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Dot bién gen POLD1 va POLE trong ung thu dai truc
trang khdi phat sém
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Tém tat

Pat van dé: Ung thu dai truc trang (UTDTT) 1a mét trong nhiing bénh ung thu thusng gip. Liéu phap mién dich da dugc
chiing minh cé hiéu qua diéu tri cho cac khéi u mang tinh trang bat én dinh vi vé tinh. Tuy nhién, déi véi cac khéi u & giai
doan tién trién, tinh trang 6n dinh vi vé tinh dudc ghi nhan 1&n dén 90 — 95%. B6i vdi cac khdi u c6 6n dinh vi vé tinh thi tinh
trang dét bién cac gen POLD1 va POLE I3 diéu kién can thiét cho tién doan hiéu qua cua liéu phap mién dich.

Muc tiéu: Khao sat dot bién gen POLDT va POLE trén bénh nhan UTDTT khéi phat sém trudc 50 tubi.

Déi tugng va phuong phap nghién ctru: Nghién ciiu mé ta ct ngang. Thu nhan 101 mau mé u, thuc hién quy trinh giai trinh
tu gen thé hé mdi trén hé théng lllumina.

Két qua: Dot bién POLD1/POLE dugc ghi nhan trén 7 bénh nhan UTDTT giai doan tién trién. Trong dd, 2 dét bién sai nghia
chua ré chiic nang dugc danh gia in silico va du doan kha nang gay bénh. Ngoai ra, 2/7 bénh nhan mang déng thai dét
bién sinh dudng trén cac gen slia chita bét cip sai (PMS2 va MLH1).

Két luan: Nghién cuiu ghi nhan dét bién gen POLDT/POLE trong UTDTT tai Viét Nam, ggi y cé thé chi dinh liéu phap mién
dich cho bénh nhan trong qua trinh diéu tri.

Tir khoa: ung thu dai truc trang, dét bién POLD1/POLE, liéu phap mién dich

Abstract

MUTATIONS IN POLD1AND POLE GENES IN EARLY-ONSET COLORECTAL
CANCER

Ho Quoc Chuong, Huynh Anh Phuong, Hoang Anh Vu

Background: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers. Immunotherapy has been shown to be
effective in treating tumors with microsatellite instability. However, in advanced tumors, microsatellite stability has been
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reported in up to 90-95%. In tumors with microsatellite stability, mutation status of POLD1 and POLE genes is a
suggestive condition for predicting the effectiveness of immunotherapy.

Objective: This study aimed to investigate mutations in POLD1and POLE genes from patients with early-onset colorectal
cancer before age 50.

Methods: This was a cross-sectional descriptive study. We collected 101 tumor tissue samples, then performed next-
generation sequencing on an lllumina system.

Results: POLD1/POLE mutations were found in 7 patients with advanced colorectal cancer. Among these, 2 missense
variants of uncertain significance were evaluated in silico and predicted to be pathogenic. In addition, 2 out of 7 patients
carried concurrent somatic mutations in mismatch repair genes (PMS2 and MLHT1).

Conclusions: We detected POLD1/POLE mutations in Vietnamese colorectal cancer patients, suggesting that

immunotherapy can be indicated for patients during treatment.

Keywords: colorectal cancer; POLD1/POLE mutations; immunotherapy

1. DAT VAN BE

Trén pham vi toan cau, ung thu dai tryc tring (UTDTT) la
loai ung thu thuong gip va xép thir ba trong cac nguyén nhan
gly tir vong do ung thu; v6i ude tinh hon 1,9 triéu ca mic
méi va hon 90.000 ca tir vong ndm 2022. Mic du phan 16n
cac chan doan UTDTT xay ra & nhitng bénh nhan trén 60
tudi, ty 16 mic UTDTT dang tré hoa va 1a nguyén nhéan giy

tir vong quan trong & nam gi6i dudi 50 tudi [1].

