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MO PAU

1. Tinh cap thiét caa luan an

Tai Viét Nam, cho dén nay, théng tin di truyén caa ba bénh ly thuong
bi béng nudce, bach tang va thiéu san vanh tai déu rat han ché. Pho 1am sang
rong, d6i khi chong chéo gitra cac phan nhém trong mai bénh khién cho viéc
chan doan chinh xac tré nén kho khan hon, tham chi 12 khéng phan loai duoc
trong mot sé trudng hop phuc tap. Do d6 cac xét nghiém di truyén 1a can
thiét, giup phan loai chinh xac cac nhém/phan nhém bénh. Bén canh do,
mac di c&c gen ng Vién tiém niang cho bénh thiéu san vanh tai da duoc béo
céo, tuy nhién, chua cé bién thé gen nao dugc chirng minh 1a nguyén nhan
gay ra bénh nay. Do d6, can tiép tuc cac nghién ctru siu hon vé da hinh di
truyén ctia cac gen gay bénh ciing nhu cic co ché gay nén ba bénh noi trén.

Cac két qua thu duogc trong nghién ctu nay sé 1a nén tang budc dau
giup xay dung bo dir liéu vé cac bién thé di truyén & nhém ngudi bénh mac
ly thugng bi bong nudc, bach tang va thiéu san vanh tai ¢ Viét Nam. Pong
thoi, day cling 1a co sd khoa hoc hd tro cac bac si/nha di truyén hoc trong
cong tac tu van di truyén cling nhu phat trién cac nghién ciru Iam sang xa
hon hudng téi muc tiéu chira tri cac can bénh noéi trén hay tién lugng bénh
trong tuong lai.

2. Muc tiéu nghién ciru cia luan an

- Giai trinh ty va phan tich trinh ty hé gen ma hoéa trén cac d6i tuong
ngudoi bénh Viét Nam mac ly thuong bi bong nudc, bach tang va thiéu san
vanh tai.

- Xac dinh cac bién thé nguyén nhan/nguy co, cic gen tiém ning cé
the 1i€n quan dén cac co ché tiém an dan dén ly thuong bi bong nudc, bach
tang va thiéu san vanh tai.

3. Cac ngi dung nghién ctru chinh caa luan an

1. Khai thac thdng tin 1am sang, thu thap mau mau va tach chiét DNA
tong s6 cta ngudi bénh mic ly thuong bi bong nude, bach tang, thiéu san
vanh tai ciing cac thanh vién trong gia dinh (néu co).

2. Giai trinh tu toan bo hé gen ma hda cac mau nguoi bénh.

3. Phan tich dir liéu thu dugc va so sanh vai cac co so dit liéu da cong
bé dé xac dinh cac bién thé gen lién quan/gay bénh tiém ning.
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CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Bénh ly thwong bi bong nwéc

Ly thuong bi bong nudc (Epidermolysis Bullosa - EB) 1a mot nhom
rbi loan di truyén vé da hiém gip duoc xac dinh bai do ton thuwong trén da ¢
muc vira phai cho dén ton thuong nghiém trong trén cac biéu mé va hinh
thanh cac vét phong rop. Ty 1& mac EB duoc bao céo 1a khoang 11,1/1 triéu
dan va 19,6/1 triéu ca sinh, déng thoi khdng co su khac biét gitta hai nhdm
gidi tinh ciing nhu gitta c4c nhém dan toc. Biéu hién 1am sang ¢ ngudi bénh
méc EB c6 thé tir nhe dén nang, rat nang hoic cé thé dan dén tir vong. Cho
dén nay, chua c6 cach chira tri dac hiéu cho bénh nay, cac phuong phap diéu
tri chi tap trung vao diéu tri triéu chiing, chi yéu 1a cham soc vét thuong,
kiém soét nhiém trung, hd trg dinh dudng, phong ngira va diéu tri cac bién
chung.

Trong ba thap ky qua, mot nhom dong thuan qudc té da tién hanh tong
cong 5 cudc hop, hoi ban dé stra d6i va cap nhat cac phan nhom cua EB dua
trén dic diém kiéu hinh dic trung va cac thong tin di truyén lién quan. Bon
phan nhém chinh cia EB bao gém: ly thuong bi bong nudc don gian -
Epidermolysis bullosa simplex (EBS), ly thuong bi bong nuéc lién két -
Junctional epidermolysis bullosa (JBS), ly thugng bi bong nuéc loan dudng
- Dystrophic bullermolysis bullosa (DEB) va héi chiang Kindler. Cac loali
EB khac nhau duoc dic trung bai trang thai hinh thanh cac nét phong rop ¢
cac 16p nhat dinh cua da.

Cho dén nay, bién thé trén it nhat 21 gen da duoc mé ta 1a nguyén nhan
dan dén EB, cac gen nay tham gia ma hda cho cac thanh phan cua keratin,
cac protein tiép xtc bam dinh va cau tric cau ndi bam (desmosomes). Vé
mat cau tric, su suy yéu & mic do phan tir dan dén sai cau trdc va chirc ning
cua protein két dinh trong biéu bi hoic protein neo giir giita ha bi-biéu bi,
do d6 lam mat két ndi giira cac té bao va mé.

1.2. Bénh bach tang

Bach tang duoc mo ta 1a mot bénh di truyén hiém gap (ty 16 mac bénh
trong quan thé udc tinh 1a 1/17.000 dén 1/20.000), dic trung boi sy giam
sac to ¢ da, tc va/hodc mat, dong thoi ¢ anh hudng lién quan dén vang
mac va c0 thé lam thay doi thi luc caa mat. Nhitng bat thuong quan trong ¢
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mat & cac bénh nhan bach tang ngoai chimg tang sac té dugc biéu thi mot
cach rd rang thi con c6 thé bao gom céc anh huéng nhu thiéu san hoang
diém, giam sac té cua té bao biéu md sac té véng mac, giam té bao hinh que
cam thu anh sang, hoat déng sai day than kinh ¢ ving giao thoa thi giac,
giam sic té & méng mat, ¢6 biéu hién caa chung sg 4nh sang va rung giat
nhan cau.

C6 hai loai bach tang chinh 14 bach tang da va mat (oculocutaneous
albinism — OCA) va bach tang mat (ocular albinism — OA), dugc phan loai
dua trén kiéu hinh 1am sang, lién quan dén suy giam sac té ¢ da, toc va mat
(OCA), hoic chi ¢ mat (OA). Ngoai 2 phan nhém chinh 1a OCA va OA thi
con ¢6 hai hdi ching hiém gap caa bach tang ciing da duoc md ta 1a hoi
ching Hermansky-Pudlak (HPS) va hoi chiung Chediak-Higashi (CHS).

Vé mat di truyén bénh, bach tang duoc phan loai tuy theo cac bién thé
gen phét hién & cac gen gay bénh khac nhau. Tong s 20 gen dan dén bach
tang da duoc béo cdo, trong d6 19 gen lién quan dén cac truong hop OCA
va mot gen nam trén nhiém sac thé X lién quan dén OA.

Ciing gidng nhu da sd cac bénh di truyén hiém gap khac, hién chua co
cach chira khoi bach tang hoan toan, viéc diéu tri hién nay 1a diéu tri triéu
chting, ngan ngtra tc hai ctia &nh nang mat troi dén da va téc cia bénh nhan,
d6ng thoi tham kham nhan khoa dinh ky.

1.3. Bénh thiéu san vanh tai

Thiéu san vanh tai 1a mot di tat bam sinh cua tai ngoai, hinh thanh
trong qua trinh phét trién phoi thai khong ding cach, dugc nhan biét bai
hinh dang tai nho va bat thuong (auricle-pinna). Ty 18 udc tinh mac thiéu
san vanh tai rat khac nhau giira cac quéc gia, khu vuc va dao dong tir 0,8
dén 17,4 trén 10000 ca sinh. Triéu ching di kém thuong 1a ong tai hep, bi
bit hoac 1a khong cd ong tai. Truong hop nghiém trong nhat véi vanh tai
hoan toan khong phat trién duoc goi la anotia. Thiéu san vanh tai co thé xay
ra & mot hoic ca hai bén tai, tuy nhién trudng hop di tat mot bén 1a pho bién
hon ca, chiém 79-93% céc c& nhan bi anh huéng. Trong sb cac truong hop
bi thiéu san vanh tai mot bén thi trudng hop di tat & tai phai chiém dén 60%
trong tong sé cac trudng hop phat hién.
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Thiéu san vanh tai c6 thé xay ra nhu mot di tat bam sinh doc 1ap hoic
la mot phan biéu hién trong mot tap hop nhiéu di tat hoic mot hoi chung
nao dé co lién quan dén sy bat thudng tir cung mang thi nhat va cung mang
thir hai trong qué trinh phat trién phéi. Bat ky tac dong nao dan dén cac bat
thuong trong qué trinh phét trién cua tai trong giai doan phaét trién phdi c6
thé 1a nguy co dan dén thiéu san vanh tai. Cac tac dong nay co thé 1a cac tac
nhén trong moi truong hoic ciing c6 thé lién quan dén yéu td di truyeén.

