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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan luan 4n “Nghién ctru dot bién va da hinh cua mot sé
gen & tré em méc bénh teo dudng mat bam sinh” 14 cong trinh nghién ctu caa
chinh minh dudi sy huéng dan khoa hoc cua tap thé husng dan. Nghién ctu
dugc thyuc hién trong khudn khd dé tai Quy phat trién Khoa hoc va Cong nghé
Quéc gia Nafosted ma s6 108.02-2018.305 “Nghién ciru vai trd caa bién doi di
truyén trén cac gen lién quan & bénh teo dudng mat bam sinh bang giai trinh ty
toan bo ving ma héa” do GS.TS Nguyén Huy Hoang 1am chua nhiém. Luan an
st dung thdng tin trich dan tir nhidu ngudn tham khao khac nhau va céc thong
tin trich dan dugc ghi rd nguon goc. Cac két qua nghién ciu cua toi dugc cong
b chung voi céc tac gia khac da duoc sy nhét tri cua dong tac gia khi dua vao
luan &n. Céc s liéu, két qua duoc trinh bay trong luan an 1a hoan toan trung
thue va chua timg duoc cong bd trong bat ky mot cong trinh nao khac ngoai
cac cdng trinh cdng bé cua tac gia. Luan an duoc hoan thanh trong thai gian toi
lam nghién cuu sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé, Vién Han lam Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Noi, ngay 28 thang 10 nam 2024
Tac gia luan an

|

Nguyén Vin Tung
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LOI CAM ON
Té6i xin duwgc bay to long kinh trong va biét on sau sic téi GS.TS.
Nguyén Huy Hoang va TS. Nguyén Thi Kim Lién da tan tinh huéng dan, tao

moi diéu kién thuan loi cho tdi trong suét qua trinh hoc tap, nghién cau ciing
nhu thuc hién luan an.

Téi ciing xin chan thanh cam on ban Giam ddc, tap thé can bo Hoc vién
Khoa hoc va Céng nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam da
tao diéu kién thuan loi nhat cho tdi trong qué trinh hoc tap va nghién ctu tai
day.

T&i xin chan thanh cam on Ban 1anh dao Vién Nghién ctu hé gen, Vién
Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam da gitp d& va tao diéu kién thuan
loi cho tdi trong qua trinh thuc hién luan an.

T&i xin tran trong cam on sy ung ho va tham gia nhiét tinh cua cac can
bo, ddng nghiép caa phong Hé gen hoc chirc ning, Vién Nghién ctu hé gen
cling cé4c béc si tai khoa Gan mat, khoa Di truyén va Sinh hoc Phan tir, Bénh
vién Nhi Trung Uong da giup d&, déng hanh cuing tdi trong qua trinh trién khai
thi nghiém, phan tich két qua va hoan thién luan an.

T6i xin tran trong cam on phong Quan Iy tong hop Vién Nghién ctu hé
gen da nhiét tinh gitp do va tao diéu kién thuan loi vé moi mit, hd tro t6i thuc
hién cac thu tuc can thiét dé toi co thé hoan thanh chuong trinh hoc tap va
nghién ctru cua nghién cuu sinh.

T6i mudn bay to 10ng biét on sau sac ti gia dinh va nguoi than da & bén
t6i cham soc, dong vién, gilp tdi yén tam hoc tap va nghién cau.

Tac gia luan an

,’

Nguyé&n Vin Tung
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1
MO PAU

Teo dudng mat bam sinh (biliary atresia — BA) 1 bénh 1y hiém gip dac
trung bdi qua trinh viém, xo hoéa, pha huy toan b duong mat trong va ngoai
gan dan dén sy can tro luu thong ctia mat. Tré mac bénh ¢ thé co vé ngoai binh
thuong khi mai sinh. Da va mat bénh nhan teo dudng mat bam sinh c6 mau
vang do lugng sic té mat trong mau cao. Thong thudng, day 1a dau hiéu dau
tién cua bénh teo duong mat bam sinh. Phuong phép chan doan bénh hién nay
cha yéu dua trén 1am sang va can 1am sang nhu chi sé bilirubin, sinh thiét gan...
va phau thuat dé chan doan xac dinh. Bénh c6 thé diéu tri bang phau thuat trong
giai doan mai sinh. Tuy nhién, néu khong dugc phat hién va phau thuat sém
bénh s& phat trién thanh xo gan mat thi phat dan dén tir vong khi 1 tudi.

Cho dén nay nhiing hiéu biét vé co ché bénh nguyén va bénh sinh cua
c4c ton thuong gan va hé thdng duong mat trong teo duong mat bam sinh van
chua duoc 1am rd. Mot sb gia thuyét vé nguyén nhan gay bénh duoc dua ra
nhu: cac rdi loan vé gen di truyén, co ché tu mién, céc bat thuong vé mién dich,
do nhiém doc va nhiém virus. Trong d6, réi loan vé gen di truyén bao gom dot
bién va da hinh nucleotide don duoc nhiéu nha khoa hoc trén thé gisi quan tam.
Viéc xac dinh duoc mdi lién quan giira cac da hinh nucleotide don véi nguy co
méc bénh teo dudng mat bam sinh gitup cac bac si chan doan sém tir d6 dua ra
phuong phap diéu tri pht hop. Tuy nhién, hién nay cac nghién ctu & Viét Nam
cha yéu tap trung vao yéu tb 1am sang, cac phuong phép ting cudng hiéu qua
diéu tri bénh. Nghién ctu vé yéu to di truyén ¢ bénh teo dudng mat bam sinh
con kha han ché.

Trén thé gi6i, cac nha khoa hoc d3 tim ra méi quan hé giira cac dot bién
gen va da hinh don nucleotide trén nhiéu gen lién quan dén bénh teo duong mat
bam sinh. Vai s6 lwong va kich thudc gen 16n, viéc nghién cau tirng gen riéng
1& doi hoi nhiéu thoi gian, chi phi cao. Giai trinh ty toan bo ving ma hda va
toan bo hé gen bang céng nghé giai trinh tu thé hé méi cho phép xac dinh bién
thé xay ra d6ng thoi trén nhiu gen, qua do6 rat ngan qua trinh phén tich da tro
thanh phuong phap thay thé hiéu qua khi tién hanh cac nghién ctu di truyén.
Hang chuc nghin bién thé gen c6 thé dugc xac dinh trong mdi ving ma hoa
trong nhiéu bénh phic tap nhu: tim mach, than kinh, chuyén hoa.... Théng
thuong, moi gen khéng chi dong mot vai tro trong sinh bénh hoc ciia bénh teo
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duong mat bam sinh vi phan Ién ching gép phan vao nhiéu qua trinh sinh hoc
khac nhau. Duya trén cac dic diém bénh ly cua teo dudng mat bam sinh va chic
nang ctia gen, cac bién thé di truyén cé tiém nang lién quan dén teo dudng mat
bam sinh c6 thé duoc phan loai thanh cac con duong: su phét trién gan mat, qué
trinh xo hda, viém, su bat thuong vi 16ng mao (bénh ly tiém mao). Do d6, ngoai
viéc sir dung phuong phap giai trinh ty todn bd ving gen ma hoa dé xac dinh
cac dot bién gen gy bénh, trong noi dung luan &n nay con thuc hién phan tich
mébi lién quan giira ba da hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11, da
hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYO5B Vi nguy
co mac bénh teo dudng mat bam sinh & bénh nhan nguoi Viét Nam. Cac gen
nay tham gia vao mot con duong gay bénh teo dudng mat bam sinh khéc nhau,
dong thoi, chua c6 nghién ciru ctru ndo trén thé gisi danh gia méi lién quan cua
chung dén bénh teo duong mat bam sinh.

Xuat phat tir nhitng thuc tién do, dé tai “Nghién ciru dot bién va da hinh
ciia mot s6 gen & tré em mdc bénh teo dwong mdt bam sinh” duoc thyc hién
nham xac dinh c&c bién d6i di truyén trén cac gen lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh.

Muc tiéu nghién ciru

- Giai trinh tu toan bd ving gen ma héa cua mot s6 bénh nhan méc teo
duong mat bam sinh tir d6 xac dinh duoc cac dot bién gen lién quan dén bénh
teo dudng mat bam sinh.

- Phan tich méi lién quan giita cac da hinh nucleotide don véi nguy co
méc bénh teo duong mat bam sinh & ngudi Viét Nam

Ngi dung nghién crru

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

- Giai trinh ty toan b ving ma hda caa mot sé bénh nhan mic bénh teo
duong mat bam sinh dién hinh.

- Phan tich s liéu, sang loc va tim dot bién trén cac gen lién quan dén
bénh teo duong mat bam sinh & cac bénh nhan duoc giai trinh ty toan bo ving
mé hoa.
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- Phan tich méi lién quan giira cac da hinh nucleotide don véi nguy co
méc bénh teo duong mat bam sinh trén sé luong I6n bénh nhan va dbi chang.

Nhitng déng gdp mdi ciia dé tai
1. B4 phat hién 02 d6t bién méi di hop ti kép ¢.412G>A (p.Gly138Arg) trén
gen FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ hai bénh nhéan la chi
em rudt trong mot gia dinh. Phét hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 va 02 dot bién c.314C>A (p.Serl05%),
¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu & dang di hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh
nhan méic ddng thoi hai bénh teo duong mat bam sinh va Wilson, trong d6 dot
bién .50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 c6 tiém ning lién quan
dén bénh teo dudong mat bam sinh.
2. Banh gia moi 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 mac bénh teo dudng mat bam sinh & bénh nhan ngudi Viét
Nam.
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Chuong 1. TONG QUAN
1.1. Bénh teo dwdng mat bam sinh

Teo duong mat bam sinh 12 bénh ly hiém gap cta gan va dudng mat, xay
ra trong qué trinh phét trién tao dng ctia duong mat trong thoi ky tao phéi. Hé
théng duong mat duoc tao nén tir tli thira gan caa rudt truéc vao tuan thir 4 cua
phdi va biét hda thanh 2 thanh phan dau va dudi. Tai mat, 6ng tli mat va ong
mat chu duoc tao nén tir phan dau. Con dudng mat trong gan ciing nhu phan
duong mat ngoai gan con lai dugc tao nén tir phan dudi. Bénh khai phét ¢ thoi
ky so sinh, duoc dic trung bai su khiém khuyét cua hé thong ng mat, dan dén
tac ngh&n dong chay mat, gay & mat. Bénh c6 thé diéu tri bang phau thuat trong
giai doan mai sinh. Tuy nhién, néu khong dugc phat hién va phau thuat sém
bénh sé& phat trién thanh xo gan mat tha phat dan dén tir vong khi 1 tudi. Teo
duong mat bam sinh 1a nguy@n nhan gay tir vong phd bién nhat trong nhiing
hoi ching vé gan mat ¢ tré em [1]. Phuong phap diéu tri duy nhat hién nay Ia
phau thuat Kasai mo thong rudt dé cai thién dong mat. Tuy nhién cd mot ty I¢
cao bénh nhan ngay ca khi khoi phuc duoc luu lugng dong mat van phat trién
tién trang viém va xo tién trién duong mat trong gan dan dén xo gan thir phat.
Do tudi thuc hién phau thuat Kasai 1a mot yéu té quan trong anh huong dén két
qua. Nhitng bénh nhan da nhan dugc phau thuat Kasai trong vong 60 ngay dau
doi it co kha nang phai ghép gan hon.

Tan suat mac bénh khac nhau theo tirng khu vuc trén thé gidi, tham chi
giira cac khu vuc trong cling mot dat nuge. Bénh teo dudng mat bam sinh xuét
hién & chau A va chau Phi nhiéu hon chau Au, & nit nhiéu hon & nam. O Anh
va Phap ti Ié mac tir 1/17.000-1/19.000 tré sinh séng, & Hoa Ky la 1/15.000 tré
[2-4]. O Ha Lan, ti 1é mic ¢ nong thon cao hon 68% so véi ¢ thanh thi [1]. Tan
suat mac bénh & cac nude Chau A va Tay Thai Binh Duong khé cao, & Nhat
Ban la 1/10.000 tré va ¢ Pai Loan 1a 1/5.000 tré [5]. Bac biét, theo mot nghién
ctru ndm 2016, bénh teo dudng mat bam sinh & Trung Qudc ¢4 ti 1é mic it hon
S0 Véi cac nude phuong Tay [6]. Ly do cho diéu ndy van chua rd rang nhung
goi Y rang cac yéu té méi trudng hoac di truyén co thé gop phan gay ra hoi
chtng teo duong mat bam sinh. Ti I& mac bénh cao hon ciing duoc thay & nhiing
Hawaii, nguoi Inuits va ngudi My ban dia [7]. Tuy nhién, nguyén nhan dan dén
su khac biét vé ty 16 mac bénh giira cac khu vuc trén thé gi¢i van chua dugc
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lam rd. Mot nghién cau gan day cho thay su khéac biét vé ti 16 mic bénh teo
duong mat bam sinh c6 thé twong quan véi tan suat cua haplotype khang
nguyén bach cau (HLA) & ngudi [8]. Bénh teo dudng mat bam sinh thuong
Xuat hién riéng l¢, rat it truong hop dugc béo c6 co tinh chat gia dinh. Bénh
khong déng nhat vé mat di truyén, cac méi lién hé gia dinh 1a rat hiém. Phan
tich tir 12 tai liéu khoa hoc véi 35 cap song sinh, Xu va ddng tac gia tong hop
dugc 36 bénh teo dudng mat bam sinh (trén tong s6 70 d6i tuong) cho thay teo
duong mat bam sinh & cac cap song sinh la rat hiém gap va tinh trang bénh ¢
cac cdp sinh ddi ciing khong gidng nhau, tuy nhién nghién ctu vé bénh trén cac
trudng hop ndy cung cap nhiéu théng tin hitu ich vé can bénh ¢ nguyén nhan
phuec tap [9].

1.1.1. Trigu chéng 1am sang va phan logi bénh
1.1.1.1. Triéu chuzng lam sang

Triéu chiing 1am sang chu yéu cua bénh teo dudng mat bam sinh 13 ting
bilirubin, vang da, phan bac mau va gan 16n [10]. Tré mic bénh cd thé cd veé
ngoai binh thudng khi mai sinh. Da va mat bénh nhan teo dudng mat bam sinh
c6 mau vang do luong Sac to mat trong mau cao. Thong thudng, day 1a dau hiéu
dau tién ctia bénh teo dudng mat bam sinh. Ngoai ra, nudc tiéu ¢6 mau san ciing
la mot dic diém 1am sang khac. Mot sb bilirubin ting trong mau duoc than loc
va loai bé qua nudc tiéu. Céc biéu hién 1am sang thuong kho phan biét tré bi
teo duong mat bam sinh véi tré bi vang da sinh Iy hoic mot dang & mat khac.
Nguyén nhan 1 boi tinh trang vang da va & mat cé thé xuat hién ngay tir thoi
ky sau sinh rat giéng véi véi tinh trang vang da sinh 1y thuong gap & hon mot
nira 6 tré so sinh. Tuy nhién, & Mot s6 tré cac triéu ching vang da va phan bac
mau Xuét hién mudn hon vé sau. Nguoi ta nhan thay & nhiéu bénh nhi, phan su
c6 mau vang hay vang nhat, nudc tiéu tré nén dam mau, gan 1én 1a do hién
tuong & mat. Mot diém dang luu y nita 1a phan 16n tré bj teo duong mat bam
sinh ¢ su phét trién can nang va thé chat hoan toan binh thudng trong nhiing
thang dau, tham chi cho dén lGc phau thuat. Tuy nhién, van c6 mot sé it tré co
tinh trang suy dinh dudng, thiéu méau hay cham phat trién. Triéu chiing kém
theo bao gom su giam ty 1& prothrombin do tinh trang kém hap thu vitamin K,
chay mau noi so, chay mau ngoai da, bilirubin mau ting, cha yéu I bilirubin
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truc tiép, ndng do axit mat, ndng do lipo-protein X (Lp-X), ndng d6 gamma-

glutamyl transpetidase trong mau tang.

V& mit 1am sang, tré so sinh bi teo dudng mat bam sinh thuong cé gan
to va lach to khi tré dugc 4-8 tuan tudi va cac xét nghiém thuong cho thay ting
ALT, AST, bilirubin toan phan va bilirubin tryc tiép, trong khi GGT (gamma
glutamy! transferase) va nong do phosphatase kiém thuong ting 1én dén mirc
trén 1000 U/dl. Hinh anh siéu &m cd thé cho thay tdi mat khéng c6 hoic khéng
c6 thi mat. Viéc phat hién va chan doan bénh muon thudng 1am giam hiéu qua
cua phau thuat Kasai, dac biét 1 vai tré so sinh trén 45 ngay tudi.

Cho dén nay, siéu am gan mat van dugc xem la phuong tién chan doan
hinh anh duoc sir dung dau tién & mot bénh nhi duoc nghi ngo teo duong
mat bam sinh. Siéu Am can duogc 1am & hai thoi diém, 10c tré doi va sau khi tré
bl. Muc dich ctia siéu am & hai thoi diém 1a néu c6 tdi mat va khong teo duong
mat thi sau khi tré ba, tdi mat sé tang co bop theo dap g sinh ly binh thuong.
Cac dau hiéu gian tiép danh gia teo duong mat bang siéu am cd thé thay: tdi
mat kich thudc nho (d6i khi khong nhin thay tGi mat khi tré nhin b hozc chi
nhin thay di tich tGi mat), tGi mat thanh day, b khong déu. Kich thuéc tdi mat
khong thay doi trude va sau khi ba. Truong hop tli mat c6 kich thudc nho hon
binh thudng va su thay d6i kich thudc trude va sau ba dudi 30% ciing co thé
loai trir teo duwong mat.

Mot phuong phap duoc sir dung rong rii & cac nuéc chau Au la chyp
nhap nhay gan-mat (chup SPECT) st dung ddng vi phong xa Tc99 nham phat
hién sy dao thai cac chat dong vi phong Xa qua duong mat xubng rudt. Binh
thuong chit ddng vi phong xa duoc té bao gan hap thu, bai tiét va dao thai
xudng theo duong mat. Khi bi teo dudng mat, chat déng vi phdng xa khéng
duoc bai tiét xudng rudt do d6 s& cho hinh anh duong tinh sau 24 h. Sy c6 mat
cuia dong vi phong xa & rudt non sau khi sir dung thuéc cho phép loai trir duoc
bénh teo duong mat bam sinh. Tuy nhién, trong nhimng truong hop hoi ching
mat dic hay trong trudng hop thiéu san dudng mat, xét nghiém hinh anh nay it
gitip dugc chan doan phan biét, d6 dic hiéu cua phuong phap giao dong tir 40
—100% va c6 gia thanh cao.

Chup duong mat trong mé 1a tiéu chuan vang dé chan doan teo mat bam
sinh vai cac bénh nhan nghi ngo trong khi cac tham do khac chua rd rang nén
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dugc mo tham do. Chup trong md nham xac dinh chat mau cd chay binh thuong
vao ong tiéu hoa hay khéng.

Sinh thiét van duoc xem 13 yéu té quyét dinh trong chan doan nhitng
truong hop teo dudng mat bam sinh kho, teo dudng mat ngoai gan. Hiéu qua
chan doan ctia phuong phap dat 96 — 98%, phu thudc nhiéu vao manh sinh thiét
ldy dugc. Mau sinh thiét ¢ giai doan sém cuaa bénh c6 thé nham vai viém gan
so sinh, nguoc lai khi & giai doan muon ton thuong qua ning rat kho dé chan
doan dung. Sinh thiét thuong dugc chi dinh trong nhimg trudng hop bénh nhi
c6 thi mat. Viéc sinh thiét duoc tién hanh qua dudng mé thuong, qua duong
noi soi 6 bung hay tham chi qua da. Cac dic diém giai phau bénh caa teo duong
mat bam sinh bao gom: gan & mat xanh thim, bé mat san sui, thd rap, hinh anh
r mat, xo hoa quanh khoang cira, van xoan cac bé gan.

1.1.1.2. Phan loai bénh

Hién nay, c6 hai cach chinh dé phan loai c4c thé teo duong mat bam sinh
la dua trén 1am sang va dya vao giai phau bénh. Theo giai phau bénh dua trén
anh chup dudng mat can quang, bénh teo duong mat bam sinh cé thé chia thanh
3 dang chinh:

- Type 1, bénh nhan bi teo & phan dng mat cha (chiém 5%).

- Type 11 12 cac bénh nhan bi teo 1én dén 6ng gan chung, c6 thé két hop
v6i nang duong mat (chiém 2%).

- Type |11 12 c&c bénh nhan teo duong mat ngoai gan va éng mat dén
viing rén gan (chiém téi 90%).

Dua theo céc triéu chirng 1am sang, bénh teo dudng mat bam sinh ¢ thé
chia thanh ba loai nhu sau [11]:

- Teo duong mat bam sinh khéng kém cac di tat bat thuong khac: chiém
khoang 70 - 85% truong hop. O nhém nay, tré thuong vang da tién trién dan
trong 2 thang dau sau sinh két hop véi phan bac mau. Teo duong mat bam sinh
khong di kém cac dj tat bat thuong khac duoc cho 1a két qua cua su két hop
giita cac tac dong tir moi trudng va khuynh hudng di truyén [12].

- Teo duong mat két hop véi cac di dang khac (hoi ching BASM — biliary
atresia splenic malformation): chiém khoang 10 — 15% truong hop. Cac di dang
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bao gom: bat thudng lach, dao nguoc phu tang, bat thudng xoay, gian doan tinh
mach chu du6i va bat thuong vé tim. Tién luong sau phau thuat khéng tét so
véi nhém khéng co di tat. Teo dudng mat két hop véi cac di dang khac c6 thé
dugc hinh thanh do hinh thai khiém khuyét caa éng mat trong qué trinh phét
trién phdi thai va cac bat thuong vé nhiém sic thé [13].

- Teo duong mat co6 nang: teo duong mat ngoai gan dac trung bdi su teo
hodc vang mat do viém gay huy hoai dudng mat. Tuy nhién, khoang 10% cac
truong hop ¢ sy hinh thanh cac nang duong mat cé thé dan dén chan doan
nham véi nang 6ng mat chi. Nhiing truong hop teo duong mat ¢ nang ¢ tién
lwong sau phau thuat tot hon so vi nhém teo dudng mat trong gan.

1.1.2. Nguyén nhan gay bénh teo dwong mdt bam sinh

Cho dén nay nhitng hiéu biét vé co ché bénh nguyén va bénh sinh cua
c4c ton thuong gan va hé thdng duong mat trong teo duong mat bam sinh van
chua duoc 1am rd. Hau hét cac nha nghién ctiu 1am viéce trong linh vuc nay déu
tin rang teo duong mat bam sinh khéng phai 1 cian bénh c6 mot nguyén nhan
duy nhat ma 1a sy két hop caa nhiéu kiéu hinh khac nhau c6 chung céc dic diém
lam sang nhét dinh. Teo duong mat bam sinh c6 thé 14 mot bénh da yéu to,
trong d6 su twong tac gitra moi truong va di truyén 1a co sé sinh bénh hoc cua
can bénh nay. Mot s gia thuyét vé nguyén nhan gay bénh duge dua ra nhu:
cac roi loan vé gen di truyén, co ché tu mién, cac bat thuong vé mién dich.
Ngoai ra, nguoi ta con dua ra gia thuyét rang mot s6 yéu to ngoai sinh van chua
dugc biét dén, c6 thé virus (vi du nhu cytomegalovirus) hoic chat doc
(biliatresone) c6 thé 1a cin nguyén cta cin bénh nay [14,15] (Hinh 1.1).
Biliatresone gay ra su pha huy hé thong mat ngoai gan & ca ngua van. Chat doc
nay cling 1am mat 16ng mao & cac té bao dudng mat ngoai gan caa chudt so
sinh trong mdi trudng nudi cay, cho thay rang bénh 1y 16ng mao do doc t6 gay
ra gop phan vao co ché bénh sinh cua teo dudng mat bam sinh. Mot s6 nghién
ctru vé ty 1& mac bénh teo dudng mat bam sinh & mot sé nhdm nguoi chiang han
nhu Chau A va Polynesia, cho thay ring cac yéu té di truyén va méi truong co
thé 1a nguyén nhan gay ra bénh. Cac nghién cau di truyén gan day da phat hién
ra moi lién hé gitra vang da & mat va cac khuynh hudng di truyén trong ca DNA
hat nhan va DNA ty thé [16,17]. C6 gia thuyét cho rang dot bién soma ciing
duoc coi 12 mot nguyén nhan gy ra bénh teo dudng mat bam sinh [18].
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Virus duoc cho 1a lién quan dén nguyén nhan ctia bénh teo duong mat.
Ké tir khi duge Benjamin Landing dé cap vao nam 1974, nhiéu loai virus da
duoc phat hién tryc tiép ¢ gan bi ton thuong va tan du mat hoac gian tiép do su
hién dién ctia cac dau hiéu huyét thanh nhiém tring ¢ nhitng bénh nhan bi teo
duong mat, bao gdm human papillomavirus, human herpes virus 6, Epstein—
Barr virus, reovirus, rotavirus.... Ngoai ra, da c6 bao cdo cho rﬁng su tuong tac
gitta hé vi sinh vat duong rudt véi réi loan chuyén hoa tryptophan va axit mat

c6 thé 1am ning thém tong thuong gan do teo duong mat bam sinh [19].

Di truyén

Nhiém virus

+Khuyét tit gen clia hé théng mat: Tnvs, Hesl,
Sw phat trién ciia gan Hnf6, Hnflb, Foxfl, Sox17, Lgr4 va Pdx1 ... Reovirus

UL +SNP : CFC1, VEGF, ADD3, STAT4. GPCI, Rotavirus
Cytomegalovirus

Ton thuong _tﬂron’g qua ARFE. Human papillomavirus
trinh phat trién 6ng dan + Dot bién gen: JAGI, ABCC2, UGTIAI, Human herpes virus 6
mit (3 thing dau) MYOS3B, RFX6, MLL2, ERCC4, KCNHI,

Epstein-Barr virus

ABCBI11, MIE CDI14,ICAMI, APM1,ITGB2...

Pic to

4 Teo dwong mit tir phéi

Poc td acid mat
thai

| Teo dwing mat thoi ky |
chu sinh

Tén thwong mién dich thoi ky so sinh

Dap tg mién dich IFN-y, IL-2, CD25, TNF, IL-15,
NKG2d, perforin va granzymes, IL-8, Thl...
CD4+, CD8+ T cell

Pai thue bao. ..

Tu mién
HLA-B12, A9-B5, A28-B35
HLA-DR2, HLA-A24-B52-DR2

Hinh 1.1: Twong tdc giita cdc co ché sinh bénh ciia teo dwong mdt bam sinh

Mot s6 nghién clru da phat hién sy c6 mat cua virus viém gan C ¢ cac
bénh nhan teo duong mat bam sinh [20,21]. Pbi v6i cytomegalovirus, Tarr va
ddng tac gia phat hién 5 trong sb 23 bénh nhan bj teo mat bam sinh duong tinh
v6i cytomegalovirus [22]. Tuong tu nhu vay, Oliveira va dong tac gia da phat
hién IgM duong tinh vé1 cytomegalovirus & 28,5% bénh nhan EHBA hodc u
nang mat [23]. Reovirus, dac biét 1a reovirus type 3 da duoc nhéic dén trong can
nguyén gay teo duong mat bam sinh. Tyler va dong tac gia (1998) da tim thay
gen ctia reovirus L1 trong mo gan cua 11 trong s6 20 bénh nhén teo duong mat

bam sinh [24]. Trong nghién ctru cia minh, Rauschenfels va cac dong tac gia
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da kiém tra cAc mau sinh thiét gan cua 74 bénh nhan teo dudng mat bam sinh,
va xac dinh DNA/RNA cua virus ¢ 30 bénh nhan trong d6 c¢6 21 trudong hop
phat hién DNA / RNA cua virus reovirus [25]. Nghién ctru cia Riepenhoff-
Talty (1996) da phat hién dugc RNA cua rotavirus nhém C trong 50% tong s6
mAu gan cia bénh nhan teo dudng mat bam sinh [26]. Tuy nhién, mot sé nghién
ctru khac lai cho thiy khong c6 méi lién hé giita viéc nhiém reovirus 3 va BA
hoic khong phét hién duoc RNA cua rotavirus (nhém A, B, C) tir mau gan cla
bénh nhan BA [27,28]. Nghién ciru gan day ciing chi ra khong c6 mdi lién quan
giita teo dudng mat bam sinh va cac virus viém gan A, B, C [29].

M6t nguyén nhan nita ciing duoc gia thiét gay ra teo duong mat bam sinh
la do cé4c t6 thuong cua hé mién dich bam sinh va mién dich thich ung. Hé
théng mién dich bam sinh 1a tuyén phong thu dau tién chong lai cac tac nhan
gay bénh bao gom cac dai thuc bao, té bao dudi gai va bach cau trung tinh. Cac
té bao dudi gai va dai thuc bao dong vai trd 1a cau ndi gitra hé thong mién dich
bam sinh va mién dich thich tng. Réi loan hé mién dich duoc gia thiét co
nguyén nhan sau sa tir nhiém khuan, virus va cac chat doc hai dan dén cac té
bao trinh dién khang nguyén & biéu mé duong mat trinh dién khang nguyén la,
kich hoat dai thuc bao va té bao lympho vé vi tri viém gay tén thuong biéu md
duong mat. Su biéu hién bt thuong cua khang nguyén bach cau ngudi (HLA)
— DR trong biéu mé dudng mat ¢ bénh nhan mat mau 1a bang chang khéac vé
su tham gia caa quéa trinh mién dich, vi su hién dién caa n6 cho thay rang cac
té bao nay hoat dong nhu céc té bao trinh khang nguyén va kich hoat truc tiép
té bao lympho T [30]. Ham lugng phan tir két dinh noi bao (ICAM - 1) va phan
tir két dinh té bao mach mau (VCAM — 1) cao ciing lam tang muc do tram trong
cua bénh. Mac ICAM-1 va VCAM-1 cao c6 lién quan dén bénh gan tién trién
[31]. Co ché nay cho thay rang cac phan tir bam dinh c6 thé dong mot vai trd
dang ké trong phan tng viém & nhu dong mat, c6 thé boi sy luu giir va kich
hoat cua bach cau luu hanh.

Dap tng mién dich té bao chu yéu trong teo duong mat bam sinh bao
gom su kich hoat céc té bao T CD4+, CD8+ trong viing san xuat cytokine Thil
(IL-2, IFN-y) va dai thuc bao tiét ra TNF-a [34,35]. Nhitng té bao lympho nay
xam nhap vao trong biéu md éng mat dan dén sy thoai hda 6ng mat [36]. Viéec
san xuit va hoat dong cua cytokine thuong dugc dinh vi trong co quan dich,



11

tuy nhién khi su san sinh cytokine ting 1én c6 thé duoc luu théng trong huyét

tuong.

Mot gia thuyét co thé giai thich cho su tién trién cua tén thuong duong
mat & cac bénh nhan teo dudng mat bam sinh 1a mét cudc tan cong qua trung
gian mién dich trén biéu moé duong mat. Sau khi nhidm virus, cac té bao biéu
mo6 dng mat bi ton thuong c6 thé biéu hién khang nguyén tu mién va phan tng
tu dong tao ra Thi trung gian va san xuét té bao B cua khang thé tin céng éng
mat. Ngoai ra, cac protein virus c6 thé cd cau tric twong ty nhu protein trong
biéu md dng mat do d6 tao ra su mién dich ty mién dya trén mé phong phan ti.
Bang chitng manh nhat cho gia thuyét nay da thu duogc trén chudt, nhung &
nguoi chi ¢ bang ching gian tiép cho vai trd cua tu mién trong sinh bénh teo
duong mat bam sinh [37].

Ban chat tién trién caa tén thuong gan ¢ bénh nhan teo dudng mat su
hién dién caa cac té bao lympho trong gan, va lién két véi mot sé loai HLA
nhat dinh duoc cho 1a te mién [12]. Dbi véi khang nguyén bach cau nguoi
(Human Leukocyte Antigen-HLA), Silveira va dong tac gia [38] tim thay mot
ty 1¢ cao cia HLA-B12 va kiéu gen don boi A9-B5 va A28-B35 & tré em bi teo
duong mat, dic biét 14 & nhitng ngudi khdng c6 di tat lién quan. Yuasa va déng
tac gia [39] phat hién su két hop caa kiéu gen don boi HLA-DR2 va HLA-A24-
B52-DR2 véi teo duong mat chu sinh. Két qua nay cd thé chi ra ring mot hoac
nhiéu gen gan locus HLA déng vai tro trong sinh bénh hoc ciia teo duong mat,
hoic HLA- DR2 trén bé mat cua duong mat co thé dugc lién két truc tiép voi
co ché sinh ly bénh caa bénh nay. Hon nira, tré em bi teo 6ng dan mat ngoai
(extrahepatic bile duct atresia — EHBA) c6 thé bi viém gan tu mién trong giai
doan sau ghép [40].

Ngoai ra, yéu tb di truyén ciling dong vai tro quan trong trong viéc hinh
thanh bénh teo duong mat bam sinh. Nhiéu dot bién gen lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh d3 duoc phat hién trén cac gen nhu ADD3, EFEMP1,
MMP7 va ARF6. Vi sy phat trién cua cong nghé GWAS va giai trinh tir gen
thé hé méi, mot sd bién thé sb lugng ban sao (CNV) va da hinh nucleotide don
da duogc phat hién ¢ bénh nhan teo dudong mat bam sinh va c6 lién quan dén co

ché bénh sinh cta bénh teo duong mat bam sinh.



12

Sy bt hoat di truyén cia cac yéu t6 hat nhan té bao gan (HNF), nhu
HNF-1p [41] va HNF6 [42] dugc xem la giy ra cac di thuong hinh thai trong
6ng dan mat va trong tii mat. HNF-1B duoc két hop v6i hang nghin 6ng dan
mat noi tang, trong khi HNF6 c6 lién quan dén di dang dng tAm va su hién dién
ctia u nang ndi tang [43]. Vai trd clia cac yéu td biéu sinh trong sinh bénh hoc
ctia bénh teo dudng mat ciing da duoc danh gia boi Zhang va dong tac gia [44].
Trong nghién ctru ndy, cac tac gia tién hanh diéu tra su biéu hién gen & tré em
bi teo duwong mat phoi chu sinh hodc phdi. Céc tac gia tim thiy su gia ting cac
gen lién quan dén cic yéu té diéu tiét nhiém sac t6 (SMARCA-1, HDAC3 va
RYBP). Céac gen nay anh huéng dén qué trinh biéu sinh, vi viy céc tac gia suy

doan ching dong vai trd tiém nang trong sinh bénh tic nghén dudng mat.

