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LOI CAM POAN

T61 xin cam doan ludn an “Nghién ctru dot bién va da hinh cua mét s6
gen & tré em méc bénh teo dudng mat bam sinh” 1a cong trinh nghién ctru cua
chinh minh duéi sy hudng din khoa hoc cua tap thé hudng dan. Nghién ctru
dugc thuc hién trong khudn kho dé tai Quy phat trién Khoa hoc va Cong nghé
Quéc gia Nafosted ma s6 108.02-2018.305 “Nghién ciru vai trd cua bién d6i di
truyén trén cac gen lién quan & bénh teo dudng mat bam sinh bang giai trinh ty
toan bo ving ma hoa” do GS.TS Nguyén Huy Hoang lam chti nhiém. Lu4n 4n
st dung thong tin trich dan tir nhidu ngudn tham khao khac nhau va cac thong
tin trich dan dugc ghi rd ngudn gdc. Cac két qua nghién ciru cua toi duge cong
bd chung véi cac tac gia khac di duoc su nhat tri ciia dong tac gia khi dua vao
luan 4n. Cac sé liéu, két qua dugc trinh bay trong luan an I hoan toan trung
thie va chua timg dugce cong bd trong bat ky mot cong trinh nao khac ngoai
cac cong trinh céng bd cua tic gia. Luan an duge hoan thanh trong thoi gian toi
lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé¢, Vién Han 1am Khoa

hoc va Cong nghé Viét Nam.

Ha Noi, ngay 27 thang 12 nam 2024

Tac gia luan an

Nguyén Vin Tung
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LOI CAM ON
To6i xin dugc bay to long kinh trong va biét on sau sic toi GS.TS.
Nguyén Huy Hoang va TS. Nguyén Thi Kim Lién d3 tan tinh hudng dan, tao

moi diéu kién thuan loi cho toi trong subt qua trinh hoc tap, nghién ctru cling

nhu thuc hién luan an.

T6i ciling xin chan thanh cam on ban Giam ddc, tap thé can bo Hoc vién
Khoa hoc va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da
tao diéu kién thuan lgi nhat cho toi trong qua trinh hoc tap va nghién ctru tai
day.

T61 xin chan thanh cdm on Ban lanh dao Vién Nghién ctru hé gen, Vién
Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da giup d& va tao diéu kién thuin

lgi cho t61 trong qua trinh thuc hién ludn an.

T61 xin tran trong cam on sy ung hQ va tham gia nhiét tinh cia céac can
bd, ddng nghiép cua phong Hé gen hoc chic ning, Vién Nghién ctru hé gen
cung cac bac si tai khoa Gan mat, khoa Di truyén va Sinh hoc Phan tir, Bénh
vién Nhi Trung Uong d3 gitip d&, d6ng hanh cung tdi trong qu4 trinh trién khai

thi nghiém, phan tich két qua va hoan thién luan an.

T6i xin trin trong cam on phong Quan 1y tong hop Vién Nghién ciru hé
gen d4 nhiét tinh gitip d& va tao diéu kién thuan loi vé moi mit, hd tro toi thuc
hién céc thu tuc can thiét dé t6i ¢ thé hoan thanh chwong trinh hoc tap va
nghién ctru cua nghién clru sinh.

T6i mudn bay t6 10ng biét on sau sic t6i gia dinh va ngudi than da o bén

to1 cham séc, dong vién, gitp to1 yén tam hoc tdp va nghién ctru.

Tac gia luan an

Nguyén Vin Tung
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MO DAU

Teo dudng mat bam sinh (biliary atresia — BA) 1a bénh 1y hiém gip dic
trung bo1 qua trinh viém, xo hda, pha huy toan bd dudng mat trong va ngoai
gan dan dén sy can tré luu thong cia mat. Tré mic bénh ¢ thé co vé ngoai binh
thuong khi méi sinh. Da va mat bénh nhan teo dudng mat bim sinh c6 mau
vang do luong sic té mat trong mau cao. Thong thuong, ddy 1a dau hiéu dau
tién ctia bénh teo duong mat bam sinh. Phuong phap chan doan bénh hién nay
cht yéu dua trén 14m sang va can 1am sang nhu chi s bilirubin, sinh thiét gan...
va ph?lu thuat dé chan doan xéac dinh. Bénh c¢6 thé diéu tri béng ph?lu thuat trong
giai doan moi sinh. Tuy nhién, néu khong duoc phat hién va phiu thuat som

bénh s& phat trién thanh xo gan mat thir phat dan dén tir vong khi 1 tuoi.

Cho dén nay nhiing hiéu biét vé co ché bénh nguyén va bénh sinh cua
cac ton thuong gan va hé thdng duong mat trong teo dudng mat bam sinh van
chua dugc 1am rd. Mot sé gia thuyét vé nguyén nhan gay bénh duoc dua ra
nhu: céac rdi loan vé gen di truyén, co ché ty mién, cac bat thuong vé mién dich,
do nhiém dodc va nhiém virus. Trong d6, réi loan vé gen di truyén bao gom dot
bién va da hinh nucleotide don dugc nhiéu nha khoa hoc trén thé gidi quan tam.
Viée xac dinh duoc mdi lién quan giita cac da hinh nucleotide don voi nguy co
mic bénh teo dudng mat bam sinh gitip cac bac si chan doan sém tir 46 dwa ra
phuong phap diéu tri phut hop. Tuy nhién, hién nay cac nghién ctru ¢ Viét Nam
chu yéu tap trung vao yéu td 1am sang, cac phuong phép ting cudng hiéu qua
diéu tri bénh. Nghién ciru vé yéu t6 di truyén ¢ bénh teo dudng mat bam sinh

con kha han ché.

Trén thé gi6i, cac nha khoa hoc di tim ra mbi quan hé giita cac dot bién
gen va da hinh don nucleotide trén nhiéu gen lién quan dén bénh teo dudng mat
bam sinh. Vi sb lugng va kich thudc gen 16n, viée nghién ctru ting gen riéng
1¢ doi hoi nhiéu thoi gian, chi phi cao. Giai trinh tu toan bd ving mi hoa va
toan bo hé gen bang cong nghé giai trinh tu thé hé méi cho phép xac dinh bién
thé xay ra dong thoi trén nhiéu gen, qua d6 rat ngin qua trinh phan tich di tré
thanh phuong phép thay thé hiéu qua khi tién hanh cic nghién ctu di truyén.
Hang chuc nghin bién thé gen c6 thé duoc xac dinh trong mdi ving ma hoa
trong nhiéu bénh phirc tap nhu: tim mach, than kinh, chuyén hoa.... Thong

thuong, mdi gen khong chi déng mot vai trd trong sinh bénh hoc ctia bénh teo
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dudng mat bam sinh vi phan 16n ching gép phan vao nhiéu qué trinh sinh hoc
khéac nhau. Duya trén cc dic diém bénh 1y cua teo dudng mat bam sinh va chic
ning cia gen, cac bién thé di truyén c6 tiém ning lién quan dén teo dudng mat
bam sinh c6 thé dugc phan loai thanh cac con dudng: su phat trién gan mat, qué
trinh xo hda, viém, su bat thuong vi 16ng mao (bénh 1y tiém mao). Do d6, ngoai
viéc st dung phuong phap giai trinh tu toan bd ving gen ma hoa dé xac dinh
cac dot bién gen gay bénh, trong nodi dung ludn an nay con thuc hién phén tich
mdi lién quan giita ba da hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11, da
hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYOS5B v&i nguy
co mic bénh teo duong mat bam sinh & bénh nhan nguol Viét Nam. Cac gen
nay tham gia vao mot con dudng gay bénh teo dudong mat bam sinh khac nhau,
ddng thoi, chua ¢ nghién ctru ctru nao trén thé gidi danh gia méi lién quan cua
chung dén bénh teo duong mat bam sinh.

Xuat phat tir nhitng thuc tién do, dé tai “Nghién citu dot bién va da hinh
ctia mét s6 gen o tré em mdc bénh teo duong mat bam sinh” duoc thuc hién
nham xéac dinh cac bién ddi di truyén trén cac gen lién quan dén bénh teo dudng

mat bam sinh.
Muc tiéu nghién ciru

- Gidi trinh ty toan b vung gen ma hoa cua mdt s6 bénh nhan mac teo
duong mat bam sinh tir d6 xac dinh dugc cac dot bién gen li€én quan dén bénh

teo duong mat bam sinh.

- Phan tich moi lién quan gitra cac da hinh nucleotide don v6i nguy co
mac bénh teo duong mat bam sinh & nguoi Viét Nam

Noi dung nghién cuu

- Thu thap mau méu va tach chiét DNA tong so tir mau mau cua bénh
nhan teo dudng mat bam sinh va cac mau doi ching.

- (Giai trinh ty toan bd ving ma hoa cua mot s6 bénh nhan mac bénh teo
duong mat bam sinh dién hinh.

- Phan tich s6 liéu, sang loc va tim dot bién trén cac gen li€n quan dén
bénh teo duong mat bam sinh & cac bénh nhan duogc giai trinh tu toan b viung

ma hoa.
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- Phan tich méi lién quan gitta cac da hinh nucleotide don véi nguy co
mic bénh teo dudng mat bam sinh trén s6 lugng 16n bénh nhan va ddi ching.

Nhitng déng gop mdi ciia dé tai
1. Da phat hién 02 d6t bién méi di hop tir kép c¢.412G>A (p.Gly138Arg) trén
gen FAH vac.2225A>G (p. Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ hai bénh nhan 1a chi
em rudt trong mot gia dinh. Phat hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 va 02 dot bién c.314C>A (p.Serl05%),
¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu & dang di hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh
nhan mic dong thoi hai bénh teo dudng mat bam sinh va Wilson, trong d6 dot
bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRT18 c6 tiém ning lién quan

dén bénh teo dudng mat bam sinh.

2. Panh gia méi lién quan giita cc da hinh don nucleotide rs2287622 trén gen
ABCBI1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen
MYOS3B véinguy 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 dwomng mat bam sinh

Teo dudng mat bam sinh 12 bénh 1y hiém gip cia gan va dudng mat, xay
ra trong qua trinh phat trién tao 6ng cua dudng mat trong thoi ky tao phoi. Hé
théng duong mat dugce tao nén tur ti thura gan cua rudt trudc vao tuan th 4 cia
phoi va biét hoa thanh 2 thanh phan dau va dudi. Tai mat, dng thi mat va ong
mat cht dugc tao nén tir phan dau. Con duong mat trong gan ciing nhu phan
duong mat ngoai gan con lai duoc tao nén tir phan dudi. Bénh khoi phat & thoi
ky so sinh, dugc dac trung boi sy khiém khuyét cua hé théng 6ng mat, dan dén
tac nghén dong chay mat, gdy & mat. Bénh c6 thé diéu tri bang phau thuit trong
giai doan mdi sinh. Tuy nhién, néu khong duoc phat hién va phﬁu thuat sém
bénh sé& phat trién thianh xo gan mat thir phat ddn dén tr vong khi 1 tudi. Teo
duong mat bam sinh 1a nguyén nhan giy tir vong phd bién nhat trong nhiing
hoi chtmg vé gan mat & tré em [1]. Phuong phap diéu tri duy nhat hién nay 13
phﬁu thuat Kasai mé thong rudt dé cai thién dong mat. Tuy nhién c6 mdt ty 1¢
cao bénh nhan ngay ca khi khoi phuc duogc luu luong dong mat van phat trién
tién trang viém va xo tién trién duong mat trong gan din dén xo gan thir phat.
Do tudi thue hién ph?lu thuat Kasai la mot yéu td quan trong anh huong dén két
qua. Nhitng bénh nhan di nhan duoc phau thuat Kasai trong vong 60 ngay dau
doi it c6 kha nang phai ghép gan hon.