Vi thiéu san vanh tai duoc xac dinh khi khéng c6 éng tai ngoai, tré bi
thiéu san vanh tai c6 thé bi mat thinh luc mot phan hoac toan bo & tai bi anh
huong, do d6 anh hudng dén chat luong cudc sdng. Néu nhirng dtra tré mac
bénh & ca hai tai, ching c6 thé gip kho khin khi hoc ndi va mic cam vé tinh
trang caa minh khi chdng 16n 1én. Do d6, muc tiéu diéu tri thiéu san vanh
tai hién nay I tao hinh dang tot nhat ciing nhu cai thién chirc ning cua tai
kém phat trién.

1.4. Tinh hinh nghién ctru tai Viét Nam

Tai Viét Nam s6 truong hop duoc chan doan mac thiéu san vanh tai 1a
20-30 ca mdi nam trong khi sé bénh nhan ly thuong bi bong nuéc va bach
tang van chua dugc théng ké. Cho dén thoi diém nim 2018, chua c6 mot
nghién cau di truyén chuyén siu nao duoc tién hanh trén cac doi tuong mac
ly thuong bi bong nudc, bach tang va thiéu san vanh tai ¢ Viét Nam. Cac
nghién ctiu chil yéu bao céo vé cac dic diém 1am sang, can 1am sang va bién
chtring cua bénh, cu thé 1a & cac bénh nhi mic ly thuong bi bong nudc duoc
tham kham va diéu tri tai Bénh vién Nhi Trung wong va Bénh vién Da liéu
Trung wong trong giai doan 2007-2011.

CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twong nghién ciru

Tam nguoi bénh ly thuong bi bong nudc, bay nguoi bénh bach tang
va 11 ngudi bénh thiéu san vanh tai duoc thim kham, chan doan va két luan
bai cac bac si tai Pai hoc Y Ha Noi va Hoc vién Quan y. Mau mau ngoai vi
cua nguoi bénh cung cac thanh vién gia dinh (ngoai trir thanh vién gia dinh
bénh nhan bach tang Ion tudi A1005) duoc tién hanh thu thap dé phuc vu
nghién ctu. Riéng nhom thiéu san vanh tai khong thu duoc mau thanh vién
gia dinh.



5

Tiéu chudn lia chon va logi trir nguoi bénh

Tiéu chuan lya chon cin ctr dua trén céc tiéu chuan 1am sang ciing véi
su dong y tham gia nghién ctu ciia nguoi bénh va gia dinh nguoi bénh.

Tiéu chuan loai trir cin c khi khong dap ¢ng tiéu chuan lya chon va
loai trir cc bénh/rdi loan c6 dic diém 1am sang gan nhu tuong tu dya theo
huéng dan cu thé.

2.2. Pao dic trong nghién ciru

Nghién ctru nay da duoc thdng qua bai Hoi ddng dao dirc trong nghién
ctu y sinh hoc cua Vién Nghién ciu hé gen, Vién Han lam Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam, Ha Noi, Viét Nam theo Quyét dinh s6 2-2019/NCHG-
HPDD ngay 02 thang 04 nam 2019. Bén canh do, trude khi tién hanh thu
mau mau, muc dich nghién ctru da duoc giai thich rd rang va céac thanh vién
gia dinh ciling da xac nhan vao don tinh nguyén tham gia nghién cuu.

2.3. Thoi gian, dia diém nghién ciu

Nghién ctiru dugc thuc hién tir 09/2019 dén 09/2022 tai Vién Nghién
ctu hé gen, Vién Han lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam, 18 Hoang
Quéc Viét, Cau Giay, Ha Noi, Viét Nam.

2.4. Hoa chat, trang thiét bi va dung cu

Cac hoa chat, may moc va thiét bi phuc vu cho nghién ciru nay thudc
Vién nghién ciru hé gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
2.5. Phwong phap nghién curu
2.5.1. Chudn bi DNA téng sé

MAu mau ngoai vi (2 ml mdi c& thé) dugc thu vao dng chira mau EDTA
K2 va luu giir & -20°C cho dén khi st dung. Cac mau sau khi tiép nhan da
duoc ma hoa sau d6 tach chiét DNA tong sé st dung bo ExgeneTM Blood
SV mini-Kit (GeneAll-Han Quéc) tuan theo huéng dan caa nha san xuat.
DNA tong s6 tach tir mau mau duogc kiém tra bang dién di trén gel agarose
0,8% va do ndng d6 DNA mach doi (dsDNA) st dung Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Life Technologies-My).

2.5.2. Gidi trinh tzr toan bg hé gen méa hoa
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Giai trinh tu toan bo hé gen ma hoa (WES) duoc thuc hién trén 8 nguoi
bénh ly thugng bi bong nudc (ngoai trir EBO08.E), 7 nguoi bénh bach tang
va 11 nguoi bénh thiéu san vanh tai. Thu vién DNA duoc thiét 1ap sir dung
bo Sure Select V6-Post (Agilent Technologies, M¥), sau d6 duoc giai trinh
tu trén hé théng cua Illumina.

2.5.3. Phan tich dé ligu gidi trinh tz toan bg hé gen ma hoa

Qua trinh xac dinh bién thé duogc thuc hién st dung bd cbng cu
BWA.v0.7.12 dé sap xép va so sanh cac doan doc véi trinh ty tham chiéu
hg19/GRCh37. Cbng cu Picard va tap hop cac céng cu phan tich hé gen
(GATK) dugc str dung lan luot dé danh dau cac doan 1dp va phat hién cac
bién d6i don nucleotide (SNVs), cac thém/mat doan ngan (Indels). Sau cung,
cac bién thé duoc loc qua cac co sd dir liéu bao gdm 1000G, dbSNP va
gnomAD. T4t ca cac bién thé co tan s6 lon hon 5% sé& duoc loai bo. Chuong
trinh ANNOVAR duoc sir dung dé chi giai cac bién thé. Human Splicing
Finer va phan mém Alamut Visual dugc sir dung dé danh gia kha niang lam
thay doi mé hinh cit néi mRNA thong thuong ctia nhitng bién thé splicing
maoi.

2.5.4. Gidi trinh tw Sanger

Cac bién thé tng vién duoc chi ra sau phan tich WES tiép tuc duoc
danh gia lai bang giai trinh tu Sanger. Céc ving trinh tu mang cac bién thé
nay duoc PCR sir dung cac cap mdi dic hiéu vai kich thudc dao dong tir
247 bp dén 485 bp, sau d6 san pham PCR duoc tinh sach va giai trinh tyu su
dung bo BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, M¥) tuan theo huéng dan ciia nha san xuat.

2.5.5. Phan tich @nh hwéng ghép néi cia bién thé splicing

Mau mau ngoai vi (2 ml mdi ca thé) cta 2 anh em ngudi bénh EB004,
EBO005 cung bé me duoc thu méi vao 6ng chira mau EDTA K2 va luu giir
& 4°C trong ngay. C4c mau sau khi tiép nhan da dugc ma hoa, tach chiét
RNA tong s st dung Monarch® Total RNA Miniprep Kit (New England
Biolab, M¥) tuan theo huéng dan cia nha san xuat. Tiép d6, qua trinh tong
hop ¢cDNA dugc thuc hién nho s dung bd ProtoScript® Il First Strand
cDNA Synthesis Kit (New England Biolab, My). Phan tng PCR phién ma
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nguoc (RT-PCR) duoc thuc hién va dién di kiém tra két qua trén gel agarose
3%.

2.5.6. Khuéch dgi da ddu do phu thugc phdan ieng ghép néi (MLPA)

Su thay d6i vé s6 lugng ban sao cua gen COL7A1 & trudng hop EB0O0S
va EBO08.E dugc xac dinh béi bd kit thuong mai SALSA MLPA P415
COL7A1, KRT5 probemix (MRC-Holland, Amsterdam, Ha Lan) theo
huéng dan ciia nha san Xuat.