Nghién ctru trong nhiéu nim qua cho thay su bién d6i gen lién quan dén
bénh nhu dot bién trén cac gen MIF (migration inhibitory factor), CD14,
ICAM1 (intercellular adhesion molecule-1, APM1 (adiponectin) va ITGB2
(CD18). Nghién ctru médi ddy cua Sangkhathat va dong tac gia (2018) da xéc
dinh dugc dot bién trén cac gen JAG1, ABCC2, UGT1A1, MYO5B, RFX6,
MLL2, ERCC4, KCNH1, ABCB11 trén 20 bénh nhan mic teo duong méit bam
sinh bang phuong phap giai trinh ty toan bo ving ma hoa [45]. Bén canh do,
da hinh trén mot $b gen nhu: CFC1, VEGF, ADD3, STAT4, GPC1, ARF6 ciing

duogc xac dinh 14 1am ting nguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh [46-50].

Sy xuat hién cua cac dot bién lién quan dén gen inversin (inv) trong
nhiém sic thé so 4, dugc biét dén la nguyén nhan gay ra su phat trién bat thuong
cua hé thong gan mat & chuét ciing da dugc nghién ctu ¢ bénh nhan teo duong
mat bam sinh nhung khéng c6 dot bién nao duoc xac dinh 1a ¢6 anh huong rd
rang [51]. Tuong tu nhu vay, mot s cac nghién ciru di chi ra mdi lién quan
gitta mot s6 alen HLA va bénh teo dudng mat bam sinh [52] trong khi nhiing
nghién ctu khac khéng xac nhan nhitng phat hién nay [53]. Nhu vay, mac du
c6 bang ching vé anh huong ctia mot sé bat thuong di truyén trong co ché bénh
sinh cua bénh teo duong mat bam sinh nhung vai trd chinh xac cua ching trong
bénh nay van chua rd rang va van dang duoc nghién cau.
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1.2. Vai tro cta yéu té di truyén trong co ché bénh sinh cia bénh teo dwong
mat bam sinh

Co so di truyén cua bénh teo dudong mat bam sinh rat phic tap. Teo
duong mat ¢ lién quan dén mot sb hoi chung bam sinh, di thuong nhiém sdc
thé va da hinh gen & mot s6 quan thé cu thé. Nguoi ta thay rang bénh c6 thé di
truyén theo kiéu troi hodc kiéu lin nhung nhiéu kha ning 1a do tinh trang da
gen, tinh khong ddng nhat vé gen va cac biéu hién 1am sang khac nhau [54].
Ngay cang c6 nhiéu bang chirng cho thay su lién quan giita bénh teo duong mat
bam sinh véi cac yéu td di truyén dic biét 1a dot bién xdy ra trong nhiing gen
quy dinh su phat trién ciia dng mat. Nghién ctru sinh bénh hoc cua teo duong
mat bam sinh cho thay cac khuyét tat di truyén phoi, cac bat thuong tién san,
bat thuong thai nhi do di truyén, cac yéu tb nhay cam v&i bénh dong vai trd
nhat dinh [55]. Cac gen duogc xac dinh lién quan dén sy phat trién 6ng dn mat
trong qua trinh phét trién phdi nhu: Invs, Hes1, Hnf6, Hnflb, Foxfl, Sox17,
Lgr4 va Pdx1.

Thong thudng, mdi gen khéng chi dong mot vai tro trong sinh bénh hoc
cua bénh teo dudng mat bam sinh vi phan 16n chiing gop phan vao nhiéu qua
trinh sinh hoc khac nhau. Dua trén cac dic diém bénh 1y cua teo duong mat
bam sinh va chitc nang ciia gen, cac bién thé di truyén co tiém ning lién quan
dén teo duong mat bam sinh c6 thé duoc phan loai thanh 4 con duong: sy phat
trién gan mat, qua trinh xo héa, viém, su bat thuong vi 16ng mao (bénh ly tiém
mao). Méi lién hé gitra cac con duong gay bénh duogc thé hién ¢ Hinh 1.2, cac
bién thé di truyén tiém nang co lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh
duoc thé hién & Bang 1.1. Viéc xac dinh va phan tich biéu hién cua gen lién
tham gia vao cac qué trinh sinh bénh hoc khac nhau cua teo duong mat bam
sinh s& cung cap nhiing hiéu biét rd rang hon vé co ché bénh sinh cua cin bénh
nay. Nghién ciru trén ¢d mau Ion hodc trén mé hinh dong vat 1a can thiét dé
chting minh vai trd va tim quan trong cta cac gen dén sinh bénh hoc cua teo
duong mat bam sinh
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“Pwéng truyén Hedgehog

—— Sw phat trién gan mat

@Gli1-3)t
i B Sw phét sinh hinh thai
Bénh Iy . '
tiém mao Bénh Teo dwd'ng mat bam sinh

_Chuyén dang g -y
b = trung mo | Sw hinh thanh mach
=L _ (angiogenesis)

— Xo hoéa ,J_ Viém

Growth factor pathway | Yéu té gay viém |
Fibrogenic signaling pathways | ——— HsCs { Kich hoat con dwéong gay viém |
Chemokine pathway t

Hinh 1.2: Mdi lién hé giira céc con dwong va co ché gay bénh teo dwong mat
bam sinh [56]

Trong giai doan tao phéi, hinh thai bat thudong ciia gan mat cd thé dan
dén bénh teo duong mat bam sinh di kém cac hoi ching bat thuong khac. Teo
duong mat bam sinh c6 nang — mét loai teo duong mat bam sinh khéng pho
bién ciing c6 thay hinh thai 6ng mat bat thuong nhu mét dic diém bénh Iy caa
bénh. Ba gen nhay cam tham gia vao qua trinh phat trién va hinh thanh 6ng mat
dugc xac minh bang nghién ctru trén md hinh dong vat 1a ADD3, ARF6 va
GPCL1. Tuy nhién, d6i véi bénh teo dudong mat bam sinh khong di kém cac hoi
chtng khac, tac dong ctia qué trinh phét trién gan mat dén bénh 1a chua 13 rang.

Teo duong mat bam sinh 1a mot bénh ¢o dic trung boi sy ting cudng
biéu hién cua cac yéu to gay viém trong gan caa bénh nhan teo dudng mat bam
sinh ¢6 su gia ting cac phan tar bam dinh viém va cytokine cd thé dong vai tro
la yéu t6 du bao kha ning song sot ty nhién caa gan sau phau thuat Kasai
[57,58]. Tuy nhién, ngay ca véi phau thuat Kasai, gan van cd thé tiép tuc bi
vién dai dang dan dén xo gan. Trong sinh thiét gan cua bénh nhén teo dudng
mat bam sinh, chdng ta cé thé phat hién mot sé thay doi trong té bao lympho.
Cac té bao viém khac, bao gdm bach cau &i toan, té bao plasma va dai thuc bao
cling c6 mat [59]. Mot sb alen cuia da hinh trén cac gen lién quan dén khia canh
khac nhau caa con duong viém d3 dugc ching minh 13 ¢6 lién quan dén nguy
co mac bénh. Trong nhitng ndm gan day, su diéu hoa cua cac gen gay viém,
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nhu MMP7, HMGB1, MIF va cac gen khac di duoc phét hién trong nhiéu
nghién ctru. Tuy nhién, sy biéu hién cao cua cac gen nay co thé 1a nguyén nhan
hoac hau qua cua ton thuong gan & mat man tinh & bénh nhan teo duong mat
bam sinh. Pa hinh nucleotide don trong mot s6 gen nhu MIF, ITGB2, ICAM1
cung cap bang chitng manh mé rang nhiing gen nay 1a gen nhay cam vai teo
duong mat bam sinh va sy réi loan diéu hoa cua ching dan dén kiéu hinh viém
ctia bénh nhan teo dudng mat bam sinh.Do d6, viéc diéu hda cac gen tién viém
c6 thé dong mét vai trd quan trong trong sinh bénh hoc teo duong mat bam
sinh.

Sy hinh thanh mach khéng chi thiic ddy qua trinh xo héa gan ma con dua
nhiéu chat dinh dudng dén dudng mat dé kich thich sy ting sinh cua ng dan.
Xo héa 13 mot dic diém chinh cta gan ¢ bénh nhan teo duong mat bam sinh.
Gidng nhu tinh trang viém, xo héa ciling co6 thé ton tai trong gan ¢ bénh nhan
teo dudng mat bam sinh ngay ca sau phau thuat Kasai va tinh trang nay c6 thé
dan dén xo gan. Kich hoat té bao hinh sao ¢ gan (HSC) dong vai trd quan trong
trong tién trinh xo hoa. Ngoai HSC, qua trinh chuyén dang biéu md — trung md
(Epithelial Mesenchymal Transformation - EMT) ciing gbp phan gay ra tinh
trang xo hoa gan thong qua viéc tao ra cac nguyén bao soi co san xuat collagen.
Sy tham gia caa qua trinh truyén tin hiéu yéu té tang trudng, cac con duong
truyén tin hiéu Fibrogenic va cac con duong chemokine déu duoc phat hién 1a
c6 lién quan dén viéc kich hoat HSC. Céac da hinh nucleotide di truyén c6 thé
dan dén su hinh thanh mach va xo hoa lién quan dén teo dudong mat bam sinh.

Long mao so cap dai dién cho mot ciu tric dudi té bao duoc bao ton tién
hoa ton tai & hau hét cac loai té bao trong co thé con nguoi. Long mao so cap
phdi hop nhiéu con dudng truyén tin hiéu khac nhau, bao gém ca nhitng con
duong duoc diéu chinh boi Hh, thu thé két hop protein G (GPCR), WNT,
tyrosine kinase thu thé (RTK) va TGFp/protein hinh thai xuong (BMP), cac
yéu t6 lién quan dén viéc kiém soat qué trinh phat trién, do déo cua md va chuc
nang ciia cic co quan. Bang cach cam nhan nhitng thay doi trong méi truong
ngoai bao, 16ng mao so cip phdi hop céc tang tin hiéu duoc khuéch dai tiép
theo trong toan bo té bao. Léng mao nam trén mang dinh cua long trong cua
biéu m6 duong mat va co chire ning sinh 1y nhu 1a chét thuc day dong mat va
cam bién cac thanh phan mat va do tham thau. Cac nha nghién ctu nhan thay
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rang, 16ng mao nguyén phat bi giam cd chon loc trong cac té bao duong mat
ngoai gan cua bénh nhan teo dudng mat bam sinh. Cac gia thuyét cho rang dot
bién gen lién quan dén su phat trién 16ng mao c6 thé dan dén sy phat trién kiéu
hinh teo duong mat bam sinh theo hai co ché sinh hoc khac nhau. Dau tién,
ngudi ta cho rang cau trdc va chic nang cua 16ng mao té bao mat bi khiém
khuyét c6 thé tu n6 gay ra rdi loan diéu hoa dudng Hh, thiuc ddy qué trinh sta
chita md bi rdi loan chirc ning va dan dén viém gan va xo hoa [60]. Ldng mao
khong thé thiéu trong con dudng tin hiéu Hh, twong tac véi cac thanh phan khéc
nhau tai cac diém khac nhau cua tang tin hiéu dé diéu chinh qua trinh tai tao va
stra chita gan. Thir hai, c6 kha nang 16ng mao bi khiém khuyét s& lam ton hai
chtic ning bao vé cua cac té bao duong mat cholangiocytes & tré so sinh chua
truong thanh trudc su tac dong cia axit mat, dan dén ton thuong gan mén tinh,
cling ¢6 thé kich hoat tin hiéu Hh. Ldng mao té bao duong mat ngan hon, sai
huéng hoic it phong phtt hon thuong duoc quan sat thay trong mot sé nghién
ctru & ca bénh nhan teo dudng mat bam sinh ¢d hoi chiing va khong c6 hoi
chirng [61] trong khi d6 hoat dong cia con duong tin hiéu Hh dugc chirng minh
la c6 lién quan dén kha nang song s6t khéng bi bénh vang da cua bénh nhan teo
duong mat bam sinh trong mot nghién ctu khac [62].
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Bang 1.1: Cac bién thé gen va vai trd cua chiing trong co ché bénh sinh cia bénh teo dwong mdt bam sinh

Loai Minor Su p?hét A .| Tailidu
Gen Vitri | Dan tgc dbSNP g Alen MAF trien E}%‘; Viém t:?‘efr?rr]nlgo tham
10925.1- | Trung Vung 0.494— i i
ADD3 "o quée | 'S17098385 CIT T gy X X [63,64]
ngu;OI CNV/(deletio i i i i X i X i [65,66]
a trang n)
152292832 vung TIC C 0.223 X - X -
Trung |ntr0n
GPCL | 24273 | Quéc vin [67]
1$3828336 ving cIT T 0.06 X - X -
Intron
Trung rs6707262 | S'upstream T/C C 0.438 X - X - [64]
QuoC | rs6750380 | 5'upstream T/C C 0.434 X - X -
ARF6 | 14q21.3 ng‘E"' rs3126184 | 3-UTR TIC T | 0.2857 X - - - [68]
a trang
Trung
: : 0.258 - X X - 69
MIR499 | 20q11.22 | QUOC | 53746444 I\éﬁgﬂ AIG G (6]
Ai Cap 0.46 - X X - [70]
Trung ,
ITGB2  21q223 | (¢’ | 151160263 | 3-UTR GIT T 0.191 - - X - [71]
ICAML | 19p13.2 Th&yhl (51799969 = Sainghia = GIA A | 0632 i i X i [72]
MIF | 22q11.23 Th&yhl 5755622 Ch;?];]‘ac GIC c | o6l i X | X i [73]
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Gen Vitri | Dantgc dbSNP L Alen MAF trién Xo Viém Efgnh ly tham
bién thé Alen ganmat | o2 titmmao | |
AiCap | rs5844572 Ch;?];‘ac insATTC | - - - X X - [74]
Trung . 0.089— i i
VEGFA | 6pl2 e | 153025039 | 3-UTR CIT T 5154 X X [75,76]
PDGFA | 7p22 | N9 | o990350 | vVUN9 GIC c | 037 i X | X i [77]
Quoc intron
Trung
EFEMPL | 2p16.1 @ Y90 | 151065201 | YUY GIA A 0.43 - X - - [78]
Chau intron
Au
cD14 | 5¢313 | N9 oosgo1g0 | VUM TIC c | 003 X i X i [79]
Quoc intron
NOTCH2 | 1p12 gl‘jgg (835576 | 3'UTR | AG G 0.42 X i i i [79]
ADIPOO | 3273 | 1M1 61501209 ving GIT T 0.189 X - X - [80]
' Lan intron '
rs187238 Promoter C/IG G 0.14074 - - X - [81]
IL18* 11922.2- | Trung 0.4089
9223 | QuoCc | 51946518 | Promoter TIG G ey 6 - - X - [81]
rs139293796 | Vung exon G/A A 0.00275 X - - X [82]
Da : 0.00028 - X [82]
PKDIL1*  7pi2.3 ching rs148011149 | Vung exon AlG G 3 X -
toc
rs776420484 | \Ving exon AlG G 3.00E- X - i X [82]

04
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Loai Minor Sw phat anh [y | Tailiéu
Gen Vitri | Dantoc =~ dbSNP o Alen MAF trién E}%‘; Viém t:?‘efr?rr]rgo tham
bien the Alen gan mat Khio
15139858574 | YUNIEXON | on A 0'0%030 X i - X [82]
15528302300 | YUNIEXON | Aqy. i 0'0%091 X i - X [82]
15143005953 | YUNIEXON 1 on A 0'0%697 X i - X [82]
5140456142 | YUNIEXON | op A 0'02115 X i - X [82]
(5770832054 | VUG EXON oy T MR X : ' X [82]
(752673990 | Vingexon | G/C C 4'(())%5 X i - X [82]
(5137852050 | Sainghia | A/C c | LO0& i i i X [83]
6p12.3- | Trung 04
PKHD1 r
pl2.2 Quoc 1.90E-
(5139127465 | Sainghia | A/G G - i i i X [83]

*: MAF dwoc dy tir co sé dir liéu NCBI
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1.2.1. Gen ABCB11

Gen ABCB11 nam trén nhanh dai ctia nhiém sac thé sb 2, tai vi tri q31.1.
Gen c6 d6 dai 110.54 kb, gdm 28 exon. Gen mé hoa cho protein BSEP c6 chirc
nang bom bai xuat mudi mat, van chuyén mudi mat ra khoi gan. Mudi mat 1a
mot thanh phﬁn cua mat, dugc st dung dé tiu hoa chét béo. Mudi mat duge
san xuat boi cac té bao gan va sau d6 dugc van chuyén ra khoi té bao dé tao ra
mat. Su giai phong mudi mat tlr cac té bao gan 1a rat quan trong ddi voi viée
tiét mat binh thuong. Clng véi cac protein da khang thubc nhu MDR1 (gen
ABCB1), MDR3 (gen ABCB4) va MRP2 (gen ABCC2), bom bai xuat mudi mat
(BSEP, gen ABCB11) la nhitng chat van chuyén dong mat ra ngoai quan trong
nhat. Céc bién thé di truyén di truyén xay ra trén cac chat van chuyén ho ABC
nay c6 thé diéu chinh biéu hién cuaa chat van chuyén va cé thé lién quan dén
nhiéu bénh gan & mat di truyén va mac phai. U mat, tang bilirubin mau xay ra
khi ¢ sy réi loan can bang ndi moi cua bilirubin va axit mat do céc protein
tham gia vao qué trinh tong hop, hap thu, giai doc va van chuyén axit mat va
bilirubin. Siéu ho ctia cac chat van chuyén cassette gan ATP ¢ gan (ABC) déng
mot vai tro quan trong trong viéc xu ly axit mat, bilirubin va nhiéu loai thuéc.
Nhitng khiém khuyét trong tong hop hoic chirc ning cua BSEP dan dén giam
bai tiét mubi mat va tich tu mubi mat. TAm quan trong ctia BSEP duoc thé hién
qua tinh trang & mat di truyén gay ra bai dot bién gen & ABCB11 tir mirc d6 @
mat dai ding va nghiém trong can ghép gan (nhu di thiy ¢ & mat trong gan tién
trién c6 tinh chat gia dinh) dén cac dang @ mat nhe hon (nhu tinh trang & mat
trong gan tai phat lanh tinh - benign recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC)).
Céc bién thé trén gen nay gay anh hudng dén hoat dong ciia protein, 1am trc ché
qua trinh van chuyén mudi mat ra khoi gan dan dén tinh trang & mat trong gan.
Cac bién thé trong gen ABCB11 duoc biét 13 c6 lién quan dén teo dudng mat
bam sinh ngoai gan & bénh nhan Thai Lan [45]. Tuy nhién, cho dén nay, chua
c6 nghién ctru nao duoc thuc hién dé danh gia vai tro cta bién thé nay doi véi
tinh man cam véi bénh teo dudng mat bam sinh.

Dot bién gen ABCB11 c6 thé gdy r mat trong gan tai phat lanh tinh loai
2 (Benign Recurrent Intrahepatic Cholestasis - BRIC2). Nguoi bénh d6i khi bi
suy giam bai tiét mat din dén ngtra dir doi va vang da vang mat. Doi khi, ngudi

méc BRIC2 sau d6 duogc chan doan mic mot bénh Iy nghiém trong hon duoc
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goi 14 r mat trong gan gia dinh tién trién loai 2 khi c4c triéu chimg tré nén té
hon. Dot bién gen ABCB11 c6 thé lam giam 40—50% qué trinh van chuyén mudi
mat, do d6 mudi mat tich tu trong gan dén muc giy ra cac triéu chimg cua
BRIC2. Ngudi ta chwa rd nguyén nhan vi sao cac giai doan bat dau hoic két
thic.

Hon 100 d6t bién gen ABCB11 giy ra mot dang bénh gan nghiém trong
thuong dan dén suy gan, bénh dugc goi 1a & mat trong gan gia dinh tién trién
loai 2 (Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis type 2 - PFIC2). Trong
bénh nay, dot bién gen ABCB11 Iam giam 70-100% hoat dong van chuyén
mudi mat ra khoi gan. Do d6, mubi mat tich tu trong té bao gan dén muirc giy
ra cac diu hiéu va triéu ching lién quan. BG4t bién din dén mot phién ban
protein ngin va khong hoat dong hodc hoan toan khong san xuét protein (xu
hudng lién quan dén bénh gan niang xuat hién sém hon trong doi). Nguoi khong
c6 protein BSEP hoat dong duong nhu ciing gip nguy co cao phat trién mot
loai ung thu gan dugc goi 13 ung thu biéu mé té bao gan (hepatocellular
carcinoma).

Cung v6i gen ABCB4, cac bién thé di truyén ¢ gen ABCB11 duoc cho 1a
c6 lién quan dén khoang 20% bénh nhan bi r mat nang trong gan khi mang thai,
khi cac hormone thai ky thiic day sy phat trién cta tinh trang & mat, dién hinh
1a trong thang thir hai cua thai ky khi nong do estrogen cao nhat [84,85]. Phu
nir mang dot bién gen ABCB11 c6 nguy co phat trién tinh trang & mat trong gan
thai ky (intrahepatic cholestasis of pregnancy). Nguoi bénh thuong bi gidm bai
tiét mat ((r mat) va ngira trong ba thang cudi cia thai ky, truy nhién nhiing biéu
hién nay sé& bién mat sau khi em bé chao doi. Vi nhitng phu nit mang dot bién
trén gen ABCB11 dang di hop tir, ho van con du chirc nang BSEP dé tiét di mat
trong phan 16n thoi gian. Nong do estrogen va progesterone cao trong thai ky
cang 1am suy yéu chirc ning cua BSEP, dan dén suy giam bai tiét mat va cac
dau hiéu ciia (r mat trong gan khi mang thai. Tuy nhién, nhiéu yéu t6 c6 thé gop

phan vao nguy co phat trién bénh 1y phtic tap nay.
1.2.2. Gen ABCC2

Gen ABCC2 md hoda protein MRP2 (multidrug resistance protein 2).
Protein nay duoc biéu hién & phan dng cua té bao gan, c6 chic ning 1a chat van
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chuyén anion hitu co da dac hiéu va bilirubin ra khoi té bao gan va vao mat. Vé
mat cau trac, protein MRP2 c6 ba mién trai dai mang (MSD-0, MSD-1 va
MSD-2), hai mién lién két nucleotide (NBF-1 va NBF-2) va cé4c vong té bao
chét (L- 1, L- 2) (Hinh 1.3).

Ngoai bao
NH
e M0 o MDsL o e
Mang té bao
T LA TN
A ‘ L-1
Noi bao /@
& \BD2

NBDI1

Hinh 1.3: Cdu tric protein MRP2 ma hoa bdi gen ABCC2

Mién mé réng mang MSDO gom 5 vong xodn xuyén mang ¢ ving dau NHs,
cling véi 2 mién mé réng mang khac MSD1 va MSD2 véi 6 chudi xoan xuyén
mang va 2 mién lién két nucleotide (NBD1 va NDB2). C4c vong té bao chat
L-1 va L2. C4c ving két néi CR1 va CR2 [86].

Protein MRP2 c6 chung céu trdc véi cac protein ho MRP khac, nhung
c6 mot mién trai dai mang bé sung (MSD-0) va mat trinh tu dic biét trong ving
COOH. Céc trinh ty dic biét trong ving MSD-0 va L-0 nay twong Gng la can
thiét cho hoat dong MRP2 va van chuyén mang huyét tuong.

Mot s6 dot bién 1am anh hudng dén chire ning cia protein MRP2 duoc
mé ta 1a nguyén nhan gay ra hoi chiing Dubin-Johnson, ¢ lién quan dén tinh

trang tang bilirubin trong mau.
1.2.3. Gen ADD3 va XPNPEP1

Gen XPNPEP1 (X-Prolyl Aminopeptidase 1), nam & vj tri 10925.1 va
m& hoa XPNPEP1, gop phan lam thoai hoa bradykinin va chat P [87]. Cé4c san
pham thoai hoa nhu vay tham gia vao phan ang viém ¢ nhiéu co quan va bénh
tat. Gen ADD3 (Adducin 3), nam ¢ 10925.1-025.2 va ma hoa Gamma-adducin,
thac day su két nbi va bam dinh té bao - té bao trong té bao gan va té bao biéu
mo dudng mat, diéu chinh su di chuyén va bam dinh cua té bao cling nhu tham
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gia vao qué trinh co bop caa té bao mat nhu mot protein lién két voi mang-té
bao. XPNPEP1 d3 duoc chitng minh I biéu hién ¢ tat ca cac mé duoc kiém tra
cho dén nay, bao gdom tuyén tuy, tim, co, than, gan, phéi va néo.

Tsai va dong tac gia nhan thiy ADD3 c¢6 mirc d6 biéu hién cao hon ¢ gan
ctia bénh nhéan teo dudng mat bam sinh so véi ngudi thudng. Tang va ddng tac
gia str dung phuong phéap phan tich ADD3a dé tim hiéu co ché bénh sinh teo
duong mat bam sinh & ca ngua van. Két qua cho thay sy bt hoat cia ADD3
gay ra cac khiém khuyét trong gan va 1am giam chirc niang duong mat trong khi
bat hoat XPNPEP1 khéng dan téi nhitng phan tng nhu vay. Céc két qua twong
tu ciing duoc quan sat thiy & cac dot bién dong hop tir trén gen ADD3a va
nguoi ta cling cho rang ADD3 c6 thé din dén teo duwong mat bam sinh bang
cach anh huong dén con duong tin hiéu Hedgehog [88]. Hedgehog 14 mot trong
s6 cac con duong truyén tin hiéu duoc sir dung dé lién lac gitra cac té bao trong
qué trinh phat trién [89] va dong mot vai trd quan trong trong qua trinh hinh
thanh hinh thai phoi thai. P4 ¢ b&o céo chi ra rang teo dudng mat bam sinh c6
lién quan dén hoat dong cua Hedgehog, tic dong sau d6 co thé kich thich su
chuyén dang trung mé trong biéu mé ng mat (EMT) va dan dén di tat dng mat.
Céc nha khoa hoc da chirng minh rang céc protein phién ma hat nhan phan ang
Hh, Gli1-3, dwoc biéu hién manh hon trong gan ctia bénh nhan teo dudng mat
bam sinh, diéu d6 c6 nghia 14 hoat dong truyén tin hiéu Hh ¢ bénh nhan teo
duong mat bam sinh ting cao. Gli-3 ¢ mdi lién quan véi EMT, nghia 1a tin
hiéu Hh tham gia vao qua trinh xo hoa & teo duong mat bam sinh. Két hop lai
véi nhau, cac nghién cau duoc md ta ¢ trén cung cap bang ching manh mé vé
su lién quan ciia ADD3 trong co ché bénh sinh ciia teo duong mat bam sinh.

1.2.4. Gen GPC1

Gen GPC1 nam & vi tri 2g37.3 trén nhidm sac thé 2 ma hoa glypican 1,
mot loai protein diéu chinh cac con dudng truyén tin hiéu khac nhau bao gom
cac yéu tb tang truong nguyén bao soi (FGF), yéu té ting truang noi mo mach
méau A (VEGFA), yéu té tang truong bién doi p (TGF-p), WNT va Hedgehog
dé diéu chinh céc phan tng viém trong tin hiéu noi bao [90]. Glypicans dong
vai trd quan trong trong viéc l1am trung gian cho su phat trién va phan nhéanh
cuia 6ng dan trong viéc phat trién than & chudt [91] va khi quan & chi Drosophila
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[92]. Cac qua trinh nay twong tu nhu su phét trién duong mat ¢ ca ngua van va
do d6 co thé c6 chung cac dic diém diéu hoa phan tir véi sy phat trién duong
mat cua dong vat co vd.

Hon nita, két qua thu duoc bang céch tao ra cac khiém khuyét trén gen
GPC1 ¢ mé hinh c& ngua van, cho thy riang hinh thai bat thuong ¢ cac ong
mat trong va ngoai gan cua cac phoi ca ngua van nay di din dén giam su hap
thu cua thi mat, dong thoi ngin chin con duong Hedgehog [47]. Nhiing phét
hién nhu vay cho thiy rd GPC1 c6 lién quan dén co ché bénh sinh cua teo
duong mat bam sinh thong qua con duong truyén tin hiéu Hh. Cac bién thé lién
quan dén teo duong mat bam sinh trong gen GPC1 khéng chi 1a CNV. Vao nim
2016, két qua tir mot nghién ciru duoc thuc hién véi 134 bénh nhan teo duong
mat bam sinh va 618 dbi chiing trong mot doan hé Trung Qudc chi ra ring
rs2292832 c6 lién quan dang ké dén nguy co mac teo duong mat bam sinh,
trong khi rs3828336 dudng nhu chi c6 tac dong khéng nhiéu dén nguy co mac
bénh teo dudng mat bam sinh [67]. Hon nita, vao nim 2020, Bai va dong tac
gia tim thay hai da hinh nucleotide don 14 16707262 va rs6750380 trong gen
GPC1 c6 lién quan dang ké véi bénh teo dudng mat bam sinh trong mot doan
hé Trung Qudc khéac [64]. Nhu vay, thdng qua kha ning tao ra hinh thai bat
thuong cia duong mat, GPC1 dong mot vai tro quan trong trong sinh bénh hoc
cua teo dudng mat bam sinh.

1.2.5. Gen ARF6

Nim 2016, Ningappa va dong tac gia phét hién ra rang muac do biéu hién
thap caa ARF6 dan dén gan nhé lai va cac dudng mat trong gan twong ddi hep
[50]. Hon nita, su biéu hién caa gen nay bi giam & cac mau teo duong mat bam
sinh. Gen nay nam trén 14921.3, md hdéa ARF6 véi tu cach 1a mot protein gan
v6i GTP, c6 lién quan dén viéc van chuyén protein diéu chinh viéc tai cau trdc
khung té bao [87]. Gen ARF6 tham gia vao qua trinh phat trién té bao gan cua
thai nhi. Sau khi gen ARF6 bi pha huy trong phdi, ¢6 sy hinh thanh bat thuong
cua day gan. Hai da hinh nucleotide don rs3126184 va rs10140366 trén gen
ARF6 duoc phat hién 13 c¢6 lién quan dén nguy co méc bénh teo duong mat bam
sinh [68]. Hinh thai bat thudng duong mat c6 thé xay ra khi dap wng véi biéu
hién ARF6 thap, 1a nguyén nhan hinh thanh bénh teo duong mat bam sinh.
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1.2.6. Gen MIR499

Nam 2016, Shan va dong tac gia 1a nhém nghién cau dau tién cho thay
da hinh nucleotide rs3746444 trong MIR499 (MicroRNA-499) ¢6 lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh va tuong quan véi su tang biéu hién cua céc yéu
t6 gay viém (IL-6, TNF-a) trong huyét thanh va gan cta bénh nhan teo duong
mat bam sinh. Alen G cia da hinh rs3746444 c6 lién quan dén muac do viém.
Nghién cuu trén mot nhdm bénh nhan nguoi Ai Cap véi 100 bénh nhén teo
duong mat bam sinh, 100 trudng hop mac bénh gan & mat khdng phai teo duong
mat bam sinh va 100 nguoi d6i ching khoe manh, Gawish va dong tac gia chi
ra rang rs3746444 c6 tuong quan voi mirc do xo hoa va két qua sau khi phau
thuat Kasai ¢ bénh nhéan teo duong mat bam sinh [70]. Gen MIR499, nam &
20q11.22, ma hoa cac micro RNA déng vai tro nhu mot loai RNA khong ma
hoéa lién quan dén viéc diéu hoa biéu hién gen sau phién ma & sinh vat da bao,
chu yéu lién quan dén viéc anh huong dén su on dinh va dich ma caa mRNA.
Nhitng miRNA nay gop phan vao su hinh thanh va chirc niang cua gan va éng
mat.

1.2.7. Gen ITGB2 va ICAM1

Nam 2013, Zheng va cong su. dua ra bang chung dau tién cho thay da
hinh nucleotide rs1160263 trong gen ITGB2 c0 lién quan chat ché vai sinh bénh
hoc teo dudng mat bam sinh. Ho ciing phat hién ITGB2 duoc biéu hién qua
muc & gan cia bénh nhin teo dudng mat bam sinh thdng qua sinh thiét gan
[71]. Nam & vj tri 21022.3, gen ndy ma hoa chudi integrin beta, Integrinf2
(CD18), két hop véi mot s6 chudi alpha khac nhau dé tao ra cac di vong integrin
khac nhau va duoc biéu hién & nhiéu loai bach cau, tham gia vao qua trinh két
dinh va di chuyén bach cau va hd tro apoptosis cua dai thuc bao va thuc bao
bach cau trung tinh. IntegrinB2 (CD18), 1a tiéu don vi caa khang nguyén lién
quan dén té bao lympho-1 (LFA-1) va dai thuc bao-1 (MAC-1), 1am trung gian
cho hoat déng &i luc cao trong nhiéu loai té bao biéu hién cac phan tir bam dinh
giita cac té bao (ICAM, dic biét 1a ICAM-1). Gen ICAM1 dugc biéu hién qua
muc & cac dng mat ngoai va trong gan cua bénh nhan teo dudng mat bam sinh.

ICAM1 nam ¢ 19p13.2 va 1a gen mi hoa glycoprotein bé mat té bao
(ICAM1/CD56) thudng dugc biéu hién ¢ té bao noi md va hé théng mién dich
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[87]. Bang cach nay, ICAM1 cha yéu tham gia vao cac con dudng truyén tin
hiéu mién dich va viém bao gom tin hiéu interferon va interleukin [93]. Alen A
ctia SNP rs1799969 trong ICAM1 c6 méi lién quan véi nguy co mac bénh teo
duong mat bam sinh [72].