Tan suit méc bénh khac nhau theo tirng khu vuc trén thé gi6di1, tham chi
giita cac khu vyc trong cting mot dt nude. 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 16 mac tir 1/17.000-1/19.000 tré sinh séng, & Hoa Ky 1a 1/15.000 tré
[2-4]. O Ha Lan, ti 16 mac ¢ 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 1a 1/10.000 tré va ¢ Pai Loan 1a 1/5.000 tré [5]. Pac biét, theo mdt nghién
ctru nam 2016, bénh teo dudng mat bam sinh & Trung Qudc ¢6 ti 1é mac it hon
s0 v&i cac nude phuong Tay [6]. Ly do cho diéu nay van chua rd rang nhung
goi ¥ rang cac yéu té moi trudng hodc di truyén co thé gop phan gay ra hoi
chtng teo duong mat bam sinh. Ti 16 méc bénh cao hon ciing duoc thay & nhitng
Hawaii, nguoi Inuits va ngudi My ban dia [7]. Tuy nhién, nguyén nhan din dén

su khac bi¢t ve ty 1€ mac bénh gitra cac khu vuyc trén thé gidgi van chua dugce



lam 6. Mgt nghién ctru gén day cho théy su khac biét vé ti 16 mic bénh teo
dudng mat bam sinh c6 thé twong quan véi tan suat cua haplotype khang
nguyén bach cau (HLA) ¢ nguoi [8]. Bénh teo duong mat bam sinh thudng
xuét hién riéng 1¢, rat it truong hop duge bao c6 cb tinh chat gia dinh. Bénh
khong d6ng nhit vé mit di truyén, cac mbi lién hé gia dinh 13 rat hiém. Phan
tich tir 12 tai lidu khoa hoc véi 35 cdp song sinh, Xu va dong tac gia tong hop
duoc 36 bénh nhan teo dudng mat bam sinh (trén tong s6 70 dbi twong) cho
thdy teo duong mat bam sinh & cic cdp song sinh 1a rat hiém gip va tinh trang
bénh & cac cap sinh d6i ciing khong gidng nhau, tuy nhién nghién ctru vé bénh
trén céac trudng hop nay cung cap nhiéu thong tin hitu ich vé cin bénh c¢6 nguyén

nhan phuc tap [9].
1.1.1. Triéu chvrng lam sang va phdn loai bénh
1.1.1.1. Triéu chung ldm sang

Triéu chimg 14m sang chu yéu cta bénh teo dudng mat bam sinh 13 ting
bilirubin, vang da, phan bac mau va gan 16n [10]. Tré méc bénh co thé ¢ vé
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 thuong, day 1a dau hiéu
dau tién ctia bénh teo dudng mat bam sinh. Ngoai ra, nude tiéu c6 mau san ciing
1a mot dac diém 1am sang khac. Mot s6 bilirubin ting trong mau dugc than loc
va loai bé qua nudc tiéu. Cac biéu hién 1am sang thuong khé phan biét tré bi
teo duong mat bam sinh véi tré bi vang da sinh 1y hodc mdt dang & mat khac.
Nguyén nhan 14 boi tinh trang vang da va & mat c6 thé xuat hién ngay tir thoi
ky sau sinh rat giéng véi véi tinh trang vang da sinh ly thudng gap ¢ hon mot
ntra 8o tré so sinh. Tuy nhién, & mot sd tré cac tridu chimg vang da va phan bac
mau xuat hién mudn hon vé sau. Nguoi ta nhan théy & nhiéu bénh nhi, phan su
c6 mau vang hay vang nhat, nudc tiéu tré nén dam mau, gan 16n 1a do hi¢n
tugng & mat. Mot diém dang luu ¥ nita 1 phan 10n tré bi teo dudng mat bam
sinh ¢ sy phét trién cAn ning va thé chat hoan toan binh thudng trong nhiing
thang dau, tham chi cho dén lic phau thuat. Tuy nhién, van c6 mot sé it tré co
tinh trang suy dinh dudng, thiéu mau hay cham phat trién. Triéu chimg kém
theo bao gdm su giam ty 1¢ prothrombin do tinh trang kém hap thu vitamin K,

chdy mau ndi so, chdy mau ngoai da, bilirubin mau tang, chu yéu la bilirubin
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truc tiép, n(‘A)ng do axit mat, n(‘A)ng do lipo-protein X (Lp-X), n(‘A)ng do gamma-

glutamyl transpetidase trong mau tang.

Vé mat 14m sang, tré so sinh bi teo dudng mat bam sinh thudng c6 gan
to va lach to khi tré dugc 4-8 tudn tudi va cac xét nghiém thudng cho thay ting
ALT, AST, bilirubin toan phan va bilirubin truc tiép, trong khi GGT (gamma
glutamy! transferase) va ndng do phosphatase kiém thudng ting 1én dén mirc
trén 1000 U/dl. Hinh anh siéu 4m c6 thé cho thay tii mat khong c6 hoic khong
c6 tai mat. Viéc phat hién va chan doan bénh mudn thuong lam gidm hiéu qua

cua ph?lu thuat Kasai, dac biét 1a voi tré so sinh trén 45 ngay tuoi.

Cho dén nay, siéu 4m gan mat van dugc xem 13 phuong tién chan doan
hinh anh dugc st dung dau tién & mot bénh nhi duogc nghi ngo teo duong
mat bam sinh. Siéu &m can duoc 1am & hai thoi diém, lac tré d6i va sau khi tré
bu. Muc dich ctia siéu 4m & hai thoi diém 1a néu c6 tai mét va khong teo dudng
mat thi sau khi tré ba, tii mat s€ tang co bop theo dap g sinh ly binh thuong.
Céac déu hiéu gian tiép danh gid teo duwong mat bang siéu 4m c6 thé thay: thi
mat kich thudc nhé (d61 khi khong nhin théy ti1 mat khi tré nhin bu hoac chi
nhin thay di tich tai mat), tai mat thanh day, bo khong déu. Kich thude tai mat
khong thay ddi trude va sau khi ba. Truong hop tai mat ¢6 kich thude nho hon
binh thudng va sy thay dbi kich thudc trude va sau ba dudi 30% ciing c6 thé

loai trir teo duong mat.

Mot phuong phap duogc sir dung rong rdi ¢ cac nude chau Au 1a chup
nhép nhay gan-mat (chup SPECT) str dung dong vi phong xa Tc99 nham phat
hién su dao thai cic chat dong vi phong xa qua dudng mat xudng rudt. Binh
thuong chat ddng vi phong xa duoc té bao gan hap thu, bai tiét va dao thai
xudng theo duong mat. Khi bi teo duong mat, chat déng vi phong xa khong
duoc bai tiét xuéng rudt do d6 s€ cho hinh anh duwong tinh sau 24 h. Su c6 mat
ctia dong vi phéng xa & rudt non sau khi str dung thude cho phép loai trir dugce
bénh teo dudng mat bam sinh. Tuy nhién, trong nhiing trudng hop hoi ching
mat dic hay trong truong hop thiéu san duong mat, xét nghiém hinh anh nay it
gitp dugc chan doan phan biét, ¢ dic hiéu ctia phuong phap giao dong tir 40

—100% va co6 gia thanh cao.

Chup duong mat trong md 13 tiéu chuan vang dé chan doan teo mat bam

sinh v61 cadc bénh nhan nghi ngo trong khi cac tham do khac chua rd rang nén
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duogc mo tham do. Chup trong md nham xac dinh chat mau c6 chay binh thuong

vao Ong tiéu hoa hay khong.

Sinh thiét van duoc xem 1a yéu t6 quyét dinh trong chan doan nhiing
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
lay dwoc. MAu sinh thiét ¢ giai doan sém ctia bénh c6 thé nham véi viém gan
so sinh, nguoc lai khi ¢ giai doan muon ton thuong qua nang rat kho dé chan
doan dung. Sinh thiét thuong duge chi dinh trong nhing trudng hop bénh nhi
c6 tai mat. Viéc sinh thiét duoc tién hanh qua dudng mé thudng, qua dudng
ndi soi 6 bung hay tham chi qua da. Cac dic diém giai phiu bénh cua teo dudng
méat bam sinh bao gém: gan I mat xanh thdm, bé mit san sui, thd rap, hinh anh

{r mat, xo hoa quanh khoang cira, van xo4n cac bé gan.
1.1.1.2. Phan loai bénh

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

- Type I, bénh nhén bi teo ¢ phan dng mat chi (chiém 5%).
- Type II 1 cac bénh nhan bi teo 1én dén dng gan chung, co thé két hop

v6i nang duong mat (chiém 2%).

- Type III 14 cac bénh nhan teo dudng mat ngoai gan va dng mat dén

ving ron gan (chiém t&i 90%).

Duya theo céc triéu ching 1dm sang, bénh teo dudng mat bam sinh c6 thé
chia thanh ba loai nhu sau [11]:

- Teo dudng mat bam sinh khong kém céc di tat bat thudng khac: chiém
khoang 70 - 85% truong hop. O nhom nay, tré thuong vang da tién trién dan
trong 2 thang dau sau sinh két hop voi phan bac mau. Teo dudng mét bam sinh
khong di kém cac di tat bat thuong khac duoc cho 1a két qua cia sy két hop
giita cac tac dong tir mdi truong va khuynh hudng di truyén [12].

- Teo dudng mat két hop véi cac di dang khac (hoi chimg BASM — biliary

atresia splenic malformation): chiém khoang 10 — 15% trudng hop. Céc di dang



bao gdm: bat thudng lach, ddo nguoc phi tang, bat thudng xoay, gian doan tinh
mach chil dudi va bat thudng vé tim. Tién luong sau phau thuat khong tét so
v6i nhom khéng c6 di tat. Teo dudng mat két hop voi cac di dang khac co thé
duoc hinh thanh do hinh thai khiém khuyét cua dng mat trong qua trinh phat

trién phoi thai va cac bat thudng vé nhiém sic thé [13].

- Teo dudong mat c¢6 nang: teo dudng mat ngoai gan dac trung bdi su teo
hoic vang mit do viém gay hity hoai duong mat. Tuy nhién, khoang 10% cac
truong hop c6 sy hinh thanh cac nang duong mat c6 thé dan dén chan doan
nham voi nang 6ng mat chu. Nhiing trudong hop teo dudng mat c6 nang co tién

lwong sau phau thuat tot hon so v4i nhom teo dudng mat trong gan.
1.1.2. Nguyén nhén gdy bénh teo dwong mdt bam sinh

Cho dén nay nhiing hiéu biét vé co ché bénh nguyén va bénh sinh cua
cac ton thuong gan va hé thdng duong mat trong teo dudong mat bam sinh van
chua dugc 1am rd. Hau hét cac nha nghién ctru 1am viéce trong linh vuc nay déu
tin rang teo duong mat bam sinh khong phai 1a cin bénh c6 mot nguyén nhan
duy nhat ma 1a su két hop cua nhiéu kiéu hinh khac nhau c6 chung cac dic diém
lam sang nhat dinh. Teo dudng mat bam sinh c6 thé 1a mot bénh da yéu t6,
trong d6 su tuong tac gitra moi trudng va di truyén 1a co sé sinh bénh hoc cta
cin bénh nay. Mot sb gia thuyét vé nguyén nhan gy bénh duoc dua ra nhu:
cac rdi loan vé gen di truyén, co ché tu mién, cic bat thuong vé mién djch.
Ngoai ra, ngudi ta con dua ra gia thuyét rang mot s6 yéu t6 ngoai sinh van chua
duoc biét dén, co thé virus (vi du nhu cytomegalovirus) hodc chat doc
(biliatresone) c6 thé 1a cin nguyén ctia cin bénh nay [14,15] (Hinh 1.1).
Biliatresone gdy ra su pha huy hé thong mat ngoai gan & ca ngua van. Chat doc
nay ciing lam mat 1ong mao & cac té bao dudng mat ngoai gan ciia chudt so
sinh trong mdi trudng nudi cdy, cho thiy ring bénh 1y 16ng mao do doc td gay
ra gop phan vao co ché bénh sinh cta teo dudng mat bam sinh. Mot s nghién
ctru vé ty 1€ méc bénh teo duong mat bam sinh & mot s6 nhom nguoi chéng han
nhu Chau A va Polynesia, cho thay rang cac yéu td di truyén va méi truong cé
thé 1 nguyén nhan gay ra bénh. Céc nghién ctru di truyén gan day da phat hién
ra mdi lién hé giira vang da & mat va cac khuynh huéng di truyén trong ca DNA
hat nhan va DNA ty thé [16,17]. Co gia thuyét cho rang dot bién soma ciing

duoc coi 1a mot nguyén nhan gy ra bénh teo dudng mat bam sinh [18].
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Virus duoc cho 12 lién quan dén nguyén nhan ctia bénh teo duong mat.
Ké tir khi duogc Benjamin Landing dé cap vao nam 1974, nhiéu loai virus da
dugc phat hién truc tiép & gan bi tdn thuong va tan du mat hoac gian tiép do su
hién dién cta cac diu hiéu huyét thanh nhiém trung & nhiing bénh nhan bi teo
duong mat, bao gdm human papillomavirus, human herpes virus 6, Epstein—
Barr virus, reovirus, rotavirus. ... Ngoai ra, d3 c6 bao céo cho rang sy tuong tac
giita hé vi sinh vat dudng rudt véi rdi loan chuyén hoa tryptophan va axit mat