2.5.7. Phan tich mang lwdi twong tdac protein-protein

Trong thiéu san vanh tai, mang ludi twong tac chic ning gitta CAc
protein duoc du doan dya trén lién két gitta cdc gen ma hoa ching sir dung
cong cu STRING (http://string-db.org/).

2.5.8. Phan tich lam giau td@p hep gen theo KEGG

Pé xac dinh céc bién thé, cac gen tng vién co tiém ning 1a yéu té nguy
co lién quan dén thiéu san vanh tai hay khong, phan tich 1am giau tap hop
gen (Enrichment analysis) st dung KEGG (Bach khoa toan thu vé gen va
hé gen cua Kyoto) duoc thuc hién.

2.5.9. Phan loai khd ndng gdy bénh cia bién thé theo Higp hgi Bénh hoc
phan tz va Di truyén Y hec Hoa Ky

Hiép hoi Bénh hoc phan tir va Di truyén Y hoc Hoa Ky (ACMG) dua
ra huéng dan phan loai bién thé vai 5 cap do (hé théng 5 bac), bao gom: gay
bénh, ¢ kha ning gay bénh, khong chac chan, ¢ kha nang lanh tinh va lanh
tinh. C6 hai b tiéu chi duoc dua ra, mot bo dé phan loai céc bién thé gay
bénh hoic c6 kha ning gay bénh va mot bo dé phan loai cac bién thé lanh
tinh hoac c6 kha nang lanh tinh.

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Pic diém 1am sang é nguwoi bénh
3.1.1. Ly thwong bi bong nwoéc

Nguoi bénh (EB001-EB008 va EB008.E) dugc chan doan mac ly
thuong bi bong nuéc dua trén thim kham 1am sang, biéu hién véi cac ton
thuong trén da bao gém cac vét phong rop va hinh thanh seo. Ngudi bénh
chu yéu 1a nam (7/9 nguoi bénh, bao gdm ca EB008.E) va la bénh nhi cling
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tré chua thanh nién (8/9 ngudi bénh). Trong d6, ba ngudi bénh gom EB002
va anh em EBO004, EBOO5 la nhing trueong hop bénh nang, vaéi cac bong
nuéc lan rong, ¢ biéu hién cia co rat ngoén va khong c6 mong. Ngudi bénh
EBO007 ciing c6 kiéu hinh niang khi méi sinh, tuy nhién biéu hién bénh cua
tré duoc cai thién theo thoi gian khi tré I6n 1én.,

3.1.2. Bach tang

Nhitng ngudi bénh duoc chan doan mac bach tang trong nghién ciu
nay déu c6 cac biéu hién cua suy giam sic t6 trén da, téc va mat. Cac anh
huong thi luc lién quan dén kha ning nhin siu va céc tat khic xa duoc quan
sat thay o 6/7 nguoi bénh (trir nguoi bénh Al006); rung giat nhan cau duoc
xéac dinh & 5/7 ngudi bénh (Al001-A1005); trong khi d6 biéu hién thiéu san
hoang diém chi xuat hién ¢ 2/7 ngudi bénh 1a hai anh em Al001 va Al002.
Duy nhét nguoi bénh Al004 (em gai nguoi bénh Al003) c6 biéu hién cua lac
va vét bam méau & mat.

3.1.3. Thiéu sdn vanh tai

Cac nguoi bénh dugc chan doan thiéu san vanh tai trong nghién ctu
nay bao gdm 6 nam (Mi001, Mi002, Mi004, Mi005, Mi007 va Mi011) va 5
nit (Mi003, Mi006, Mi008, Mi009 va Mi010). Nhitng ngudi bénh nay déu
duoc chan doan véi toi thiéu mot bén tai bi di tat va toan bo déu phat hién di
tat tai phai. Trong s6 11 ngudi bénh thi c6 3 nguoi bi di tat ¢ ca hai tai 1a 2
ngudi bénh nam Mi002, Mi004 va 1 nguoi bénh nir Mi009. Ngoai ra, 3 nguoi
bénh gém Mi002, Mi009 va Mi011 c6 biéu hién cua céc di tat khac ngoai céc
dac diém bat thuong o tai.
3.2. Tach chiét DNA tong so

DNA tong s6 cua ngudi bénh cung cac thanh vién gia dinh sau khi tach
chiét tir mau ngoai vi duoc kiém tra bang ky thuat dién di trén gel agarose
0,8% va do OD & budc s6ng 260 nm va 280 nm kiém tra do tinh sach. Nong
d6 DNA tong sb cua cac mau nghién ctru thu duoc nam trong khoang tir 19,2
dén 86,6 ng/ul, c6 dd tinh sach cao (A260/280 >1,80), ¢dam bao yéu cau vé
chat lugng cho cac budc sang loc gen tiép theo.
3.3. Dir liéu tho toan bo hé gen ma hoa caa ngwoi bénh

Két qua dix liéu giai trinh tu thd cho thay hang ty base di duoc doc trén
moi mau, vai s6 luogng trung binh vao khoang hon 7 ty base/ mau va s6 doan
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doc trung binh t41 hon 48 triéu read. Do chinh xac cua ting nucleotide duoc
danh gia bang diém chat luong Phred véi sé Q cang cao biéu thi ¢ chinh xac
cang cao (vi du Q20 tuong duong véi kha ning xay ra 16i nho hon 1/100,
Q30 twong duong véi kha nang xay ra 16i nho hon 1/1000). Két qua doc dir
licu thd cta cac mau bénh nhan cho thay do chinh xac cua phép doc rat cao
véi Q30 trung binh 1a 94,34% (tur 93,19% - 95,63%), con Q20 trung binh la
98,03% trong dai tir 97,53% dén 98,56%. Két qua nay dam bao dix liéu dap
g du chat lugng va do tin cy dé tién hanh céc phan tich tiép theo.

3.4. Céc bién thé lién quan dén bénh
3.4.1. Ly thwong bi bong nuwoc
3.4.1.1. Dy dodn chire nang in silico cuia cac bién thé méi

Véi muc dich danh gia kha ning anh huong caa bién thé sai nghia moi
COL7A1 ¢.8279G>A, 3 cong cu online bao gom SIFT, Polyphen-2 va
Mutation Taster dugc st dung dé du doan chirc ning cia protein duoc ma
hoa. Ca 3 cdng cu nay déu chi ra su kién thay thé glycine bang axit glutamic
tai vi tri 2760 (p.G2760E) trén chudi polypeptide c6 kha ning gay hai dén
phan tir protein dugc ma hoa.

Déi véi cac bién thé mai nam trong intron caa gen COL7A1, st dung
cdng cu Human Splicing Finder (HSF) va phan mém Alamut Visual dé d¢anh
gia kha niang anh hudng dén mé hinh cat néi ty nhién caa mMRNA COL7AL.
Két qua cho thay ca 2 cong cu déu chi ra anh huéng cua bién thé ¢.5821-
2A>G dén md hinh cat ndi tu nhién caa mRNA cua gen COL7AL véi du
doan xo4 hoan toan exon 71 trén phan tir protein dugc ma hoa. Riéng bién
do6i ¢.4581+2del T, c6 su doi lap vé du doan anh huong cua bién thé dén mé
hinh cat néi gitra 2 cdng cu, HSF cho rang ¢.4581+2delT khong anh huong,
trong khi Alamut Visual du doan ¢ anh huéng va c6 thé dan dén xoa hoan
toan exon 43 trén phan tir protein dugc ma hoa.

3.4.1.2. Phan tich chitc ndng lién quan dén bién thé splicing COL7A1
c.4581+2delT

Phan tng RT-PCR duoc thuc hién dé khuéch dai ving trinh tw ma hoa
mang bién thé COL7A1 c.4581+2delT kéo dai tir exon 42 dén hét exon 44 &
gia dinh c6 2 con cing mac EB (EB004 va EB005). Tiép d6, phan tng
Nested-PCR duoc thuc hién dé khuéch dai mot 1an nita ving trinh tu nay,
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két qua dién di san pham PCR trén gel agarose 3% cho thay mot bang san
pham duy nhat c6 kich thuéc 125 bp & mau bd véi kiéu gen dai (wt) va thém
mot bang san pham thtr 2 véi kich thudc 89 bp ngoai bang 125 bp ¢ mau
nguoi bénh mang bién thé di hop tir ¢.4581+2delT (Hinh 3.5). Két qua nay
cho thay, c6 mot alen da bi mat mot vang trinh tu ma hoa c6 kich thudc 36
bp, twong tng vai kich thudc cua exon 43 trén gen COL7AL. Nhu vay, voi
su hién dién cua bién thé c.4581+2delT, exon 43 c6 thé da bi bo qua hoan
toan trong qua trinh phién ma, két qua nay tuong dong véi du doan in silico
sir dung phan mém Alamut Visual trude do.

