bào. EGFR tồn tại như một chuỗi đơn (monomer) trên bề mặt tế bào có chức năng hoạt hóa tyrosin kinase (TK).Trong khi sự hoạt hóa TK của EGFR được kiểm soát chặt chẽ ở các tế bào bình thường thì gen mã hóa các thụ thể này đã bị khóa trong tế bào ác tính thông qua sự khuếch đại, sự bộc lộ quá mức hoặc do đột biến. Tuy nhiên, không phải tất cả các BN ung thư phổi đều đáp ứng tốt với các thuốc điều trị đích, hiệu quả của thuốc phụ thuộc vào tình trạng các gen nằm trong con đường tín hiệu EGFR của tế bào 17[]
.
Nhiều nghiên cứu đã chứng minh có mối liên quan chặt chẽ giữa đột biến gen EGFR với mức độ đáp ứng của các thuốc ức chế tyrosine kinase ở EGFR của khối u. Các đột biến gen EGFR làm tăng ái lực của thuốc với EGFR của khối u, do đó những BN có đột biến gen EGFR thường đáp ứng tốt với các thuốc này. Khoảng 40% BN ung thư phổi không tế bào nhỏ có đột biến gen EGFR. Gần đây, các nghiên cứu tập trung nhiều vào đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến, vì đây là đột biến phổ biến (khoảng 30 đến 64%) và là yếu tố dự đoán tính đáp ứng với các thuốc ức chế tyrosine kinase 89
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. Các nghiên cứu đều chỉ ra rằng có rất nhiều yếu tố liên quan đến đột biến gen EGFR trong ung thư phổi biểu mô tuyến như: tuổi, giới, tình trạng hút thuốc... Tuy nhiên, sự liên quan giữa đột biến gen EGFR với một số đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng vẫn còn chưa được xác định rõ. 

Để giúp cho các bác sỹ lâm sàng lựa chọn phác đồ điều trị phù hợp và hiệu quả, cũng như góp phần tiên lượng bệnh nhân được tốt hơn, chúng tôi nghiên cứu đề tài “Nghiên cứu đặc điểm đột biến gen EGFR và mối liên quan với lâm sàng, cận lâm sàng ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến” nhằm mục tiêu sau: 
1. 

Xác định một số đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng thuốc điều trị đích ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến.

2. 

Xác định mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến.
Chương 1 
TỔNG QUAN TÀI LIỆU

1.1. Đặc điểm dịch tễ, yếu tố nguy cơ và cơ chế gây ung thư phổi
1.1.1. Đặc điểm dịch tễ ung thư phổi nguyên phát
Ung thư phổi nguyên phát hoặc ung thư phế quản là loại ung thư phổ biến nhất và là nguyên nhân gây tử vong hàng đầu trong các bệnh ung thư ở người lớn trên toàn thế giới. Theo Tổ chức Y tế thế giới (2012), ung thư phổi rất phổ biến trên thế giới: có khoảng 1,8 triệu người mắc mới, chiếm 12,9% tương ứng, xếp hàng thứ nhất về tỷ lệ mới mắc trong số các bệnh ung thư. Tại Việt Nam, số liệu này là trên 21000, chiếm 17,5%, đứng hàng thứ 2 sau ung thư gan ở cả hai giới. Tỷ lệ mới mắc chuẩn theo tuổi ở nam là 41,1/100 nghìn dân và ở nữ là 12,2/100 nghìn dân. 

Ung thư phổi cũng là ung thư có tỷ lệ tử vong cao. Theo thống kê của Tổ chức Y tế thế giới (2012) thì số trường hợp tử vong do ung thư phổi là 1,59 triệu, chiếm 19,4% tổng số trường hợp tử vong do ung thư và dẫn đầu về nguyên nhân tử vong, trong đó nam giới là 30,0/100 nghìn dân (đứng thứ 1), nữ giới là 11,1/100 nghìn dân (đứng thứ 2 sau ung thư vú). Ở Việt Nam năm 2002, tỷ lệ tử vong ở nam giới là 27,4/100 nghìn dân, ở nữ giới là 6,7/100 nghìn dân. Năm 2012, có trên 19 nghìn trường hợp tử vong do ung thư phổi, chiếm 20,6% tổng số trường hợp tử vong do ung thư (đứng hàng thứ 2 sau ung thư gan). Tỷ lệ tử vong ở nam giới là 37,2/100 nghìn dân, ở nữ giới là 10,9/100 nghìn dân 105[]
. 
1.1.2. Tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến
Hiện nay, ung thư biểu mô tuyến chiếm vị trí hàng đầu trong các typ ung thư phổi. Nghiên cứu của Montezuma D. (2013) 
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 trên 325 BN ung thư phổi nguyên phát cho tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến là 44,7%. Người ta cũng nhận thấy có sự chuyển đổi về tần suất các typ mô học của ung thư phổi. Những năm đầu thế kỷ 20, typ ung thư phổi biểu mô vảy chiếm > 50%, ung thư phổi biểu mô tuyến khoảng 30%, còn lại là các typ khác. Đến đầu thế kỷ 21, tỷ lệ typ ung thư phổi biểu mô vảy và ung thư phổi biểu mô tuyến gần tương đương nhau (khoảng 40%) và đến thời điểm hiện tại, tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến chiếm khoảng 50% tổng số các trường hợp ung thư phổi.
Tại Việt Nam, ung thư phổi biểu mô tuyến đang có xu hướng gia tăng trong những năm gần đây. Nghiên cứu của Lê Tuấn Anh (2012) 1[]
 trên 60 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ cho thấy tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến nhiều nhất là 55,4%. Theo Phạm Văn Thái (2015) 20[]
, nghiên cứu trên 81 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ cho thấy tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến là 76,6%. Nghiên cứu của Lê Hoàn (2010) và Nguyễn Minh Hải (2010) thì tỷ lệ lần lượt là 65,2% và 53,0% 11[]
, 12[]
.

1.1.3. Yếu tố nguy cơ và cơ chế bệnh sinh ung thư phổi 
1.1.3.1. Các yếu tố nguy cơ
Ung thư phổi biểu mô tuyến giống như các loại UTP khác, đã từ lâu được xem như bệnh có mối liên quan mật thiết với các tác nhân môi trường. Các nghiên cứu về UTP đã chỉ ra các yếu tố nguy cơ như sau:
Nghiện thuốc lá, thuốc lào: Khói thuốc lá chứa hơn 4.000 loại hóa chất, 200 loại có hại cho sức khỏe, khoảng 60 chất gây ung thư. Trong số đó có hợp chất thơm có vòng đóng như: benzo - A - pyrine gây kích hoạt một số con đường dẫn truyền tín hiệu nội bào làm tăng tần suất đột biến ở gen TP53 và một số gen ức chế khối u khác. Hút thuốc lá làm tăng nguy cơ ung thư của các loại tế bào theo những tỷ lệ khác nhau, ung thư tế bào vảy và tế bào nhỏ tăng gấp 5 - 20 lần, dạng tuyến và tế bào lớn tăng gấp 2 - 5 lần 3[]
.
Các yếu tố khác: Tiếp xúc với các chất phóng xạ ion hóa, các kim loại (arsenic, chrom, nikel...), amiang, sillic, radon... trong môi trường với thời gian dài có thể gây ung thư phổi và màng phổi 19[]
.
1.1.3.2. Cơ chế bệnh sinh 
Ung thư phổi phát triển qua quá trình nhiều bước từ tế bào biểu mô phế quản bình thường dẫn đến loạn sản, rồi đến ung thư biểu mô tại chỗ, cuối cùng thành ung thư xâm nhập. Ở mức độ tế bào và phân tử cho thấy các tế bào ung thư có nhiều sự thay đổi cả về số lượng và cấu trúc nhiễm sắc thể không hồi phục là những chỉ điểm quan trọng của sự xuất hiện ung thư phổi. Một trong những thay đổi sớm nhất được xác định trong UTP là mất alen ở nhánh ngắn NST số 3. Cùng với bất thường NST là các bất thường về gen. Trong ung thư phổi các bất thường về gen thường gặp là: khuếch đại, hoạt hóa gen ung thư (khuếch đại gen MYC, hoạt hóa gen RAS) và các đột biến dẫn đến bất hoạt và mất gen kháng u. Các bất thường này gây kích thích ung thư phổi phát triển và trốn thoát sự kiểm soát chết tế bào theo chương trình 3[]
, 5[]
, 24[]
. 
Trong những năm gần đây, nhờ kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại hầu hết các biến đổi về gen đã được phát hiện, đó là sự biểu hiện quá mức các gen sinh khối u và đột biến bất hoạt của các gen ức chế khối u trong cơ chế bệnh sinh ung thư phổi không tế bào nhỏ.


Bất thường di truyền học trong UTP, quan trọng đầu tiên được kể đến là họ gen sinh khối u RAS (H - ras, K - ras, N - ras). Các gen này mã hóa cho một loại protein nằm ở mặt trong của màng TB, có hoạt tính GTPase tham gia con đường dẫn truyền tín hiệu nội bào. Những nghiên cứu cho thấy sự kích hoạt gen RAS sẽ thúc đẩy tiến triển của khối u phổi, đặc biệt ở phân nhóm ung thư phổi biểu mô tuyến trên BN hút thuốc lá 2[]
, 24[]
. 
Đột biến TP53, một gen ức chế khối u ở người, biểu lộ quá mức trong khoảng 50% ung thư phổi bằng phương pháp hóa mô miễn dịch và thường thấy trong ung thư phổi tế bào vảy và ung thư phổi tế bào nhỏ. Các đột biến KRAS và TP53 gặp phổ biến ở những người ung thư phổi có hút thuốc cùng với những thay đổi về con đường tín hiệu kích thích tăng trưởng 2[]
, 52[]
. 
Biến đổi di truyền quan trọng khác trong bệnh ung thư phổi là đột biến gen EGFR, gây rối loạn trong con đường dẫn truyền tín hiệu thông qua thụ thể yếu tố phát triển biểu mô EGFR. Trong tế bào ung thư, hoạt tính tyrosine kinase của EGFR bị rối loạn bởi đột biến gen EGFR, tăng số lượng bản sao gen EGFR hoặc biểu hiện quá mức protein EGFR. Sự phosphoryl hóa KRAS, BRAF hoạt hóa các MEK thúc đẩy phân bào và làm tăng khả năng sống sót của TB ung thư 24[]
, 35[]
, 
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.
1.2. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng của ung thư phổi 
1.2.1. Đặc điểm lâm sàng 

Các biểu hiện lâm sàng của UTP nói chung trong đó có UTP biểu mô tuyến thường rất khác nhau. Tại thời điểm chẩn đoán, đặc điểm lâm sàng phụ thuộc vào: vị trí khối u nguyên phát, di căn, mức độ xâm lấn vào hạch và các cấu trúc trong lồng ngực... Ở BN UTP biểu mô tuyến còn có một số đặc điểm: thường gặp nhiều ở nữ giới, người trẻ tuổi, không nghiện thuốc lá hoặc nghiện nhẹ. Các triệu chứng và hội chứng thường gặp là:

* Triệu chứng về hô hấp

+ Bệnh nhân có biểu hiện ho khan, ho đờm kéo dài, hoặc ho ra máu với số lượng ít, lẫn đờm thành dạng dây máu màu đỏ hoặc hơi đen đôi khi chỉ khạc đơn thuần máu. Theo Nguyễn Thị Lựu (2013) và Vũ Văn Thịnh (2014) nhận thấy triệu chứng ho gặp khoảng 45 - 75% bệnh nhân UTP biểu mô tuyến 4[]
, 18[]
, 21[]
.
+ Khó thở thường gặp với u ở trung tâm hoặc giai đoạn muộn khi khối u to, chèn ép gây bít tắc đường hô hấp, có thể do tràn dịch màng phổi, tràn dịch màng ngoài tim hoặc BN có bệnh phổi tắc nghẽn mãn tính kèm theo...Theo Lê Hoàn (2010) và Vũ Văn Thịnh (2014) triệu chứng khó thở gặp khoảng 13 - 40,4% 12[]
, 21[]
. Triệu chứng hô hấp thường phụ thuộc vào vị trí khối u ở trung tâm hay ngoại vi. Theo Nguyễn Việt Cồ và Đồng Khắc Hưng (2011) thì ho, khạc đờm và khái huyết gặp nhiều trong u trung tâm, trái lại đau ngực gặp nhiều trong u ngoại vi 5[]
.
* Các hội chứng, triệu chứng do khối u chèn ép xâm lấn vào lồng ngực:
+ Đau ngực: kết quả các nghiên cứu cho thấy đây là triệu chứng thường gặp với tỷ lệ 53,1 - 64,2%. Đau ngực do khối u xâm lấn màng phổi, trung thất... thường gặp u ở ngoại vi, đau nửa lồng ngực có khối u khu trú 20[]
, 21[]
. 

+ Đau vai lan dọc cánh tay cùng bên và dị cảm vùng da chi phối bởi đốt sống cổ C7 và ngực L1 (hội chứng Pancoast - Tobias).

+ Chèn ép dây quặt ngược ở trung thất: khàn tiếng, mất tiếng hoặc giọng đôi. Gặp với tỷ lệ 10 - 11,3% 12[]
, 21[]
. 
+ Chèn ép dây thần kinh hoành gây nấc, khó thở do liệt cơ hoành (2- 3%).
+ Hội chứng chèn ép tĩnh mạch chủ trên: phù cổ mặt hoặc phù áo khoác, tĩnh mạch cổ nổi. 
+ Hội chứng 3 giảm do tràn dịch màng phổi.
+ Triệu chứng chèn ép thực quản: Khó nuốt, nuốt đau.
Nghiên cứu cho thấy triệu chứng do khối u chèn ép trong lồng ngực gặp khoảng 2,9 - 11,3% 12[]
, 21[]
.
* Nhóm triệu chứng hệ thống:

Bao gồm các triệu chứng toàn thân và hội chứng cận u.
+ Triệu chứng toàn thân: biểu hiện gầy sút cân, chán ăn, sốt, thiếu máu đây là biểu hiện thường thấy của ung thư phổi với tỷ lệ 38,3 - 69,1% 20[]
, 21[]
.
+ Hội chứng cận u: gồm những biểu hiện toàn thân không do di căn, xuất hiện ở các bệnh ác tính. Một số biểu hiện: phì đại xương khớp với viêm một hoặc nhiều khớp ngoại vi, ngón tay dùi trống, gặp khoảng 10% ung thư phổi biểu mô tuyến 3[]
.
* Nhóm triệu chứng di căn 

Ung thư phổi biểu mô tuyến là typ di căn và sớm vì thường u vùng ngoại vi, nằm trên nền mạch phổi, tỷ lệ di căn gặp từ 50 - 82%. Ung thư có thể di căn đến tất cả các cơ quan tổ chức của cơ thể. Có 5 cơ quan hay gặp di căn nhất là não, gan, phổi đối diện, xương và hạch bạch huyết 5[]
.
+ Di căn hạch: Hạch thượng đòn, hạch cảnh thấp, hạch nách, hạch ổ bụng, gặp tỷ lệ 8,7 - 15,2% 12[]
, 21[]
.
+ Di căn phổi đối bên, xương (trong ung thư phổi biểu mô tuyến là tăng sinh xương), gan, tuyến thượng thận...
+ Di căn não: Hội chứng tăng áp lực nội sọ, hội chứng thần kinh khu trú.   
1.2.2. Đặc điểm cận lâm sàng

1.2.2.1. Chụp cắt lớp vi tính lồng ngực

+ Vị trí tổn thương: hay gặp ở vùng ngoại vi (tỷ lệ 64,7%), khối u phổi phải (51,9 - 60,8%) gặp nhiều hơn phổi trái (37,7 - 39,2%), thùy trên là vị trí thường gặp hơn thùy dưới (51% so với 27,7%) 18[]
, 21[]
.
+ Hình dạng, kích thước khối u: hình ảnh hay gặp là đám mờ dạng tròn: thường một khối u tròn, có thể 2-3 u tròn cạnh nhau. Đường kính khối u > 3cm khả năng ác tính đến 95%. Bờ đám mờ thường không rõ, nham nhở, có múi, hình ảnh khe nứt 5[]
.
+ Hình ảnh tràn dịch màng phổi: thường là biểu hiện của tình trạng khối u phổi xâm lấn hoặc di căn màng phổi. Tỷ lệ gặp 11,6 - 34,2% 12[]
, 21[]
.
+ Hình ảnh viêm phổi tắc nghẽn: tổn thương là đám mờ không thuần nhất chiếm toàn bộ một phân thùy hoặc thùy phổi.
+ Hình ảnh xâm lấn vào màng phổi, thành ngực, trung thất, cột sống ...gặp với tỷ lệ (5,4 - 13,7%) 18[]
, 21[]
…
+ Hình ảnh có thể liên quan đến tổ chức sẹo cũ ở phổi: ung thư phổi biểu mô tuyến có xu hướng lan rộng mạnh với khoảng 40% BN có hạch rốn phổi, 27% có hạch trung thất, 28% số BN nói trên có khối u trung tâm, tỷ lệ vôi hóa cao hơn các typ khác. Đôi khi xuất hiện hình ảnh kính mờ; gặp khoảng 60 - 80% trường hợp ung thư phổi ngoại vi và là typ ung thư phổi biểu mô tuyến. 

1.2.2.2. Chụp cộng hưởng từ (MRI - Magnetic Resonance Imaging)

Chụp cộng hưởng từ (MRI) là phương pháp có nhiều giá trị trong chẩn đoán ung thư phổi. Kỹ thuật này xác định được các tổn thương ở đỉnh phổi, ống sống, thành ngực… có độ nhạy cao tới 94%. Ngoài ra MRI còn sử dụng trong chẩn đoán hình ảnh bệnh lý: ung thư di căn não, cột sống, tủy sống 3[]
,5[]
.
1.2.2.3. Kỹ thuật ghi hình bức xạ positron kết hợp chụp CLVT (Positron Emission Tomography/Computed Tomography: PET/CT) 
Chụp PET/CT là kỹ thuật hiện đại, hình ảnh PET/CT là sự kết hợp giữa hình ảnh cấu trúc của CT và hình ảnh chức năng của PET. Kỹ thuật được thực hiện dựa trên nguyên lý sinh học của tế bào ung thư có khả năng hấp thu chuyển hóa glucose cao hơn TB bình thường. Chụp PET/CT toàn thân với việc sử dụng 18 F - 2- deoxy - D - glucose (FDG), một chất giống glucose có thể phát hiện hạch trung thất và các di căn ngoài lồng ngực với tỷ lệ cao. 
Một trong các chỉ số có giá trị lâm sàng nhất là giá trị hấp thu chuẩn (SUV - Standard uptake value). Giá trị hấp thu chuẩn là phương pháp bán định lượng, xác định sự hấp thu FDG thật dựa trên tỷ lệ tương đối giữa giá trị hấp thu FDG ở tổn thương và toàn cơ thể được chuẩn hóa theo cân nặng của cơ thể. Người ta thường sử dụng giá trị hấp thu chuẩn tối đa (max SUV) để đánh giá hoạt động chuyển hóa lớn nhất tại khối u. Tổn thương ác tính có sự tăng hấp thu FDG, giá trị ngưỡng của SUV được sử dụng để phân biệt các tổn thương lành tính và ác tính cho các khối u phổi là 2,5 15[]
, 16[]
.
Do vậy, ngoài những giá trị giống như chụp CT ở trên, chụp PET/CT còn có các ưu điểm khác:

* Đánh giá khối u nguyên phát: Giúp xác định vị trí, kích thước khối u, đánh giá mức độ xâm lấn của khối u vào trung thất, thành ngực. 

Có thể hướng tới một tổn thương ác tính khi có tăng cao sự hấp thu dược chất phóng xạ FDG. Tuy nhiên, một số trường hợp có thể dương tính giả: viêm, nhiễm nấm, lao, nhồi máu phổi. Âm tính giả: U carcinoid, ung thư tiểu phế quản phế nang, ung thư thể nhày. Vì vậy chụp PET/CT không thay thế hoàn toàn sinh thiết làm xét nghiệm mô bệnh học.
* Đánh giá di căn hạch trung thất: 

PET/CT giúp phát hiện các tổn thương di căn hạch trung thất với độ nhạy, độ đặc hiệu cao hơn so với chụp CT. Độ nhạy trung bình là 79% và độ đặc hiệu là 91% đối với PET và 60% và 77% đối với CT 16[]
.
* Đánh giá di căn: 

PET/CT toàn thân là phương pháp thích hợp nhất để tầm soát di căn ngoài phổi. Trong UTP có thể di căn tại phổi, di căn hạch và di căn. Kết quả nghiên cứu của Mai Trọng Khoa (2013) cho thấy PET/CT có thể giúp phát hiện được hầu hết các tổn thương di căn. Di căn hạch trung thất gặp 60% bệnh nhân, hạch thượng đòn, xương, não, phổi với tỷ lệ lần lượt là: 46,7%; 26,7%; 18,7% và 13,3%. PET/CT có độ nhạy rất cao trong phát hiện di căn xương, nghiên cứu của Song và cs (2009) độ nhạy của PET/CT là 94,3% so với 78,1% của xạ hình xương bằng máy SPECT với Tc-99m-MDP 
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* Đánh giá mức độ hấp thu FDG của khối u phổi nguyên phát và các tổn thương di căn
Nghiên cứu của Mai Trọng Khoa (2013) về sự thay đổi giá trị SUV theo các vị trí tổn thương cho thấy tại u nguyên phát và các tổn thương di căn của UTP không tế bào nhỏ đều có mức độ hấp thu FDG cao: u nguyên phát: trung bình là 7,9; hạch di căn trung thất là 5,96; di căn não là 13,72; di căn xương là 9,21; tuyến thượng thận là 11,08; di căn gan là 6,36 16[]
.

Mức độ hấp thu FDG thể hiện mức độ ác tính của tế bào, SUV càng cao thì tế bào u càng ác tính và lan tràn nhanh. Theo Okereke I. C. và cộng sự (2009) nếu giá trị SUV của u nguyên phát hoặc hạch vùng di căn càng cao thì thời gian sống thêm sẽ càng giảm 
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1.2.2.4. Nội soi phế quản ống mềm 

Ung thư phổi biểu mô tuyến thường có vị trí vùng ngoại vi (nằm ở phế quản từ cấp 3 đến 16, hoặc tiểu phế quản - phế nang). Do đó hình ảnh nội soi chủ yếu là bình thường trừ khi ung thư đã di căn, xâm lấn đến trung thất, rốn phổi. Trong những trường hợp này để chẩn đoán xác định ung thư phổi biểu mô tuyến qua nội soi phế quản thường phải sử dụng kỹ thuật sinh thiết xuyên thành phế quản hoặc sinh thiết bằng kim xuyên qua khí phế quản và lấy mẫu mô để tìm hình ảnh mô bệnh học của ung thư 3[]
, 5[]
. 
1.2.2.5. Sinh thiết phổi xuyên thành ngực dưới hướng dẫn của CLVT 
Là phương pháp có giá trị trong chẩn đoán ung thư phổi biểu mô tuyến, đặc biệt với các u ở phế quản ngoại vi, sát thành ngực những vị trí mà nội soi phế quản không quan sát thấy hoặc các BN không nội soi phế quản được.

Qua sinh thiết, lấy bệnh phẩm để làm chẩn đoán vi sinh vật, tế bào học, mô bệnh học, sinh học phân tử. Từ đó, giúp cho việc chẩn đoán xác định bệnh, định typ mô học để lựa chọn phác đồ điều trị thích hợp và tiên lượng bệnh được tốt hơn 4[]
.

1.2.2.6. Xạ hình xương
Xạ hình xương bằng máy SPECT, sử dụng các đồng vị phóng xạ có chuyển hoá tương đồng với canxi (Sr-85, Tc-99m gắn MDP...) để ghi hình. Các chất này sẽ tập trung với nồng độ cao ở các vùng xương bị tổn thương do di căn so với tổ chức xương bình thường 14[]
. 

Xạ hình xương giúp phát hiện các tổn thương di căn xương. Từ đó, giúp cho việc chẩn đoán giai đoạn bệnh được chính xác, lựa chọn phác đồ điều trị thích hợp. 
1.2.2.7. Một số xét nghiệm khác 
* Định lượng các marker ung thư (các dấu ấn sinh học, chất chỉ điểm): đây là các chất có giá trị trong chẩn đoán, tiên lượng và đánh giá tái phát 4[]
.
+ Định lượng CEA, Cyfra 21-1: giúp tiên lượng, đánh giá đáp ứng, theo dõi sau điều trị. 

+ Định lượng CA 125, CA 15.3, CA 19.9... giúp phân biệt với tổn thương ung thư từ nơi khác di căn đến phổi.

* Siêu âm ổ bụng: Giúp phát hiện di căn gan, hạch ổ bụng...
1.2.2.8. Đánh giá giai đoạn của ung thư phổi

Đánh giá giai đoạn UTP dựa trên hướng dẫn phân loại giai đoạn TNM cho ung thư phổi không tế bào nhỏ của Hiệp Hội Ung thư Hoa Kỳ (AJCC) xuất bản lần thứ 7 năm 2010 và Mạng lưới phòng chống ung thư Hoa Kỳ (NCCN) năm 2016 (phụ lục 1) 36[]
.
1.2.2.9. Phân loại mô bệnh học ung thư phổi
Năm 2011, một phân loại quốc tế được đề nghị cho ung thư phổi loại biểu mô tuyến với sự thống nhất của Hội nghiên cứu ung thư phổi quốc tế (IASLC), Hội lồng ngực Hoa Kỳ (ATS) và Hội hô hấp Châu Âu (ERS) dựa trên mẫu sinh thiết nhỏ và tế bào học. Đây chính là cơ sở của sự ra đời phân loại mô học mới của TCYTTG (2015) 
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 theo đó ung thư phổi được phân loại như sau:
	Phân loại WHO 2004
	Sinh thiết nhỏ hoặc tế bào
IASLC/ATS/ERS (2011)

	UTBM tuyến với các biến thể:

Hỗn hợp

Tuyến nang

Nhú

Đặc
	Mẫu UTBM tuyến rõ ràng về hình thái:

    Gồm UTBM tuyến hoặc mẫu tương tự (mẫu vi nhú không có trong phân loại WHO 2004). Nếu đơn thuần là mẫu lepidic (phát triển dựa theo cấu trúc mô có sẵn) không loại trừ cũng có xâm nhập.

	UTBM tiểu phế quản phế nang (không chế nhầy)
	UTBM tuyến có mẫu lepidic (nếu mẫu lepidic đơn thuần, chưa loại trừ có thành phần xâm nhập).