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

Di truyén
x
+ Khu_\'ét tat gen cua hé thf-lng mat: Invs, Hesl, INuEm vivws
Sw phat trién cda gan Hnf6, Hnflb, Foxfl, Sox17, Lgr4 va Pdx] ... Reovirus
SR o s
TR ¢SNP : CFC1, VEGF, ADD3, STAT4, GPCI., E‘f‘-“ '“'-“l .
trinh phit trién ong din + Dot bién gen: JAGI, ABCC2, UGTIAL i :1:11us e
mt (3 thing diu) MYOSB, RFX6, MLL2, ERCC4, KCNHI, Epstein-Baer vings
[ N ABCBIl, MIF, CDI14, ICAMI, APMI, ITGRB? ... T
il
¥
Déc to
Déc to acid mat : Teo dwimg mit tir phoi
thai
[ . » Teo duirng mit thoi ky [,
chu sinh Val

Ton thuwong mién dich théi ky so sinh

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

bai thure 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 sb nghién ctu da phat hién sy c6 mat cua virus viém gan C & cac
bénh nhan teo duong mat bam sinh [20,21]. boi véi cytomegalovirus, Tarr va
ddng tac gia phat hién 5 trong s6 23 bénh nhan bi teo mat bam sinh duwong tinh
v6i cytomegalovirus [22]. Tuong tu nhu vay, Oliveira va dong tac gia da phat
hién IgM duong tinh v6i cytomegalovirus ¢ 28,5% bénh nhan EHBA hodc u
nang mat [23]. Reovirus, dic biét 1a reovirus type 3 di dugc nhac dén trong cin
nguyén giy teo duong mat bam sinh. Tyler va dong tac gia (1998) di tim thiy
gen clia reovirus L1 trong mé gan ctia 11 trong s6 20 bénh nhén teo dudng mét

bam sinh [24]. Trong nghién ctru ctia minh, Rauschenfels va cac dong tac gia
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d3 kiém tra cdc mau sinh thiét gan cta 74 bénh nhan teo dudng mat bam sinh,
va xac dinh DNA/RNA cua virus ¢ 30 bénh nhan trong d6 c6 21 trudong hop
phat hién DNA / RNA cua virus reovirus [25]. Nghién ctru cia Riepenhoff-
Talty (1996) da phat hién dugc RNA cua rotavirus nhom C trong 50% tong so
mau gan cta bénh nhén teo dudng mat bam sinh [26]. Tuy nhién, mot s6 nghién
ctru khéc lai cho thay khong c6 mbi lién hé giita viéc nhiém reovirus 3 va BA
hosic khong phét hién dugc RNA cua rotavirus (nhém A, B, C) tir mau gan cia
bénh nhan BA [27,28]. Nghién ctru gan day ciing chi ra khong c6 méi lién quan

giita teo duong mat bam sinh va cac virus viém gan A, B, C [29].

Mot nguyén nhan nira ciing duogc gia thiét gay ra teo dudng mat bam sinh
1a do cac ton thuong ciia hé mién dich bam sinh va mién dich thich ung. Hé
thong mién dich bam sinh 13 tuyén phong thii dau tién chong lai cac tac nhan
gy bénh bao gém céc dai thuc bao, té bao dudi gai va bach cau trung tinh. Cac
té bao dudi gai va dai thuc bao dong vai tro 1a cAu ndi gitra hé thong mién dich
bam sinh va mién dich thich ung. Rbi loan hé mién dich duoc gia thiét co
nguyén nhan siu sa tir nhiém khuan, virus va cac chat doc hai dan dén cac té
bao trinh dién khang nguyén & biéu mé dudng mat trinh dién khang nguyén la,
kich hoat dai thuc bao va té bao lympho vé vi tri viém gy ton thuong biéu mo
duong mat. Su biéu hién bat thuong cua khang nguyén bach cau nguoi (HLA)
— DR trong biéu mo dudng mat & bénh nhan mét mau 1 bang ching khac vé
su tham gia ctia qud trinh mién dich, vi sy hién dién cta n6 cho théy ré‘mg cac
té bao nay hoat dong nhu cac té bao trinh khang nguyén va kich hoat tryc tiép
té bao lympho T [30]. Him luong phan tir két dinh ndi bao (ICAM - 1) va phan
tir két dinh té bao mach mau (VCAM — 1) cao ciing lam ting muc d6 trAm trong
ctia bénh. Mirc ICAM-1 va VCAM-1 cao c6 lién quan dén bénh gan tién trién
[31]. Co ché nay cho thiy rang cac phan tir bam dinh c6 thé déng mot vai tro
dang ké trong phan tng viém & nhu dong mat, co thé boi su luu giit va kich

hoat ctia bach cau luu hanh.

Pép tmg mién dich té bao chu yéu trong teo dudng mat bam sinh bao
gom su kich hoat cac té bao T CD4+, CD8+ trong viing san xuat cytokine Thl
(IL-2, IFN-y) va dai thuc bao tiét ra TNF-a [34,35]. Nhimg té bao lympho nay
xam nhap vao trong biéu mo 6ng mat dan dén su thoai hoa 6ng mat [36]. Viéc

san xuit va hoat dong cua cytokine thuong dugc dinh vi trong co quan dich,
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tuy nhién khi sy san sinh cytokine ting 1én c6 thé duoc luu thong trong huyét
tuong.

Mot gia thuyét c6 thé giai thich cho su tién trién cta ton thuong duong
mat & cac bénh nhan teo dudng mat bam sinh 12 mét cudc tan cong qua trung
gian mién dich trén biéu mod duong mat. Sau khi nhiém virus, cac té bao biéu
md 6ng mat bi ton thuong ¢ thé biéu hién khang nguyén ty mién va phan tng
tu dong tao ra Thl trung gian va san xuat té bao B ciia khang thé tan cong 6ng
mat. Ngoai ra, cic protein virus c6 thé ¢ cdu trac tuong tu nhu protein trong
biéu mod 6ng mat do d6 tao ra sy mién dich ty mién dya trén mé phong phan tu.
Bang ching manh nhét cho gia thuyét nay da thu duoc trén chudt, nhung &
ngudi chi c6 bang chimg gian tiép cho vai trd ciia ty mién trong sinh bénh teo
duong mat bam sinh [37].

Ban chat tién trién cta ton thuong gan & bénh nhan teo dudng mat sy
hién dién cua cac té bao lympho trong gan, va lién két véi mot sb loai HLA
nhat dinh dugc cho 1a ty mién [12]. Ddi véi khang nguyén bach ciu ngudi
(Human Leukocyte Antigen-HLA), Silveira va dong tac gia [38] tim thdy mot
ty 1¢ cao cia HLA-B12 va kiéu gen don bdi A9-B5 va A28-B35 ¢ tré em bi teo
duong mat, dic biét 13 ¢ nhitng nguoi khong c6 di tat lién quan. Yuasa va dong
tac gia [39] phat hién sy két hop cua kiéu gen don bdi HLA-DR2 va HLA-A24-
B52-DR2 véi teo dudng mat chu sinh. Két qua nay ¢ thé chi ra rang mot hoic
nhiéu gen gan locus HLA d6ng vai tro trong sinh bénh hoc cua teo dudng mat,
hodc HLA- DR2 trén bé mit cua dudng mat co thé duoc lién két truc tiép vOl1
co ché sinh Iy bénh cua bénh nay. Hon nira, tré em bi teo 6ng dan mat ngoai
(extrahepatic bile duct atresia — EHBA) c6 thé bi viém gan ty mién trong giai

doan sau ghép [40].

Ngoai ra, yéu td di truyén ciing déng vai trd 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 di dwoc phat hién trén cac gen nhu ADD3, EFEMPI,
MMP7 va ARF6. Véi su phat trién ctia cong nghé GWAS va giai trinh tu gen
thé hé méi, mot sb bién thé sb lugng ban sao (CNV) va da hinh nucleotide don
da duoc phat hién & bénh nhan teo duong mat bam sinh va c6 lién quan dén co

ché bénh sinh ctia bénh teo duong mat bam sinh.



12

Sy bat hoat di truyén cia cac yéu t6 hat nhan té bao gan (HNF), nhu
HNF-1B [41] va HNF6 [42] dugc xem la gy ra cac di thuong hinh thai trong
éng dan mat va trong tai mat. HNF-1B dugc két hop v6i hang nghin ng dan
mat ndi tang, trong khi HNF6 c6 lién quan dén dj dang 6ng tAm va sy hién dién
clia u nang ndi tang [43]. Vai trd clia cac yéu td biéu sinh trong sinh bénh hoc
ctia bénh teo duwong mat ciing da duoc danh gia boi Zhang va dong tac gia [44].
Trong nghién ctru ndy, cac tac gia tién hanh diéu tra sy biéu hién gen ¢ tré em
bi teo duong mat phoi chu sinh hodc phdi. Céc tic gia tim thay su gia ting cac
gen lién quan dén céc yéu td diéu tiét nhiém sic t6 (SMARCA-1, HDAC3 va
RYBP). Céc gen nay anh hudng dén qua trinh biéu sinh, vi vay céc tac gia suy

doan ching dong vai trd tiém nang trong sinh bénh tac nghén duong mat.

Nghién ctru trong nhiéu nam qua cho thay su bién d6i gen lién quan dén
bénh nhu dot bién trén cic gen MIF (migration inhibitory factor), CDI4,
ICAM1 (intercellular adhesion molecule-1, APM1 (adiponectin) va ITGB2
(CD18). Nghién ctru méi day cua Sangkhathat va dong tac gia (2018) di xac
dinh duoc dot bién trén cac gen JAGI, ABCC2, UGTIAI, MYO5B, RFXG6,
MLL2, ERCC4, KCNHI, ABCBI11 trén 20 bénh nhan mac teo dudng mat bam
sinh bang phuong phap giai trinh ti toan b ving ma hoa [45]. Bén canh do,
da hinh trén mot s6 gen nhu: CFCI, VEGF, ADD3, STAT4, GPC1, ARF6 ciing
dugc xac dinh 1a 1am ting nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh [46—50].

Su xuit hién ctia cac dot bién lién quan dén gen inversin (inv) trong
nhiém sic thé s6 4, dugc biét dén 1a nguyén nhan gay ra sy phat trién bt thudong
ctia hé thong gan mat & chudt ciing di dugc nghién ctru ¢ bénh nhén teo duong
méat bam sinh nhung khong cé dot bién nao duoc xac dinh 13 ¢6 anh huong 16
rang [51]. Tuong ty nhu vay, mot s6 cac nghién ctru da chi ra mdi lién quan
gitta mot s6 alen HLA va bénh teo duong mat bam sinh [52] trong khi nhiing
nghién ctru khac khong xac nhan nhitng phat hién nay [53]. Nhu vay, mdc du
¢6 bang chung vé anh hudng ctia mot sd bat thuong di truyén trong co ché bénh
sinh ctia bénh teo dudng mat bam sinh nhung vai tro chinh xac cua chiing trong

bénh nay van chua rd rang va van dang dugc nghién ctu.
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1.2. Vai tro ciia yéu t6 di truyén trong co ché bénh sinh ctia bénh teo dwong

mat bam sinh

Co so di truyén cua bénh teo dudng mat bam sinh rat phuc tap. Teo
dudng mat co6 lién quan dén mot sb hoi ching bam sinh, di thuong nhiém sic
thé va da hinh gen & mot s6 quan thé cu thé. Ngudi ta thay rang bénh c6 thé di
truyén theo kiéu troi hodc kiéu 1in nhung nhiéu kha nang 1a do tinh trang da
gen, tinh khéng dong nhat vé gen va cac biéu hién 1am sang khac nhau [54].
Ngay cang c6 nhiéu bang ching cho thay su lién quan giita bénh teo dudng mat
bam sinh véi cac yéu td di truyén dic biét 1a dot bién xay ra trong nhing gen
quy dinh su phat trién ctia dng mat. Nghién ctru sinh bénh hoc cua teo duong
mat bam sinh cho thay cac khuyét tat di truyén phoi, cac bat thudng tién san,
bat thudng thai nhi do di truyén, cac yéu t6 nhay cam véi bénh dong vai tro
nhat dinh [55]. Cac gen dugc xac dinh lién quan dén su phat trién 6ng dan mat
trong qué trinh phat trién phoéi nhu: Invs, Hesl, Hnf6, Hnf1b, Foxfl, Sox17,
Lgr4 va Pdxl.