€.4518+2delT

M WT MT

Hinh 3.5. Két qua dién di san pham RT-PCR
trén gel agarose 3%, marker (M) 1 Kbplus
Dai bang 16n hon ¢6 kich thuéc 125 bp biéu thi ban
sao kiéu dai (WT), dai bang nho hon véi kich thuéc
89 bp biéu thi ban sao dot bién (MT), cac dai bang
phia duéi cling cia ban gel 1a cac moi du.

3.4.1.2. Cdc truong hop DEB mang bién thé gen COL7A1
Nguroi bénh EBO0L

Phan tich két qua giai trinh ty toan b hé gen ma hoa caa ngudi bénh
EB001, phat hién bién thé déng hop tir COL7AL ¢.8279G>A, 1am thay doi
axit amin tai vi tri 2760, trong d6 glycine dugc thay thé bang axit glutamic
(p.G2760E). Bay la mot bién thé méi, chua duoc tim thay trén bat ¢t co s
dix liéu hay cong bd nao trude d6. Ngoai ra, bién thé nay cling duoc tim thay
& ca b va me cta bénh nhan o trang thai di hop tur khi tién hanh giai trinh
tu Sanger. Dua theo huéng dan phan loai bién thé cia ACMG, bién thé
COL7A1 ¢.8279G>A dugc dé xuat xép vao nhom bién thé “gay bénh” vai 4
minh chang gém PM2, PM3 va PP1, PP3 - PP5.

Negwoi bénh EB002
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Su két hop caa hai bién thé di hop tir 1am dich khung doc cua gen
COL7A1 (c.2858_2859delAG va c.6081delC) duoc tim thay ¢ ngudi bénh
EB002. Ca hai bién thé nay déu |a nhiing bién thé da biét 1am xuat hién ma
két thlic sém trén trinh ty axit amin lan luot tai hai vi tri p.E953fs*8 va
p.P2029fs*177, trong d6 bién thé ¢.6081delC (p.P2029fs*177) da dugc bao
cdo 1a bién thé gay bénh trén co s& dit liéu ClinVar (VCV000418654). Su
tuong dong két qua duogc chi ra khi kiém chiing lai bang giai trinh ty Sanger,
ddéng thoi cho thay hai bién thé nay lan luwot dugc di truyén tir b
(c.2858_2859delAG) va me (c.6081delC) cua ngudi bénh. Bién thé
€.2858 2859delAG (p.E953fs*8) duoc dé xuat xép vao nhom bién thé “gay
bénh” dya theo tiéu chi phan loai caa ACMG véi mot minh ching rat manh
(PVS1), hai minh chang trung binh (PM3, PM4) va hai minh ching dinh
huéng (PP1 va PP4).

Nguoi bénh EBO03 va hai anh em nguwoi bénh EB004, EB0O05

Su két hop hai bién thé di hop tir, bao gom 1 bién thé vo nghia tao ma
két thic va mot bién thé dang khac duoc tim thay ¢ ngudi bénh EB003 va
hai anh em bénh nhan EB004 va EB005. Nguoi bénh EB003 mang hai bién
thé da biét ¢.6205C>T (rs121912855) va ¢.8233C>T (rs768202310), trong
d6 bién thé ¢.6205C>T (p.R2069C) duoc béo co 1a gay bénh trén co so di
liu ClinVar (VCV000017463). Bén canh d6, mdi bién thé ciing lan luot
duoc tim thay ¢ trang thai di hop tor khi tién hanh giai trinh ty mau me
(c.6205C>T) va bd (c.8233C>T) cuia bénh nhan.

Hai nguoi bénh EB004 va EBOO5 la hai anh em trai, cing mang hai
bién thé di hop tir ¢.4518+2delT trén intron 43 va ¢.5047C>T trén exon 54
gen COL7AL. Két qua giai trinh tu Sanger chi ra ca 2 anh em ciing nhan 2
bién thé c.4518+2delT va ¢.5047C>T lan luot tir me va bo. Trong d6, bién
thé anh hudng dén md hinh cit ndi thong thuong ¢.4518+2del T 1 bién thé
moi, chua dugc cdng bd trén bat ky co sd dit liéu nao trude d6. Can cir theo
huéng dan phan loai bién thé cia ACMG, bién thé nay dugc xép vao nhom
bién thé “gdy bénh” bao gom cac minh chang PVS1, PM2, PP1, PP3 va
PP4. Bién thé ¢.5047C>T la mot bién thé vo nghia gdy bénh di biét
(rs587780490, VCV000130673), tao ma két thuc tai vi tri codon 1683 twong
ung trén trinh tu axit min (p.R1683%).

Newoi bénh EBO06
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Su két hop cua hai bién thé di hop tir bao gom mot bién thé anh huong
dén mé hinh cit ndi thong thuong (c.5821-2A>G) va mot bién thé sai nghia
(c.6205C>T) duoc tim thay & nguoi bénh EB006. Kiém chiing bang giai
trinh tu Sanger cho thay bién thé ¢.5821-2A>G duoc di truyén tir bb va bién
thé ¢.6205C>T duoc di truyén tir me. Bién thé ¢.5821-2A>G la mot bién thé
méi trong khi bién thé ¢.6205C>T 14 bién thé gay bénh da biét
(rs121912855, VCV000017463) dong thoi ciing 12 bién thé duoc tim thay ¢
truong hop EB003. Dua theo tiéu chi phan loai bién thé cia ACMG, bién
thé COL7A1 ¢.5821-2A>G dugc dé xuat xép vao nhom bién thé “co kha
nang gdy bénh” voi mot minh chiing manh (PM2) va ba minh ching dinh
huéng (PP1, PP3 va PP4) duoc xéc dinh.

Nguoi bénh EBO08

Nguoi bénh EB00S va em trai (EB008.E) déu duoc chan doan mac ly
thuong bi bong nuéc. Két qua phan tich WES mau EB008 dua ra 2 bién thé
di hop tir tng vién nam trén gen COL7A1 14 ¢.1837C>T (p.R613*) va
€.3830G>A (p.P1277L) c6 thé 14 nguyén nhan din dén bénh. Ca hai bién
thé nay déu l1a nhitng bién thé da biét (rs759634066 va rs35761247), trong
d6 ¢.3830G>A (p.P1277L) l1a mot bién thé lanh tinh, da duoc bao céo trén
co so dir liéu ClinVar (VCV000255109.16). Giai trinh tu Sanger chi ra ca
hai bién thé nay déu duoc tim thay ¢ hai anh em (biéu hién bénh) va nguoi
me (khong biéu hién bénh) & trang thai di hop tir, trong khi ngudi bé khdng
mang bién thé nao (Hinh 3.11). Nhu vay, chua két luan duoc day 1a hai bién
thé nguy co do khong chi ra dugc md hinh di truyén phd hop (di truyén lan
nhiém sic thé thuong).