1.2.8. Nhém gen lién quan dén qud trinh xo héa

Theo nghién cau trén quan thé nguoi Han, gen VEGFA duoc phét hién
la c6 su tang cuong biéu hién trong gan cua bénh nhan teo duong mat bam sinh
va da hinh nucleotide don rs3025039 trong gen nay c6 su lién quan dén sy phét
trién cua bénh [75]. Liu va cac dong tac gia ciing phat hién dugc 2 da hinh
nucleotide don rs10434 va rs3025039 c6 lién quan déang ké dén nguy co mic
teo duong mat bam sinh thdng qua phan tich Haplotype [76]. Gen VEGFA nam
& vi tri 6p12 va mé hoa cho protein tham gia vao qué trinh tao mach va lam
trung gian tinh tham cua mach mau, cling nhu tham gia vao qua trinh viém
thdng qua viéc thiic day sy di chuyén va cam tng su kich hoat cta bach cau
don nhan. Hon nita, sy giai phong VEGFA béi cac té bao duong mat c6 thé
hoat dong nhu mot tin hiéu lién két sy phat trién caa ong va dong mach trong
gan do d6 thuc day qua trinh hinh thanh mach quanh duong mat. Pang chi y
nhat 13 tinh da hinh rs3025039, dic biét 1a alen C c6 lién quan dén teo duong
mat bam sinh va c6 thé lam ting mtc d6 nhay cam d6i véi can bénh nay. Theo
d6, thong qua kha ning thuc day sy hinh thanh mach va tinh trang viém,
VEGFA dugc cho 1a gen nhay cam véi teo dudng mat bam sinh.

Tinh trang viém va xo hoa c6 tuong quan voi ndng d6 TGF-B1 va PDGF
trong gan ciia bénh nhan teo dudng mat bam sinh. Nam 2020, Liu va dong tac
gia da chang minh rang alen G trong rs9690350 cua gen PDGFA lam ting dang
ké tinh nhay cam vai bénh teo dudng mat bam sinh & tré so sinh [77]. PDGFA
nam ¢ 7p22 va ma hoa cho protein yéu t6 ting truong dong mot vai trd thiét
yéu trong viéc diéu hoa su phat trién cua phoi, tang sinh té bao, di chuyén té va
s6ng sot cua té bao. Nghién ciru cia Yang va dong tac gia cho thay su biéu hién
vuot mac cua PDGFR vai trinh trang xo héa ¢ gan cua chudt [94]. Thong qua
viéc thiic ddy qua trinh viém va xo héa, PDGFA c6 thé tham gia vao cac co ché
gop phan tao gay nén teo dudng mat bam sinh.
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Gen EFEMP1 nam & 2p16.1 va ma h6a mét thanh vién thudc ho fibulin
cua glycoprotein ma tran ngoai. Protein ma tran ngoai bao nay lién quan dén
(uA trinh t&i tao mé, hinh thanh co quan va c6 thé dong vai tro trong su két dinh
va di chuyén té bao. Chen va dong tac gia da chi ra ring EFEMP1 c6 thé 1a mot
gen tiém nang vé tinh nhay cam vai teo duong mat bam sinh khi nghién cau
trén 343 bénh nhan teo dudng mat bam sinh va 1.716 ngudi khoe manh [78].
Nghién ctzu nay phat hién ra rang biéu hién ctia gen nay tang rd rét & bénh nhan
teo duong mat bam sinh va 3 da hinh nucleotide don rs10865291, rs6761893
Vva rs727878 c6 méi lién quan cao dén nguy co mic bénh. Gen EFEMP1 duoc
biéu hién cao & cé4c té bao dudong mat bd sung va té bao co tron mach mau &
bénh nhén teo dudng mat bam sinh ciing nhu trong cac bénh & mat khéc, trong
khi nd chi duoc biéu hién & mtrc ¢ binh thuong trong cé4c té bao co tron mach
mau & nhitng nguoi khée manh.

1.2.9. Mt s6 gen lién quan dén sw hinh thanh 16ng mao bdt thuwong

Gen MAN1A2 nam ¢ 1p12, ma héa MANTA2 va dugc biéu hién chu yéu
& nhau thai va tinh hoan. Nghién ciu ctia So va ddng tac gia nim 2020 cho thay
giam muc do biéu hién cia gen MAN1A2 théng qua knockdown dan dén su
hinh thanh mang ludi dudng mat kém, réi loan chic nang dudng mat trong tui
Kupffer, réi loan diéu hoa trong biéu hién caa EGF, TGF va con dudng
Hedgehog cling vai su giam biéu hién caa cac gen lién quan dén su phat trién
16ng mao [95]. Nghién ctru ndy ciing phat hién thay viéc loai bo dong thoi ca
hai gen MAN1A2 va ARF6 gay ra nhitng bt thuong trong sy phét trién cua dng
mat, trong khi khong c6 tac dong nao duoc phat hién néu chi loai bo mot trong
hai gen. Nhu da trinh bay o trén, gen ARF6 dugc xac dinh la gen nhay cam véi
teo dudng mat bam sinh, nhiing tac dong tong hop cia ARF6 véi MAN1A2 cho
thay MAN1A2 c6 thé anh hudng dén sy phat trién vi 16ng mao va tin hiéu EGFR
cling nhu diéu chinh sy hinh thanh mang luéi dudng mat trong gan bang cach
tuong tac vi ARF6. Tuy nhién, cho dén nay, khdng co bién thé nao trong gen
nay duoc tim thay ¢ cac bénh nhan teo duong mat bam sinh.

Gen PKHD1 nam trén 6p12.3-p12.2 va ma hoa fibrocystin c6 thé hoat
dong trong qué trinh biét héa éng gop (collecting - duct) va duong mat ciing
nhu tham gia vao qué trinh diéu hoa sy ting sinh té bao duong mat [96]. Cac
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bién thé trong gen ndy co lién quan dén mot dang bénh than da nang nghiém
trong va trong mot sé trudng hop 1a bénh teo dudng mat bam sinh trong gan.
Bénh 1y nay duoc dic trung boi su gidn nd cua cac 6ng gdp va xo hoa dudng
mat do di tat tim ong. Dj tat tim dng dong mach ciing 1a mot dic diém duoc
cdng nhan cua teo dudng mat bam sinh dua trén kiém tra mé hoc, diéu nay cho
thay co ché bénh sinh twong tu nhu cac bénh ly 16ng mao khéc.

1.3. Tinh hinh nghién citu bénh teo dwong mat bam sinh
1.3.1. Tinh hinh nghién ci#u trén thé gigi

Teo duong mat bam sinh dugc biét dén 12 mot bénh di truyén cé tinh
khong ddng nhat cao, gay nhiéu kho khin trong chan doan va diéu tri. Viéc
khong duoc chan doan chinh xac va diéu tri sém c6 thé dan dén két qua diéu
tri khdng thanh cong hoac dan dén su tir vong o tré. Vi vay, di c6 nhiéu nghién
ctru duoc tién hanh trén thé gisi nham xac dinh chinh xac nguyén nhan di truyén
ctia bénh dé c6 dinh hudng diéu tri va tu van di truyén cho gia dinh bénh nhan.
Gen JAG1 nam trén nhidm sic thé 20 ma hoa protein Jaggedl 1a mot trong nim
protein bé mit té bao tuong tac voi bdn thu thé trong con duong tin hiéu Notch
& dong vat co vi. Mot khi tuong tic JAG1-NOTCH (thu thé-phéi tir) dién ra,
n6 s& khai dong mot loat cac phan ang truyén tin hiéu (Notch signal) anh hudng
dén céc chire ning cua té bao. Tin hiéu Notch kiém soét cach mot s6 loai té bao
phét trién trong phoi thai dic biét 1a té bao lién quan dén tim, gan, mét va cot
séng. Gen JAG1 dugc cho 1a ¢6 lién quan dén co ché bénh sinh cua teo duong
mat bam sinh v&i tan suat cao cua da hinh nucleotide don trén gen JAG1 & cac
bénh nhan. Dot bién trong gen JAG1 dan dén nhitng khiém khuyét trong protein
Jagged-1 & mang té bao sé& ngdn can sy tuong tac ctia N6 véi protein Notch va
ngan chan tin hiéu caa té bao. Thiéu tin hiéu Notch gay ra nhitng sai s6t trong
qué trinh phat trién dan dén thiéu hodc hep dng dan mat trong gan, di tat tim,
cac diac diém trén khudn mat dac biét va nhitng thay doi & cac bo phan khac
cta co thé. Nghién ctu ciia Kohsaka va cac dong tac gia trén 102 bénh nhan
BA thé teo dudng mat ngoai gan di xac dinh duoc 9 dot bién sai nghia trén gen
JAG1 c6 lién quan dén mirc d6 tram trong ciia bénh & cac bénh nhan nay [97].
Nam 2008, Davit-Spraul va dong tac gia da phat hién dwoc bién doi di hop tu
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c.433G>A (p.Alal45Thr) trén exon 5 cua gen CFC1 ¢ 5 bénh nhan teo duong
mat bam sinh.

Adducin 1a cac protein bao gom cac tiéu don vi khac nhau dugc goi la
adducin alpha, beta va gramma. Céc protein ADD tham gia vao qua trinh truyén
tin hiéu, di chuyén té bao va két dinh giira cac té bao [98]. Trong d6, gramma
— adducin duoc ma héa boéi gen ADD3 nam trén nhiém sac thé sé 10 thuong
dugc biéu hién trong cac té bao biéu mo gan va duong mat. Protein niy dong
vai trd quan trong trong viéc tai ciu tric mang té bao. C6 nhiéu nghién ciu vé
anh huong cua cac bién thé trén gen ADD3 téi bénh teo dudng mat bam sinh
duoc thyuc hién. Tuy nhién, cac phat hién vé mic do biéu hién gen ADD3 hay
tac dong cua dot bién trén gen nay ti bénh nhan teo dudng mat bam sinh 13
chua nhat quéan. Thuc hién nghién ctu trén 305 bénh nhan va 571 di chang,
Garcia-Barcelo va dong tac gia xac dinh SNP rs2501577 1a mot locus nhay cam
v6i bénh teo dudng mat bam sinh, cy thé 13 1am ting nguy co mac bénh & quan
thé ngudi Thai Lan [63]. Tuy nhién, Tsai va dong tac gia lai khdng tim thay su
gia ting nguy co mic bénh ddi véi locus nay trong nghién ctu vé nguoi da
tring Caucasians [48]. Vivian Tang va cac dong tac gia nhan thiy ring biéu
hién ADD3 giam & c4c bénh nhan teo duong mat bam sinh gay ra sy kich hoat
duong truyén tin hiéu Hedgehog (Hedgehog signaling pathway), hau qua 1a
duong mat bi di tat [88]. Mat khac, nghién ciru nay cua Tang ciing chitng minh
rang du giam diéu hoa dong thoi, chir khdng phai riéng Ié cua gen ADD3 va
GPC1 di tao ra sy suy giam chic ning hap thu va cac khiém khuyét ¢ duong
mat. Teng-Fei Li va dong tac gia nghién ctru da hinh nucleotide don rs2501577
trén gen ADD3 cho thay rang mac du co ché tac dong ctia ADD3 dén bénh teo
duong mat bam sinh hién chwa r6 rang nhung SNP ndy c6 lién quan dang ké
dén bénh teo dudng mat bam sinh [99].

Str dung phuong phap TagMan assay, nghién ciu cua Lee va dong tac
gia [100] d4 xac dinh dugc ba da hinh (-2578 A>C, -634 G>C, +936 C>T) trén
gen VEGF va bén da hinh (-1615 C>T, -183 C>T, +874 A>T, +2197 A>G)
trén gen IFNG & bénh nhan ngudi Dai Loan c6 lién quan dén su man cam véi
bénh teo dudng mat bam sinh.
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Nam 2010, Leyva-Vega va dong tac gia nghién ciru trén 5 bénh nhan
teo duong mat bam sinh va da xac dinh dugc cac dot bién mat doan I6n &
dang di hop tir trén nhidm sic thé 2g37.3 bao gom GPC1 c6 thé 1a c4c ung
vién cho su man cam véi bénh teo duong mat bam sinh [66]. Trong mot
nghién ctu vé dot bién CNV véi 61 truong hop mic teo duong mat bam sinh
va 5.088 ddi chimg trong doan hé nguoi My, Cui va dong tac gia [47] da xac
dinh duoc sy lién quan cua gen GPC1 va sy man cam véi bénh teo duong mat
bam sinh. Pa hinh rs17095355 C>T trén ving xen k& gitta hai gen ADD3 va
XPNPEP1 ¢6 lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh trén bénh nhan nguoi
Théai Lan [101], ngudi Trung Qudc [46]. Nghién ctru cua Zeng va dong tac gia
nam 2014 cho thay hai da hinh rs17095355 C>T va rs10509906 G>C trén gen
ADD3 c6 lién quan dén sy man cam véi bénh caa 134 bénh nhan teo dudng
mat bam sinh nguoi Trung Quéc [49]. Ningappa va dong tac gia [50] tim thay
méi lién quan giira cac da hinh nucleotide don trén gen ARF6 lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh trong nhdém bénh nhi da trang & My. Nam 2018,
Laochareonsuk va cac déng tac gia ciing cho thiy hai da hinh rs17095355 va
rs2501577 1am ting nguy co mac bénh teo duong mat bam sinh & cac bénh
nhan nguoi Thai Lan [45].

Str dung phuong phap giai trinh ty ving gen ma héa, Lam va dong tac
gia da phat hién hai bién thé hiém gap rs137852950 va rs139127465 trén gen
PKHD1 trén c4c bénh nhan teo dudng mat bam sinh ngudi Trung Quéc va Viét
Nam [83]. Mic di cho dén nay khdng c6 thém bién thé nao trén gen nay duoc
phat hién nhung PKHD1 van duoc cho 1a dong vai trd quan trong trong sinh
bénh hoc cua teo dudng mat bam sinh thong qua kha ning anh huong dén su
phat trién cua vi 16ng mao. Nam 2019, Berauer va cong su. tim thay 9 bién thé
hiém (rs139293796, rs148011149, rs776420484, rs139858574, rs528302390,
rs143005953, rs140456142, rs770832954, rs752673990) trong gen PKD1L1 &
bénh nhan teo dudng mat bam sinh co6 di kém cac di tat khac (BASM) [82]. Tan
s6 alen nho (MAF) ciia cac bién thé nay l1a <0,05. Nghién ctru nay ciing chi ra
rang PKD1L1 duoc biéu hién manh mé ¢ té bao dudong mat so véi md gan.
Thoéng qua anh hudng dén bénh 1y 16ng mao, su phat trién cia gan mat va «
mat, PKD1L1 duoc coi 1a gen ng ctr vién méi cho teo dudng mat bam sinh.
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Mot nghién ctiu trén nhom bénh nhan ngudi Tho Nhi Ky phét hién rang
alen C cta da hinh nucleotide don rs755622 trén gen MIF c6 thé c6 méi lién
quan dén tinh nhay cam cua bénh teo dudong mat bam sinh [73]. Gen MIF mi
hoa yéu té we ché di chuyén dai thuc bao, dong vai tro 1a yéu té tién viém tham
gia vao qua trinh ty mién dich dé dap wng voi mam bénh. Mat nghién ciru khac
duoc tién hanh trén bénh nhan nguoi Ai Cap nam 2017 da khong tim thay moi
lién quan nao gitra hai da hinh nucleotide don rs755622 va rs5844572 véi nguy
co mac bénh teo dudng mat bam sinh. Tuy nhién nghién ciu nay phéat hién thay
su lién quan gitra rs5844572 véi mic d6 xo hoa va toc do tién trién caa bénh
teo dudng mat bam sinh [74]. Nhiing két qua khéc biét vé anh huong cua cac
da hinh nucleotide trén gen MIF dén bénh c6 thé do cac nghién ctru duoc thuc
hién trén nhitng quan thé khac nhau. Tuy nhién, diéu d6 ciing cho thay rang
MIF c6 thé 1a gen tiém nang vé tinh nhay cam di truyén cia bénh teo duong
mat bam sinh.

1.3.2. Tinh hinh nghién ciu ¢ Viét Nam

O Viét Nam, ty I mac bénh kha cao wdc tinh 1:2400 tré dé ra séng [102].
Mdi nam tai Bénh vién Nhi trung wong diéu tri cho khoang 70 bénh nhan nhi
Mac maoi voi teo duong mat bam sinh. Thoi gian vang dé phau thuat 13 trudc 8
tuan. Do d6, bién phap hitu hiéu hién nay 1a chan doan xac dinh teo dudng mat
bam sinh khi tién hanh phau thuat. Céc triéu chitng 1am sang va can 1am sang
cua bénh teo duong mat bam sinh d& bi chan doan nham véi thiéu san duong
mat hodc nang 6ng mat chu. C4c nghién ciu trén bénh nhan teo dudng mat bam
sinh & Viét Nam chu yéu tap trung vao cac yéu té 1am sang, phuong phap ting
cudng hiéu qua diéu tri bénh [58]. Nhiéu nghién ctu nham cai thién luu luong
dan mat, tang kha nang séng s6t sau khi thuc hién phau thuat Kasai, giam chi
phi ghép gan duoc thyc hién [103]. Nam 2017, Max Bolun Liu khao st trén
287 bénh nhan teo duong mat bam sinh ngudi Viét Nam véi d6 tudi trung binh
khi duoc chan doan 1a 2,3 thang tudi, trong d6 149 bénh nhan dugc diéu tri
khdng dung tha thuat Kasai, 138 bénh nhan thuc hién phau thuat Kasai. Két
qua cho thay nhom duoc diéu tri khéng ding thu thuat Kasai cd ty 18 séng sot
sau 1 va 2 nam lan luot 12 52% va 28% (ty 1é séng trung binh 14 6,6 thang);
nguoc lai, nhom duoc diéu tri bang thu thuat Kasai c6 ty 16 song s6t sau 1 va 2
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nam khong can ciy ghép 1a 84% va 71%. Pac biét, khdng ¢ bénh nhan nao
duoc diéu tri bang ghép gan do thiéu chuong trinh ghép gan & Viét Nam.

Kho khin ¢ Viét Nam 1 hién nay cac nghién ctu sau vé di truyén cac
gen c6 lién quan con khéa han ché. Cho dén nay, méi chi c6 cac nghién ctu vé
1am sang trén cac bénh nhan mic teo dudng mat bam sinh duogc diéu tri tai cac
thanh phé 16n 1a Ha Noi va thanh phé H6 Chi Minh [104,105]. Nam 2020, Kien
va dong tac gia thuc hién nghién ciru trén 41 bénh nhan nhi mic teo dudng mat
bam sinh tir 46 xac dinh 28 @6t bién (17 dot bién lién két NST X, 6 dot bién de
novo va 5 dot bién dong hop t) trong 25 gen [106].

Nam 2021, Lam va dong tac gia giai trinh tu toan bo ving gen ma hoa
ctia 89 bénh nhan teo duong mat bam sinh Hong Kéng va Viét Nam, tap trung
vao phan tich va sang loc nhitng bién thé hiém gap, 1am thay d6i chiic ning
protein trén nhimg gen dugc biéu hién & mo gan/duong mat. Nhém nghién ciu
da phat hién duoc nhiéu bién thé de novo phan bd trong 239 gen, phan Ion 1
nhitng gen lién quan dén vi 16ng mao [83]. Piém dic biét Ia trong s6 239 gen
phét hién dot bién, khdng c6 gen nao DC bao cdo 1a c6 lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh DC nghién cau truée d¢6 [107]. Nhém nghién ciu nay
cling phat hién ra rang viéc loai bo cac gen nay trong md hinh té bao ngudi va
ca ngua van c6 thé dan dén nhitng khiém khuyét & duong mat. Két qua nghién
ctiru nay cho thay dot bién gen vi 16ng mao c6 thé gop phan vao su phat trién
cua Kiéu hinh teo duong mat bam sinh.
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Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pbi twong nghién ciu

Cac mau mau nghién ctru 1a tir cac bénh nhan bi mic bénh teo dudng mat
bam sinh va gia dinh. Cac bénh nhan nay duoc chan dodn mac bénh teo duong
mat bam sinh boi bac si khoa Gan mat, Bénh vién Nhi Trung wong, Ha Noi,
Viét Nam. Trong nghién cau ndy, mau mau cua 516 doi tuong duoc thu thap
boi cac bac si, bao gdbm 266 tré mic bénh teo dudng mat bam sinh va 250 mau
dbi chtng (tré khéng mac cac bénh vé gan mat). Mdi dbi twgng nghién ctu
duoc lay 2ml mau toan phan. Mau mau dugc bao quan trong 6ng chéng dong
EDTA va gitr ¢ -20°C.

Trong s6 266 bénh nhan nhi mac teo duong mat bam sinh, c6 05 bénh
nhan duoc chon loc dé giai trinh ty toan bo ving gen ma hoa, trong d6 c6 02
cap anh/chi em rudt trong cung mét gia dinh.

Viéc nghién ctiu trén bénh nhan duoc tuan tha dang y dic theo tiéu chuan
cua tuyén b6 Helsinki caa Hoi dong Y khoa thé gigi va duoc Hoi ddng dao dirc
trong nghién ciru y sinh hoc Vién Nghién ctu hé gen thong qua va dong y cho
phép ldy mau, nghién ciu trén nguoi theo quyét dinh s6 6/QD-NCHG nam
2019.

2.1.1. Tiéu chudn lwa chen mdu
2.1.1.1 Mdu bénh
Mau bénh nhan dugc lua chon theo cac tiéu chi sau:

- Tré trong d0 tudi tir 5 ngay tudi dén 11 tudi dugc chan doan 13 méic bénh teo
duong mat bam sinh, d3 dugc phau thuat Kasai

- C céc biéu hién vang da, phan bac mau, & mat
- Transaminase tang

- Siéu am gan mat ¢ chuan bi thay kich thuéc thi mat bé, it thay doi khi d6i va

sau an no.

- Nguoi nha bénh nhan dong y tham gia nghién cau
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2.1.1.2. Mdu doi chiing
- Tré trong d6 tudi tir 5 ngay tudi dén 11 tudi khéng mic teo dudng mat bam
sinh
- Khong méc cac bénh lién quan dén gan mat, khdng c6 tinh trang & mat
- Nguoi nha bénh nhan dong y tham gia nghién cau
2.1.1.3. Tiéu chudn logi trir
- Tré mac céc hoi chiing khéac lién quan dén gan mat
- Nguoi nha bénh nhan khong ddng y tham gia nghién cau.
2.1.2. Cémdu nghién ciru
C& mau can thiét cho nghién cru duoc tinh dya trén tan sé xuét hién caa

cac da hinh nucleotide don, dugc xac dinh theo cong thic sau:
~ 4¢

(InOR)?*p(1 —p)

n

Trong do:
n: s6 lwong bénh nhén can thu thap

C: hang sd lién quan dén cac sai s6 loai | va loai I1. Lay gia tri a = 0,05
va B = 0,20 thi gi4 trj C = 7,85

OR: ti s6 nguy co
p: tan s6 xuat hién da hinh gen

Trong nghién ctru nay chung t6i phan tich cac da hinh nucleotide don
rs2287622 trén gen ABCB11, rs927344 trén gen ABCC2 va rs1815930 trén gen
MYO5B dén nguy co mac bénh. Trén thé gidi chua c6 nghién ctru ndo danh gia
méi lién quan cua ba da hinh nucleotide don nay dén nguy co mic bénh teo
duong mat bam sinh. Do dé, dé dam bao ¢& mau phu hop, c6 thé bao pha dugc
ca ba da hinh trén, chung t6i lva chon ti s6 nguy co OR va tan sé xuét hién alen
da hinh p theo nghién cttu ciia Besheer va dong tac gia vé danh gia méi lién
quan cua da hinh rs2287622 trén gen ABCB11 v¢i tinh trang xo hoa tién trién
va nong do axit mat [108] vai ti s6 nguy co OR = 2,58 va tan sd xuat hién alen
da hinh p = 0,2. C4c chi s6 OR va p dugc lay theo nghién cau nay co gia tri
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nho, dam bao ¢& mau Ién va bao phu duoc ca ba da hinh nucleotide don can
nghién ctru. Thay cac gia tri vao cong thic:

B 4 x 7,85
~ (In2.58)2 x 0,2 x 0,8

n = 219,58

n = 219,58, 1am tron thanh 220. Ngoai ra, dé tranh cac sai s6 trong qué
trinh thu thap mau va phan tich, nghién ciu nay sé tién hanh lay nhiéu hon 20%
S0 v6i & mau tdi thiéu. Nhu vay, sé mau bénh nhan can thu thap 1a 266 bénh
nhan va nhom déi chitng 1a 250 nguoi.

2.2. Hoa chat va trang thiét bi

Cac hda chat chinh duoc st dung trong nghién ciu bao gém: Kit tach
chiét DNA tong s tir mau mau QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Dc), bo
Kit tao thu vién giai trinh tu gen thé hé mai Kit Agilent SureSelect Target
Enrichment (Agilent, My) Tag DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific™),
dNTP 10X mix (Thermo Fisher Scientific™), marker DNA 1kb (Thermo
Fisher Scientific™), Marker DNA 100 bp (Thermo Fisher Scientific™),
agarose (Merk, M¥), enzyme Haelll (Thermo Fisher Scientific™).

Céc thiét bj chinh duoc sur dung trong nghién ciu bao gom: May giai
trinh tu gen thé hé méi NextSeq 500 (Illumina, M¥), may giai trinh tu ABI3500
Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, My), may ly tdm (Eppendorf,
buc), May soi gel va chup anh DigiDoc-1t® Imaging System (Ultra-violet
production, M¥), may PCR (Eppendorf, Ptic), may do huynh quang Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, My), can k¥ thuat (Ohaus, M¥).

2.3. Phwong phap nghién ctru

Dé thyc hién cac muc tiéu da dé ra, nghién ctu duoc tién hanh theo so
db nhu Hinh 2.1. Trong nghién ctu ndy, mau mau toan phan caa 266 bénh nhan
nhi mac bénh teo dudng mat bam sinh va 250 ngudi khéng mac bénh duoc thu
thap boi cac bac si bénh vién Nhi Trung wong. DNA tong s6 ctia nguoi tham
gia nghién cau duoc tach chiét bang kit QIAgen. Trong sb 266 bénh nhan mac
bénh, 05 bénh nhan c¢6 kiéu hinh dic trung duoc lya chon dé giai trinh tu toan
bé vung gen ma héa. Dir liéu giai trinh tu cta cadc bénh nhan nay dugc phéan
tich dé tim kiém dot bién va sang loc cac diém da hinh don nucleotide tir d6
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danh gia anh hudng dén kha nang gay bénh va méi lién quan véi micc o man
cam bénh cua cac bién thé tim duoc.

_Méu mnéu C}]a 05 > Téchzchiét:DNA » | Tao thw vién DNA
bénh nhan dac trwng tong so
A\

Giai trinh tw toan
bé ving ma héa

¥

P MAu 266 bénh nhan
Iy s6 liéu va 250 ddi chieng

Dot bién J ¢ L Tach chiét DNA ‘

‘ Sang loc bién thé

téng so

Phan tich In silico ARMS - PCR RFLP

Sanger —P( Thong ké F-—

»( KET LUAN

Hinh 2.1: So' d6 nghién citu
2.3.1. Tach chiét DNA téng sé

Trong nghién cau ndy, DNA tong s cua cac dbi twong tham gia nghién
ctru dugc tach chiét bang bo kit QlAamp DNA Mini cia hiang QIAGEN, quy
trinh tach chiét bao gom cac budc chinh nhu sau:

Hat 20 pl proteinase K (20 mg/ml) vao mdi 6ng Eppendorf sau d6 bo
sung 200 pl mau va 200 pl AL buffer. Hon hop duoc tron déu bang may vortex
trong 15 gidy rdi u & 56°C trong 20 phat. Thém 200 pl ethanol 100% va tron
déu sau d6 chuyén hdn hop 18n cot tach chiét va li tam véi toe d6 8000 rpm
trong 1 phat. Chuyén cot sang 6ng mai va b sung 500 pl AW1, li thm véi téc
d6 8000 rpm trong 1 phut. Chuyén cot sang dng thu méi, bo sung 500 pl AW?2
va li tam & téc do 12000 rpm trong 3 phut. Loai bo dich qua cét, tiép tuc li tam
& tbc do 12000 rpm trong 1 phut dé lam khd cot. Chuyén cot sang 6ng
Eppendorf méi va bo sung 200 pl AE vao gitra cot. U ¢ nhiét ¢o phong trong 2
ph(t roi li tam & 8000 rpm trong 1 phut dé thu duoc DNA.
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DNA tong sé dugc dién di kiém tra chat luong trén gel agarose 0,8% va
do quang pho dé xac dinh ndng d6 va do tinh sach va bao quan & -20°C.

2.3.2. Gidi trinh tw toan bg vung gen ma hoa

Phuong phap giai trinh ty viing gen md héa gém 2 budéc chinh: tao thu
vién DNA va giai trinh tu bang may IHlumina.

2.3.2.1. Tao thwr vien DNA

Thu vién DNA duoc thiét 1ap bang bo kit Agilent SureSelect Target
Enrichment. Céc giai doan chinh cua viéc chuan bi thu vién NGS Ia: (i) phan
manh DNA thanh cac doan nho cé kich thudc mong mudn, pht hop véi thiét
bi giai trinh tu; (ii) gan cac oligonucleotide can thiét cho qua trinh doc trinh tu
bao gom céc index dé phan biét DNA tirng mau véi nhau va adapter dé gan cac
doan DNA vao bé mat flowcell, (iii) khuéch dai viing ma héa; (iv) kiém tra chat
lugng san pham thu vién trudc khi giai trinh ty bang may 2100 Bioanalyzer.

Chat lugng cua thu vién DNA bao gom 2 thong s chinh: sy phan b
kich thudc va néng do thu vién. Kich thudce cac doan DNA dich trong thu vién
la mot tham sé quan trong trong viéc xay dung thu vién NGS. C6 ba phuong
phap phan manh DNA thuong duoc str dung la phuong phap vat ly, hoa hoc va
su dung enzyme. Trong d6 phuong phap vat ly (siéu @m) hoac enzyme (vi du,
cac loai cocktail endonuclease khong dac hiéu va phan tGng phan doan
transposase) 1a nhirmg phuong phap pho bién nhat [109]. Nghién ciu nay phan
manh DNA bang céch sir dung phuong phap vat ly, thiét bi Covaris (Covaris,
Woburn, MA) duoc thuc hién dé thu dugc cac doan DNA trong pham vi 100—
5000 bp, trong khi Covaris g-TUBE duoc str dung cho pham vi 6-20 Kbp can
thiét cho viéc tao thu vién mate-pai.

Nong d6 thu vién 1a mot yéu td quan trong anh huong dén qua trinh giai
trinh tu. Nong do thu vién DNA can duge xac dinh bang cac phuong phap do
huynh quang danh cho DNA soi kép (dsDNA), tranh cac phuong phap xac dinh
nong 46 DNA soi don (ssDNA). Pong thoi, qua trinh xac dinh nong d6 thu
vién DNA khdng nén st dung cac phuong phap quang phd (NanoDrop) hay
UV vi nhimg phuong phap nay do nong do axit nucleic trong mau do d6 RNA
Va céc tap chat 1an trong mau c6 thé 1am sai léch két qua. Qubit® Fluorometer

(Life Technologies) va Quantus™ Fluorometer (Promega Corporation) la
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nhitng phuong phap do ndng d6 DNA soi kép duoc tat ca cac hé thong giai
trinh tw NGS khuyén cdo str dung. Hang Hllumina khuyén cao nén sir dung thubc
nhuém QuantiFluor® dsDNA cua Promega dé do ndng d6 DNA chinh x4c hon
khi chuan bi thu vién bang kit DNA Nextera Rapid Capture. Thudc nhuom
QuantiFluor® danh riéng cho DNA soi kép gilp han ché sy anh huéng cua
DNA soi don, RNA, protein va cac hop chat gay nhiéu.

2.3.2.2. Gidi trinh tw bang lllumina NextSeq 500

Thu vién DNA dat chat lugng duoc giai trinh tu bang thiét bi Illumina
NextSeq 500. Pay 14 hé thong giai trinh tw DNA thé hé méi st dung cong nghé
doc trinh tu theo nguyén ly tong hop (sequencing by synthesis — SBS) tuong tur
nhu phuong phap Sanger. Trong d6 DNA polymerase tong hop chudi DNA
hinh thanh bang céach st dung ANTP gén vao dau 3° ctia chudi DNA dang tong
hop theo nguyén tic bo sung. Tuy nhién, d6i vai giai trinh tu thé hé méi, thay
Vi giai trinh tu mot doan don 1¢é, k¥ thuat nay cho phép giai trinh tu voi mot
lugng 16n cac doan DNA khéc nhau song song tai cling mot thoi diém, tir d6
tiét kiém thoi gian va cho luong dir liéu dau ra vo cung 16n so véi phuong phap
Sanger cii. QU4 trinh giai trinh ty bao gdm hai budc chinh 1a tao cum (tao
cluster) va giai trinh tu. Trong quéa trinh tao cum, mdi sgi DNA duoc gitt lai
trén bé mat thiét bi giai trinh ty (flowcell) bang adapter da dugc gan trude do.
Mdi sgi DNA sau khi dugc khuéch dai s& tao thanh mot cum DNA cé trinh tu
giéng hét nhau dé sir dung cho qua trinh giai trinh tu. O buéc giai trinh tu,
dNTP c6 gan cac tin hiéu huynh quang twong Gng véi 4 loai nucleotide, Tin
hiéu huynh quang cua timg nulceotide duoc ghi lai trong qué trinh tong hop
theo nguyén tac bo sung trén sgi DNA khudn.

2.3.3. Xdc dinh va chu gidi bién thé

Quaé trinh phan tich, xac dinh va chl giai bién thé duoc thuc hién bang
cac phan mém cai dat trén hé théng may tinh hiéu ning cao tai Vién Nghién
ctiru hé gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam véi hé diéu hanh
Centos 7.0.

Dir liéu giai trinh tu duoc luu trir dudi dang file Fastg. Trong linh vuc
giai trinh tu gen, di liéu dang Fastq da phat trién nhu mét dinh dang tép tiéu
chuan dé luu trix va chia sé dit liéu doc trinh ty. File Fastq cung cap nhiéu thong
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tin hon so véi dinh dang Fasta, cho phép luu trir diém chat luong dang s6 duoc
lien két vai mdi nucleotide trong mét trinh tu. Binh dang dit liéu Fastq ban dau
duoc vién nghién ctu Wellcome Trust Sanger st dung dé md ta thong tin vé
doan trinh tu DNA va chat luong khi doc trinh ty ciia doan DNA d6 1a mot sb
nguyén dugc ma hdéa dudi dang ma ASCII hién nay da trd thanh dinh dang di
liéu chuan dau ra cua céc thiét bi giai trinh tu thé hé méi [110].