Thong thudng, mdi gen khdng chi dong mot vai trd trong sinh bénh hoc
ctia bénh teo dudng mat bam sinh vi phan 16n ching gop phan vao nhiéu qua
trinh sinh hoc khéac nhau. Dya trén cac dic diém bénh Iy cua teo dudong mat
bam sinh va chiic ning clia gen, cac bién thé di truyén c6 tiém ning lién quan
dén teo dudng mat bam sinh c6 thé duogc phan loai thanh 4 con duong: su phat
trién gan mat, qua trinh xo hda, viém, su bat thuong vi 1ong mao (bénh 1y tiém
mao). Mdi lién hé gitta cac con dudng gy bénh duoc thé hién & Hinh 1.2, céc
bién thé di truyén tiém ning c6 lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh
dugc thé hién & Béang 1.1. Viéc xac dinh va phéan tich biéu hién cua gen lién
tham gia vao cac qué trinh sinh bénh hoc khac nhau cta teo dudng mat bam
sinh s& cung cip nhitng hiéu biét rd rang hon vé co ché bénh sinh ctia cin bénh
nay. Nghién ctru trén ¢& mau 16n hodc trén mo hinh dong vt 1a can thiét dé
ching minh vai trd va tim quan trong clia cdc gen dén sinh bénh hoc cua teo

duong mat bam sinh



14

Pwéong truyén Hedgehog

Sw phat trién gan mat
5 (Gli1-3) 1 g
= Sw phat sinh hinh thai

Bénh Iy §
tiém mao Bénh Teo dwérng mat bam sinh
_Chuyén dang -
Dt mo - ung mb Sy hinh thanh mach
(EMT) (angiogenesis)
L Xo héa -—I— Viém
Growth factor pathway I r 7 Yéu tb gay viém |
Fibrogenic signaling pathways I — HSCsT Kich hoat con dwéng gay viém |

Chemokine pathway |

Hinh 1.2: Moi lién hé giita cdc con dwong va co ché gdy bénh teo dirong mdt
bam sinh [56]

Trong giai doan tao phoi, hinh thai bat thudng ctia gan mat c6 thé dan
dén bénh teo duong mat bam sinh di kém cac hoi ching bat thuong khac. Teo
duong mat bam sinh c6 nang — mot loai teo dwong mat bam sinh khong phd
bién ciing c6 thay hinh thai dng mat bt thudng nhu mot dic diém bénh 1y cua
bénh. Ba gen nhay cam tham gia vao qua trinh phat trién va hinh thanh dng mat
duoc xac minh bang nghién ctru trén mo hinh dong vét 1a ADD3, ARF6 va
GPCI. Tuy nhién, dbi vai bénh teo dudng mat bam sinh khong di kém cac hoi

ching khéc, tac dong ctia qua trinh phat trién gan mat dén bénh la chua rd rang.

Teo duong mat bam sinh 1a mot bénh co6 dic trung bdi su tang cuong
biéu hién cua cac yéu td gay viém trong gan ciia bénh nhan teo dudng mat bam
sinh co su gia tdng cic phan tir bam dinh viém va cytokine c6 thé déng vai tro
1a yéu t6 dy bao kha ning sbéng sot tu nhién ciia gan sau phau thuit Kasai
[57,58]. Tuy nhién, ngay ca v&i phau thuat Kasai, gan van c6 thé tiép tuc bi
vién dai dang din dén xo gan. Trong sinh thiét gan ctia bénh nhan teo dudng
mat bam sinh, ching ta c6 thé phat hién mot sb thay doi trong té bao lympho.
Céc té bao viém khac, bao gé)m bach cu 4i toan, té bao plasma va dai thuc bao
cling c6 mat [59]. Mot sb alen cua da hinh trén cac gen lién quan dén khia canh
khac nhau ctia con dudong viém da dugc chimg minh 14 c6 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, HMGBI, MIF va cic gen khac dd duoc phat hién trong nhiéu
nghién ctru. Tuy nhién, su biéu hién cao ctia cac gen ndy c6 thé 1a nguyén nhan
hodc hau qua cua tdn thuong gan r mat man tinh ¢ bénh nhan teo dudng mat
bam sinh. Pa hinh nucleotide don trong mot sd gen nhu MIF, ITGB2, ICAM1
cung cap bang chimg manh mé rang nhitng gen nay 13 gen nhay cam voi teo
duong mat bam sinh va sy rdi loan diéu hoa cua chiing dan dén kiéu hinh viém
cua bénh nhan teo duong mat bam sinh.Do d6, viéc diéu hoa cac gen tién viém
c6 thé dong mot vai trd quan trong trong sinh bénh hoc teo dudng mat bam

sinh.

Sy hinh thanh mach khong chi thic day qua trinh xo héa gan ma con dua
nhiéu chat dinh dudng dén dudng mat dé kich thich sy tang sinh ctia dng dan.
Xo hoa 1a méot dic diém chinh cua gan & bénh nhan teo duong mat bam sinh.
Gidng nhu tinh trang viém, xo héa cling c6 thé ton tai trong gan ¢ bénh nhan
teo duong 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) déng vai trd quan trong
trong tién trinh xo héa. Ngoai HSC, qua trinh chuyén dang biéu mé — trung mo
(Epithelial Mesenchymal Transformation - EMT) ciing gop phan giy ra tinh
trang xo hoa gan théng qua viéc tao ra cac nguyén bao soi co san xuit collagen.
Su tham gia ctia qué trinh truyén tin hiéu yéu té ting trudng, cac con duong
truyén tin hiéu Fibrogenic v cac con duong chemokine déu duoc phét hién la
c6 lién quan dén viéc kich hoat HSC. Cac da hinh nucleotide di truyén c6 thé

dan dén sy hinh thanh mach va xo hoa lién quan dén teo dudng mat bam sinh.

Long mao so cép dai dién cho mot ciu trac duéi té bao duge bao ton tién
hoa ton tai & hau hét cac loai té bao trong co thé con ngudi. Long mao so cip
phéi hop nhiéu con dudng truyén tin hiéu khac nhau, bao gdm ca nhiing con
duong dugc didu chinh boéi 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 qua trinh phat trién, d6 déo ctia mo va chic
ning cua cac co quan. Bang cach cam nhéan nhing thay doi trong méi trudng
ngoai bao, 16ng mao so cap phdi hop cac tang tin hiéu dugc khuéch dai tiép
theo trong toan bd té bao. Léng mao nam trén mang dinh cua long trong cia
biéu mé duong mat va cé chire ning sinh Iy nhu 13 chat thiic ddy dong mat va

cam bién cac thanh phan mat va do tham thau. Cac nha nghién ctru nhan thay



16

rang, 16ng mao nguyén phat bi giam cé chon loc trong cac té bao duong mat
ngoai gan cuia bénh nhan teo duong mat bam sinh. Céc gia thuyét cho rang dot
bién gen lién quan dén sy 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. Pau tién,
ngudi ta cho rang cdu trac va chiic ning cua 16ng mao té bao mat bi khiém
khuyét co thé tu no gy ra rdi loan diéu hoa duong Hh, thic ddy qua trinh sta
chita mé bi réi loan chirc ning va dan dén viém gan va xo hoa [60]. Long mao
khong thé thiéu trong con dudng tin hiéu Hh, tuong tac véi cac thanh phan khac
nhau tai cac diém khéac nhau cua tﬁng tin hiéu dé diéu chinh qua trinh tai tao va
stra chita gan. Thtr hai, ¢6 kha ning 16ng mao bj khiém khuyét s& 1am ton hai
chtrc ning bao vé cua cac té bao dudng mat cholangiocytes & tré so sinh chua
truong thanh trude su tac dong cua axit mat, dan dén ton thuong gan man tinh,
cling c6 thé kich hoat tin hiéu Hh. Long mao té bao dudng mat ngan hon, sai
huéng hodc it phong pha hon thuong dugc quan sat thiy trong mot s6 nghién
ciru ¢ ca bénh nhan teo duong mat bam sinh ¢ hoi chung va khong c6 hoi
chung [61] trong khi d6 hoat dong cua con duong tin hi¢u Hh dugc ching minh
1a ¢6 lién quan dén kha ning séng sot khong bi bénh vang da ctia bénh nhén teo

duong mat bam sinh trong mot nghién ctru khac [62].
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1.2.1. Gen ABCBI11

Gen ABCBI1 nam trén nhanh dai cua nhiém sic thé sb 2, tai vi tri q31.1.
Gen c6 do dai 110.54 kb, gdbm 28 exon. Gen ma hoa cho protein BSEP ¢6 chtic
nang bom bai xuat mudi mat, van chuyén mudi mat ra khoi gan. Mudi mat 1a
mot thanh phﬁn cua mat, duoc sir dung dé tiéu hoa chit béo. Mubi mat duoc
san xuit boi cac té bao gan va sau d6 dugc van chuyén ra khoi té bao dé tao ra
mat. Sy giai phong mudi mat tir cac té bao gan 1a rat quan trong ddi véi viée
tiét mat binh thuong. Cung véi cac protein da khang thuéc nhu MDR1 (gen
ABCBI), MDR3 (gen ABCB4) va MRP2 (gen ABCC?2), bom bai xuit mubi mat
(BSEP, gen ABCBI1) 13 nhitng chit van chuyén dong mat ra ngoai quan trong
nhat. Cac bién thé di truyén di truyén xay ra trén cac chit van chuyén ho ABC
nay c6 thé diéu chinh biéu hién cua chét van chuyén va co thé lién quan dén
nhiéu bénh gan & mat di truyén va mac phai. U mat, ting bilirubin mau x4y ra
khi ¢ su rdi loan can béng nd1 moi cua bilirubin va axit mat do cac protein
tham gia vao qua trinh tong hop, hip thu, giai doc va van chuyén axit mat va
bilirubin. Siéu ho cua cac chat van chuyén cassette gin ATP & gan (ABC) dong
mot vai tro quan trong trong viéc xu ly axit mat, bilirubin va nhiéu loai thude.
Nhitng khiém khuyét trong tong hop hoic chirc ning cia BSEP dan dén giam
bai tiét mudi mat va tich tu mubi mat. Tam quan trong cua BSEP duoc thé hién
qua tinh trang & mat di truyén gay ra bai dot bién gen & ABCB11 tir mirc do
mat dai dang va nghiém trong can ghép gan (nhu da thiy ¢ & mat trong gan tién
trién c6 tinh chat gia dinh) dén cac dang & mat nhe hon (nhu tinh trang r mat
trong gan tai phat lanh tinh - benign recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC)).
Céc bién thé trén gen nay gy anh huong dén hoat dong cta protein, 1am e ché
qué trinh van chuyén mudi mat ra khéi gan dan dén tinh trang & mat trong gan.
Céc bién thé trong gen ABCBI1 dugc biét 1a co lién quan dén teo duong mat
bam sinh ngoai gan ¢ bénh nhan Thai Lan [45]. Tuy nhién, cho dén nay, chua
¢6 nghién ctru nao duoc thuc hién dé danh gia vai tro ctia bién thé nay déi voi
tinh man cam véi bénh teo dudng mat bam sinh.

Dot bién gen ABCB11 c6 thé giy & mat trong gan tai phét lanh tinh loai
2 (Benign Recurrent Intrahepatic Cholestasis - BRIC2). Nguo1 bénh doi khi bi
suy giam bai tiét mat dan dén ngtra dit doi va vang da vang mat. Doi khi, ngudi

méc BRIC2 sau d6 dugc chan doan mic mot bénh Iy nghiém trong hon duogc
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goi 12 & mat trong gan gia dinh tién trién loai 2 khi céc triéu ching tré nén té
hon. Dot bién gen ABCB11 ¢6 thé lam giam 40—50% qua trinh van chuyén mudi
mat, do d6 mudi mat tich tu trong gan dén muc giy ra cac triéu chimg cua
BRIC2. Ngudi ta chua rd nguyén nhan vi sao cac giai doan bit dau hoic két
thuc.

Hon 100 dot bién gen ABCBI1 gy 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 ABCBII lam giam 70-100% hoat dong van chuyén
mudi mat ra khoi gan. Do d6, mudi mat tich tu trong té bao gan dén muc giy
ra cac dau hiéu va triéu chting lién quan. Dot bién din dén mot phién ban
protein ngdn va khong hoat dong hoic hoan toan khéng san xuét protein (xu
hudng lién quan dén bénh gan niang xuat hién sém hon trong doi). Nguoi khong
c¢6 protein BSEP hoat dong dudng nhu ciing gip nguy co cao phat trién mot
loai ung thu gan dwgc goi 1a ung thu biéu mod té bao gan (hepatocellular

carcinoma).

Cung v6i gen ABCB4, cic bién thé di truyén & gen ABCB11 duoc cho 13
c6 lién quan dén khoang 20% bénh nhan bi r mat ning trong gan khi mang thai,
khi cac hormone thai ky thiic ddy sy phat trién cua tinh trang & mat, dién hinh
1a trong thang thir hai ciia thai ky khi ndng d6 estrogen cao nhét [84,85]. Phu
nit mang dot bién gen ABCBI1 c6 nguy co phét trién tinh trang & mat trong gan
thai ky (intrahepatic cholestasis of pregnancy). Nguoi bénh thuong bi giam bai
tiét mat (r mat) va ngira trong ba thang cudi cua thai ky, truy nhién nhiing biéu
hién nay s& bién mat sau khi em bé chao doi. Véi nhitng phu nit mang d6t bién
trén gen ABCBI1 dang di hop tir, ho van con du chirc ning BSEP dé tiét di mat
trong phan 16n thoi gian. Nong do estrogen va progesterone cao trong thai ky
cang 1am suy yéu chtic nang ciia BSEP, dan dén suy giam bai tiét mat va cac
d4u hiéu cua & mat trong gan khi mang thai. Tuy nhién, nhiéu yéu t c6 thé gop

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

Gen ABCC2 ma héa protein MRP2 (multidrug resistance protein 2).