Véi mong mudn tim ra can nguyén di truyén trong gia dinh bénh nhan,
phan tich MLPA duoc thyc hién trén hai mau nguoi con (EB008 va
EBO008.E) dé xac dinh cac mat doan 16n gen COL7A1 ma WES khong phét
hién dugc do han ché trong phan tich CNV. Tuy nhién, két qua MLPA cho
thay khong phat hién duoc bat thuong ndo vé sé lugng ban sao ¢ hai anh em
bénh nhan EB008 va EB00S.E. Dya theo tiéu chi phan loai bién thé cua
ACMG, bién thé COL7A1 ¢.1837C>T (p.R613*) dugc dé xuat xép vao
nhom bién thé “khdng chdac chan” vé kha nang gay bénh véi minh chang
PVS1 duoc xac dinh.
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(a) (b) COL7A1
c.1837C>T:p.R613* c.3830G>A:p.P1277L
80 120
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Hinh 3.11. Hai bien thé,doc Iap COL7A1 c.1837C>T va ¢.3830G>A dugc
tim thay & gia dinh ngudoi bénh EBOOS

(a) So do pha hé gia dinh ngudi bénh EBO08, hinh vudng/tron bicu thi
nam/nit, mau den/trang bi€u thi ngudi bénh/nguoi khoe manh. (b) Két qua
giai trinh tu Sanger ¢ mAau anh em ngudi bénh va bé me. Vi tri bién doi duoc
danh dau bang miii tén mau do.
3.4.1.2. Truong hop EBS mang bién thé gen KRT5
Bién thé duy nhat nam trén gen KRT5 14 bién thé di hop tir c.1429G>A
(p.E477K) duoc tim thiy & nguoi bénh EB007 (3 tudi). Pay 1a bién thé da
biét (rs59190510) va duoc bao céo 1a bién thé gay bénh trén co so dit liu
ClinVar (VCV000021174.4). Két qua giai trinh tu Sanger chi ra day 1a bién
thé phét sinh mai (de novo) & nguoi bénh va khdng tim thay ¢ ca bo va me.
3.4.2. Bach tang
3.4.2.1. Cdc truong hop bach tang da va mat mang bién thé gen TYR
Nguoi bénh Al001 va Al002
Nguoi bénh AI001 (7 tudi) va Al002 (5 tudi) 1a hai anh em trai trong
cling mot gia dinh, phan tich két qua WES cho thay ca 2 anh em déu mang
2 bién thé di hop tir 1an luot nam trén exon 1 (c.346C>T, p.R116*) va exon
2 (€.926insC, p.R311fs*7) gen TYR (NM_000372.3). Ca 2 bién thé nay déu
1a nhitng bién thé tao ma két thic sém (PTCs) va duoc bao céo 1a gay bénh
trén co so dir liéu ClinVar, c6 lién quan dén thé bach tang da va mat nhém
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1 (OCAL). Kiém chang bang giai trinh tu Sanger chi ra su twong déng voi
két qua WES, trong d6 bién thé ¢.346C>T dugc di truyén tir b va bién thé
¢.926insC duoc di truyén tir me. Ngoai ra, sang loc truc sinh 2 bién thé trén
st dung giai trinh ty Sanger trén mau dich 6i (mang thai lan 3) phat hién
bién thé di hop tir ¢.926insC (Hinh 3.14). Ciing giéng nhu bd me, em bé
sinh ra khong c6 bat ky biéu hién nao cua bach tang va hién tai van dang
phét trién khoe manh.
(a) (b)

TYR:c.346C>T:p.R116* TYR:c.929insC:p.T311fs*7

A6 A6 A6AYGACT cTT)lg 2acceceMarnce v Ve
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7 o ™
c.346C/T ¢.929C/insC A6 A6 AG AY G ACT CT 0 AACCCCMARG S Y ¥ C
Al002 o f\pp A
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Hinh 3.14. Di hop t& phtc TYR ¢.346C>T va ¢.926insC dugc phat hién &
gia dinh nguoi bénh Al001 va Al002

(a) So dd pha hé cua gia dinh ngudi bénh Al001 va Al002. (b) Giai trinh tu
Sanger chi ra hai bién thé TYR di hop tir & mau bénh nhan, lan luot duogc di
truyén tir b (¢.346C>T) va me (€.926insC), bién thé di hop tir ¢.346C>T duoc
tim thay & mau dich 6i. Cac thay doi duoc danh dau boi miii tén mau do.

Neuoi bénh AI003 va Al004

Nguoi bénh Al003 (25 tudi) va Al004 (23 tudi) la hai con dau trong
mot gia dinh c6 ba nguoi con, dugc chan doan mac bach tang da va mat véi
cac biéu hién 1am sang dic trung lién quan dén mau da, mau téc va mau mat
va suy giam thi lyc. Giai trinh tu toan bo hé gen ma hoa phat hién bién thé
sai nghia dong hop ti TYR ¢.115T>C (p.W39R). Pay 1a mét bién thé da biét
va duge bdo cdo trén co sé dit lieu dot bién HGMD véi ma s6 CM100987,
c6 lién quan dén thé bach tang da va mat nhdm 1B (OCA1B). Giai trinh tu
Sanger chi ra bién thé ¢.115C>T duoc di truyén dong thoi tir bd va me cua
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nguoi bénh. Ngoai ra, giai trinh ty truc tiép cling chi ra ngudi em trai Gt
trong gia dinh khdng mang bién thé nay va khéng c6 biéu hién bat thuong
nao trén kiéu hinh.

Nguoi bénh Al005

Nguoi bénh Al005 12 nam, 63 tudi, duoc chan doan mac bach tang da
va mat. Giai trinh ty toan bo hé gen ma hda phat hién bién thé gen TYR
¢.559 560insCATTATTATGTGTCAAATTATCCCC (c.559 560ins25) &
trang thai dong hop ttr, 1am xuét hién sém ma bo ba két thdc trén trinh tu
chudi polypeptide (p.G190Cfs*12). Pay 1a bién thé hiém da biét lién quan
dén nhom OCA1A va duoc bao cio trén co s dir ligu dot bien HGMD véi
ma s6 CN1414183. Kiém ching lai bang giai trinh tu Sanger ciing chi ra két
qua tuong dong vai phan tich WES. Do day 1a bénh nhan cao tudi nén khéng
thu dwoc mau bd me, vi vay chua xac dinh duoc chinh xac mé hinh di truyén.
Tuy nhién, tham khao dua trén 3 nguoi bénh Trung Québc mic bach tang
mang bién thé ¢.559 560ins25 thi déu nhan bién thé nay tir bd hoic me, do
d6 c6 thé du doan ca bd va me cua ngudi bénh Al005 déu mang bién thé
¢.559 560ins25 & trang thai di hop tir va cuing di truyén cho con.

3.4.2.2. Trwong hop bach tang da va mat mang bién thé gen OCA2
Nguai benh Al006

Nguoi bénh AI006 14 nit, 26 tudi, 1a con thir 2 trong gia dinh ¢6 2 anh
em. B6 me va anh trai cia bénh nhan déu c6 kiéu hinh binh thuong, trong
khi d6 bénh nhan duoc chan doan 1a mac bénh bach tang da va mat véi céc
biéu hién dic trung. Két qua phan tich WES cho thay ngudi bénh mang bién
thé hiém da biét OCA2 ¢.2323G>A (p.G775S) (rs774822330) ¢ trang thai
ddng hop tir. Giai trinh tu Sanger cho thay ngudi bénh nhan ca 2 alen mang
bién thé tir ca bd va me, trong khi d6 anh trai ctia nguoi bénh lai nhan dugc
hai alen kiéu dai ¢ trang thai binh thuong.
3.4.2.3. Trieong hop bach tang da va mat mang bién thé gen HPS1

Ngudi bénh AI007

Ngudi bénh Al007 1a mot bé trai 5 tudi, duoc chan doan mac bach tang
da va mat. Giai trinh ty toan bo hé gen ma hda phat hién bién thé dong hop
tir HPS1 ¢.972delC (p.M325fs*6). Pay 1a bién thé gay bénh di biét, duoc
bao cao trén co s& dir lieu dbSNPs (rs281865082) va ClinVar
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(VCV000005280.5) lién quan dén cac truong hop mac hoi chung
Hermansky—Pudlak, mét dang bach tang da va mét thé hiém. Bién thé
¢.972delC dugc kiém ching lai trén mau ngudi bénh va cac thanh vién trong
gia dinh bao gdom b, me va anh trai théng qua giai trinh tu truc tiép. Két
qua cho thay nguoi bénh mang bién thé adng hop tir ¢.972del trong khi b
me va anh trai caa ngudi bénh déu mang bién thé nay ¢ trang thai di hop tur
va c0 Kiéu hinh binh thuong. Nhu vy, ngudi bénh déng thoi nhan bién thé
nay tir ca bd va me va biéu hién bénh.

3.4.2. Thiéu sdn vanh tai

3.4.3.1. C4c bién thé hiém va méi tim thay & nguwoi bénh thiéu san vanh tai

Tong s6 phat hién dugc 108 bién thé di hop tir (MAF < 0,05%) nam
trén 74 gen khac nhau, bao gom 105 bién thé sai nghia chiém 97%, 2 bién
thé dich khung (FS) chiém 2% va 1 bién thé vo nghia chiém 1%. Trong d6
c6 27 bién thé méi bao gom ca 2 bién thé dich khung va 25 bién thé sai
nghia. Hai bién thé dich khung méi 1a PCDH15 c¢.5027delA
(p.E1676Gfs*128) va CANTL ¢.775dupC (p.H259Pfs*25), lan lugt duoc
tim thay & ngudi bénh Mi005 va Mi010. Bién thé EYAL ¢.C922T (p.R308%*)
12 bién thé v6 nghia duy nhat da dugc tim thay ¢ ngudi bénh Mi002 trong
nghién cau nay.