Vi céc thiét bi giai trinh ty thé hé méi, ¢ chinh xac cia mdi nucleotide dugc
thé hién qua gié tri Q, duoc tinh theo cdng thuc:

Q=-10log,, 1’%}9

Trong d6 gia trji p 1a X4c suat nucleotide d6 bi doc sai. Nhu vy, gia st
Q=20 thi xac suat nucleotide d6 bi thiét bi doc sai 1a 1%. Nhu vay, gia tri Q
cang cao thi chat lugng doc trinh tu cang tét. Trong giai trinh tu toan bo ving
ma hoa hozc giai trinh tu toan b hé gen dé phat hién va sang loc dot bién, hai
gia tri quan trong dé danh gia chat luong doc trinh tu 1a Q20 (s6 luong
nucdeotide c6 diém chat luong Ién hon 20) va Q30 (s6 luong nucdeotide c6
diém chét lugng 16n hon 20).

Chat luong cua dir liéu giai trinh tu toan bd ving md hoa duoc danh gia
bang phan mém FastQC. Phan mém nay théng ké va danh gia chat luong cua
dir liéu dya trén mot s tiéu chi quan trong nhu théng tin tong quan vé dit liéu
nhu thong tin v& may giai trinh tu, tong sé doan trinh tu, va trung binh ti 1
nucleotide loai GC cua toan bo dix liéu...

Quy trinh phan tich va xir Iy s6 liéu bang cac phan mém tinh sinh hoc
dwoc mé ta nhu hinh (Hinh 2.2).
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Di¥ liéu tho

J

Phin mém: BWA

e ™
Sép hang dit liéu véi hé gen RN Sap hang véi hé gen
GRCh37 =" tham chiéu
- = /
Phin mém: Picard ’/' - Danh dau vi tri doan doc theo dir
- ~ -7 liéu paired - end
( 2 a ~ .n 4 & ’,
Xir ly dir liéu e - Loai bd doan sap hang cé chat
sau khi sap hang S Iwong thap
" SR .
o g s - Loai bd doan khéng dugc sap
Phan mém: GATK ™ . e e o
~ | hang va&i dit liéu tham chiéu
P

- Xéc dinh bién thé trong dir liéu | ~~ e e ‘

i e b Xac dinh bién thé

- Loai bo bién thé chat lwgng thap -

. J
Co s& dir liéu: 1000Genome, ESP...
Phan mém: SnpEff, ANOVA...

( N ‘,—” - Xac dinh tin s8 bién thé
Chd giai bién thé <. - X&c dinh &nh huéng cla bién thé
\. J =~ . _ | [stop gained, stop lost, missense...)

Hinh 2.2: Quy trinh xi 1y s liéu bang cac céng cu tin sinh hoc

Dit liéu trinh tu duoc sip xép va so sanh véi ngan hang gen nguoi
(GRCh37) bang phan mém BWA 0.7.10 [111]. ). Phan mém BWA st dung
thuat toan BWT c0 hiéu qua tinh toan cao hon, doi héi it bo nhé hon do do
nhitng phan mém st dung thuat toan ndy ngay cang duoc phat trién rong rai
[112]. BWA l1a mét bo cbng cu c6 chirc nang sap hang cac doan trinh tu Voi
mot hé gen tham chiéu l6n. BWA hd tro phan tich dit liéu tir nhiéu nén tang
giai trinh tu khac nhau nhu Illumina hay AB SOLiD. Panh gia trén ca dir liéu
m6 phong va di liéu thuc té cho thdy céng cu ndy nhanh hon mot s6 phan mém
khac tir 10 dén 20 lan trong khi van dat duoc do chinh xac tuong tu.

Két qua sap hang duoc luu trir dudi dang SAM (Sequence Alignment
Map). Bé cai thién hiéu suat va giam bo nhé luu trit, tap tin SAM nén thanh
dinh dang BAM ma van giit ddy da thong tin nhu file SAM ban dau. File
SAM/BAM duoc tién xir Iy nham giam thoi gian phén tich, ting d6 chinh xéac
cho budc goi dot bién. Theo théng ké, cong cu BWA tao ra hon 15% sai sot
trong budc sap hang d6i vai nhitng bién thé dang chén hoic xéa. Néu khong
¢ budc hiéu chinh dit liéu, nhitng sai léch nay sé& tao ra nhitng bién thé gia,
anh huong téi d6 tin cay cua két qua. Do do, viéc xu ly dit liéu nay nham
muc dich loai bo nhitng doan trinh tu khong dwoc sap hang hoac nhitng duoc
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sap hang co d6 tin cay thap qua d6 giam ti 1é duong tinh gia trong dit liéu
dac biét 1a véi nhitng bién thé dang chén hoic x6a. Ngoai ra, budc phan tich
nay ciing c¢6 ¥ nghia chuyén sau vé mit tinh toan, gop phan lam giam ti I¢
sai sot khi xac dinh bién thé va giam thai gian can thiét ¢é phan tich di liéu.
Trong nghién ciru nay, file SAM/BAM duoc xt ly bang cong cu Picard nham
hiéu chinh chat luong cua ting nucleotide, sap xép, loai boé nhitng doan

-

lap....

Bién thé duoc phat hién bang phan mém Genome Analysis Toolkit v3.4
[113]. GATK duoc chitng minh 12 tot nhat di véi dit liéu duoc tao ra tir thiét
bi Illumina [114]. Bo cong cu GATK duoc st dung dé goi bién thé cua da
hinh nucleotide don (SNPs) va cac bién thé chén, x6a doan nho (indels).
GATK Best Practice 1a quy trinh phat hién bién thé tir dir liéu NGS duoc sir
dung rong réi do quy trinh nay thé hién két qua tt véi do chinh xéac cao trén
dix liéu tao ra tir thiét bi giai trinh tu [llumina. Liu va cong su dé so sanh hiéu
suat cua mot sé quy trinh phét hién bién thé khac nhau trén nhiéu loai dit liéu
[115]. Két qua cho thay GATK c6 két qua tét nhat trén di liéu WES, véi ca
di liéu thuc va dir liéu mé phong

Cudi cling, cac bién thé dugc chi giai va phan loai bang cac phan mém
nhu ANNOVAR[116], SnpEff [117]. ANNOVAR la cong cu phan tich anh
huong cua cac bién thé di truyén dén trinh tu va chirc ning protein tir dir liéu
giai trinh tu gen thé hé méi mot cach hiéu qua, nhanh chéng. Pong thoi,
cdng cu ndy cung cap quy trinh sang loc cach linh hoat gilp xac dinh duoc
nhitng bién thé tiém ning gay bénh. SnpEff v4.1 14 céng cu chd thich va du
bao anh hudng cua cac bién thé gen (nhu thay doi axit amin). Dit liéu dau vao
cua cdng cu nay la cac bién thé duoc du doan (SNPs, chén, x6a), 1a két qua cua
giai trinh ty, va c6 dinh dang VVCF (Variant Call Format). Trong dit liéu dau ra,
SnpEff s& phan tich cac bién dau vao dé chu giai va tinh toan cac tic dong ma
cac bién thé cd thé tao ra trén gen. SnpEff dua ra cac két qua nhu sau: kiéu gen
va cac diém bi anh huang bai bién thé; vi tri cia cac bién thé; anh huéng cua
bién thé dén qué trinh tong hop protein; so sanh véi cac dit liéu khac dé tim cac
bién thé da biét.
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2.3.4. Sang lgc bién thé

Sau khi phan tich, cac bién thé dugc sang loc theo cac quy trinh nhu trinh
bay & Hinh 2.3.

Dot bién xay ra trong gen lién quan ‘*::’ Chon céc bién thé theo gen
dén bénh

sang loc theo tan sé biénthé | _--~"|- AF < 0.01: Dot bién
(AF) ~~~.|- AF >0.01: Pa hinh don nucleotide

Theo tiéu chuan ACMG: 8 ( Dy doan anh huéng bing A
- Dot bién dang sai nghfa: 16 cong cu >t cdccdng cu In Silico (Sift,
- Dot bién vi tri cat n6i mRNA: 6 cong cu |” Polyphen...)

S 4 Tim ki€m théng tin vé céc dét bién
Sang loc theo cic co’ so dir P € '

liéu (dbSNP, HGMD, ,\:’\ trén cac co so dir liéu: dbSNP,
ClinVar...) ~~<| ClinVar, HGMD
I~ /,
M6t s6 bénh c6 co s¢ dit liéu “~~._| Ssangloc theo co str dit liéu
d6t bién gen riéng = riéng theo bénh (néu cd)

Hinh 2.3: Quy trinh sang loc bién thé tir da liéu WES

Céc tiéu chi chinh dé sang loc va tim kiém cac bién thé c6 lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh duoc ap dung 1a: (1) bién thé xay ra trén céc gen
da duoc cong bd 12 lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh hozc nhiing hoi
chtng lién quan dén gan mat, (2) Bién thé c6 tan sé alen MAF > 1% duoc coi
la da hinh don nucleotide (SNP). Nhitng bién thé nay dwoc khao sét trén sb
lugng 16n mau bénh nhan va ddi ching tir 46 danh gia mac do lién quan coa
SNP véi nguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh, (3) Bién thé c6 tan suat
alen tham khao dya trén bo co sé dir liéu 1000 hé gen ngudoi (1000 Genomes
Project) MAF < 1% duoc coi 1a dot bién. Cac dot bién nay dugc danh gia muc
d6 anh hudong dén chic ning protein. Cac dot bién thém bo ba két thic dan dén
cat ngan protein (4ot bién vo nghia), mat bo ba két thic dan dén kéo dai protein,
thém/mat nucleotide dan dén dich khung protein va thay déi vi tri truot gen c6
anh huong lén dén chie ning cua protein dugc lra chon. Cac dot bién sai nghia
dugc danh gia so b kha ning gay hai dén chiic ning protein qua cong cu SIFT
[118], PolyPhen-2 [119], PROVEAN [120] va phan mém Mutation Taster
[121].
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SIFT 14 cdng cu sir dung trinh tu twong dong dé du doan lidu sy thay thé
amino axit ¢6 anh hudng dén chiic niang protein hay khong va do d6 co kha
nang 1am thay ddi kiéu hinh khdng. Thuat toan SIFT hoat dong chi dwa vao
trinh tu nucleotide ma khéng can ciu trac protein nén wu diém lén nhat 1a c6
thé dy doan nhanh véi mot s lugng 16n bién thé. Thuat toan cua phan mém
cho rang cac amino axit quan trong s& duoc bao ton trong ho protein va do d6
nhitng thay d6i & cac vi tri duoc bao t6n tét co xu huéng anh hudong dén chic
ning protein va thuong dugc dy doan 1a gy hai. Phan mém SIFT danh gia anh
huong cua dot bién theo thang diém tir 0 dén 1. Biém sé SIFT nho hon 0,05
duoc goi la gay hai va nguoc lai sé 1a lanh tinh

Polyphen-2 1a phan mém du doan tac dong ciia mot bién thé sai nghia
dua trén trinh ty amino axit, théng tin phat sinh gen va théng tin vé cu tric
cua protein. Polyphen-2 ciing xem xét cac protein tuong dong dé xem liéu dot
bién sai nghia can phan tich c6 duoc quan sét thay & cac protein khac cung ho
hay khéng. Phan mém PolyPhen-2 danh gia anh huong cua dot bién theo thang
diém tir 0 ¢én 1 véi diém sé gan véi mac 1 thi coi 1a ¢d hai. Cac dot bién co
diém danh gia PolyPhen-2 trong khoang 0,957 dén 1 duoc cho 1a ¢6 hai (D —
damaging); thang diém trong khoang 0,453-0,956 la c6 thé gay hai (P —
possibly damaging) va cac dot bién c6 diém danh gia trong khoang 0-0,452 1a
lanh tinh (B — benign).

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) la mét cong cu du doan
tac dong cua cac thay doi trong trinh ty amino axit dén chirc ning cua protein.
Cong cu nay dic biét hitu ich dé sang loc cac bién thé khong dong nghia, bién
thé dang chén, x6a nucleotide duoc dy doan 1a co tac dong quan trong dén
protein. Tuong tu nhu SIFT, PROVEAN la mét cong cu du doan chi dua vao
trinh tu nucleotide nén cé thé du doan nhanh v&i mot sé lugng 16n bién thé.

Mutation Taster 1a mot tng dung dé danh gia kha nang gy bénh cia cac
bién thé trong trinh ty DNA. Phan mém nay thuc hién nhiéu danh gia in silico
dé udc tinh tac dong cua bién thé 18n gen va protein. Mutation Taster danh gia
anh huong cua dot bién & ca mirc 46 DNA va protein do d6 phan c6 thé xu ly
nhiéu loai bién thé phic tap nhu (i) nhitng bién thé dang dong nghia, khong
lam thay d6i amino axit, (ii) bién thé dang chén, xéa (indel) nucleotide, (iii)
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bién thé dang thay thé mot hoic nhiéu nucleotide, anh huéng dén mot hoic
nhiéu amino axit, (iv) tinh bao ton caa amino axit bi thay doi trén céac loai khéac
nhau, (v) kha ning mat cac mién protein chuc ning, thay ddi chiéu dai protein
hay cac tac dong dén diém cat ndi mRNA. Céac két qua phan tich cudi cing
duoc danh gia va phan loai dua theo phan 16n Naive Bayes dé quyét dinh xem
tac dong két hop caa ching c6 gay hai cho protein hay khéng.

Ngoai viéc str dung cac cong cu tin sinh hoc dé danh gia mic d6 gay
bénh cua cac bién thé, nhiing bién thé dugc bao cdo 1a lanh tinh trén co so dit
liéu ClinVar ciing bi loai bo.

2.3.5. Xdc dinh kiéu gen ciia da hinh rs2287622 bang ky thugt RFLP

Phuong phap RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms — da
hinh chiéu dai doan cat gigi han) 1a k§ thuat nghién ciru tinh da hinh chiéu dai
ctia cac doan DNA duya trén diém cat cac enzyme gigi han. Nguyén tac cua ky
thuat nay dua trén do dic hiéu cua cac enzyme cat gidi han ddi vai vi tri nhan
biét ctia chiing trén DNA. Trong phuong phap RFLP, DNA mau dugc cit thanh
cac doan nhé bang cach sir dung céc enzyme cit gidi han, va sau d6 cac doan
DNA nho tao thanh dugc phan tach dya theo kich thuéc bang ki thuat dién di
trén gel. Mic di ngay nay k¥ thuat RFLP da tro nén 15i thoi do bi thay thé boi
cong nghé giai trinh ty nhung day van la la cdng nghé nghién ciru da hinh DNA
dau tién du ré dé c6 thé duoc ing dung mat cach rong rai.

Trong nghién ciru nay, cac doan moi cho phan ung khuéch dai gen duoc
thiét ké bang phan mém Primer-Blast. Poan gen ABCB11 kich thuéc 333 bp c6
chtra da hinh rs2287622 dugc khuéch dai bang phan tng PCR sir dung cap moi:

e Moi xudi: 5-CACACAGACACCGAGTATCAACACA-3'
e Mdi ngugc: 5-CAGGACAGTCTCAATGTATGCTACACCT-3'

Chu trinh nhiét caa phan tng: 95°C — 12 phat, 35 chu ky (95°C — 45

gidy, 64°C — 45 giay, 72°C — 45 gidy), kéo dai ¢ 72°C trong 8 phit va gitr 6
4°C.

Enzyme Haelll ¢6 vi tri cat diac hiéu 5°-GGCC-3” duge st dung dé xéac

dinh kiéu gen tai vi tri chira da hinh.

Thanh phan ciia phan g cat enzyme duoc trinh bay ¢ Bang 2.1
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Bang 2.1: Thanh phan cia phdn #ng cat enzyme Haelll

dH,0 15 ul

10x Buffer R 2 ul

Enzyme Haelll 1l

San pham PCR 2 ul
U ¢ 37°C trong 2h

Theo tinh toan, néu alen tai vi tri da hinh 1a dong hop tir TT thi két qua
trén gel dién di s& hién 1 bing véi kich thudce 333 bp do khong c6 diém cat dic
hiéu cuia enzyme Haelll; néu alen tai vi tri da hinh 1a déng hop tir CC thi doan
gen sé& bi cat hoan toan thanh 2 doan nho c6 kich thudc 206 bp va 127 bp; néu
alen tai vi tri da hinh 1a di hop tir TC thi trén hinh anh di¢n di s€ c6 ca 3 bang
vai cac kich thude 333 bp, 206 bp va 127 bp.

2.3.6. Xdc dinh kiéu gen ciia da hinh bang ky thugt ARMS-PCR

Ky thuat ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System
Polymerase Chain Reaction) duoc st dung trong xac dinh kiéu gen ctia da hinh
nucleotide vai bén doan mdi trong mot phan tng PCR duy nhat. Phan (g nay
ding mot méi dac hiéu co trinh tu dau 3’ bd sung véi alen dot bién va 1 moi
nguoc lai co trinh tu dac hiéu vaéi alen thuong (Hinh 2.4). Su ¢6 mat ctaa dot
bién dugc thé hién bang san pham DNA khuéch dai voi cac kich thuéc khac
nhau di biét truéc va cho phép quan sat dé dang dudi gel agarose khi dién di.
ARMS-PCR la mot quy trinh duoc sir dung dé dang va rong réi trong cac phong
thi nghiém 1am sang chan doan phan ti [122]. Viéc st dung ARMS-PCR dap
ung duoc Ky vong cua nghién ciu bo gen hién dai va cho phép nghién citu SNP
mot cach nhanh chéng, dang tin cay va chi phi thap, tuy nhién, budc ti wu hoa
chu trinh nhiét cua phan &ng c6 thé rat phtc tap va tén thoi gian. Mot nhuoc
diém khac cia ARMS — PCR 1a khong phat hién duogc bién thé mat/thém doan
|6n va cac bat thudng nhidm sac thé.
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Moi xudi ngoai Mbi xudi trong

ﬁ ﬁ
N
DNA khuén Diem dot bien
*‘/
h _
Méi ngwoc trong Mbi ngwore ngoai
Hinh 2.4: Nguyén ly cua phan itng ARMS-PCR
Trong nghién ciu ndy, Kiéu gen cua cac SNP rs927344 trén gen ABCC2
va rs1815930 trén gen MYO5B dugc x4c dinh bang phuong phap ARMS-PCR
[123]. Ving gen ABCC2 chira 1s927344 duoc khuéch dai bang cap moi dac
hiéu:
ABCC2-F1: 5’- GTCATTAAATGGTGAATTTGTATCCA -3’
ABCC2-R1: 5’- GTGCACCAAGGAATTAGAGTTCA -3’
ABCC2-F2: 5’- GTGTGGATTCCCTTGGGTTT -3’
ABCC2-R2: 5’- GGGCCAGGAGCCATAAGT -3’
Vung gen MYO5B chira rs1815930 duoc khuéch dai biang ciap mdi dic hiéu:
MYO5B-F1: 5’- AGATGAGCCTTGATTGAGCTGATTG -3’
MYO5B-R1: 5’- GCCCACTGACTACTCAGGAGGACTT -3’
MYO5B-F2: 5°- CCAATCTATGGACAAGATGTCATCTCTG -3’
MYO5B-R2: 5°- CCCATGTTTTGGCCACTGTATGT -3’

Cac cap mdi nay duoc thiét ké bang phan mém Primerl [124] va tong
hop bai cdng ty Sinh héa Phii Sa (Can Tho, Viét Nam). Phan ttng ARMS-PCR
cta ca hai da hinh duoc thuc hién véi chu trinh nhiét da dugc tdi uu héa nhu
bang Bang 2.2
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Bang 2.2: Chu trinh nhiét cua phan izng ARMS-PCR

95°C 12 phit

95°C 45 pht

64°C 45 giay 35 chu ky
72°C 45 giay

72°C 8 pht

San pham PCR duoc dién di kiém tra trén gel agarose 1%. Kiéu gen da
hinh duge xac dinh dua vao sé bang va kich thudc san pham PCR thu duogc
(Bang 2.3).

Bang 2.3: S6 liwong va kich thuéc san pham PCR twong vng Vi cac kiéu gen
cua ABCC2 rs927344 va MYO5B rs1815930

Kiéugen | S6 lwong bing san pham | Chiéu dai san pham PCR
PCR (bp)

Gen ABCC2
AA 2 401, 282
AT 3 401, 282, 157
TT 2 401, 157

Gen MYOS5B
AA 2 349, 246
AG 3 349, 246, 154
GG 2 349, 154
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2.3.7. Gidi trinh tw Sanger

Trinh tu cac doan gen chira dot bién duoc xac dinh bang may giai trinh
tu ABI3500 st dung bo kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Thanh
phan phan ung dugc trinh bay ¢ Bang 2.4.

Bang 2.4: Thanh phan phdn #ng PCR gidi trinh tu Sanger

Thanh phan Thé tich
Nuac khu ion o ul
BigDye Terminator Master Mix 2.5X 4 ul
BigDye Terminator 5X sequencing buffer 2 ul

Mbi (1,7 pmol/pl) 1l

San pham PCR 4 pl
Tong 20

Tinh sach san pham PCR su dung Bead danh riéng cho giai trinh ty
Sanger. B6 sung 6 pl HiDi vao mdi mau san pham PCR tinh sach va bién tinh
¢ 98°C trong thoi gian 2 phut trén may PCR sau d6 1am lanh trén da trong 5
phUt roi dua vao may giai trinh ty ABI 3500 Genetic Analyzer.

2.3.8. Phan tich théng ké

Kiém dinh Chi-Square (¥%) duoc st dung kiém tra trang thai can bang
HardyWeinberg (HWE) caa quan thé. Kiém dinh duoc coi 1a ¢ ¥ 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 cua ba da hinh nucleotide don
rs2287622 trén gen ABCB11, rs927344 trén gen ABCC2 va rs1815930 trén gen
MYO5B véi kha niang mac bénh teo duong mat bam sinh. Mai lién quan gitra
kiéu gen cua da hinh v6i bénh duoc xem xét & 3 md hinh khac nhau, bao gom
cong gop (additive model), troi (dominant model), lan (recessive model) va
duoc wdc tinh bang chi s6 OR (odds ratio) vai khoang tin cay 95%. Cac kiém
dinh duoc coi 14 ¢6 ¥ nghia théng ké khi gia tri p<0,05.
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Chuwong 3. KET QUA

3.1. Thu thap miu va tach chiét DNA téng sb

Déi twong tham gia nghién ctu dugc chan doan 1a mic bénh teo dudng
mat bam sinh. T4t ca cac dbi twong tham gia nghién ctu déu dugc cung cap

day du théng tin, muc tiéu nghién ciru va tham gia nghién cau tu nguyén theo
dung quy dinh vé dao duc trong nghién ctu y sinh hoc cua td chic trong nude

va trén thé gioi.

MAu mau cua cac dbi tuong tham gia nghién ciu duge thu thap boi céc
béc si tai Bénh vién Nhi Trung uwong. Mdi d6i tuong duoc ldy 2 ml mau toan
phan duoc bao quan trong éng chdng dong EDTA va giir & -20°C. Thong tin
lam sang cua ngudi tham gia nghién ctiru dugc trinh bay ¢ Bang 3.1

Bang 3.1: Thong tin 1am sang cua nguwoi tham gia nghién cuzu

Thong tin 1am sang Mau bénh Mau doi
) chirng
S6 lwong mau 266 250
Type | (bénh nhan) 5 -
Type 11 (bénh nhan) 1 -
Type 11l (bénh nhéan) 260 -
Tubi chan doan (thang) 270+125 2,64+0,78
Bilirubin truc tiép (mg/dL) 568+1,69 630+121
Protein (g/L) 5592+442 | 5823+506
Albumin (g/L) 364+787 3805+310
Aspartate aminotransferase (AST) (U/L) 211;:'311 240,99 £162,85
Alanine aminotransferase (ALT) (U/L) | 12932+8802 | 141,02 +8353
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R A x Méiu doi
Thoéng tin [am sang Mau bénh ]
chang
Gamma glutamyltransferase (GGT) 604,25 +
606,02 +440,84
(IU/L) 467,81
: 579,34 +
Alkaline phosphatase (ALP) (U/L) 306.14 74452 +22490

DNA tong sb cua tat ca bénh nhan va d6i ching dugc kiém tra bing
phuong phap dién di trén gel agarose 0,8% va do OD & budc song 260 va 280
nm dé xac dinh ndng do va do tinh sach. DNA téng s6 thu duoc & ca mau bénh
nhan va mau ddi ching déu c6 nong d6 cao, khdng bi dut giy va c6 do tinh
sach cao thé hién qua cac dai bang sang rd. Nong do cac mau déu I6n hon
20ng/ul va gia tri A260/280 ctia cac mau do bang may Nanodrop déu nam trong
khoang 1,8 — 2.

Trong s6 266 bénh nhan nhi mic teo dudng mat bam sinh, c6 05 bénh
nhan thudc 03 gia dinh duoc chon loc dé giai trinh tu toan bo ving gen ma hoa
(Bang 3.2). Trong d6, bénh nhédn BAOL1 va BAO2 la chi em ruot, bénh nhén
BAO03 va BA04 Ia chi em rudt, bénh nhan BAO5 khong c6 quan hé huyét théng
véi cac bénh nhan khac trong nghién cau nay.

Bdng 3.2: Thong tin cac mau bénh nhan duwoc lua chon dé gidi trinh tuw WES

o Gigi Tudi phau thuat Kasai
STT Kihiéu

tinh
1 BAOI N 2 thang
2 BA02 Nir Khong phau thuat
3 BAO03 Nir 32 ngay
4 BA04 Nam 2,5 thang

5 BAOS5 Nir 2,5 thang
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T4t ca bénh nhan déu dugc chan doan 14 mic bénh teo duong mat bam
sinh va&i nhitng triéu chimg dac trung nhu tinh trang vang da, & mat, phan nhat
mau, transaminase ting, siéu Am gan mat ¢ chuan bi thay kich thudc tdi mat

bé, it thay doi khi d6i va sau an no.

Bénh nhan BAO1 xuat hién vang da tang dan tir 20 ngay tudi, phan nhat
mau lién tuc tir khi hét phan su. Tré duoc kham va chan doan teo duong mat
bam sinh tai khoa gan mat. Tai dy, bénh nhan duoc 1am xét nghiém mau thay
tinh trang vang da & mat, transaminase ting, siéu Am gan mat ¢4 chuan bi thay
kich thudc tdi mat bé, it thay d6i khi d6i va sau dn no. Bénh nhan BAO1 duoc
phau thuat Kasai vao thoi diém 2 thang tudi. Trong qué trinh phiu thuat tré
duoc chup dudng mat va sinh thiét gan. Chan doan xac dinh sau khi phau thuat
13 teo duong mat bam sinh. Sau phau thuat, bénh nhan dién bién bénh khdng
t6t, con vang da va phan nhat mau. Bénh nhan mat Iic 17 thang tudi.

Bénh nhan BAO2 xuat hién vang da tang dan tir 1 thang tudi, phan nhat
mau lién tuc tir 2 tuan tudi. Bénh nhan dugc khadm va chan doan teo duong mat
bam sinh tai khoa gan mat. Tai day, bénh nhan duoc 1am xét nghiém mau thay
tinh trang vang da & mat, transaminase tang, siéu Am gan mat ¢4 chuan bi thay
kich thudc thi mat bé, it thay do6i khi d6i va sau an no. Bénh nhan khéng thuc
hién phau thuat Kasai. Sau d6, bénh nhan c6 hién tugng vang da ting, bung co
truéng, roi loan dong méau, xuat huyét tiéu hda. Bénh nhan mat liuc 11 thang
tuoi.

Bénh nhan BAO3 xuét hién vang da tang dan tir 7 ngay tudi, kém phan
nhat mau lién tuc. Bénh nhan duoc khdm va chan doan teo duong mat bam sinh
tai khoa Gan mat. Tai ddy, bénh nhan duoc 1am xét nghiém mau thay tinh trang
vang da & mat, Transaminase ting, siéu &m gan mat c6 chuan bi thiy kich thudc
tdi mat bé, it thay d6i khi doi va sau an no. Bénh nhan BA03 duoc phiu thuat
Kasai vao thoi diém 32 ngay tudi. Trong qué trinh phau thuat tré duoc chup
duong mat va sinh thiét gan. Chan doan xac dinh sau khi phau thuat 13 teo
duong mat bam sinh. Sau phau thuat, bénh nhan giam vang da dan, phan vang.
Bénh nhan c6 3 dot xuat huyét tiéu hoa, noi soi da day thuc quan thiy gidn tinh
mach thuc quan do 3. Hién tai bénh nhan BAO3 tiép tuc dugc theo doi va diéu
tri tai khoa Gan mat.
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Bénh nhan BAO4 xuat hién vang da tang dan tir 5 ngay tudi, phan nhat
mau lién tuc tir 1 thang 20 ngay tudi. Bénh nhan duoc kham va chan doan teo
duong mat bam sinh tai khoa gan mat. Tai khoa tré dugc 1am xét nghiém mau
thdy tinh trang vang da & mat, transaminase tang, siéu am gan mat ¢4 chuan bj
thay kich thudc ti mat bé, it thay d6i khi doi va sau an no. Bénh nhan phau
thuat Kasai vao thoi diém 2,5 thang tudi. Trong qué trinh phau thuat, tré dugc
chup dudng mat va sinh thiét gan. Chan doan xac dinh sau khi phau thuat 13 teo
duong mat bam sinh. Sau phau thuat, tré giam vang da dan, phan vang hon.
Hién tai tré tiép tuc duoc theo ddi va diéu tri tai khoa gan mat.

Bénh nhan BA05 duoc chan doan mac bénh teo dudong mat bam sinh Itc
2,5 thang tudi véi cac triéu chung vang da & mat, phan bac mau, gan lach to,
siéu &m tai mat kich thudc nho (12 x 3 mm). Sinh thiét mé gan cho thay cac
ton thuong gan khac nhau bao gdm & mat trong gan. Bénh nhan dwoc phau
thuat Kasai va duoc danh gia nam trong nhom cé tién luong tot sau diéu tri.
Bénh nhan khéng c6 triéu ching vang da 4 thang sau phau thuat va duy tri 6n
dinh trong 3 nim dau doi. Khi [&n 8 tudi, bénh nhi d6t ngot cé nhitng dién bién
bat thudng véi cac triéu ching vang da, suy gan cap kém theo tan huyét. Bénh
nhan vao vién trong tinh trang vang da, nudc tiéu sim mau, gan trai to 4 cm,
lach to do II. Panh gia mé hoc ctia gan cho thay sy tich ty dong trong mé gan.
Bénh nhan duogc chan doan méic bénh Wilson. Bénh nhan dugc diéu tri theo
phac d6 danh cho bénh nhan Wilson va cic phuong phap diéu tri hd tro cho
bénh nhan mac bénh gan giai doan cudi. Tuy nhién, cac triéu chang cua suy
gan ngay cang xau di véi cac dot hon mé gan xay ra lién tiép trén nén bénh gan
man tinh véi cac dot tan mau niang. Do ca teo dudng mat bam sinh va Wilson
déu 1a nhitng cin bénh hiém gap nén bénh nhan BAO5 duoc lya chon dé giai
trinh tw WES nham tim ra nhiing bién thé mai.

3.2. Giai trinh tw toan by vung ma hoda
3.2.1. Két qud tao thw vign DNA

Chuan bj thu vién cac manh DNA c6 gan adapter 1a bude dau tién trong
quy trinh giai trinh tu thé hé méi va ciing 13 budc quan trong xac dinh sy thanh
cong cua thi nghiém, danh gia d6 tin cay cua két qua. Thu vién DNA can c6
nong d6 cao va phan b kich thudc cua cac manh DNA phai nam trong khoang
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gidi han phi hop vai hé thdng may giai trinh ty. Nong d6 cia manh DNA trng
nghién cau nay dugc thé hién & Bang 3.3.

Bang 3.3: Kich thieéc va nong do thu vien DNA

Mau Kich thwéc (bp)  Néng dé (ng/ul)

BAO1 351 109,67
BAO2 358 117,90
BAO3 351 116,58
BAO4 351 100,77
BAOS 362 122,27

Pé kiém tra kich thudc caa manh PCR khuéch dai, ching toi kiém tra sy
phan bd kich thugéc mau bang cach chay mau trén may Agilent Technologies
2100 Bioanalyzer st dung chip DNA 1000. Két qua dugc thé hién ¢ Hinh 3.1
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Hinh 3.1: Két qud kiém tra chdt lirong th vién DNA

Két qua kiém tra chat luong thu vién DNA duoc thé hién trén Hinh 3.1,
tat ca cac thu vién déu cé chat luong tét, ndng do cao, dat yéu cau cho budc
nghién ctu tiép theo véi phan 16n doan DNA sau khi duoc phan manh c6 kich
thudc nam trong khoang tir 250 — 500 bp.

3.2.2. Két qud gidi trinh tz toan bé viing gen ma hda

Trinh tu toan bo viing gen ma hoa cia 05 bénh nhan duoc xac dinh bang
thiét bi Illimina NextSeq 500. Chat luong dir liéu duoc danh gia bang phan
mém FastQC. Chi s6 thdng ké duoc tom tat dudi dang do thi va bang biéu. Biéu
d6 chat lugng ting nucleotide dir liéu dugc phan chia thanh 3 mic, c6 mau sac
khac nhau. Trong d6, chat luong 16n hon 28 (Q>28 — ving mau xanh) duoc
danh gia 1a rat tét, 16n hon 20 (Q>20 — ving mau vang) la tét, nhé hon 20
(Q<20 — viing mau hong) 1a nhitng di liéu ¢ kha nang bi 16i cao hon mirc chap
nhan duoc va cd thé xem xét dé cét bo. Két qua dugc thé hién & Hinh 3.2.

