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MO PAU

Teo duong mat bam sinh (biliary atresia — BA) la bénh 1y dic trung
boi qua trinh viém, xo hoa, pha huy toan by duong mat trong va ngoai gan
dan dén sy can tré luu théng cua mat. Sy khiém khuyét cua cac gen lién quan
dén sy hinh thanh 6ng mat va hé théng mién dich 1a mot yéu té gay ra bénh
teo dudng mat bam sinh, do d6 viée xac dinh cac bién doi di truyén lién quan
dén bénh s& 12 mot ddu hiéu c6 thé hd trg chan doan trong thai gian ngén, cai
thién két qua phau thuat.

O Viét Nam, céc nghién ciu sau vé di truyén cac gen c6 lién quan
con khé han ché. Xuét phat tir nhitng thuc tién do, dé tai “Nghién cieu dot
bién va da hinh ciia mét s6 gen O tré em mdc bénh teo dwong mat bam sinh”
duoc thuc hién nhim xac dinh cac bién ddi di truyén trén cac gen lién quan
dén bénh teo duong mat bam sinh. Céc bién dbi trén cac gen lién quan dén
bénh bao gom ca dot bién va da hinh don nucleotide s& dugc kiém ching lai
trén s6 lwong 16n bénh nhan nhim tim ra méi lién hé kiéu gen va kiéu hinh.

Muc tiéu nghién cizu

- Giai trinh tu toan bo viing gen ma hoa cia mot sé bénh nhan mac
teo dudng mat bam sinh tir 46 xac dinh dugc cac dot bién gen lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh.

- Phan tich mdi lién quan giira cac da hinh nucleotide don vé&i nguy
co mic bénh teo duong mat bam sinh & nguoi Viét Nam

Ngi dung nghién ciru

- Thu thap mau méu va tach chiét DNA tong sb tir mau méau cua bénh
nhan teo dudng mat bam sinh va cac mau déi chung.

- Giai trinh ty toan bo viing ma hda caa mot sé bénh nhan méc bénh

teo dudng mat bam sinh dién hinh.



- Phan tich sb liéu, sang loc va tim dot bién trén cac gen lién quan
dén bénh teo dudng mat bam sinh & céc bénh nhan dwoc giai trinh ty toan bo
vung méa hoa.

- Phan tich méi lién quan giita cac da hinh nucleotide don véi nguy
co mac bénh teo dudng mat bam sinh trén sé luong I6n bénh nhan va doi
chung.

Nhitng dong gép méi ciia dé tai
1. Da phat hién 02 dot bién mai di hop tir kép ¢.412G>A (p.Gly138Arg) trén
gen FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhan la
chi em rugt trong mot gia dinh. Phat hién 01 d6t bién dich khung ¢.50_51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 va 02 dot bién ¢.314C>A (p.Ser105#),
¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu ¢ dang di hop tur trén gen ATP7B ¢ 01 bénh
nhan méc ddng thoi hai bénh teo duong mat bam sinh va Wilson, trong d6
dot bién ¢.50_51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 ¢ tiém ning lién
quan dén bénh teo duong mét bam sinh.

2. Panh gia mdi lién quan gitra cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén
gen ABCB11, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen
MYO5B véi nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh & bénh nhan nguoi
Viat Nam.

Chuong 1. TONG QUAN

1.1. Bénh teo dwong mat bam sinh

Teo dudng mat bam sinh 1a bénh ly hiém gip cua gan va duong mat,
xay ra trong qua trinh phét trién tao 6ng cua dwdng mat trong thoi ky tao
phdi. Bénh khoi phat & thoi ky so sinh, dugc dic trung bai sy khiém khuyét
ctia hé thong dng mat, dan dén tac nghén dong chay mat, gay r mat. Tan xuat
méc bénh khéc nhau theo tirng khu vuc trén thé gioi, tham chi gitra céc khu
vuc trong cling mot dat nudc. Bénh teo dudng mat bam sinh xuat hién & chau
A va chau Phi nhiéu hon chau Au, & nit nhiéu hon & nam.



1.1.1. Trigu chirng 1&am sang va phan logi bénh

Triéu chiing 1am sang chu yéu cua bénh teo duong mat bam sinh l1a
tang bilirubin, vang da, phan bac mau va gan Ién. Tré mac bénh c6 thé cd vé
ngoai binh thuong khi mai sinh. Vé biéu hién 1am sang, thuong khd phan
biét tré bj teo duong mat bam sinh véi tré bi vang da sinh ly hoic mot dang
o mat khac.

V& mit 1am sang, tré so sinh bi teo dudng mat bam sinh thudng c6
gan to va lach to khi tré duoc 4-8 tuan tudi va cac xét nghiém thuong cho
thiy ting ALT, AST, bilirubin toan phan va bilirubin tryc tiép, trong khi
GGT (Gamma Glutamyl transferase) va nong d6 phosphatase kiém thuong
tang 1én dén mirc trén 1000 U/dl.

Theo giai phau bénh dya trén anh chup dudng mat can quang, bénh teo
dudng mat bam sinh ¢é thé chia thanh 3 dang chinh:
- Type |, bénh nhan bi teo & phan dng mat chu (chiém 5%).
- Type Il 1a cac bénh nhan bj teo 1én dén dng gan chung, c6 thé két hop véi
nang dudng mat (chiém 2%).
- Type 11 12 cac bénh nhan teo dudng mat ngoai gan va éng mat dén ving
rén gan (chiém téi 90%).