Pé danh gia mirc d6 anh huong cua cac bién thé dén chirc nang cua
protein, tap hop 9 cdng cu online tich hop trong ANNOVAR duoc thuc hién.
Tat ca c4c bién thé dugc danh gia 13 gay hai/co thé gay hai trén it nhat 5
cdng cu du doan bén canh cac bién thé dich khung va bién thé tao ma két
thiic tiép tuc dugc sang loc dé danh gia tiép. Sau qué trinh sang loc, tong s6
c6 47 bién thé dap ung tiéu chi trén nam trén 45 gen khac nhau; trong d6 chi
¢ 2 bién thé da duoc bdo cao 1a gay bénh (EYAL p.R308*) va co thé gay
bénh (ABCC6 p.R1235W) trén co so dit liéu ClinVar. Ngoai ra, trong s6 47
bién thé nguy co dugc sang loc thi chi c¢6 hai bién thé gen NCF1 p.R90H va
PLEC p.D3627N cung dugc xac dinh & cac bénh nhan khac nhau, con lai,
mai bién thé chi tim thay trén mot bénh nhan ma khdng xuat hién & cac bénh
nhan khac.

3.4.3.2. Phan tich dira trén md hinh di truyén don gen
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Tong s6 9/11 bénh nhan thiéu san vanh tai xac dinh duoc c4c bién thé
gen tuan thep md hinh di truyén; trong d6 5 bénh nhan gém Mi002, Mi003,
Mi006, Mi008 va Mi010, mdi bénh nhan mang mot bién thé di hop tir trén
5 gen khac nhau tuong tng véi mé hinh di truyén troi nhiém sac thé thuong
(AD). Céc bién thé gen ng vién tim thiy & cac truong hop nay lan luot 13
EYAL p.R308*, TRPV4 p.VvV254L, ABCC6 p. R1235W, DNASEL1 p.D115Y
va COL3A1 p.A1045T. O truong hop ngudi bénh Mi004, ¢é hai bién thé sai
nghia di hop tir ndm trén 2 gen khac nhau dwoc biét dén voi mé hinh di
truyén troi nhiém sac thé thuong (AD) duoc xac dinh 13 EVC p.E681K va
LMNA p.S543L. O truong hop Mi005, ca hai md hinh di truyén AD va AR
déu duoc chi ra véi tong sb 5 bién thé tmg vién duoc xac dinh. Trong do,
hai di hop tir phitc don gém PCDH15 (p.E1676Gfs*128 va p.E49G) va
PLEC (p.D3627N va p.Q1737P) lién quan dén mé hinh di truyén lan nhiém
sac thé thuong. Bién thé di hop tir LRP5 p.V61M duoc xac dinh tuan theo
mo hinh di truyén AD. O truong hop Mi009, c6 3 bién thé ung vién lién
quan dén mé hinh di truyén AD duoc xac dinh, bao gom: COG4 p.D542Y,
FN1 p.M1693T va LRP5 p.C967F. O ngudi bénh Mi011, ca hai md hinh di
truyén AD va AR duoc chi ra véi tong s6 4 bién thé tmg vién dugc xac dinh.
Hai bién thé di hop tar doc 1ap gdm COL11A1 p.P1383S va MITF p.A111V
trong ¢ng véi mé hinh di truyén troi; trong khi di hop tir phttcc don PLEC
p.R1082C va p.D3627N tuong (ng vai md hinh di truyén lan.

3.4.3.3. Mang luoi twong tac protein-protein

Phén tich mang ludi tuong tac protein (PPI) dua trén 74 gen &ng vién
mang cac bién thé hiém (MAF < 0,5%) duoc sang loc trén 11 bénh nhan
thiéu san vanh tai dugc thyuc hién, mang ludi bao gém 74 nat twong ung Vi
74 protein va 116 canh tuong tng vai 116 tuong tac protein-protein. Trong
d6 véi FN1 va BMP2 14 hai protein trung tam véi luong tuong tac nhiéu
nhat.
3.4.3.4. Phan tich lam giau tap hop gen duwa theo KEGG

Tong sb 16 con duong tin hiéu véi chi s6 FDR < 0,05 (biéu thi muc do
tin cay cua phan tich) duoc chi ra trong phan tich lam giau tap hop gen theo
KEGG. Trong d6 c6 6 con duong tin hiéu c6 thé c6 lién quan dén thiéu san
vanh tai, bao gom: (1) Tuong tac véi thu thé ECM, (2) Su biét hoa cua té
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bao xuong, (3) Con duong lay nhiém HPV, (4) Puong dan tin hiéu MTOR,
(5) Tiéu hoa va hap thu protein, va (6) Con duong lay nhiém Amip.

CHUONG 4. THAO LUAN

4.1. Moi twong quan kiéu gen, kiéu hinh ¢ nhém ngwéi bénh ly thueng
bi bong nwéc mang cac bién thé gen COL7AL va KRT5

Trong nghién ciu nay, mot bién thé dong hop tir va bon di hop tir phic
don gen COL7A1 di duoc tim thay trén 6 ngudi bénh EB (EB0O01-EB006).
Bén canh d6, mdi bién thé & trang thai di hop tir ciing dugc tim thay ¢ bb va
me cuia cac bénh nhan va nhitng ngudi nay déu khdng cé biéu hién bat ky
triéu chiang bénh nao, do dé cé thé du doan mé hinh di truyén lin & cac
trrong hop nay.

Biéu hién kiéu hinh nghiém trong nhat duoc quan sat thay & ba nguoi
bénh, gdbm EB002, anh em EB004 va EB005 ¢6 lién quan dén bién thé tao
ma két thic sém (PTC). Trong dé, di hop tir phitc don PTC (COL7A1
c.2858_2859delAG va c.6081delC) duoc tim thiy & ngudi bénh EB002 va
su két hop ctia mot bién thé PTC (p.R1683*) va mot bién thé splicing
(c.4518 +2delT) gen COL7A1 duoc xac dinh & anh em nguoi bénh EB004
va EB005. Ngudi bénh EB003 ¢6 kiéu hinh nhe hon, phan tich di truyén chi
ra mot di hop tir phitc don bao gom mot bién thé PTC (p.R2745*) va mot
bién thé sai nghia (p.R2069C). Cac bién thé khac trén gen COL7A1 khong
tao ra PTC thuong biéu hién vai cac anh hudng it nghiém trong hon va c6
thé duoc giai thich & hai truong hop EB001 (p.G2760E) va EB0O06 (c.5821-
2A>G va €.6205C>T). Nhu vay, c6 thé thay, cac anh hudng twong quan tir
kiéu gen dén kiéu hinh duoc quan séat & nhitng ngudi bénh EB trong nghién
ctru ndy, voi sy ¢6 mat cua it nhat mot dot bién PTC ¢6 lién quan dén nhiing
biéu hién 1am sang nghiém trong nhat, twong dong véi cac nghién ctu da
duoc cong b trude day.

Trudng hop EBS duy nhat gay ra bai bién thé gen KRT5 (c.1429G>A,
p.E477K) duoc xac dinh trong nghién ctru nay la nguoi bénh EB007, duoc
chan doan mac EB. Bién thé p.E4A77K c6 lién quan chit ché dén ty 1é tar
vong cao & cac truong hop GS-EBS, vai it nhat bay truong hop tir vong
trong vong sau thang dau doi duoc bao céo trong cac nghién ciru trude do.
Tuy nhién, van c6 nhitng truong hop ngoai 1& duwoc bao cdo véi cac biéu
hién nghiém trong khi sinh va trong thoi tho au, duoc cai thién khi 16n 1én.
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Cac dic diém nay ciing dugc quan sat thdy & nguoi bénh EB007 trong
nghién ctu ndy véi sy hién dién caa bién thé KRT5 p.E477K.