MAau BAO1 — Read 1
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Miu BAO1 — Read 2

M3 16 119 22 L% L8 11 L4 37 140 L 1 140

oM ms TR YNYRYSYYY

133456780 11 13 15 17 10 21 33 23 27 20 23 I3 25 I7 13 41 41 45 67 45 51 53 35 57 50 €1 €3 G3 €7 €3 71 73 73 77 72 01 41 £ &7 @5 31 9% 9% 07 35 101 104 107 130

Mau BAO2 — Read 1
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Mau BAO3 — Read 2

Mau BAO4 — Read 1

3 BN ¥ RYEE oYY

et 0

Mau BA04 — Read 4

Mau BAO5 — Read 1

Mau BAO5 — Read 2

Hinh 3.2: Chdt lirong gidi trinh tu 05 bénh nhan mdc teo dirong mdt bam sinh

Dir liéu duoc tao ra tir may giai trinh ty thé hé méi co dung luong cao,
d6 dai cac doan doc dong déu (~150 bp mdi doan), do sau bao phu cao (>150X
mdi mau). Dix lidu giai trinh ty toan bo ving gen ma hda co chat lugng tot, ti &
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nucleotide ¢6 diém chit luong I6n hon 20 va 30 cao (Q20 trén 96%, Q30 trén
91%). Thong ké chit lwgng giai trinh tu caa bénh nhan mac bénh dugc thé hién
r0 hon ¢ Bang 3.4.

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

BAO1 BA02 BAO3 BAO4 BAO5
Téng sé
ong SO_ 9.933Mb  9.247Mb  9.693Mb 10.973Mb 10.797 Mb
nucleotide
Tong so
66.561.946 62.004.790 64.870.694 73.536.620 72.227.972
doan doc
%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 95,1

Do dai doan

doc trung 149,24 149,15 149,43 149,22 148,77
binh (bp)

Do séu bao

phi trung 164,3 152,9 160,3 181,5 157,6
binh (X)

3.3. Két qua xir Iy s6 liéu va cha giai bién thé
3.3.1. Sdp hang da lidu véi hé gen tham chiéu

Trinh ty toan bo ving gen ma hda caa 05 bénh nhan teo dudng mat bam
sinh dugc sap hang vaéi hé gen tham chiéu GRCh37 bang cong cu BWA. Két
qua sap hang dit liéu duoc thé hién ¢ Bang 3.5.

Bang 3.5: Két qud sap hang cac mau gidi trinh tw véi hé gen tham chiéu

BAO1 BA02 BAO3 BAO4 BAO5
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S6 doan
trinhil.rsflp 67.207.673 60.415.842 58.264.414 74.737.214 70.500.265

hang thanh (99,8%) (99,8%) (99,8%) (99,9%) (99,8%)
cong

S6 doan
trinh ty 48.606.456 42.739.604 41.779.482 44.832.640 49.173.678

duwgec sap
hang vao (79,0%) (77,6%) (78,2%) (70,0%) (76,5%)

vung ma hoa

Ti 1é d§ sdu
bao phi 91,2 90,2 90,4 92,5 93,9
>20X (%)

Ti 18 véi dd
sdu bao phii 82,9 80,6 81,6 94,5 88,6
>30X (%)

Til¢ do sau
bao phu 63,2 59,1 61,5 65,3 72,7
>50X (%)

Do sau bao

phu trung

binh trong 88,0 80,5 85,5 94,6 85,2
vung exone

(X)

C6 thé nhan thay, két qua sap hang dir liéu giai trinh tu cua bénh nhan
véi hé gen tham chiéu tét (ti 1é sap hang thanh cong dat 99,8-99,9%), ti 1& doan
dir liéu dugc sap hang nam trong ving exon cao (70-79%). Po sau bao phu
trung binh trong viing exome sau khi sap hang cua tat ca cac mau bénh nhan
déu dat >80X. trong do, ti 18 dit liéu c6 muc d6 bao pha trén 50X déu chiém ti
16 16n (59,1 — 72,7 %).

3.3.2. Xdc dinh va chi gidi bién thé

Nhiéu cong cu khac nhau duoc phat trién dé phat hién bién thé tur dit
lisu NGS. Céc nghién ciru cho thiy mdi céng cu phan tich c6 vu thé dbi voi
mét loai dit liéu giai trinh tu nhat dinh. Quy trinh xt Iy sé liéu sir dung cong
cu Picard/GATK duoc st dung dé phét hién bién thé trong nghién ctu nay.
Phan mém Picard dé xir ly dit liéu sau sap hang nham hiéu chinh chat luong
cua tirng nucleotide, sap xép, loai bo nhitng doan lap.... Buéc phan tich nay
cling nham muc dich loai bo nhitng doan trinh tu khong duoc sap hang hoic
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nhitng duoc sip hang c6 do tin cay thap qua do giam ti 1& duong tinh gia.
Phan mém GATK duoc str dung dé xac dinh bién thé c6 trong dix liéu hé gen
cia mdi bénh nhan. Ngoai ra, viéc bién dbi trinh ty nucleotide anh hudng thé
nao dén amino axit duoc phan tich bang phan mém SnpEff. Két qua phan tich
duoc thé hién ¢ Bang 3.6.

Bdng 3.6: Két qud phan tich va dir dodn bién thé trong toan bg ving ma hoa
cia 05 bénh nhan mdc bénh teo dirong mdt bam sinh

Mau Mau Mau Mau Mau

Thong sé
BAO1 BAO2 BAO3 BAO4 BAO5

Tong sé bién thé thay

, ) 23.295 23.743 23.413 23508 23.774
the nucleotide

Bién thé dong nghia  11.870 12.033 11.958 12.012 12.036

Bién thé sai nghia 11.271 11559 11.317 11.368 11.579

Thém bé ba két thic 114 112 99 89 119
Mat bd ba két thuc 40 39 39 39 40
Tong so indel 724 711 738 776 712
Bién thé frameshift 325 318 348 350 317
Thém doan ngin 182 174 175 196 187
Mat doan ngan 217 219 215 230 208

3.4. Sang loc bién thé

S4 lwong bién thé gen xuat hién & mdi bénh nhan 1a rat 16n, bao gom chu
yéu 1a cac thuong bién lanh tinh, do d6 can ¢6 qua trinh sang loc dé tim ra bién
thé c6 tiém ning 1a nguyén nhan gay bénh & mdi bénh nhan. Nhu di trinh bay
& trén, teo duong mat bam sinh 1a cin bénh nhan ¢6 co sé di truyén rat phirc
tap, tinh khong dong nhat vé gen cao. Teo dudng mat c6 lién quan dén mot s6

hoi chimg bam sinh, bat thuong nhiém sac thé va da hinh gen & mdt s6 quan
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thé cu thé. Do d6, trong nghién ciru ndy danh sach cac gen duoc sir dung dé
sang loc bién thé duoc mo rong so v4i nhiéu nghién ciru khac, khong chi bao
gdém nhimng gen di duoc chi ra 1 nhay cam véi teo duong mat bam sinh ma con
co ca nhitng gen lién quan dén cac hoi chimg gan mat khac (133 gen trong
nghién ctru ndy so véi 25 gen trong nghién ctru cta Tran Trung Kién va dong
tac gia [106]). Danh sach nhimg gen duoc sir dung dé sang loc dot bién duogc
trinh bay & phu luc 1. Sau qué trinh sang loc, nhitng bién thé nam trong ving
exon cua cac gen lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh duoc giit lai.
Nhitng bién thé nay duoc chia 1am hai loai: (i) dot bién — Ia nhing bién thé c6
tan s alen <1%; (ii) da hinh nucleotide don — 1a nhiing bién thé c6 tan sé alen
>1% (tan sb alen MAF duoc tinh theo tan sé xuét hién trong co so dit liéu 1000
Genome phase 3). Két qua sang loc dot bién caa 05 bénh nhan duoc thé hién &
Bang 3.7.

Bdng 3.7: Két qud sang loc dét bién xay ra trong nhitng gen lién quan dén
bénh teo dwong mat bam sinh

Tong sé dot bién trén gen  So6 ddt bién xay ra

Bénh nhan lién quan trong exon
BAO1L 786 14
BA02 781 12
BAO3 721 12
BA04 745 08
BAO5 817 10

S6 luong bién thé xay ra trong s6 133 gen lién quan dén bénh teo dudng
mat bam sinh 12 rat 16n (s6 lwong dot bién & bénh nhan BAO1 1a 786, ¢ bénh
nhan BAO2 la 781, & bénh nhan BAO3 la 721, & bénh nhan BA04 1a 745, & bénh
nhan BAOS 1a 817 d6t bién). Tuy nhién, phan I6n cac dot bién nay nam trong
viing intron cua gen, co rat it dot bién nam trong viing exon (sé lugng dot bién
trong vung exon ¢ bénh nhan BAOL la 14, & bénh nhan BAO02 la 12, ¢ bénh
nhan BAO3 la 12, & bénh nhan BAO4 la 08 va & bénh nhan BAOS la 10 dot
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bién). Danh sach cu thé cac dot bién xay ra trong viing exon cua nhitng gen lién
quan dén bénh teo dudng mat bam sinh tim thay trong mdi bénh nhan duoc

trinh bay & Bang 3.8.

Bang 3.8: D4t bién xay ra trong gen lién quan dén bénh teo dwong mdt bam

sinh cua cac bénh nhan

STT NsT  oadet Tén gen HGVS.c HGVS.p
bién

Mau BAO1
1 chrl Sai nghia NOTCH?2 c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl Dichkhung  NOTCH2  c¢.17_18delCC p.Pro6fs
3 chr2 Sai nghia ABCGS8 c.1160C>T p.Pro387Leu
4 chr2 Sai nghia CPS1 €.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr5  Sainghia TTC37 c.1427C>G  p.Thr476Arg
6 chr5 Sai nghia TTC37 €.829G>A p.Gly277Ser
7 chré Sai nghia PKHD1 c.1675C>T p.Arg559Trp
8 chrl2 Sai nghia KRT18 ¢.300C>G p.Serl00Arg
9 chrl2 Sai nghia KRT18 €.308C>A p.Thrl03Asn
10 chrl2 Sai nghia KRT18 c.316C>T p.Argl06Trp
11  chrl5 Sai nghia FAH c.412G>A p.Gly138Arg
12 chrlé  Sainghia ERCC4 C.2225A>G  p.Tyr742Cys
13 chrl8  Sainghia NPC1 c.110A>G p.Asp37Gly
14 chrX Sai nghia AMER1 c.85G>A p.Ala29Thr
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STT NsT  oadet Tén gen HGVS.c HGVS.p
bién

Méiu BA02
1 chrl Sai nghia NOTCH?2 c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl  Dich khung NOTCH2  c¢.17_18delCC p.Pro6fs
3 chr2  Sainghia MPV17 C.404A>G p.Tyr135Cys
4 chr2 Sai nghia CPS1 €.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr9  Sainghia IARS c.337A>T p.lle113Phe
6 chrl2 Sai nghia KRT18 €.300C>G p.Serl00Arg
7  chrl2 Sai nghia KRT18 c.308C>A p.Thrl03Asn
8 chrl2 Sai nghia KRT18 c.316C>T p.Argl06Trp
9 chrl5 Sai nghia FAH c.412G>A p.Gly138Arg
10 chrl6 Sai nghia ERCC4 c.241G>T p.Val81Phe
11  chrl8 Sai nghia NPC1 c.110A>G p.Asp37Gly
12 chrX  Sainghia AMER1 c.85G>A p.Ala29Thr

Miu BAO3
1 chrl Sai nghia PEX14 €.208T>G p.Ser70Ala
2 chrl Sai nghia NOTCH?2 c.57C>G p.Cys19Trp
3 chrl Dich khung NOTCH2  c¢.17_18delCC p.Pro6fs
4 chrl Sai nghia EPHX1 €.128G>C p.Arg43Thr
5 chr2 Sai nghia CPS1 c.1048A>G p.Thr350Ala
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Loai dot

STT NST bifn Tén gen HGVS.c HGVS.p
6 chr2  Sainghia CYP27A1 c.368A>C p.Lys123Thr
7 chr2 Sai nghia GPC1 c.1084G>A p.Gly362Ser
8 chr9 Sai nghia BAAT C.685G>A p.Val229lle
9 chrl2 Sai nghia KRT18 €.300C>G p.Serl00Arg
10 chrl2 Sai nghia KRT18 c.308C>A p.Thrl03Asn
11  chrl2 Sai nghia KRT18 c.316C>T p.Arg106Trp
12 chrl2 Sai nghia KRT18 c.361C>T p.Prol21Ser
13 chr22 Sai nghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser
MAiu BA04
1 chrl Sai nghia NOTCH?2 c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl  Dich khung NOTCH2  c.17_18delCC p.Pro6fs
3 chr2 Sai nghia NBAS €.5984G>A p.Arg1995Gin
4 chr2 Sai nghia CPS1 €.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr2  Sainghia CYP27A1 c.368A>C p.Lys123Thr
6 chr2  Sainghia GPC1 c.1084G>A  p.Gly362Ser
7 chr6 Sai nghia PKHD1 c.10252G>A  p.Ala3418Thr
8 chr22 Sai nghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser
MAiu BA05
1 chrl Sai nghia NOTCH2 c.137A>G p.Asn46Ser
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Loai dot

STT NST .;
bién

Tén gen HGVS.c HGVS.p

2 chrl  Sainghia NOTCH2  c.112G>A p.Glu3sLys

3 chrl Sai nghia NOTCH2 c.57C>G p.Cys19Trp

4 chr2 Sai nghia NBAS C.3212A>T p.Glul071Val
5 chr7  Sainghia CFTR c.1251C>A  p.Asn4l7Lys

6 chrl2  Sainghia KRT18 .50 51insG  p.Glyl7Glyfs77x
7  chrl6 Sai nghia PMM?2 c.110A>T p.GIn37Leu

8 chrl8  Sainghia MYO5B €.2292C>G  p.Phe764Leu

9 chr22  Sainghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser

Ngoai nhitng nghién ciru vé dot bién, danh gia moi lién quan giira cac
da hinh nucleotide don (SNP) véi nguy co mac bénh ciing dugc nhiéu nha
khoa hoc quan tam. Pay 1a nhitng bién thé dugc phat hién véi tan sb 16n hon
1% trong quan thé. SNP thuong xuét hién sau mdi 1000 nucleotide va dugc
st dung lam dau hiéu di truyén trong quan thé dé nghién ciru khuynh huéng
d6i véi mot sé tinh trang, bao gom ca sy man cam véi bénh. Danh sach da
hinh nucleotide don cta c4c bénh nhan teo duong mat bam sinh duoc thé
hién & phu luc 2.

3.5. Panh gia anh hwéng ciia cac dot bién

Tur nhitng dot bién xay ra trong cac gen lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh & bang 3.8 nhitng d6t bién di dugc bao cdo 1a lanh tinh trén co
so dir lieu ClinVar bi loai bé. Nhimg dot bién con lai duge danh gia bang
cac phan mém SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, Provean. Két qua danh
gi4 anh hudng cua dot bién bang cac cdng cu tin sinh duoc thé hién ¢ Bang
3.9.
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Bang 3.9: Két qud ddnh gid anh hueng cua cdc diém dét bién bang cong cu

tin sinh
SIFT PolyPhen2 Mutation Provean
Gen HGVS.p HGVS.c Taster
(Score) (Score) (Score) (Score)
Miu BAO1
NOTCH2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) | N (-0,767)
ABCG8 p.Pro387Leu | c.1160C>T | T (0,229) D (0,487) B (0,999) N (-1,03)
TTC37 p.Thrd76Arg | c.1427C>G | D (0,009) B (0,213) D (0,906) N (-1,25)
TTC37 p.Gly277Ser | c.829G>A | D (0,013) D (0,961) D (0,999) N (-1,23)
PKHD1 p.Args59Trp | ¢.1675C>T | T (0,221) B (0,017) B (0,999) N (-0,5)
KRT18 p.Serl00Arg | ¢.300C>G | D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRT18 p.Thrl03Asn | ¢.308C>A | T (0,285) B (0,007) B (0,999) N (-1,68)
KRT18 p.Arglo6Trp | ¢.316C>T | T (0,070) B (0,001) B (0,999) N (-1,79)
FAH p.Gly138Arg | c.412G>A | D (0,001) D (1,000) D (0,999) D (-7,38)
ERCC4 p.Tyr742Cys | c.2225A>G | D (0,000) D (1,000) D (0,999) D (-8,23)
NPC1 p.Asp37Gly | c.110A>G | T (0,455) B (0,001) D (0,999) N (-1,39)
AMER1 p.Ala29Thr c.85G>A D (0,004) B (0,001) B (0,834) N (-0,38)
Miu BA02

NOTCH2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) | N (-0,767)
MPV17 p.Tyrl35Cys | c.404A>G | T (0,101) D (0,996) D (0,999) D (-7,24)
IARS p.lle113Phe ¢.337A>T | D (0,001) D (0,975) | D (0,999) N (-1,51)
KRT18 p.Serl00Arg | ¢.300C>G | D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRT18 p.Thrl03Asn | ¢.308C>A | T (0,285) B (0,007) B (0,999) N (-1,68)
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SIFT PolyPhen2 Mutation Provean
Gen HGVS.p HGVS.c Taster

(Score) (Score) (Score) (Score)

KRT18 p.Arglo6Trp | c.316C>T | T (0,070) B (0,001) | B(0,999) N (-1,79)
FAH p.Gly138Arg | c.412G>A | D (0,001) D (1,000) | D (0,999) D (-7,38)
ERCC4 p.ValslPhe | c.241G>T | D (0,002) D (0,965) | D (0,999) D (-2,78)
NPC1 p.Asp37Gly | c.110A>G | T (0,455) B (0,001) | D (0,999) N (-1,39)
AMER1 p.Ala29Thr c.85G>A | D (0,004) B (0,001) | B(0,834) N (-0,38)

MAiu BA03
PEX14 p.Ser70Ala c.208T>G | T (0,456) D (0,950) | D (0,999) N (-1,02)
NOTCH?2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) | N (-0,767)
EPHX1 p.Arg43Thr c.128G>C | T (0,262) B (0,002) B (0,997) N (-1,40)
CYP27A1 p.Lys123Thr | c.368A>C | D (0,003) D (0,774) D (0,999) D (-3,71)
GPC1 p.Gly362Ser | c.1084G>A | D (0,025) B (0,002) | D (0,994) D (-2,98)
BAAT p.Val229lle C.685G>A T (1,00) B (0,015) B (0,958) N (0,56)
KRT18 p.Serl00Arg | ¢.300C>G | D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRT18 p.Thri03Asn | c.308C>A | T (0,285) B (0,007) B (0,999) N (-1,68)
KRT18 p.Argl06Trp | ¢.316C>T | T (0,070) B (0,001) B (0,999) N (-1,79)
KRT18 p.Pro121Ser | ¢.361C>T | D (0,012) D (0,593) D (0,999) D (-5,40)
Miu BA04

NOTCH?2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) | N (-0,767)
NBAS p.Argl995GIn | c.5984G>A | T (0,112) D (1,00) D (0,999) N(-2,28)
CYP27A1 p.Lys123Thr | c.368A>C | D (0,003) D (0,774) | D (0,999) D (-3,71)
GPC1 p.Gly362Ser | c.1084G>A | D (0,025) B (0,002) | D (0,994) D (-2,98)
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Mutation
SIFT PolyPhen2 Provean
Gen HGVS.p HGVS.c Taster
(Score) (Score) (Score)
(Score)
€.10252G>
PKHD1 p.Ala3418Thr A T (0,170) D (0,659) B (0,997) N (-0,49)
Miu BA05
NOTCH?2 p.Asn46Ser c.137A>G | T(0,129) D (0,713) D (0,998) N (-1,39)
NOTCH2 p.Glu38Lys C112G>A T (0,058) B (0,002) D (0,545) N (-0,38)
NOTCH2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) | N (-0,767)
NBAS C3212AST C3212AST T (0,959) D (1,000) D (0,998) D (-3,45)
CFTR c.1251C>A c.1251C>A | T (0,510) B (0,000) B (0,997) N (0,33)
p.Glyl7Glyfs7 | ¢.50_51ins
KRT18 D (1,000)
T* G
PMM2 c.110A>T c.110A>T D (0,028) B (0,007) D (0,939) D (-3,13)
MYO5B €.2292C>G | €.2292C>G | T (1,000) B (0,000) D (0,999) N (0,82)

SIFT: T — Tolerated, D — Damaging; PolyPhen2: B — Benign, D — Porobably
Damaging; Mutation Taster: B — Benign, D — Disease causing; Provean: N —

Neutral, D — Deleterious.

Phan mém SIFT c6 gia tri diém SIFT Score nam trong khoang tir 0 dén
1, gia tri nay cang nho thi dot bién cang c6 kha nang giy hai. SIFT danh gia
mot dot bién 1a lanh tinh — T (Tolerated) néu diém SIFT Score > 0,05, gay bénh
— D (Damaging) néu SIFT Score < 0,05. Phan mém PolyPhen 2 c6 gia tri
PolyPhen Score nam trong khoang tir 0 dén 1, gié tri ndy cang lén thi dot bién
cang c6 kha ning gay hai. Polyphen2 danh gia dot bién 1a 1anh tinh — B (Benign)
néu dot bién cd PolyPhen Score < 0,452, c6 kha nang gay bénh — P (Possibly
Damaging) néu PolyPhen Score nam trong khoang tir 0,453 dén 0,956, gay
bénh — D (porobably damaging) néu PolyPhen Score 16n hon 0,956. Phan mém
Provean c6 gia tri cutoff 1a -2,5. Néu diém dot bién c6 diém Score > - 2,5 thi
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duoc danh gia 1a 1anh tinh — N (Neutral), néu dot bién co diém Score < -2,5 thi
duoc phan mém danh gia 1a gay bénh — D (Deleterious).

Cac dot bién tiém ning dugc danh gia 1a c6 anh hudng dén bénh teo
duong mat bam sinh néu ca bon phan mém SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster,
Provean danh gia 1a gy bénh. Nhu vay, két qua phan tich bang cac phan mém
tin sinh hoc cho thay bénh nhan BAO1 va BA02 mang 02 d6t bién dang di hop
tir cO kha nang gay bénh la ¢.412G>A trén gen FAH va c.2225A>G trén gen
ERCC4; bénh nhan BA03 va BA04 mang 01 d6t bién dang di hop tir ¢ kha
nang gay bénh ¢.368A>C trén gen CYP27A1; bénh nhan BA0O5 mang 01 dot
bién dang dong hop tir ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77 *) trén gen KRT18 c6
tiém ning gy bénh. Danh sach cac dot bién dugc thé hién ¢ Bang 3.10.

Bang 3.10: Cdc dét bién c6 tiém nang gdy bénh

Loai dot
Gen | NST HGVS.p HGVS.c ) Trang thai
bién
Miu BAO1 va BA02
FAH 15 p.Gly138Arg c.412G>A | Sainghia | Dihop tir
ERCC4 | 12 p.Tyr742Cys | ¢.2225A>G | Sainghia | Dihop tr
Miu BA03 va BAO4
CYP27ALl | 2 p.Lys123Thr c.368A>C | Sainghia | Dihop tu
MAiu BA05
. Dich Pong h
KRT18 | 12 | p.Glyl7Glyfs77+ | c.50 51insG e ons op
khung tu

3.5.1. Bénh nhan BAO1 va BA02

Hai bénh nhan BAOL1 va BAO2 la chi em rudt trong mot gia dinh. Hai
bénh nhan ndy mang dot bién di hop tir kép (double heterozygous) trén hai gen
FAH va ERCC4. Trong d6, ca hai bénh nhan di truyén dot bién c.412G>A
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(p.Gly138Arg) trén gen FAH tr ngudi bd va dot bién ¢.2225A>G
(p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 tir nguoi me (Hinh 3.3).

(8)
bér bél
(A) Bénh nhan BAM Bénh nhan BAGZ
FAH:c.412G>A JERCC4:c.2225A>G
| (<)
FAH:c.421G>AIERCCA:¢.2225A5G FAH:c.421G-AERCCA:c. 222506 P rr—— Ve B2ni e
GAA CCCTAT CTA CCT CCCT%"’CTECC
$au,
Enh nhan BAD Bénh nhan BAD2
GAA CCCTA TC TACCT GARCCCTATCT A
i I
. | \ I
L AVY PALY AN (L) YA

Hinh 3.3: Bét bién di hop tik kép trén bénh nhan BAO1 va BAO2
(4) So dé pha hé dot bién c.412G>A trén gen FAH va dét bién ¢.2225A>G
trén gen ERCC4; (B) Két qud gidi trinh ti Sanger dét bién c.412G>A trén
gen FAH; (C) Két qud gidi trinh tu Sanger dat bién ¢.2225A>G trén gen
ERCC4

Ngoai ra, két qua so sanh trinh ty axit amin xung quanh vi tri dot bién
gitta cac loai bao gom thé dot bién, loai nguoi (H.sapien), tinh tinh
(P.troglodytes), khi vang (M.mulatta), méo (F.catus) va chudt nhat
(M.musculus) cho thay Gly138 trén protein md hoa boi gen FAH va Tyr742
trén protein ma hoa bdi gen ERCC4 1a nhiing axit amin c6 tinh bao thu cao gitra
cac loai khac nhau (Hinh 3.4).
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(A) H.Sapien (mutant) FYSSRQHATNV[RIMFRDKENALM
H.Sapien FYSSRQHATNV[GIMFRDKENALM
P.troglodytes FYSSRQHATNV[GIMFRDKENALM
M.mulatta FYSSRQHATNV[GIMFRDKENALM
F.catus FYSSRQHATNMGIMFRGSENALV
M.musculus FYSSRQHATNV|GIMFRGKENALL

khkhkhkhkkhhhkkhkhkk|l [khkhkhhhhhkhdk

(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

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk|l |**k,k*kkkk*k*k*k

Hinh 3.4: So sanh trinh ty axit amin xung quanh vi 7 dét bién giira cac loai
(A) Vi tri dgt biéen p.Gly138Arg trén protein FAH; (B) Vi tri djt bién
p.Tyr742Cys trén gen ERCC4

3.5.2. Bénh nhan BAO3 va BA0O4

Két qua phan tich dir liéu WES cho thay hai bénh nhan BA03 va BA04
mang dot bién ¢.368A>C dang di hop tr trén exon 2 cua gen CYP27A1, dot
bién 1am thay d6i trinh tu amino axit ¢ vi tri 123 tir Lysine thanh Threonine.
Tuy nhién, két qua giai trinh ty bang Sanger cho thay ca hai bénh nhan déu c6
Kiéu gen binh thuong, khdng mang dot bién nay (Hinh 3.5). Do dé, ching t6i
khong xac dinh dugc dot bién gay bénh trén hai bénh nhan BA03 va BAO4.
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Gen CYP27A1

3315 kb Fort

Bé6 bénh nhan Me bénh nhan

cC e eFg 6 CAC T &€ TG

| \
{ { \ :“'.'\ / A ’,'A\
\ | lf VA “,“ “ [\ \ A
a K“.' \ \j iy"n“‘ x/s )' \/ \\: /
X N _‘\\____‘,(‘ ) ) K_‘__L-"‘;_‘/_‘
Bénh nhan BA03 Bénh nhan BA04

cc cT G CACTGTCTG

[ \ l !,"/\: /\\ "”‘g! l N N N\

Hinh 3.5: Két qud gidi trinh tw Sanger cho thay bénh nhan BA0O3 va BA04
khéng mang dgt bién ¢.368A>C dang d; hop tir trén gen CYP27A1

3.5.3. Bénh nhan BAOS5

Két qua phan tich cho thay bénh nhan BA05 mang d6t bién ¢ dang dong
hop tir ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77x) trén gen KRT18 (Hinh 3.7). Phan mém
Mutation Taster du doan day 1a dot bién gay bénh. Day 1a dot bién méi, chua
duoc bao cao trén cac co sé dir liu ClinVar va dbSNP. Viéc thém mot
nucleotide Guanine (G) vao vi tri 51 din dén hién tuong dich khung, 1am
protein bi cat ngan sau vi tri dot bién 77 axit amin (Hinh 3.6).
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Hinh 3.6: Bét bién ¢.50 51insG Xdy ra ¢ amino axit thez 17 (mau dé) 1am
protein bj cat ngan sau vi tri dgt bién 77 amino axit (phan mau xanh)

Bénh nhan BAO5 dong thoi duoc chan doan méic bénh Wilson, do do,
chiing t6i tién hanh ma rong pham vi sang loc dot bién trén nhitng gen lién quan
dén bénh Wilson. Két qua phét hién bénh nhan mang hai dot bién ¢.314C>A
(p.Ser105%) va ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu o dang di hop tir trén gen
ATP7B. Hai d6t bién nay déu dugc ghi nhan Ia gay bénh trén co s¢ dit lidu
ClinVar va duoc bao cao trén ngan hang dit liéu dbSNP véi ma s6 lan luot 14
rs753236073 va rs201038679.

GGG TCC CIG GGC TCT GT GT6 GGTTGTG AAC ATG GTC ATT AAA
Gly Ser Les Gly Ser val Pro 5: vl Val Asn Met Val Tle Lys
F | ‘.
A
A\J‘ \ \
y p-RyEr \ /11
A Binh thwong B Binh thudng Binh thwéomg c Binh thuong
¢.50G c.314C ¢.2975C c.1331T
GGG 1CC CTG GGGCTICTGT ¢16CCcATINGGTTIGTG . scBcaces AAC ATC GCC ATT aaa
Gly Ser Lew Gly Les Cys Vad  Po Stop b ™ & ™ M Asn Met A Do Lys

N 1 \ ‘ "3 *
Mﬂ[l 3 ‘\M A‘ 1 ‘wl\ "‘ “1‘,‘“ :\ .v
MALL ) GUWIVTINYY L)

Bénh nhin BAOS Bénh nhan BA0OS Bénh nhan BAOS Bénh nhan BA0OS
¢.50_51insG c.314C>A €.2975C>T ¢.1331T>C

Hinh 3.7 D¢t bién trén bénh nhan BA05

(4) dét bién dong hop tir ¢.50 51insG trén gen KRTIS; (B) dt bién di hop tir
phizc ¢.314C>A va ¢.2975C>T trén gen ATP7B; (C) dét bién dong hop tir
€.1331T>C trén gen ABCB11
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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
nhan trén co sd dir liéu dbSNP v&i ma sé rs2287622. Anh hudng ciia SNP nay
dén do6 man cam bénh teo dudng mat bam sinh s& duoc danh gia trong nghién
ctru nay.

3.6. Anh huéng ciia cac da hinh nucleotide dén mirec @ man cam bénh teo
dwong mat bam sinh

3.6.1. Anh hwong ciia da hinh rs2287622

Trong nghién ciru nay, kiéu gen caa da hinh nucleotide don rs2287622
trén gen ABCB11 duoc xac dinh bang ki thuat RFLP. Poan gen ABCB11 ¢
chtra da hinh nucleotide don c6 d6 dai 333 bp duoc khuéch dai bang phan tng
PCR vai cap moi dac hiéu. Dya vao sé luong va kich thudc bang dién di DNA
sau khi xu ly voi enzyme Haelll kiéu gen ciia mau nghién ctiu sé duoc xac dinh
la TT, TC hay CC. Két qua dién di caa mau c6 kiéu gen TT s& c¢6 1 bing Vi
kich thudc 333bp, mau c6 kiéu gen CC s& ¢o 2 bang voi kich thudc 206 bp va
127 bp, mau c6 kiéu gen TC s& c6 ca 3 bang vai kich thudc 333 bp, 206 bp va
127 bp. Théng ké kiéu gen va tan suat alen cia da hinh nucleotide don
rs2287622 trén gen ABCB11 dugc thé hién trong Bang 3.11.

Bang 3.11: Thong ké kiéu gen va tan sudt alen da hinh ABCB11 rs2287622

Kiéu alen Tanso alen (%) LwE
HWE
TT TC cC T c  Pp-value
Nhom
bénh 56 130 80 45,5 54,5 0,81 +
Nhom dbi
chiing 89 115 46 58,6 41,4 0.138 +

Tongsd 145 245 126 51,84 4816 0,06 +

Ghi chi: HWE: Can bang di truyén HardyWeinberg; “+”: Tudn theo cén
bang di truyén HardyWeinberg
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Kiéu alen & ca nhém bénh va nhom ddi ching déu tuan theo can bang di
truyén Hardy — Weinberg (p>0,05) (bang 12), ddng thoi, tan sé alen C & nhém
bénh (54,5%) cao hon nhiéu so vai tan s6 alen C ¢ nhom dbi chang (33%).

Sy lién quan giira alen va kha nang méic bénh teo dudng mat duge 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 su lién quan giiza ABCB11 rs2287622 va nguy
co mdc bénh teo dwong mdt bam sinh

" Nhém Nhém doi o
Kiéu gen A ] OR 95% Cl | GiatriP
bénh ching
M6 hinh céng gop
56
TT 89 (35,60%) 1
(21,05%)
130
TC 115 (46,00%) | 1,79 1,18-2,73 0,006
(48,87%)
80
CC 46 (18,40%) 2,76 1,69-4,53 0,0001
(30,08%)
Mo hinh troi
56
TT 89 (35,60%) 1
(21,05%)
210
TC+CC 161 (64,40%) | 13,13 | 8,44-20,39 | 0,0001
(78,95%)
M6 hinh lan
186
TT+TC 204 (81,6%) 1
(69,92%)
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L Nhém Nhom dbi g
Kiéu gen R ] OR %% Cl | GiatriP
bénh ching
80
CC 46 (18,40%) 1,91 1,26-2,88 0,002
(30,08%)
Alen
242
T 293 (58,60%) 1
(45,49%)
290
C 207 (41,40%) | 1,69 1,33-2,17 0,0001
(54,51%)

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

C6 sy khac biét dang ké giira tan s kiéu gen va alen C & nhdm bénh va
nhom d6i chung & ca ba mé hinh nghién ciru. Sy khéac nhau nay co lién quan
dén viéc 1am ting nguy co mac bénh teo duong mat so vai alen T. G mé hinh
cong gop, kiéu gen CC 1am ting nguy co mac bénh so voi kiéu gen TT (OR =
2,76, 95%Cl: 1,69-4,53, p<0,01). Sy xuat hién kiéu gen TC trong md hinh nay
cling 1am ting nguy co mac bénh teo duong mat bam sinh, nhung it hon so véi
kidu gen CC (OR = 1,79, 95% Cl: 1,18-2,73, p<0,01).