Dua theo céc triéu chieng 1am sang, bénh teo duong mét bam sinh ¢6
thé chia thanh ba loai nhu sau:
- Teo mat bam sinh khéng kém cac dj tat bat thuong khac: chiém khoang 70
- 85% truong hop.
- Teo mat két hop voi céc di dang khéc (hoi chitng BASM — biliary atresia
splenic malformation): chiém khoang 10 — 15% truong hop.
- Teo mat ¢ nang: teo dudng mat ngoai gan dic trung bai su teo hodc véng
mat do viém gay huay hoai duong mat.
1.1.2. Nguyén nhan gay bénh teo dwong mgt bam sinh



4

Hau hét cac nha nghién ciru 1am viée trong 1inh vy nay déu tin rang teo
duong mat bam sinh khdng phai 1a can bénh ¢6 mot nguyén nhan duy nhat
ma |a su két hop caa nhiéu kiéu hinh khac nhau c6 chung cac dic diém 1am
sang nhat dinh. Teo dudng mat bam sinh ¢ thé 1a mot bénh da yéu td, trong
d6 sy twong tac gitra méi trudng va di truyén 13 co so sinh bénh hoc cua can
bénh nay. Mot sé gia thuyét vé nguyén nhan gay bénh dugc dua ra nhu: cac
réi loan vé gen di truyén, co ché ty mién, céc bat thuong vé mién dich, do
nhiém doc va nhiém virus.

1.2. Vai tro caa yéu té di truyén trong co ché bénh sinh ciia bénh teo
dwdng mat bam sinh

Co so di truyén cua bénh teo duong mat bam sinh rat phirc tap.
Ngudi ta thdy rang bénh c6 thé di truyén theo kiéu troi hodc kiéu lin nhung
nhiéu kha ning 13 do tinh trang da gen, tinh khong dong nhat vé gen va cac
biéu hién 14m sang khac nhau [54]. Ngay cang c6 nhiéu bang chimg cho thay
su lién quan gitta bénh teo dudng mat bam sinh voi cac yéu té di truyén dic
biét 1a dot bién xay ra trong nhimg gen quy dinh sy phét trién ciia 6ng mat.
Nghién ciru sinh bénh hoc ctia teo dudng mat bam sinh cho thy cac khuyét
tat di truyén phoi, cac bat thuong tién san, bat thuong thai nhi do di truyén,
cac yéu t6 nhay cam véi bénh dong vai tro nhét dinh [55].

Thoéng thuong, mdi gen khong chi dong mét vai tro trong sinh bénh
hoc cua bénh teo duong mat bam sinh vi phan Ién chdng gép phan vao nhiéu
qua trinh sinh hoc khac nhau. Dya trén cac dic diém bénh Iy cua teo duong
mat bam sinh va chic nang ctia gen, cac bién thé di truyén c6 tiém nang lién
quan dén teo dudng mat bam sinh c6 thé dugc phan loai thanh 4 con dudng:
su phat trién gan mat, qué trinh xo hoa, viém, sy bat thuong vi 16ng mao
(bénh ly tiém mao). Viéc xac dinh va phan tich biéu hién cua gen lién tham
gia vao cac qua trinh sinh bénh hoc khac nhau cua teo duong mat bam sinh



s& cung cap nhitng hiéu biét & rang hon vé co ché bénh sinh cua cin bénh
nay.

Thong thuong, mdi gen khéng chi dong mot vai tro trong sinh bénh
hoc cua bénh teo dudng mat bam sinh vi phan 16n ching gép phan vao nhiéu
qué trinh sinh hoc khéac nhau. Dya trén cac dic diém bénh ly cua teo duong
mat bam sinh va chirc ning cta gen, cac bién thé di truyén co tiém ning lién
quan dén teo dudng mat bam sinh cé thé duoc phan loai thanh 4 con duong:
su phat trién gan mat, qué trinh xo hoa, viém, sy bat thuong vi 16ng mao
(bénh ly tiém mao). Viéc xac dinh va phan tich biéu hién cua gen lién tham
gia vao cac qua trinh sinh bénh hoc khéac nhau cua teo dudng mat bam sinh
s& cung cap nhitng hiéu biét rd rang hon vé co ché bénh sinh cua cin bénh
nay.

1.3. Tinh hinh nghién ciru bénh teo dwong mat bam sinh
1.3.1. Tinh hinh nghién crtu trén thé gigi

Teo dudng mat bam sinh duoc biét dén 13 mot bénh di truyén ¢ tinh
khong dong nhit cao, gay nhiéu khé khin trong chan doan va diéu tri. Viéc
khong duoc chan doan chinh xac va diéu tri som c6 thé dan dén két qua diéu
tri khong thanh cong hoic dan dén sy tir vong ¢ tré. Vi vay, da c6 nhiéu
nghién ctru duoc tién hanh trén thé giéi nham xac dinh chinh xac nguyén
nhan di truyén cia bénh dé c6 dinh hudng didu tri va tu van di truyén cho gia
dinh bénh nhan.

1.3.2. Tinh hinh nghién ciru ¢ Viét Nam

Viét Nam, ty 1& mac bénh kha cao woc tinh 1:2400 tré dé ra séng
[72]. Kho khin ¢ Viét Nam 1 hién nay cac nghién ctru sau vé di truyén cac
gen c6 lién quan con khé han ché. Cho dén nay, méi chi ¢6 cac nghién ciru
vé 1am sang trén cac bénh nhan mic teo dudng mat bam sinh dugc diéu tri
tai cac thanh phé 16n 1a Ha N6i va thanh phé H6 Chi Minh.



Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong nghién ciru

Cac mau mau nghién ctu 1a tir cac bénh nhan bj mac bénh teo dudng
mat bam sinh va nguoi khdng bi mac bénh 1am ddi chimg (266 bénh nhan va
250 mau dbi chang).
2.2. Hoa chat va trang thiét bj

Céc hoa chat, may mdc, thiét bj phu vu cho nghién ctu thudc Vién
Nghién ciru hé Gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
2.3. Phuwong phap nghién ciru
2.3.1. Tach chiét DNA téng sé

Trong nghién cttu nay, DNA téng sé cua cac ddi tuong tham gia nghién
ctru duoc tach chiét bang bo kit DNAamp Blood Mini cua hang QIAGEN.
2.3.2. Gidi trinh tz toan bg vung gen ma hoéa

Phuong phép giai trinh ty viing gen mé héa gém 2 budéc chinh: tao thu
vién DNA va giai trinh ty bang méy lllumina.
2.3.2.1. Tao thu vien DNA

Thu vién DNA duoc thiét 1ap bang bo kit Agilent SureSelect Target
Enrichment.
2.3.2.2. Gidi trinh ty bang lllumina NextSeq 500

Thu vién dat chit luong dugc giai trinh tu bing thiét bi lllumina
NextSeq 500 tai Vién Nghién ctu hé gen.
2.3.3. Xdc dinh va cha gidi bién thé

Sau khi giai trinh ti trén may Illumina, chat luong trinh tu dwoc kiém
tra bang phan mém FastQC. Dir liéu trinh ty dugc sip xép va so sanh voi
ngan hang gen ngudi (GRCh37) bang phan mém BWA 0.7.10. Cong cu
Picard duoc st dung dé xur Iy dit liéu sau khi sip hang. Bién thé dugc phét
hién bang phan mém GATK v3.4. Phian mém SnpEff duoc sir dung dé danh
gi4 anh huong cua bién thé dén trinh ty va chirc ning cua protein.



2.3.4. Sang lgc bién thé

Céc bién thé duoc sang loc dé tim ra dot bién gen cd tiém ning giy
bénh. Bién thé c6 tan s6 alen MAF > 1% duoc coi 1a SNP va duoc danh gia
trén s6 luong 16n bénh nhan va dbi ching dé tim ra mdi lién quan dén nguy
co miac bénh.
2.3.5. Xdc dinh kiéu gen ciia da hinh rs2287622 bang ky thugt RFLP

Poan gen ABCB11 kich thudc 333 bp cd chira da hinh rs2287622 duoc
khuéch dai bang phan (ng PCR sir dung cap moi dic hiéu. Enzyme Haelll
dugc st dung dé xac dinh kiéu gen tai vi tri chira SNP.
2.3.6. Xdc dinh kiéu gen ciia da hinh bang kj thudt ARMS-PCR

Trong nghién ctu nay, kiéu gen cua cac SNP rs927344 trén gen
ABCC2 va rs1815930 trén gen MYO5B duge xac dinh bing phuong phap
ARMS-PCR.
2.3.7. Phan tich théng ké

Kiém dinh Chi-Square (y) duoc st dung kiém tra trang thai can bang
HardyWeinberg (HWE) ctia quan thé. Kiém dinh dugc coi 1a ¢6 ¥ nghia khi
gia tri p>0,05. Bong thoi, kiém dinh Chi-Squares ciing duoc sir dung dé danh
gia méi lién quan giita kiéu gen va kiéu alen caa ba da hinh nucleotide don
ABCC2 rs927344 va MYO5B rs1815930 ABCB11 rs2287622 voi kha nang
mac bénh teo dudng mat bam sinhtrén 3 md hinh cong gop (additive model),
troi (dominant model), lan (recessive model) va dugc wéc tinh bang chi sé
OR (odds ratio) véi khoang tin cay 95%. Cac kiém dinh duoc coi la c6 y
nghia thong ké khi gia tri p<0,05.
2.3.8. Gidi trinh tw Sanger
Trinh tu cac doan gen chtra dot bién duoc xac dinh bang may giai

trinh ty ABI3500 st dung bo kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing.



Chuwong 3. KET QUA

3.1. Thu thap miu va tach chiét DNA téng sé

M3au méu cua cac dbi trong tham gia nghién ciru duoc thu thap boi cac
bac si tai Bénh vién Nhi Trung wong. DNA tong s6 cia nguoi tham gia
nghién ciru dugc kiém tra bang dién di trén gel agarose. Két qua cho thay
DNA khong bi dut gay, c6 nong do va do tinh sach cao. Trong sé 266 bénh
nhan tham gia nghién ciru, c6 05 bénh nhan dwoc lya chon dé giai trinh ty
toan bo vung gen méa hoa.
3.2. Giai trinh tw toan bg vung ma hoéa
3.2.1. Két qud tao thw vién DNA

Thu vién DNA cua 05 bénh nhan duoc kiém tra chat luong bang may
Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. Cac thu vién c6 chat lugng tét, ndng
d6 cao, dat yéu ciu cho budc nghién ciu tiép theo voi phan 16n doan DNA
sau khi dugc phan manh c6 kich thuéc nam trong khoang tir 250 — 500 bp.
3.2.2. Két qud gidi trinh te toan bg viing gen ma hoéa

Dit liéu dwoc tao ra tir may giai trinh tu thé hé moi c6 dung luong cao,
chét luong tdt, ti 1¢ nucleotide c6 diém chit luong 16n hon 20 va 30 cao (Q20
trén 96%, Q30 trén 91%). Thong ké chat luong giai trinh tw cua bénh nhan
méc bénh dugc thé hién rd hon ¢ bang 3.4.

Bang 3.4. Thong tin doc trinh tuw toan bg vung ma hoa cua 05 bénh nhan
teo dwong mat bam sinh

BAOL BA02 BA03 BAO4 BAO5
Téng sb 10.973
ong so 9.933Mb  9247Mb  9.693 Mb 10.797 Mb
nucleotide Mb
Téng sb 62.004.79 73.536.62
d":g sodoan e 561,046 ) 64.870.694 . 72.227.972
(1]




BAO1 BAOQ2 BAOQ3 BA0O4 BAOQ5
%GC 51,9 51,8 52,1 52,3 50,7
Q20(%) 96,7 96,8 96,7 97,0 98,1
Q30(%) 91,5 91,7 91,5 92,2
Do dai doan
doc trung 149,24 149,15 149,43 149,22 148,77
binh (bp)
P9 sau bao
phi trung 164,3 152,9 160,3 181,5 157,6
binh (X)