Protein nay dugc bi€u hi€n ¢ phan 6ng cua t€ bao gan, ¢6 churc nang la chat van
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chuyén anion hiru co da dic hiéu va bilirubin ra khoi té bao gan va vao mat. Vé
mit cdu 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 cac vong té bao
chét (L- 1, L- 2) (Hinh 1.3).

Ngoai bao

MDS2

Nﬂz\ MDS0 MDSI1

Mang té bao

TR
SERN “‘“‘"L‘ Ll
P LLS,L) L2 :
Noi bao |

Hinh 1.3: Cau triic protein MRP2 md héa bdi gen ABCC2

Mién mé réng mang MSDO gom 5 vong xodn xuyén mang & viing dau NH,,
cing véi 2 mién mé réng mang khac MSDI va MSD2 véi 6 chudi xodn xuyén
mang va 2 mién lién két nucleotide (NBD1 va NDB2). Céc vong té bao chat
L-1va L2. Cdc viing két néi CRI va CR2 [86].

Protein MRP2 ¢6 chung cau tric véi cac protein ho MRP khac, nhung
c6 mot mién trai dai mang bd sung (MSD-0) va mot trinh tu dic biét trong ving
COOH. Céc trinh ty dic biét trong ving MSD-0 va L-0 nay twong tng 1a can
thiét cho hoat dong MRP2 va véan chuyén mang huyét tuong.

Mot s6 dot bién lam anh huong dén chirc ning cua protein MRP2 duoc
md ta 13 nguyén nhan gay ra hoi ching Dubin-Johnson, c6 lién quan dén tinh

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

Gen XPNPEPI (X-Prolyl Aminopeptidase 1), nam & vi tri 10q25.1 va
mé hoa XPNPEP1, gop phan 1am thoai hoa bradykinin va chat P [87]. C4c san
pham thoai héa nhu vay tham gia vao phan Gmg viém & nhiéu co quan va bénh
tat. Gen ADD3 (Adducin 3), nim & 10q25.1-q25.2 va mi hoa Gamma-adducin,
thiic day su két ndi va bam dinh té bao - té bao trong té bao gan va té bao biéu

mod duong mat, diéu chinh su di chuyén va bam dinh cua t€ bao cling nhu tham



23

gia vao qua trinh co bop cua té bao mat nhu mot protein lién két véi mang-té
bao. XPNPEPI di dugc chimg minh 13 biéu hién & tit ca cac mo duoc kiém tra

cho dén nay, bao gom tuyén tuy, tim, co, than, gan, phoi va nao.

Tsai va dong tac gia nhan thay ADD3 c¢6 mirc d6 biéu hién cao hon & gan
ctia bénh nhén teo dudng mat bam sinh so véi ngudi thuong. Tang va ddng tac
gia sir dung phuong phap phan tich ADD3a dé tim hiéu co ché bénh sinh teo
duong mat bam sinh & ¢4 ngua van. Két qua cho thiy su bat hoat ctia ADD3
gay ra cac khiém khuyét trong gan va 1am giam chuc ning duong mat trong khi
bat hoat XPNPEPI khong dan téi nhimng phan img nhu vay. Cac két qua tuong
tu ciing dugc quan sat thiy & cac dot bién dong hop tir trén gen ADD3a va
ngudi ta ciing cho rang ADD3 ¢ thé dan dén teo dudng mat bam sinh bang
cach anh huong dén con duong tin hiéu Hedgehog [88]. Hedgehog 1a mot trong
s6 cac con dudng truyén tin hiéu duoc sir dung dé lién lac giira cac té bao trong
qué trinh phat trién [89] va déng mot vai trd quan trong trong qua trinh hinh
thanh hinh thai phéi thai. D3 c6 bao 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 dng mat (EMT) va dan dén di tat ng mat.
Céc nha khoa hoc da chtg minh rang cac protein phién ma hat nhan phan ting
Hh, Glil-3, duogc biéu hién manh hon trong gan cua bénh nhan teo dudng mat
bam sinh, diéu d6 c6 nghia 13 hoat dong truyén tin hiéu Hh & bénh nhan teo
duong mat bam sinh ting cao. Gli-3 ¢4 mbi lién quan v6i EMT, nghia 14 tin
hiéu Hh tham gia vao qué trinh xo héa & teo dudng mat bam sinh. Két hop lai
v6i nhau, cac nghién ctru duge mé ta ¢ trén cung cip bang ching manh mé vé

su lién quan ctiia ADD3 trong co ché bénh sinh cia teo dudng mat bam sinh.
1.2.4. Gen GPC1

Gen GPCI nam & vi tri 2q37.3 trén nhiém sic thé 2 ma héa glypican 1,
mdt loai protein diéu chinh cac con dudng truyén tin hiéu khac nhau bao gém
cac yéu tb tang trudng nguyén bao soi (FGF), yéu té ting trudng ndi mdé mach
mau A (VEGFA), yéu td ting trudng bién d6i B (TGF-B), WNT va Hedgehog
dé diéu chinh cac phan Gmg viém trong tin hiéu ndi bao [90]. Glypicans déng
vai tro quan trong trong viéc lam trung gian cho sy phat trién va phan nhanh

ctia dng din trong viéc phat trién than & chudt [91] va khi quan & chi Drosophila
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[92]. Cac qua trinh ndy twong tu nhu sy phat trién duong mat & ca ngua van va
do d6 co thé c6 chung cac dic diém diéu hoa phan tir v6i sy phat trién dudng

mat ciia dong vat co vu.

Hon nita, két qua thu dugc béng céch tao ra cac khiém khuyét trén gen
GPC1 & md hinh ca ngya van, cho thy rang hinh thai bat thuong ¢ cac dng
mAt trong va ngoai gan ciia cac phdi ci ngua van ndy da dan dén giam sy hap
thu cuia tii mat, ddng thoi ngan chin con duong Hedgehog [47]. Nhitng phat
hién nhu vay cho thdy r& GPCI c6 lién quan dén co ché bénh sinh cua teo
duong mat bam sinh thong qua con duong truyén tin hiéu Hh. Céc bién thé lién
quan dén teo duong mat bam sinh trong gen GPC1 khong chi 1a CNV. Vao nim
2016, két qua tir mot nghién ctru dugce thuc hién véi 134 bénh nhan teo dudong
mat bam sinh va 618 ddi chimg trong mot doan hé Trung Qudc chi ra rang
1s2292832 ¢6 lién quan dang ké dén nguy co mic teo duong mat bam sinh,
trong khi rs3828336 dudng nhu chi c¢6 tac dong khong nhiéu dén nguy co mic
bénh teo duong mat bam sinh [67]. Hon nita, vao ndm 2020, Bai va dong tac
gia tim thdy hai da hinh nucleotide don 1a rs6707262 va rs6750380 trong gen
GPCI c6 lién quan dang ké véi bénh teo dudng mat bam sinh trong mot doan
hé Trung Qudc khac [64]. Nhu vay, thong qua kha ning tao ra hinh thai bat
thuong cua duong mat, GPCI dong mot vai tro quan trong trong sinh bénh hoc

ctia teo dudng mat bam sinh.
1.2.5. Gen ARF6

Nam 2016, Ningappa va dong tac gia phat hién ra rang muc do biéu hién
thap ctia ARF6 dan dén gan nho lai va cac dudng mat trong gan tuong ddi hep
[50]. Hon nira, su biéu hién cua gen nay bi gidm & cac mau teo duong mat bam
sinh. Gen ndy nam trén 14q21.3, mi h6a ARF6 véi tu cach 1a mot protein gan
v6i GTP, ¢6 lién quan dén viéc van chuyén protein diéu chinh viéc tai cau tric
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 hiy trong phdi, c¢6 sy hinh thanh bt thudng
cua day gan. Hai da hinh nucleotide don rs3126184 va rs10140366 trén gen
ARF6 dugc phat hién 13 ¢6 lién quan dén nguy co mac bénh teo dudng mat bam
sinh [68]. Hinh thai bat thudng duong mat co thé xay ra khi dap tmg véi biéu
hién ARF6 thap, 1a nguyén nhan hinh thanh bénh teo dudng mat bam sinh.
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1.2.6. Gen MIR499

Nam 2016, Shan va dong tac gia 1a nhom nghién ctru dau tién cho thiy
da hinh nucleotide rs3746444 trong MIR499 (MicroRNA-499) ¢6 lién quan dén
bénh teo duong mat bam sinh va twong quan voi sy ting biéu hién cua cic yéu
t6 gay viém (IL-6, TNF-a) trong huyét thanh va gan ctia bénh nhan teo dudng
mat bam sinh. Alen G cta da hinh rs3746444 c6 lién quan dén mirc do viém.
Nghién cuu trén mdt nhom bénh nhan nguoi Ai Cap vaoi 100 bénh nhan teo
duong mat bam sinh, 100 trudng hop mac bénh gan & mat khong phai teo duong
mat bam sinh va 100 nguoi ddi ching khée manh, Gawish va déng tac gia chi
ra rang rs3746444 co tuong quan v6i mirc d6 xo hoa va két qua sau khi phau
thuat Kasai ¢ bénh nhan teo duong mat bam sinh [70]. Gen MIR499, nim &
20q11.22, ma hoa cac micro RNA dong vai tro nhu mdt loai RNA khong ma
hoa lién quan dén viéc diéu hoa biéu hién gen sau phién mi & sinh vat da bao,
chu yéu lién quan dén viéc anh hudng dén sy 6n dinh va dich ma cia mRNA.
Nhitng miRNA nay gop phan vao su hinh thanh va chirc ning cta gan va éng

mat.
1.2.7. Gen ITGB2 va ICAM1

Nam 2013, Zheng va cong su. dua ra bang ching dau tién cho thdy da
hinh nucleotide rs1160263 trong gen /TGB2 cé lién quan chat ché véi sinh bénh
hoc teo duong mat bam sinh. Ho ciing phat hién /TGB2 dugc biéu hién qua
mirc & gan cia bénh nhan teo dudng mat bam sinh théng qua sinh thiét gan
[71]. Nam & vi tri 21q22.3, gen nay mi héa chudi integrin beta, Integrinp2
(CD18), két hop voi mot s6 chudi alpha khac nhau dé tao ra cac di vong integrin
khéac nhau va dugc 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. Integrin2 (CD18), 1a tiéu don vi ctia khang nguyén lién
quan dén té bao lympho-1 (LFA-1) va dai thuc bao-1 (MAC-1), 1am trung gian
cho hoat dong ai luc cao trong nhiéu loai té bao biéu hién cac phan tir bAm dinh
giita céc té bao (ICAM, dic biét 1a ICAM-1). Gen ICAM1 dugc biéu hién qua

murc & cac Ong mat ngoai va trong gan cua bénh nhan teo duong mat bam sinh.

ICAMI nam & 19p13.2 va la gen ma hoa glycoprotein bé mit té bao
(ICAM1/CD56) thudng dugc biéu hién ¢ té bao ndi mo va hé thdng mién dich
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[87]. Bang cach ndy, ICAMI chu yéu tham gia vao cic con duong truyén tin
hiéu mién dich va viém bao gém tin hiu interferon va interleukin [93]. Alen A
ctia SNP 151799969 trong ICAMI c¢6 mbi lién quan voi nguy co méic bénh teo
duong mat bam sinh [72].