O md hinh troi, kiéu gen TC va CC 1am ting nguy co mac bénh teo dudng
mat bam sinh so véi kiéu gen TT (OR = 13,13, 95% CI: 8,44-20,39, p<0,01).
Tuong tu nhu vay, & md hinh lan, kiéu gen CC ciing lam ting nguy co mac
bénh khi so véi kiéu gen TT+TC (OR = 1,91, 95% CI: 11,26-2,88, p<0,01).
Xét tong thé, su xuat hién cua alen C lam ting nguy co mac bénh teo duong
mat bam (OR = 1,69, 95% ClI: 1,33-2,17, p<0,01) so véi alen T.
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Chromosome 2
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ABCB11
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CAACATGGCTCHATT
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(C) | j
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Hinh 3.8: Phan tich di truyén da hinh nucleotide don rs2287622 ¢ 05 bénh
nhan teo dwong mdt bam sinh dwoc lua chon dé gidi trinh t WES
(A) Gen ABCB11C ndm 6 Vi tri g31.1 trén nhanh ddi ciia NST 2. (B) Sor
d6 viing ma héa va ving khéng ma hoa cia gen ABCB11. (C) Két qua gidi
trinh tw Sanger cho thdy da hinh xudt hién ¢ ca 05 bénh nhan

Két qua giai trinh ty Sanger cho thay da hinh nucleotide don rs2287622
trén gen ABCB11 xuat hién & ca 5 bénh nhan teo dudng mat bam sinh dugc
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chon dé giai trinh tu toan bo viing gen ma hoa, trong d6 bién thé nay xuat hién
dang dong hop tir & cac bénh nhan BAO1, BA02 va BA03, dang di hop tir &
bénh nhan BAO4 va BAO5 (Hinh 3.8).

3.6.2. Anh hwong ciia da hinh rs927344

Trong nghién cau nay, kiéu gen cia da hinh nucleotide don rs927344
trén gen ABCC2 duoc x4c dinh bang phuong phap ARMS-PCR. Kiéu gen cua
cac mau tham gia nghién ctru duoc ghi nhan dya vao sé bang va kich thude san
pham PCR quan sat duoc khi chay dién di. Theo thiét ké thi nghiém, hinh anh
dién di trén gel agarose cua nhitng mau c6 kiéu gen AA sé& xuat hién 2 bang voi
kich thudc 401 bp va 282 bp, mau c6 kiéu gen TT s& ¢ 2 bang véi kich thude
401 bp va 157 bp, mau c6 kiéu gen di hop tir AT s& ¢ 3 bang voi kich thude
401 bp, 282 bp va 157 bp. Théng ké kiéu gen va tan suét alen cua da hinh
rs927344 & tat ca cac mau duoc thé hién trong Bang 3.13. Kiém dinh Chi binh
phuong cho thy su phan bé kiéu gen caa da hinh nay duoc xac dinh tuan theo
dinh luat can bang di truyén HardyWeinberg véi gia tri p>0,05, tir d6 khang
dinh tinh ngau nhién va dai dién cia quan thé tham gia trong nghién ctu.

Bang 3.13: Thong ké kiéu gen va tan sudt alen da hinh ABCC2 rs927344

TAan suat

Kiéu alen HWE
alen HW
giatrip E
AA AT TT A T
Nhém bénh 5 40 221 0,09 0,91 0.451 +
Nhom doi 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 truyén HardyWeinberg

Sy lién quan giira alen va nguy co mac bénh teo duong mat bam sinh
duoc danh gia bang phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba md hinh: cong
gop, troi va md hinh lan (Bang 3.14).
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Bang 3.14: Két qua phan tich su lién quan giiza ABCC2 5927344 va nguy co
mdc bénh teo dwong mdt bam sinh

. ) Nhém doi y
Kiéu gen | Nnom bénh ] OR %% Cl | GiatriP
chang
M6 hinh céng gop
AA 5 (1,88%) 3(1,20%) 1
0,14 -
AT 40 (15,04%) | 39(15,60%) 0,61 5 75 0,53
221 0,15 -
TT 208(83,20%) | 0,64 0,54
(83,08%) 2,70
M©& hinh troi
AA 5 (1,88%) 3 (1,20%) 1
261
AT+TT 247 (98,80%) | 0,63 |0,15-2,68 0,54
(98,12%)
M©6 hinh lan
AA +AT |45 (16,92%) | 42 (16,80%) 1
221
TT 208 (83,20%) | 0,99 |0,63-1,57 0,97
(83,08%)
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 chl: OR: T s¢ odds ratio; 95%Cl: Khodng tin cdy 95%.

Két qua phan tich caa phép thong ké Chi binh phuong cho thay & ca ba
mo hinh cong gop, troi va mo hinh lan gia tri p caa kiém nghiém déu 16n hon
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0,05. Do d6, cac phép kiém dinh khong c6 y nghia thong ké. Nhur vay, ti 18 kiéu
gen va kiéu alen & da hinh rs927344 trén gen ABCC2 khong lién quan dén nguy
co mac bénh teo duong mat bam sinh & quan thé nghién cuu.

3.6.3. Anh hwong ciia da hinh rs1815930

Trong nghién ctu nay, kiéu gen caa SNP rs1815930 trén gen MYO5B
duoc xac dinh théng quan ky thuat ARMS-PCR nhu di trinh bay ¢ phan
phuong phap. Kiéu gen cia cac mau tham gia nghién ciru duoc ghi nhan dua
Vvao s6 bang va kich thuéc san pham PCR quan sat dugc khi chay dién di. Hinh
anh dién di trén gel agarose cua nhitng mau c6 kiéu gen AA s& xuat hién 2 bang
Véi kich thudc 349 bp va 246 bp, mau co kiéu gen GG sé& c6 2 bang vai kich
thudc 349 bp va 154 bp, mau co6 kiéu gen di hop tir AG sé& c6 3 bang véi kich
thudc 349 bp, 246 bp va 154 bp. Thong ké kiéu gen va tan suat alen cia da hinh
rs1815930 ¢ tat ca cac mau duoc thé hién trong Bang 3.15. Kiém dinh Chi binh
phuong cho thay su phan bd caa da hinh nay duge xac dinh tuan theo dinh luat
can bang di truyén Hardy Weinberg vai gia tri p > 0,05, tir d6 khang dinh tinh
ngiu nhién va dai dién cua quan thé nguoi Viét tham gia trong nghién cuu.

Bang 3.15: Thang ké kiéu gen va tan suat alen da hinh MYO5B rs1815930

Kiéu alen Tansuatalen  HWE
L HWE
AA AG GG A G glatrip
Nhom
39 225 0,08 0,92 0.829 +
bénh
Nhém dbi
om €9 33 213 008 092 0051  +
chirng

Tong so 6 72 438 0,08 0,92 0,128 +

Ghi chi: HWE: Can bang di truyén HardyWeinberg; “+”: Tudn theo cdn bang
di truyén HardyWeinberg

Su lién quan gitra cua da hinh nucleotide don rs1815930 trén gen
MYO5B va kha ning méic bénh teo duong mat bam sinh duoc danh gia théng
qua phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba md hinh: cong gop, troi va mo
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hinh lan. Két qua phan tich, danh gia trén cac mé hinh nay dugc trinh bay &

Bang 3.16.

Bang 3.16: Két qud phan tich si lién quan giiza MYO5B rs1815930 va nguy
co mdc bénh teo dwong mdt bam sinh

" L Nhém ddi Gia tri
Kiéu gen | Nhom bénh ] OR 959% ClI
chang P
M6 hinh céng gép
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
0,41 -
AG 39 (14,66%) | 33 (13,20%) | 2,36 0,33
13,73
225 213
GG 2,11 ]0,38-11,65| 0,39
(84,59%) (85,20%)
Mo hinh troi
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
264 246
AG + GG 2,15 1]0,39-1182| 0,38
(99,25%) (98,40%)
M6 hinh lan
AA + AG | 41 (15,41%) | 37 (14,80%) 1
225 213
GG 0,95 0,59-154 | 0,85
(84,59%) (85.20%)
Alen
A 43 (8,08%) | 41 (8,20%) 1
489 259
G 1,02 0,65-159 | 0,95
(91,92%) (91,80%)
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Ghi chi: OR: T7 sé odds ratio; 95%CI: Khodng tin cdy 95%.

Két qua phan tich vé sy lién quan gira da hinh rs1815930 trén gen
MYO5B véi nguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh cho thay & ca ba mé
hinh cong gop, md hinh troi va mé hinh 13n gié tri p caa phép kiém dinh Chi-
square déu Ion hon 0,05. Do d6, su khéac biét vé ti 16 kién gen, kiéu alen trong
phép kiém dinh nay khéng c6 ¥ nghia théng ké. Nhu vay, ti Ié kiéu gen va kiéu
alen & da hinh rs1815930 trén gen MYO5B khdng c¢6 méi lién quan dén nguy
co mac bénh teo duong mat bam sinh & quan thé nghién cuu.
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Chwong 4. THAO LUAN
4.1. Anh huwéng cia cac dot bién dén bénh teo dwdng mat bam sinh

Dich mat 1a dich ding truong véi huyét trong, c6 thanh phan chu yéu la
nuéc, cac chat dién giai, chat hiru co nhw mudi mat, phospholipid, bilirubin
cholesterol, axit amin, steroid, enzyme, porphyrin, vitamin va kim loai nang.
Trong mat ciing ¢ thé chira thudc ngoai sinh, xenobiotic va chat doc moi
trudng. Moi ngay, gan cia ngudi khée manh tao ra khoang 500 — 600ml mat.
Sy hinh thanh mat bat dau tir dng gan (khoang 75% san lugng mat hang ngay)
sau d6 1a nhitng thay doi doc theo dng mat (chiém khoang 25% san lugng mat).
Sy hap thu cua céc chat khac nhau qua mang day duoc theo sau bai cac phan
tng lién hop c6 sy tham gia cua enzyme UGT1AL. Ong mat hinh thanh qué
trinh loc tham thau cua nudc va chat dién giai dé dap ung vai gradient tham
thau dugc tao ra boi hé thdng van chuyén tich cuc mudi mat va céc anion hitu
co khac. O giai doan sau, su bai tiét xay ra va cac chat bao gdbm ca bilirubin
duoc tiét vao mat — qué trinh nay cé su tham gia cua protein MRP2 cling mot
s6 chat van chuyén khac tai mang té bao gan. Sy bai tiét mat phu thuoc vao: (1)
hé thong van chuyén xuyén mang hoat dong tao ra do déc tham thau; (2) bo
may té bao cho phép céc tui dich chuyén dong va su co bdp cua ng mat; (3)
cac diém tiép xuc cua té bao bit kin cac tiéu quan va duy tri sy phan cuc cua té
bao; (4) co ché truyén tin hiéu diéu hoa va diéu phdi qua trinh hinh thanh mat.
Viéc van chuyén mudi mat qua gan duoc thuc hién boi mot hé théng bom bai
tiét mubi mat (BSEP). Sy bai tiét mat tir té bao gan bi suy giam hoac dong chay
mat bi tic ngh&n déu dan dén tinh trang & mat. Nguyén nhan phd bién nhat gay
r mat & tré so sinh va tré nho 1a teo dudng mat (BA), thiéu hut cac dng mat
ngoai gan vai nguyén nhan khong rd rang [126]. Theo do, nguoi ta udc tinh
rang 25-50% trudng hop & mat xay ra do cac bién thé gen co thé xac dinh
[127]. Nhiing bién thé gen nay lién quan dén nhiéu loai gen c6 anh hudng truc
tiép hoic gian tiép dén qua trinh tong hop, van chuyén va dong chay cua mat.
Déi vai mot sé tinh trang 13n trén nhidm sic thé thuong lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh va tinh trang & mat, thong thuong bénh nhan phai cé kiéu
gen dong hop tir (mang 2 alen 1an) méi bi anh hudng dé phat trién bénh. Tuy
nhién, gan ddy nguoi ta da dé xuat rang ngay ca nhiing thay doi di hop tir & mot
sb gen nhat dinh ciing c6 thé dan dén tinh trang & mat, dic biét 1a khi c6 thém
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tac dong cua cac yéu td bén ngoai nhu thubc, hormone hoic cac chat trung gian
gay viém [128]. Vi du nhu cic bién thé gay bénh dang di hop tir trén gen
ATP8B1, ABCB11 va ABCB4 [129,130]. Vai tro cua cac bién thé di hop tir
trong nguyén nhan gay ra tinh trang & mat rat phic tap do khéng co sy chac
chan trong viéc du doan kha ning gy bénh. Do d6, mdi twong quan gitra Cac
két qua 1am sang, sinh hoa va di truyén 1 can thiét dé chi ra nguyén nhan gay
bénh. Theo d6, mot bién thé di hop tir van c6 thé gay ra bénh theo ba co ché.
Dau tién mot bién thé cd thé dan dén viéc tao ra mot gen bi bién ddi véi chirc
nang phan tir méi hodc c6 thé 1am thay di kiéu biéu hién gen. Thi hai 1a mot
bién thé di hop tur 6 thé khién cho kiéu gen bi thay d6i can tro chirc ning cua
kiéu gen ban dau. Thir ba, mot bién thé di hop tir dang mat chic ning c6 thé
dan dén hién trong don boi, trong d6 lwong Kiéu gen binh thudng duoc tao ra
boi alen binh thuong khong du dé duy tri Kiéu hinh binh thuong [131].

Trong bénh teo duong mat bam sinh, sy pha hay cac 6ng dan mat bén
trong va bén ngoai, két qua caa qué trinh viém khdng rd nguyén nhan, dan dén
xo hoéa, tac mat tién trién va xo gan. Su phé hay va tién trién nhanh chéng cua
xo hda duong mat, ¢d thé do & mat khong nging va giir lai cac thanh phan cua
mat bao gom ca axit mat [132]. Tinh trang & mat c6 thé anh huong dén hiéu
qua ciia phau thuat Kansai va su phuc hoi chtrc nang duong mat sau nay. O tré
so sinh va tré nho, tinh trang & mat c6 thé xay ra do nhiéu tinh trang bénh Iy cé
biéu hién tuong tu hoic chong chéo. Diéu ndy cd thé khién viéc chan doan dua
trén cac dic diém 1am sang, sinh hoa, X quang va mé hoc tré nén kho khan.
Mbi quan hé giira teo dudng mat bam sinh va cac bénh lién quan dén trinh trang
r mat khac da duoc tim thay [133,134]. Bén canh d6, yéu t6 di truyén con tham
gia vao qué trinh thich ung va dap ung véi cac bénh 1y duong mat va & mat dé
cung cap cac muc tiéu diéu tri va sang loc di truyén [132].

Do chi phi giai trinh tw DNA giam nhanh chéng, nhiéu bénh va hoi chiang
réi loan di truyén hiém gap hodc chua duoc chan doan trudc day hién cd thé
duoc phat hién. Trong 10 nam qua, cdng nghé giai trinh ty gen thé hé moi da
tao ra mot cudc cach mang trong nghién ctu di truyén hoc ¢ con ngudi voi mic
d6 chinh xac cao, hiéu qua chi phi va kha nang thong luong cao. NGS dang dan
trg thanh mot tiéu chuan trong thuc hanh chan doan thong thuong [125]. Trong
do6, giai trinh ty toan bd ving ma hoa dugc coi l1a cong cu dang tin cay dé hd
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trg chan doan ddi véi nhitng truong hop c6 triéu chang 1am sang khéng rd rang.
Déi vai cac bénh vé gan mat, NGS ¢4 vai tro ngay cang quan trong, gitp chan
doan céac loai réi loan & mat & tré so sinh, xac dinh nguyén nhan di truyén tir d6
phan biét nhitng bénh/hdi ching cé kiéu hinh 14m sang twong tw nhau. Véi dic
diém 1a toc @6 giai trinh tu nhanh va thong luong cao, giai trinh ty gen thé hé
mai cho phép phat hién ra cac gen va bién thé gen méi lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh va cac bénh gan mat khac c6 nhiéu triéu ching 1am sang
gidng nhau.

Giai trinh tu todn bo ving mé hoa di chi ra nhiéu gen c6 tiém ning lién
quan dén bénh teo duong mat bam sinh nhu gen ma hoa protein van chuyén
ABC (ATP-binding cassette transporters) thudc siéu ho ABC [135] hoac nhirng
gen lién quan dén con duong tin hiéu Notch nhu JAG1 [136] va NOTCH?2 [16].
Rajagopalan va dong tac gia da thuc hién phan tich trinh tu ving mé héa ¢ 101
bénh nhan BA tir d6 tim thay cac dot bién de novo trén gen REV1 nam trén
nhi&m sic thé 2 va trén gen STIP1 trén nhidm sic thé 11 [137]. Gen REV1 mi
hoa mét protein chiu trach nhiém stra chira DNA trong khi d6 STIP1 la mot la
mot chaperone hd tro viéc chuyén cac protein tir HSP70 sang HSP90. Ciing sir
dung phuong phép giai trinh tu toan b ving ma hoa, Kubilay va cac dong tac
gia da xac dinh duoc nhiéu dot bién & hai gen MAP2K3 va PRIM2 [138] trén
bénh nhan teo dudng mat bam sinh. Mic du vay, khéng c6 nghién ctu nao
trudc d6 chirng minh su lién quan gitra MAP2K3 va PRIM2 véi bénh teo duong
mat bam sinh. Gen PRIM2 tham gia vao qué trinh tdng hop cac doan RNA so
khai duoc sir dung dé tong hop cac doan Okazaki trong qua trinh tong hop
DNA. Theo co so dir liéu Truc tuyén Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
gen nay khdng c6 méi lién hé nao véi cac bénh 1y di duoc xac dinh trude do.
Gen con lai, MAP2K3, ma hda mot enzym protein kinase c6 tinh chat phan bao,

va gen nay ciing chua timg duoc lién két trude day véi teo duong mat bam sinh.

Déi véi 6 05 bénh nhan duogc lya chon dé giai trinh ty toan bd ving ma
hoa trong nghién ctu ndy, cac gen khac ¢ thé lién quan dén réi loan phat trién
6ng mat nhu CFTR, JAG1, ZIC3, CFC1, INV, MIF, VEGF va IFN- y va nhirng
gen duoc cho 12 lién quan chit ch& dén bénh teo duong mat bam sinh nhu
GPC1, ICAM1, ITGB2, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, ZIC3, FOXA2,
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PKD1L1, ADD3, XPNPEP1 déu khong phét hién dot bién hoic mang nhiing
dot bién da duge xac dinh 14 1anh tinh trén co s& dit liéu ClinVar.

Bénh nhan BAO! va BA02 mang dot bién di hop tir kép c.412G>A
(p.Gly138Arg) trén gen FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4.
Gen FAH (fumarylacetoacetate hydrolase) nam trén nhiém sac thé 15, chtra 14
exon va mé hda cho 420 axit amin. Gen ma hoa enzyme fumarylacetoacetase
la enzyme cudi cung trong chudi 5 enzyme phan huay axit amin tyrosine.
Enzyme nay c6 nhiéu trong gan va than, va mot lugng nho hon duoc tim thay
trong nhiéu md khip co thé. Phan tich bing co s¢ dir liéu mang twong tac
protein STRING v.11 [139,140] cho thay protein ma hoa boi gen FAH tuong
td&c manh véi cac protein ma héa boi cdc gen GSTZ1 (score: 0,997), HPD
(score: 0,993) va FAHD1 (0,974), HGD (score: 0,945), TAT (score: 0.935)
(Hinh 4.1). Pay la nhiing gen dong vai tro quan trong trong con dudng chuyén
hoa tyrosine. Viéc tyrosine khong duoc phan huy dung cach dan dén su tich tu
bat thuong cua tyrosine va cac chat chuyén hda cua né trong gan, than c6 kha
nang dan dén c4c hoi chimg lién quan dén gan mat nhu xo gan hay ung thu biéu
mo gan.

Hinh 4.1: Tuong tdac giira protein FAH va cac protein khac



87

Cho t6i nay, c6 hon 100 dot bién trén gen FAH duoc ghi nhan trén co s
dir liéu dot bién gen & ngudi HGMD [141], trong d6 cha yéu 1a dot bién ¢ dang
sai nghia va dot bién diém cat ndéi mRNA (63 dot bién sai nghia, 25 dot bién
diém cat ndi mRNA). Cac dot bién trén gen FAH thuong dugc biét dén 1a
nguyén nhan gay bénh Tyrosinemia type | véi nhitng kiéu hinh dic trung nhu
vang da, r mat, gan va I lach to bat thudong. Nam 2020, nhom nghién ctu
Kubilay va cac dong tac gia thuc hién giai trinh tu toan bo ving ma héa nham
xéc dinh cac gen dot bién phd bién trén 10 bénh nhan teo duong mat bam sinh
tir 55 dén 70 ngay tudi da dugc phau thuat Kasai [138]. Két qua cho thay c6
nhiéu dot bién chung xuét hién ddng thai & 10 bénh nhan, trong d6 co 1 bién
thé nam trén gen FAH. Mic du khéng dua ra duoc co ché rd rang anh huong
cac dot bién gen dén tinh trang bénh, nhém nghién ciu nay cho rang bénh cé
thé 1a bénh ly do sy tuong tac ciia cac dot bién trong mot gen hozc nhiéu gen.
Vi 10 bénh nhan tham gia nghién ctu khdng cé bat thuong hoac bénh Iy nao
khac nén nhém nghién ciru gia thiét rang teo duong mat bam sinh cé thé xay ra
khi tat ca cac dot bién ddng thoi xuit hién.

Gen ERCC4 mé héa protein stra chira DNA endonuclease XPR, con dugc
goi 1a FANCQ. Endonuclease XPF ma héa bai ERCC4 cling véi protein diéu
hoa ctia n6 dugc mé hoa béi ERCC1 tao thanh phac hop enzyme ERCC1 —
XPR tham gia vao qué trinh stra chita va tai to hop DNA, dong vai tro thiét yéu
trong qua trinh sira chita NER (nucleotide excision repair) phd bién [142,143].
Co so dir liéu dot bién gen & nguoi HGMD ghi nhan 121 dot bién trén gen
ERCC4, trong d6 chu yéu 1a dot bién dang sai nghia, dot bién vo nghia va dot
bién diém cat n6i mRNA. Cac dot bién trén gen ERCC4 duoc biét dén la nguyén
nhan gy ra bénh khd da sic t6, mot s6 loai ung thu, hoi ching Cockayne va
bénh thiéu méu Fanconi. Dot bién trén gen ERCC4 ¢ bénh nhan teo duong mat
bam sinh ciing dugc Sangkhathat va déng tac gia phat hién khi sir dung phuong
phap giai trinh tu toan bd ving gen ma hoa dé tim kiém cac dot bién gen trong
20 bénh nhan duoc chan doan mac bénh teo duong mat & Thai Lan. Nhém tac
gia nay hudng dén 19 gen c6 lién quan dén tinh trang teo va & mat ¢ tré so sinh,
trong d6 tap trung vao nhitng bién thé cé tan sé alen nho hon 0,01 ¢ co s dir
licu dbSNP150. Trong sé 20 bénh nhan duoc nghién ctu, c6 13 bién thé hiém
gap da dugc phét hién o 9 gen: 4 dot bién trén gen JAG1 (hoi ching Alagille),
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2 dot bién trén gen MYO5B (& mat trong gan tién trién trong gia dinh [PFIC]
loai 6) va mot dot bién trén gen ABCB11 (PFIC loai 2), ABCC2 (Hoi ching
Dubin-Johnson), ERCC4 (thiéu mau Fanconi), KCNH1 (hdi ching
Zimmermann-Laband), MLL2 (hoi chirng Kabuki), RFX6 (hoi ching Mitchell-
Riley) va UGI1Al (hoi chung Crigler-Najjar). Dot bién ¢.241G>T
(p.Val81Phe) trén gen ERCC4 c6 ma s6 rs55761944 phat hién bai Sangkhathat
1a @6t bién duy nhét lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh ngoai gan duoc
ghi nhan trén cé s¢ dit lieu HGMD. Mic du két qua nay con nhiéu tranh céi
nhung nghién ctru nay ¢ mo ra mot cach tiép can méi dé tim ra nhiéu gen khac
c6 thé lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh [144]. Trong nghién cau
nay, hai bénh nhan BAO1 va BA02 mang d6t bién ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys)
trén gen ERCC4. Phan mém CADD danh gia ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén
gen ERCC4 mure diém Phred score 1a 26,6 cho thay day 1a dot bién nam trong
nhom 1% c6 hai nhat di véi chirc nang protein.

Bénh nhan BA05 mang dot bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77#) trén
gen KRT18. Keratin 1a mot ho 16n céc protein sgi trung gian, la thanh phan quan
trong cua bd xuong té bao. O dong vat cd vi, su tong hop protein Keratin 1a
ddc diém ndi bat cua té bao biéu md, bao gom té bao gan va té bao duong mat.
Hé théng mat bao gom maot mang ludi cac ong dan trong gan van chuyén mat
do té bao gan tiét ra dén cac ong dan I6n ngoai gan tiép gidp voi tli mat va ruot.
Trong qua trinh phét trién, cac té bao biéu moé dudng mat trai qua qua trinh tang
sinh va tai cau tric rong rai, déng thoi co thé trai qua nhitng thay doi vé cau
trac hoac chirc nang hon nira trong qua trinh bénh ly. Co sé dir lieu HGMD ghi
nhan 19 bién thé trén gen KRT18 cha yéu xay ra & dang sai nghia. Cac bién thé
trén gen nay duoc biét 1a c6 lién quan dén cac bénh vé gan, ton thuong gan do
thudc. Nghién ctu caa Benjamin cung cac dong tac gia trén mo hinh cé ngua
van cho thay KRT18 duogc biéu hién manh ¢ hé théng duong mat dang phat
trién [145]. Nam 2020, Babu va cac ddng tac gia nghién ciu vé mirc do biéu
hién gen va su tich lity beta-amyloid & xung quanh 6ng mat trén bénh nhan teo
duong mat bam sinh. Két qua cia nghién ctu cho thay ho protein keratin bao
gom KRT8, KRT18, KRT19 cé sy tang cuong biéu hién & cac bénh nhan teo
duong mat bam sinh [146]. Biéu nay cho thdy anh hudng cua gen KRT18 d6i
vé6i su hinh thanh bénh teo dudng mat bam sinh.
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4.2. Sw lién quan giira cac da hinh nucleotide don dén bénh teo dwong mat
bam sinh

Gen ABCB11 nam trén nhanh dai ctia nhiém sic thé sb 2, tai vi tri q31.1.
Gen c6 d6 dai 110.54 kb, gdm 28 exon. Gen mé hoa cho protein BSEP ¢6 chirc
nang bom bai xuat mudi mat, van chuyén mudi mat ra khoi gan. Mudi mat 1a
mot thanh phﬁn cua mat, dugc st dung dé tiu hoa chét béo. Mudi mat duge
san xuat boi cac té bao gan va sau d6 dugc van chuyén ra khoi té bao dé tao ra
mat. Su giai phong mudi mat tir cac t& bao gan 13 rat quan trong ddi voi viée
tiét mat binh thuong. Clng véi cac protein da khang thubc nhu MDR1 (gen
ABCB1), MDR3 (gen ABCB4) va MRP2 (gen ABCC2), bom bai xuat mudi mat
(BSEP, gen ABCB11) la nhitng chat van chuyén dong mat ra ngoai quan trong
nhat. Céc bién thé di truyén di truyén xay ra trén cac chat van chuyén ho ABC
nay co thé diéu chinh biéu hién cua chat van chuyén va cé thé lién quan dén
nhiéu bénh gan & mat di truyén va mac phai. U mat, tang bilirubin mau xay ra
khi c6 su rdi loan can bang noi méi cua bilirubin va axit mat do cac protein
tham gia vao qué trinh tong hop, hap thu, giai doc va van chuyén axit mat va
bilirubin. Siéu ho cuia cac chat van chuyén cassette gan ATP ¢ gan (ABC) déng
mét vai trd quan trong trong viéc xu ly axit mat, bilirubin va nhiéu loai thubc.
Nhitng khiém khuyét trong tong hop hoic chirc ning cua BSEP dan dén giam
bai tiét mudi mat va tich tu mudi mat. TAm quan trong ctia BSEP dugc thé hién
qua tinh trang & mat di truyén gay ra bai dot bién gen & ABCB11 tir mirc d6 @
mat dai ding va nghiém trong can ghép gan (nhu di thiy ¢ & mat trong gan tién
trién co tinh chat gia dinh) dén cac dang & mat nhe hon (nhu tinh trang & mat
trong gan tai phat lanh tinh - benign recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC)).
Cung v6i gen ABCB4, cac bién thé di truyén & gen ABCB11 dugc cho 13 ¢6 lién
quan dén khoang 20% bénh nhan bi & mat ning trong gan khi mang thai, khi
cac hormone thai ky thuc ddy su phat trién cta tinh trang & mat, dién hinh 1a
trong thang thir hai cta thai ky khi ndng do estrogen cao nhat [84,85]. Cac bién
thé trén gen ndy giy anh huong dén hoat dong cua protein, lam trc ché qua trinh
van chuyén mudi mat ra khoi gan dan dén tinh trang & mat trong gan. Mot sb
bién thé trong gen ABCB11 duoc biét 1a c¢6 lién quan dén teo dudng mat bam
sinh ngoai gan. Sangkhathat va dong tac gia phat hién dot bién rs372939910
(c.2135A > G, p.Leu712Ser) trén bénh nhéan teo duong mat bam sinh nguoi
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Thai Lan [45]. Tuy nhién, cho dén nay, chua c6 nghién ctru nao dugc thuc hién
dé danh gia vai tro cta bién thé rs2287622 ddi véi tinh man cam véi bénh teo
duong mat bam sinh.

Khao sat da hinh nucleotide don rs2287622 trong gen ABCB11 trén 266
bénh nhan va 250 dbi ching trong nghién ciu nay cho thay kiéu gen CC va TC
khac biét dang ké gitra bénh nhan teo dudng mat bam sinh va ngudi khoe manh
(P < 0,01), va alen C c6 lién quan dén viéc ting nguy co mac bénh (OR = 2,47;
95%Cl: 1,84-3,32; p<0,01). Tan s6 kiéu gen TC + CC cua bién thé
p.Vald44Ala (c.1331T> C, rs2287622) trong gen ABCB11 khac bigét co6 y
nghia & bénh nhan Viét Nam mac bénh teo dudng mat bam sinh. Cu thé, nguoi
c6 mang alen C c6 nguy co mac bénh nhan cao hon ngudi mang alen T. Bién
thé nay c6 thé lién quan mat thiét dén tinh trang & mat va dan dén nhing ton
thuong nghiém trong dudng mat gay tic nghén duong mat cho nguoi bénh.
Mbi lién quan tuong tu giita bénh nhan c6 kiéu gen CC va nguy co & mat va
mat trong gan khi mang thai ciing da dugc bao cédo [157], theo d6 nguoi mang
alen C c6 nguy co mac & mat trong gan khi mang thai cao hon ngudi mang alen
T (OR: 1,7, 95% CI: 1,4 - 2,1, p<0.001), ngoai ra, nguoi c6 kiéu gen dong hop
tar CC ¢6 nhiéu kha nang mac bénh hon ngudi ¢ kiéu gen TT (OR 2,8, 95%
Cl: 1,7 — 4,4, p<0.0001)). Tuy nhién, mot nghién ctru tuong tu ¢ nguoi Nhat
Ban khong tim thay mai lién quan gitta tinh trang & mat véi bién thé nay [158].
Cho dén nay, co ché cua su lién quan giira da hinh nucleotide don rs2287622
véi tinh nhay cam cua tinh trang r mat chua dugc giai thich rd rang. Tuy nhién,
day 1a bién thé rat pho bién, véi tan so alen 1a 53% ¢ ngudi My géc Phi, 57%
& ngudi My gbc Au, va 74% hoic cao hon & ngudi Trung Québc dai luc va cac
nhom ngudi chau A khac. Dya trén cac cong cu silico duogc sir dung dé du doan
tac dong chirc nang cua SNP, da hinh nucleotide rs2287622 trén gen ABCB11

duoc du doan 1a lanh tinh.

M&i lién quan giita da hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11
Véi nguy co it mat, tang bilirubin & bénh nhan ton thuong gan do thudc dugc
nghién ctiu [148,159]. Tuy nhién nhom tac gia khong tim duoc mdi lién quan
nao giira da hinh nucleotide nay voi nguy co & mat, ting bilirubin ¢ nhém dbi
tuong nay. Nhiéu nghién ctu vé anh huong cua da hinh nucleotide rs2287622
trén gen ABCB11 dén nguy co mac cac hoi chimg lién quan dén gan mat, & mat
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trong gan da dugc thuc hién trén nhiéu nhém ddi tugng khac nhau. Nghién cau
trén bénh nhan ngudi Han & H6 Nam mac bénh viém gan C, Lei va dong tac
gia phat hién thay kiéu gen CC va TC cua da hinh nucleotide don rs2287622
c6 lién quan dén nguy co mac viém gan C cao hon kéu gen TT. Pic biét, moi
lién quan nay chi tim thdy ¢ nhimg nguoi trén 40 tudi, nhimg ngudi trong do
tudi tir 18 — 40 khdng phat hién duoc méi lién quan nay [160]. Nghién ctu vé
da hinh rs2287622 trén nhém bénh nhan viém gan C nguoi Ai Cap, Besheer va
ddng tac gia nhan thay mdi lién quan gitta kiéu gen CC va alen C véi tinh trang
nong do axit mat cao & cac bénh nhan nay [108]. Theo do, kiéu gen ddng hop
tir CC va alen C 6 nhom bénh nhan co tinh trang xo gan cao hon so véi nhom
khong bi xo gan, hon nita, kiéu gen CC va alen C ciing xuét hién & nhém bénh
nhan bi xo hoa tién trién nhiéu hon & nhitng bénh nhan bi xo héa sém. Hon
nita, nong do axit mat quan sat duoc & bénh nhan vién gan man tinh c6 kiéu
gen CC cao hon nhiéu so véi nhitng ngudi ¢6 kiéu gen TC hoic TT.