3.3. Két qua xir ly s liéu va cha giai bién thé
3.3.1. Sdp hang di ligu véi hé gen tham chiéu

Trinh tu toan bo ving gen mé hda cua 05 bénh nhéan teo duong mat
bam sinh dugc sap hang véi hé gen tham chiéu GRCh37 bing cong cu BWA.
C6 thé nhan thay, két qua sap hang dit liéu giai trinh ty cua bénh nhan véi hé
gen tham chiéu tot (ti I¢ sap hang thanh cong dat 99,8-99,9%), ti 1¢ doan dit
liu duoc sap hang nam trong viing exone cao (70-79%).
3.3.2. Xdc dinh va chu gidi bién thé

Tur két qua so sanh, quy trinh xtr Iy sb liéu sir dung cdng cu Picard va
GATK duoc sir dung dé phat hién bién thé trong nghién ciu nay. Ngoai ra,
anh huong cua bién thé dén trinh ty axit amin dugc phén tich bang phan mém
SnpEff. Két qua phan tich duoc thé hién ¢ bang 3.6.
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Bdng 3.6: Két qua phan tich va du dodn bién thé trong toan bg ving ma
héa ciia 05 bénh nhan mac bénh teo dwong mdt bam sinh

Mau Mau Mau Mau Mau

Théng sé
BAO1 BAO02 BAO03 BA04 BAO05

Tong sb bién thé

. 23.295 23.743 23.413 23.508 23.774
thay the

Bién thé dong
nghia

11.870 12.033 11.958 12.012 12.036

Bién thé sai nghia 11.271 11.559 11.317 11.368 11.579

Thém bd ba két

’ 114 112 99 89 119

thuc

Mt bp ba két

v 40 39 39 39 40

thac
Téng sé indel 724 711 738 776 712

Bién thé
) 325 318 348 350 317
frameshift

Thém doan ngin 182 174 175 196 187
Mit doan ngin 217 219 215 230 208

3.4. Sang loc bién thé

Sau qua trinh sang loc, nhitng bién thé nam trong viing exone cta cac
gen lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh duoc giir lai. Danh séch
nhitng gen duoc sir dung dé sang loc dot bién dugc trinh bay ¢ phu luc 2.
Nhiing bién thé nay duoc chia 1am hai loai: (i) dot bién — 1a nhitng bién thé
¢6 tan sb alen <1%; (ii) da hinh nucleotide don — I nhitng bién thé c6 tan sé
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alen >1% (tan s6 alen MAF duoc tinh theo tan s6 suat hién trong co so dit
liéu 1000 Genome phase 3).

S6 lwong bién thé xay ra trong s6 133 gen lién quan dén bénh teo dudng
mat bam sinh 1a rat I6n. Tuy nhién, phan 16n cac dot bién ndy nam trong
viing intron cua gen, c6 rat it dot bién nam trong ving exone (sb lugng dot
bién trong viing exone & bénh nhan BAO1 14 14, & bénh nhan BA02 14 12, &
bénh nhan BAO03 la 12, & bénh nhan BAO4 la 08 va ¢ bénh nhan BAO5 la 10
dot bién).

3.5. Panh gia anh hwéng cia cac dot bién

Céc dot bién tiém ning dugc danh gia 1a co anh hudng dén bénh teo
duong mat bam sinh néu ca bdn phan mém SIFT, PolyPhen2, Mutation
Taster, Provean danh gia 1a giy bénh. Nhu vay, két qua phan tich bang cac
phan mém tin sinh hoc cho thiy bénh nhan BAO1 va BA02 mang 02 dot bién
dang di hop tir c6 kha nang giy bénh la c.412G>A trén gen FAH va
€.2225A>G trén gen ERCC4; bénh nhan BA03 va BA04 mang 01 dot bién
dang di hgp tur c6 kha nang gay bénh c.368A>C trén gen CYP27A1; bénh
nhan BAO5 mang 01 dot bién dang déng hop tir c.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77 ) trén gen KRT18 cd tiém ning gay bénh.

3.5.1. Bénh nhan BAO1 va BA02

Hai bénh nhan BAO1 va BAO2 la chi em rudt trong mot gia dinh. Hai
chi em mang d6t bién di hop tir kép (double heterozygous) trén hai gen FAH
va ERCCA4. Trong d6, ca hai bénh nhan di truyén dot bién c.412G>A
(p.Gly138Arg) trén gen FAH tir nguoi bd va dot bién €.2225A>G
(p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 tir nguoi me (Hinh 3.3).
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(A) B6 bénh nhan Me bénh nhan
C G T CAGGAATGC c e T ¢ o AN T

€ 6T cAMBAATE = €O T CABG AATC

Bénh nhan BA02

(8)

Bénh nhan BA02 Bénh nhén BAO1

Hinh 3.3: Bgt bién d; hop tir kép trén bénh nhan BAO1 va BAO2
(4) So' do6 pha hé dgt bién c.412G>A trén gen FAH; (B) So' do phd hé dgt
bién ¢.2225A>G trén gen ERCC4

Ngoai ra, két qua so sénh trinh ty axit amin xung quanh vi tri dot bién
gitta cac loai bao gém thé dot bién, loai nguoi (H.sapien), tinh tinh
(P.troglodytes), khi vang (M.mulatta), méo (F.catus) va chudt nhat
(M.musculus) cho thiy Gly138 trén protein mé hoa boi gen FAH va Tyr742
trén protein ma hoa bdi gen ERCC4 1a nhiing axit amin ¢6 tinh béo thi cao
gilra cac loai khac nhau (Hinh 3.4).
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(A) H.Sapien (mutant) FYSSRQHATNVRIMFRDKENALM
H.Sapien FYSSRQHATNV|IGIMFRDKENALM
P.troglodytes FYSSRQHATNV|IGIMFRDKENALM
M.mulatta FYSSRQHATNV|GIMFRDKENALM
F.catus FYSSRQHATNMGIMFRGSENALYV
M.musculus FYSSRQHATNVIGIMFRGKENALL