1.2.8. Nhom gen lién quan dén qud trinh xo héa

Theo nghién ctru trén quan thé nguoi Han, gen VEGFA duoc phat hién
13 ¢6 sy tang cudng biéu hién trong gan ctia bénh nhan teo dudng mét bam sinh
va da hinh nucleotide don rs3025039 trong gen ndy c6 su lién quan dén su phat
trién ctia bénh [75]. Liu va cac dong tac gia cling phat hién dugc 2 da hinh
nucleotide don rs10434 va rs3025039 c6 lién quan dang ké dén nguy co mic
teo duong mat bam sinh thong qua phan tich Haplotype [76]. Gen VEGFA nam
O vi tri 6p12 va ma hda cho protein tham gia vao qua trinh tao mach va lam
trung gian tinh thAm ctia mach méu, cling nhu tham gia vao qué trinh viém
thong qua viéc thuc day su di chuyén va cam ung sy kich hoat cta bach cau
don nhan. Hon nita, su giai phong VEGFA boi cac té bao dudng mat co thé
hoat dong nhu mot tin hi¢u lién két su phat trién cua 6ng va dong mach trong
gan do d6 thuc ddy qua trinh hinh thanh mach quanh dudng mat. Pang cha ¥
nhat 13 tinh da hinh rs3025039, dic biét 13 alen C c6 lién quan dén teo dudng
méat bam sinh va c6 thé 1am tang marc d§ nhay cam dbi véi can bénh nay. Theo
d6, thong qua kha ning thuc day su 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 trong quan véi ndng do TGF-p1 va PDGF
trong gan ctia bénh nhén teo dudng mat bam sinh. Nam 2020, Liu va ddng tac
gia da ching minh rang alen G trong 19690350 ctia gen PDGFA lam ting dang
ké tinh nhay cam véi bénh teo dudng mat bam sinh & tré so sinh [77]. PDGFA
nam & 7p22 va ma hoa cho protein yéu té ting truong dong mot vai tro thiét
yéu trong viéc diéu hoa su phat trién cua phoi, ting sinh té bao, di chuyén té va
song sot ciia té bao. Nghién ciru cia Yang va dong tac gia cho thiy sy biéu hién
vuot muc cua PDGFR véi trinh trang xo hoa ¢ gan ctia chu6t [94]. Thong qua
viéc thiic ddy qua trinh viém va xo héa, PDGFA c6 thé tham gia vao cac co ché

g6p phan tao gay nén teo dudng mat bam sinh.
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Gen EFEMPI nim & 2p16.1 va ma hdéa mot thanh vién thude ho fibulin
ctia glycoprotein ma tran ngoai. Protein ma tran ngoai bao nay lién quan dén
qué trinh tai tao mo, hinh thanh co quan va c6 thé déng vai tro trong sy két dinh
va di chuyén té bao. Chen va dong tac gia da chi ra rang EFEMPI c6 thé 1a mot
gen tiém nang vé tinh nhay cam véi teo dwong mat bam sinh khi nghién ctru
trén 343 bénh nhan teo dudng mat bam sinh va 1.716 nguoi khoe manh [78].
Nghién ctru nay phat hién ra rang biéu hién ctia gen nay ting rd rét & bénh nhan
teo dudng mat bam sinh va 3 da hinh nucleotide don rs10865291, rs6761893
va rs727878 c¢6 méi lién quan cao dén nguy co mac bénh. Gen EFEMPI duoc
biéu hién cao & cac té bao duong mat bo sung va té bao co tron mach mau &
bénh nhan teo duong mat bam sinh cling nhu trong cac bénh r mat khac, trong
khi né chi duoc biéu hién & mic do binh thuong trong cac té bao co tron mach

mau & nhitng nguoi khée manh.
1.2.9. Mt 56 gen lién quan dén sw hinh thanh long mao bit thwong

Gen MANI1A2 nam & 1p12, md hoa MAN1A2 va duogc biéu hién chu yéu
¢ nhau thai va tinh hoan. Nghién ctru ctia So va dong tac gia naim 2020 cho thay
giam muc do biéu hién cta gen MANIA?2 théng qua knockdown dan dén su
hinh thanh mang lugi dudng mat kém, rdi loan chiic nang duong mat trong tai
Kupfter, r6i loan diéu hoa trong biéu hién cua EGF, TGF va con duong
Hedgehog cing véi sy giam biéu hién ctia cac gen lién quan dén su phat trién
16ng mao [95]. Nghién ciru nay ciing phat hién thay viéc loai bo dong thoi ca
hai gen MAN1A42 va ARF6 gay ra nhiing bat thuong trong su phat trién cia éng
mat, trong khi khong c6 tac dong nao dugc phat hi¢n néu chi loai bo mot trong
hai gen. Nhu da trinh bay & trén, gen ARF6 dugc xac dinh l1a gen nhay cam voi
teo dudng mat bam sinh, nhiing tac dong tong hop ctia ARF6 véi MANIA2 cho
thdy MANI1A2 co thé anh hudng dén sy phat trién vi 1ong mao va tin hiéu EGFR
cling nhu diéu chinh sy hinh thanh mang lu6i duong mat trong gan bang cach
tuong tac v6i ARF6. Tuy nhién, cho dén nay, khong co bién thé nao trong gen
nay duoc tim thiy ¢ cac bénh nhan teo duong mat bam sinh.

Gen PKHDI nam trén 6p12.3-p12.2 va ma hoa fibrocystin co thé hoat
dong trong qua trinh biét hoa dng gop (collecting - duct) va duong mat ciing

nhu tham gia vao qué trinh diéu hoa sy ting sinh té bao dudng mat [96]. Cac
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bién thé trong gen nay c6 lién quan dén mot dang bénh than da nang nghiém
trong va trong mot s6 truong hop 13 bénh teo dudng mat bam sinh trong gan.
Bénh Iy nay dugc dic trung bdi sy gidn nd clia cac dng gop va xo hoa dudng
mat do di tat tim 6ng. Di tit tim 6ng dong mach ciing 13 mot dic diém duoc
cong nhan cua teo duong mat bam sinh dya trén kiém tra mé hoc, diéu nay cho

thiy co ché bénh sinh twong tu nhu cac bénh 1y 16ng mao khéc.
1.3. Tinh hinh nghién céu bénh teo dwdng mat bAm sinh
1.3.1. Tinh hinh nghién civu trén thé gici

Teo duong mat bam sinh dugc biét dén 13 mot bénh di truyén cé tinh
khong ddng nhit cao, gy nhiéu kho khin trong chan doan va diéu tri. Viéc
khong dugc chan doan chinh xac va diéu tri sém co thé dan dén két qua diéu
tri khong thanh cong hodc din dén su tir vong & tré. Vi vy, da c6 nhiéu nghién
ctru dugc tién hanh trén thé giéi nham xéac dinh chinh xac nguyén nhan di truyén
ctia bénh dé c6 dinh huéng diéu tri va tu van di truyén cho gia dinh bénh nhan.
Gen JAGI nam trén nhiém sic thé 20 ma hoa protein Jagged1 1a mot trong ndm
protein bé mat té bao twong tac v6i bon thu thé trong con dudng tin hiéu Notch
& dong vat co va. Mot khi tuong tac JAG1-NOTCH (thu thé-phdi tir) dién ra,
n6 s& khai dong mot loat cac phan tng truyén tin hiéu (Notch signal) anh huong
dén cac chuc nang cua té bao. Tin hiéu Notch kiém soéat cach mot sb loai té bao
phat trién trong phoi thai dic biét 1a té bao lién quan dén tim, gan, mat va cot
song. Gen JAGI duoc cho 1a c6 lién quan dén co ché bénh sinh cta teo duong
mat bam sinh véi tan suét cao ctia da hinh nucleotide don trén gen JAGI & cac
bénh nhan. Dot bién trong gen JAG1 dan dén nhitng khiém khuyét trong protein
Jagged-1 & mang té bao s& ngdn can sy twong tac clia nd véi protein Notch va
ngin chan tin hiéu cua té bao. Thiéu tin hiéu Notch gy ra nhiing sai sot trong
qua trinh phat trién dan dén thiéu hoac hep 6ng dan mat trong gan, di tat tim,
cic dic diém trén khuodn mat dic biét va nhiing thay ddi & cac bd phan khac
ctia co thé. Nghién ctru ciia Kohsaka va cac dong tac gia trén 102 bénh nhan
BA thé teo dudng mat ngoai gan da xac dinh duoc 9 dot bién sai nghia trén gen
JAGI ¢6 lién quan dén murc do tram trong cua bénh & cadc bénh nhan nay [97].
Nam 2008, Davit-Spraul va dong tac gia da phat hién dugc bién d6i di hop tur
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c.433G>A (p.Alal45Thr) trén exon 5 ctia gen CFCI ¢ 5 bénh nhan teo duong

mat bam sinh.

Adducin la céc protein bao gém céc 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 dugc mé héa boi gen 4ADD3 nam trén nhiém sic thé s6 10 thudng
dugc biéu hién trong cac té bao biéu mo gan va dudng mat. Protein nay dong
vai trd quan trong trong viéc tai cau tric mang té bao. C6 nhiéu nghién ctru vé
anh huong cia cac bién thé trén gen ADD3 t6i bénh teo dudng mat bam sinh
dugc thyc hién. Tuy nhién, cac phat hién vé mirc do biéu hién gen ADD3 hay
tac dong cua dot bién trén gen nay ti bénh nhan teo dudng mat bam sinh 1a
chua nhat quan. Thyc hién nghién ctru trén 305 bénh nhan va 571 ddi ching,
Garcia-Barcelo va déng tac gia xac dinh SNP rs2501577 1a mot locus nhay cam
v6i bénh teo duong mat bam sinh, cu thé 1a 1am ting nguy co mac bénh & quan
thé nguoi Thai Lan [63]. Tuy nhién, Tsai va dong tac gia lai khong tim thay su
gia ting nguy co mic bénh dbi vai locus nay trong nghién ciru vé ngudi da
tring Caucasians [48]. Vivian Tang va cac ddng tac gia nhan thiy rang biéu
hién ADD3 giam & cac bénh nhan teo dudng mat bam sinh gay ra su kich hoat
duong truyén tin hiéu Hedgehog (Hedgehog signaling pathway), hau qua 1a
duong mat bi di tat [88]. Mat khéc, nghién ctru nay ctiia Tang cling ching minh
rang du giam diéu hoa dong thoi, chtr khong phai riéng 16 ctia gen ADD3 va
GPC| di tao ra sy suy giam chirc nang 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 thiy rang mic du co ché tic dong ctia ADD3 dén bénh teo
duong mat bam sinh hién chua rd rang nhung SNP nay c6 lién quan dang ké
dén bénh teo dudng mat bam sinh [99].

Str dung phuong phap TagMan assay, nghién ctru ctia Lee va dong tac
gid [100] da xac dinh dugc ba da hinh (-2578 A>C, -634 G>C, +936 C>T) trén
gen VEGF va bon da hinh (-1615 C>T, -183 C>T, +874 A>T, +2197 A>G)
trén gen IFNG & bénh nhan nguoi Pai Loan c6 lién quan dén sy man cam véi

bénh teo duong mat bam sinh.
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Nam 2010, Leyva-Vega va dong tac gia nghién ctru trén 5 bénh nhan
teo dudng mat bam sinh va dd xac dinh duoc cac dot bién mat doan 16n &
dang di hop tir trén nhiém sac thé 2q37.3 bao gdm GPCI c6 thé 1a cac ung
vién cho sy min cam v&i bénh teo dudng mat bam sinh [66]. Trong mot
nghién ctru vé dot bién CNV véi 61 trudng hop mic teo dudng mat bam sinh
va 5.088 ddi chimg trong doan hé nguodi My, Cui va dong tac gia [47] da xac
dinh duoc su lién quan cua gen GPCI va su man cam véi bénh teo duong mat
bam sinh. Pa hinh rs17095355 C>T trén ving xen k& giita hai gen 4DD3 va
XPNPEPI ¢6 lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh trén bénh nhan nguoi
Thai Lan [101], ngudi Trung Qudc [46]. Nghién ciru ctia Zeng va dong tac gia
nam 2014 cho thay hai da hinh rs17095355 C>T va rs10509906 G>C trén gen
ADD?3 c6 lién quan dén sy man cam vGi bénh cta 134 bénh nhan teo duong
mat bam sinh ngudi Trung Qudc [49]. Ningappa va dong tac gia [50] tim thay
mdi lién quan giita cac da hinh nucleotide don trén gen ARFG6 lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh trong nhom bénh nhi da tring & My. Nam 2018,
Laochareonsuk va cac dong tac gia ciing cho thiy hai da hinh rs17095355 va
rs2501577 1am ting nguy co méc bénh teo duong mat bim sinh & cac bénh
nhan nguodi Thai Lan [45].