	UTBM tiểu phế quản phế nang (có chế nhầy)
	UTBM tuyến nhầy

	Typ thai
	UTBM tuyến mẫu thai (fetal)

	Typ keo
	UTBM tuyến mẫu keo

	Tế bào nhẫn
	UTBM tuyến có đặc điểm tế bào nhẫn

	Tế bào sáng
	UTBM tuyến có mẫu tế bào sáng

	Không có phần tương ứng trong phân loại WHO 2004 (Hầu hết là UTBM tuyến đặc)
	Về hình thái, không có mẫu UTBM tuyến (phát hiện nhờ nhuộm đặc biệt): UTBM tế bào không nhỏ thiên về typ tuyến.

	Ung thư biểu mô vảy
Nhú

Tế bào sáng

Tế bào nhỏ

Dạng đáy
	Mẫu tế bào vảy rõ ràng về hình thái: ung thư biểu mô tế bào vảy.

	Không có thành phần tương ứng trong phân loại WHO 2004.
	Không có mẫu hình thái tế bào vảy nhưng hóa mô miễn dịch có biệt hóa vảy: Ung thư biểu mô tế bào không nhỏ thiên về ung thư biểu mô tế bào vảy.

	Ung thư biểu mô tế bào nhỏ
	Ung thư biểu mô tế bào nhỏ

	Ung thư biểu mô tế bào lớn


	Ung thư biểu mô tế bào không nhỏ, không có định danh khác.

	Ung thư biểu mô thần kinh nội tiết tế bào lớn
	Ung thư biểu mô tế bào không nhỏ có biệt hóa thần kinh nội tiết (có NSE (+), hoặc ung thư biểu mô thần kinh nội tiết tế bào lớn.


* Nguồn: Theo Travis W. D. (2015) [100]
1.3. Các biến đổi về gen trong ung thư phổi biểu mô tuyến 

Trong thời gian qua nhờ tiến bộ trong kỹ thuật phân tử đã cung cấp những kiến thức mới trong lĩnh vực sinh học liên quan sinh bệnh học của ung thư phổi biểu mô tuyến. Nghiên cứu đã thấy có những bất thường phân tử trong ung thư phổi biểu mô tuyến bao gồm đột biến các gen điều hòa tăng trưởng quan trọng: K- Ras, EGFR, B-RAF, MEK - 1, HER2, MET, EML - 4- ALK, NKX2.1 và sự bất hoạt các gen ức chế sự tăng trưởng: TP53, PTEN, p16, LKB - 1 24[]
, 52[]
. Bảng dưới đây trình bày tóm tắt về tần suất bất thường ở các gen gây ung thư phổi biểu mô tuyến 107[]

Bảng 1.1. Tóm tắt về tần suất bất thường ở các gen gây ung thư phổi biểu mô tuyến
	Gen
	Biến đổi phân tử
	UTP BMT (%)

	EGFR
	Đột biến
	10-40

	
	Khuếch đại/copy
	15

	HER2
	Đột biến
	2 

	
	Khuếch đại
	4

	EML4-ALK
	Chuyển vị
	7

	KRAS
	Đột biến
	10 - 30

	BRAF
	Đột biến
	1 - 3

	FGRF1
	Khuếch đại
	Chưa có báo cáo

	DDR2
	Đột biến
	Chưa có báo cáo

	PIK3CA
	Khuếch đại/Copy
	2 - 6

	
	Đột biến
	2 


* Nguồn: Theo Wistuba Ignacio I. (2012) [107]


Các gen đột biến thường gặp trong ung thư phổi biểu mô tuyến được kể đến là:
1.3.1. Gen EGFR 

Thụ thể của yếu tố tăng trưởng biểu bì (Epidermal growth factor receptor - EGFR), thuộc dòng thụ thể yếu tố tăng trưởng ErbB. EGFR có liên quan đến sự điều hòa nhiều chức năng ung thư như: sự tăng sinh, sống sót và biệt hóa tế bào, sự tạo mới mạch, sự xâm lấn và di căn.

Hiện tượng mất điều hòa EGFR là phổ biến ở một loạt phân nhóm ung thư bao gồm cả ung thư phổi không tế bào nhỏ, tại đó người ta nhận thấy biểu hiện quá mức protein EGFR lên tới 62% 88[]
. Ngoài biểu lộ quá mức protein, EGFR thường bị đột biến khoảng 10 - 40% của ung thư phổi biểu mô tuyến 106[]
.
1.3.2. Gen KRAS (thuộc họ v - Ki- ras 2 Kirsten rat sarcoma viral)
Là một gen sinh ung thư (oncogenes), một thành viên của họ các gen ung thư Ras (bao gồm K- Ras, N- Ras, H - Ras). Những gen này có tỷ lệ đột biến cao trong các bệnh ung thư ở người. Trong ung thư phổi không tế bào nhỏ, KRAS là một trong những gen bị đột biến chiếm tỷ lệ cao nhất là 22% với chủ yếu là dạng thay thế một nucleotid tại codon 12, 13 và 61. Tỷ lệ đột biến KRAS ở người hút thuốc lá gặp nhiều hơn (25%) so với những người chưa từng hút thuốc (6%) 52[]
,79[]
.
1.3.3. Phức hợp gen ALK
Anaplastic lymphoma kinase (ALK) là một thụ thể TK thường liên quan đến quá trình hòa nhập gen trong các bệnh về máu. Bình thường ALK không có sự hiện diện trong phổi. Tuy nhiên khi có sự hòa nhập tạo phức hợp gen EML4-ALK đã được người ta tìm thấy từ 3 - 14% trong ung thư phổi biểu mô tuyến. Nhiều biến thể hợp nhất ELM4-ALK được xác định do có sự gãy, mất đoạn trên NST số 2 của gen ELM4 (ở exon 2,6,13,14,15,18 và 20) nối với exon 20 - 29 của gen ALK 
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Tương tự như đột biến gen EGFR ở ung thư phổi, các đột biến EML4 - ALK thường thấy ở phân nhóm ung thư phổi biểu mô tuyến và các bệnh nhân không bao giờ hút thuốc 
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1.3.4. Gen HER2
Gen receptor yếu tố tăng trưởng bì 2 của người (human epidermal growth factor receptor 2 - HER2) là một thành viên bất thường của họ thụ thể ERBB. Nó thể hiện quá mức khoảng 20% các trường hợp, mặc dù đột biến HER2 chỉ là khoảng 2% ở ung thư phổi không tế bào nhỏ. Trong một nghiên cứu đối nghịch cho thấy những đột biến này hay gặp hơn ở nữ giới, không hút thuốc có nguồn gốc Châu Á và hay gặp ở phân nhóm ung thư phổi biểu mô tuyến, hơn là các phân nhóm khác của ung thư phổi không tế bào nhỏ. Các đột biến HER2 không hiện diện ở những khối u có đột biến gen EGFR và KRAS 52[]
.
1.3.5. Gen BRAF (V-raf murine sarcoma viral oncogen homolog B1)
RAF là một gen gây ung thư (oncogene) ở người, chịu trách nhiệm cho việc kích hoạt đường tín hiệu mitogen activated protein kinase (MAPK). Những nghiên cứu gần đây cho thấy 27-70% các khối u hắc tố (melanoma); 36-53% ung thư tuyến giáp; 5-22% ung thư trực tràng chứa các đột biến gen BRAF 42[]
.
Gần đây, một nghiên cứu trên 697 BN ung thư phổi biểu mô tuyến thấy tỷ lệ đột biến gen BRAF là 3,0%. Tất cả các BN này đều đã từng hút thuốc hoặc đang hút thuốc 
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1.3.6. Những biến đổi PIK3CA và PTEN
Gen PIK3CA mã hóa cho bán đơn vị của phosphatidyl 3 - kinase (PI3K), một chất điều hòa sự sống tế bào ở nội mô. AKT nhận tín hiệu xuôi dòng từ PI3K. PTEN ức chế AKT thông qua khử phosphoryl hóa. Những biến đổi sinh khối u này bao gồm các đột biến làm tăng hoạt PIK3CA, AKT và mất chức năng của PTEN. Một nghiên cứu trên 176 bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ cho thấy tỷ lệ đột biến PTEN là 4,5% và thường xuất hiện ở BN ung thư phổi biểu mô vảy và có thói quen hút thuốc lá (10,2% so với 1,7%) 
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1.3.7. Gen ROS
ROS là một thụ thể tyrosine kinase của tiền gen ung thư vận chuyển màng (RTK - receptor tyrosine kinase). Sự sắp xếp lại NST liên quan tới gen ROS1 lần đầu tiên được mô tả ở các khối u nguyên bào thần kinh đệm (glioblastomas). Ở đó ROS1 (trên NST 6q22) kết hợp với gen FIG (đã được hòa nhập glioblastomas) (nhiễm sắc thể 6q22 sát ngay với ROS1). Gần đây, sự sắp xếp lại ROS1 được xác định trong 1,7% (18/1073) BN ung thư phổi không tế bào nhỏ khi sử dụng huỳnh quang lai tại chỗ, trong khi đó có 2,9% có sắp xếp lại ALK. Những BN có sự sắp xếp lại ROS1, thường trẻ hơn một cách đáng kể và hầu như là những người không bao giờ hút thuốc và tất cả những khối u dương tính với ROS1 đều là ung thư phổi biểu mô tuyến với một khuynh hướng có độ ác tính cao hơn 52[]
.
1.3.8. Gen RET (Rearranged during transfection)

Gen RET định vị trên NST 10q11.2 và mã hóa cho một thụ thể tyrosine kinase. Từ lâu người ta đã chắc chắn rằng sự hoạt hóa của RET thông qua việc sắp xếp lại NST đã được xác định với tỷ lệ thấp trong ung thư phổi. Một nghiên cứu gần đây đã xác định sự sao chép khung hòa nhập của KIF5B (gen5B của họ kinase) và gen ung thư (oncogene) RET hiện diện với 1-2 % trong ung thư phổi biểu mô tuyến ở Nhật Bản và Hoa Kỳ 52[]
.
1.4. Đột biến gen EGFR 
1.4.1. Cấu trúc và sự hoạt hóa của EGFR
Thụ thể yếu tố phát triển biểu mô (Epithelial growth factor receptor - EGFR) là một nhóm protein chức năng thụ thể màng có trọng lượng phân tử 170 kDalton (kDa) ở các tế bào có nguồn gốc biểu mô, trung mô và thần kinh, được Carpenter và cộng sự nghiên cứu phát hiện vào năm 1978 33[]
. Trong gia đình thụ thể yếu tố phát triển biểu mô gồm có bốn thành viên: HER1 (EGFR, ErbB1), HER2(neu, ErbB2), HER3 (ErbB3) và HER4 (ErbB4). Các protein này đóng vai trò quan trọng trong việc điều hòa các quá trình sinh trưởng, phát triển, trao đổi chất và sinh lý của tế bào 24[]
, 
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.


Cấu trúc của phân tử EGFR gồm 03 phần: phần liên kết ngoài màng, phần xuyên màng đặc hiệu và phần trong bào tương có hoạt tính tyrosine kinase 24[]
.


+ Phần ngoài màng của EGFR (vùng ngoại bào) có trọng lượng khoảng 100 kDa, với hai vùng giàu cystein là nơi để gắn kết các phối tử của EGFR. Vùng gắn kết các yếu tố hoạt hóa hay ức chế các thụ thể, để dẫn truyền tín hiệu vào trong TB, làm TB có thể phát triển bình thường hoặc trở nên ác tính.



+ Phần xuyên màng tế bào: có trọng lượng nhỏ 3 kDa, tập trung tại vùng phân cực phospholipid màng.



+ Phần trong tế bào (vùng nội bào): có trọng lượng khoảng 60 kDa là protein kinase với đuôi tận cùng carboxyl nơi xảy ra phản ứng tự phosphoryl hóa của EGFR.
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Hình 1.1. Mô hình cấu trúc và hoạt động của thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu mô
* Nguồn: Theo Zhang X. (2006) 
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(A) Thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu mô (EGFR): Vùng ngoại bào chứa miền tương tác với yếu tố tăng trưởng, vùng xuyên màng tế bào, và vùng nội bào chứa miền tyrosine kinase. (B) Hoạt động của EGFR: khi yếu tố tăng trưởng biểu mô liên kết vào thụ thể, hai phân tử EGFR kết hợp với nhau (dimer hóa) từ đó hoạt hóa vùng tyrosine kinase tự phosphoryl hóa giúp EGFR kết hợp được với các phân tử tín hiệu ở giai đoạn sau của con đường tín hiệu.

Protein EGFR mang hoạt tính tyrosine kinase, là khởi nguồn của con đường tín hiệu tyrosine kinase trong tế bào. Hoạt tính tyrosine nội bào của EGFR được hoạt hóa khi EGFR liên kết với các phối tử như EGF hoặc yếu tố chuyển dạng (transforming growth factor (: TGF(). Ngay sau khi được hoạt hóa, vùng nội bào của EGFR sẽ tự phosphoryl hóa, khởi đầu một dòng thác 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 (apoptosis), tín hiệu Ras/mitogen activated protein kinase, kích thích phân bào và các con đường dẫn truyền tín hiệu phiên mã 24[]
, 
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, 62[]
. Trong các tế bào khỏe mạnh, con đường tín hiệu nội bào trên được kiểm soát một cách nhịp nhàng và chặt chẽ, đảm bảo sự phát triển bình thường của tế bào. Trong các tế bào ung thư, hoạt tính TK của EGFR bị rối loạn bởi các cơ chế phát sinh ung thư, bao gồm đột biến gen EGFR, tăng số lượng bản sao gen EGFR hoặc biểu hiện quá mức protein EGFR 35[]
. Việc hoạt hóa sai chức năng TK của EGFR làm tăng tỷ lệ phát sinh, tốc độ phát triển, khả năng xâm lấn và di căn của các TB ung thư.
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Hình 1.2. Con đường dẫn truyền tín hiệu qua EGFR
* Nguồn: Theo Berg M. (2012) 28[]

Gen EGFR đóng một vai trò quan trọng trong sinh bệnh học của một số bệnh ung thư biểu mô ở người: ung thư biểu mô tế bào vảy đầu cổ, ung thư phổi không tế bào nhỏ, ung thư vú, ung thư tụy, ung thư đại trực tràng và là đích nhắm cho các thế hệ thuốc mới điều trị ung thư.

1.4.2. Đột biến gen EGFR trong ung thư phổi 
Gen EGFR, nằm trên cánh ngắn NST số 7, dài 110 kb, chia thành 28 exon và được xếp vào nhóm gen tiền sinh ung (proto-oncogen). 

Đột biến gen EGFR xảy ra ở giai đoạn rất sớm và có tỷ lệ khá cao trong ung thư phổi không tế bào nhỏ. Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến châu Á là 51,4%, hay gặp hơn ở bệnh nhân không hút thuốc lá là 60,7% 
 ADDIN EN.CITE 
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. Tất cả các đột biến gây hoạt hóa EGFR đều thuộc vùng bám adenosine triphosphate (ATP) của thụ thể tyrosine kinase, cũng đồng thời là vị trí tương tác của các loại thuốc ức chế tyrosine kinase của EGFR. Các đột biến gen EGFR thuộc bốn exon mã hóa vùng tyrosine kinase (exon 18 - exon 21) khiến cho protein EGFR luôn trong trạng thái hoạt động không phụ thuộc vào các phối tử, điều đó có tác dụng tăng sự nhạy cảm của khối u hoặc giúp kháng lại các thuốc EGFR TKI 52[]
, 
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, 
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. Những đột biến này được chia làm ba nhóm: 
+ Đột biến loại I: gồm các đột biến mất đoạn nhỏ ở exon 19, chiếm khoảng 44%. Phổ biến nhất là kiểu đột biến mất acid amin vị trí 747-leucin tới acid amin vị trí 749 - glutamic (đột biến LREA).

+ Đột biến loại II: gồm các đột biến thay thế một nucleotid làm thay đổi axid amin ở exon 18 và 21. Đột biến điểm thường gặp nhất là đột biến ở exon 21, thay thế arginine bằng leucine ở codon 858 (đột biến L858R). Đột biến này chiếm khoảng 41% của tất cả các đột biến gen EGFR. Một số đột biến khác thuộc nhóm II như đột biến thay thế glycin ở vị trí 719 (G719) thành serin, alanin hoặc cystein chiếm 4% 90[]
.
+ Đột biến loại III: gồm các đột biến lặp đoạn hoặc thêm đoạn và đột biến điểm tại exon 20. Đột biến này chiếm khoảng 5% của tất cả các đột biến. Exon 20 chứa hầu hết các đột biến, làm cho tế bào ung thư phổi kháng lại với thuốc điều trị đích, như đột biến điểm T790M, V769L, S768I và các đột biến chèn đoạn.
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Hình 1.3. Các dạng đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng với các thuốc EGFR TKI
* Nguồn: Theo Sharma S.V. (2007) 88[]

Cho đến nay, đã có nhiều bằng chứng cho thấy trạng thái cân bằng “tắt - mở” của hoạt tính tyrosine - kinase - EGFR bị ảnh hưởng mạnh mẽ bởi đột biến gen. Những phân tích động học đã chứng minh đột biến làm tăng hệ số phân ly của ATP với EGFR và giảm hệ số phân ly của các thuốc EGFR TKI so với khi thụ thể ở trạng thái bình thường. Những đột biến này khiến EGFR giảm mạnh ái lực với ATP, giúp các thuốc EGFR TKI không phải cạnh tranh tại vị trí tương tác với thụ thể, thụ thể trở nên nhạy cảm đặc biệt với các thuốc này 
 ADDIN EN.CITE 
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.
Trong số các dạng đột biến gen EGFR, đột biến xóa đoạn exon 19 và đột biến điểm L858R chiếm tới gần 90%, được gọi là đột biến hoạt hóa cổ điển. Các đột biến gen EGFR cổ điển thường xảy ra ở những phân nhóm đặc hiệu như các BN có mô bệnh học là ung thư biểu mô tuyến, không hút thuốc, những người thuộc chủng tộc Đông Á và thường là nữ giới. Nghiên cứu của Shigematsu H. (2006) 90[]
 cho thấy có 54% những người không bao giờ hút thuốc có đột biến gen EGFR, trong khi đó chỉ có 16% những người hút thuốc có đột biến gen EGFR. Tần số cao của đột biến gen EGFR gặp ở người không bao giờ hút thuốc cũng phù hợp ở các nhóm dân tộc và địa dư khác nhau. Nghiên cứu IPASS (2011) ở châu Á ghi nhận tỷ lệ đột biến gen EGFR là 59,7% trên BN ung thư phổi biểu mô tuyến 
 ADDIN EN.CITE 
[40]
.
Ngoài ra các số liệu thống kê cho thấy có sự khác biệt về kết quả đáp ứng thuốc giữa các nhóm BN mang các dạng đột biến gen EGFR khác nhau. Những BN có đột biến ở exon 19 và 21 thường đáp ứng rất tốt với các thuốc EGFR TKI 
 ADDIN EN.CITE 
[80]
. Hơn nữa BN mang đột biến xóa đoạn exon 19 có tỷ lệ đáp ứng thuốc cao hơn và có thời gian sống dài hơn khi được điều trị với liệu pháp ức chế EGFR tyrosine kinase so với BN đột biến điểm ở exon 21. Tuy nhiên những trường hợp ung thư phổi không tế bào nhỏ có đột biến gen EGFR được điều trị bằng gefitinib hoặc erlotinib sẽ phát triển khả năng kháng các thuốc EGFR TKI. Khoảng trên 50% BN ung thư phổi không tế bào nhỏ được xác định kháng thuốc liên quan tới đột biến kháng thuốc T790M, do sự thay thế threonine bằng methionin ở vị trí acid amin 790 tại exon 20 52[]
, 
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1.4.3. Một số phương pháp phát hiện đột biến gen EGFR và biểu lộ protein EGFR.
Hiện nay có nhiều phương pháp khác nhau có thể được áp dụng để xác định sự biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào, cũng như phát hiện đột biến gen EGFR, dựa trên cơ sở tỷ lệ tế bào ung thư trong mô phân tích.

1.4.3.1. Kỹ thuật nhuộm hóa mô miễn dịch

Trong những năm gần đây, hóa mô miễn dịch (HMMD) được sử dụng thường quy trong các phòng xét nghiệm giải phẫu bệnh. Đây là phương pháp nhuộm đặc biệt giúp chẩn đoán phân biệt các khối u, xác định kiểu hình các loại ung thư thông qua việc đánh giá sự biểu lộ các dấu ấn phân tử, trong đó có việc phát hiện sự biểu lộ protein EGFR.
Nhuộm HMMD là phương pháp phát hiện gián tiếp sự bộc lộ quá mức của protein EGFR mã hóa bởi các gen EGFR đột biến trên màng TB. Kỹ thuật xác định sự hiện diện và vị trí của kháng nguyên trong các thành phần TB như bào tương, màng và nhân TB bằng các phản ứng miễn dịch và hóa học thông qua việc xác định sự hiện diện của phức hợp kháng nguyên - kháng thể. 

Ưu điểm của phương pháp này là nhanh, rẻ tiền, tuy nhiên độ chính xác không phải tuyệt đối. Một nghiên cứu của Brevet (2010) 
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 về độ nhạy của HMMD phát hiện đột biến gen EGFR exon 19 có độ nhạy là 76-95%.
1.4.3.2. Kỹ thuật giải trình tự gen trực tiếp 
Đây là phương pháp thường được sử dụng để xác định các đột biến gen trong ung thư. Tuy nhiên, để đảm bảo cho độ nhạy và độ đặc hiệu cao thì mật độ TB ung thư trong mô phân tích > 30%. DNA của BN tách chiết từ mẫu mô ung thư được sử dụng để khuếch đại bằng phản ứng PCR với các cặp mồi đặc hiệu cho các exon 18 - 21 của gen EGFR. Sản phẩm DNA sau khi tinh sạch được đưa vào giải trình tự trực tiếp và đối chiếu với trình tự của gen EGFR hoang dại trên gen bank để phát hiện đột biến 13[]
. 
1.4.2.3. Kỹ thuật EGFR Stripassay


EGFR Stripassay là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến và công nghệ lai đầu dò đặc hiệu, để phát hiện các đột biến. Trong đó, nguyên lý của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến là dựa vào đặc tính của Taq DNA polymerase. Một phân tử DNA được khuếch đại hoàn chỉnh khi đầu dò 3’của mồi và sợi khuôn bổ sung hoàn toàn với nhau. Khi đầu 3’của mồi không bổ sung với sợi khuôn thì phản ứng PCR sẽ bị ức chế hoàn toàn. Dựa trên nguyên lý này kỹ thuật cho phép khuếch đại đặc hiệu một trình tự đột biến ngay cả trong trường hợp alen đột biến đó chiếm một tỷ lệ rất nhỏ (1%) trong tổng số sợi khuôn DNA 103[]
.
Kỹ thuật EGFR Stripassay cho phép phát hiện 16 đột biến có liên quan đến mức độ đáp ứng thuốc của gen EGFR: G719A, G719C và G719S (Exon 18); 10 dạng đột biến xóa đoạn/thêm đoạn thường gặp ở exon 19; T790M (Exon 20); L858R và L861Q (Exon 21).
1.4.3.4. Kỹ thuật Scorpions - Amplification Refractory Mutation System (Scorpions ARMS) 
Scopion ARMS là sự kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến (ARMS) và công nghệ Scorpion trong phản ứng Real time PCR, để phát hiện các đột biến. Nguyên lý của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến là dựa vào đặc tính của Taq DNA polymerase chỉ khuếch đại hoàn chỉnh 1 phân tử DNA, khi một đầu 3’ của mồi và sợi khuôn bổ sung hoàn toàn với nhau. Khi đầu 3’ của mồi không bổ sung với sợi khuôn, phản ứng PCR sẽ bị ức chế hoàn toàn. Dựa trên nguyên lý này, kỹ thuật cho phép khuếch đại đặc hiệu một trình tự đột biến, ngay cả trong trường hợp alen đột biến đó, chiếm một tỷ lệ rất nhỏ trong tổng số sợi khuôn DNA. Kỹ thuật Scorpion ARMS cho phép phát hiện được 29 dạng đột biến của gen EGFR 13[]
.
1.4.4. Điều trị đích ung thư phổi biểu mô tuyến

Ngày nay, xu hướng điều trị cá thể trong ung thư phổi ngày càng phát triển với các tác nhân điều trị trúng đích (Targeted Therapy) đã mở ra hướng đi mới trong điều trị ung thư phổi 76[]
. Bước đầu các nghiên cứu cho thấy có hiệu quả trong kéo dài thời gian sống thêm và nâng cao chất lượng sống cho các bệnh nhân ung thư phổi giai đoạn muộn. Các thuốc điều trị đích gồm hai nhóm:
1.4.4.1. Các kháng thể đơn dòng 
Là những thuốc ngăn cản sự gắn kết các phối tử nội sinh với phần ngoại bào của EGFR. Các thuốc được sử dụng trong điều trị ung thư phổi không tế bào nhỏ như cetuximab, pantuximab thường dùng kết hợp với các hóa chất…17[]
, 
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. 
Cetuximab là một kháng thể đơn dòng IgG1 tái tổ hợp tác động trực tiếp lên EGFR ngoài TB, gây ức chế các kết nối receptor, do đó tác động tới quá trình tự phosphorine hóa của EGFR. Điều này dẫn đến ngừng chu kỳ TB, gia tăng các protein của quá trình chết TB theo chương trình. Nghiên cứu hiệu quả của cetuximab kết hợp với các hóa chất chống ung thư dòng thứ nhất, hoặc thứ hai trong điều trị ung thư phổi không tế bào nhỏ giai đoạn III/IV cho thấy tỷ lệ đáp ứng cao hơn (35% so với 28%) và thời gian sống thêm trung bình dài hơn (8,3 tháng so với 7 tháng) so với nhóm BN chỉ điều trị bằng hóa chất đơn thuần. Thử nghiệm lâm sàng pha III FLEX 
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 đã kết luận điều trị bước I bộ đôi Cetuximab và hóa chất truyền thống giúp cải thiện thời gian sống cho những BN có mức biểu lộ EGFR cao (chẩn đoán bằng kỹ thuật hóa mô miễn dịch), đặc biệt ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến.
1.4.4.2. Các thuốc phân tử nhỏ 