ABCC2 va MYO5B la nhitng gen da dugc nhom nha khoa hoc Thai Lan
nghién ctu va phat hién c6 nhitng bién thé co lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh. C4c bién thé trén gen ABCC2 va MYO5B déu ¢ dic diém chung
la dan dén tinh trang & mat va tang bilirubin. Gen ABCC2 & ngudi nam trén
nhiém sac thé 10, tai vi tri 1023 - q24 va chtra 32 exon. Hon 200 bién thé trinh
tu da dugc xac dinh & exon, intron va ¢ vung 5’ - va 3'- flanking cua gen
ABCC2. Nhiéu bién thé trong s6 nay 1a da hinh don nucleotide, khéng dan dén
thay doi axit amin va khoéng gay hau qua vé mat chirc niang. Mot s6 bién thé
ciia gen nay cd thé anh huong dén hoat dong cia no, bao gom c.-1549A>G
(rs1885301), c.-24C>T (rs717620), ¢.1249G>A (rs2273697), ¢.3972C>T (
rs3740066) va c.4544G>A (rs8187710) [147].

Cac bién thé trén gen ABCC2 lam réi loan chirc naing MRP2 dan dén lam
tang bilirubin trong mau. C6 nghién ctu di chiing minh rang bién thé ABCC2
rs717620 T lam giam hoat dong ctiia chat MRP2 khoang 40% [148], alen T cua
da hinh nucleotide don nay lién quan dén nguy co ting bilirubin trong méau &
nhitng bénh nhan ton thuong gan do thudc (OR: 3,83, 95% Cl: 1,73 8,48, p =
0.001). Bang thoi, nguy co & mat trong thai ky co lién quan dén da hinh
nucleotide don cia MRP2 [149]. Bién thé trén gen ABCC2 duoc cho 1a lién
quan dén tinh trang & mat & bénh nhan mac hoi chirng Dubin-Johnson [150].
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Cac bién thé gen & bénh nhan mac hoi chang Dubin-Johnson c6 lién quan dén
su vang mat cua chire ning protein MRP2 ¢ té bao gan bao gom dot bién tai vi
tri cat néi mRNA, dot bién sai nghia din dén thay thé axit amin, dot bién
chén/xoa va cac dot bién vo nghia dan dén xuat hién cac stop codon som [86].
Cac bién thé tai ving cat néi mRNA c6 thé din dén su truong thanh kém cua
protein, kha ning chtra protein MRP2 & mang 6ng tuy bi suy giam hozc protein
ma hoa bai gen ABCC2 khong cd chiric nang. Cac da hinh nucleotide don xay
ra trén ving promoter/enhancer hoic trong protein b&m DNA c6 thé dan dén
muc do biéu hién MRP2 khac nhau.Viéc chic ning cia MRP2 bi anh hudng
cling tac dong dén dugc dong hoc cia nhiéu loai thude, chat doc ndi sinh dan
dén nhiing thay d6i trong qué trinh hap thu, phan phdi va thanh thai cua cac co
quan, 1am tang kha ning giy doc va tuong tac thudc. C4c bién thé gen trong
MRP2 c6 lién quan dén sy thay d6i do nhay cam vai mot so loai thude bao gom
thudc chong ung thu, thudc chong dong kinh va khang sinh [151]. Tuy nhién,
cac nghién ciu nham xac dinh mdi tuong quan gitta biéu hién MRP2 va tac
dong 1am sang cua nd chua dat duoc thanh céng va do do6 hau qua chirc nang
cua cac bién thé di truyén nay van chua duoc biét rd.

C4c bién thé trén gen ABCC2 duoc ghi nhan trén co sé dir lisu HGMD
chu yéu lién quan dén hoi chitng Dubin — Jonson (80 bién thé), hoi chirng Dubin
— Jonson két hop vé&i & mat trong gan khi mang thai (03 bién thé), cac hoi chiing
r mat trong gan, vang da timg dot...Chi c6 01 bién thé lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh dwgc ghi nhan trén co sé dit liéu ndy. Laochareonsuk va
dong tac gia phat hién dot bién ¢.2601_2602insTA (p.Pro868TyrfsTer21) &
trang théi di hop ttr khi nghién ctu trén cac bénh nhan teo duong mat bam sinh
ngudi Thai Lan bang cdng nghé giai trinh tu gen thé hé mai [152]. Nghién cau
ciia Sangkhathat va dong tac gia (2018) trén cac bénh nhan Thai Lan da phat
hién dot bién rs370049107 (c.3379G > A, p.Vall127l1le) & 2 trén tong s6 20
bénh nhan. Nhiing bénh nhan c6 bién thé trén gen ABCC2 ciing dong thoi co
bién thé trén gen JAG1, do d6 Sangkhathat gia thiét rang bénh ly & mat o bénh
nhan teo duong mat bam sinh 1a két qua tac dong tong hop cua bién thé trén ca
hai gen ABCC2 va JAGL.

Trong nghién ciu ndy, chdng toi khdng tim thay méi lién quan gitta da
hinh nucleotide don rs927344 trén gen ABCC2 véi nguy co mac bénh teo duong
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mat bam sinh trén bénh nhan nguoi Viét Nam. Co so dir liéu mang tuong tac
protein - protien STRING du doan protein ma hoa boi gen ABCC2 tuong tac
nhiéu nhat véi protein ma hoa bai cac gen ABCG2 (score: 0,979), SLC22A8
(score: 0,913), UGT1AG6 (score: 0,844), SLCO1B1 (score: 0,842) va SLCO1B3
(score: 0,817) (Hinh 4.2). Trong ¢6 ABCG2 mé hoa protein lién két mang thudc
siéu ho van chuyén cassette lién két ATP (ABC), dong vai tro quan trong trong
viéc van chuyén cac phan tir khdc nhau qua mang ngoai va mang té bao. Tuy
nhién, nhimmg tuong tac gitta MRP2 dugc mé hda bd ABCC2 véi cac protein
khac dugc STRING du doan kha md nhat, thé hién qua viéc c6 it dudng gach
ndi giita protein nay véi protein khac, chu yéu 1a tuong tac & dang doéng biéu
hién — co-expression va). Nhu vay, nhiing thay doi nho trén protein nay c6 thé
it anh huong dén su hoat dong cua céc protein khac.

Hinh 4.2: Tuong tdac giira protein ma héa bgi ABCC2 vai cac protein khac

Céc bién d6i trén gen MYO5B duoc tim thay trén bénh nhan & mat trong
gan tién trién gia dinh (Progressive familial intrahepatic cholestasis-PFIC)
[153]. Ngoai ra, cac bién doi trong gen MYO5B ciing dugc cho 1a ¢6 lién quan
dén di thuong duong mat dan dén nhiing triéu chung 1am sang cua bénh teo
duong mat bam sinh nhu vang da, & mat trong gan [59]. Dot bién MYO5B dugc
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bo cdo la anh huong dén chirc ning gan mat, lam tang ndng d6 axit mat trong
huyét thanh va dan dén & mat & nhitng bénh nhan teo duong mat bam sinh
[154]. Nghién ctru trén mot bénh nhan nit mac PFIC véi biéu hién vang da va
r mat dai dang, Khanal va ddng tac gia da xac dinh duoc hai bién thé di hop tu
phtrc: 1 bién thé x6a & exon 19 dan dén dich khung va cat ngan som 5 axit amin
va mot bién thé sai nghia & exon 20 duoc coi 12 nguyén nhan gay bénh ¢ bénh
nhan nay [155]. Gen MYO5B anh hudng dén su hinh thanh va phét trién cua
cac vi 16ng mao. Bing cach so sanh véi nguoi khoe manh va bénh nhan méc
bénh gan & mat khac, Chu va cac ddng tac gia nhan thay rang 16ng mao nguyén
phat & bénh nhan teo dudng mat bam sinh ngan hon, it da dang hon va c6 su
phat trién bat thuong trong gan cia bénh nhan [156].

Cho dén nay, co so dit liéu dot bién gen trén ngudi HGMD ghi nhan 88
bién thé trén gen MYO5B, chu yéu la céac bién thé lién quan dén bénh vi nhung
mao thé vui (61 bién thé), 21 bién thé duoc ghi nhan 1a lién quan dén tinh trang
r mat va chi cé 2 bién thé dugc ghi nhan 1a lién quan dén bénh teo dudng mat
bam sinh ngoai gan.

Bang 4.1: Cac bién thé trong gen MYOS5B diroc phét hién ¢ bénh nhan teo
dwong mat bam sinh

Tai liéu
SNP ID HGVS.c HGVS.p MAF tham khio
c.4922G>A ]
rs756813138 p.Argl641His 0.00 [152]
(HET)
A ) C.4407G>A A ,
Khong co p.Met14691le  Khong co [152]
(HET)
c.3254G> A
rs757769301 p.Argl085GIn  <0.0001 [152]
(HET)
c.197A>C
rs117920737 p.Asp66Ala 0.001 [45,152]
(HET)

MAF: Tan sé alen (dwoc ldy theo co sé du liéu dbSNP)
HET: d; hop ti
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Bang cach st dung cdng nghé NGS, Laochareonsuk va dong tac gia phat
hién 3 dot bién trén gen MYO5B ¢ c&c bénh nhan méc bénh teo duong mat bam
sinh [152]. Sangkhathat va dong tac gia phat hién hai dot bién véi tan s alen
thip (MAF<0,001) la rs757769301 (c.3254G>A, p.Argl085GIn) va
rs117920737 (c.197A > C, p.Asp66Ala) trén hai bénh nhan méc teo duong mat
bam sinh (Bang 4.1). Cac bénh nhan méc teo dudng mat bam sinh dugc phét
hién boi Sangkhathat va dong tac gia déu mic ddng thoi 2 bénh 12 PFIC va teo
duong mat bam sinh. Do d6 nhdm tac gia gia thiét ring teo duong mat bam
sinh ¢ thé 1a biéu hién bénh Iy chung cua nhiéu hoi ching lién quan dén tinh
trang o mat, tang bilirubin ¢ tré em. Trong nghién ctiru nay, ching toi khong
tim thay méi lién quan gitra da hinh nucleotide don rs1815930 trén gen MYO5B
V6i nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh trén bénh nhan ngudi Viét Nam.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan

Nghién ctru nay da thu thap mau mau caa 266 bénh nhan méc teo dudng
mat bam sinh va 250 mau d6i ching. Bang céch giai trinh tu toan bo ving gen
ma hoa ctia 05 bénh nhan dién hinh (04 bénh nhan thudc hai gia dinh, 01 bénh
nhan mic dong thoi hai bénh 1a teo duong mat bam sinh va Wilson), nghién
clru ndy da phat hién duoc cac dot bién c6 tiém ning gay bénh teo duong mat
bam sinh, cu thé nhu sau:

1. Phét hién 02 dot bién di hop tir kép mai ¢.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen
FAH va c.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ hai bénh nhan la chi em
rudt trong mot gia dinh c6 kha ning lién quan dén bénh teo dudng mat bam
sinh.

2. Phét hién 01 dot 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 tir trén gen ATP7B & 01 bénh nhan mac dong thoi hai bénh teo
duong mat bam sinh va Wilson, trong d6 dot bién ¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 c6 tiém ning lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh, 02 dot bién ¢.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu)
trén gen ATP7B da duoc bao cdo 1a c6 lién quan dén bénh nhan Wilson.

3. D3 phan tich méi lién quan giira 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 Viét
Nam. Trong do:

- Pa hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11 c6 méi lién quan
Vvé6i bénh teo duong mat bam sinh. Cu thé, alen C ¢6 lién quan dén nguy co méic
bénh teo duong mat bam sinh, ngudi mang kiéu gen TC va CC ¢6 nguy co mac
bénh cao hon so véi nguoi mang kiéu gen TT.

- Pa hinh rs927344 trén gen ABCC2 khong ¢d mdi lién quan dén nguy
co mac bénh teo duong mat bam sinh & nguoi Viét Nam.

- Pa hinh rs1815930 trén gen MYO5B khdng c6 méi lién quan dén nguy
co mac bénh teo duong mat bam sinh ¢ ngudi Viét Nam.
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Kién nghi

Teo dudng mat bam sinh 14 cin bénh da yéu té véi nhiéu nguyén nhan
gay bénh khac nhau. Co sé di truyén cua bénh phuc tap véi su tham gia coa
nhiéu gen, nhiéu con dudng gay bénh. Hon nita, tac dong cua yéu té di truyén
dén co ché bénh sinh cia bénh con nhiéu diém chua duoc lam rd. Mac du
nghién ctru nay da phat hién dugc mot sé diém dot bién co tiém nang gy bénh
tuy nhién can tiép tuc nghién ctu sau hon vé anh huong cua nhitng dot bién
nay dén chirc ning protein, tir d6 1am rd co ché bénh sinh cua bénh teo duong
mat bam sinh.

Mt khéc, c6 thé ma rong pham vi nghién ciu nham phan tich thém
nhitng diém da hinh nucleotide don khac c6 lién quan dén nguy co mac bénh
teo duong mat bam sinh & ngudi Viét Nam.
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PHU LUC

Phu luc 1: Danh sach 133 gen lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh

duogc sir dung dé sang loc dot bién

NST Gen
ABCD3; ACADM; AGL; CPT2; EPHX1; GALE: GBA;
NST 1 HMGCL: KCNH1; NOTCH2; PEX14; PEX19; PGM1;
PKLR
ABCB11; ABCG5; ABCGS8; BCS1L; CCDC115; CFC1;
NST 2 CPS1; CYP27Al1; DGUOK: EIF2AK3; GPC1; HADHA;
MPV17; NBAS; PEX13: STAT4; SUCLG1:; UGT1A1; VIL1
NST 3 CLDN1; GBE1; GFM1; NGLY1; SLC25A20; STT3B; APM1
NST 4 CC2D2A; ETFDH; PKD2; SLC39A8
NST 5 AMACR; CD14; LARS; TTC37
DCDC2; FARS2; PEX3; PEX6; PEX7; PKHD1; RFX6;
NST 6
VEGF
ABCB4: AKR1D1; ASL; CFTR; DLD; PDGFA; PEX1;
NST 7
SBDS
NST 8 CYP7Al: CYP7B1; PEX2; TMEMG67
NST 9 AGPAT2; ALAD; ALDOB; ASS1: BAAT; GALT; IARS:;
INVS:; TIP2
NST 10 ABCC2; ADD3; ADK; C10orf2; LIPA; MRPS16; XPNPEP1

NST 11

BSCL2; CPT1A; PEX16; SMPD1




NST 12 GYS2; KRT18; KRT8; MLL2; NR1H4; PEX5; TSFM
NST 13 ATP7B; COG6; SLC10A2

NST 14 ARF6; NPC2; SERPINA1L; VIPAS39

NST 15 ETFA; FAH; MPI; POLG; VPS33B

NST 16 CIRH1A; COG7; ERCC4; HSD3B7; PMM2; RPGRIP1L
NST 17 ACADVL,; COG1; PEX12; PTRF; SCO1

NST 18 ATP8B1; MYO5B; NPC1

NST 19 ETFB; ICAM1

NST 20 JAG1

NST 21 ITGB2

NST 22 MIF; PEX26; TRMU; TYMP

NST X

AMER1; OCRL; OTC; ZIC3




Phu luc 2: Danh sach cac da hinh nucleotide trén 05 bénh nhén

Bang 1: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BA01

STT NST Loai d¢t bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 €.1055T>G p.Phe352Cys 0.046526
2 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A | p.Val368lle 0.413139
3 chrl Sai nghia PGM1 c.1312T>C p.Tyr438His 0.225839
4 chrl Sai nghia EPHX1 c.337T>C p.Tyr113His 0.313299
5 chr2 Sai nghia NBAS €.3026G>C p.Cys1009Ser 0.036741
6 chr2 Sai nghia NBAS €.2845G>C p.Val949Leu 0.026158
7 chr2 Sai nghia NBAS €.130C>G p.GIn44Glu 0.01278
8 chr2 Sai nghia ABCGS8 c.161A>G p.Tyr54Cys 0.434704
9 chr2 Sai nghia ABCG8 c.1895T>C p.Val632Ala 0.922923
10 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.720647
11 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | c.497A>G p.GIn166Arg 0.648962
12 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | c.407C>G p.Ser136Cys 0.280551
13 chr2 Sai nghia ABCB11 | c.1331T>C p.Val444Ala 0.588658
14 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G p.lle334Val 0.983626
15 chr3 Sai nghia GBE1 €.568A>G p.Argl90Gly 0.321486
16 chrd Sai nghia CC2D2A | c.1127A>C p.Glu376Ala 0.117612
17 chrd Sai nghia ETFDH c.92C>T p.Thr31lle 0.672724
18 chrb Sai nghia AMACR €.829G>A p.Glu277Lys 0.696086
19 chrb Sai nghia AMACR c.717G>T p.GIn239His 0.114417

20 chrb Sai nghia AMACR €.602T>C p.Leu201Ser 0.714856
21 chré Sai nghia FARS2 €.839A>G p.Asn280Ser 0.235224
22 chré Sai nghia DCDC2 C.661A>G p.Ser221Gly 0.516973
23 chré Sai nghia PKHD1 €.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.565695
24 chré Sai nghia PKHD1 €.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.553315
25 chré Sai nghia PKHD1 €.5608T>G p.Leul870Val 0.955871
26 chré Sai nghia PKHD1 c.3785C>T p.Alal262Val 0.354633
27 chré Sai nghia PKHD1 .2278C>T p.Arg760Cys 0.355831
28 chr7 Sai nghia CFTR €.1408G>A p.Val470Met 0.582069
29 chr8 Sai nghia PEX2 ¢.550T>C p.Cys184Arg 0.996206
30 chr8 Sai nghia TMEMG67 | c.1810A>G p.lle604Val 0.692891
31 chr9 Sai nghia TIP2 €.1539C>A p.Asp513Glu 0.772165
32 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.Arg20Gin 0.562899
33 chr10 Sai nghia LIPA c.46A>C p.Thrl6Pro 0.286142
34 chrl0 Sai nghia ABCC2 C.116A>T p.Tyr39Phe 0.994609
35 chrll Sai nghia SMPD1 c.107T>C p.Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEX16 €.346G>A p.Valll6lle 1
37 chrl3 Sai nghia COG6 C.28G>A p.Alal0Thr 0.484425
38 chrl3 Sai nghia COG6 C.94T>A p.Cys32Ser 0.484225
39 chrl3 Sai nghia ATP7B c.1216T>G p.Ser406Ala 0.376198




STT NST Loai d¢t bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
40 chrl3 Sai nghia SLC10A2 | c.511T>G p.Serl71Ala 0.840256
41 chri4 Sai nghia SERPINAL | c.1200A>C p.Glu400Asp 0.280351
42 chri4 Sai nghia SERPINAL | c.374G>A p.Arg125His 0.160543
43 chr15 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.767772
44 chr16 Sai nghia HSD3B7 [ c.748A>G p.Thr250Ala 0.493411
45 chrl6 Sai nghia RPGRIP1L | c.3790G>A | p.Aspl264Asn 0.099042
46 chr16 Sai nghia RPGRIP1L | c.3073G>A | p.Gly1025Ser 0.166134
47 chrl7 Sai nghia COG1 C.1175A>G p.Asn392Ser 0.520966
48 chrl8 Sai nghia NPC1 €.2572A>G p.lle858Val 0.485823
49 chri8 Sai nghia NPC1 €.1926G>C p.Met642lle 0.831669
50 chri8 Sai nghia MYO5B €.3962G>A | p.Gly1321Glu 0.144369
51 chrl8 Sai nghia MYOS5B c.376A>G p.Thr126Ala 0.973442
52 chri8 Sai nghia ATP8B1 €.3454G>A | p.Alall52Thr 0.9998
53 chr19 Sai nghia ICAM1 c.167A>T p.Lys56Met 0.084465
54 chrl9 Sai nghia ICAM1 €.1405A>G p.Lys469Glu 0.358826
55 chr19 Sai nghia ETFB C.734C>T p.Thr245Met 0.419728
56 chr21 Sai nghia ITGB2 c.1062A>T p.GIn354His 1




Bang 2: Da hinh nucleotide don bénh nhan BA02

STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A | p.Val368lle 0.4131
2 chrl Sai nghia CPT2 €.1939A>G p.Met647Val 0.1004
3 chrl Sai nghia PGM1 €.1312T>C p.Tyrd38His 0.2258
4 chrl Sai nghia AGL €.3199C>T p.Pro1067Ser 0.1106
5 chrl Sai nghia EPHX1 c.337T>C p.Tyr113His 0.3133
6 chr2 Sai nghia NBAS €.3026G>C p.Cys1009Ser 0.0367
7 chr2 Sai nghia NBAS €.2845G>C p.Val949Leu 0.0262
8 chr2 Sai nghia NBAS c.130C>G p.GIn44Glu 0.0128
9 chr2 Sai nghia ABCGS8 Cc.161A>G p.Tyr54Cys 0.4347
10 chr2 Sai nghia ABCG8 c.1895T>C p.Val632Ala 0.9229
11 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.7206
12 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | c.497A>G p.GIn166Arg 0.649
13 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢c.407C>G p.Ser136Cys 0.2806
14 chr2 Sai nghia ABCB11 | c.1331T>C p.Vald44Ala 0.5887
15 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G p.lle334Val 0.9836
16 chr3 Sai nghia GBE1 c.568A>G p.Argl90Gly 0.3215
17 chr4 Sai nghia CC2D2A | c.1127A>C p.Glu376Ala 0.1176
18 chrd Sai nghia PKD2 c.568G>A p.Alal90Thr 0.1028
19 chrd Sai nghia ETFDH c.92C>T p.Thr3llle 0.6727
20 chr5 Sai nghia AMACR €.829G>A p.Glu277Lys 0.6961
21 chrb Sai nghia AMACR €.602T>C p.Leu201Ser 0.7149
22 chrb Sai nghia AMACR c.524G>A p.Gly1l75Asp 0.2526
23 chrb Sai nghia AMACR c.25G>A p.Val9Met 0.2869
24 chré Sai nghia FARS2 €.839A>G p.Asn280Ser 0.2352
25 chré Sai nghia DCDC2 C.661A>G p.Ser221Gly 0.517
26 chré Sai nghia PKHD1 | c.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.5657
27 chré Sai nghia PKHD1 c.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.5533
28 chré Sai nghia PKHD1 c.5608T>G p.Leul870Val 0.9559
29 chré Sai nghia PKHD1 €.3785C>T p.Alal262Val 0.3546

30 chré Sai nghia PKHD1 C.2489A>G p.Asn830Ser 0.0635
31 chré Sai nghia PKHD1 €.2278C>T p.Arg760Cys 0.3558
32 chr7 Sai nghia CFTR €.1408G>A p.Val470Met 0.5821
33 chr8 Sai nghia PEX2 ¢.550T>C p.Cys184Arg 0.9962
34 chr8 Sai nghia TMEMG67 | c.1810A>G p.lle604Val 0.6929
35 chr9 Sai nghia TJIP2 c.1539C>A p.Asp513Glu 0.7722




STT NST Loai d¢t bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
36 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.Arg20Gin 0.5629
37 chrl0 Sai nghia LIPA c.46A>C p.Thrl6Pro 0.2861
38 chr10 Sai nghia ABCC2 c.116A>T p.Tyr39Phe 0.9946
39 chr10 Sai nghia ABCC2 c.1249G>A | p.Val417lle 0.1865
40 chrll Sai nghia SMPD1 c.107T>C p.Val36Ala 0.5613
41 chril Sai nghia PEX16 €.346G>A p.Valll6lle 1
42 chrl2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G p.Met363Val 0.7406
43 chrl3 Sai nghia COG6 €.28G>A p.Alal0Thr 0.4844
44 chrl3 Sai nghia COG6 C.94T>A p.Cys32Ser 0.4842
45 chrl3 Sai nghia ATP7B €.3419T>C p.Vall140Ala 0.5405
46 chrl3 Sai nghia ATP7B c.2855G>A | p.Arg952Lys 0.531
47 chrl3 Sai nghia ATP7B C.2495A>G p.Lys832Arg 0.5024
48 chrl3 Sai nghia ATP7B c.1366G>C p.Val456Leu 0.377
49 chrl3 Sai nghia ATP7B c.1216T>G p.Ser406Ala 0.3762
50 chrl3 Sai nghia SLC10A2 | c.511T>G p.Serl71Ala 0.8403
51 chr15 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.7678
52 chr16 Sai nghia HSD3B7 | c.748A>G p.Thr250Ala 0.4934
53 chrl6 Sai nghia RPGRIP1L | c.3790G>A | p.Aspl264Asn 0.099
54 chr16 Sai nghia RPGRIP1L | c.3073G>A | p.Gly1025Ser 0.1661
55 chri8 Sai nghia NPC1 c.3797G>A | p.Argl266GIn 0.1502
56 chri8 Sai nghia NPC1 €.2572A>G p.lle858Val 0.4858
57 chri8 Sai nghia NPC1 €.1926G>C p.Met642lle 0.8317
58 chr18 Sai nghia MYO5B €.3962G>A | p.Gly1321Glu 0.1444
59 chri8 Sai nghia MYO5B €.376A>G p.Thr126Ala 0.9734
60 chr18 Sai nghia ATP8B1 | c.3454G>A | p.Alal152Thr 0.9998
61 chr19 Sai nghia ETFB C.734C>T p.Thr245Met 0.4197
62 chr2l Sai nghia ITGB2 c.1062A>T p.GIn354His 1
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Bang 3: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BA03

STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A | p.Val368lle 0.4131
2 chrl Sai nghia CPT2 €.1939A>G p.Met647Val 0.1004
3 chrl Sai nghia PGM1 C.715C>T p.Arg239Cys 0.2414
4 chrl Sai nghia AGL €.1160G>A p.Arg387GIn 0.0797
5 chrl Sai nghia EPHX1 €.128G>C p.Arg43Thr 0.0102
6 chrl Sai nghia EPHX1 €.337T>C p.Tyrl13His 0.3133
7 chr2 Sai nghia NBAS c.3011G>A p.Arg1004Gin 0.0677
8 chr2 Sai nghia ABCG5 €.1810C>G p.GIn604Glu 0.24
9 chr2 Sai nghia ABCGS8 Cc.161A>G p.Tyr54Cys 0.4347
10 chr2 Sai nghia ABCG8 c.1895T>C p.Val632Ala 0.9229
11 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.7206
12 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢c.407C>G p.Ser136Cys 0.2806
13 chr2 Sai nghia ABCB11 | c.1331T>C p.Vald44Ala 0.5887
14 chr2 Sai nghia UGT1A1 | c.211G>A p.Gly71Arg 0.0343
15 chr2 Sai nghia GPC1 c.1498A>G p.Ser500Gly 0.6643
16 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G p.lle334Val 0.9836
17 chr3 Sai nghia GBE1 c.568A>G p.Arg190Gly 0.3215
18 chrd Sai nghia PKD2 c.568G>A p.Alal90Thr 0.1028
19 chrd Sai nghia ETFDH c.92C>T p.Thr3llle 0.6727
20 chrb Sai nghia AMACR €.829G>A p.Glu277Lys 0.6961
21 chrb Sai nghia AMACR c.717G>T p.GIn239His 0.1144
22 chrb Sai nghia AMACR €.602T>C p.Leu201Ser 0.7149
23 chrs Sai nghia AMACR | c.524G>A p.Gly175Asp 0.2526
24 chrb Sai nghia AMACR c.25G>A p.Val9Met 0.2869
25 chré Sai nghia FARS2 €.839A>G p.Asn280Ser 0.2352
26 chr6é Sai nghia DCDC2 C.661A>G p.Ser221Gly 0.517
27 chré Sai nghia PEX6 c.2816C>A p.Pro939Gin 0.3315
28 chré Sai nghia PEX6 .2426C>T p.Ala809Val 0.0751
29 chré Sai nghia PKHD1 | c.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.5657

30 chré Sai nghia PKHD1 c.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.5533
31 chré Sai nghia PKHD1 c.5608T>G p.Leul870Val 0.9559
32 chr7 Sai nghia CFTR €.1408G>A p.Val470Met 0.5821
33 chr8 Sai nghia PEX2 ¢.550T>C p.Cys184Arg 0.9962
34 chr8 Sai nghia TMEMG67 | c.1810A>G p.lle604Val 0.6929
35 chr9 Sai nghia TJIP2 c.1539C>A p.Asp513Glu 0.7722




STT NST Loai d¢t bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
36 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.Arg20Gin 0.5629
37 chrl0 Sai nghia LIPA c.46A>C p.Thrl6Pro 0.2861
38 chr10 Sai nghia ABCC2 c.116A>T p.Tyr39Phe 0.9946
39 chrll Sai nghia SMPD1 c.107T>C p.Val36Ala 0.5613
40 chril Sai nghia PEX16 €.346G>A p.Valll6lle 1
41 chri2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G p.Met363Val 0.7406
42 chrl3 Sai nghia COG6 c.28G>A p.Alal0Thr 0.4844
43 chrl3 Sai nghia COG6 C.94T>A p.Cys32Ser 0.4842
44 chrl3 Sai nghia SLC10A2 | c.511T>G p.Serl71Ala 0.8403
45 chr15 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.7678
46 chrl6 Sai nghia HSD3B7 [ c.748A>G p.Thr250Ala 0.4934
47 chrl7 Sai nghia COG1 c.1175A>G p.Asn392Ser 0.521
48 chri8 Sai nghia NPC1 €.1926G>C p.Met642lle 0.8317
49 chri8 Sai nghia MYO5B c.376A>G p.Thrl126Ala 0.9734
50 chri8 Sai nghia ATP8B1 | c.3454G>A | p.Alal152Thr 0.9998
51 chr21 Sai nghia ITGB2 c.1062A>T p.GIn354His 1
52 chr22 Sai nghia TYMP c.1427C>T p.Ser476Leu 0.1428




Bang 4: Da hinh nucleotide don bénh nhan BA04

STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A | p.Val368lle 0.413139
2 chrl Sai nghia CPT2 €.1939A>G | p.Met647Val | 0.100439
3 chrl Sai nghia PGM1 c.715C>T p.Arg239Cys | 0.241414
4 chrl Sai nghia EPHX1 c.416A>G p.His139Arg | 0.215455
5 chr2 Sai nghia NBAS c.3011G>A | p.Argl004GIn | 0.0676917
6 chr2 Sai nghia NBAS €.1964A>G | p.Lys655Arg | 0.360623
7 chr2 Sai nghia NBAS C.727TA>G p.lle243Val 0.389177
8 chr2 Sai nghia ABCGS8 €.161A>G p.Tyr54Cys 0.434704
9 chr2 Sai nghia ABCGS8 €.1895T>C | p.Val632Ala | 0.922923
10 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢.2110G>T | p.Ala704Ser 0.720647
11 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | c.407C>G p.Ser136Cys 0.280551
12 chr2 Sai nghia ABCB11 €.1331T>C | p.Val444Ala | 0.588658
13 chr2 Sai nghia UGT1A1 c.211G>A p.Gly71Arg 0.034345
14 chr2 Sai nghia GPC1 €.1498A>G | p.Ser500Gly 0.664337
15 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G | p.lle334Val 0.983626
16 chr3 Sai nghia GBE1 €.568A>G p.Argl90Gly | 0.321486
17 chr4 Sai nghia PKD2 €.568G>A p.Alal90Thr | 0.102835
18 chr4 Sai nghia ETFDH €.92C>T p.Thr3llle 0.672724
19 chrb Sai nghia AMACR €.829G>A p.Glu277Lys | 0.696086

20 chrb Sai nghia AMACR c.717G>T p.GIn239His | 0.114417
21 chrb Sai nghia AMACR €.602T>C p.Leu201Ser 0.714856
22 chré Sai nghia FARS2 €.839A>G p.Asn280Ser | 0.235224
23 chr6 Sai nghia DCDC2 C.661A>G p.Ser221Gly | 0.516973
24 chr6 Sai nghia PEX6 €.2426C>T | p.Ala809Val 0.0750799
25 chr6 Sai nghia PKHD1 €.12143A>G | p.GIn4048Arg | 0.565695
26 chr6 Sai nghia PKHD1 €.11696A>G | p.GIn3899Arg | 0.553315
27 chr6 Sai nghia PKHD1 c.5608T>G | p.Leul870Val | 0.955871
28 chr7 Sai nghia CFTR €.1408G>A | p.Val470Met | 0.582069
29 chr8 Sai nghia PEX2 €.550T>C p.Cys184Arg | 0.996206
30 chr8 Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G | p.lle604Val 0.692891
31 chr9 Sai nghia TIP2 €.1539C>A | p.Asp513Glu | 0.772165
32 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.Arg20Gin 0.562899
33 chr10 Sai nghia LIPA c.46A>C p.Thrl6Pro 0.286142
34 chr10 Sai nghia ABCC2 C.116A>T p.Tyr39Phe 0.994609
35 chrll Sai nghia SMPD1 ¢.107T>C p.Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEX16 ¢.346G>A p.Valli6lle 1

37 chrl2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G | p.Met363Val | 0.740615
38 chrl3 Sai nghia COG6 c.28G>A p.Alal0Thr 0.484425
39 chrl3 Sai nghia COG6 C.94T>A p.Cys32Ser 0.484225
40 chrl3 Sai nghia ATP7B €.3419T>C | p.Valll40Ala | 0.540535
41 chrl3 Sai nghia ATP7B €.2855G>A | p.Arg952Lys | 0.53095
42 chrl3 Sai nghia ATP7B €.2495A>G | p.Lys832Arg | 0.502396
43 chril4 Sai nghia SERPINA1 | c.1200A>C | p.Glu400Asp | 0.280351
44 chril4 Sai nghia SERPINAL1 | ¢c.374G>A p.Argl25His | 0.160543




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
45 chr15 Sai nghia VPS33B €.1540G>A | p.Gly514Ser 0.767772
46 chrl6 Sai nghia HSD3B7 C.748A>G p.Thr250Ala | 0.493411
47 chrl6 Sai nghia RPGRIP1L | c.3790G>A | p.Aspl264Asn | 0.0990415
48 chrl6 Sai nghia RPGRIP1L | c.3073G>A | p.Gly1025Ser | 0.166134
49 chrl8 Sai nghia NPC1 €.1926G>C | p.Met642lle 0.831669
50 chrl8 Sai nghia MYO5B €.3962G>A | p.Gly1321Glu | 0.144369
51 chrl8 Sai nghia MYO5B c.376 A>G p.Thrl26Ala | 0.973442
52 chri8 Sai nghia ATP8B1 €.3454G>A | p.Alall52Thr | 0.9998
53 chr21 Sai nghia ITGB2 c.1062A>T | p.GIn354His 1