*khkhkkhkkkhhkhkkh| [Fhkhhkdhkdhkkkk

(B) H.Sapien (mutant) DLIGSLNNGRL|C[SQCISMSRYYK

H.sapien DLIGSLNNGRL[Y[SQCISMSRYYK
P.troglodytes DLIGSLNNGRL[Y[SQCISMSRYYK
M.mulatta DLIGSLNNGRL(¥Y[SQCISMSRYYK
F.catus DLIGSLNNGRL(Y[SQCISMSRYYK
M.musculus DLIGSLNNGRL(¥Y[SQCISMSRYYK

hok ok ok ok ok ok vk ok ok | |k ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Hinh 3.4:So sanh trinh ty axit amin xung quanh vi ¢ dét bién giira cac loai
(A) Vi tri dét bién p.Gly138Arg trén protein FAH; (B) Vi tri dot bién
p.Tyr742Cys trén gen ERCC4

3.5.2. Bénh nhan BA03 va BA04

Két qua phan tich dit liéu WES cho thiy hai bénh nhan BA03 va BA04
mang dot bién ¢.368A>C dang di hop tir trén gen CYP27A1. Tuy nhién, két
qua giai trinh tu bang Sanger khéng phét hién dot bién nay. Do do, chiing toi
khong xac dinh dugc dot bién gay bénh trén hai bénh nhan BA03 va BAO4.
3.5.3. Bénh nhan BA05

Két qua phan tich cho thiy bénh nhian BA05 mang dot bién ¢ dang
ddng hop tir ¢.50_51insG (p.Gly17Glyfs77 *) trén gen KRT18 (Hinh 3.77).
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Viéc thém mot nucleotide Guanine (G) vao vi tri 51 dan dén hién twong dich
khung, 1am protein bi cit ngan sau vi tri dot bién 77 axit amin.

Bénh nhan BA05 dong thoi duoc chan doan méc bénh Wilson, do dé,
chding t6i tién hanh mé rong pham vi sang loc dot bién. Két qua phat hién
bénh nhan mang hai dot bién c.314C>A (p.Serl05+) va c.2975C>T
(p.Pro992Leu) déu o dang di hop tir trén gen ATP7B. Hai d6t bién nay déu
dugc ghi nhan la gay bénh trén co s& dir liéu ClinVar va dugc bao cao trén
ngan hang dit liéu dbSNP véi ma s6 1an luot 12 rs753236073 va rs201038679.

GGG 1¢C CTG GGC TCT GT GTGCCATCGGTITGTG ] G 66 A\TG GIC ATI \
Gly Ser Les Gly Ser W o S: W v AW T L Asn Met Val D¢ Ly
‘ v
A Binh thwimg B Binh thuwing Binh thwing c Binh thuwimg
€50G €314C €2975C 13317
GGG 1| 16 GGG 1G1 2 AG G ; 3 C G T
Gly Ser Les Gly Les Cys W P Swp o ™ s W A Asn Met an e Ly
v h
Y TP Y Y O I '
WY i
Vi VY Al |
AR A ;L,J‘L\.‘_;M LIV YIYVUVEIYUYYS
Bénh nhin BA0S Bénh nhian BAOS Bénh nhin BAOS Bénh nhin BAOS
€50_51insG €314C>A €2975C>T €1331T>C

Hinh 3.7: Dt bién trén bénh nhan BAOS

(4) dgt bién dong hop tir ¢.50 51insG trén gen KRTIS8; (B) dét bién di hop
ti phirc ¢.314C>A va ¢.2975C>T trén gen ATP7B; (C) dét bién dong hop
tir ¢.1331T>C trén gen ABCB11

Ngoai ra, bénh nhan BAO5 mang bién thé ¢.1331T>C (p.Val444Ala)
trén gen ABCB11 & dang dong hop tir. Pay 1a diém da hinh don nucleotide
dugc ghi nhén trén co so dir lieu dbSNP véi ma sb rs2287622. Anh huong
ciia SNP nay dén do man cam bénh teo dudng mat bam sinh s& dugc danh
gia trong nghién cuu nay.
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3.6. Anh hwéng ciia cac da hinh nucleotide dén mirc d9 man cam bénh
teo dwdng mat bam sinh
3.6.1. Anh hwong ciia da hinh rs2287622

Trong nghién ctru ndy, kiéu gen cua da hinh rs2287622 dugc xéac dinh
bang ky thuat RFLP. Thdng ké kiéu gen va tan suit alen cia da hinh
1$2287622 duoc thé hién trong bang 3.11
Bang 3.11: Thong ké kiéu gen va tan sudat alen da hinh ABCBI1 rs2287622

Kiéu alen Tén sb alen (%) HWE
HWE
TT TC cC T C p-value
Nhémbgnh 56 130 80 455 54,5 0,81 +
Nhém dbi
89 115 46 58,6 41,4 0.138 +
chirng
Téng sb 145 245 126 51,84 48,16 0,06 +

Kiéu alen & ca nhdm bénh va nhém dbi chimg déu tuan theo can bang
di truyén Hardy — Weinberg (p>0,05) (bang 12), dong thoi, tan sé alen C &
nhom bénh (54,5%) cao hon nhiéu so vdi tan sb alen C & nhom ddi ching
(33%).

Sy lién quan giita alen va kha ning mac bénh teo duong mat dugc danh
gia bang phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba md hinh: cong gop, troi va
mo hinh lan (Bang 3.12).