Là thuốc ức chế tyrosine kinase của thụ thể EGFR, được dùng như một chất thay thế cho hóa trị liệu ở một số BN. Các chất ức chế tyrosine kinase phân tử lượng nhỏ, cạnh tranh với ATP ở vùng Tyrosine kinase, làm ức chế mạnh sự phosphoryl hóa nội tế bào của EGFR dẫn đến ức chế quá trình dẫn truyền tín hiệu nội bào. Kết quả là ức chế các quá trình: bám dính, xâm lấn, di căn, tăng sinh mạch, tăng sinh tế bào và tăng quá trình chết tế bào theo chương trình và tăng nhạy cảm với hóa trị. Các thuốc phân tử nhỏ được sử dụng bao gồm gefitinib (Iressa) và erlotinib (Tarceva) 17[]
.
Vai trò của erlotinib đã được chứng minh trong các nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng về điều trị bước 2,3 (sau thất bại với hóa chất), điều trị duy trì (sau khi điều trị hóa chất ổn định) và điều trị bước 1 trong ung thư phổi không tế bào nhỏ giai đoạn tiến triển. 
Một số thử nghiệm lâm sàng ngẫu nhiên pha III như thử nghiệm OPTIMAL tại châu Á và thử nghiệm EURTAC tại châu Âu 43[]
, 
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 đã tiến hành so sánh hiệu quả điều trị bước 1 của erlotinib liều 150mg/ngày với hóa chất có platinum, trên các BN ung thư phổi không tế bào nhỏ giai đoạn IIIB - IV, có đột biến gen EGFR, đã cho kết quả khả quan về tỷ lệ đáp ứng (RR) cũng như cải thiện đáng kể thời gian sống thêm bệnh không tiến triển (PFS). Trong nghiên cứu OPTIMAL, erlotinib giúp kéo dài thời gian sống thêm toàn bộ (OS = 20,7 tháng so với 11,2 tháng p < 0,0001).
Tuy nhiên, những trường hợp ung thư phổi không tế bào nhỏ có đột biến gen EGFR được điều trị bằng gefitinib hoặc erlotinib, luôn phát triển khả năng đề kháng các thuốc EGFR TKI này. Cơ chế phổ biến nhất (khoảng 50%) và được xác định sớm nhất là người bệnh có mang đột biến kháng thuốc T790M ở exon 20 gen EGFR 52[]
, 
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. 
1.4.5. Một số nghiên cứu về đột biến gen EGFR và mối liên quan đến lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
1.4.5.1. Nghiên cứu về tỷ lệ và các loại đột biến gen EGFR
Các nghiên cứu đã chỉ ra tỷ lệ đột biến gen EGFR trên bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến cao hơn ở người châu Á và thay đổi tùy theo từng quốc gia. Nghiên cứu PIONEER (2014) đánh giá tình trạng đột biến gen EGFR trên các bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến châu Á. Kết quả nhận thấy tỷ lệ đột biến EGFR (+) tại: Trung Quốc: 50,2%; Hong Kong: 47,2%; Ấn Độ: 22,2%; Thái Lan: 53,8%; Việt Nam: 64,2% 
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. Tuy nhiên các nhà nghiên cứu chỉ quan tâm tới đột biến từ exon 18 đến exon 21 vì liên quan tới tính đáp ứng với thuốc TKI. Shim H.S. (2011) nghiên cứu phân tích trình tự DNA cho thấy các đột biến mất đoạn và đột biến điểm, phổ biến nhất trong các exon 19 và 21 của vùng kinase với tỷ lệ tương ứng 61,1% và 31,5% 92[]
.
Cho tới nay, có rất nhiều các công bố trong nước về tỷ lệ đột biến gen EGFR và tỷ lệ của các vị trí đột biến từ exon 18 đến exon 21. Nguyễn Minh Hà (2014), áp dụng kỹ thuật giải trình tự gen và Scorpion ARMS xác định đột biến gen EGFR trên 120 mẫu mô ung thư phổi không tế bào nhỏ, được tỷ lệ là 50,8%, trong đó đột biến xóa đoạn LREA tại exon 19 và đột biến điểm L858R chiếm tỷ lệ cao nhất là 44,3% và 37,7%; 9 loại đột biến khác chiếm tỷ lệ thấp hơn 10[]
. Theo Hoàng Anh Vũ (2014) nghiên cứu trên 332 bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ, phát hiện tỷ lệ đột biến gen EGFR là 40,7%. Đột biến xảy ra nhiều nhất ở exon 19 (19%) tiếp đến là exon 21 (16,9%), mỗi exon 18 và 20 cùng xuất hiện đột biến với tỷ lệ 3,6%. Đột biến thường gặp ở bệnh nhân nữ (48,9%) nhiều hơn nam (35%) 25[]
.
Lý do cơ bản của các nghiên cứu về đột biến gen EGFR trên bệnh nhân ung thư phổi vì đột biến này liên quan tới đáp ứng điều trị với các thuốc TKI và tiên lượng của bệnh nhân. Nghiên cứu của Riely G. J. (2006) nhận thấy BN đột biến exon 19 có thời gian sống trung bình dài hơn exon 21 (34 tháng so với 8 tháng, p = 0,01) 
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. 
Bảng 1.2. Hiệu quả điều trị bước đầu của các thuốc EGFR TKI
	Tác giả
	Bệnh nhân
	Thuốc
	n
	Tỷ lệ đáp ứng so với hóa trị (%)
	Thời gian sống thêm toàn bộ (tháng)

	Maemondo M. 
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	Châu Á
	gefitinib
	228
	73,7 so với 30,7
	10,8 so với 5,4

	Zhou C. 
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	Châu Á
	erlotinib
	154
	83 so với 36
	13,1 so với 4,6

	Rosell R. 
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	Châu Âu
	erlotinib
	174
	56% so với 15%
	9,7 so với 5,2


Nguyễn Minh Hà (2012) so sánh hiệu quả sau 3 tháng của liệu pháp EGFR TKI ở hai nhóm bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ có và không có đột biến gen EGFR cho thấy tỷ lệ đáp ứng tương ứng của hai nhóm là 60% và 16,7% 9[]
. Như vậy, xét nghiệm đột biến gen EGFR trong ung thư phổi biểu mô tuyến có giá trị trong việc lựa chọn phác đồ điều trị phù hợp, tiên lượng và dự báo thời gian sống thêm cho bệnh nhân.

1.4.5.2. Nghiên cứu về mối liên quan giữa lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR 
* Liên quan về sắc tộc, giới tính và tiền sử hút thuốc: 
Nhiều nghiên cứu cho thấy quần thể BN ung thư phổi biểu mô tuyến ở người sắc tộc Đông Á, nữ giới, không hút thuốc thường có xu hướng đáp ứng tốt hơn đối với các thuốc EGFR TKI. Hầu hết các BN này đều có đột biến gen EGFR 69[]
. Tỷ lệ đột biến được ghi nhận là 33% trong số những BN sắc tộc Đông Á, trong khi đó chỉ có khoảng 8% đột biến là gặp trên BN nguồn gốc khác 90[]
. Tuy nhiên trong một nghiên cứu khác được tiến hành tại Ý người ta nhận thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở BN ung thư tiểu phế quản - phế nang và biểu mô tuyến lần lượt là 26% và 6% 
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Đột biến EGFR thường gặp ở nữ giới nhiều hơn nam giới (38% so với 10%) và những người không hút thuốc gặp nhiều hơn người từng hút thuốc (54% so với 16%) 90[]
. Theo Sasaki H. (2005) tình trạng đột biến gen EGFR tương quan đáng kể với giới tính, hút thuốc lá và các phân nhóm bệnh lý của ung thư phổi 
 ADDIN EN.CITE 
[86]
. Nghiên cứu IPASS (2011) cho thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến ở nữ lên tới 76,7% và ở BN không hút thuốc là 92,7% 
 ADDIN EN.CITE 
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. Cai X (2014) phân tích đột biến gen EGFR trên 76 bệnh nhân ung thư phổi cũng cho thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nữ cao hơn ở nam với tỷ lệ tương ứng là 61,1% và 25,0% 
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Nghiên cứu PIONEER (2014) trên BN châu Á cho thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nữ cao hơn so với nam (61,1% so với 44%), BN không hút thuốc có tỷ lệ đột biến gen EGFR cao hơn BN đã từng hút thuốc (60,7% so với 43,2%). Tình trạng đột biến gen EGFR dương tính gặp phổ biến hơn ở những BN có tiền sử hút thuốc với số gói - năm: từ 0 - < 10 (57,9%); 10 - < 20 (45,9%); 20 - < 30 (45,8%). Tình trạng đột biến gen EGFR âm tính phổ biến hơn ở những BN có tiền sử hút thuốc với số gói - năm: 30 - < 40 (73,6%); 20 - < 30 (54,2%); 10 - < 20 (54,1%). Số gói/năm nổi lên như là một yếu tố có ý nghĩa thống kê (p < 0,001) 
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* Liên quan với giai đoạn bệnh 
Nghiên cứu về lâm sàng của đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi không tế bào nhỏ, Riely G.J. (2006) nhận thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở giai đoạn I: 23%, giai đoạn II: 3%, giai đoạn III: 17% và giai đoạn IV: 57% 
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. Về mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR với giai đoạn bệnh: kết quả nghiên cứu PIONEER (2014) nhận thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm bệnh nhân giai đoạn IV là 53,5%; giai đoạn IIIB là 43,2% và giai đoạn còn lại là 48,6% 
 ADDIN EN.CITE 
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.
* Liên quan đột biến gen EGFR với mô bệnh học, hình ảnh tổn thương trên chụp CLVT phổi và chỉ số maxSUV trên PET/CT 
Travis (2011) đã tóm tắt mối liên quan giữa hình ảnh tổn thương phổi, phân loại mô bệnh học và liên quan với đặc điểm phân tử của ung thư phổi biểu mô tuyến 
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Bảng 1.3. Mối liên quan giữa các loại ung thư phổi biểu mô tuyến với đột biến gen EGFR và CLVT phổi 
	Loại ung thư biểu mô tuyến
	Đặc điểm sinh học phân tử
	CLVT phổi

	- Tại chỗ 
- Xâm nhập tối thiểu
	- Đột biến EGFR ở người không hút thuốc: 10-30%
	Hình ảnh kính mờ, có phần đặc 

	Ưu thế vảy không chế nhày
	- Đột biến EGFR ở người không hút thuốc: 10-30%

- Khuếch đại EGFR: 20-50%
	Nốt có phần đặc

Hình ảnh kính mờ hoặc nốt đặc

	Ưu thế nhú
	-Đột biến EGFR (10 - 30%)

-Khuếch đại EGFR (20 - 50%)
	Nốt đặc



	Ưu thế nang
	Đột biến EGFR người không hút thuốc (<10%)

Khuếch đại EGFR: 10%
	Nốt đặc

	Ưu thế vi nhú
	Đột biến EGFR (20%)
	Chưa biết

	Ưu thế đặc
	Đột biến EGFR ở người không hút thuốc: 10-30% 

Khuếch đại EGFR: 20-50%
	Đặc

	Ung thư phổi biểu mô tuyến tuyến xâm nhập
	Không đột biến gen EGFR

	Chắc, đặc


* Nguồn: Theo Theo Travis W. D. (2011) [101]
Đánh giá mối liên quan giữa chỉ số maxSUV đo bằng PET/CT và đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến giai đoạn IV, Lee S.Y. (2015) 59[]
 nhận thấy giá trị maxSUV thấp hơn trong các trường hợp ung thư phổi biểu mô tuyến giai đoạn IV có đột biến gen EGFR.
* Liên quan với mức độ biểu lộ protein EGFR
Một số nghiên cứu ở trong và ngoài nước cũng đề cập tới mối liên quan giữa đột biến gen EGFR và mức độ biểu lộ protein EGFR. Hứa Thị Ngọc Hà (2014), tiến hành nghiên cứu đối chiếu kết quả nhuộm hóa mô miễn dịch và giải trình tự gen EGFR trong ung thư phổi không tế bào nhỏ, phát hiện tỷ lệ đột biến gen EGFR là 54,2% và 36,1% có biểu lộ quá mức protein EGFR. Các trường hợp biểu lộ quá mức protein EGFR sẽ có đột biến gen EGFR cao gấp 3,5 lần những trường hợp có biểu hiện protein EGFR thấp. Có 21% không đột biến gen EGFR nhưng có biểu hiện protein EGFR cao 7[]
. Italiano A. (2006) nghiên cứu so sánh EGFR ở u nguyên phát và vị trí di căn ở 30 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ bằng hóa mô miễn dịch thấy biểu lộ protein EGFR là 66,7% ở khối u nguyên phát và 53,3% ở vị trí di căn. Đáp ứng điều trị tốt hơn ở những BN không hút thuốc, nữ giới, có typ mô bệnh học là ung thư phổi biểu mô tuyến và người Đông Á 
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Tóm lại, các nghiên cứu đều đưa ra kết luận là nếu kết hợp nhiều yếu tố như chủng tộc, tuổi, giới, tình trạng hút thuốc, tổn thương trên phim chụp CLVT phổi, SUVmax trên PET/CT, hóa mô miễn dịch biểu lộ protein EGFR sẽ làm tăng khả năng dự báo tình trạng đột biến gen EGFR trên lâm sàng, điều này góp phần tăng hiệu quả điều trị của ung thư phổi biểu mô tuyến. Do vậy, đề tài của chúng tôi được tiến hành với mong muốn tìm ra tỷ lệ đột biến EGFR trên bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến được điều trị tại bệnh viện Bạch Mai và bước đầu tìm hiểu mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen với các đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng. Cuối cùng, kết quả nghiên cứu sẽ giúp cho các bác sỹ có thêm kinh nghiệm trong điều trị, đặc biệt là việc lựa chọn phác đồ và bệnh nhân sẽ được hưởng lợi từ kết quả của nghiên cứu này.
Chương 2
ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Đối tượng nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu gồm 152 bệnh nhân UTP biểu mô tuyến điều trị nội trú tại Bệnh viện Bạch Mai từ 1/2014 đến 10/2015.
2.1.1. Tiêu chuẩn chọn bệnh nhân


+ Bệnh nhân đã được chẩn đoán xác định ung thư phổi biểu mô tuyến bằng xét nghiệm mô bệnh học, tế bào học.


+ Bệnh phẩm được thu thập bằng các phương pháp sau: sinh thiết xuyên thành ngực, nội soi phế quản ống mềm, sinh thiết hạch ngoại vi, dịch màng phổi, mẫu mô khối u sau phẫu thuật (Bảng 2.1).




+ Các BN được làm xét nghiệm đột biến gen EGFR và nhuộm HMMD phát hiện biểu lộ protein EGFR.


+ Bệnh nhân trên ≥ 18 tuổi.


+ Bệnh nhân tự nguyện tham gia nghiên cứu.

Bảng 2.1. Vị trí lấy mẫu bệnh phẩm 
	Vị trí lấy mẫu bệnh phẩm
	n

	U nguyên phát tại phổi
	111

	U di căn
	Hạch ngoại vi
	19
	41

	
	Màng phổi
	4
	

	
	Dịch màng phổi*
	5
	

	
	Khác*
	13
	

	Tổng số
	152


* Di căn não (5BN), da/mô mềm (2 BN), màng tim (1 BN), gan (3 BN), cột sống (1BN), u trung thất (1 BN).

* Có 6 mẫu cell block bao gồm 5 mẫu dịch màng phổi, 1 mẫu dịch màng tim

2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ



+ Bệnh nhân không phải UTP biểu mô tuyến.



+ Bệnh nhân đã điều trị hóa chất hoặc xạ trị.



+ Bệnh nhân có bệnh ung thư khác kèm theo.

2.2. Nội dung nghiên cứu

2.2.1. Đánh giá một số đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng
* Lâm sàng

+ Đặc điểm về tuổi, giới.
+ Tiền sử hút thuốc.

+ Thời gian từ khi có triệu chứng đầu tiên đến khi vào viện.

+ Chỉ số khối cơ thể (Body Mass Index: BMI).

+ Các nhóm triệu chứng, hội chứng lâm sàng: hô hấp, chèn ép, xâm lấn, di căn, triệu chứng toàn thân.

+ Phân loại giai đoạn bệnh theo TNM.
* Chẩn đoán hình ảnh

+ Chụp cắt lớp vi tính phổi: đánh giá vị trí khối u, đặc điểm và tính chất của khối u, các tổn thương liên quan.
+ Chụp PET/CT: đánh giá khối u và tổn thương di căn, chỉ số maxSUV tại u nguyên phát và di căn.
+ Chụp cộng hưởng từ sọ não: đánh giá di căn não.

+ Xạ hình xương: đánh giá di căn xương.

+ Siêu âm ổ bụng: đánh giá di căn ổ bụng, hạch…

* Xét nghiệm các maker ung thư: định lượng nồng độ CEA, Cyfra 21-1 trong huyết thanh. 

* Xét nghiệm giải phẫu bệnh và xét nghiệm hóa mô miễn dịch:

+ Xét nghiệm mô bệnh học, tế bào học chẩn đoán xác định UTP biểu mô tuyến.

+ Xác định sự biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào bằng hóa mô miễn dịch.
2.2.2. Đặc điểm đột biến gen EGFR 



+ Xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR.



+ Xác định tỷ lệ các loại đột biến.



+ Xác định tỷ lệ phân bố đột biến các exon 18,19,20, 21 của gen EGFR.

2.2.3. Nghiên cứu sự liên quan giữa đột biến gen EGFR với một số đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng 

+ Liên quan với tuổi, giới.

+ Liên quan với tiền sử hút thuốc.

+ Liên quan với di căn.

+ Liên quan với giai đoạn bệnh theo TNM.

+ Liên quan với vị trí khối u nguyên phát trên phim chụp CLVT phổi.

+ Liên quan với hình ảnh tổn thương trên phim chụp CLVT phổi.

+ Liên quan với chỉ số maxSUV trên hình ảnh chụp PET/CT.

+ Liên quan với mức độ biểu lộ protein EGFR bằng nhuộm HMMD.

+ Liên quan với loại mẫu bệnh phẩm xét nghiệm (mô học, tế bào học).

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Đây là loại nghiên cứu tiến cứu mô tả, cắt ngang.
2.3.1. Cỡ mẫu

* Cỡ mẫu được tính theo công thức 
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2

)

2

/

1

(

)

1

(

d

p

p

Z

n

-

=

-

a


Trong đó:
n là cỡ mẫu nhỏ nhất phải đạt được cho BN ung thư phổi biểu mô tuyến.
Z là hệ số tin cậy, ở mức xác suất 95%, Z = 1,96.
p là tỷ lệ đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến, p=0,642 dựa theo kết quả của nghiên cứu PIONEER 
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. 
d là độ chính xác mong muốn, d = 0,08. 

Áp dụng công thức trên, chúng tôi tính được cỡ mẫu lý thuyết là 138 BN. 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi thu thập được 152 BN.
* Chọn bệnh nhân có đủ tiêu chuẩn nghiên cứu cho đến khi đủ số lượng bệnh nhân theo ước định cỡ mẫu.
2.3.2. Phương pháp thu thập số liệu:
2.3.2.1. Nghiên cứu đặc điểm lâm sàng



Tất cả các bệnh nhân đều được nghiên cứu sinh trực tiếp hỏi bệnh, khám lâm sàng và thu thập thông tin theo mẫu bệnh án nghiên cứu bao gồm:


+ Tuổi: phân nhóm tuổi, tuổi trung bình.


+ Giới: tỷ lệ về giới.


+ Lý do vào viện: các triệu chứng khiến bệnh nhân phải đi khám bệnh.


+ Thời gian phát hiện bệnh: được tính từ khi có triệu chứng đầu tiên đến khi vào viện. Thời gian tính theo tháng chia làm 3 nhóm: dưới 1 tháng, từ 1-3 tháng và trên 4 tháng. 


+ Chỉ số khối cơ thể (Body Mass Index: BMI): Theo Fearon, Strasser, Anker và cộng sự (2011), sụt cân trong hội chứng suy mòn ung thư khi cân nặng giảm trên 2% trọng lượng cơ thể [37].
Cách tính: BMI= 
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W là cân nặng cơ thể tính theo kilogram (Kg); H là chiều cao cơ thể tính theo mét (m).
Phân loại (cho người lớn > 20 tuổi): BMI < 18,5: Gầy (thiếu cân); BMI=18,5-22,9: Bình thường; BMI ≥ 23: Béo (thừa cân).

+ Tiền sử hút thuốc lá: 

Tỷ lệ bệnh nhân hút thuốc và không hút thuốc.


Số bao - năm: tính theo công thức:

Số bao - năm = (Số bao hút/ngày) x Tổng thời gian hút theo năm.


+ Các triệu chứng, hội chứng lâm sàng khám khi vào viện: toàn thân, triệu chứng cơ năng hô hấp, triệu chứng thực thể hô hấp, triệu chứng khối u xâm lấn tại chỗ, di căn.
* Đánh giá giai đoạn bệnh theo TNM



+ Đánh giá giai đoạn bệnh tại thời điểm chẩn đoán ban đầu: theo hệ thống phân loại TNM của AJCC (2010). 



+ Phân loại giai đoạn bệnh: I (IA, IB); II (IIA, IIB); III (IIIA, IIIB) và IV.

* Đánh giá di căn 


Di căn bao gồm: não, xương, gan, hạch ngoại vi, tuyến thượng thận, phổi đối bên, màng phổi, màng tim.



Đánh giá di căn dựa trên:



+ Chụp CLVT phổi.



+ Chụp PET/CT.



+ Chụp MRI sọ não: đánh giá tổn thương di căn não, thực hiện tại khoa Chẩn đoán hình ảnh bệnh viện Bạch Mai. 



+ Xạ hình SPECT xương: đánh giá di căn xương, thực hiện tại Trung tâm Y học hạt nhân và Ung bướu bệnh viện Bạch Mai. 



+ Siêu âm ổ bụng: đánh giá tổn thương di căn các tạng trong ổ bụng, thực hiện tại khoa Chẩn đoán hình ảnh, bệnh viện Bạch Mai.

2.3.2.2. Chụp cắt lớp vi tính lồng ngực (CLVT)

152 BN đều được chụp CLVT phổi. Thực hiện tại khoa Chẩn đoán hình ảnh, bệnh viện Bạch Mai.



Đọc và phân tích hình ảnh cùng với các bác sĩ chẩn đoán hình ảnh và thày hướng dẫn.



Nghiên cứu xác định các chỉ tiêu về hình ảnh sau đây:

+ Vị trí u: Phổi phải (thùy trên, giữa, dưới), phổi trái (thùy trên, dưới)

+ Hình ảnh tổn thương:



- Hình bóng mờ dạng tròn: khối mờ tròn hoặc bầu dục, ranh giới rõ, không đều, lồi lõm, bờ tua gai…


- Hình ảnh xẹp phổi: Dấu hiệu trực tiếp thể tích thùy phổi bị co nhỏ lại, mạch máu vùng xẹp bị xít lại gần nhau. Dấu hiệu gián tiếp: co kéo rãnh liên thùy, các tạng xung quanh, vòm hoành bị kéo cao.



- Hình ảnh ‘’viêm phổi’’: có thể gặp viêm phổi thùy, phân thùy hoặc hình ảnh viêm phổi kẽ. Biểu hiện trên Xquang là những đám mờ nhạt khu trú phân thùy, thùy phổi hoặc lan tỏa.



- Hình ảnh tràn dịch màng phổi: là hình mờ thuần nhất, mất góc sườn hoành, có thể đẩy các cơ quan lân cận sang bên đối diện.



- Tổn thương trung thất: có thể thấy sự xâm lấn của khổi u vào trung thất hoặc xuất hiện hạch cạnh khí quản, phế quản, trung thất.

2.3.2.3. Chụp PET/CT

+ Có 71/152 BN được chụp PET/CT. 
+ PET/CT được thực hiện tại Đơn vị PET/CT, Trung tâm Y học hạt nhân và Ung bướu, Bệnh viện Bạch Mai. 
+ Sử dụng dược chất phóng xạ 18FDG (2-flouro-2-deoxy-D-glucose).
+ Đánh giá giá trị hấp thu FDG chuẩn tối đa: maxSUV (standard uptake value). Tổn thương ác tính được xác định với các giá trị maxSUV > 2,5 16[]
. 
+ Đọc và phân tích kết quả cùng các bác sĩ chuyên khoa Y học hạt nhân và thày hướng dẫn. 

+ Các chỉ tiêu nghiên cứu về PET/CT: Đánh giá mức độ hấp thu FDG của khối u nguyên phát và các tổn thương di căn thông qua giá trị maxSUV tại các vị trí:

- MaxSUV tại khối u nguyên phát.


- MaxSUV tại hạch .


- MaxSUV tại cơ quan di căn.


- MaxSUV tại não (nếu có).
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	Khối u thùy trên phổi phải KT 4,6x3,9x4,2cm, max SUV=9,57
	Hạch cạnh khí quản phải, KT 2,5x2,2cm, max SUV=4,8
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	Tổn thương xương cánh chậu trái, KT 4,0x4,2cm, max SUV=15,22
	Hạ phân thùy VI ở gan có 2 nốt KT 1,2 và 2,0cm, maxSUV=4,10 và 4,58


Hình 2.1. Hình ảnh khối u nguyên phát tại phổi và di căn trên PET/CT. 
* Nguồn: theo Mai Trọng Khoa (2013) 16[]

2.3.2.4. Xét nghiệm maker ung thư:


+ Xác định nồng độ CEA và Cyfra21-1 trong huyết thanh. CEA được đánh giá là cao khi > 5ng/mL, Cyfra21-1 được đánh giá là cao khi > 3,3ng/mL.


+ Kỹ thuật thực hiện tại Khoa Hóa Sinh, Bệnh viện Bạch Mai. 
2.3.2.5. Phương pháp xét nghiệm mô bệnh học và đánh giá mức độ biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào
* Xét nghiệm mô bệnh học
+ Xét nghiệm mô bệnh học và tế bào học (Cell block) được thực hiện tại trung tâm Giải phẫu bệnh - Bệnh viện Bạch Mai. 
+ Áp dụng phân loại mô bệnh học UTP biểu mô tuyến theo IASLC/ATS/ERS (2011) với mẫu sinh thiết nhỏ và tế bào học 
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.
+ Nhận định và đánh giá kết quả ung thư biểu mô tuyến của phổi được chia thành 2 nhóm:


- Các trường hợp trên mô bệnh học nhuộm Hematoxylin – Eosin (HE) thường quy có kết quả là cấu trúc biểu mô tuyến điển hình của phổi (UTBMTcó hình thái rõ ràng) bao gồm: UTP biểu mô tuyến nang, tuyến vi nhú, tuyến lepidic, tuyến đặc chế nhày.


- Một số trường hợp nhuộm HE thường quy mà không xác định được UTBMT, khi đó phải sử dụng phương pháp nhuộm HMMD để giúp phân biệt bản chất, nguồn gốc tế bào, mô u. Các mẫu mô dương tính với marker : NapsinA, TTF1, CK7 qua nhuộm HMMD, được chẩn đoán là UTP không tế bào nhỏ xu hướng biệt hóa tuyến.
* Đánh giá mức độ biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào

+ Xét nghiệm HMMD được thực hiện tại trung tâm Giải phẫu bệnh - Bệnh viện Bạch Mai. 
+ Chọn những tiêu bản có mô bệnh đủ lớn, không bị hoại tử quá nhiều được xác định trên nhuộm HE được nhuộm HMMD.