Bénh hoc phan tir ctia UTDTT khong dong nhét, trong d6
¢6 mdt phan nhom phan tir gdm nhitng khéi u ¢ tinh trang
mat 6n dinh vi vé tinh (microsatellite instability — MSI) do
khiém khuyét cic gen sira chita bat cap sai (deficient
mismatch repair — dMMR), phut hop véi cac liéu phap mién
dich. Céc khdi u mang MSI cho thdy dap tng rd rét véi lidu
phéap mién dich, va goi y tiém ning ciia phuong phap diéu tri
nay ddi v6i bénh nhan UTDTT. Tuy nhién, MSI chi chiém
khoang 10% trong UTDTT, tinh trang 6n dinh vi vé tinh
(microsatellite stability — MSS) chiém phan 16n (90 — 95%)
trong cac khdi u ¢ giai doan tién trién. Ngoai ra, ganh ning
d6t bién khdi u cao (tumor mutation burden — TMB) ciing la
mdt ddu 4n phan tir gitp du doan hiéu qua cao dbi vai liéu
phap mién dich. Trong nhém UTDTT mang MSS, ganh
ning dot bién khéi u cao co lién quan v6i dot bién sinh dudng
trén gen POLE (polymerase €) va POLD1 (polymerase 51)
[1,2]. Kiéu hinh TMB cao lam cho khdi u nhay cam hon véi
liéu phap e ché diém kiém soat mién dich (immune
checkpoint inhibitor — ICI).
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DNA polymerase € (Pol €) va polymerase & (Pol 8) déu
thugc ho DNA polymerase B, co hoat tinh polymerase va
hoat tinh exonuclease 3'-5'. POLD1/POLE lién quan dén qua
trinh sao chép mach li€n tuc va mach gian doan ctia DNA,
tham gia vao qua trinh stta chitra DNA. Vung chiic nang
exonuclease cia POLE/POLDI nhén biét va loai bo cac
base sai xay ra trong qué trinh sao chép. Do do6, dot bién
vung ndy ciia POLE/POLDI din d&én mat chirc ning doc
stra (proofreading), dan dén tich tu cac gen dot bién trong
té bao [3].

Khang thé don dong khang PD-1 (nhu pembrolizumab)
da duoc chép thuan st dung cho bénh nhan ung thu mé dac
¢6 MSI cao/khiém khuyét MMR va TMB cao; trong khi cac
thuéc khang PD-1 (nivolumab) hoic khang CTLA-4
(ililimumab) phtt hop véi u ¢6 dot bién POLE/POLDI
[4,56]. O nhitng bénh nhan UTDTT c6 dot bién
POLE/POLDI diéu tri véi lidu phap ICI, thoi gian séng con
toan bo kéo dai hon so vdi bénh nhan khong mang d6t bién,
ty 1é dap tmg voi ICI cao hon so v6i nhém MSI cao/ khiém
khuyét MMR [5].

Phién ban 3.2025 caa NCCN (Mang ludi Ung thu Quéc
gia, M) da hudng dan chi dinh liéu phap e ché diém kiém
soat mién dich cho bénh nhan ung thu dai trang c6 bét 6n
dinh vi vé tinh hodc c6 dot bién POLE/POLDI [7].

O Viét Nam, UTPTT nam trong nhém 5 loai ung thu
thuong gap nhit; nghién ciru nay dugc thyc hién nhim mo
ta dot bién gen POLDI va POLE trén bénh nhan UTDTT tré
tudi & Viét Nam.
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2. DOl TUGNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Déi tugng nghién ctu

Thu nhan 101 mau mé phiu thuat dugc diic trong khéi nén
(formalin-fixed paraffin-embedded: FFPE) cia bénh nhan
dugce chan doan UTDTT khi nhé hon hogc di 50 tudi tai
bénh vién Pai hoc Y Duoc Thanh phd H6 Chi Minh, dong y
tham gia nghién ciru va ky xac nhan bang van ban. Phén tich
dot bién gen dugc thyc hién tai Trung tAm Y Sinh hoc phan
tir - Pai hoc Y Dugc Thanh phd H6 Chi Minh.