Bang 3.12: Két qud phan tich sy lién quan giiza ABCB11 rs2287622 va
nguy co mdc bénh teo dirong mdt bam sinh

) Nhém ddi
Kiéu gen Nhém bénh OR 95% ClI GiatriP
ching

M6 hinh céng gop

T 56 (21,05%) 89 (35,60%) 1

TC 130 (48,87%) 115 (46,00%) 1,79 1,18-2,73 0,006
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cc 80 (30,08%) 46 (18,40%) 2,76 1,69-4,53 0,0001
M6 hinh trgi
T 56 (21,05%) 89 (35,60%) 1
TCc +cc | 210(78,95%) 161 (64,40%) 13,13 8,44-20,39 0,0001
M6 hinh lan
TT+Tc | 186(69,92%) 204 (81,6%) 1
cc 80 (30,08%) 46 (18,40%) 1,91 1,26-2,88 0,002
Alen
T 242 (45,49%) 293 (58,60%) 1
C 290 (54,51%) 207 (41,40%) 1,69 1,33-2,17 0,0001

Ghi chd: OR: Ti s¢ odds ratio; 95%Cl: Khodng tin cdy 95%.

C6 su khac biét dang ké gitra tin s6 kiéu gen CC ¢ nhdm bénh va nhém
dbi chung. Su khac nhau nay co lién quan dén viéc 1am ting nguy co mac
bénh teo dudng mat so véi kiéu gen TT (OR = 5,14, 95% Cl: 2,82 — 9,39,
p<0,01). Sy xuat hién kiéu gen TC ciing lam ting nguy co mac bénh teo
duong mat, nhung it hon so véi kiéu gen CC (OR = 2,88, 95% ClI: 1,81 -
4,59, p<0,01).

O mé hinh troi, kiéu gen TC va CC lam ting nguy co mac bénh teo
dudng mat bam sinh so vai kiéu gen TT (OR = 3,46 95% CI: 2,24 — 5,35,
p<0,01). Tuong ty nhu vay, & md hinh lan, kiéu gen CC ciing lam ting nguy
co mac bénh khi so véi kiéu gen TT+TC (OR = 2,79, 95% Cl: 1,63 — 4,79,
p<0,01). Xét tong thé, sw xuat hién cua alen C lam ting nguy co méc bénh
teo dudng mat bam (OR = 2,47, 95% CI: 1,84 — 3,32, p<0,01) so vdi alen T.
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3.6.2. Anh hwong ciia da hinh rs927344
Trong nghién ciru nay, kiéu gen cia SNP rs927344 trén gen ABCC2
dugc xac dinh bang phuong phap ARMS-PCR. Kiém dinh Chi binh phuong
cho thay su phan bé cia da hinh nay dugc xac dinh tuan theo dinh luat can
bang di truyén HardyWeinberg véi gia tri p>0,05 (bang 3.13).
Bang 3.13: Thang ké kiéu gen va tan suat alen da hinh ABCC2 rs927344

Kiéu alen Tén suit alen HWE
HWE
AA AT TT A T giatrip
Nhém bénh 5 40 221 009 0,91 0.451 +
Nhém dbi 3 39 208 0,12 0,88 0,587 ¥
chirng
Téng sb 8 79 429 0,10 0,90 0,056 +

Ghi chi: HWE: Can bang di truyén HardyWeinberg; “+”: Tudn theo cdn
bang di truyen HardyWeinberg
Sy lién quan giita alen va kha ning méc bénh teo duong mat bam sinh
duogc danh gia bang phép kiém nghiém Chi-square (bang 3.14). Két qua cho
thay & ca ba mé hinh ti 1& kiéu gen va kiéu alen & da hinh rs927344 khong
lién quan dén nguy co mic bénh & quan thé nghién cuu.
Bdng 3.14: Két qud phan tich si lién quan giza ABCC2 rs927344 va nguy
co mdc bénh teo dwong mat bam sinh

) Nhém dbi
Kiéu gen Nhém bénh OR 95% ClI GiatriP
chirng
M6 hinh céng gop
AA 5 (1,88%) 3(1,20%) 1
AT 40 (15,04%) 39(15,60%) 0,61 0,14-2,75 0,53
T 221 (83,08%) 208(83,20%) 0,64 0,15-2,70 0,54
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M6 hinh trdi
AA 5 (1,88%) 3 (1,20%) 1
AT+TT 261 (98,12%) 247 (98,80%) 0,63 0,15 - 2,68 0,54
M6 hinh lan
AA AT | 45 (16,92%) 42 (16,80%) 1
T 221 (83,08%) 208 (83,20%) 0,99 0,63-1,57 0,97
Alen
A 50 (9,4%) 45 (9,00%) 1
T 482 (90,6%) 455 (91,00%) 0,95 0,63-1,45 0,82

Ghi chi: OR: Ti sé odds ratio; 95%Cl: Khoang tin cdy 95%.

Két qua phan tich cho thay ¢ ca ba mé hinh, gié tri p déu 16n hon 0,05.
Do d6, cac phép kiém dinh khong c6 y nghia théng ké. Nhu vay, ti 18 kiéu
gen va kiéu alen ¢ da hinh rs927344 khong lién quan dén nguy co méac bénh
teo dudng mat bam sinh ¢ quan thé nghién ctu.
3.6.3. Anh hwong ciia da hinh rs1815930

Théng ké kiéu gen va tan suit alen cua da hinh rs1815930 ¢ tét ca cac
mau duoc thé hién trong bang 3.15.