+ Nguyên lý kỹ thuật: Sử dụng các kháng thể đơn dòng phát hiện các kháng nguyên đặc hiệu có trong các mảnh cắt mô đã chuyển đúc trong paraffin. 

* Thiết bị, dụng cụ và hóa chất:

+ Các máy móc, thiết bị, dụng cụ và hóa chất phục vụ cho việc xử lý mô và làm tiêu bản mô bệnh học.

+ Máy nhuộm hóa mô miễn dịch tự động Benchmark XT (Ventana).
+ Các kháng thể và hoá chất: kháng thể kháng EGFR là các kháng thể đơn dòng EGFR SP84 được sản xuất bởi hãng Cell Marquer (Mỹ); dung dịch bộc lộ kháng nguyên. Nồng độ pha loãng kháng thể và quy trình nhuộm theo hướng dẫn của nhà sản xuất đối với từng loại kháng thể.

+ Phương tiện để đọc và phân tích kết quả trên kính hiển vi quang học Carl Zeissxioscope 40 với các vật kính có độ phóng đại 5x, 10x, 20x, 40x và 100x, kèm camera AxioCam, có kết nối với máy tính để phân tích kết quả, chụp ảnh và lưu dữ liệu.

* Quy trình nhuộm hóa mô miễn dịch:

+ Dùng lam có superfrost (mang điện tích dương).

+ Khử parafin bằng dung dịch CC1.

+ Rửa bằng dung dịch reaction buffer.

+ Ủ với kháng thể EGFR (Ventana, rabbit monoclonal) 30 phút ở 37oC.

+ Rửa bằng dung dịch reaction buffer.

+ Gắn màu với bộ kit ultraview Universal DAB Detection Kit.

+ Rửa bằng dung dịch reaction buffer.

+ Nhuộm nền với Hematoxyline.
* Đọc kết quả hóa mô miễn dịch: 


+ Nhận định kết quả hóa mô miễn dịch với EGFR (theo hướng dẫn của nhà sản xuất DAKO) 30


[ ADDIN EN.CITE ]
: phản ứng dương tính được thể hiện bằng màu nâu đỏ ở màng tế bào, chia thành các mức độ:
(0): phản ứng âm tính.
(1+): màng tế bào bắt màu đỏ nâu-đỏ nhạt, không liên tục.
(2+): màng tế bào bắt màu đỏ nâu-đỏ đậm, rõ rệt liên tục.
(3+): màng tế bào bắt màu rất đậm, có thể lan cả vào bào tương tế bào.


+ Biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào được nhận định như sau: Theo tác giả Wen Y.H. (2013) 
 ADDIN EN.CITE 
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.
- Âm tính: gồm mức độ 0 và 1+

- Dương tính: gồm mức độ 2+ và 3+


Các kết quả mô bệnh học và hóa mô miễn dịch được đánh giá bởi hai nhà giải phẫu bệnh giàu kinh nghiệm của Trung tâm Giải phẫu bệnh - Tế bào học của bệnh viện Bạch Mai. Một số ca khác biệt đều được thống nhất lại.
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Hình 2.2. Biểu lộ EGFR 2+ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
* Nguồn: theo Wen Y.H. (2013)104
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2.3.2.6. Xác định đột biến gen EGFR:


* 152 mẫu mô được thu thập ở BN đã được chẩn đoán xác định giải phẫu bệnh UTBMT. Mẫu mô được sử dụng là mẫu mô đúc trong khối nến. 


* Quy trình xác định đột biến gen EGFR được thực hiện bằng phương pháp PCR kết hợp lai đầu dò đặc hiệu theo kit EGFR Stripassay (ViennaLab-Áo), đây là kỹ thuật đã được cấp phép sử dụng trong chẩn đoán lâm sàng theo tiêu chuẩn Châu Âu (CE-IVD). 



Kỹ thuật được thực hiện tại Đơn vị Gen trị liệu, trung tâm Y học hạt nhân và ung bướu, Bệnh viện Bạch Mai. 


* Nguyên lý kỹ thuật: Kết hợp của kỹ thuật khuếch đại đặc hiệu alen đột biến bằng phản ứng PCR và công nghệ lai đầu dò đặc hiệu đã được thiết kế sẵn để phát hiện 16 loại đột biến thường gặp ở exon 18 đến exon 21 trên gen EGFR.


* Dụng cụ: 
+ Tủ lạnh âm sâu (-30oC, -80oC).

+ Lò vi sóng.

+ Máy ly tâm để bàn, máy ly tâm lạnh (Eppendorf 5424R).
+ Máy ủ nhiệt kèm lắc rung (Eppendorf Thermomixer comfort).
+ Máy định lượng DNA theo nguyên tắc huỳnh quang (Qubit® 2.0 Fluorometer).
+ Hệ thống điện di, máng đổ gel, lược tạo giếng.

+ Máy soi và chụp ảnh tự động gel agarose đã điện di.

+ Máy đo quang phổ.

+ Bể ủ nhiệt.

+ Buồng hút.

+ Máy PCR.

+ Pipettor, pipette tip, polypropylene tube (10µL, 200µL, 1000µL).
* Hóa chất và vật tư tiêu hao: 

+ Hóa chất tách chiết DNA từ mô UTP.

+ Dung dịch xylene, ethanol 100%.
+ Kit tách DNA từ mô FFPE (QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit, Qiagen).
+ Kit định lượng DNA theo nguyên tắc huỳnh quang (Qubit™ dsDNA HS, Molecular Probes).
+ Kit xác định đột biến gen EGFR (EGFR StripAssay®, ViennaLab).

+ Ống PCR; ống ly tâm 1,7 ml. 
+ Đầu tip 10, 20, 200, 1000 µl (Corning).
+ Ống Qubit assay (Invitrogen). 

* Các bước tiến hành:



Bước 1: Tách DNA từ mẫu mô vùi paraffin: 


+ Các mẫu mô sau khi được ký hiệu mã số của BN sẽ được xác định mô bệnh học và được chọn lựa vùng tập trung TB ung thư (tại khoa Giải phẫu bệnh, bệnh viện Bạch mai) theo các bước sau:

- Vùng mô ung thư được đánh dấu trên lam kính để phân biệt với mô lành xung quanh, rồi được cạo vào ống Eppendorf 1,5 ml bằng lưỡi dao phẫu thuật riêng biệt. Những bệnh phẩm sinh thiết quá nhỏ không thể đánh dấu phân biệt vung mô ung thư và mô lành nên được thu toàn bộ vào ống Eppendorf 1,5 ml. 

- Sử dụng vùng mô này để tách chiết, tinh sạch DNA bộ gen.


+ Tách chiết DNA từ mẫu mô UTP bằng kit QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. Kiểm tra nồng độ và chất lượng DNA mới tách chiết bằng Qubit® 2.0 Fluorometer.


Bước 2: Khuếch đại đoạn gen quan tâm bằng phản ứng PCR theo kit EGFR StripAssay (ViennaLab).


Bước 3: Lai sản phẩm khuếch đại với đầu dò đặc hiệu được phân bố trên Test strip.


Bước 4: Phân tích kết quả: có thể phát hiện được 1 hoặc nhiều đột biến gen trên tổng số 16 đột biến gen có ý nghĩa trên lâm sàng bao gồm 3 đột biến gen tại exon 18; 10 đột biến gen tại exon 19; 1 đột biến gen tại exon 20; 2 đột biến gen tại exon 21.


* Nhận định kết quả đột biến gen EGFR: Sau quá trình lai, các test strip được so sánh với thang chuẩn để đánh giá kết quả. Vạch tương ứng trên thang chuẩn cho phép xác định mẫu phân tích có đột biến hay không, ở vị trí nào. Việc nhận định kết quả được xác định tự động thông qua phần mềm StripAssay Evaluator® được cung cấp bởi ViennaLab.
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Hình 2.3. Các bước xét nghiệm đột biến gen EGFR
A. 
Tách DNA từ mẫu mô vùi paraffin.    

B. 
Khuếch đại đoạn gen quan tâm bằng phản ứng PCR.
C. 
Lai sản phẩm khuếch đại với đầu dò đặc hiệu được phân bố trên Test strip.
D. 
Thang chuẩn so kết quả của test stripVạch 1-16: 16 đột biến trên 4 exon (18-21) của gen EGFR được phát hiện. Vạch 17-20: đối chứng âm PCR với từng exon. Vạch 21: đối chứng dương PCR. 
Danh sách các loại đột biến gen EGFR có thể phát hiện được bằng kỹ thuật StripAssay (ViennaLab)
	Đột biến 
	Exon
	 Biến đổi nucleotid

	L858R
	21
	2537T > G

	L861Q
	21
	2582T > A

	T790M
(đột biến kháng thuốc)
	20
	2369C > T

	Xóa đoạn
	19
	c2235-2249del

	
	19
	c2236-2250del

	
	19
	c2237-2251del

	
	19
	c2237-2255delinsT

	
	19
	c2239-2248delinsC

	
	19
	c2239-2251delinsC

	
	19
	c2240-2254del

	
	19
	c2240-2257del

	
	19
	c2239-2256del

	
	19
	c2239-2247del

	G917C
	18
	C2155G > T

	G719S
	18
	C2155G > A

	G719A
	18
	C2156G > C


2.3.2.7. Xác định mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng



Xác định mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng, bao gồm:



+ Tuổi: nhóm tuổi < 60 tuổi và > 60 tuổi.



+ Giới: nhóm nam và nữ.


+ Tiền sử hút thuốc lá: nhóm có hút thuốc và không hút thuốc, số bao năm: 0 - 30 bao/năm và > 30 bao/năm.


+ Thời gian phát hiện bệnh.


+ Các triệu chứng lâm sàng.


+ Có di căn và không di căn.


+ Các cơ quan di căn.


+ Giai đoạn bệnh.


+ Vị trí khối u trên phim chụp CLVT phổi.




+ Hình thái tổn thương trên phim chụp CLVT phổi.


+ Thay đổi nồng độ CEA, Cyfra 21- 1.



+ Mức độ biệt hóa theo phân loại mô bệnh học.


+ Mức độ biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào.


+ Chỉ số maxSUV trên phim chụp PET/CT.



Sử dụng thuật toán phân tích đơn biến, đa biến logistic để tìm ra các yếu tố có liên quan với tình trạng đột biến gen EGFR.
2.4. Thu thập và xử lý số liệu



Các thông tin được thu thập theo mẫu bệnh án nghiên cứu đã thiết kế sẵn (Phụ lục 2).


Phương pháp thu thập thông tin:



+ Thăm khám lâm sàng, cận lâm sàng.


+ Xét nghiệm đột biến gen EGFR.


Các số liệu được mã hóa và xử lý bằng phần mềm thống kê y học SPSS 16.0


+ Mô tả: Trung bình, trung vị, độ lệch chuẩn, giá trị min, max



+ So sánh các tỷ lệ: Sử dụng test χ2, các so sánh có ý nghĩa thống kê khi p < 0,05. Trong trường hợp giá trị mong đợi nhỏ hơn 5 thì sử dụng test χ2 với hiệu chỉnh Fisher. 


+ So sánh 2 giá trị trung bình: Sử dụng test Student, các so sánh có ý nghĩa thống kê khi p < 0,05. 


+ Tính tỷ suất chênh hay nguy cơ tương đối (OR - Odds Ratio).


Tỷ suất chênh được sử dụng để đo mối liên quan giữa hai biến nhị phân và định tính; đánh giá mối liên quan giữa yếu tố phơi nhiễm và bệnh, theo công thức: OR = ad/bc. Trong đó: a, b, c và d là các giá trị hay tỷ lệ phần trăm được xác định như sau:

* Nguy cơ tương đối

	Phơi nhiễm
	Tình trạng bệnh

	
	Có
	Không

	Có 
	a
	b

	Không
	c
	d




Khoảng tin cậy của OR được xác định là 95% CI (Confidence Interval). Khi khoảng tin cậy không chứa giá trị 1 hoặc khi giá trị p của test “χ2” nhỏ hơn mức ý nghĩa thống kê (p < 0,05), ta có thể kết luận là giá trị OR thu được có ý nghĩa thống kê.


+ Phân tích hồi quy đơn biến và đa biến đối với các biến cần xác định các yếu tố liên quan.
2.5. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu



+ Lợi ích của nghiên cứu: xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR và mối liên quan với các chỉ số về tuổi, giới, tình trạng hút thuốc, đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng như chỉ số maxSUV trên PET/CT, mức độ biểu hiện EGFR trên nhuộm hóa mô miễn dịch… góp phần nâng cao hiệu quả chẩn đoán, tiên lượng bệnh và là cơ sở để lựa chọn các phương pháp điều trị cho BN.



+ Tính tự nguyện: Tất cả BN trong nghiên cứu đều hoàn toàn tự nguyện tham gia. Xét nghiệm phân tích đột biến gen chỉ được thực hiện khi có sự đồng ý của BN và gia đình BN. Các thông tin chi tiết về tình trạng bệnh tật, các thông tin cá nhân của người bệnh được bảo mật thông qua việc mã hóa các số liệu trên máy vi tính. 


+ Nghiên cứu đã được sự đồng ý của bệnh viện Bạch Mai (nơi thu nhận và điều trị bệnh nhân).


+ Nghiên cứu đã được thông qua Hội đồng chấm đề cương nghiên cứu sinh và được quyết định công nhận của Học viện Quân Y.
2.6. Sơ đồ nghiên cứu




Chương 3
KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Qua nghiên cứu 152 bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến được làm xét nghiệm đột biến gen EGFR, tại Trung tâm Y học hạt nhân và Ung bướu, Bệnh viện Bạch Mai từ tháng 01 năm 2014 đến tháng 10 năm 2015, chúng tôi thu được các kết quả sau:

3.1. Một số đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
3.1.1. Đặc điểm lâm sàng

3.1.1.1. Đặc điểm tuổi, giới và tiền sử hút thuốc
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Biểu đồ 3.1. Nhóm tuổi của bệnh nhân nghiên cứu

Nhận xét:

+ Tuổi trung bình là 59,6 ± 9,9, tuổi thấp nhất là 32 tuổi, tuổi lớn nhất là 80 tuổi. 
+ BN > 50 tuổi gặp với tỷ lệ cao (85,6%), lứa tuổi 50 - 59 và 60 - 69 chiếm tỷ lệ 69,1%. Trong nghiên cứu của chúng tôi không có BN nào dưới 30 tuổi và trên 80 tuổi.
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Biểu đồ 3.2. Đặc điểm về giới

Nhận xét:


+ Bệnh nhân nam gặp nhiều hơn nữ và tỷ lệ nam/nữ là 2,53.


+ Nam giới chiếm tỷ lệ 71,7%, nữ giới chiếm tỷ lệ 28,3%.

Bảng 3.1. Đặc điểm về tiền sử hút thuốc

	Tiền sử hút thuốc
	Nữ
	Nam
	Tổng

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Không hút thuốc
	41
	95,3
	44
	40,4
	85
	55,9

	Hút thuốc
	2
	4,7
	65
	59,6
	67
	44,1

	Tổng
	43
	100,0
	109
	100,0
	152
	100,0


Nhận xét:



Bệnh nhân không hút thuốc lá chiếm tỷ lệ 55,9% (85/152 BN), trong đó nữ giới không hút thuốc chiếm tỷ lệ 95,3% (41/43 BN).
Bảng 3.2. Mức độ hút thuốc theo bao-năm 
	Số bao-năm
	n
	Tỷ lệ (%)

	0 - 30
	127
	83,6

	> 30
	25
	16,4

	Tổng
	152
	100,0


Nhận xét:



+ Bệnh nhân không hút thuốc hoặc hút < 30 bao/năm chiếm tỷ lệ 83,6%. Đặc biệt có tới 16,4% BN hút > 30 bao/năm. 

3.1.1.2. Triệu chứng lâm sàng
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Biểu đồ 3.3. Thể trạng tính theo BMI

Nhận xét:


Đa phần BN có BMI ở mức độ trung bình chiếm tỷ lệ 63,8%.
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Biểu đồ 3.4. Thời gian từ khi có triệu chứng đến khi vào viện

Nhận xét:



Đa số BN đến viện sau khi có triệu chứng là < 3 tháng, chiếm tỷ lệ 84,2% trong đó có 27,0% BN đến viện kể từ khi có triệu chứng dưới 1 tháng.
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Biểu đồ 3.5. Lý do vào viện
Nhận xét:



Bệnh nhân vào viện khám với triệu chứng hô hấp gặp nhiều nhất là đau tức ngực (28,9%), ho khan (17,1%), khó thở và đau đầu (10,5%). Ngoài ra có 5,9% BN đến khám với lý do tình cờ phát hiện khối u phổi qua khám sức khỏe định kỳ.

Bảng 3.3. Các triệu chứng lâm sàng
	Triệu chứng (152 BN)
	n
	Tỷ lệ (%)

	Triệu chứng
cơ năng hô hấp
	Ho khan
	58
	38,2

	
	Ho có đờm
	30
	19,7

	
	Ho ra máu
	18
	11,8

	
	Khó thở
	43
	28,3

	
	Đau ngực
	80
	52,6

	
	Không có
	35
	23,0

	Triệu chứng,

thực thể hô hấp
	Hội chứng đông đặc
	1
	0,7

	
	Hội chứng 3 giảm
	36
	23,7

	
	Không có
	115
	75,7

	Triệu chứng ung thư lan rộng tại chỗ
	Tràn dịch màng phổi
	35
	23,0

	
	Tràn dịch màng tim
	1
	0,7

	
	Chèn ép thần kinh
	7
	4,6

	
	Chèn ép thực quản
	1
	0,7

	
	Chèn ép tĩnh mạch chủ trên
	1
	0,7

	
	Không có
	110
	72,4

	Triệu chứng

di căn của ung thư
	Đau đầu
	19
	12,5

	
	Đau xương khớp
	16
	10,5

	
	Đau bụng hạ sườn
	3
	2,0

	
	Hạch ngoại biên
	46
	30,3

	
	Không có
	77
	50,6

	Triệu chứng toàn thân
	Mệt mỏi chán ăn
	18
	11,8

	
	Sốt trên 38oC
	13
	8,6

	
	Sụt cân
	40
	26,3

	
	Không có triệu chứng
	60
	39,5


Nhận xét:



+ Các triệu chứng cơ năng hô hấp thường gặp là đau ngực 52,6%, ho khan 38,2%, khó thở 28,3%, ho có đờm 19,7%, ho ra máu 11,8% và không có triệu chứng là 23,0%.



+ Triệu chứng thực thể hô hấp lần lượt là hội chứng 3 giảm 23,7% và hội chứng đông đặc 0,7%. 


+ Triệu chứng ung thư lan rộng tại chỗ hay gặp bao gồm tràn dịch màng phổi 23,0%. Các triệu chứng khác như tràn dịch màng tim, chèn ép thần kinh, chèn ép thực quản, chèn ép tĩnh mạch chủ trên chiếm tỷ lệ dưới 10%.


+ Triệu chứng di căn hay gặp là hạch ngoại biên chiếm tỷ lệ 30,3%, đau đầu, tê bì chân tay chiếm tỷ lệ 12,5%, đau cơ xương khớp chiếm tỷ lệ 10,5%.



+ Triệu chứng toàn thân bao gồm mệt mỏi chán ăn 11,8%, sốt trên 38oC là 8,6%, sụt cân là 26,3%.
3.1.2. Đặc điểm cận lâm sàng
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Biểu đồ 3.6. Vị trí khối u nguyên phát trên phim CLVT phổi
Nhận xét:



+ Khối u nguyên phát ở phổi phải chiếm tỷ lệ 65,8% (100/152); phổi trái 34,2% (52/152). 



+ Ở cả hai phổi khối u thùy trên là vị trí thường gặp nhất chiếm tỷ lệ 48,0% (73/152), trong đó phổi phải: 28,9%; phổi trái 19,1%.
Bảng 3.4. Các hình thái tổn thương trên phim chụp cắt lớp vi tính phổi
	Đặc điểm tổn thương (152 BN)
	n
	Tỷ lệ (%)

	Hình ảnh bóng mờ dạng tròn
	142
	93,4

	Hình ảnh xẹp phổi
	16
	10,5

	Hình viêm phổi
	5
	3,3

	Tràn dịch màng phổi
	32
	21,1

	Xâm lấn
	7
	4,6


Nhận xét:



Tổn thương bóng mờ dạng tròn gặp chủ yếu với tỷ lệ 93,4%, tiếp đến tràn dịch màng phổi chiếm tỷ lệ 21,1%. Các tổn thương khác như xẹp phổi, viêm phổi và tổn thương phối hợp chiếm tỷ lệ nhỏ dưới 10%. 
Bảng 3.5. Chỉ số maxSUV tại khối u nguyên phát và tổ chức di căn trên phim chụp PET/CT 

	Chỉ số maxSUV
	X ± SD
	Trung vị
	Min - Max

	Tại u nguyên phát (n=71)
	10,1 ± 5,4
	9,62
	1,07 - 35,09

	Tại hạch (n=48)
	7,6 ± 5,3
	6,78
	2,6 - 35,05

	Tổ chức di căn (n=52)
	7,3 ± 5,8
	6,26
	2,6 - 42,78


Nhận xét: 


Chỉ số maxSUV trung vị tại u nguyên phát là 9,62 cao hơn so với chỉ số này tại hạch và tổ chức di căn lần lượt là 6,78 và 6,26.
Bảng 3.6. Đặc điểm di căn (n=119)

	Cơ quan di căn
	Số lượng
	Tỷ lệ (%)

	Phổi đối bên
	56
	47,1

	Màng phổi
	45
	37,8

	Não
	29
	24,4

	Xương
	46
	38,7

	Gan
	12
	10,1

	Tuyến thượng thận
	10
	8,4

	Da/mô mềm
	6
	5,0

	Hạch ngoại vi
	40
	33,6

	Khác*
	9
	7,6


*: 4 di căn màng tim, 1 di căn thành họng, 1 di căn lách, 1 di căn thận, 2 di căn tuyến giáp.

Nhận xét: 



+ Trong các cơ quan bị di căn, thường gặp nhất: phổi đối bên (47,1%), màng phổi (37,8%), xương (38,7%), di căn não (24,4%) và hạch ngoại vi (33,6%). 


+ Ngoài ra còn có di căn gan, tuyến thượng thận, da và mô mềm với tỷ lệ thấp hơn.
Bảng 3.7. Số lượng cơ quan di căn

	Số lượng cơ quan bị di căn
	n
	Tỷ lệ (%)

	0
	33
	21,7

	1
	44
	28,9

	2
	34
	22,4

	3
	28
	18,4

	4
	8
	5,3

	5
	5
	3,3

	Tổng
	152
	100,0


Nhận xét:



+ Đa số BN di căn 1 cơ quan (28,9%), di căn 2 cơ quan (22,4%) và 3 cơ quan (18,4%). Trung bình số cơ quan bị di căn là 1,66 ± 1,32.



+ Có 8 BN di căn 4 cơ quan và 5 BN di căn 5 cơ quan.

Bảng 3.8. Phân loại giai đoạn bệnh theo phân loại TNM
	Giai đoạn bệnh
	n
	%

	I
	3
	2,0

	II
	10
	6,6

	IIIA
	16
	10,5

	IIIB
	4
	2,6

	IV
	119
	78,3

	Tổng số
	152
	100,0


Nhận xét:



Có 91,4% các BN ung thư phổi biểu mô tuyến thuộc giai đoạn III và giai đoạn IV trong đó các BN giai đoạn IIIB là 2,6% và giai đoạn IV là 78,3%.
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Biểu đồ 3.7. Phân loại độ biệt hóa khối u theo mô bệnh học

Nhận xét: 


Kết quả cho thấy có 69,7% (106/152 BN) là ung thư phổi biểu mô tuyến với hình thái rõ ràng và 30,3% (46/152 BN) là ung thư phổi không tế bào nhỏ xu hướng biệt hóa tuyến.
Bảng 3.9. Tỷ lệ biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào 

	Mức độ biểu lộ
	Protein

EGFR (+)
	Protein

EGFR (-)
	Tổng

	0
	0
	0,0
	35
	37,2
	35
	23,0

	1+
	0
	0,0
	59
	62,8
	59
	38,8

	2+
	45
	77,6
	0
	0,0
	45
	29,6

	3+
	13
	22,4
	0
	0,0
	13
	8,6

	Tổng
	58
	38,2
	94
	61,8
	152
	8,6


Nhận xét:



+ Tỷ lệ BN không có biểu lộ quá mức protein EGFR (0 và 1+) trên màng tế bào bằng xét nghiệm hóa mô miễn dịch là 61,8% (94/152 BN).


+ Tỷ lệ BN có biểu lộ quá mức protein EGFR (2+ và 3+) trên màng tế bào bằng xét nghiệm hóa mô miễn dịch là 38,2% (58/152 BN).
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Hình 3.1. Biểu hiện protein EGFR trên màng tế bào

A. Bệnh nhân Lê Thị C. Nữ 59 tuổi - MS tiêu bản SH7457: âm tính
B. Bệnh nhân Vũ Văn N. Nam 60 tuổi - MS tiêu bản SH6127  : 1+
C. Bệnh nhân Phạm Văn L. Nam 62 tuổi - MS tiêu bản SH7503: 2+
D. Bệnh nhân Nguyễn Sơn H. Nam 55 tuổi- MS tiêu bản SI7540: 3+
Bảng 3.10. Đặc điểm về chất chỉ điểm khối u trong huyết thanh

	Chất chỉ điểm khối u
	n
	%

	CEA

(ng/ml)
	≤ 5,00
	46
	30,3

	
	5,01- 20,00
	35
	23,0

	
	20,01- 40,00
	25
	16,4

	
	40,01- 60,00
	6
	3,9

	
	60,01-80,00
	5
	3,3

	
	80,01-100,00
	8
	5,3

	
	> 100
	27
	17,8

	
	Tổng
	152
	100,0

	Cyfra21-1

(ng/ml)
	< 3,3
	49
	32,2

	
	3,3-10
	77
	50,7

	
	10,01-20
	16
	10,5

	
	> 20
	10
	6,6

	
	Tổng
	152
	100,0


Nhận xét: 


Nồng độ CEA huyết thanh trung vị là 18,45 ng/ml, thấp nhất là 0,7 ng/ml; cao nhất là 1000ng/ml. Nồng độ Cyfra 21-1 trung vị là 4,53ng/ml, thấp nhất là 1,11; cao nhất là 82,42 ng/ml. 30,3% BN có CEA và 32,2% BN có Cyfra 21-1 huyết thanh trong giới hạn bình thường. 
3.1.3. Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
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Biểu đồ 3.8. Tỷ lệ đột biến gen EGFR
Nhận xét: Bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR chiếm tỷ lệ 39,5%.
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Hình 3.2. Minh họa kết quả phân tích đột biến gen EGFR
A: Bệnh nhân Nguyễn Đức L. Nam 58T: không có đột biến gen EGFR
B. Bệnh nhân Phạm Văn L. Nam 62T: có đột biến gen EGFR exon 19

C. Bệnh nhân Lê Thị D. Nữ 59T    : có đột biến gen EGFR exon 20
D: Bệnh nhân Lê Đình K. Nam 55T: có đột biến gen EGFR exon 21
Bảng 3.11. Tỷ lệ bệnh nhân theo số lượng đột biến
	Số lượng đột biến phát hiện
	n
	Tỷ lệ (%)

	Một đột biến gen EGFR
	57
	95,0

	Hai đột biến gen EGFR
	3
	5,0

	Tổng số 

	60
	100,0


Nhận xét: 



+ Trong 60 BN đột biến gen EGFR thì phần lớn BN mang 1 loại đột biến chiếm tỷ lệ 95%. 