Bang 5: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BA05

STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A | p.Val368lle 0.413139
2 chrl Sai nghia PGM1 c.715C>T p.Arg239Cys | 0.241414
3 chrl Sai nghia PGM1 €.1312T>C | p.Tyr438His 0.225839
4 chrl Sai nghia AGL €.686A>G p.GIn229Arg | 0.0483227
5 chrl Sai nghia EPHX1 €.337T>C p.Tyr113His 0.313299
6 chr2 Sai nghia NBAS ¢.3011G>A | p.Argl004GIn | 0.0676917
7 chr2 Sai nghia ABCG8 c.161A>G p.Tyr54Cys 0.434704
8 chr2 Sai nghia ABCG8 €.1895T>C | p.Val632Ala | 0.922923
9 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | ¢.2110G>T | p.Ala704Ser 0.720647
10 chr2 Sai nghia EIF2AK3 | c.497A>G p.GIn166Arg | 0.648962
11 chr2 Sai nghia ABCB11 | c.1331T>C | p.Val444Ala | 0.588658
12 chr2 Sai nghia GPC1 €.1498A>G | p.Ser500Gly 0.664337
13 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G | p.lle334Val 0.983626
14 chr3 Sai nghia GBE1 €.568A>G p.Argl90Gly | 0.321486
15 chr3 Sai nghia GFM1 €.643G>A p.Val215lle 0.583267
16 chr4 Sai nghia CC2D2A | c.1127A>C | p.Glu376Ala | 0.117612
17 chr4 Sai nghia ETFDH €.92C>T p.Thr31lle 0.672724
18 chrb Sai nghia AMACR | c.829G>A p.Glu277Lys | 0.696086
19 chrb Sai nghia AMACR €.602T>C p.Leu201Ser 0.714856

20 chrb Sai nghia AMACR | c.524G>A p.Glyl75Asp | 0.252596
21 chrb Sai nghia AMACR | c.25G>A p.Val9Met 0.286941
22 chré Sai nghia FARS2 €.839A>G p.Asn280Ser | 0.235224
23 chré Sai nghia DCDC2 C.661A>G p.Ser221Gly | 0.516973
24 chr6 Sai nghia PEX6 €.2426C>T | p.Ala809Val 0.0750799
25 chr6 Sai nghia PKHD1 €.12143A>G | p.GIn4048Arg | 0.565695
26 chr6 Sai nghia PKHD1 €.11696A>G | p.GIn3899Arg | 0.553315
27 chr6 Sai nghia PKHD1 c.5608T>G | p.Leul870Val | 0.955871
28 chr6 Sai nghia PKHD1 €.3785C>T | p.Alal262Val | 0.354633
29 chr7 Sai nghia CFTR €.1408G>A | p.Val470Met | 0.582069
30 chr8 Sai nghia PEX2 ¢.550T>C p.Cys184Arg | 0.996206
31 chr8 Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G | p.lle604Val 0.692891
32 chr9 Sai nghia TIP2 €.1539C>A | p.Asp513GIlu | 0.772165
33 chr9 Sai nghia BAAT C.59G>A p.Arg20Gin 0.562899
34 chr10 Sai nghia ABCC2 C.116A>T p.Tyr39Phe 0.994609
35 chrll Sai nghia SMPD1 €.107T>C p.Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEX16 €.346G>A p.Valll6lle 1

37 chrll Sai nghia BSCL2 €.803A>G p.Lys268Arg | 0.134984
38 chrl2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G | p.Met363Val | 0.740615
39 chrl3 Sai nghia COG6 c.28G>A p.Alal0Thr 0.484425
40 chrl3 Sai nghia COG6 C.94T>A p.Cys32Ser 0.484225
41 chrl3 Sai nghia COG6 €.1340T>C | p.Met447Thr | 0.0473243
42 chrl3 Sai nghia ATP7B €.3419T>C | p.Valll40Ala | 0.540535
43 chrl3 Sai nghia ATP7B €.2855G>A | p.Arg952Lys | 0.53095
44 chrl3 Sai nghia ATP7B €.2495A>G | p.Lys832Arg | 0.502396




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
45 chrl3 Sai nghia ATP7B €.1366G>C | p.Val456Leu | 0.376997
46 chrl3 Sai nghia ATP7B €.1216T>G | p.Ser406Ala 0.376198
47 chrl3 Sai nghia SLC10A2 | c.511T>G p.Serl71Ala 0.840256
48 chrl5 Sai nghia VPS33B | c.1540G>A | p.Gly514Ser | 0.767772
49 chrl6 Sai nghia COG7 €.1814C>T | p.Thr605Met | 0.0880591
50 chrl6 Sai nghia HSD3B7 | c.748A>G p.Thr250Ala | 0.493411
51 chrl6 Sai nghia RPGRIP1L | c.2231G>A | p.Arg744GIn | 0.0621006
52 chr17 Sai nghia COG1 C.1175A>G | p.Asn392Ser | 0.520966
53 chri8 Sai nghia NPC1 c.2572A>G | p.lle858Val 0.485823
54 chri8 Sai nghia NPC1 €.1926G>C | p.Met642lle 0.831669
55 chri8 Sai nghia NPC1 €.644A>G p.His215Arg | 0.21865
56 chri8 Sai nghia MYO5B €.2753G>A | p.Arg918His | 0.135383
57 chr18 Sai nghia MYO5B €.376A>G p.Thr126Ala | 0.973442
58 chrl8 Sai nghia ATP8B1 | c.3454G>A | p.Alal152Thr | 0.9998
59 chrl9 Sai nghia ETFB C.734C>T p.Thr245Met | 0.419728
60 chr2l Sai nghia ITGB2 c.1062A>T | p.GIn354His |1
61 chr22 Sai nghia TYMP €.1427C>T | p.Ser476Leu | 0.142772




m

Phu luc 3: Danh sach bénh nhan va ddi chiing

Bang 1: Danh sach bénh nhan tham gia nghién cau

STT | Labcode MSBV Ho va tén
1 |BA181257 | 170460741 Pham Bao A
2 | BA181258 | 110038735 Nguyén Tién Q
3 | BA181238 | 180578351 Nguyén Phic K
4 | BA181260 | 180182063 Nguyén Kha Minh K
5 | BA181261 | 160560511 P4 Khanh C
6 |BA181262 | 170369178 Nguyén Viét V
7 | BA181263 | 179041746 Vii Thi Kim L
8 | BA181264 | 179463789 Lé Phuong C
9 | BA181265 | 170147613 Nguyén Anh T
10 | BA181266 | 186357835 Pham Hoai
11 | BA181267 | 179463997 Nguyén Anh M
12 | BA181268 | 130076252 Ngo My A
13 | BA181269 | 120428010 Hoang Minh C
14 | BA181270 | 140128688 Tran Pic An
15 | BA181271 | 170086887 Hoang Thao N
16 | BA181272 | 150124693 Nguyén Vii Ha V
17 | BA181273 | 180429201 Nguyén Db Danh T
18 | BA181274 | 140212933 Cao Thi H
19 | BA181275 | 160354514 Nguyén Lam Nhat A
20 |BA181276 | 124646646 Lé Van A
21 |BA181277 | 160016423 Ng6 Huy H
22 | BA181278 | 160315164 Luong Gia H
23 | BA181279 | 170542401 Nguyén Minh K
24 | BA181280 | 170330015 Lé Hung A
25 |BA181281 | 170396148 Lé Ha M
26 |BA181282 | 110248371 Ha Vian Trung K
27 |BA181283 | 180497737 Cao Bao N
28 | BA181284 | 180360507 Trinh Hoai A
29 | BA181285 | 170150090 Duong Bao C
30 |BA181286 | 150360954 Vii Tran Bao N
31 |BA181287 | 180398743 Ngb Hong N
32 | BA181288 | 140044819 Hb Thuy D
33 | BA181289 | 160046591 Pham Ngoc H
34 | BA181290 | 150123064 Dinh Phuong L
35 | BA181291 | 120299809 Nguyén Hai A
36 | BA181292 | 140417057 Lé Gia H




STT | Labcode MSBV Ho va tén
37 | BA181293 | 150293899 Khuat Thi Hoai A
38 | BA181294 | 120336577 Lé Van P
39 | BA181295 | 160322921 Nguyén Dic Nhan T
40 |BA190101 | 180104139 Tran Minh C
41 |BA190102 | 180148874 Nguyén Thuy L
42 | BA190103 | 180451419 Lé Quang N
43 |BA190104 | 180137113 Tran Trung K
44 | BA190105 | 168542173 Nguyén Ngoc Bao N
45 | BA190106 | 130356858 Ngb Qudc b
46 | BA190107 | 160070280 Ha Thanh V
47 | BA190108 | 140110382 P Ha N
48 | BA190109 | 150381710 Pao Nguyén Minh C
49 | BA190110 | 188451212 Nguyén Ngoc Khanh H
50 |BA190111 | 170147613 Nguyén Anh T
51 | BA190112 | 170576708 Pham Ngoc Khanh N
52 | BA190113 | 150442271 Vii Hai P
53 | BA190114 | 140170258 Tran Khanh L
54 | BA190115 | 170098510 Ha Nhu Q
55 | BA190116 | 180532925 Nguyén Khuong D
56 | BA190117 | 170408681 Khuong Huyén T
57 | BA190118 | 150355311 Tran Bao A
58 | BA190119 | 160500639 Ngbé Minh K
59 | BA190120 | 188510524 Lé Van Minh K
60 | BA190121 | 185569744 Tran Thi D
61 | BA190122 | 170048054 Tran Thi Tién A
62 |BA190123 | 180017255 Nguyén Qudc T
63 |BA190124 | 120088518 Pd Huy H
64 | BA190125 | 180580339 Pham Thao Ng
65 | BA190126 | 180051847 V46 Vin Gia P
66 | BA190127 | 160106337 Duong Dinh Puc N
67 | BA190128 | 140232868 Pham Thé A
68 | BA190129 | 120427680 Tran Anh T
69 |BA190130 | 186258354 Ha Gia H
70 |[BA190131 | 160026871 Pham Dtc T
71 |BA190132 | 140422206 Nguyén Thi Nguyét N
72 | BA190133 | 130011380 Nguyén Ngoc A
73 | BA190134 | 180398743 Ngb Hong N
74 | BA190135 | 160059308 Tran Diéu A
75 |[BA190136 | 100033417 Nguyén Thi Anh N




STT | Labcode MSBV Ho va tén

76 | BA190137 | 139403132 Ho6 Thanh P

77 | BA190138 | 170228016 Nguyén Bao N

78 | BA190139 | 190137132 Truong Ngoc B

79 | BA190140 | 170015879 Nguyén Thi Ha A

80 | BA190141 | 165318624 Truong Thuy A

81 | BA190142 | 170487688 Tran Trung N

82 | BA190143 | 170533720 Nguyén Tung A

83 | BA190144 | 170330015 Lé Hung A

84 | BA190145 | 150332150 Vii Hoang D

85 | BA190146 | 180419103 Lé Ngoc A

86 | BA190147 | 170029698 Pham Anh T

87 | BA190148 | 140029865 Phung Bao C

88 | BA190149 | 140192994 Ngd Minh B

89 | BA190150 | 110033009 Nguyén Nguyén V

90 | BA190151 | 170098934 Nguyén Thach Tung L

91 |[BA190152 | 150348129 Nguyén Nhat D

92 [BA190153 | 170014111 Nguyén Hoang M

93 |BA190154 | 186254354 Pham Hai B

94 | BA190155 | 170150090 Duong Thao C

95 |BA190156 | 170584025 Luu Xuan D

96 |BA190157 | 170543761 Nguyén Viét Pang Q

97 | BA190158 | 170383509 Vii Nguyén Ngoc D

98 |[BA190159 | 180543632 Nguyén Thién A

99 |[BA190160 | 178798747 Tran Phuong Anh

100 | BA190161 | 180537889 Nguyén Ding Bao P
101 | BA190162 | 180533212 Ha Khanh L

102 | BA190163 | 195453465 Nguyén Quynh Bao N
103 | BA190164 | 170042295 Ping Thi Ngoc A

104 | BA190165 | 170525341 Nguyén Thi Thanh T
105 | BA190166 | 180370660 Pham Nguyén Pai D
106 | BA190167 | 179463789 Nguyén Dinh Thanh L
107 | BA190168 | 110351717 Pham Minh Q

108 | BA190169 | 150403546 Nguyén Hoang N

109 | BA190170 | 140194568 Nguyén Quang T

110 | BA190171 | 170416324 Nguyén Lé Diéu V
111 | BA190201 | 180452946 Nguyén Hiru B

112 | BA190202 | 170575536 Pham Phuong Thiy V
113 | BA190203 | 180310456 Nguyén Thi Minh C
114 | BA190204 | 180275903 Ping Minh K




P

STT | Labcode MSBV Ho va tén
115 | BA190205 | 170516225 Nguyén Thi Th
116 | BA190206 | 180600990 P6 Xuan B
117 | BA190207 | 180504077 Nguyén Thi Ha V
118 | BA190208 | 140044819 Hb Thuy D
119 | BA190209 | 130416915 Nguyén Bich N
120 | BA190210 | 180568676 Lé Ngoc Thuy D
121 | BA190211 | 180471333 Vi Anh T
122 | BA190212 | 180630611 Nguyén Nhat L
123 | BA190213 | 190121437 Tran Minh C
124 | BA190214 | 160085930 Nguyén Ngoc A
125 | BA190215 | 110381468 Pao Nguyén K
126 | BA190216 | 180598430 Vii Ngoc Bao A
127 | BA190217 | 170091398 Dang Ngoc H
128 | BA190218 | 169804165 Ngb Bao C
129 | BA190219 | 179148664 Bui Thi Héng D
130 | BA190220 | 160518830 Nguyén Minh K
131 | BA190221 | 140110382 P6 Ha N
132 | BA190222 | 140192994 Ngbé Minh B
133 | BA190223 | 170533720 Nguyén Tung A
134 | BA190224 | 160122208 Db Thi Hong N
135 | BA190225 | 100523451 Nguyén Ngoc Gia H
136 | BA190226 | 180310465 Nguyén Thi Minh C
137 | BA190301 | 170346955 Tran Thi Diém M
138 | BA190302 | 187612746 Pham Thi Kim N
139 | BA190303 | 154777773 Duong Manh H
140 | BA190304 | 180484152 Nguyén Minh K
141 | BA190305 | 180504077 Nguyén Thi Ha V
142 | BA190306 | 150058648 Tran Khanh L
143 | BA190307 | 180517764 Nguyén Anh T
144 | BA190308 | 150392976 Tran Bao A
145 | BA190309 | 180108444 Nguyén Kha H
146 | BA190310 | 160029155 Nguyén Minh K
147 | BA190311 | 120144297 Hoang Quéc H
148 | BA190312 | 160372337 PO Yén T
149 | BA190313 | 160214206 Bui Ngoc Thao N
150 | BA190314 | 190019963 Luong Diém K
151 | BA190315 | 180369329 Nguyén Thuy N
152 | BA181214 | 170024866 Ngbd Ngoc H
153 | BA181215 | 180502293 Bui Yén M




q

STT | Labcode MSBV Ho va tén
154 | BA181216 | 180471216 Db Manh T

155 | BA181217 | 150341124 Tran Ngoc Khanh L
156 | BA181218 | 180325486 Ngo6 Ngoc Q

157 | BA181219 | 179880633 Tran Quéc B

158 | BA181220 | 110925151 Nguyén Hoang Bao Y
159 | BA181221 | 110183665 Ha Lé Thuy D

160 | BA181222 |140113461 Vii Nguyén Hoai A
161 | BA181223 | 160932431 Nguyén Hitu Quang A
162 | BA181224 | 170476103 Pinh Khanh N

163 | BA181225 | 170360190 Luu Huy H

164 | BA181226 | 182530401 Tran Lé An N

165 | BA181227 | 130543534 Nguyén Hoang B
166 | BA181228 | 170539266 Xa Vin T

167 | BA181229 | 170383509 Vii Nguyén Ngoc D
168 | BA181230 | 170175336 Mai Ha A

169 | BA190320 | 110079519 Lé Van T

170 | BA190321 | 180591597 Pham Tuan H

171 | BA190322 | 120088728 Nguyén Quang M
172 | BA190323 | 170197964 P Tuan b

173 | BA190324 | 180641085 Bui Trung K

174 | BA190325 | 190102286 Phung Puc D

175 | BA190326 | 180066404 Nguyén Ngoc N

176 | BA190327 | 116545132 Lé T Thao C

177 | BA190328 | 160071909 Nguyén Bao B

178 | BA190329 | 190136665 Pinh Minh N

179 | BA190330 | 160275222 Lé Ngoc Bao A

180 | BA190331 | 180478485 Nguyén Hoang Thanh N
181 | BA190332 | 150381710 Pao Nguyén Minh C
182 | BA190333 | 160991879 Tran Hitu D

183 | BA190334 | 190126564 Nguyén Qubc H

184 | BA190335 | 170097633 Ngb Gia H

185 | BA190336 | 180551707 Tran Tung Diép C
186 | BA190337 | 170383509 Vit Nguyén Ngoc D
187 | BA190338 | 190051547 Nguyén Trung H
188 | BA190339 | 160078557 Ngb Bao N

189 | BA190340 | 190026980 Nguyén Nhu Q

190 | BA190341 | 180256897 P4 Khanh D

191 | BA190342 | 100894015 Duong Tién D

192 | BA190343 | 170048054 Tran Tién A




STT | Labcode MSBV Ho va tén
193 | BA190402 | 170024737 Lé Hiru Hong P

194 | BA190403 | 130001045 Nguyén Trong T
195 | BA190404 | 180003873 Nguyén Thi Ngoc H
196 | BA190405 | 160244486 Nguyén Tuyét P

197 | BA190406 | 160315164 Luong Gia H

198 | BA190407 | 120352720 Hoang Thu H

199 | BA190408 | 180562972 Ding Hai D

200 | BA190409 | 190107991 Vii Thanh H

201 | BA190410 | 110326139 Lé Lan H

202 | BA190411 | 170379867 Truong Nhi O

203 | BA190412 | 190202764 Nguyén Thanh T
204 | BA190413 | 160549261 Nguyén Huy D

205 | BA190414 | 160052971 LéBao T

206 | BA190415 | 160393446 Nguyén Hai B

207 | BA190416 | 190123523 Nguyén Kién G

208 | BA190417 | 190126156 Nguyén Hoang Hai Y
209 | BA190418 | 169874452 Ta Ngoc Huong T
210 | BA190419 | 170189823 Nguyén Xuan P

211 | BA190501 | 180022727 Nguyén An H

212 | BA190502 | 196413216 Pham Quang Gia M
213 | BA190503 | 160518830 Nguyén Minh Kh
214 | BA190504 | 160029155 Nguyén Minh K

215 | BA190505 | 150377354 Nguyén Thi T6 N
216 | BA190506 | 180373984 Nguyén Vin Tung K
217 | BA190507 | 187788333 Tran Cong Viét T
218 | BA190508 | 180462483 Vii Bio N

219 | BA190509 | 160075443 Tran Vuong Anh V
220 | BA190510 | 130000012 Lé Huong G

221 | BA190511 | 130055755 Nguyén Tho H

222 | BA190512 | 170319270 Nguyén Dtric Minh T
223 | BA190513 | 120254512 D6 Nguyén Nhat P
224 | BA190514 | 140170258 Tran Khanh L

225 | BA190515 | 150113335 Nguyén Hiru K

226 | BA190516 | 180110316 Tran Bao A

227 | BA190517 | 180370660 Pham Nguyén Dai D
228 | BA190518 | 160400007 Nguyén Thi Huyén T
229 | BA190519 | 180603870 Vii Nguyén Tuén P
230 | BA190520 | 170203490 Pao Pic T

231 | BA190521 | 190036087 Trinh Ngoc Hoai A




STT | Labcode MSBV Ho va tén
232 | BA190522 | 190050643 Liéu Cat Bao T
233 | BA190523 | 160175078 Nguyén Thuy C
234 | BA190524 | 140060357 Pao Phuong L
235 | BA190525 | 187245749 Nguyén Cam L
236 | BA190526 | 198542665 Vii Minh K

237 | BA190527 | 190200362 Ngo Hoai Vinh A
238 | BA190528 | 180256676 Tran Vi HA V
239 | BA190529 | 160046473 Vi Thuy T

240 | BA190530 | 170569303 Hoang Thi N

241 | BA190531 | 130041532 Lé Bao N

242 | BA190532 | 100223795 Nguyén Khanh N
243 | BA181231 | 130371426 Pham Thj Quynh C
244 | BA181232 | 140048525 Tran Thi Hai Y
245 | BA181233 | 165005006 Vil Gia K

246 | BA181234 | 180134439 Tran Tién b

247 | BA181235 | 170320377 L& Thai S

248 | BA181236 | 180498003 Bang Gia H

249 | BA181237 | 170558730 Pham Khanh B
250 | BA181239 | 180452946 Nguyén Hiru D
251 | BA181240 | 180630611 Nguyén Nhat L
252 | BA181241 | 180434791 Luong Khanh L
253 | BA181242 | 170042295 Dang Thi Ngoc A
254 | BA181243 | 130149075 Nguyén Huy Q
255 | BA181244 | 180619268 ViBaoY

256 | BA181245 | 150058648 Tran Khanh L
257 | BA181246 | 170463371 Ping Gia H

258 | BA181247 | 170584025 Luu Xuén D

259 | BA181248 | 160024193 Nguyén Huy H
260 | BA181249 | 180609006 Nguyén Thi Bao A
261 | BA181250 | 170018227 Nguyén Gia H
262 | BA181251 | 160396869 Vii Hoang M

263 | BA181252 | 170181317 Chu Thj Thanh N
264 | BA181254 | 160071909 Nguyén Bao B
265 | BA181255 | 160456781 Nguyén Trong D
266 | BA181256 | 180340052 Nguyén Minh K




t

Bang 2: Danh sach mau ddi ching

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
1 DC1 Nguyén Ping N 2016
2 DC2 Pham Hoai A 2018
3 DC3 Hoang Thao N 2017
4 DC4 Lé HA M 2017
5 DC5 Nguyén Hai A 2012
6 DC6 Nguyén Thi Bao A 2018
7 DC7 Nguyén Gia H 2017
8 DC8 Nguyén Kha Minh K 2018
9 |DC9 Tran Thi Hai Y 2014
10 |DC10 | TranTién D 2018
11 DC11 Pham Bao A 2017
12 |DC12 | Nguyén Bio B 2015
13 | DC13 Nguyén Hoang B 2013
14 | DC14 Nguyén Hoang Bao Y 2011
15 |DC15 |Nguyén ViiHa Vv 2015
16 DC16 Pham Hai b 2018
17 |DC17 |BuiYénM 2018
18 | DC18 Nguyén D6 Danh T 2018
19 DC19 Luong Gia H 2016
20 DC20 Lé Quang N 2018
21 | DC21 Nguyén Trong D 2016
22 | DC22 | HO Thanh P 2017
23 |DC23 | Tran Quoc B 2017
24 |DC24 |POHaN 2013
25 | DC25 | Vii Nguyén Ngoc D 2017
26 DC26 Duong Thao C 2017
27 | DC27 Vii Ngoc Bao A 2018
28 |DC28 | Truong Thuy A 2017
29 DC29 ViBaoY 2018
30 | DC30 Ngo6 Ngoc Q 2018
31 DC31 Lé Hung A 2016
32 |DC32 |Nguyén Hai A 2012
33 | DC33 | Nguyén Nhat L 2017
34 |DC34 |TranBaoN 2018
35 | DC35 Vii Hoang M 2016
36 DC36 Pham Bao P 2016
37 DC37 D6 Khanh C 2016
38 | DC38 Tran Ngoc Khanh L 2015
39 | DC39 Nguyén Huy Q 2013




STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
40 | DC40 Pham Thi Quynh C 2013
41 | DC41 Phung Bao C 2014
42 | DC42 Ha Van Trung K 2011
43 | DC43 | Nguyén Hiru D 2018
44 | DC44 Dang Gia H 2017
45 | DC45 Nguyén Lam Nhat A 2011
46 | DC46 Nguyén Thi Bao A 2018
47 | DC47 Nguyén Hoang Bao Y 2011
48 | DCA48 Trinh Hoai A 2018
49 | DC49 ViBdoY 2018
50 | DC50 Pham Phuong Thuy V 2017
51 | DC51 Nguyén Phiic K 2018
52 | DC52 Ngb Ngoc H 2016
53 | DC53 | Nguyén Thién A 2018
54 | DC54 Nguyén Ngoc Bao N 2018
55 | DC55 | Nguyén Thi Minh C 2017
56 | DC56 bang Minh K 2018
57 | DC57 Luong Khanh L 2010
58 | DC58 Nguyén Thi T 2017
59 | DC59 Do Xuan B 2018
60 |DC60 | Nguyén Thi HaV 2018
61 | DC61 Nguyén Thuy L 2017
62 | DC62 Dang Gia H 2017
63 | DC63 Nguyén Ngoc Khanh H 2017
64 | DC64 Nguyén Gia H 2017
65 | DC65 Mai Ha A 2017
66 |DC66 | Ho6 Thuy D 2013
67 |DC67 | NguyénBich N 2013
68 | DC68 L& Ngoc Thuy D 2018
69 | DC69 Vi Anh T 2018
70 | DC70 Nguyén Thi Anh N 2010
71 | DC/1 Nguyén Huy H 2015
72 |DC72 | Nguyén NhatL 2018
73 |DC73 | Tran Minh C 2006
/4 | DC/4 Nguyén Ngoc A 2016
75 | DCY/5 Pao Nguyén K 2011
76 | DC76 | Tran Khénh L 2014
77 DC77 Dang Thi Ngoc A 2016
78 | DC78 Ha Khanh L 2018
79 | DC79 Lé Quang N 2018
80 | DC80 Vii Ngoc Bao A 2018




\Y

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
81 | DC81 Nguyén Thi Bao A 2018
82 | DC82 Dang Ngoc H 2016
83 |DC83 | Nguyén Lé DiéuV 2017
84 |DC84 |NgbHong N 2018
85 | DC85 Nguyén Thi Nguyét N 2014
86 |DC86 |NgoBaoC 2017
87 |DC87 |Bui Thi Hong D 2017
88 | DC88 Nguyén Minh K 2016
89 |DC89 |PoHaN 2013
90 |DC90 |NgoMinhD 2014
91 |DC91 Nguyén Tung A 2017
92 |DC92 | Db Thi Hong N 2016
93 |DC93 |LéGiaH 2014
94 |DC94 | Tran Thi HaiY 2014
95 | DC95 | Pham Hoai A 2018
96 |DC96 | HO6 Thanh P 2017
97 | DC97 Nguyén Ngoc Gia H 2013
98 | DC98 Nguyén Anh T 2017
99 | DC99 | Nguyén Thi Minh C 2017
100 | DC100 | Tran Thi Diém M 2017
101 | DC101 |Pham Thi Kim N 2018
102 | DC102 | Duong Manh H 2015
103 | DC103 | Nguyén Minh K 2018
104 | DC104 |Nguyén Thi Ha V 2018
105 | DC105 | Tran Khanh L 2014
106 | DC106 | Nguyén Anh T 2018
107 | DC107 | Tran Bao A 2015
108 | DC108 |Nguyén Kha H 2018
109 | DC109 | Nguyén Minh K 2016
110 | DC110 | Hoang Quoc H 2012
111 |DC111 |P6YénT 2016
112 | DC112 | Bui Ngoc Thao N 2018
113 |DC113 | Luong Diém K 2018
114 |DC114 |Nguyén Thay N 2018
115 | DC115 | P4 Thi Hong N 2016
116 |DC116 |ViGiaK 2016
117 | DC117 |CaoBaoN 2018
118 |DC118 | Nguyén Huy Q 2013
119 | DC119 | Nguyén Kha Minh K 2018
120 | DC120 | Lé Phuong C 2017
121 | DC121 |Nguyén Anh M 2017




\W

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
122 | DC122 | D6 Minh A 2018
123 | DC123 | Nguyén Pham H 2016
124 | DC124 | T6 Tién P 2012
125 | DC125 | Nguyén Ngoc P 2017
126 | DC126 |Nguyén Mai T 2018
127 | DC127 |PhanDPoV 2016
128 | DC128 | Nguyén Tra M 2016
129 |DC129 |Nguyén giaL 2016
130 | DC130 | Hoang Thi H 2015
131 |DC131 |NguyénBao T 2013
132 | DC132 | Nguyén Thi T 2013
133 | DC133 | Han Nam P 2014
134 |DC134 |Lé Minh A 2011
135 | DC135 |Nguyén Cong T 2014
136 | DC136 |CuBaoN 2016
137 | DC137 | Phan Minh L 2018
138 | DC138 |Nguyén Xuan N 2018
139 | DC139 | Nguyén Huong B 2018
140 | DC140 | TaMinh A 2018
141 | DC141 | Tran Nguyén M 2016
142 | DC142 | Lé Quang V 2017
143 | DC143 |Lé NgocL 2018
144 |DC144 |BuiHaL 2014
145 | DC145 | Nghiém Thi H 2017
146 | DC146 |Nguyén Ngoc Y 2017
147 | DC147 | Nguyén Tuyét C 2016
148 | DC148 |Lé Thi A 2013
149 | DC149 | Tran Bticc H 2014
150 | DC150 | Ha Phuong U 2017
151 | DC151 | Noéng Triéu Bao D 2018
152 | DC152 | Hoang Tuan K 2011
153 | DC153 |LéHuuK 2013
154 | DC154 | Kha Hoang N 2016
155 | DC155 | Tran Thién A 2018
156 | DC156 |Nguyén Vin M 2017
157 | DC157 | Nguyén Minh Q 2015
158 | DC158 |Nguyén Thuy L 2011
159 | DC159 | Vii Diém X 2010
160 | DC160 | Song Minh D 2014
161 |DC161 |LéNgocH 2012
162 | DC162 |Nguyén Ngoc C 2012




X

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
163 | DC163 | Duong Phic K 2013
164 | DC164 | Trinh Minh Q 2015
165 | DC165 | Tran Trung T 2018
166 | DC166 | Pham Kim N 2016
167 | DC167 | Nguyén Thién L 2017
168 | DC168 |Ping Nguyén Ha L 2014
169 | DC169 | Tran Anh K 2014
170 | DC170 | Pham Tran Piang K 2016
171 |DC171 |Nguyén Pha H 2013
172 |DC172 |Nguyén Hai N 2012
173 | DC173 | Chu Nam A 2012
174 |DC174 |TaLamT 2017
175 | DC175 |Song Anh T 2015
176 | DC176 |LéDPing Minh T 2011
177 | DC177 | Nguyén Khanh N 2016
178 | DC178 | Tran Thi Mai P 2016
179 |DC179 | Nguyén Hiru P 2017
180 | DC180 | Pham Ngoc Gia H 2015
181 |DC181 |ChuB&N 2015
182 | DC182 | Nguyén Thi Phuong A 2013
183 | DC183 | Truong Long V 2014
184 | DC184 |Nguyén Minh T 2017
185 | DC185 | Nguyén Tuyét V 2011
186 | DC186 | Nguyén Thuy L 2015
187 | DC187 | ChuManh C 2013
188 | DC188 | Nguyén Tran An N 2014
189 | DC189 | Tran Gia Cat T 2014
190 | DC190 |Nguyén Thanh T 2018
191 |DC191 | Pham Tuong A 2018
192 | DC192 | Pham Tuan B 2013
193 | DC193 | Ung Minh K 2011
194 | DC194 | Nguyén Gia K 2015
195 |DC195 |Bui VanH 2017
196 | DC196 | Diép Thao A 2010
197 | DC197 | Bui Thi Gia H 2010
198 | DC198 | Ninh Pang K 2018
199 | DC199 | Nguyén Viét M 2012
200 | DC200 | Hoang Quang M 2010
201 |DC201 |Ha Tran Khanh N 2010
202 |DC202 |BuiKéN 2010
203 | DC203 | Pham Minh D 2015




y

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
204 | DC204 |Bui Yén N 2012
205 | DC205 |Pham Van A 2017
206 | DC206 | Quach Ngoc T 2011
207 | DC207 | Pham Quang P 2014
208 | DC208 | Lo Thi Phuong T 2011
209 | DC209 | HaMinhV 2018
210 | DC210 | Dinh Nhat A 2017
211 |DC211 | Nguyén Hoai T 2011
212 |DC212 | Nguyén Ngoc Béo T 2011
213 | DC213 | Tran Pang K 2012
214 | DC214 | Bui Buc Tué L 2011
215 |DC215 |QuanHa M 2012
216 |DC216 | Nguyén Kién C 2012
217 |DC217 |ToAnhD 2016
218 | DC218 | Nguyén Hai N 2012
219 | DC219 | Hoang Tuan M 2010
220 |DC220 |LaHtuT 2016
221 |DC221 |Pham ChiT 2016
222 | DC222 | Nguyén Viét T 2017
223 | DC223 | Nguyén Thao M 2017
224 | DC224 | Vi Thi Minh T 2017
225 | DC225 | Hoang Khanh A 2014
226 | DC226 | Nguyén Ngoc Minh C 2011
227 | DC227 | Pham Thi Anh T 2016
228 |DC228 |DPdéBaoH 2016
229 |DC229 |LéBdo A 2014
230 | DC230 | ViViétP 2018
231 |DC231 |LéThuyL 2013
232 | DC232 | Pd NhatV 2011
233 | DC233 | Lir Duy M 2017
234 | DC234 | Nguyén Huong Q 2016
235 | DC235 | Nguyén Trung D 2014
236 | DC236 | Pham Nhat M 2013
237 | DC237 | bPao Minh D 2011
238 | DC238 | Nguyén Phuong T 2015
239 | DC239 | Phan Minh K 2016
240 | DC240 | Nguyén Khanh D 2012
241 | DC241 | Hoang Minh H 2015
242 | DC242 | Nguyén Thuy D 2017
243 | DC243 | Nguyén Thuy A 2011
244 | DC244 | Nguyén Pham Hoang Y 2017




STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
245 | DC245 | D) Thi Mai P 2017
246 | DC246 | Pham Trung P 2015
247 | DC247 | Nguyén Vii Hai B 2016
248 | DC248 | Tran Tri K 2012
249 | DC249 | Pham Duong Kiéu A 2013
250 | DC250 | Bui Qudc D 2017