2.1.1. Tiéu chudn logi trit

Nhiing bénh nhan khong c6 bénh pham phu hop hoic
khong dong y tham gia nghién ctu.

2.2. Phuadng phap nghién ctiu
2.2.1. Thiét ké nghién cuu

Nghién ciru mé ta cit ngang.
2.2.2. C6méu

Muc tiéu chinh cua nghién ctru 1a bao cao ty 1€ dot bién &
bénh nhan UTDTT tré tudi. Chung t6i ap dung cong thirc
wéc tinh mot ty 18 trong quan thé véi do chinh xac tuyét doi:

Zfl_%)p(l —-Pp)

Trong do:

a : xac suét sai lam loai 1, chon a =0,05

Z: tri s6 phan phéi chuan, z= 1,96

d: do chinh xac tuyét dbi, d = 0,08

p: ty 1& dot bién gen & nhém bénh nhan UTDTT tré tudi,
ty 1€ chon 1a 16%.

Chung t6i chon 100 bénh nhan tir 50 tudi trd xudng dugc
chin doan UTDTT tai Bénh vién Pai hoc Y Dugc Thanh
phé H) Chi Minh.

2.2.3. Phuadng phdp thuc hién

Tach chiét DNA: Mau FFPE dugc chon viing ¢6 >50% té
bao ung thu, tich chiét bang QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(Qiagen), thu dugc 20 ul dung dich chira gDNA. Mau DNA
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sau khi tach chiét dwoc do b?mg may QFX Flourometer
(DeNovix, Delaware, My) v6i lwong DNA t6i thiéu la
2,5ng/ul.

Chuan bi thu vién: Mau DNA sau khi dat ndng do phi hop,
tién hanh chuan bj thu vién v6i bo kit AmpliSeq for Illumina
On-Demand Custom (Illumina) gdm 5X AmpliSeq HiFi Mix
(cho phén tmg PCR tao amplicon), FuPa Reagent (loai bo mdi
trong PCR), Indexes va DNA Ligase (cho phan tmg ndi cac
doan index), Agencourt AMPure XP beads (dung cho budc
tinh sach thu vién) va Lib Amp Mix (dung dé khuéch dai s6
lugng trinh ty DNA thu vién da dugc chuin bi).

Giai trinh ty: Thu vién sau khi lam giau 21 gen muc tiéu
(bao gdbm POLDI va POLE) dugc kiém tra ndng do bang hé
théng Qubit 4 Fluorometer, pha lodng vé& ndng d6 5 nM. Cac
mau thu vién duoc gop chung sau do6 bién tinh véi dung dich
NaOH 0,2N d tao thu vién mach don, pha loang thu vién vé
ndng d¢ cudi 2 pM trudc khi nap vao cartridge. Thur vién dugce
giai trinh tyr trén hé thong MiniSeq (Illumina), di liéu dwoc
phén tich bang phan mém tryc tuyén BaseSpace Sequence
Hub (Illumina).

Két qua gii trinh tu trén hé thong MiseqDX (Illumina) dat
yéu cau voi d phu sau trung binh 1000X, trinh tr ding cac
doan gen muyc ti€u >95%, chat lugng dat chuén 95%. Ngudng
phat hién dot bién sir dung trong nghién ctru 14 5%. Ddng thoi,
cac dot bién dugc kiém tra xéc nhan lai bang k¥ thuat Sanger.

Panh gia chirc ning dot bién: Cac bién thé sau khi dwoc xac
dinh s€ dugc danh gia phan loai dya trén co so dit liéu Clinvar
va COSMIC. Bbi véi cac dot bién sai nghia chua rd chire nang,
str dung cong cu dénh gié truc tuyén nhu: Polyphen-2 (s6 diém
nam trong khoang 0 — 1, cang gan 1 cho thiy kha ning giy
bénh cang cao), SIFT (s6 diém nam trong khoang 0 — 1, cang
gin 0 cho thay kha ning gay bénh cang cao), CADD (s6 diém
trén 20 dong nghia voi kha ning gay bénh cao).