Bang 3.15: Thong ké kiéu gen va tan sudt alen da hinh MYOSB rs1815930

Kiéu alen Tansudtalen  HWE
HWE
AA AG GG A G giatrip
Nhém bénh 2 39 225 0,08 0,92 0.829 +
Nhém déi chirng 4 33 213 0,08 092 0,051 +
6 72 438 0,08 0,92 0,128 +

Tbng sb
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Ghi chi: HWE: Can bang di truyén HardyWeinberg; “+”: Tudn theo cdn
bang di truyen HardyWeinberg
Sy tuong quan giira alen va kha niang méc bénh teo dudng mat bam

sinh dugc danh gia bang phép kiém nghiém Chi binh phuong trén ca ba mo

hinh: céng gop, tréi va mé hinh lan (bang 3.16).
Bang 3.16: Két qua phan tich si lién quan giiza MYO5B rs1815930 va
nguy co mdc bénh teo drong mdt bam sinh

) Nhém ddi
Kiéu gen Nhém bénh OR 95% ClI GiatriP
ching
M6 hinh céng gop
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
AG 39 (14,66%) 33 (13,20%) 2,36 0,41-13,73 0,33
GG 225 (84,59%) 213 (85,20%) 2,11 0,38 - 11,65 0,39
M6 hinh trdi
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
AG + GG | 264(99,25%) 246 (98,40%) 2,15 0,39 - 11,82 0,38
M6 hinh lan
AA +AG | 41(1541%) 37 (14,80%) 1
GG 225 (84,59%) 213 (85.20%) 0,95 0,59 - 1,54 0,85
Alen
A 43 (8,08%) 41 (8,20%) 1
G 489 (91,92%) 259 (91,80%) 1,02 0,65 -1,59 0,95

Ghi cha: OR: T/ sé odds ratio; 95%Cl: Khoang tin cdy 95%.
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Két qua phan tich cho thiy ¢ ca ba md hinh, gié tri p déu I6n hon 0,05.
Do d6, cac phép kiém dinh khong c6 y nghia théng ké. Nhu vay, ti 18 kiéu
gen va kiéu alen & da hinh rs1815930 khong lién quan dén nguy co méc bénh
teo duong mat bam sinh & quan thé nghién ctu.
Chuong 4. THAO LUAN
4.1. Anh hwéng caa cac dot bién dén bénh teo dwdng mat bam sinh

Déi véi ¢ 05 bénh nhan dugc lya chon dé giai trinh tu toan bo ving
ma héa trong nghién ctru ndy, cac gen khac c6 thé lién quan dén rdi loan phat
trién 6ng mat nhu CFTR, JAG1, ZIC3, CFCL1, INV, MIF, VEGF va IFN- y va
nhitng gen duoc cho la lién quan chat ché dén bénh teo dudng mat bam sinh
nhu GPC1, ICAM1, ITGB2, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, ZIC3, FOXAZ2,
PKD1L1, ADD3, XPNPEP1 déu khdng phat hién dot bién hoac mang nhirng
dot bién da duge xac dinh 1a lanh tinh trén co sé dit liéu ClinVar.

Bénh nhan BAO1 va BA02 mang dot bién di hop tir kép c.412G>A
(p.Gly138Arg) trén gen FAH va c.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen
ERCCA4. Gen FAH nam trén nhiém séc thé 15, chita 14 exon va ma héa cho
420 axit amin. Phan tich bang co s¢ dit liéu mang tuong tac protein STRING
v.11 cho thay protein ma hoa boi gen FAH twong tac manh véi cac protein
ma héa boi cadc gen GSTZ1 (score: 0,986), HPD (score: 0,92) va FAHD1
(0,980) (Hinh 4.1). bay la nhirng gen dong vai trd quan trong trong con
dudng chuyén hoa tyrosine. Viéc tyrosine khong dugc phan hay dung cach
dan dén sy tich tu bat thuong cua tyrosine va cac chat chuyén hoa cia nd
trong gan, than c6 kha nang dan dén cac hoi chung lién quan dén gan mat
nhu xo gan hay ung thu biéu mé gan.
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Hinh 4.1: Tuwong tdac gitra protein FAH va céc protein khac

Co so dit liéu dot bién gen & ngudi HGMD ghi nhan 69 dot bién trén
gen ERCCA4, trong d6 chu yéu la dot bién dang Sai nghia, dot bién vo nghia
va dot bién diém cit ndi mRNA. Dot bién trén gen ERCC4 & bénh nhan teo
duong mat bam sinh ciing duge Sangkhathat va dong tac gia phat hién khi
sir dung phuong phép giai trinh tu todn bd ving gen ma hoa dé tim kiém cac
dot bién gen trong 20 bénh nhan dugc chan doan mac bénh teo duong mat &
Thai Lan. Mic du két qua nay con nhiéu tranh cai nhung nghién ctru nay da
ma& ra mot cach tiép can maéi dé tim ra nhiéu gen khac c6 thé lién quan dén
bénh teo duong mat bam sinh.

Bénh nhan BAO5 mang dot bién ¢.50_51insG (p.Gly17Glyfs77x)
trén gen KRT18. Keratin Ia mot ho I6n cac protein soi trung gian, la thanh
phan quan trong cua b xuong té bao. O dong vat cd v, su téng hop protein
Keratin 1a ddc diém ndi bat cua té bao biéu md, bao gém té bao gan va té bao
dudng mat. He thdng mat bao gém mot mang lui cac ong dan trong gan van
chuyén mat do té bao gan tiét ra dén cac ong dan I6n ngoai gan tiép giap voi
tdi mat va rudt. Nam 2020, Babu va cac ddng téc gia nghién ciu vé mic do
biéu hién gen va su tich liiy beta-amyloid & xung quanh éng mat trén bénh
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nhan teo duong mat bam sinh. Két qua caa nghién cau cho thay ho protein
keratin bao gdm KRT8, KRT18, KRT19 c6 sy ting cudng biéu hién ¢ cac
bénh nhan teo dudng mat bam sinh. Diéu nay cho thdy anh huéng cia gen
KRT18 d6i véi sy hinh thanh bénh teo dudng mat bam sinh.
4.2. Sy lién quan giira cac da hinh nucleotide don dén bénh teo dwong
mat bam sinh