St dung phuong phép giai trinh ty ving gen ma hoa, Lam va dong tac
gia da phat hién hai bién thé hiém gap rs137852950 va rs139127465 trén gen
PKHDI trén cac bénh nhan teo dudng mat bam sinh ngudi Trung Qubc va Viét
Nam [83]. Mic du cho dén nay khong c6 thém bién thé nao trén gen nay dugc
phat hién nhung PKHD! van duoc cho 1a déng vai tro quan trong trong sinh
bénh hoc ctia teo duong mat bam sinh thong qua kha ning anh huong d&én sy
phat trién cua vi long mao. Nam 2019, Berauer va cong su. tim théy 9 bién thé
hiém (rs139293796, rs148011149, 15776420484, 15139858574, rs528302390,
15143005953, rs140456142, rs770832954, rs752673990) trong gen PKDILI &
bénh nhan teo duong mat bam sinh c6 di kém céc di tat khac (BASM) [82]. Tan
s6 alen nho (MAF) cua cac bién thé nay 1a <0,05. Nghién ctru nay ciing chi ra
rang PKDILI dugc biéu hién manh mé& & té bao dudng mat so véi md gan.
Thong qua anh hudng dén bénh 1y 1ong mao, sy phat trién ctia gan mat va

mat, PKDIL1 dugc coi la gen Gmg ctr vién mai cho teo duong mat bam sinh.
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Mot nghién ctru trén nhém bénh nhan nguoi Thé Nhi Ky phat hién rang
alen C cua da hinh nucleotide don rs755622 trén gen MIF c6 thé c6 mbi lién
quan dén tinh nhay cam cua bénh teo dudong mat bam sinh [73]. Gen MIF ma
hoa yéu t6 trc ché di chuyén dai thuc bao, dong vai tro 1 yéu t6 tién viém tham
gia vao qua trinh ty mién dich dé dap tmg voi mam bénh. Mot nghién ciru khac
duogc tién hanh trén bénh nhan ngudi Ai Cap nam 2017 ¢ khong tim thiy mdi
lién quan nao gifra hai da hinh nucleotide don rs755622 va rs5844572 v&i nguy
co mic bénh teo dudng mat bam sinh. Tuy nhién nghién ciru nay phat hién thay
su lién quan giira rs5844572 v6i muc d6 xo hoa va tdc do tién trién ctia bénh
teo dudng mat bam sinh [74]. Nhitng két qua khac biét vé anh hudng cua cac
da hinh nucleotide trén gen MIF dén bénh co thé do cac nghién ctru dugc thuc
hién trén nhimg quan thé khac nhau. Tuy nhién, diéu d6 ciing cho thay ring
MIF ¢6 thé 1a gen tiém nang vé tinh nhay cam di truyén ctia bénh teo dudng

mat bam sinh.
1.3.2. Tinh hinh nghién cvru ¢ Viét Nam
O Viét Nam, ty 1é méc bénh kha cao udce tinh 1:2400 tré dé ra séng [102].

MOdi niam tai Bénh vién Nhi trung wong diéu tri cho khoang 70 bénh nhan nhi
mic mdi véi teo duong mat bam sinh. Thoi gian vang dé phau thuat 1a 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. Cac triéu ching 1am sang va can 1am sang
cua bénh teo dudng mat bam sinh d& bi chan doan nham v&i thiéu san duong
mat hodc nang dng mat chu. Cac nghién ctru trén bénh nhan teo dudng mat bam
sinh & Viét Nam chu yéu tip trung vao cac yéu t 1am sang, phuong phap ting
cudng hiéu qua diéu tri bénh [58]. Nhiéu nghién ctru nham cai thién luu luong
dan mat, ting kha nang séng sot sau khi thyc hién phau thuat Kasai, giam chi
phi ghép gan dugc thuc hién [103]. Nam 2017, Max Bolun Liu khao sét trén
287 bénh nhan teo duong mat bam sinh ngudi Viét Nam véi do tudi trung binh
khi dugc chan doan 1a 2,3 thang tudi, trong d6 149 bénh nhan duoc diéu trj
khong dung thu thuat Kasai, 138 bénh nhan thuc hién phau thuat Kasai. Két
qua cho thay nhom duogc diéu tri khong dung thu thuat Kasai co ty 1& séng sot
sau 1 va 2 nam lan luot 13 52% va 28% (ty 1é séng trung binh 1a 6,6 thang);

nguoc lai, nhém duoc diéu tri bang thu thuat Kasai c6 ty 18 song sot sau 1 va 2
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nam khéng can ciy ghép 1a 84% va 71%. Pic biét, khong c6 bénh nhan nao
dugc diéu tri bang ghép gan do thiéu chuong trinh ghép gan & Viét Nam.

Kho khin ¢ Viét Nam 13 hién nay cc nghién ctru sau vé di truyén cac
gen c6 lién quan con kha han ché. Cho dén nay, méi chi co cac nghién ciru vé
lam sang trén cac bénh nhan méc teo duong mat bam sinh duoc diéu tri tai cac
thanh ph6 16n 1a Ha Noi va thanh phd H6 Chi Minh [104,105]. Nam 2020, Kien
va dong tac gia thuc hién nghién ctru trén 41 bénh nhan nhi méc teo dudng mat
bam sinh tir d6 xac dinh 28 d6t bién (17 dot bién lién két NST X, 6 dot bién de
novo va 5 dot bién doéng hop tir) trong 25 gen [106].

Nam 2021, Lam va dong tac gia giai trinh tu toan bd ving gen ma hoa
ctia 89 bénh nhan teo dudng mat bam sinh Hong Kong va Viét Nam, tap trung
vao phan tich va sang loc nhitng bién thé hiém gip, 1am thay ddi chirc ning
protein trén nhiing gen dugc biéu hién & mo gan/dudng mat. Nhom nghién ctru
da phat hién dugc nhiéu bién thé de novo phan b trong 239 gen, phan 16n 1a
nhitg gen lién quan dén vi 16ng mao [83]. Piém dic biét 13 trong sé 239 gen
phat hién dot bién, khong c6 gen nao dugc bao cao 1a co6 lién quan dén bénh teo
duong mat bam sinh dugc nghién ctru trude d6 [107]. Nhom nghién cliru nay
cling phat hién ra rang viéc loai bo cc gen ndy trong mo hinh té bao ngudi va
ca ngua van c6 thé ddn dén nhitng khiém khuyét & duong mat. Két qua nghién
ctru ndy cho thay dot bién gen vi 16ng mao c6 thé gop phan vao su phat trién

cua kiéu hinh teo dudong mat bam sinh.
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Chuwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twong nghién ciru

Céac mau mau nghién ctru 1a tir cdc bénh nhan bi méc bénh teo duong mat
bam sinh va gia dinh. Cac bénh nhan nay dugc chan doan mic bénh teo dudng
méat baAm sinh bai béac si khoa Gan méat, Bénh vién Nhi Trung wong, Ha Noi,
Viét Nam. Trong nghién ctru ndy, mau mau cua 516 d6i tuong duoc thu thap
bdi cac bac si, bao gdm 266 tré mac bénh teo dudng mat bam sinh va 250 mau
d6i ching (tré khong méc cac bénh vé gan mat). Mdi d6i tuong nghién ctru
dugc 14y 2ml mau toan phan. Mau mau duge bao quan trong 6ng chéng dong
EDTA va gitt ¢ -20°C.

Trong sd 266 bénh nhan nhi mic teo dudng mat bam sinh, c6 05 bénh
nhan duoc chon loc dé gidi trinh ty toan b vung gen ma hoa, trong dé c6 02

cap anh/chi em rudt trong cung mot gia dinh.

Viéc nghién ctru trén bénh nhan dugce tudn thu dung y dire theo tiéu chuan
ctia tuyén bd Helsinki ctia Hoi dong Y khoa thé giéi va duoc Hoi ddng dao dirc
trong nghién ctru y sinh hoc Vién Nghién ctru hé gen thong qua va dong ¥ cho
phép 1ay mau, nghién ciru trén ngudi theo quyét dinh s 6/QD-NCHG niam
2019.

2.1.1. Tiéu chuén lwa chon méu
2.1.1.1 Mau bénh
Mau bénh nhan dugc lua chon theo cac tiéu chi sau:

- Tré trong d6 tudi tir 5 ngay tudi dén 11 tudi duoc chan doan 1a mic bénh teo

duong mat bam sinh, da dugc phau thuat Kasai
- C6 céc biéu hién vang da, phan bac mau, o mat
- Transaminase tang

- Siéu 4m gan mat c6 chuan bi thay kich thudc tai mat bé, it thay d6i khi doi va

sau an no.

- Ngudi nha bénh nhan dong y tham gia nghién ciru
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2.1.1.2. Mau déi chimg

- Tré trong d6 tudi tir 5 ngay tudi dén 11 tudi khéng mic teo dudng mat bam

sinh
- Khéng mic cac bénh lién quan dén gan mat, khong c6 tinh trang & mat
- Nguoi nha bénh nhan dong ¥ tham gia nghién ctru
2.1.1.3. Tiéu chuan logi trir
- Tré mic cac hoi chimg khac lién quan dén gan mat
- Nguoi nha bénh nhan khong dong y tham gia nghién ciru.
2.1.2. C& mdu nghién ciru
C& mau can thiét cho nghién ctru dugc tinh dua trén tan sb xudt hién cua
cac da hinh nucleotide don, dugc xac dinh theo cong thirc sau:
4C
n =
(InOR)*p(1 —p)

Trong do:
n: s6 lugng bénh nhan can thu thap

C: hang s6 lién quan dén cac sai s6 loai I va loai II. Lay gia tri a = 0,05
va = 0,20 thi gia tri C = 7,85

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

Trong nghién ctru nay chiing t61 phan tich cac da hinh nucleotide don
152287622 trén gen ABCB11,1s927344 trén gen ABCC2 vars1815930 trén gen
MYOS5B dn nguy co mac bénh. Trén thé gidi chua co nghién ciru ndo danh gia
mdi lién quan cua ba da hinh nucleotide don nay dén nguy co mic bénh teo
dudng mat bam sinh. Do d6, dé dam bao ¢& mau phu hop, c6 thé bao phu dugc
ca ba da hinh trén, chting t6i lya chon ti ) nguy co OR va tan sb xut hién alen
da hinh p theo nghién ctru ctia Besheer va dong tac gia vé danh gia mbi lién
quan cia da hinh rs2287622 trén gen ABCB11 vdi tinh trang xo hoa tién trién
va néng do axit mat [108] véi ti sb nguy co OR =2,58 va tan s6 xuét hién alen

da hinh p = 0,2. Cac chi s OR va p dugc 14y theo nghién ctru ndy co gia tri
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nho, dam bao ¢& mau 16n va bao phu duogc ca ba da hinh nucleotide don can
nghién ctru. Thay cac gia tri vao cong thiec:

B 4 x 7,85

~ (In2.58)2x 0,2 x 0,8

n = 219,58

n = 219,58, 1am tron thanh 220. Ngoai ra, dé tranh cac sai sb trong qua
trinh thu thip mau va phan tich, nghién cru ndy sé& tién hanh 1ay nhiéu hon 20%
$0 VGi ¢& mau toi thiéu. Nhu vay, sb mau bénh nhan can thu thap 1a 266 bénh

nhan va nhoém d6i chimg 1 250 ngudi.
2.2. Héa chit va trang thiét bi

Céc hoa chat chinh duoc sir dung trong nghién ctru bao gém: Kit tach
chiét DNA tong s tir mau mau QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Puc), bd
kit tao thu vién gidi trinh ty gen thé hé méi Kit Agilent SureSelect Target
Enrichment (Agilent, M$) 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 bi chinh duoc sir dung trong nghién ctru bao gém: May giai
trinh tu gen thé hé méi NextSeq 500 (Illumina, M¥), may giai trinh ty ABI3500
Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, My), may ly tdim (Eppendortf,
buc), May soi gel va chup anh DigiDoc-It® Imaging System (Ultra-violet
production, M¥), may PCR (Eppendorf, Ptic), may do huynh quang Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, M¥), can k¥ thuat (Ohaus, My).