+ Đột biến kép gặp ở 3 BN (5,0%), trong đó có 1 trường hợp mang đồng thời đột biến nhạy cảm và đột biến kháng thuốc EGFR TKI.



+ Như vậy tổng số loại đột biến gen là 63 trong tổng số 60 BN có đột biến gen EGFR.
Bảng 3.12. Tỷ lệ đột biến theo tính đáp ứng thuốc

	Đột biến đã biết
	n
	Tỷ lệ (%)

	Một đột biến nhạy cảm thuốc
	56
	95,0

	Một đột biến kháng thuốc
	1
	1,7

	Hai đột biến nhạy cảm đồng thời
	1
	1,7

	Một đột biến nhạy cảm và một đột biến kháng thuốc
	2
	3,3

	Tổng số 
	60
	100,0


Nhận xét: 



+ Kết quả nghiên cứu cho thấy có 95,0% BN có mang đột biến gen EGFR nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI. 



+ Có 3 trường hợp mang đột biến T790M của gen EGFR là đột biến kháng thuốc EGFR TKI, trong đó có 2 trường hợp vừa mang gen nhạy cảm với thuốc vừa mang gen kháng thuốc.



+ Có 3 trường hợp mang đột biến kép thì có 1 trường hợp mang đồng thời 2 đột biến nhạy cảm với thuốc và 2 trường hợp mang một đột biến nhạy cảm và một đột biến kháng thuốc.
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Hình 3.3. Minh họa kết quả phân tích đột biến kép gen EGFR
A: 
Bệnh nhân Nguyễn Thị Liên V. Nữ 71 tuổi có đột biến kép bao gồm một đột biến nhạy cảm ở exon 19 và đột biến kháng thuốc T790M.

B: 
Bệnh nhân Đỗ Thị H. Nữ có đột biến kép nhạy cảm ở exon 18 và exon 21.

Bảng 3.13. Tỷ lệ các loại đột biến trên exon 18 đến exon 21 của gen EGFR
	Đột biến gen EGFR (63 loại đột biến)
	n
	Tỷ lệ (%)

	Exon 18
	C2156G>C
	0
	2
	0,0
	3,2

	
	C2155G>A
	1
	
	1,6
	

	
	C2155G>T
	1
	
	1,6
	

	Exon 19
	c2235-2249del
	11
	35
	17,5
	55,6

	
	c2236-2250del
	15
	
	23,8
	

	
	c2237-2251del
	0
	
	0,0
	

	
	c2237-2255delinsT
	1
	
	1,6
	

	
	c2239-2248delinsC
	6
	
	12,7
	

	
	c2239-2251delinsC
	0
	
	0,0
	

	
	c2240-2254del
	0
	
	0,0
	

	
	c2240-2257del
	2
	
	3,2
	

	
	c2239-2256del
	0
	
	0,0
	

	
	c2239-2247del
	0
	
	0,0
	

	Exon 20
	T790M
	3
	4,8

	Exon 21
	L858R
	22
	23
	34,8
	36,4

	
	L861Q
	1
	
	1,6
	


Nhận xét:

+ Kết quả cho thấy phần lớn đột biến xảy ra ở exon 19 và exon 21 chiếm tỷ lệ lần lượt là 55,6% và 36,4%.

+ Đột biến xóa đoạn exon 19 chủ yếu là c2235-2249del và c2236-2250del. 
+ Đột biến exon 21 gặp chủ yếu là L585R.

+ Đột biến T790M gặp ở 3 BN chiếm tỷ lệ 4,8%.
3.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với ung thư phổi biểu mô tuyến

3.2.1. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng
Bảng 3.14. Liên quan đột biến gen EGFR với nhóm tuổi 

	Nhóm tuổi
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	< 60
(75 BN)
	30
	50,0
	45
	48,9
	0,896
	1,04
(0,54-2,00)

	> 60
(77 BN)
	30
	50,0
	47
	51,1
	
	


Nhận xét:



Tỷ lệ nhóm BN dưới 60 tuổi có đột biến gen EGFR là 50,0% tương đương với nhóm BN không có đột biến gen EGFR là 48,9%. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p = 0,896.

Bảng 3.15. Liên quan đột biến gen EGFR với giới tính
	Giới tính
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Nữ
(43 BN)
	25
	58,1 
	18
	41,9 
	0,0037
	2,94
(1,41-6,07)

	Nam
(109 BN)
	35
	32,1 
	74
	67,9 
	
	


Nhận xét: 



+ Tỷ lệ nhóm BN nữ có đột biến gen EGFR là 58,1% cao hơn nhóm BN nam là 32,1%. 


+ Có mối liên quan chặt chẽ giữa giới tính và tình trạng đột biến gen EGFR với p = 0,0037. Khả năng có đột biến gen EGFR ở BN nữ cao gấp 2,94 lần so với BN nam với 95% CI là (1,41-6,07).
Bảng 3.16. Liên quan đột biến gen với tiền sử hút thuốc
	Hút thuốc
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Không
(85 BN)
	44
	51,8
	41
	48,2
	0,0006
	3,42
(1,69-6,92)

	Có
(67 BN)
	16
	23,9
	51
	76,1
	
	


Nhận xét: 


+ Có mối liên quan chặt chẽ giữa tiền sử không hút thuốc lá và tình trạng đột biến gen EGFR với p = 0,0006. 


+ Nhóm BN không hút thuốc có tỷ lệ đột biến gen EGFR là 51,8% cao hơn nhóm BN hút thuốc là 23,9%. 


+ Nhóm BN không hút thuốc có khả năng đột biến gen EGFR cao gấp 3,42 lần so với nhóm BN có tiền sử hút thuốc với 95% CI là 1,64-7,15.

Bảng 3.17. Liên quan đột biến gen với số bao năm 
	Số bao năm
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	0-30

(127 BN)
	55
	43,3
	72
	56,7
	0,0355
	3,06

(1,08-8,65)

	>30

(25 BN)
	5
	20,0
	20
	80,0
	
	


Nhận xét: 



+ Có mối liên quan chặt chẽ giữa số bao năm và tình trạng đột biến gen EGFR với p = 0,0355. 



+ Nhóm BN hút thuốc với số bao năm 0-30 có tỷ lệ đột biến gen EGFR là 43,3% cao hơn nhóm BN hút thuốc với số bao năm > 30 là 20,0%. 



+ Nhóm BN hút thuốc với số bao năm 0-30 có khả năng đột biến gen EGFR cao gấp 3,06 lần so với nhóm BN hút thuốc với số bao năm > 30 với 95% CI là 1,08-8,65.
Bảng 3.18. Mối liên quan giữa loại đột biến gen EGFR với tiền sử hút thuốc

	Hút thuốc
	EGFR (+) exon 19

(n=35)
	EGFR (+) exon 21

(n=23)
	p

	
	n
	%
	n
	%
	

	Không (n=43)
	27
	65,1
	16
	34,9
	0,5203

	Có hút (n=15)
	8
	53,8
	7
	46,2
	


Nhận xét: 



Chưa có mối liên quan giữa tiền sử không hút thuốc và vị trí đột biến gen EGFR (p = 0,5203).

Bảng 3.19. Mối liên quan giữa loại đột biến gen EGFR với số bao năm

	Số bao năm
	EGFR (+) exon 19

(n=35)
	EGFR (+) exon 21

(n=23)
	p

	
	n
	%
	n
	%
	

	0-30 (n=52)
	33
	63,5
	19
	36,5
	0,1724

	> 30 (n=6)
	2
	33,3
	4
	66,7
	


Nhận xét: 



Chưa có mối liên quan giữa số bao năm và vị trí đột biến gen EGFR (p = 0,1724).

Bảng 3.20. Phân tích mô hình logistic một số yếu tố (tuổi, giới, tiền sử hút thuốc) ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR
	Các yếu tố

ảnh hưởng
	Phân tích đơn biến*
	Đa biến**

	Tuổi < 60 tuổi
	1,04 (0,54-2,00); 1,43; 0,894
	1,38 (0,89-2,34); 0,0896

	Nữ giới
	2,93 (1,39-6,23); 8,69; 0,0032
	1,78 (0,77-4,1); 0,177

	Không hút thuốc
	3,42 (1,64-7,15); 12,11; 0,0005
	2,63 (1,06-6,51); 0,037

	Số bao năm (0-30)
	3,05 (1,06-8,83); 4,72; 0,0298
	1,21 (0,36-4,11); 0,756


*OR; 95%CIOR; χ2; p / **OR hiệu chỉnh; 95%CIOR; p

Nhận xét:



Chỉ số hút thuốc là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic với p = 0,037. Khả năng đột biến gen EGFR cao hơn ở những người không có tiền sử hút thuốc.
3.2.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với triệu chứng lâm sàng
Bảng 3.21. Liên quan đột biến gen EGFR với thời gian phát hiện bệnh
	Thời gian phát hiện bệnh
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	≥ 1 tháng

(109 BN)
	46
	42,2 
	63
	57,8 
	0,3705
	1,41

(0,66-2,98)

	< 1 tháng

(34 BN)
	14
	34,1 
	27
	65,9 
	
	


Nhận xét: 



+ Tỷ lệ nhóm BN đột biến gen EGFR phát hiện bệnh dưới 1 tháng và trên 1 tháng lần lượt là 42,2% và 34,1%. 


+ Không có mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR theo thời gian phát hiện bệnh (p = 0,3705).
Bảng 3.22. Phân tích mô hình logistic ảnh hưởng của triệu chứng lâm sàng đến tình trạng đột biến gen EGFR
	Các yếu tố

ảnh hưởng
	Phân tích đơn biến*
	Đa biến**

	Ho khan
	1,0 (0,5-1,9); 0,00; 0,97
	1,12 (0,53-2,37); 0,76

	Ho có đờm
	0,72 (0,3-1,7); 0,59; 0,44
	0,94 (0,36-2,46); 0,89

	Ho ra máu
	0,74 (0,3-2,1); 0,32; 0,57
	0,78 (0,26-2,39); 0,67

	Đau ngực
	0,75 (0,4-1,45); 0,73; 0,39
	0,66 (0,31-1,37); 0,26

	Khó thở 
	1,31 (0,6-2,7); 0,55; 0,457
	1,5 (0,56-4,04); 0,42

	Hội chứng 3 giảm và đông đặc
	1,06 (0,5-2,3); 0,02; 0,879
	0,23 (0,04-1,22); 0,08

	Tràn dịch màng phổi
	1,63 (0,8-3,5); 1,56; 0,21
	5,78 (1,06-31,23); 0,042

	Đau đầu, tê yêu 1/2 người
	1,13 (0,4-3,0); 0,06; 0,8
	1,05 (0,36-3,04); 0,94

	Đau xương khớp
	1,62 (0,6-4,6); 0,82; 0,36
	1,88 (0,6-5,9); 0,28

	Hạch ngoại biên
	0,9 (0,4-1,8); 0,17; 0,68
	0,87 (0,39-1,92); 0,73

	Mệt mỏi
	1,63 (0,6-4,4); 0,94; 0,33
	1,61 (0,55-4,7); 0,38

	Chán ăn
	0,61 (0,2-1,6); 0,94; 0,33
	1

	Sụt cân
	0,57 (0,3-1,2); 2,03; 0,155
	0,52 (0,22-1,21); 0,13


* OR; 95%CIOR; χ2; p / **OR hiệu chỉnh; 95%CIOR; p

Nhận xét:



+ Triệu chứng lâm sàng tràn dịch màng phổi là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic với p = 0,042. Khả năng đột biến gen EGFR cao hơn ở những người có tràn dịch màng phổi.



+ Triệu chứng lâm sàng khác (trừ triệu chứng tràn dịch màng phổi) không phải là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic. 

Bảng 3.23. Liên quan đột biến gen EGFR với di căn
	Di căn
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Di căn (M1)

(119 BN)
	48
	80,0
	71
	77,2
	0,68
	1,18

(0,53-2,62)

	Không  (M0)

(33 BN)
	12
	20,0
	21
	22,8
	
	


Nhận xét:



Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm bệnh nhân có di căn là 80% và ở nhóm không di căn là 20%. Không có mối liên quan giữa đột biến gen và tình trạng di căn (p =0,68).

Bảng 3.24. Liên quan đột biến gen EGFR với số cơ quan di căn 

	Di căn
(119 BN)
	EGFR (+)

(48 BN)
	EGFR (-)

(71 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	> 1 CQ

(76 BN)
	32
	66,7
	44
	62,0
	0,6
	1,23

(0,56-2,66)

	1 CQ

(43 BN)
	16
	33,3
	27
	38,0
	
	


Nhận xét:



+ Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm BN có di căn > 1 CQ là 66,7% và 1 CQ là 16%.



+ Không có mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với số cơ quan di căn (p = 0,6).

Bảng 3.25. Phân tích mô hình logistic các cơ quan di căn đến tình trạng đột biến gen EGFR
	Các yếu tố

ảnh hưởng
	Phân tích đơn biến*
	Đa biến**

	Di căn phổi
đối bên
	0,99 (0,5-1,9); 0,0; 0,97
	0,86 (0,4-1,83); 0,69

	Di căn
màng phổi
	1,03 (0,5-2,1); 0,01; 0,93
	1,23 (0,57-2,7); 0,597

	Di căn
não
	1.56 (0,69-3,55); 1,15; 0,28
	1,36 (0,56-3,3); 0,492

	Di căn
xương
	2,12 (1,04-4,34); 4,42; 0,03
	2,78 (1,25-6,18); 0,012

	Di căn
gan
	0,28 (0,06-1,37); 2,82; 0,09
	0,21 (0,04-1,16); 0,073

	Di căn tuyến thượng thận
	0,64 (0,16-2,59); 0,4; 0,53
	0,68 (0,12-3,72); 0,658

	Di căn da/mô mềm
	0,29 (0,03-2,63); 1,35; 0,24
	0,4 (0,04-4,36); 0,452

	Di căn hạch ngoại biên
	1,57 (0,75-3,27); 1,45; 0,228
	1,66 (0,75-3,71); 0,214

	Di căn cơ quan khác
	0,18 (0,02-1,51); 3,2; 0,074
	1,97 (0,22 1,75); 0,145


Nhận xét:


Chỉ số di căn xương là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic với p = 0,012. Khả năng đột biến gen EGFR cao hơn ở những người có di căn xương.

Bảng 3.26. Liên quan giữa đột biến gen EGFR với giai đoạn bệnh
	Giai đoạn bệnh
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	I-IIIA

(29 BN)
	12
	41,4
	17
	58,6
	0,8155
	1,10
(0,48-2,51)

	IIIB-IV
(123 BN)
	48
	39,0
	75
	61,0
	
	


Nhận xét:



Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm BN giai đoạn I-IIIA là 41,4% tương đương với nhóm BN giai đoạn IIIB-IV. Không có mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR và giai đoạn bệnh (p = 0,8155).

3.2.3. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với triệu chứng cận lâm sàng

Bảng 3.27. Liên quan đột biến gen EGFR với vị trí khối u trên phim chụp CLVT phổi
	Vị trí

khối u
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Thùy trên

(73 BN)
	35
	47,9
	38
	52,1
	0,0411
	1,98

(1,02-3,85)

	Thùy giữa dưới

(79 BN)
	25
	31,6
	54
	68,4
	
	


Nhận xét: 



+ Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm BN có khối u ở thùy trên là 47,9% cao hơn nhóm BN có khối u ở thùy giữa, dưới là 31,6%.



+ Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p = 0,0411. Những BN có khối u ở thùy trên khả năng có đột biến gen EGFR cao gấp 1,98 lần những BN có khối u ở thùy giữa, dưới với 95% CI là 1,02-3,85. 

Bảng 3.28. Mối liên quan giữa vị trí đột biến gen EGFR với vị trí khối u trên phim chụp CLVT phổi
	Vị trí

khối u
	EGFR (+)

exon 19

(35 BN)
	EGFR (+)

exon 21

(23 BN)
	p

	
	n
	%
	n
	%
	

	Thùy trên

(34 BN)
	22
	64,7
	12
	35,3
	0,4201

	Thùy giữa dưới và trung thất (24 BN)
	13
	54,2
	11
	45,8
	


Nhận xét:



Không mối liên quan giữa vị trí khối u trên CLVT phổi và vị trí đột biến gen EGFR (p = 0,4201). 

Bảng 3.29. Phân tích mô hình logistic của hình thái tổn thương phổi đến tình trạng đột biến gen EGFR
	Các yếu tố

ảnh hưởng
	Phân tích đơn biến*
	Đa biến**

	Đám mờ dạng tròn
	0,98 (0,26-3,63); 0,0; 0,97
	4,1 (0,58-29,6); 0,16

	Xẹp phổi
	2,14 (0,74-6,17); 2,09; 0,15
	3,3 (0,94-11,62); 0,063

	Hình viêm phổi
	2,37 (0,38-14,8); 0,91; 0,34
	8,0 (0,65-99,34); 0,105

	Tràn dịch màng phổi
	1.25 (0,57-2,76); 0,31; 0,58
	1,2 (0,5-2,8); 0,66


Nhận xét:


Hình thái tổn thương phổi trên phim chụp CLVT phổi không phải là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic.

Bảng 3.30. Mối liên quan giữa nồng độ CEA, Cyfra 21-1 huyết thanh với tình trạng tình trạng đột biến gen EGFR
	Chỉ điểm khối u
	EGFR (+)

60 BN
	EGFR (-)

92 BN
	p

	
	n
	%
	n
	%
	

	CEA
	> 5 ng/ml
	42
	39,6 
	64
	60,4 
	0,9545

	
	≤ 5 ng/ml
	18
	39,1 
	28
	60,9 
	

	Cyfra 21-1
	≥ 3,3 ng/ml
	42
	40,8 
	61
	59,2 
	0,6339

	
	< 3,3 ng/ml
	18
	36,7 
	31
	63,3 
	


Nhận xét: 


Không có mối liên quan giữa sự thay nồng độ CEA, Cyfra 21-1 với tình trạng đột biến gen EGFR với p lần lượt là 0,9545 và 0,6339.
Bảng 3.31. Liên quan giữa đột biến gen EGFR với loại mẫu mô

	Hình thái tổn thương
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	U nguyên phát

(111 BN)
	44
	39,6
	67
	60,4
	0,9451
	1,02

(0,49-2,13)

	Tổ chức di căn

(41 BN)
	16
	39,0
	25
	61,0
	
	


Nhận xét:


+ Tỷ lệ đột biến gen EGFR trên nhóm BN làm xét nghiệm đột biến gen ở mẫu mô nguyên phát là 39,6% tương đương với nhóm BN làm xét nghiệm đột biến gen trên mẫu mô di căn là 39,0. 


+ Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p = 0,9451.

Bảng 3.32. Liên quan giữa đột biến gen EGFR với mức độ biệt hóa theo phân loại mô bệnh học
	Mức độ

biệt hóa
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Biệt hóa  rõ ràng
(106 BN)
	47
	44,3
	59
	55,7
	0,0648
	2,02
(0,95-4,27)

	Xu hướng biệt hóa tuyến

(46 BN)
	13
	29,5
	33
	70,5
	
	


Nhận xét:


Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm BN có phân loại mô bệnh học biệt hóa rõ ràng là 44,3% cao hơn nhóm BN có phân loại mô bệnh học xu hướng biệt hóa tuyến là 29,5%. Sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê với p = 0,0648.
Bảng 3.33. Liên quan giữa đột biến gen EGFR với mức độ biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào
	Mức độ biểu lộ protein EGFR
	EGFR (+)

(60 BN)
	EGFR (-)

(92 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Dương tính
(58 BN)
	29
	50,0
	29
	50,0
	0,0382
	2,03
(1,04-3,97)

	Âm tính
(94 BN)
	31
	33,0
	63
	67,0
	
	


Nhận xét:


+ Tỷ lệ đột biến gen EGFR ở nhóm BN có biểu lộ protein EGFR dương tính là 50,0% cao hơn nhóm BN không biểu lộ protein EGFR là 33,0%. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p = 0,0382.



+ Những BN có biểu lộ protein EGFR dương tính thì khả năng có đột biến gen EGFR cao gấp 2,03 lần những BN không có biểu lộ protein EGFR với 95% CI là 1,04-3,97. 



+ Có 29/152 (19,1%) BN không có đột biến gen EGFR nhưng lại có biểu lộ protein EGFR dương tính.
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Hình 3.4. Minh họa trường hợp bệnh nhân Lê Đình K. Nam 55 tuổi có đột biến gen EGFR (exon 21) và biểu lộ protein EGFR dương tính 3+
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Hình 3.5. Minh họa trường hợp bệnh nhân Nguyễn Đức L. không có đột biến gen EGFR và biểu lộ protein EGFR dương tính 2+

Bảng 3.34. Mối liên quan giữa vị trí đột biến gen EGFR với mức độ biểu lộ protein EGFR
	Nhuộm
HMMD
	EGFR (+)

exon 19 (35 BN)
	EGFR (+)

exon 21(21 BN)
	p
	OR

(95% CI)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Dương tính
(28 BN)
	16
	43,2
	12
	57,1
	0,1410
	0,63
(0,21-1,88)

	Âm tính
(28 BN)
	19
	67,8
	9
	32,2
	
	


Nhận xét:



Không có mối liên quan giữa mức độ biểu lộ protein EGFR và vị trí đột biến gen EGFR với p > 0,05. 

Bảng 3.35. Phân tích mô hình logistic của một số yếu tố cận lâm sàng đến tình trạng đột biến gen EGFR
	Các yếu tố

ảnh hưởng
	Phân tích đơn biến*
	Đa biến**

	Vị trí tổn thương trên phim chụp CLVT (thùy trên; phần còn lại)
	0,86 (0,44-1,66); 0,2; 0,654
	0,82 (0,42-1,61); 0,56

	CEA 
(>5; <5 ng/ml)
	1,02 (0,5-2,1); 0,0; 0,955
	1,03 (0,48-2,22); 0,94

	Cyfra (>3,3; <3,3 ng/ml)
	1,18 (0,59-2,4); 0,23; 0,635
	1,13 (0,53-2,4); 0,758

	Mức độ biệt hóa (Biệt hóa rõ ràng; xu hướng biệt hóa tuyến)
	2,02 (0,95-4,32); 3,4; 0,063
	2,15 (1-4,61); 0,05

	Mức độ biểu lộ protein EGFR (dương tính; âm tính)
	2,03 (1,03-4,02); 4,32; 0,038
	2,16 (1,1-4,3); 0,028


* OR; 95%CIOR; χ2; p / **OR hiệu chỉnh; 95%CIOR; p

Nhận xét:



Mức độ biệt hóa và mức độ biểu lộ protein EGFR là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích mô hình logistic. Độ biệt hóa rõ ràng và mức độ biểu lộ protein EGFR dương tính làm tăng khả năng đột biến gen EGFR ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến.
Bảng 3.36. So sánh chỉ số maxSUV trên phim chụp PET/CT ở bệnh nhân 

 có và không có đột biến gen EGFR
	Chỉ số maxSUV
	Có đột biến EGFR
	Không có đột biến EGFR

	U nguyên phát
(Min-Max)
	8,86

(1,07-35,09)
	10,24
(2,40-21,27)

	Tại hạch
(Min-Max)
	7,51

(2,60-35,10)
	6,51
(3,10-14,70)

	Mô di căn
(Min-Max)
	5,81

(2,80-42,78)
	6,80
(2,60-12,34)


Nhận xét: 



Chỉ số maxSUV trung vị cao nhất ở u nguyên phát và giảm thấp hơn ở hạch và mô di căn ở cả 2 nhóm có và không có đột biến gen.
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Hình 3.6. Kết quả xét nghiệm đột biến gen EGFR và hình ảnh PET/CT tại khối u nguyên phát, hạch và mô di căn của bệnh nhân Đào Văn T. 49 tuổi
A. 
Kết quả xét nghiệm đột biến gen EGFR (đột biến tại exon 19)
B. 
Hình PET/CT ở lát cắt axial: hình ảnh khối u thùy trên phổi phải tăng hấp thu FDG mạnh maxSUV= 8,7.

C. 
Hình PET/CT ở lát cắt axial: hình ảnh hạch di căn cùng bên tăng hấp thu FDG, maxSUV= 4,8.

D. 
Hình PET ở lát cắt axial cho thấy tổn thương di căn não tăng hấp thu FDG mạnh maxSUV=10,5.

E. 
Hình PET/CT ở lát cắt coronal thể hiện tổn thương xương cột sống đa ổ L1, L5, S1 tăng hấp thu FDG mạnh, maxSUV=6,2.

Chương 4 
BÀN LUẬN
4.1. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng thuốc điều trị đích ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
4.1.1.  Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân

4.1.1.1. Tuổi và giới
Trong số 152 BN nghiên cứu, phần lớn BN ở nhóm tuổi trên 40 (96,1%), trong đó lứa tuổi thường gặp là 50 - 69, chiếm tỷ lệ 69,1% (biểu đồ 3.1). Tuổi trung bình của BN là 59,6 ± 9,9. Đây là độ tuổi lao động, nguy cơ tiếp xúc và tích lũy với các yếu tố sinh bệnh là cao hơn so với lứa tuổi khác. Kết quả này cũng phù hợp với một số nghiên cứu trong nước về ung thư phổi. Lê Hoàn (2010) và Vũ Văn Thịnh (2014) cho thấy tuổi trung bình của BN ung thư phổi không tế bào nhỏ tương ứng là 58,9 ± 10,5 và 61,6 ± 11,1 12[]
, 21[]
. Nghiên cứu của Phạm Văn Thái (2015) trên BN ung thư phổi không tế bào nhỏ di căn não, lứa tuổi thường gặp là 50 - 70, chiếm tỷ lệ 71,7%. Nguyễn Thị Lựu (2013) cho thấy lứa tuổi mắc cao nhất trong nhóm nghiên cứu 41- 60 tuổi chiếm 62,7% 18[]
, 20[]
. 