Nhiéu nghién ciru vé anh huong cta da hinh nucleotide rs2287622
trén gen ABCB11 dén nguy co mac cac hoi chung lién quan dén gan mat, @
mat trong gan da duoc thuc hién trén nhidu nhém déi tugng khéc nhau.
Nghién ciru trén bénh nhan nguoi Han 6 H6 Nam mac bénh viém gan C, Lei
va ddng tac gia phat hién thay kiéu gen CC va TC cua da hinh nucleotide don
1s2287622 ¢6 lién quan dén nguy co méc viém gan C cao hon kéu gen TT.
Nghién ciru vé da hinh rs2287622 trén nhom bénh nhan viém gan C nguoi
Ai Cap, Besheer va dong tac gia nhan thiy méi lién quan giita kiéu gen CC
va alen C vai tinh trang nng do axit mat cao & cac bénh nhan nay [108].
Theo d6, kiéu gen dong hop tir CC va alen C & nhdm bénh nhan c6 tinh trang
X0 gan cao hon so vdi nhdm khdng bi xo gan, hon nira, kiéu gen CC va alen
C ciing xuat hién & nhém bénh nhan bi xo hoa tién trién nhiéu hon & nhirng
bénh nhan bi xo hoa sém. Hon nita, ndng do axit mat quan sat duoc & bénh
nhan vién gan man tinh c6 kiéu gen CC cao hon nhiéu so véi nhiing ngudi
c6 kiéu gen TC hoic TT. Khao sat da hinh nucleotide don rs2287622 trong
gen ABCB11 trén 266 bénh nhan va 250 ddi chimng cho thay kiéu gen CC va
TC khéc biét dang ké giita bénh nhan teo duong mat bam sinh va nguoi khoe
manh (P < 0,01), va alen C c6 lién quan dén viéc tang nguy co mac bénh
(OR = 2,47; 95%ClI: 1,84-3,32; P < 0,01). Tan sb kiéu gen TC + CC cua
bién thé p.Val444Ala (c.1331T> C, rs2287622) trong gen ABCB11 khéc biét
¢6 y nghia & bénh nhan Viét Nam méc bénh teo dudng mat bam sinh. Bién
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thé nay c6 thé lién quan mat thiét dén tinh trang & mat va dan dén nhiing ton
thwong nghiém trong duong mat gy tic nghén duong mat cho nguoi bénh.

Ngoai nhitng nghién ciru vé dot bién, danh gia mdi lién quan giira cac
da hinh nucleotide don v&i nguy co mic bénh ciing duoc nhiéu nha khoa hoc
quan tdm. ABCC2 va MYO5B la nhitng gen da dugc nhom nha khoa hoc Thai
Lan nghién ctu va phét hién c6 nhiing bién thé co lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh. Cac bién thé trén gen ABCC2 va MYO5B déu co dic
diém chung la dan dén tinh trang @ mat va ting bilirubin. Gen ABCC2 ma
hoa protein MRP2 (multidrug resistance protein 2). Cac bién thé trén gen
ABCC2 1am rdi loan chirc ning MRP2 dan dén lam ting bilirubin trong mau.
Dong thoi, nguy co & mat trong thai ky co lién quan dén da hinh nucleotide
don cuia MRP2. Bién thé trén gen ABCC2 dugc cho 1a lién quan dén tinh
trang & mat & bénh nhan méc hoi chitng Dubin-Johnson. Trong nghién ctu
nay, ching t6i khong tim thdy mdi lién quan giita da hinh nucleotide don
rs927344 trén gen ABCC2 véi nguy co mic bénh teo dwdng mat bam sinh
trén bénh nhan nguoi Viét Nam.

C4c bién doi trén gen MYO5B duoc phat hién trén mot s6 bénh nhan G
mat trong gan tién trién gia dinh (Progressive familial intrahepatic
cholestasis-PFIC). Ngoai ra, cac bién thé trong gen MYO5B ciing duoc cho
1a c6 lién quan dén di thudong duong mat dan dén nhiing triéu chirng 1am sang
ctia bénh teo duong mat bam sinh nhu vang da, & mat trong gan. Dot bién
MYOS5B duoc bao co la anh hudng dén chirc ning gan mat, lam ting ndng
do axit mat trong huyét thanh va dan dén & mat & nhitng bénh nhan teo dudng
mat bam sinh. Trong nghién ctu ndy, chiing toi khéng tim thay mai lién quan
giita da hinh nucleotide don rs1815930 trén gen MYO5B vé6i nguy co maic
bénh teo duong mat bam sinh trén bénh nhan nguoi Viét Nam.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan
1. Phat hién 02 dot bién di hop tir kép méi ¢.412G>A (p.Gly138Arg) trén
gen FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhan la
chi em rudt trong mot gia dinh.
2. Phét hién 01 dot bién dich khung ¢.50_51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen
KRT18 va 02 dot bién ¢.314C>A (p.Serl05+), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu)
déu & dang di hop tur trén gen ATP7B ¢ 01 bénh nhan mic ddng thoi hai bénh
teo duong mat bam sinh va Wilson, trong d6 dot bién c¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 c6 tiém ning lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh.
3. i danh gia mdi lién quan giita cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén
gen ABCB11, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen
MYO5B véi nguy co méic bénh teo dudng mat bim sinh & bénh nhan nguoi
Viét Nam. Trong dé:

- Pa hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11 c6 mdi lién
quan véi bénh teo dudng mat bam sinh. Cu thé, ngudi mang kiéu gen TC va
CC c6 nguy co mac bénh cao hon so voi nguoi mang kiéu gen TT.

- Da hinh rs927344 trén gen ABCC2 va da hinh rs1815930 trén gen
MYO5B khdng c6 méi lién quan dén nguy co méc bénh teo duong mat bam
sinh ¢ nguoi Viét Nam.

Kién nghi

Mic di nghién ctru nay da phat hién dugc mot sé diém dot bién co
tiém ning gay bénh tuy nhién can tiép tuc nghién ciru sau hon vé anh huéng
cua nhitng dot bién nay dén chire ning protein, tir 46 1am 13 co ché bénh sinh
ctia bénh teo dudng mat bam sinh. Mt khéc, c6 thé mo rong pham vi nghién
ctru nham phan tich thém nhitng diém da hinh nucleotide don khac c6 lién
quan dén nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh & ngudi Viét Nam.
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