Truong hop duy nhat khéng két luan duoc bién thé gay bénh trong
nghién ctru nay 1a truong hop gia dinh ngudi bénh EB008 do hai bién thé di
hop tir COL7A1 (p.R613* va p.P1277L) cling duogc tim thay & hai ngudi con
mac bénh (EB008 va EBO00S.E) va ¢ nguoi me khéng mang bat ky bat
thuong ndo. Phan tich MLPA ciing khong phat hién thém bat ky bién thé
nao lién quan dén thém/mat doan 16n gen COL7AL. Do do, trong truong hop
nay nén maé rong nghién cau trén toan b hé gen hoac phan tich microarray
trong cac nghién ciru xa hon, gitp mad rong kha ning phat hién bién thé gay
bénh.

Céc thong tin di truyén hitu ich duoc xac dinh thdng qua chan doan
phan tir trén nhém nguoi bénh mic ly thuong bi bong nudc trong nghién
ctru nay co thé dugc cung cap lam co so khoa hoc phuc vu trong diéu tri
cling nhu tu van di truyén phd hop va tién lugng Iy thuyét tién trién bénh
trong tuong lai.

4.2. Phan tich di truyén gitp chan doan chinh xac cac phan nhém bach
tang ma l1am sang kho co thé chi ra dwoc

Trong nghién ctiu ndy, ca 7 ngudi bénh déu dugc chan doan mac bach
tang da va mit (OCA) dya trén c4c biéu hién 1am sang dic trung lién quan
dén suy giam sic to & da, toc va mat. Chan doan phan ttr bang WES chi ra
ca 7 truong hop déu phat hién cac bién thé lién quan dén OCA, bao gém 5
truong hop OCAL (Al001-A1005), 1 trudng hop OCA2 (A1006) va 1 trudng
hop lién quan dén hoi chitng Hermansky-Pudlak (HPS) (Al007). OCA1 va
OCAZ2 I hai phan nhém phé bién nhat ctia OCA, trong khi ¢6 HPS 1a mot
hoi chung hiém caa OCA.

Trong nam truong hop OCA1 duogc chi ra trong nghién ctu nay, ba
nguoi bénh (A1001, A1002 va Al005) dugc xép vao nhém OCA1A, mang
cac bién thé PTC gen TYR (p.R116*; p.R311fs*7 va p.G190Cfs*12) ¢ ca
hai alen, 1a nguyén nhan dan dén hinh thanh mot tyrosine mat chitc ning, do
d6 khong san xuat dugc melanin trong té bao hac t6. Theo hiéu biét cua
nhém nghién ctu thi ngudi bénh A1005 1a trudng hop tha tu mang bién thé
¢.559 560ins25 (p.G190Cfs*12) va la ca bénh du tién duoc tim thay khong
phai 12 nguoi Trung Quéc. O trudng hop gia dinh ¢ 2 con clng bi bach tang
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(A1001 va A1002), tu van di truyén da dugc thuc hién trong lan mang thai
thir ba ctia nguoi me, em bé sinh ra hoan toan khée manh va khdng c6 biéu
hién bat thuong nao caa OCA. Tur d6 cho thay sang loc trude sinh ¢ cac cip
vo chong co nguy co 1a kha thi va cé hiéu qua. Truong hop cua hai anh em
nguoi bénh A1003 va A1004 duoc xép vao nhom OCA1B, vai bién thé gen
TYR ¢.115T>C (p.W39R) dugc tim thay, lién quan dén giam hoat dong cua
tyrosine, kéo theo mot luong rat nhé melanin duoc tao ra va tich lity theo
thoi gian.

Truong hop OCA2 duy nhat duoc phat hién trong nghién ctu nay 1a
nguoi bénh Al006, mang bién thé dong hop ti OCA2 c.2323G>A
(p.G775S). Pay la mét bién thé da biét va duoc tim thay truée d6 trén mot
nguol bénh Viét Nam, trong nghién ciru caa Markus va cong su thuoc dai
hoc Regensburg, Puc vao niam 2011. Markus cho rang c.2323G>A
(p.G775S) 1a mot bién thé lanh tinh va khéng phai 1a nguyén nhan chinh gay
nén anh huong ¢ hai ¢ ngudi bénh do két qua trai nguoc nhau caa 2 phan
tich in silico gém SIFT va Polyphen-2. Tuy nhién, khi tién hanh phan tich
lai, ca hai cong cu nay déu dwa ra danh gia 1 c6 kha ning gay hai dén protein
duoc ma hoa. Ngoai ra, glycin & vi tri codon 775 ¢6 tinh bao thu cao, nam
trong ving xuyén mang 11 trong tong s6 12 mién trén polypeptide P dugc
ma hoa boi gen OCA2. Do d6, su thay thé G775 cd thé wc ché su gap nép
cua P-protein va din dén nhitng hau qua cd hai. Dya trén nhitng dé xuét nay,
c6 thé xem xét OCA2 ¢.2323G>A (p.G775S) nhu mét bién thé “c6 kha ndng
gay bénh” dya theo huéng dan caa ACMG va can dugc chiing minh chuac
nang trong cac nghién ctru xa hon.

Mot loai OCA khac, hoi chiang Hermansky-Pudlak, la phan nhém
hiém cta bach tang ciing duoc quan sét trong nghién ciu ndy & truong hop
nguoi bénh AI007 mang bién thé dong hop ttr ¢.972delC nam trén gen HPS1
(p.M325fs*6), 14 nguyén nhan dan dén khong hinh thanh hozc hinh thanh
mat protein mat chirc ning sau qua trinh dich ma. Trong HPS, cac dic diém
lam sang bao gom céc biéu hién dic trung cia OCA kém theo rdi loan chic
nang tiéu cau, réi loan chay mau va cé thé phat trién u hat, xo phdi hoic
giam bach cau trung tinh trong mét sé trudng hop. Tuy nhién, ngoai nhitng
anh huong 1am sang cia OCA, cac biéu hién dic trung khac cua HPS khong
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tim thay & nguoi bénh Al007. Vi Iy do nay, cac xét nghiém phan tir ¢6 thé
can thiét gitip phan loai cu thé cac phan nhém bénh bach tang.

4.3. Yéu t6 di truyén trong thiéu san vanh tai

Trong nghién ciu ndy, két qua phan tich WES cuaa 11 ngudi bénh thiéu
san vanh tai chi ra 108 bién thé bao gom 81 bién thé hiém va 27 bién thé
méi lién quan dén 74 gen Gng vién. Tat ca cac bién thé nay gop phan bo
sung vao co so dir liéu vé cac bién thé tiém an cé thé 1a nguy co dan dén
thiéu san vanh tai. Trong sé dé, c6 2 bién thé da dugc bao céo 1a gay bénh/co
thé gay bénh trén co sé dir liéu ClinVar, bao gom bién thé EYA1 p.R308*
(rs121909195, VCV000007929.6) phét hién & ngudi bénh Mi002 va bién
thé ABCC6 p.R1235W (rs63750402, VCV000433323.3) tim thiy & nguoi
bénh Mi006. Tuy nhién, khi cin ctr theo mé hinh di truyén ciing nhu bénh
ly lién quan dén bién thé thi chi c6 EYAL p.R308* c6 thé 1a nguyén nhan
dan dén kiéu hinh bénh & truong hop Mi002. Bién thé EYAL p.R308* dugc
bao cdo lién quan dén cac truong hop mac hoi ching cung mang-tai-than
(BOR) hoic céac truong hop khac ngoai hoi chimg BOR nhung ¢6 cac biéu
hién 1am sang twong tu. Hoi chitng BOR 1a mét rdi loan di truyén AD gay
ra boi cac bién thé gay bénh trén 3 gen EYAL, SIX5 va SIX1, dic trung boi
cac triéu chimg nhu mat thinh giac, ro trudc tai va ¢, hé trude ndo that va
cac bat thuong o than. Ngudi bénh Mi002 dugc chan doan thiéu san vanh
tai phai do L, trai do 11 kém véi céc di tat khac gom do luan nhi hai bén, do
ving c6 da phau thuat va chi c6 mot qua than. Nhu vay c6 thé thiy moi
trong quan kiéu gen kiéu hinh & trudng hop Mi002 vaéi bién thé gay bénh
EYAL p.R308* dugc xac dinh, tir 46 khang dinh d6 chinh xéc va loi ich cua
phan tich WES phat hién can nguyén dan dén hoi ching di truyén lién quan
dén thiéu san vanh tai trong trudong hop nay, dong thoi co thé co gia tri van
dung trong tu van di truyén cho céac gia dinh c6 nguy co mac cac bénh ly
lién quan.