Nghiên cứu của chúng tôi (biểu đồ 3.2) cho thấy ung thư phổi biểu mô tuyến gặp ở nam nhiều hơn nữ với tỷ lệ nam/nữ = 2,53. Tỷ lệ này trong nghiên cứu của Vũ Văn Thịnh (2014) là 2 21[]
. Các báo cáo gần đây cho thấy ung thư phổi đang có xu hướng gia tăng ở nữ giới có typ mô bệnh học là ung thư phổi biểu mô tuyến 1[]
, 20[]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[89]
. 
4.1.1.2. Thời gian từ khi có triệu chứng đầu tiên đến khi vào viện
Kết quả biểu đồ 3.4 cho thấy, phần lớn BN đến viện trong 3 tháng đầu kể từ khi có triệu chứng đầu tiên, chiếm tỷ lệ 84,2%. Trong đó chỉ có 27,0% tổng số trường hợp đến viện trong 1 tháng đầu. Kết quả này phù hợp với nhận xét của một số tác giả nghiên cứu về ung thư phổi như Phạm Văn Thái (2015) và Nguyễn Thị Lựu (2013) cũng cho kết quả thời gian phát hiện bệnh trong vòng 3 tháng chiếm tỷ lệ cao nhất là 71,6% và 60,2% 18[]
, 20[]
. Như vậy, phần lớn các BN ung thư phổi thường chỉ được phát hiện bệnh ở giai đoạn muộn. Theo Ngô Quý Châu (2008), Nguyễn Bá Đức (2008), Trần Văn Thuấn (2008), phổi là một tạng ở sâu trong cơ thể, các triệu chứng thường muộn và không đặc hiệu, có thể gặp ở nhiều loại bệnh khác nhau của hệ hô hấp 3[]
,6[]
,22[]
. Ở giai đoạn sớm, bệnh thường không có triệu chứng, khi có biểu hiện bất thường thì đã ở giai đoạn tiến triển. Kết quả điều trị thường tốt hơn ở những bệnh nhân chưa có triệu chứng liên quan đến bệnh. Vì vậy, việc áp dụng các biện pháp chẩn đoán phát hiện sớm, xác định các yếu tố liên quan đến điều trị và tiên lượng ung thư phổi là vô cùng quan trọng.

4.1.1.3. Lý do vào viện

Bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến khi đến bệnh viện thăm khám thường có các triệu chứng bất thường của cơ quan hô hấp hoặc các triệu chứng do u di căn hoặc một số ít phát hiện tình cờ khối u khi khám sức khỏe định kỳ.

Theo kết quả bảng 3.5 cho thấy lý do vào viện thường gặp: đau ngực chiếm tỷ lệ cao nhất 28,9%, tiếp theo là ho khan 17,1%, khó thở 10,5%, đau đầu 10,5% và ho ra máu 7,2%. Kết quả này phù hợp với một số tác giả: Lê Hoàn (2010), lý do khiến BN đi khám bệnh thường gặp nhất là đau ngực (37,7%); ho khan (30,4%) 12[]
 và Vũ Văn Thịnh (2014) là đau ngực (45,7%) và ho khạc đờm (19,2%) 21[]
.
Có 9 trường hợp (5,9%) tình cờ phát hiện khi đi khám sức khỏe định kỳ mà hoàn toàn không có biểu hiện gì trên lâm sàng và 4/9 BN này được chỉ định phẫu thuật sau khi đánh giá giai đoạn TNM và được phẫu thuật cắt bỏ u.
Như vậy, phần lớn các trường hợp ung thư phổi giai đoạn sớm thường không có triệu chứng. Nếu phát hiện bệnh ở giai đoạn này thì hiệu quả điều trị cao hơn và tiên lượng tốt hơn. Vì vậy, việc thăm khám sàng lọc phát hiện sớm ung thư phổi cho đối tượng có nguy cơ là rất cần thiết. Bên cạnh đó, việc khám sức khỏe định kỳ cũng có vai trò quan trọng giúp phát hiện ung thư phổi ở giai đoạn sớm.

4.1.1.4. Đặc điểm lâm sàng

Do đối tượng nghiên cứu của chúng tôi là BN UTBMT ở các giai đoạn bệnh khác nhau nên triệu chứng lâm sàng thường đa dạng. Chúng tôi chia các triệu chứng này thành các nhóm: Triệu chứng cơ năng hô hấp; triệu chứng thực thể hô hấp, triệu chứng di căn tại chỗ, triệu chứng di căn và triệu chứng toàn thân (bảng 3.3)

* Triệu chứng cơ năng, thực thể hô hấp

Kết quả phân tích cho thấy, nhóm triệu chứng hô hấp là những dấu hiệu thường gặp, có ở 65,0% BN nghiên cứu. Trong đó đau ngực là triệu chứng phổ biến nhất, gặp ở 52,6% BN, tiếp theo là ho khan (38,2%), ho ra máu (11,8%) và hội chứng 3 giảm (23,7%). Kết quả này phù hợp với các nhận xét của nhiều tác giả nghiên cứu về UTP nói chung: ho khan, đau ngực là các triệu chứng thường gặp nhất 12[]
, 18[]
, 21[]
. Ho là triệu chứng không đặc hiệu của nhiều bệnh lý về hô hấp không phải ung thư. Theo Nguyễn Bá Đức, Trần Văn Thuấn, Nguyễn Tuyết Mai (2010), ho trong UTP liên quan đến nhiều yếu tố: vị trí khối u (thường ở trung tâm), viêm phổi tắc nghẽn, khối u đã di căn nhu mô phổi và tràn dịch màng phổi 6[]
.

Trong nghiên cứu của chúng tôi, 18/152 (11,8%) BN xuất hiện triệu chứng ho ra máu. Ho ra máu trong UTP nói chung có nhiều mức độ khác nhau, tuy nhiên trong nghiên cứu này các BN đều ho ra máu với mức độ nhẹ thường đờm lẫn vệt máu, không có trường hợp nào ho ra máu phải can thiệp cấp cứu, truyền máu. Theo nhiều tác giả, ho ra máu thường xảy ra ở những khối u phổi thể trung tâm 3[]
, 5[]
. Phân tích chúng tôi thấy cả 18 BN ho ra máu đều có khối u phổi ở trung tâm hoặc gần rốn phổi trên phim chụp CT lồng ngực.

Hội chứng ba giảm thường là biểu hiện của tràn dịch màng phổi, hoặc xẹp phổi, cần phân biệt bằng chọc dò màng phổi. Trong nghiên cứu này hội chứng ba giảm gặp ở 23,7% số BN. Theo Nguyễn Bá Đức, Trần Văn Thuấn (2008),có khoảng 15% BN UTP có TDMP lúc chẩn đoán. Ngoài ra còn gặp 28,3% BN có biểu hiện khó thở ở các mức độ khác nhau. Các BN này nguyên nhân khó thở là do có tràn dịch màng phổi ở mức độ nhiều hoặc tràn dịch màng tim hoặc có khối u chèn ép đường thở (quan sát qua nội soi phế quản). Theo Lê Hoàn (2010), khó thở gặp ở 13% BN nghiên cứu và Vũ Văn Thịnh (2014), tỷ lệ này lại gặp ở 40,4% 12[]
, 21[]
.

* Triệu chứng di căn tại chỗ
Nghiên cứu của chúng tôi thấy tràn dịch màng phổi là hội chứng thường gặp, chiếm 23,7%, hay gặp trong trường hợp u ngoại vi. Giai đoạn sớm triệu chứng thường mơ hồ. Tràn dịch màng phổi là biểu hiện của khối u phát triển, di căn vào màng phổi. Kết quả này cũng phù hợp với các kết quả nghiên cứu về UTP của nhiều tác giả trong nước 12[]
, 18[]
, 20[]
, 21[]
.

Qua nghiên cứu, chúng tôi ghi nhận có 7 trường hợp có biểu hiện khàn tiếng khi vào viện, chiếm 4,6%. Phần lớn các BN này lúc đầu được khám tại chuyên khoa tai mũi họng với chẩn đoán là viêm thanh quản, đã được điều trị bằng thuốc kháng sinh, chống viêm nhưng không đỡ. Sau đó, BN có biểu hiện ho, đau tức ngực, ho ra máu nên đã được chụp CT lồng ngực, phát hiện u ở thùy trên phổi trái hoặc vùng rốn phổi trái. Như vậy, triệu chứng khàn tiếng tuỳ thuộc vào vị trí, kích thước của tổn thương liên quan đến dây thần kinh quặt ngược trái dẫn đến liệt dây thanh âm trái và đây cũng là biểu hiện bệnh đã ở giai đoạn không còn khả năng phẫu thuật. Do vậy đối với các trường hợp có triệu chứng khàn tiếng, ngoài khám chuyên khoa tai mũi họng, BN cần kiểm tra đánh giá lồng ngực để loại trừ UTP. 
* Triệu chứng di căn
Trong nghiên cứu của chúng tôi có 19 BN (chiếm 12,5%) có biểu hiện đau đầu, tê yếu nửa người. Các BN này đều có tổn thương thứ phát di căn não trên phim chụp MRI sọ não. Với một số BN triệu chứng đau đầu là lý do khám bệnh và BN đến khám tại các chuyên khoa Thần kinh, khoa Ngoại. Trong nghiên cứu này có 5 BN được chẩn đoán ban đầu là u não, phẫu thuật khối u làm xét nghiệm giải phẫu bệnh phát hiện ung thư di căn não có nguồn gốc từ phổi. Ung thư phổi là một trong những nguyên nhân thường gặp nhất của di căn não, do vậy với BN có biểu hiện đau đầu, nôn, kém tập trung… ngoài việc kiểm tra hệ thần kinh sọ não cần làm các xét nghiệm tầm soát toàn thân để loại trừ ung thư từ cơ quan khác di căn tới não. 
Ngoài ra triệu chứng đau xương khớp gặp 10,5% BN, là biểu hiện của UTP di căn xương. Di căn xương là biểu hiện thường gặp trong UTP biểu mô tuyến, được phát hiện bằng kỹ thuật xạ hình xương toàn thân, chụp PET/CT…Kết quả nghiên cứu (bảng 3.3) cho thấy di căn hạch ngoại biên cũng là triệu chứng thường gặp với tỷ lệ 30,3%. Kết quả này cao hơn với Vũ Văn Thịnh (2014) là 15,2% và Nguyễn Thị Lựu (2013) 21,5% 18[]
.. Khi thăm khám lâm sàng trong ung thư, đặc biệt khám hạch ngoại vi vừa có giá trị trong chẩn đoán giai đoạn bệnh, một số trường hợp còn sinh thiết chẩn đoán mô bệnh học trong trường hợp u nguyên phát không thể sinh thiết được hoặc kết quả âm tính. Bảng 2.1 cho thấy có 19/152 bệnh nhân được chẩn đoán ung thư phổi biểu mô tuyến thông qua sinh thiết hạch ngoại biên.
* Triệu chứng toàn thân

Các biểu hiện mệt mỏi, gày sút cân, chán ăn… là biểu hiện thường thấy ở BN ung thư phổi, đặc biệt là khi bệnh ở giai đoạn muộn. Trong nghiên cứu của chúng tôi có tới 11,8% BN có biểu hiện mệt mỏi, chán ăn và 26,3% BN có biểu hiện sụt cân (cân nặng giảm trên 2%). Tỷ lệ này thấp hơn so với Phạm Văn Thái (2015) gặp 69,1% BN chán ăn và 38,3% BN có biểu hiện sụt cân, Nguyễn Thị Lựu (2013) là 52,9% Vũ Văn Thịnh (2014) là 43% 20[]
, 18[]
,21[]
. Điều này được giải thích là nghiên cứu của chúng tôi thực hiện trên BN UTBMT các giai đoạn nên biểu hiện của triệu chứng toàn thân cũng có nhiều mức độ khác nhau. Mệt mỏi, chán ăn là cảm giác chủ quan của người bệnh nhưng lại ảnh hưởng đến tình trạng toàn thân. Do người bệnh ung thư thường có chuyển hoá thích ứng kém dẫn đến kém sử dụng các chất dinh dưỡng và giảm lấy năng lượng vào. Bên cạnh đó nhu cầu năng lượng của BN thường cao hơn người bình thường để cung cấp cho tế bào ung thư phát triển. Ngoài ra, chán ăn còn do yếu tố tâm lý, người bệnh lo lắng bệnh tật xuất hiện cảm giác ăn không ngon miệng, không muốn ăn. Mặt khác khi sử dụng chỉ số BMI (Body Mass Index) để đánh giá tình trạng thể chất của người bệnh và áp dụng phân loại của WHO, kết quả biểu đồ 3.3 cho thấy có 17,1% có biểu hiện thấp cân (gày) trước khi điều trị. Số BN còn lại mặc dù có sụt cân nhưng do tình trạng cân nặng của BN trước đó cao trong khi số cân bị mất không nhiều nên chỉ số BMI vẫn trong giới hạn bình thường. 

Như vậy, các triệu chứng lâm sàng của UTP nói chung là rất đa dạng và biểu hiện phức tạp. Bệnh nhân đến khám bệnh càng muộn, các triệu chứng càng nhiều, càng rõ thì giai đoạn bệnh càng nặng, tiên lượng dè dặt. Do đó cần chủ động khám sàng lọc cho những đối tượng có nguy cơ, khám sức khỏe định kỳ để giúp phát hiện bệnh ở giai đoạn sớm, từ đó có phương pháp điều trị hiệu quả hơn, tiên lượng tốt hơn. 
4.1.1.5. Đặc điểm giai đoạn bệnh



Đánh giá giai đoạn ung thư phổi đóng vai trò quan trọng trong chỉ định phương pháp điều trị và tiên lượng bệnh. Trên cơ sở đánh giá đặc điểm của khối u (T), hạch vùng (N) và di căn (M) phân loại giai đoạn của ung thư phổi biểu mô. Kết quả bảng 3.8 cho thấy đa phần các BN ung thư phổi biểu mô tuyến được chẩn đoán khi đã ở giai đoạn IIIb và IV (80,9%), giai đoạn I - IIIa chỉ chiếm 19,1%. Kết quả này tương tự tác giả Lê Hoàn (2010) nghiên cứu trên 69 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ, cho thấy ung thư phổi giai đoạn IV gặp nhiều nhất (37,7%), giai đoạn III (20,4%), giai đoạn II (13%), giai đoạn I (28,9%). Vũ Văn Thịnh (2014) khi nghiên cứu trên 151 BN ung thư phổi biểu mô tuyến ghi nhận 82,3% BN ở giai đoạn IV, giai đoạn I chỉ chiếm tỷ lệ 12,9% 12[]
,21[]
.


Điều này phù hợp với nhận định chung ung thư phổi thường phát hiện ở giai đoạn muộn. Hơn nữa, trong ung thư phổi biểu mô tuyến, khối u thường nằm vùng ngoại vi của phổi và có xu hướng phát triển chậm, nên ít gây ra các triệu chứng rầm rộ buộc BN phải đi khám ngay trong giai đoạn đầu, chỉ khi khối u có kích thước lớn, xâm lấn hoặc di căn tới các cơ quan khác thì triệu chứng mới xuất hiện rõ, khi đó bệnh đã ở giai đoạn muộn, tiên lượng xấu. 

4.1.1.6. Đặc điểm hình ảnh tổn thương trên phim chụp CLVT phổi



Chụp CLVT phổi: cho phép đánh giá các tổn thương u, hạch rốn phổi, trung thất. Việc đánh giá bao gồm vị trí, số lượng, kích thước, mức độ xâm lấn xung quanh. Nghiên cứu của chúng tôi nhận thấy:

Về vị trí khối u, biểu đồ 3.6 cho thấy, khối u gặp ở phổi phải và phổi trái với tỷ lệ 65,8% và 34,2% tương ứng. Kết quả này tương tự như nghiên cứu Nguyễn Thị Lựu (2013), khối u phổi phải (60,8%) gặp nhiều hơn phổi trái (39,2%), Vũ Văn Thịnh (2014), khối u phổi phải (51,9%) và phổi trái (37,7%) 18[]
,21[]
. Khi phân tích dưới nhóm, chúng tôi nhận thấy, thùy trên cả 2 phổi là vị trí khối u thường gặp nhất 57,2%, trong đó phổi phải là 34,2%, phổi trái là 23,0%. Điều này được giải thích do phế quản phải thẳng và ngắn hơn so với phế quản trái nên các tác nhân gây ung thư xâm nhập từ ngoài theo đường hô hấp vào phổi phải nhiều hơn. 

Về hình thái tổn thương, bảng 3.4 cho thấy tổn thương dạng hình bóng mờ dạng tròn đơn độc và tràn dịch màng phổi gặp nhiều nhất với tỷ lệ 93,4% và 21,1%. Các dạng tổn thương khác gặp ít hơn: dạng viêm phổi (3,3%), xẹp phổi (10,5%). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Lê Tuấn Anh (2012): bóng mờ dạng tròn gặp phổ biến nhất (46,4%), tràn dịch màng phổi (41,1%), tổn thương phối hợp (8,1%), xẹp phổi (3,5%), hình ảnh giống “viêm phổi” (0,9%) [1].

4.1.1.7. Đặc điểm mô bệnh học và biểu lộ protein EGFR của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến

Xét nghiệm mô bệnh học có ý nghĩa quan trọng hàng đầu và bắt buộc trong chẩn đoán, lựa chọn phương pháp điều trị cũng như tiên lượng bệnh ung thư phổi biểu mô tuyến. Cho đến thời điểm hiện tại, khoảng 70% BN ung thư phổi biểu mô tuyến được phát hiện ở giai đoạn không còn chỉ định phẫu thuật nên việc chẩn đoán và điều trị hoàn toàn dựa vào các mảnh sinh thiết nhỏ. Vì vậy, trong nghiên cứu này chúng tôi áp dụng phân loại mô bệnh học của IASLC/ATS/ERS (2011) cho ung thư phổi 
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[100]
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 đây là một phân loại mô học mới mà sự thay đổi có ý nghĩa nhiều nhất tập trung vào typ ung thư phổi biểu mô tuyến dựa trên mẫu sinh thiết nhỏ và tế bào học, đây cũng là typ mô bệnh học thường gặp nhất trong các nghiên cứu gần đây.

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi (biểu đồ 3.7) thấy nhóm ung thư phổi biểu mô tuyến với hình thái rõ ràng (ung thư phổi biểu mô tuyến nang, ung thư phổi biểu mô tuyến typ nhú, ung thư phổi biểu mô tuyến typ lepidic, ung thư phổi biểu mô tuyến đặc chế nhày) là 106/152 BN (69,7%); nhóm ung thư phổi không tế bào nhỏ xu hướng biệt hóa tuyến là 46/152 BN (30,3%).
Nghiên cứu của chúng tôi sử dụng kỹ thuật hóa mô miễn dịch để phát hiện sự biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào. Kết quả nghiên cứu (bảng 3.9) cho thấy có 117 BN có biểu lộ protein EGFR trên màng tế bào, trong đó chủ yếu là ở mức độ 1 (+) là 59 BN (38,8%), mức độ 2 (+) là 45 BN (29,6%) và mức độ 3 (+) là 13 BN (8,6%). Kết quả này thấp hơn so Gaber R. (2014) 41
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, với sự biểu lộ EGFR tương ứng: 1 (+) là 17,3%; 2 (+) là 22,6% và 3 (+) là 45,8%. Nghiên cứu của Nguyễn Minh Hải (2010) 11[]
 và Lê Tuấn Anh (2012) 1[]
 biểu lộ EGFR dương tính (mức độ 2+ và 3+) lần lượt là 69,4% và 65,17%.
4.1.2. Đặc điểm đột biến gen EGFR ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến
4.1.2.1. Tỷ lệ đột biến gen EGFR

Thời gian gần đây, đã có nhiều nghiên cứu trên thế giới cũng như ở Việt Nam chứng minh hiệu quả điều trị BN ung thư phổi biểu mô tuyến bằng các thuốc EGFR TKI. Các nghiên cứu cũng kết luận hiệu quả điều trị của các thuốc EGFR TKI phụ thuộc vào các đột biến ở exon 18 đến exon 21 của gen EGFR, do đột biến này tạo ra các protein EGFR có ái lực mạnh đối với thuốc điều trị. Vì vậy, kết quả xác định đột biến gen EGFR là một thông tin quan trọng giúp các bác sĩ lâm sàng cân nhắc sử dụng liệu pháp điều trị đích cho BN ung thư phổi biểu mô tuyến. 


Tỷ lệ đột biến gen EGFR trên BN ung thư phổi biểu mô tuyến chiếm khoảng 5 - 15% BN ở người da trắng và khoảng 30 - 60% BN Châu Á, gặp nhiều hơn ở nữ giới, không hút thuốc lá và có mô bệnh học là ung thư phổi biểu mô tuyến 
 ADDIN EN.CITE 
[89]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[91]
.
Kết quả nghiên cứu ở biểu đồ 3.8 đã xác định được 60/152 BN có đột biến gen EGFR, chiếm tỷ lệ 39,5%. Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu trước đây. Nghiên cứu của Kosaka (2009), tỷ lệ đột biến gen EGFR trên BN Nhật Bản là 49%, nghiên cứu của Wu J.Y. (2011), tỷ lệ đột biến gen EGFR trên bệnh nhân Đài Loan là 52,0%, nghiên cứu của Hoàng Anh Vũ (2014), tỷ lệ là 40,7% 8[]
, 25[]
, 
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. Tuy nhiên, kết quả của chúng tôi lại thấp hơn một số nước trong khu vực Châu Á cùng khảo sát đột biến gen EGFR trên BN ung thư phổi biểu mô tuyến như nghiên cứu PIONEER (2014) ở: Việt Nam (64,2%); Trung Quốc (50,2%); Philippines (52,3%); Đài Loan (62,1%); Thái Lan (53,8%); Hồng Kong (47,2%); Ấn Độ (22,2%) 
 ADDIN EN.CITE 
[89]
. Theo Nguyễn Minh Hà (2014), tỷ lệ đột biến gen EGFR trên BN ung thư phổi không tế bào nhỏ là 58,6% 8[]
. Có sự khác biệt này là do nghiên cứu PIONEER chỉ tiến hành lựa chọn các BN ung thư phổi biểu mô tuyến giai đoạn III, IV và xét nghiệm từ mẫu mô nguyên phát ở phổi; còn nghiên cứu của chúng tôi tiến hành cho BN ở mọi giai đoạn và từ nhiều loại mẫu mô (cả mẫu mô nguyên phát và mẫu mô từ tổ chức di căn). Mặt khác, hai nghiên cứu PIONEER (2014) và Nguyễn Minh Hà (2014) đều sử dụng kỹ thuật Scorpion ARMS để phát hiện đột biến gen EGFR, nên có thể phát hiện nhiều loại đột biến gen khác nhau (khoảng 40 loại đột biến) 8[]
, 
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[89]
. Tuy nhiên không phải tất cả 40 đột biến phát hiện được bằng xét nghiệm này đều có ý nghĩa cụ thể trong thực hành lâm sàng. 
Kỹ thuật Strip Assay của Viennalab được sử dụng trong nghiên cứu này để phát hiện đột biến gen EGFR. Kỹ thuật cho phép phát hiện 16 đột biến của gen EGFR, đều là các đột biến có ý nghĩa trong chẩn đoán, điều trị và tiên lượng BN ung thư phổi biểu mô tuyến. Xét nghiệm này đã được cấp chứng chỉ IVD (In-Vitro-Diagnostics) với ý nghĩa là được phép sử dụng trong chẩn đoán đột biến gen EGFR ở BN trên lâm sàng 103[]
. Ưu điểm của kỹ thuật Strip Assay là cho phép phát hiện chính xác đột biến gen trong các mô phân tích có tỷ lệ TB ung thư thấp (<30%) và alen đột biến chiếm tỷ lệ rất nhỏ (khoảng 1%) trong tổng số sợi khuôn DNA. Đặc tính kỹ thuật Strip Assay cũng tương tự như kỹ thuật Scorpion ARMS nên 2 kỹ thuật này được sử dụng chủ yếu trong chẩn đoán và điều trị trên BN ung thư phổi biểu mô tuyến. Ngược lại, kỹ thuật giải trình gen chỉ được sử dụng chủ yếu trong việc tìm ra các đột biến mới, có giá trị trong nghiên cứu hơn là trong chẩn đoán và điều trị bệnh. 
Kỹ thuật Strip Assay là kỹ thuật khuếch đại đoạn gen quan tâm bằng phản ứng PCR sau đó lai sản phẩm với đầu dò đặc hiệu được phân bố trên thanh test nhúng và mỗi thanh test nhúng dành cho một BN. Do vậy chi phí khi xét nghiệm 1 mẫu cũng tương đương với chi phí xét nghiệm trung bình khi số lượng mẫu xét nghiệm lớn. Đây là ưu điểm hơn hẳn so với kỹ thuật Scopion ARMS vì chi phí trung bình cho 1 xét nghiệm sẽ tăng lên khi số lượng mẫu nhỏ. Vì vậy, các phòng xét nghiệm khi sử dụng kỹ thuật Scorpion ARMS phải tập trung số lượng mẫu đủ lớn mới chạy máy và trả kết quả cho BN để đảm bảo tính kinh tế của xét nghiệm. Khi đó, thời gian xét nghiệm thường kéo dài (thông thường khoảng 2 tuần). Còn với xét nghiệm Strip Assay, do chi phí của xét nghiệm không tăng lên khi làm với số lượng mẫu nhỏ nên phòng xét nghiệm của chúng tôi (Đơn vị Gen trị liệu, Trung tâm YHHN và UB, Bệnh viện Bạch Mai) có thể trả kết quả xét nghiệm trong vòng 1 tuần. Trong những trường hợp đặc biệt, kết quả có thể trả trong vòng 48 giờ.