2.2.4. Bién sé nghién cuu

Dic diém lam sang: tudi, gioi tinh, chiéu cao, can ndng,
BML, tién sir gia dinh mic ung thu, tién st polyp, huyét ap,
dai thao duong.

Dic diém can lam sang: creatinin, ALT, AST, bilirubin,
albumin, CEA.

Dic diém giai phau bénh: vi tri khéi u, kich thude, xdm
lan, giai doan UICC, phén loai TNM.
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2.2.5. Xu'ly va phdén tich dir liéu

S6 lidu sau khi thu nhan dugc phan tich va xir Iy bang phan
mém SPSS. Phép kiém t-test duoc su dung dé so sanh cac
bién s lién tuc. Phép kiém chi binh phuong dugc ap dung
cho céc bién s6 dinh tinh. Gié tri p <<0,05 duoc xem la khac

biét ¢ y nghia thong ke.

3. KET QUA

3.1. Dot bién POLD1va POLE

Thu vién ctia 101 miu UTDTT sau khi duge giai trinh t
trén hé thong MiniSeq, dit liéu duoc phéan tich bang phan
mém truc tuyén BaseSpace Sequence Hub, ching t6i ghi
nhén ti 16 dot bién trén gen POLDI va POLE trong nghién
ctru 1an luot 14 2% (2/101) va 5% (5/101).

Chung t6i ghi nhan 3 dot bién khac nhau trén gen POLD]
& 2 bénh nhan, trong d6 c¢6 2 dot bién léch khung doc
(p-P116Hfs*53 va p.P222Rfs*275) va mot bién thé sai nghia
(p.R549H) chua 10 chic nang (variant of uncertain
significance — VUS). Péanh gi4 chtc ning bién thé VUS nay
bang cac cong cu tryc tuyén, PolyPhen-2 cho diém sb bing
1, SIFT cho s6 diém bang 0 va sb diém trén CADD 1a 28,8,
goi y ddy 1a dot bién co kha ning gay bénh cao.

Ddi véi gen POLE, ching toi ghi nhan c¢6 5 bénh nhan
mang dot bién, trong d6 c6 mot truong hop mang 2 dot bién.

Dot bién sai nghia p.P286R, von 1a dot bién thuong gip nhat
ctia gen POLE trong cac bénh ung thu, dugc ghi nhan xuit
hién & 3 bénh nhan; trong d6 c6 mdt bénh nhan mang déng
thoi dot bién p.P286R va bién thé p.R616H. Bién thé sai
nghia p.R616H chua rd chirc nang, cong cu PolyPhen-2 cho
s diém 1a 1, SIFT c6 diém sb 1a 0,001 va s6 diém 27,6 duoc
ghi nhan trén CADD, cho thdy dot bién c6 kha ning gy
bénh cao. Hai dot bién léch khung doc (p.A781Rfs*11 va
p.E373Rfs*9), duoc du doan lam mit chirc ning cta protein
POLE, dugc phat hién & 2 bénh nhan riéng 1¢.

Trong 7 bénh nhan c6 dot bién POLD1/POLE, khong c6
trudng hop nao ghi nhan dot bién dong thoi ¢ ca 2 gen. Cac
dot bién nay dugc kiém tra lai va khong ghi nhan xuit hién
trong m lanh quanh u va mau, do d6 cac dot bién trén déu
xuat phat tir té bao sinh dudng.

3.2. Cac dac diém lam sang - giai phau bénh

T4t ca 7 bénh nhin co ghi nhan dot bién trén 2 gen POLDI1
va POLE déu duoc phan loai theo UICC & giai doan I1I, mirc
d6 biét hoa tir vira dén kém. Sau phiu thuat, cac khdi u dugc
phan loai TNM, cu thé 5/7 bénh nhan duoc phan loai T4.
Mitic d9 xdm lan va di can mdi bénh nhan khac nhau (Bang
1), trong @9, 3/7 bénh nhan c6 ghi nhan di can hach va 2/7
trudng hop ¢ hién twong xam lan co va thanh mac.