Ngoai ra, nghién ctru ciing da chi ra 18 bién thé hiém/mai c6 thé lién
quan cin ct theo mé hinh di truyén cling nhu qua phan tich in silico véi du
doan gay hai/co thé gay hai trén it nhat nim cong cu du doan. Tat ca cac bién
thé ndy can duoc quan tdm va nghién ctu mé rong trén luong mau 1én hon
cling nhu trong cac nghién cttu chirc nang xa hon trong tuong lai.
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Phéan tich PPI dua trén 74 gen trng vién chi ra BMP2 la moét trong hai
protein trung tdm c6 kha ning trao ddi thong tin ti da véi cac protein khac,
do d6 protein nay c6 thé dong mot vai tro quan trong nao do trong cic con
duong sinh hoc lién quan dén thiéu san vanh tai.

Trong cac con duong tin hiéu duoc chi ra thong qua phan tich lam giau
tap hop gen KEGG, c6 5/6 con duong cé su tham gia caa gen COL4A4, bao
gom ca con dudng tuong tac voi thu thé ECM. Thém vao d6, gen nay cling
da dugc dé xuat 1a mot trong nhirng gen &ng vién c6 thé lién quan dén thiéu
san vanh tai trong nghién ctu dua trén 307 gen gy diéc ¢ 32 bénh nhan
thiéu san vanh tai. Do d6, COL4A4 c6 thé dong mot vai trd quan trong nao
d6 trong co ché sinh bénh cua thiéu san vanh tai va can duoc chl tim phan
tich tac dong anh huong mot cach chi tiét va day du trong cac nghién cau
xa hon.

4.4. Y nghia ciia chan doan phén tir trong cong tac tw van di truyen va
quan ly bénh hiém

Do tinh khong déng nhat vé mat di truyén, da dang trong biéu hién 1am
sang, tinh tham khong hoan toan bén canh su bién d6i cua gen va céc yéu té
moi truong Khac c6 thé 1am phuc tap thém qué trinh tién téi chan doan cu
thé & nhitng truong hop méc cac réi loan hiém gap. Biéu nay khong chi gay
cing thang va dau kho vé mit tam 1y cho ngudi bénh cling nhu gia dinh ho
ma con |4 thach thire va ganh ning d6i voi cac hé thong chiam soc stc khoe.
Vi vay, chan doan phan tir chinh xac 14 can thiét nham dua ra cac phuong
thire diéu tri phu hop va quan ly hiéu qua céc bénh hiém gap. Céc thdng tin
di truyén duoc sir dung nhu mot nguon dix liéu bo tro, gop phan xay dung
cac hoach dinh lién quan dén ké hoach héa gia dinh trong twong lai va hinh
thanh mang ludi hd tro cac ca nhan va gia dinh bj anh huéng. Ngoai ra, chan
doan di truyén khdng chi duoc quan tdm ¢ nhoém déi tuong co triéu ching
ma con c6 ich trong viéc sang loc, xac dinh nguoi mang mam bénh & nhoém
khong co triéu chimg; do d6 rat co ¥ nghia trong cong tac phong ngira cap
11 & ca nhdm bénh lanh tinh va ac tinh. Tém lai, chan doan phan tir nén duoc
cung cap nhu mot dich vy toan dién bao gom tu van trudc va sau xét nghiém.
Cac c¢b van di truyén trinh do cao 1a chia khoa dam bao céc gia dinh nguoi
bénh nhan duoc su hd tro phi hop khi phét hién cac réi loan di truyén.
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Nhitng han ché trong nghién ciru

Nghién ctru nay duogc thyc hién trén ba nhém bénh hiém, c6 ti 18 rat
thap trong quan thé; dong thoi gigi han vé kinh phi cling nhu thoi gian thyc
hién khién cho nghién cau con khiém tén vé sé lugng mau. Dac biét, thiéu
san vanh tai 1a mot trang thai di truyén chua rd nguyén nhén, ¢ thé ton tai
doc 1ap hodc nhu mot triéu ching & rat nhiéu cac hoi chuing lién quan khac
nhau nén rat kho khin trong viéc xac dinh cé4c bién thé nguy co tiém ning
va can tiép tuc trién khai trén mot ¢& mau lon hon & cac nghién ciu sau.
Ngoai ra, viéc khong thu duoc mau cac thanh vién trong gia dinh ciling nhu
cac hinh anh 1am sang lién quan & nhom nguoi bénh nay cling 1a mot han
ché. Tuy nhién, bat ky thong tin hay gia thuyét nao duoc dua ra ciing c6 thé
la mot nguon dix liéu dé tham khao, ciing vai cac nghién ctiu khac xay dung
cac bang chimg du 16n véi muyc tiéu tim ra nguyén nhan ciing nhu co ché
bénh sinh cua thiéu san vanh tai. Tir d6 1am tién dé cho cac nghién ctu chic
ning xa hon tién dén muc tiéu thyc hanh 1am sang trong twong lai.

KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan:

- D3 giai trinh tu todn bo hé gen ma hoa trén ddi twong ngudi bénh
Viét Nam, gom 8 nguoi bénh ly thuong bi bong nude, 7 ngudi bénh bach
tang va 11 nguoi bénh thiéu san vanh tai véi kich thuéc trung binh méi bo
dir liéu la 48 triéu doan doc va Q30 dat 94%.

- Pi xac dinh duogc céc bién thé co kha ning giy bénh & 7/8 nguoi
bénh ly thugng bi bong nudce, 7/7 ngudi bénh bach tang va 1 bién thé nguy
co ¢ 1/11 ngudi bénh thiéu san vanh tai, cu thé nhu sau:

+ Pa xac dinh duoc 6 ngudi bénh mac ly thuong bi bong nuée loan
dudng mang cac bién thé méi/hiém gen COL7A1 (c.8279G>A,
€.4518+2delT, ¢.5821-2A>G/c.2858 2859delAG, ¢.5047C>T, ¢.6081delC,
€.6205C>T va ¢.8233C>T) va 1 nguoi bénh ly thugng bi bong nude don
gian mang bién thé gen KRT5 ¢.1429G>A (p.E477K).

+ Pi phan loai nguoi bénh bach tang thudc 3 nhém: bao gom 5 ngudi
bénh OCA1 (3 nguoi bénh OCATA va 2 nguoi bénh OCA1B), 1 nguoi bénh
OCA2 va 1 nguoi bénh mac hoi ching Hermansky-Pudlak duoc xac dinh
tuong ng véi cac bién thé trén gen TYR (c.346C>T, ¢.926insC, ¢.115T>C
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va ¢.559_560ins25), OCA2 (c.2323G>A) va HPS1 (c.972delC). Chan dodn
trude sinh dugc thuc hién & lan mang thai thi ba trong gia dinh c6 hai con
dau mic OCALA (AI001 va Al002) véi em bé sinh ra hoan toan khoe manh.

+ D3 xac dinh dugc 108 bién thé bao gom 81 bién thé hiém va 27 bién
thé mai trén 74 gen ¢ng vién co thé lién quan dén thiéu san vanh tai ¢ 11
mau nghién cau. Trong d6, bién thé EYAL p.R308* c6 thé dugc xem la
nguyén nhan gay bénh & truong hop Mi002 lién quan dén hdi chung cung
mang-tai-than (BOR).
Kién nghi:

Tur nhitng két qua dat duoc trong nghién ciru, ching t6i xin dua ra Kién
nghi sau:

Can tién hanh cac nghién ctu phan tich chiic nang sir dung mé hinh in
vitro hoic mé hinh dong vat phd hgp nhim danh gia tac dong thuc su cua
cac bién thé mai phét hién & nhom nguoi bénh ly thugng bi bong nudc, tir
d6 1am 16 co ché bénh sinh lién quan.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Pi xac dinh dugc cac bién thé gen 1a nguyén nhan di truyén & nguoi
bénh mac ly thuong bi bong nudc, trong d6 c6 ba bién thé mgi nam trén gen
COL7AL (c.8279G>A, c.4518+2delT va c.5821-2A>G).

Pi xac dinh duoc nguy@n nhan di truyén & nguoi bénh bach tang, trong
d6, bién thé TYR ¢.115T>C (p.W39R) la nguyén nhan din dén phan nhém
bach tang da va mat loai 1 lan dau tién dugc tim thay & trang thai dong hop
tar.

D3 xac dinh duoc 27 bién thé méi nam trén céc gen tng vién co thé
lién quan dén thiéu san vanh tai.
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