4.1.2.2. Đặc điểm đột biến gen EGFR
Theo y văn thế giới, mặc dù có khoảng 40 dạng đột biến gen EGFR đóng vai trò bệnh sinh và đáp ứng hiệu quả của điều trị đích trong ung thư phổi biểu mô tuyến, trong đó đột biến xóa đoạn (LREA) ở exon 19 và đột biến điểm (L858R) ở exon 21 là hai dạng thường gặp nhất (khoảng 85- 90%) tổng số các đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng với EGFR TKI. Những đột biến này làm tăng hoạt động của enzyme tyrosin kinase của EGFR, làm tăng cường các tín hiệu nội bào liên quan tới tăng sinh, giảm quá trình chết theo chương trình của tế bào 35[]
. Ngoài ra còn có một số đột biến hiếm gặp đáp ứng với các thuốc EGFR TKI bao gồm: G719 (G719A, G719C, G719D, G719S) trên exon 18 và L861 (L861Q và L861R) trên exon 21. Tuy nhiên, bên cạnh đó còn có thể gặp các đột biến kháng lại với các thuốc EGFR TKI như đột biến điểm (T790M) và một số đột biến chèn đoạn ở exon 20 
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Kết quả nghiên cứu tại biểu đồ 3.8 cho thấy đột biến gen EGFR phân bố rất đa dạng từ exon 18 đến exon 21 của gen EGFR. Trên 60 BN có đột biến gen EGFR thì có 57 BN là có 1 đột biến và có 3 BN có 2 đột biến (bảng 3.11) nên tổng số đột biến phát hiện được là 63 (bảng 3.13). Về tỷ lệ vị trí các loại đột biến (xét trên 63 đột biến): exon 19 có tỷ lệ đột biến cao nhất (55,6%) gồm các đột biến xóa đoạn (chủ yếu là c2235 - 2249del và c2236 - 2250del), tiếp đến là exon 21 (36,4%) gồm các đột biến điểm (chủ yếu là L585R), exon 18 và exon 20 tập trung ít đột biến hơn với tỷ lệ tương ứng là 3,2% và 4,8% gồm các đột biến xóa đoạn (G719) và đột biến điểm (T790M).
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Hình 4.1. Phân bố các loại đột biến gen EGFR trong nghiên cứu 

Như vậy, kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù hợp với đa số các nghiên cứu trên thế giới cũng như tại Việt Nam (hình 4.1) với đột biến mất đoạn (LREA) trên exon 19 và đột biến điểm (L858R) trên exon 21 là hai loại đột biến hay gặp nhất (92,0%) 8[]
, 25[]
, 
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. Đây là hai dạng đột biến làm tăng tính nhạy cảm của khối u đối với các EGFR TKI. Ngoài ra trong nghiên cứu này còn gặp 3 trường hợp (4,8%) mang đột biến T790M trên exon 20, trong đó có 1 trường hợp mang đồng thời 2 đột biến: LREA + T790M và 1 trường hợp mang đồng thời 2 đột biến T790M + L858R. Sự xuất hiện của T790M được cho là đột biến kháng các thuốc EGFR TKI thế hệ 1. 

Bảng 4.1. Phân bố đột biến gen EGFR trên exon 18 - 21 theo một số nghiên cứu

	Tác giả
	Tỷ lệ
đột biến
	Exon
18
	Exon
19
	Exon
20
	Exon
21

	Wu (2011) 
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	52,0%
	12,9%
	45,3%
	2,9%
	38,8%

	Mitsudomi (2010) 
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	-
	3,2%
	48,2%
	3,7%
	42,7%

	Kosaka (2009) 
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	49,4%
	-
	42,0%
	-
	47,0%

	Arcila (2013) 
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	-
	-
	-
	9%
	-

	Oxnard (2013) 
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	27%
	-
	43,5%
	-
	34,3%

	Nguyễn Minh Hà (2014) 8[]

	58,6%
	2,8%
	48,1%
	4,6%
	44,4%

	 Nguyễn Thị Lan Anh 

(2016)  (Hình 4.1)
	39,5%
	3,2%
	55,6%
	4,8%
	36,4%


Nhiều nghiên cứu đã chứng minh hiệu quả điều trị bằng các EGFR TKI ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR với tỷ lệ đáp ứng từ 60 - 80%, trung vị thời gian sống không bệnh (PFS) khoảng 8 - 13 tháng và thời gian sống toàn bộ (OS) khoảng 15 - 20 tháng 
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.


Tuy nhiên, không phải tất cả đột biến gen EGFR đều có đáp ứng như nhau khi điều trị với EGFR TKI. Hiện nay EGFR TKI bao gồm 3 thế hệ 17[]
:

Thế hệ 1: gefitinib (Iressa) và erlotinib (Tarceva) chỉ ức chế EGFR.

Thế hệ 2: afatinib (Gilotrif), dacomitinib, neratinib ức chế EGFR và họ ERBB.

Thế hệ 3: brigatinib, HM61713, osimertinib, rociletinib sử dụng cho cả BN có đột biến kháng thuốc T790M.

Đột biến xóa đoạn exon 19: là tình trạng mất đoạn nhỏ bao gồm 5 amino acid từ codon 746 - 750 (LREA). Kết quả bảng 3.13 cho thấy tỷ lệ đột biến xóa đoạn exon 19 là 55,6% (35/63 trường hợp). Kết quả này cao hơn một số nghiên cứu: Mitsudomi T. (2010) là 48,2%, của Kosaka T. (2009) là 42,0% 
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. Các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng ở các trường hợp ung thư phổi biểu mô tuyến có di căn, đột biến gen EGFR thường dự báo khả năng đáp ứng EGFR TKI thế hệ 1 và thế hệ 2. BN mang đột biến mất đoạn exon 19 có tỷ lệ đáp ứng > 70 - 85% trong các thử nghiệm lâm sàng pha III. So sánh với các BN không có đột biến gen EGFR, BN có đột biến mất đoạn exon 19 có thời gian sống không bệnh dài hơn so với nhóm dùng hóa chất (từ 9,5 - 10,5 tháng so với 5,4 - 6,3 tháng). BN ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR khi sử dụng các thuốc EGFR TKI thế hệ 1 và 2 có thời gian sống trung vị khoảng 2 năm. BN mang đột biến gen EGFR dương tính có tiên lượng tốt hơn nhóm không có đột biến gen. BN có đột biến gen EGFR nếu điều trị các thuốc EGFR TKI bước 1 thì có thể sống dài hơn khi điều trị bước 2 (30,5 tháng so với 23,6 tháng) 
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. Ngoài ra còn gặp đột biến chèn đoạn exon 19 (thêm 6 acid amin vào phần có hoạt tính kinase) với tần suất khoảng 1 - 2% trong tổng số đột biến gen EGFR và được chứng minh là đột biến nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI 
 ADDIN EN.CITE 
[44]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[56]
. 
Đột biến điểm exon 21: đột biến L858R là kết quả của sự thay thế acid amin leucine (L) thành arginine (R) trên exon 21, đây là đột biến phổ biến thứ hai sau đột biến LREA exon 19. Trong bảng 3.13, đột biến L858R gặp 23/63 trường hợp (36,4%). Theo Misudomi T. (2010) và Sequist L.V. (2013) tần suất đột biến L858R lần lượt là 42,7% và 32,0% 
 ADDIN EN.CITE 
[70]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[87]
. Trong các trường hợp ung thư phổi biểu mô tuyến tiến triển, tình trạng đột biến gen EGFR thường dự báo hiệu quả điều trị bằng các thuốc EGFR TKI thế hệ 1 và 2 với đáp ứng tương tự các đột biến exon 19 
 ADDIN EN.CITE 
[70]
. Theo Wu J.Y. (2011), BN ung thư phổi không tế bào nhỏ đột biến L858R (exon 21) và đột biến exon 19 nếu điều trị gefitinib hoặc erlotinib có tỷ lệ đáp ứng cao hơn các đột biến khác 
 ADDIN EN.CITE 
[108]
. Kết quả bảng 3.13 cho thấy sự xuất hiện của đột biến L861Q trên exon 21 gặp 1/63 (1,6%) trong tổng số các trường hợp có đột biến gen EGFR. Đột biến L861Q là sự thay thế amino acid ở vị trí 861 từ một leucine (L) để thành một glutamine (Q) trên exon 21 của gen EGFR. Đây là loại đột biến hiếm gặp liên quan đến tăng nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI. 

Đột biến điểm trên exon 20: chúng tôi gặp 4,8% BN có đột biến T790M trên exon 20 (bảng 3.13). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Inukai M. (2006), vì đột biến T790M là đột biến hiếm gặp và được tìm thấy khoảng < 5% các khối u phổi. Đột biến T790M thường xảy ra đồng thời với một đột biến khác trên gen EGFR và liên quan đến sự giảm nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI 
 ADDIN EN.CITE 
[47]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[55]
. 
Đột biến T790M là kết quả của sự thay thế acid amin ở vị trí 790 từ threonine (T) thành methionine (M) trên exon 20. Đột biến T790M có thể xuất hiện từ ban đầu hoặc có thể là đột biến xuất hiện sau điều trị các thuốc EGFR TKI thế hệ 1 (erlotinib hoặc gefitinib) chiếm khoảng trên 50% các trường hợp kháng thuốc 
 ADDIN EN.CITE 
[75]
. Đột biến T790M không liên quan đến giới tính, tình trạng hút thuốc cũng như loại mô bệnh, tuy nhiên đột biến này lại gặp nhiều hơn ở các BN ung thư phổi không tế bào nhỏ giai đoạn muộn. Việc phát hiện các phân đoạn nhỏ alen đột biến T790M có giá trị dự đoán khả năng kháng gefitinib của BN ung thư phổi biểu mô tuyến 
 ADDIN EN.CITE 
[47]
. Theo Yelena Y.J. (2014), các thuốc EGFR TKI thế hệ 2 khi sử dụng cho BN có đột biến T790M mắc phải cho tỷ lệ đáp ứng chỉ là 29% 50[]
.
Ngoài ra, trên exon 20 còn có một số đột biến thêm đoạn khác chiếm khoảng 4 - 9,2% trong tổng số các đột biến gen ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến. Phần lớn đột biến gen EGFR trên exon 20 xảy ra từ amino axit 767 đến 774. Đa số các đột biến này liên quan tới việc giảm đáp ứng với các thuốc EGFR TKI như erlotinib, gefitinib, afatinib… Tuy nhiên, một số BN có đột biến chèn đoạn liên quan đến amino axit A767, S768, D770 và H773 như đột biến A763 _ Y764insFQEA vẫn đang được nghiên cứu vì có thể nhạy cảm với EGFR TKI. 

Đột biến trên exon 20 được khẳng định là nguyên nhân gây ra kháng các thuốc EGFR TKI sau thời gian điều trị từ 1 - 2 năm 
 ADDIN EN.CITE 
[97]
. Vì vậy, cần phải sinh thiết và xét nghiệm đột biến gen trong các trường hợp tái phát sau điều trị EGFR TKI và giúp bác sĩ lâm sàng có định hướng điều trị tiếp. Tuy nhiên, trên thực tế việc làm này không dễ dàng nên hiện nay đã có phương pháp mới để xác định đột biến gen EGFR từ DNA của tế bào ung thư tự do trong huyết tương gọi là phương pháp “liquid biopsy”. Đây là phương pháp chẩn đoán không xâm lấn và không gây nguy hiểm cho bệnh nhân. Phương pháp có thể phân tích nhiều lần, giúp ích cho quá trình theo dõi đáp ứng điều trị và phát hiện kháng thuốc kịp thời, thường gặp nhất là đột biến T790M 
 ADDIN EN.CITE 
[38]
. 

Đột biến điểm exon 18: Phân tích về các loại đột biến riêng rẽ, kết quả nghiên cứu (bảng 3.13) cho thấy có 2/63 trường hợp (3,2%) mang đột biến điểm G719C và G719S trên exon 18. Đây là kết quả của sự thay thế một amino acid ở vị trí 719 từ Glycine (G) thành Cysteine (C) hoặc đến một Serine (S). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Mitsudomi T. (2010) với tần suất đột biến exon 18 khoảng 3,2% 
 ADDIN EN.CITE 
[70]
. Nhìn chung các đột biến này có liên quan đến tăng nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI. Theo Wu J.Y. (2011), BN ung thư phổi không tế bào nhỏ có đột biến exon 18 có tỷ lệ đáp ứng thấp hơn đột biến ở exon 19 và exon 21 khi điều trị bằng các thuốc EGFR TKI 
 ADDIN EN.CITE 
[108]
. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, có 3 BN có mang cùng lúc 2 đột biến (đột biến kép) của gen EGFR chiếm tỷ lệ 5,0% (bảng 3.11). Đặc biệt trong có 2 BN (2,0%) mang đồng thời 2 đột biến gen: một loại đột biến gen nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI và một đột biến gen kháng thuốc EGFR TKI. Kết quả này phù hợp với Nguyễn Minh Hà (2014) có tỷ lệ đột biến kép (trong đó có mang đột biến kháng thuốc) là 1,85% 8[]
. Sau khi tham khảo y văn thế giới, chúng tôi đã hội chẩn với bác sỹ điều trị và không sử dụng thuốc EGFR TKI thế hệ 1 cho các BN mang đột biến kép trong đó có đột biến gen T790M.
Tóm lại, nghiên cứu này đã dùng kỹ thuật Strip Assay để xác định tỷ lệ đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến với tần suất phát hiện là 39,5%. Tỷ lệ các loại đột biến gen riêng rẽ phân bố trên 4 exon (exon 18 đến exon 21). Phân tích từng loại đột biến riêng rẽ cho thấy đột biến xóa đoạn exon 19 và đột biến điểm exon 21, là những đột biến tăng nhạy cảm với các thuốc EGFR TKI chiếm tỷ lệ cao nhất. Đây là những bằng chứng chính xác để quyết định điều trị thuốc EGFR TKI cho BN. 
Tại Bệnh viện Bạch Mai, xét nghiệm đột biến gen EGFR đã được thực hiện thường quy cho bệnh nhân UTP không tế bào nhỏ, đặc biệt là các bệnh nhân UTP biểu mô tuyến. Đây là xét nghiệm quan trọng đối với chỉ định và dự báo kết quả điều trị EGFR - TKI cho các bệnh nhân UTP biểu mô tuyến. Mặc dù không có trong mục tiêu nghiên cứu, tuy nhiên chúng tôi cũng mong muốn đưa ra các kết quả ban đầu về tỷ lệ sống sót giữa hai nhóm bệnh nhân UTP biểu mô tuyến có và không có đột biến gen EGFR. Đây cũng là nghiên cứu ban đầu, là nền tảng cho các nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị bằng EGFR TKI cho bệnh nhân UTP biểu mô tuyến tại bệnh viện Bạch Mai. Bảng 4.2 cho thấy BN mang đột biến gen EGFR có tỷ lệ sống tính đến thời điểm theo dõi (tháng 3 năm 2016) là 71,7%; cao hơn so với 47,8% tương ứng ở BN không có đột biến gen EGFR. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,01). 
Bảng 4.2. Tỷ lệ sống chết theo tình trạng đột biến gen EGFR 

	Đột biến EGFR
	n
	%

	Có (60 BN)
	43 
	71,7%

	Không (92 BN)
	44 
	47,8%

	p
	< 0,01


Kết quả này được giải thích là do một số lượng lớn BN có đột biến gen EGFR được sử dụng và đáp ứng rất tốt với EGFR TKI. Đây cũng là lý do để giải thích vì sao có rất nhiều nghiên cứu trong và ngoài nước tập trung vào tỷ lệ đột biến gen EGFR, vị trí đột biến gen EGFR và mối liên quan của đột biến này với các triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân UTP biểu mô tuyến.
4.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với lâm sàng và cận lâm sàng

Đây là nghiên cứu về tình trạng đột biến gen EGFR ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến tại bệnh viện Bạch Mai. Một trong hai mục tiêu của đề tài là tìm ra mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR và các đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của BN ung thư phổi biểu mô tuyến. 

4.2.1. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với một số đặc điểm lâm sàng của BN ung thư phổi biểu mô tuyến
4.2.1.1. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với tuổi, giới và tình trạng hút thuốc
Nhiều nghiên cứu trên thế giới và Việt Nam đều chỉ ra mối liên quan chặt chẽ giữa tình trạng đột biến gen EGFR với giới tính, chủng tộc và tình trạng hút thuốc ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến 8[]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[89]
. Trong nghiên cứu của chúng tôi, kết quả biểu đồ 3.1 - 3.2 cho thấy bệnh nhân > 50 tuổi gặp với tỷ lệ cao (khoảng trên 80%), nam giới gặp nhiều hơn nữ giới (tỷ lệ nam/nữ = 2,53). Bảng 3.15 cho thấy tình trạng đột biến gen EGFR có liên quan chặt chẽ với giới tính (p < 0,01) và khả năng có đột biến gen EGFR ở BN nữ cao gấp 2,9 lần so với BN nam (95% CI là 1,4-6,1). 
Mặc dù trong nghiên cứu này, chúng tôi chưa tìm ra mối liên quan giữa đột biến gen EGFR và tuổi (bảng 3.14), nhưng trong nghiên cứu của Sacher A.G. (2016) trên 2237 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ cho thấy đột biến gen EGFR hay gặp hơn ở người trẻ và thường có tiên lượng xấu 
 ADDIN EN.CITE 
[84]
. Tuổi trung bình của BN trong nghiên cứu là khoảng 60 tuổi và có 22/152 (14,4%) được chẩn đoán ở lứa tuổi dưới 50. Bảng 3.14 cho thấy BN ở lứa tuổi dưới 50 chiếm 54,5% trong tổng số BN có đột biến gen EGFR nhưng chỉ chiếm 45,5% ở nhóm các BN không có đột biến gen EGFR. Theo tác giả Sacher A.G. (2016) thì nguyên nhân gây ung thư phổi biểu mô tuyến ở BN trẻ tuổi liên quan nhiều tới các đột biến gen như EGFR, ALK, ROS1… do vậy khi chẩn đoán đột biến gen ở BN trẻ tuổi thì cần xét nghiệm nhiều đột biến cùng một thời điểm và phác đồ điều trị cho các BN ung thư phổi biểu mô tuyến ở người trẻ tuổi cần phải thay đổi so với các BN lớn tuổi 
 ADDIN EN.CITE 
[84]
. Đặc biệt tác giả còn đề xuất một danh sách các loại đột biến gen ở các BN ung thư phổi biểu mô tuyến cho những BN dưới 40 tuổi bởi vì các BN trẻ tuổi thường có tiên lượng kém hơn các BN lớn tuổi. Nếu điều này thực hiện được sẽ giúp giảm tỷ lệ tàn tật, giảm khả năng lao động ở những BN trẻ tuổi. Một trong các gợi ý của Sacher A.G. (2016) là ở các BN ung thư phổi biểu mô tuyến trẻ tuổi thì cần điều trị các thuốc EGFR TKI thế hệ 2 vì thuốc ức chế nhiều vị trí đột biến gen trong tế bào, giúp duy trì hiệu quả kiểm soát khối u tốt hơn các EGFR TKI thế hệ 1 do chỉ ức chế tại 1 vị trí đột biến gen EGFR
 ADDIN EN.CITE 
[85]
. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi có tới 44,1% BN có tiền sử hút thuốc lá, thuốc lào (bảng 3.1). Phân tích theo giới, tỷ lệ hút thuốc ở nam giới là 59,6%, trong khi ở nữ giới chỉ có 2 BN hút thuốc chiếm tỷ lệ 4,7%. Kết quả này thấp hơn so với nghiên cứu Lê Hoàn (2010) là 63,8%; Vũ Văn Thịnh (2014) là 64,2%, Nguyễn Thị Lựu (2013) là 56,9 % 12[]
, 18[]
, 21[]
. Bảng 3.2 phân loại mức độ hút thuốc khác nhau (tính theo số bao-năm) và kết quả là số BN không hút thuốc và hút thuốc mức dưới 30 bao - năm là 83,6%; trên 30 bao - năm là 32,8%. Nghiên cứu của Phạm Văn Thái (2015) tỷ lệ tương ứng là 71,6% và 28,4% 20[]
. Nghiên cứu của Shi Y. (2014) trên 1482 BN ung thư biểu mô tuyến giai đoạn tiến triển ở 7 quốc gia và vùng lãnh thổ châu Á cho thấy tỷ lệ hút thuốc là 51,4% 
 ADDIN EN.CITE 
[89]
. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 3.16 cho thấy tình trạng đột biến gen EGFR có liên quan chặt chẽ với tiền sử hút thuốc (p < 0,01) và khả năng đột biến gen EGFR ở BN không hút thuốc cao gấp 3,4 lần so với BN đã từng hoặc đang hút thuốc (95% CI là 1,6-6,2). Đặc biệt, khi phân tích tình trạng đột biến gen EGFR với mức độ hút thuốc theo số bao năm (bảng 3.17 và 3.20), chúng tôi nhận thấy BN hút thuốc với số bao năm 0-30 có khả năng có đột biến gen EGFR cao gấp 3,06 lần so với BN hút thuốc với số bao năm >30 (95% CI là 1,08-8,65). Như vậy, nếu BN càng hút thuốc nhiều thì khả năng xét nghiệm đột biến gen EGFR âm tính càng lớn.
Các tác giả Shigematsu H. (2006), Wu J.Y. (2011) đều khẳng định đột biến gen EGFR gặp nhiều hơn ở BN ung thư phổi không tế bào nhỏ ở châu Á, nữ giới và không hút thuốc 90[]
, 
 ADDIN EN.CITE 
[108]
. Theo tác giả Wu J. Y. (2011) khi nghiên cứu trên 327 BN ung thư phổi không tế bào nhỏ cho thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR là 52,0%, gặp nhiều hơn ở nữ giới (p < 0,001) và những người không hút thuốc (p < 0,01) 
 ADDIN EN.CITE 
[108]
. Còn theo nghiên cứu của tác giả Shigematsu H. (2006) thì đột biến gen EGFR gặp phổ biến ở nữ giới hơn là nam giới (38% so với 10% với p < 0,001), ở người không hút thuốc (54%) nhiều hơn so với người hút thuốc (16%; p < 0,001), và ở ung thư phổi biểu mô tuyến biệt hóa (57%) nhiều hơn so với ung thư phổi biểu mô tuyến kém biệt hóa 90[]
. Khi phân chia theo mức độ hút thì BN càng hút nhiều thì tỷ lệ đột biến gen EGFR sẽ giảm đi. Ngược lại, tỷ lệ đột biến gen KRAS và TP53 lại tăng lên ở những người hút thuốc lá.

Hiện nay, cơ chế gây bệnh của ung thư biểu mô tuyến liên quan đến con đường tín hiệu thông qua receptor EGFR như các gen EGFR, KRAS, HER2, BRAF, và PIK3CA. Vì vậy, xét nghiệm đột biến gen EGFR là cơ sở quan trọng để chỉ định TKI thế hệ 1. Tuy nhiên, trong thời gian tiếp theo cần phải xét nghiệm thêm nhiều loại đột biến gen, nhưng ít nhất sẽ phải có KRAS, BRAF, PIK3CA và TP53. Nghiên cứu của Shigematsu H. (2006) cho thấy đột biến KRAS gặp ở 14% bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến 90[]
. Tác giả gợi ý đột biến gen EGFR, KRAS là các yếu tố tiên lượng cho các bệnh nhân này. Trong các nghiên cứu thì tình trạng đột biến gen EGFR và tiền sử hút thuốc ảnh hưởng rất lớn tới khả năng sống sót. Sugio K. (2009) phát hiện BN mang đột biến xóa đoạn exon 19 có tỷ lệ đáp ứng cao hơn so với các BN L858R khi điều trị bằng EGFR TKI 
 ADDIN EN.CITE 
[96]
. Tuy nhiên, nghiên cứu của Marks J.L. (2008) lại không thấy sự khác biệt về hiệu quả điều trị của EGFR TKI với hai đột biến này 
 ADDIN EN.CITE 
[67]
. Vì vậy, vấn đề này vẫn tiếp tục phải nghiên cứu.
Hiện nay, các nhà khoa học còn tập trung vào nguyên nhân gây ung thư phổi biểu mô tuyến ở BN không hút thuốc, vì thuốc lá không phải là nguyên nhân duy nhất gây ung thư phổi biểu mô tuyến. Chính vì vậy, TCYTTG đã đưa ra khái niệm về ung thư phổi ở người không hút thuốc lá (lung cancer in non smokers - LCINS) chiếm khoảng 10% tổng số bệnh nhân ung thư phổi ở châu Âu và 40% ở châu Á. Bệnh thường xảy ra ở nữ và chủ yếu là ung thư biểu mô tuyến. Trong thập kỷ này, thế giới ghi nhận sự gia tăng tỷ lệ bệnh nhân LCINS thông qua giảm tỷ lệ số người hút thuốc và tăng tỷ lệ bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến. Toh C.K. (2006) đã chỉ ra tỷ lệ ung thư phổi biểu mô tuyến là 69,9% ở bệnh nhân không hút thuốc lá, 39,9% ở bệnh nhân hút thuốc lá 
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. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra vai trò cá thể, mối liên quan với các chất gây ung thư liên quan đến chuyển hóa, sửa chữa DNA hoặc đáp ứng của cơ thể trong phản ứng viêm. Tuy nhiên, những vấn đề này vẫn còn phải tiếp tục nghiên cứu, đặc biệt là yếu tố di truyền trong quá trình khởi phát và điều trị bệnh LCINS 
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Trong cùng một điều kiện sống, nhưng nếu BN có kiểu gen nhạy cảm hơn với các chất gây ung thư phổi thì sẽ có nguy cơ mắc bệnh cao hơn. Nghiên cứu của Iwamoto S. (2014) cho thấy kiểu gen EPAS1 (rs4953354) (2014) có thể là yếu tố nhạy cảm với quá trình khởi phát ung thư phổi biểu mô tuyến, đặc biệt ở những phụ nữ không hút thuốc 
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. Kang H.G. (2014) gợi ý rằng bệnh nhân có kiểu gen CSF1R (rs10079250) có thể nhạy cảm hơn với các chất gây ung thư ở các BN ung thư phổi không hút thuốc 
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Các nghiên cứu còn chỉ ra vai trò của khí radon gây ung thư phổi ở những BN không hút thuốc. Nghiên cứu bệnh chứng đã chứng minh mối liên quan giữa tiếp xúc với khí radon trong không khí và ung thư phổi. Cơ chế sinh học gây ra khi tiếp xúc với khí radon là tạo ra các đột biến gen, gây sai sót trong cấu trúc nhiễm sắc thể, làm tăng hoặc giảm hoạt tính các cytokine và các protein tham gia điều hòa chu kỳ của tế bào. Theo Sinitsky M.Y. (2015) gợi ý khi tiếp xúc với radon thời gian dài sẽ làm tăng quá trình sửa chữa DNA 
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. Tác giả cho rằng khi tiếp xúc với khí radon làm phát sinh đột biến xóa đoạn gen GSTM1 và GSTT1, hoạt hóa con đường tín hiệu gây ung thư và là nguyên nhân khởi phát ung thư phổi. Mặc dù vậy, tính nhạy cảm của gen với bức xạ radon mang tính chất cá thể và cần phải nghiên cứu thêm.
4.2.1.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với các triệu chứng lâm sàng

Hiện tại, không có nhiều nghiên cứu về mối liên quan giữa đột biến gen EGFR và các đặc điểm lâm sàng ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến. Kết quả của chúng tôi không tìm thấy mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng khi phân tích theo mô hình logistic ảnh hưởng của triệu chứng lâm sàng đến tình trạng đột biến gen EGFR (bảng 3.22). Đặc biệt nhiều tác giả còn kết luận không có sự khác biệt về các đặc điểm lâm sàng giữa 2 thể đột biến chính của gen EGFR là đột biến LREA ở exon 19 và L858R ở exon 21 
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4.2.1.3. Liên quan giữa đột biến gen EGFR với di căn và giai đoạn bệnh 
* Liên quan đột biến gen EGFR với di căn
Phân tích mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với di căn và không di căn tại bảng 3.23 cho thấy tình trạng đột biến gen EGFR không liên quan đến di căn hay chưa có di căn. Bảng 3.24 cũng cho thấy không có mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR với số lượng các cơ quan di căn. Nghiên cứu PIONEER (2014) cũng cho thấy chưa có mối liên quan giữa di căn với tình trạng đột biến gen EGFR với p=0,139 
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Trong ung thư phổi biểu mô tuyến các cơ quan thường bị di căn theo đường máu hay gặp là xương, não, gan, tuyến thượng thận và thận. Bảng 3.6 về các trường hợp di căn cho thấy di căn phổi thường gặp nhất (47,1%), tiếp theo là di căn xương (38,1%), màng phổi (37,8%), di căn não (24,4%), gan (10,1%), tuyến thượng thận (8,4%), da/mô mềm (5,0%) và cơ quan khác là 7,6%. Số lượng cơ quan bị di căn trung bình là: 1,66 ± 1,32 (bảng 3.7); nhiều nhất là có 5 cơ quan di căn.
Bảng 3.25 phân tích mô hình logistic cho thấy di căn xương là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR với p = 0,012. Kết quả gợi ý khả năng đột biến gen EGFR cao hơn ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến có di căn xương. Mặc dù, trong phân tích logistic chưa thấy có mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen và di căn não nhưng một số nghiên cứu đã tìm thấy mối liên quan này 95[]
. Đây cũng là một lưu ý cho bác sĩ trên lâm sàng là phải tầm soát di căn thường xuyên hơn ở bệnh nhân có đột biến gen EGFR.