Bang 1. Dac diém lam sang - giai phau bénh ctia bénh nhan cé dat bién gen POLD1va POLE

< Gidiphdubénhvi  Giaidoan  Phan loai e e s e
Gen Maso thé uice TNM Xam lan va di can Bot bién MMR
YCRC-  Carcinoma tuyén Khéng xam nhap, c.347del
62 biét hod kém i TABNOMO 1 5ng dii céin (b.PTIBHTs*53)
:Qa . . . . . c.665delC MLH1:
g  YCRC-  Carcinoma tuyén i TaaNmo @M nhap hetiop (p-P222Rfs*275) c1615delG
105 biét hod vua cd, di can 1hach A539fs*500
c1646G>A (p.R549H) (P $*590)
_, Carcinoma tuyén Xam 1an 16p cg,
YCRC-1 biét hoa vita 11} T2NOMO khong di cin hach €.857C>G (p.P286R)
. N Xam lan thanh PMS2:
YCRC- Carcinoma tuyén i TAONOMO ~ mac, khongdicin  c.857C>G (p.P286R) ¢.2206C>A
2 biét hod vua
hach (p.E736%)
- YCRC-  Carcinoma tuyén Xam lan co, dican ¢.2341del
S biét hod vira i T2NIMO - 4/3hach (0.A78TRFs*11)
YCRC-  Carcinoma tuyén " T4aNO ¢.857C>G (p.P286R)
23 biét hoa vura C1847G>A (p.R616H)
YCRC-  Carcinoma tuyén . .
55 biét hod vira I} T4bN1TMO Di can hach cM7del (p.E373Rfs*9)

UICC: Union for International Cancer Control; TNM: tumor-node-metastasis; MMR: missmatch repair
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Mzt khac, trong nhom 7 bénh nhin c6 dot bién
POLDI/POLE, chung t6i ghi nhdn 2 trudng hop mang dong
thoi dot bién sinh dudng cua gen lién quan dén sira chita bét
cap sai (PMS2 va MHL1). Chung t6i khong ghi nhén su khac
biét trong cac dic diém lam sang va can lam sang giita 2 nhom
bénh nhan c6 va khong c6 dot bién. Cac dot bién trén cc gen
stra 16i bt cap sai thuong xuat hién & giai doan IT va IIT hon la
& giai doan IV so véi nhom khong mang dot bién.

4. BAN LUAN

Cac gen POLDI va POLE du déng vai tro quan trong
trong viéc dam bao sao chép chinh xac va stra chita DNA, do
d6 2 gen nay c6 chirc nang khong thé thiéu trong viéc dam bao
tinh toan ven bd gen t& bao. Dot bién trén cac gen nay duoc
chimg minh lam ting génh ning dot bién khdi u (TMB), mot
déu 4n phén tir c6 dap tmg tot v6i lidu phap mién dich va co
xu hudng cai thién tién lugng. Dot bién trén toan bd ving chirc
ning POLDI1/POLE dugc ghi nhan déu co thé 1a chi diém
chinh xéc cho cac thude trc ché diém kiém soat mién dich [8].

Ung dung giai trinh ty thé hé méi (NGS) — phwong phap c6
do nhay, do dac hiéu, do chinh xac cao va giam chi phi xét
nghiém trén dong thoi 21 gen phd bién nhit trong UTDTT.
Ddng thoi, cac dot bién ghi nhan duoc c6 tan suét trén 20%
déu dugc xac nhan bang giai trinh ti Sanger — tiéu chuan vang
trong phat hién dot bién trong ung thu. Trong thyc hanh, khi
chi can khao sat dot bién riéng cua POLE/POLDI, k¥ thuat
Sanger tap trung vao ving thuong bi dot bién cua hai gen nay
la mot lya chon phu hop. Nghién ciru ctia chiing t6i ghi nhan
ty 1& dot bién trén gen POLD] va POLE trong 101 bénh nhan
UTDTT lan luot 1a 2% (2/101) va 5% (5/101), tt ca nhiing
bénh nhan mang dot bién déu duoc phan loai ¢ giai doan tién
trién (UICC IIT). Céc nghién ctru trudc ddy da ghi nhén ty 18
dot bién POLE/POLDI dao dong tir 1-10% [7-9], ty 1¢ nay
thay doi tuy theo quan thé bénh nhan, giai doan ciia khéi u.

Hon nita, 2 bénh nhan mang dot bién sinh dudng trén
POLDI/POLE dbng thoi mang dot bién trén nhimg gen lién
quan dén sira 101 bat cap sai (PMS2 va MLHI), can danh gia
thém kha niang anh huong dén tinh trang MSL. Dt bién sinh
dudng trén céc gen sira 16i bat cip sai co lién quan dén giai
doan bénh sém hon va phan 16n c6 tién luong tot [10]. Mot s6
nghién ciru dé cdp bénh nhan UTDTT mang dot bién
POLDI/POLE c6 dac diém tré tudi va tién luong tot [11,12].
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bot bién POLE/POLDI c6 mdi lién hé 1o rét véi TMB cao,
su hinh thanh nhiéu neoantigens va mirc d§ tham nhdp vao
trong vi mdi truong khdi u cao [12]. Tuy vy, viéc xac dinh
liéu nhimg dot bién nay c6 thé dong vai tro nhu mot dau an
sinh hoc du doan hiéu qua cuta li€u phap mién dich cin thém
nhiéu nghién ctru 1am sang.

Vé mat diéu tri, POLD1/POLE dugc coi 1a mot dau an sinh
hoc méi khong phu thudce dic diém khdi u (tumor agnostic).
Déng thoi, cac thude tre ché diém kiém soat mién dich da duoc
ching minh hoat dong hiéu qué trong cac khdi u siéu dot bién
¢6 chira cac khiém khuyét sira chita DNA [3]. Bénh nhan
UTDTT ¢6 dot bién POLDI1/POLE cho thay ti 1& dap tmg
chung (overall response rate — ORR), thoi gian song khong
tién trién (progression-free survival — PES) va thoi gian sdng
thém toan b (overall survival — OS) cao hon déng ké so voi
nhitng bénh nhan UTDTT c6 MSI/thiéu hut MMR [5]. Gan
day, mot thir nghiém 1am sang giai doan II, sir dung dot bién
POLDI/POLE nhu déu 4n sinh hoc dé danh gia hiéu qua thir
thube toripalimab, mdt thudc trc ché diém kiém soat mién dich
mdi trong didu trj khéi u dic giai doan tién trién
(NCT03810339). Thir nghiém ghi nhan 66,7% bénh nhan dap
(g véi toripalimab, nhimg bénh nhan nay c6 khbi u dic mang
dot bién POLD1/POLE [13,14].

5. KET LUAN

O bénh nhan UTDTT tré tudi, khoang 7% c6 mang dot bién
gen POLD1/POLE. Khao sat dot bién gen POLD1/POLE can
duoc chu y trong 1am sang, gitp bénh nhan c6 thém co hoi lua
chon thudc tc ché diém kiém so4t mién dich.

Ldicamon
Nhom nghién ciru xin chan thanh cdm on S Khoa hoc Cong
nghé Thanh phd HO Chi Minh va Pai hoc Y Dugc Thanh phd
Ho Chi Minh

Nguon tai trg

Nghién ctru dugc tai trg boi S& Khoa hoc Cong nghé Thanh
phd H6 Chi Minh.

Xung dét Igiich
Khéng c6 xung dot loi ich tiém an nao lién quan dén bai viét

nay dugc bao cao.
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