Tiên lượng sống thêm thường phụ thuộc vào tình trạng di căn của BN. Những BN ung thư phổi biểu mô tuyến di căn mà có đột biến gen EGFR thường có tiên lượng tốt hơn những BN không có đột biến gen EGFR 95[]
. Nghiên cứu của Baek M.Y. (2016) cho thấy trung vị thời gian sống thêm của BN có đột biến gen EGFR là 25,7 tháng so với 3,8 tháng ở BN không có đột biến gen EGFR 27[]
.

Giả thiết nghiên cứu của chúng tôi cũng phù hợp với kết quả của nhiều nghiên cứu trên thế giới khi cho rằng tình trạng đột biến EGFR là một yếu tố tiên lượng khả năng di căn não và xương của ung thư phổi biểu mô tuyến 
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. Về cơ chế bệnh sinh trong ung thư phổi biểu mô tuyến thì con đường tín hiệu xuất phát từ EGFR liên quan tới quá trình tăng sinh mạch, hoạt hóa và điều hòa quá trình tăng sinh của tế bào u. Các nhà nghiên cứu thấy rằng quá trình chuyển dạng biểu mô - trung mô (epithelial-mesenchymal transitions - EMT) đóng vai trò quan trọng khi tế bào khối u di căn theo đường máu và đường bạch huyết. Vì vậy, khi có đột biến gen EGFR có thể sẽ ảnh hưởng tới các tín hiệu xuất phát từ receptor EGF ảnh hưởng tới quá trình tăng sinh mạch, tăng sinh khối u và quá trình chuyển dạng biểu mô - trung mô, thúc đẩy quá trình di căn của các tế bào khối u ở phổi 
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Đối với ung thư phổi biểu mô tuyến di căn xương, do tương tác giữa tế bào xương và tế bào khối u sẽ làm tăng tính chất ác tính của các tế bào ung thư. Vì vậy, trong quá trình di căn xương, các bè xương sẽ tiết ra một số yếu tố như TGF-b làm thúc đẩy khối u phát triển và chuyển dạng biểu mô-trung mô (EMT). Hơn nữa, các tế bào di căn trong xương tiếp xúc với với môi trường thiếu oxy, và tiết ra chất hypoxia inducible factor 1α- một yếu tố tiên lượng xấu ở bệnh nhân ung thư phổi, thúc đẩy quá trình sống sót và di căn của khối u. Vì vậy, nếu sử dụng kháng thể đơn dòng kháng EGFR kết hợp với thuốc chống hủy xương sẽ có hiệu quả ở bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến có di căn xương vì ức chế quá trình tương tác giữa khối u và xương 
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* Liên quan đột biến gen EGFR với giai đoạn bệnh

Đánh giá giai đoạn ung thư phổi đóng vai trò quan trọng trong chỉ định phương pháp điều trị và tiên lượng bệnh. Bảng 3.8 cho thấy đa phần các BN ung thư phổi biểu mô tuyến được chẩn đoán khi đã ở giai đoạn IIIb và IV (80,9%), giai đoạn I - IIIA chỉ chiếm 19,1%. Kết quả này tương tự với Lê Hoàn (2010): ung thư phổi giai đoạn IV gặp nhiều nhất (37,7%), giai đoạn III (20,4%), giai đoạn II (13%), giai đoạn I (28,9%) 12[]
. Vũ Văn Thịnh (2014), nghiên cứu trên 151 BN ung thư phổi biểu mô tuyến ghi nhận 82,3% BN ở giai đoạn IV, giai đoạn I chỉ chiếm tỷ lệ 12,9% 21[]
. Đặc biệt ở bảng 3.26 thì không tìm thấy sự khác biệt về tỷ lệ đột biến gen EGFR theo giai đoạn bệnh. Kết quả này cũng phù hợp với tác giả như Wu J.Y. (2011) và nghiên cứu PIONEER 
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Kết quả nghiên cứu phù hợp với nhận định chung là ung thư phổi thường phát hiện ở giai đoạn muộn. Hơn nữa, trong ung thư phổi biểu mô tuyến, khối u thường nằm vùng ngoại vi của phổi và có xu hướng phát triển chậm, nên ít gây ra các triệu chứng rầm rộ buộc BN phải đi khám ngay trong giai đoạn đầu. Chỉ khi khối u có kích thước lớn, xâm lấn hoặc di căn tới các cơ quan khác thì triệu chứng mới xuất hiện rõ, khi đó bệnh đã ở giai đoạn muộn, tiên lượng xấu. 

4.2.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR và các đặc điểm cận lâm sàng ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến 

4.2.2.1. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với hình ảnh tổn thương trên chụp cắt lớp vi tính phổi 
Tiến hành phân tích mối liên quan giữa tình trạng đột biến gen EGFR với vị trí và các hình ảnh tổn thương của khối u trên phim chụp CLVT phổi: Kết quả bảng 3.27 và 3.28 cho thấy đột biến gen EGFR hay gặp ở các BN u phổi thùy trên so với thùy giữa và thùy dưới (47,9% so với 31,6%). Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p = 0,0411. Điều này cũng phù hợp với Tseng C.H. (2016) khi thấy rằng các đột biến gen EGFR L858R thường xuất hiện nhiều ở khối u thùy trên hơn các đột biến khác 
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. Để lý giải điều này có giả thuyết rằng: có một số nguyên nhân cụ thể gây ra đột biến gen EGFR L858R, thường khu trú tại thùy trên của phổi. Tại vùng này có sự giảm hiệu suất thông khí, thay đổi tỷ trọng và phân bố dòng máu so với các thùy còn lại nên tạo điều kiện cho các yếu tố gây bệnh thường tập trung ở vị trí này. Khi hút thuốc thì các chất độc sẽ gây tổn thương các tế bào phế nang và niêm mạc đường dẫn khí; nhưng quá trình tái tạo, hồi phục tổn thương sẽ kém hơn ở thùy trên do thông khí và tưới máu kém hơn các vùng khác. Các nguyên nhân gây bệnh (virus và vi khuẩn) cũng thường tương tác mạnh hơn với hệ thống miễn dịch mạnh hơn tại vùng này. Một số giả thiết còn cho rằng, khi hít phải chất độc hoặc chất gây ung thư vì các chất này cũng tồn tại lâu hơn ở thùy trên ở phổi do quá trình thông khí kém hơn. Vì vậy, đây là nguyên nhân có thể giải thích tại sao các u mang đột biến gen EGFR thường ở thùy trên của phổi 
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Về mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với hình thái tổn thương trên phim chụp CLVT phổi, kết quả nghiên cứu bảng 3.29 cho thấy không có mối liên quan giữa hình thái tổn thương với tình trạng đột biến gen EGFR khi phân tích đa biến logistic với p > 0,05.

4.2.2.2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với chỉ số maxSUV trên PET/CT

Mặc dù tổng số bệnh nhân nghiên cứu là 152, nhưng chỉ có 71 BN được chụp PET/CT. Kết quả bảng 3.5 cho thấy trung vị maxSUV ở hạch hoặc cơ quan di căn thấp hơn maxSUV ở khối u nguyên phát ở phổi. Bảng 3.36 cho thấy trung vị maxSUV tại phổi ở nhóm có đột biến gen EGFR tương tự với nhóm không có đột biến gen EGFR. Ngoài ra, trung vị maxSUV tại hạch và các cơ quan di căn ở nhóm có đột biến gen EGFR thấp hơn nhóm không có đột biến gen EGFR.


Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra tình trạng đột biến gen EGFR rất quan trọng khi sử dụng EGFR TKI ở BN ung thư phổi biểu mô tuyến. Chính vì vậy, hầu hết các BN ung thư phổi biểu mô tuyến sẽ được xét nghiệm đột biến gen EGFR trước khi quyết định điều trị bằng EGFR TKI. Thông thường, phòng xét nghiệm sinh học phân tử sẽ sử dụng mẫu bệnh phẩm là mẫu mổ, mẫu sinh thiết hoặc cell block để xét nghiệm đột biến gen. Trong nghiên cứu này, có 73% là mẫu sinh thiết, còn lại là mẫu mổ và cell block. Một số nghiên cứu cho thấy khi lượng DNA quá ít và số lượng các tế bào ung thư không nhiều có thể gây ra âm tính giả. Chính vì vậy, trong các trường hợp này sẽ phải kết hợp các yếu tố dự đoán khác như tuổi, giới, tình trạng hút thuốc và kết quả chụp PET/CT để dự báo tình trạng đáp ứng với EGFR TKI.



Chỉ số maxSUV thay đổi ở các trường hợp ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR gợi ý vai trò thúc đẩy tế bào sống sót của gen EGFR. Lee E.Y. (2015) giả thiết rằng chuyển hóa tế bào tại các tổ chức di căn sẽ thay đổi sau một loạt các sự kiện của tế bào được diễn ra tạo ra quá trình di căn 59[]
. Điều này có thể lý giải được bởi quá trình chuyển hóa ở các khối u nguyên phát có đột biến gen EGFR có thể khác với các khối u di căn. Kết quả nghiên cứu cho thấy trung vị maxSUV ở hạch hoặc tổ chức di căn ở những BN ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR thì thấp hơn so với những BN không có đột biến gen EGFR. Tuy nhiên ở khối u nguyên phát tại phổi thì không thấy sự khác biệt giữa 2 nhóm này. Có lẽ sự thay đổi chuyển hóa tại những khối u có đột biến gen EGFR liên quan đến biểu hiện quá mức của gen GLUT-1 ở bệnh nhân có đột biến gen EGFR 59[]
.


Kết quả ở bảng 3.36 cho thấy có sự khác nhau về chuyển hóa ở các tế bào khối u di căn có đột biến gen EGFR và khối u không có đột biến gen EGFR. Kết quả giá trị maxSUV của chúng tôi tương đương với tác giả Mak R.H. (2011) 
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, nhưng lại thấp hơn tác giả Chung J.K. (2004) 
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. Sự khác nhau có thể giải thích là do sự ảnh hưởng của typ mô bệnh học lên quá trình tính toán maxSUV: tế bào vảy thường lấy nhiều FDG hơn tế bào biểu mô tuyến. Đặc biệt, tác giả Huang C.T. (2010) còn cho rằng nếu maxSUV lớn hơn 9,5 thì nhiều khả năng khối u có mang đột biến gen EGFR 
 ADDIN EN.CITE 
[46]
. 

Trên lâm sàng, xét nghiệm đột biến gen EGFR không phải lúc nào cũng thực hiện được, đặc biệt trong những trường hợp khối u ở những vị trí khó sinh thiết, hoặc BN từ chối sinh thiết lại khi kết quả xét nghiệm lần đầu chưa xác định được. Vì vậy, chỉ số maxSUV, cùng với một số chỉ số khác như tuổi, giới, tình trạng hút thuốc sẽ góp phần dự đoán khả năng đột biến gen EGFR trên BN ung thư phổi biểu mô tuyến.
4.2.2.3. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với phân loại mô bệnh học ung thư biểu mô tuyến và biểu lộ protein EGFR
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã áp dụng phân loại ung thư phổi biểu mô tuyến theo IASLS/ATS/ERS (2011), là phân loại có thể áp dụng cho các mẫu sinh thiết nhỏ, đây là loại mẫu phổ biến, thường được sử dụng cho xét nghiệm đột biến gen EGFR. Trong tổng số 152 BN làm xét nghiệm đột biến gen EGFR thì chỉ có 9 BN được làm từ mẫu mổ (5 BN phẫu thuật ổ di căn não, 4 BN phẫu thuật cắt bỏ khối u phổi) và 143 BN được làm từ các mẫu bệnh phẩm sinh thiết nhỏ hoặc cell block. Theo Yoshizawa A. (2011), nghiên cứu 514 BN ung thư phổi biểu mô tuyến giai đoạn I chứng minh giá trị tiên lượng của phân loại mô học này: với thể lepidic, chùm nang và ưu thế nhú có thời gian sống thêm 5 năm không bệnh là 90%, 84% và 83% tương ứng; với thể đặc và vi nhú có 70% và 67% với 5 năm sống không bệnh tương ứng 
 ADDIN EN.CITE 
[112]
. 

Đối chiếu kết quả hóa mô miễn dịch tìm hiểu mối liên quan giữa đột biến gen EGFR và biểu lộ protein EGFR: kết quả có 58/152 BN (38,2%) (bảng 3.9) dương tính trên HMMD. Theo Liang Z. (2010) kết quả này là 68,4% 
 ADDIN EN.CITE 
[61]
. Kết quả bảng 3.33 cho thấy BN ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR sẽ có biểu hiện protein EGFR trên HMMD cao gấp 2,03 lần so với BN không có đột biến gen EGFR (p = 0,0382). Nghiên cứu Liang Z. (2010) cũng cho kết quả tương tự: có liên quan giữa mức độ biểu hiện protein EGFR với đột biến gen EGFR (p = 0,008) 
 ADDIN EN.CITE 
[61]
.
Các BN không có đột biến gen EGFR thì sẽ có không chỉ định điều trị bằng EGFR TKI và phải lựa chọn các phương pháp điều trị khác. Tuy nhiên, trong số các BN này thì có 29/92 (31,5%) có biểu lộ protein EGFR dương tính và phù hợp với liệu pháp sử dụng kháng thể đơn dòng kháng EGFR (Bảng 3.33). Hình 4.2 minh họa trường hợp BN không có đột biến gen EGFR nhưng có biểu lộ protein EGFR dương tính.
Ngoài ra, phân tích kết quả bảng 3.31 thấy rằng tỷ lệ phát hiện đột biến gen EGFR trên mẫu mô nguyên phát và mẫu mô di căn đều như nhau (khoảng 39%). Tuy nhiên, kết quả khi phân tích mô hình logistic gợi ý là các khối u có phân loại giải phẫu bệnh là biệt hóa thì có khả năng đột biến gen EGFR nhiều hơn (bảng 3.35). Tác giả Wu J.Y. (2011) tìm thấy tỷ lệ đột biến gen EGFR nhiều hơn ở ung thư phổi biểu mô tuyến 
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[108]
. Các BN có mô bệnh học ở mức độ biệt hóa cao thì thường có đột biến gen EGFR nên tiên lượng đáp ứng với EGFR TKI tốt hơn các BN khác. Điều này cũng tương tự với giả thuyết của Yoshida T. (2015) về vai trò của phân loại giải phẫu bệnh và mối liên quan với tiên lượng đối với BN ung thư phổi không tế bào nhỏ điều trị bằng EGFR TKI 111[]
. Các khối u kém biệt hóa thì thường đáp ứng kém hơn với TKI. Vì vậy, cần phải có các nghiên cứu sâu hơn về tiên lượng và đáp ứng với EGFR TKI ở các BN có đột biến gen EGFR, nhưng có phân loại mô bệnh học khác nhau.

4.2.2.4. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với các chất chỉ điểm khối u

Chất chỉ điểm khối u là các chất được tổng hợp từ tế bào ung thư hoặc từ các tế bào tham gia vào quá trình đáp ứng của cơ thể với khối u. Có rất nhiều chất chỉ điểm khối u trong huyết thanh liên quan với ung thư phổi biểu mô tuyến. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đánh giá 2 loại chất chỉ điểm khối u có độ nhạy cao với ung thư phổi là CEA, Cyfra 21-1 trong huyết thanh BN ung thư phổi biểu mô tuyến với giá trị ngưỡng là 5,0 ng/ml và 3,3 ng/ml tương ứng. Đây là các ngưỡng được sử dụng trong nhiều nghiên cứu về ung thư phổi biểu mô tuyến. Kết quả nghiên cứu cho thấy nồng độ CEA trung vị trong huyết thanh là 19,43 ng/ml. Tỷ lệ BN có CEA > 5 ng/ml là 70,4% và Cyftra 21-1 > 3,3 ng/ml là 68,4% (bảng 3.10). Kết quả này tương tự với Nguyễn Thị Lựu (2013), tỷ lệ BN ung thư phổi biểu mô tuyến có CEA > 5 ng/ml là 72,6% và cao hơn của Phạm Văn Thái (2015) là 69,1% và 50,6% tương ứng 18[]
, 20[]
. 
Kết quả nghiên cứu bảng 3.30 cho thấy không có mối liên quan giữa sự thay đổi nồng độ CEA và Cyfra với tình trạng đột biến gen EGFR với p>0,05. Một nghiên cứu đã cho thấy số Cyfra 21-1 cao là tiên lượng xấu cho các BN ung thư phổi biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR khi điều trị bằng EGFR TKI. Còn nghiên cứu của Romeo-Ventosa (2015) và Qin H.F (2013) thì CEA là một chỉ số tiên lượng độc lập cũng đóng vai trò tiên lượng đáp ứng của khối u với EGFR TKI 
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, 82[]
.
Tóm lại, nghiên cứu của chúng tôi đã xác định được đặc điểm đột biến gen EGFR và mối liên quan với lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến. Kết quả nghiên cứu này sẽ góp phần cung cấp thêm thông tin cho các bác sỹ lâm sàng, cận lâm sàng trong việc chẩn đoán, lựa chọn phương pháp điều trị thích hợp, theo dõi và tiên lượng bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến.
KẾT LUẬN

Qua nghiên cứu 152 bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến được làm xét nghiệm đột biến gen EGFR tại Trung tâm Y học hạt nhân và Ung bướu - Bệnh viện Bạch Mai từ tháng 01/2014 đến tháng 10/2015 cho thấy:

1. Một số đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR
* Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng

- Ung thư biểu mô tuyến gặp ở nam giới (71,7%), từ 50-69 tuổi (69,1%). Nhập viện trong vòng 3 tháng đầu, tính từ khi có triệu chứng là 57,2%. Có 55,9% người không hút thuốc, trong đó nữ chiếm 95,3%.

 - Triệu chứng lâm sàng hay gặp là: Đau ngực (52,6%). Các triệu chứng ít gặp: ho khan (38,2%), hạch ngoại vi (30,3%), sụt cân (26,3%).

- Khối u nguyên phát phổi phải (65,8%) gặp nhiều hơn phổi trái (34,2%). Thùy trên là vị trí thường gặp ở cả hai phổi (48,0%).

- Chỉ số maxSUV trung vị ở khối u nguyên phát (9,65) cao hơn ở hạch (6,78) và tổ chức di căn (6,26%).
- Đa số ung thư phổi biểu mô tuyến ở giai đoạn IV (78,3%) và thường gặp loại biệt hóa tuyến với hình thái rõ ràng (69,7%).

- Tỷ lệ biểu lộ quá mức protein EGFR trên màng tế bào là 38,2%.

* Đặc điểm đột biến gen EGFR
- Có 60/152 trường hợp đột biến được xác định, chiếm tỷ lệ 39,5%.
- Đột biến exon 19 chiếm tỷ lệ 58,3% gồm các đột biến xóa đoạn (chủ yếu là c2235 - 2249del và c2236 - 2250del). 

- Đột biến exon 21 chiếm tỷ lệ 35,0% gồm chủ yếu là L585R.
- Đột biến exon 18 và exon 20 với tỷ lệ tương ứng là 3,3% và 3,4% gồm các đột biến xóa đoạn (G719) và đột biến điểm (T790M).

- Tỷ lệ bệnh  nhân  có đột biến kép là 5,0%.
- Tỷ lệ bệnh nhân  có đột biến nhạy cảm với EGFR TKI là 96,7%.
2. Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với một số đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến

- Đột biến gen EGFR ở bệnh nhân nữ giới cao gấp 2,94 lần so với nam giới. Bệnh nhân không hút thuốc có đột biến gen EGFR cao gấp 3,42 lần so với người đã từng hoặc đang hút thuốc. Nhóm hút thuốc < 30 bao năm, bị đột biến gen cao gấp 3,06 lần so với nhóm hút thuốc > 30 bao năm (95% CI là 1,08-8,65).

- Tỉ lệ đột biến gen EGFR cao hơn ở những BN có di căn xương (p = 0,012).

- Bệnh nhân có khối u ở thùy trên, tỉ lệ đột biến gen EGFR tăng lên 1,98 lần so với BN có khối u ở thùy giữa và thùy dưới (95% CI là 1,02-3,85).
- Ung thư phổi biểu mô tuyến với hình thái rõ ràng và mức độ biểu lộ protein EGFR dương tính làm tăng khả năng đột biến gen EGFR (p= 0,05 và 0,028).

- Triệu chứng lâm sàng không phải là yếu tố tiên lượng độc lập ảnh hưởng đến tình trạng đột biến gen EGFR . 

- Không có mối liên quan giữa sự thay nồng độ CEA, Cyfra 21-1 với tình trạng đột biến gen EGFR (p= 0,9545 và 0,6339).

- Chỉ số maxSUV trung vị cao nhất ở u nguyên phát và giảm thấp hơn ở hạch và mô di căn ở cả 2 nhóm có và không có đột biến gen.
KIẾN NGHỊ

1. 
Cần có nghiên cứu sâu hơn về ảnh hưởng của từng loại đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng thuốc điều trị đích với tiên lượng sống thêm của bệnh nhân UTP biểu mô tuyến tại Việt Nam.

2. 
Cần tầm soát di căn thường xuyên hơn ở BN UTP biểu mô tuyến có đột biến gen EGFR.
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7. Chụp MRI sọ não: 

0
Không tổn thương

1
Có tổn thương

8. Xạ hình xương: 

0
Không tổn thương

1
Có tổn thương

9. Di căn của ung thư (Triệu chứng lâm sàng + Cận lâm sàng)
0
Không

5
Gan

1
Phổi

6
Tuyến thượng thận

2
Màng phổi

7
Da/mô mềm

3
Não

8
Hạch ngoại biên

4

Xương

9

Khác……………..

10.  Marker ung thư

CEA:..........................Cyfra 21-1:................................

11 .  Mẫu bệnh phẩm chẩn đoán mô bệnh học:

1

Phổi (nguyên phát)

4

Màng phổi

2

Hạch lympho xa

5

Dịch màng phổi

3

Hạch lympho tại chỗ

6

Khác………………………

12. Loại mẫu bệnh phẩm chẩn đoán mô bệnh học:

1  Mô học



2  Tế bào học

13. Phân loại độ biệt hóa UTBMT:

   1  UTBMT với hình thái rõ ràng     2  UTKTBN xu hướng biệt hóa tuyến

14. Phân loại TNM

Khối u nguyên phát

0

To

2

T2

9

Tis

3

T3

1

T1

4

T4

Hạch lympho vùng

0

N0

2

N2

1

N1

3

N3

Di cănxa:

0

M0

1

M1

15. Phân loại giai đoạn

11

IA

12

IB

21

IIA

22

IIB

31

IIIA

32

IIIB

4

IV

16. Kết quả nhuộm hóa mô miễn dịch Protein EGFR
  0. EGFR âm tính
  1. EGFR dương tính:  1(+)    2 (+)     3(+) 


17. XN đột biến gen EGFR:

[image: image40.jpg]IS
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Red Marker Line (top)

Control

EGFR exi8
EGFR exi8
EGFR exi8

EGFR ex19
EGFR ex19
EGFR ex{9
EGFR ex{9
EGFR ex19
EGFR ex{9
EGFR ex19
EGFR ex19
EGFR ex{9
EGFR exi9

EGFR ex20

EGFR ex21
EGFR ex21

P.G719C; ©.2155G>T
P.G719S; 0.2155G>A
P.G719A; ¢.2156G>C

PET746_AT750del; ¢.2235_2249del
DE746_AT50del; .2236_2250del
PE746_T751delinsA; c.2237_2251del
p.E746_S752delinsV; c.2237_2255delinsT
p.L747_AT50delinsP; .2239_2248delinsC
pL747_T751delinsP; c.2239_2251delinsC
pL747_T751del; ¢.2240_2254del
p.L747_P753delinsS; c.2240_2257del
pL747_S752del; c.2239_2256del
pL747_E749del; c.2239_2247del

P.T790M; ¢.2369C>T

PLBSBR; ¢.2573T>G
PLB61Q; 0.2582T>A

EGFR-ex18 PCR Negative Control
EGFR ex19 PCR Negative Control
EGFR ex20 PCR Negative Control
EGFR ex21 PCR Negative Control
PCR Positive Control

Green Marker Line (bottom)
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152 BN Ung thư phổi biểu mô tuyến


Chẩn đoán xác định bằng mô bệnh học








Kiến nghị





Kết luận 2


Mối liên quan giữa đột biến gen EGFR với đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng của bệnh nhân ung thư phổi biểu mô tuyến.








Kết luận 1


Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và đột biến gen EGFR liên quan đến tính đáp ứng thuốc điều trị đích








Thu thập thông tin nghiên cứu:


LS: Tuổi, giới, tiền sử hút thuốc, giai đoạn bệnh, di căn….


CLS: CLVT phổi, PET/CT, MRI, SPECT, HMMD, CEA, Cyfra 21-1…








Xét nghiệm đột biến gen EGFR





Tình trạng đột biến gen





Vị trí đột biến 


(exon 18-exon 21)
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55,6%





36,4%





3,2%





4,8%
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