2.3. Phwong phap nghién ciru

Pé thuc hién cac muc tiéu di dé ra, nghién ctru dugc tién hanh theo so
d6 nhu Hinh 2.1. Trong nghién ctru ndy, mau mau toan phan ctia 266 bénh nhan
nhi méc bénh teo dudng mat bam sinh va 250 nguoi khong mic bénh duoc thu
thap boi cac bac si bénh vién Nhi Trung wong. DNA tong sb cua ngudi tham
gia nghién ctru duoc tach chiét bang kit QIAgen. Trong s6 266 bénh nhan mac
bénh, 05 bénh nhan c6 kiéu hinh dic trung duoc lua chon dé giai trinh ty toan
bd viung gen ma hda. Dir li€u gidi trinh tu cia cac bénh nhan nay dugc phan

tich dé tim kiém dot bién va sang loc cac diém da hinh don nucleotide tir d6
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danh gid anh huong dén kha nang gay bénh va moi lién quan véi miac d man
cam bénh cua cac bién thé tim duoc.

o

/" Miumsucua0s \_ [ TichchiétDNA
\_bénh nhan dic trung / L téng sé

-.._q_____\____ - ____F___’.—- S | i * ‘
Giai trinh tw toan |
bé ving ma héa |

/' MAu 266 bénh nhan ™,
"._va 250 déi chimg

‘—b Tao thw vién DNA

Sang Igc bién thé ‘4— Xt ly sé liéu

Tach chiét DNA |
D6t bién ‘ ‘ = { téng sé
Phén tich In silico [ ARMS - PCR RFLP ‘

Sanger —I‘ Théng ké }4—

f/_ _\_\-HH"\
> KETLUAN |e
i i

Hinh 2.1: So dé nghién ciiu
2.3.1. Tdch chiét DNA tong so

Trong nghién ctru nay, DNA tong s6 cta cac dbi tuong tham gia nghién
ctru dugc tach chiét bang bo kit QIAamp DNA Mini ciia hing QIAGEN, quy

trinh tach chiét bao gdm céac bude chinh nhu sau:

Hut 20 pl proteinase K (20 mg/ml) vao mdi éng Eppendorf sau d6 bd
sung 200 pl mau va 200 pl AL buffer. Hon hop dugc tron déu bang may vortex
trong 15 gidy roi & & 56°C trong 20 phut. Thém 200 pl ethanol 100% va tron
déu sau d6 chuyén hdn hop 18n cot tach chiét va li tim véi toc do 8000 rpm
trong 1 phait. Chuyén cot sang dng méi va bd sung 500 pl AW, 1i tAm véi tde
d6 8000 rpm trong 1 phat. Chuyén cot sang dng thu méi, bd sung 500 pl AW2
va li tam & tbc do 12000 rpm trong 3 phit. Loai bo dich qua cot, tiép tuc li tim
& toc do 12000 rpm trong 1 phit dé lam kho cot. Chuyén cot sang 6ng
Eppendorf méi va bo sung 200 ul AE vao giita cot. U ¢ nhiét do phong trong 2
phut rdi li tim & 8000 rpm trong 1 phut dé thu dugc DNA.
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DNA tong sb dugc dién di kiém tra chat luong trén gel agarose 0,8% va

do quang phd dé xac dinh ndng d6 va do tinh sach va bao quan & -20°C.
2.3.2. Gidi trinh tw toan by vung gen ma hoa

Phuong phap giai trinh ty viing gen ma hoéa gom 2 budc chinh: tao thu

vién DNA va giai trinh tu bang may Illumina.
2.3.2.1. Tao thu vién DNA
Thu vién DNA duoc thiét 1ap bang bo kit Agilent SureSelect Target

Enrichment. Céc giai doan chinh cua vi¢c chuan bi thu vién NGS la: (1) phan
manh DNA thanh cic doan nhé co kich thudc mong mudn, phi hop véi thiét
bi giai trinh ty; (ii) gin cac oligonucleotide can thiét cho qua trinh doc trinh ty
bao gdm cac index dé phan biét DNA timg mau v6i nhau va adapter dé gin cac
doan DNA vao bé mit flowcell, (iii) khuéch dai ving ma hoa; (iv) kiém tra chét

luong san pham thu vién trudc khi giai trinh ty bang may 2100 Bioanalyzer.

Chét lugng cta thu vién DNA bao gém 2 thong sd chinh: sy phan bd
kich thudc va né)ng do thu vién. Kich thude cac doan DNA dich trong thu vién
12 mot tham s quan trong trong viéc xay dung thu vién NGS. C6 ba phuong
phap phan manh DNA thuong duoc stir dung la phuong phép vat 1y, hdéa hoc va
st dung enzyme. Trong d6 phuong phap vat 1y (siéu am) hoac enzyme (vi du,
cac loai cocktail endonuclease khong dac hi¢u va phan ung phan doan
transposase) 1a nhitng phuong phap phd bién nhét [109]. Nghién ctru nay phan
manh DNA bang cach str dung phuong phap vt 1y, thiét bi Covaris (Covaris,
Woburn, MA) dugc thuc hién dé thu duoc 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-pair.

Nong d6 thu vién 1a mot yéu té quan trong anh hudng dén qua trinh giai
trinh tu. Nong do6 thu vién DNA can dugc xac dinh bang cac phuong phap do
huynh quang danh cho DNA soi kép (dsDNA), tranh cac phuong phap xac dinh
ndng do DNA soi don (ssDNA). Dong thoi, qué trinh xac dinh ndéng do thu
vién DNA khong nén st dung cac phuong phap quang phd (NanoDrop) hay
UV vi nhiing phuong phap niy do ndng do axit nucleic trong mau do d6 RNA
va céc tap chét 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 phép do ndng d6 DNA soi kép duoc tit ca cac hé thong giai
trinh tu NGS khuyén cao st dung. Hang Illumina khuyén céo nén sir dung thudc
nhudém QuantiFluor® dsDNA ctia Promega dé do nong d6 DNA chinh xac hon
khi chuan bi thu vién bang kit DNA Nextera Rapid Capture. Thudc nhuém
QuantiFluor® danh riéng cho DNA soi kép giup han ché su anh hudng cua
DNA soi don, RNA, protein va cac hop chat gay nhiéu.

2.3.2.2. Gidi trinh tu bang Illumina NextSeq 500

Thu vién DNA dat chat lugng dugc giai trinh ty bang thiét bi Illumina
NextSeq 500. Day 14 hé thong giai trinh tw DNA thé hé méi st dung cong nghé
doc trinh ty theo nguyén 1y téng hop (sequencing by synthesis — SBS) tuong tu
nhu phuong phap Sanger. Trong d6 DNA polymerase tong hop chudi DNA
hinh thanh bang cach sir dung NTP gén vao dau 3’ ctia chudi DNA dang tong
hop theo nguyén tic bo sung. Tuy nhién, dbi véi gidi trinh tu thé hé méi, thay
vi gidi trinh ty mdt doan don 1€, k¥ thuat nay cho phép giai trinh ty vi mot
lugng 16n cac doan DNA khéc nhau song song tai cung mdt thoi diém, tir d6
tiét kiém thoi gian va cho lwong dir liéu dau ra vo cung 16n so véi phuong phép
Sanger cii. Qua trinh giai trinh ty bao gdm hai budc chinh 14 tao cum (tao
cluster) va giai trinh tu. Trong qua trinh tao cum, mdi sgi DNA dugc giit lai
trén bé mit thiét bi giai trinh tu (flowcell) bang adapter da dugc gin trude do.
M3i soi DNA sau khi dugc khuéch dai s& tao thanh mot cum DNA ¢4 trinh tu
gidng hét nhau dé sir dung cho qua trinh giai trinh ty. O budc giai trinh tu,
dNTP c6 gan cac tin hiéu huynh quang tuong ung véi 4 loai nucleotide, Tin
hiéu huynh quang cua timg nulceotide dugc ghi lai trong qua trinh téng hop

theo nguyén tic bd sung trén sgi DNA khuon.
2.3.3. Xdc dinh va chi gidi bién thé

Qué trinh phén tich, x4c dinh va chi giai bién thé duoc thuc hién bang
cac phan mém cai dat trén hé thong may tinh hiéu ning cao tai Vién Nghién
ctru hé gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam véi hé diéu hanh
Centos 7.0.

Dt li¢u giai trinh ty dugce luu trlt dudi dang file Fastq. Trong linh vyc
giai trinh ty gen, dir liéu dang Fastq d& phat trién nhu mot dinh dang tép tiéu

chuan dé luu trit va chia sé dit liéu doc trinh ty. File Fastq cung cap nhiéu thong
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tin hon so vo1 dinh dang Fasta, cho phép luu triv diém chat luong dang s6 dugc
lién két voi mdi nucleotide trong mot trinh ty. Dinh dang dit liéu Fastq ban dau
dugc vién nghién ctru Wellcome Trust Sanger st dung dé mo ta thong tin vé
doan trinh tu DNA va chét luong khi doc trinh ty ctia doan DNA d6 1a mot s6
nguyén dugc ma hda dudi dang ma ASCII hién nay da tr¢ thanh dinh dang dir

liéu chuén dau ra cta cac thiét bi giai trinh tu thé hé méi [110].

Vi cac thiét bi giai trinh tu thé hé mdi, do chinh xac cua moi nucleotide dugc

thé hién qua gia tri Q, duoc tinh theo cong thirc:

Q=-10log,, %
Trong d6 gid tri p 13 x4c sudt nucleotide d6 bi doc sai. Nhu vy, gia st
Q=20 thi xé4c suét nucleotide d6 bi thiét bi doc sai 1a 1%. Nhu vay, gia tri Q
cang cao thi chit lugng doc trinh tu cang tdt. Trong giai trinh tu toan b ving
ma hoa hodc giai trinh tu toan bd hé gen dé phat hi¢n va sang loc dot bién, hai
gia tri quan trong dé danh gid chat luong doc trinh tu 1a Q20 (s6 luong
nucdeotide c6 diém chét lugng 16n hon 20) va Q30 (sé lwong nucdeotide co

diém chit luong 16n hon 20).

Chét luong cua dir 1i€u giai trinh tu toan by ving ma hoa dugc danh gia
bang phan mém FastQC. Phan mém nay thong ké va danh gia chat luong cua
dir liéu dya trén mét s tiéu chi quan trong nhu thong tin tong quan vé dit liéu
nhu thong tin vé may giai trinh tu, tong s6 doan trinh ty, va trung binh ti 18

nucleotide loai GC cua toan bd dir liéu...

Quy trinh phén tich va xtr 1y s6 liéu bang cac phan mém tinh sinh hoc
dugc mo ta nhu hinh (Hinh 2.2).
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Di¥ liéu tho

Phin mém: BWA

siphangdirliduveihégen | ~~~_ Sap hang véi hé gen
GRCh37 | =T 1 tham chiéu
Phinmém: Picard -~ | - Danh ddu vi tri doan doc theo dir
’1’ liéu paired - end
X ly di¥ ligu »7 - Loai bé doan sdp hang c6 chat
sau khi sap hang X 2 lwong thip
' Y - Loai bé doan khong duoc sép
Phén mém: GATK ™~ . e e v
. ~ | hang voi dit ligu tham chiéu

- Xac dinh bién thé trong dir liéu ] . . .| -
S ¥ > Xac dinh bién thé
- Loai bd bién thé chat lugng thap -

Co so d_l.‘r ligu: 1000Genome, ESP...
Phidn mém: SnpEff, ANOVA...

- - Xac dinh tan 56 bién thé
Chi gidi biénthé  12_ - X4c dinh &nh huéng cla bién thé

% (stop gained, stop lost, missense...)

Hinh 2.2: Quy trinh xit Iy s6 liéu bang cdc céng cu tin sinh hoc

Dit liéu trinh tu dugc sap xép va so sanh voéi ngan hang gen nguoi
(GRCh37) bang phan mém BWA 0.7.10 [111]. ). Phan mém BWA st dung
thuat toan BWT c6 hi€u qua tinh toan cao hon, doi héi it b nhé hon do dé
nhitg phan mém st dung thuit toan ndy ngay cang duogc phat trién rong rai
[112]. BWA 1a mot b cong cu ¢6 chirc nang sép hang cac doan trinh tu véi
mot hé gen tham chiéu 16n. BWA hd trg phén tich dir liéu tir nhiéu nén tang
gidi trinh ty khac nhau nhu Illumina hay AB SOLiD. PBéanh gié trén ca dir li¢u
md phong va dit lidu thuc té cho thdy cong cu ndy nhanh hon mét s6 phan mém
khac tir 10 dén 20 1an trong khi van dat duoc do chinh xéc tuong tu.

Két qua sip hang dugc luu trir dudi dang SAM (Sequence Alignment
Map). Dé cai thién hiéu suét va gidm bg nho luu trit, tap tin SAM nén thanh
dinh dang BAM ma van gitt diy du thong tin nhu file SAM ban dau. File
SAM/BAM dugc tién xtr Iy nham giam thoi gian phén tich, ting d6 chinh xéac
cho budc goi dot bién. Theo thong ké, cong cu BWA tao ra hon 15% sai sot
trong budc sip hang dbi v6i nhitng bién thé dang chén hodc x6a. Néu khong
c6 budc hi¢u chinh dit liéu, nhirng sai 1éch nay s€ tao ra nhiing bién thé gia,
anh huong toi do tin cay cua két qua. Do do, viéc xur 1y dir liéu ndy nham

muc dich loai bo nhitng doan trinh ty khong dugc sap hang hodc nhirng duoc
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sdp hang co do tin cdy thap qua d6 giam ti 1& duong tinh gia trong dit liéu
dac biét 1a vi nhiing bién thé dang cheén hoac x6a. Ngoai ra, budc phan tich
nay ciing c6 ¥ nghia chuyén sau vé mit tinh toan, gop phan lam giam ti 1¢
sai sot khi xac dinh bién thé va giam thoi gian can thiét dé phan tich dir licu.
Trong nghién ciru ndy, file SAM/BAM duoc xtt Iy bang cong cu Picard nham
hiéu chinh chét lugng cua tung nucleotide, sép xép, loai bé nhitng doan

-

lap....

Bién thé duoc phét hién bang phan mém Genome Analysis Toolkit v3.4
[113]. GATK duoc ching minh 1a tt nhat d6i voi dit liéu duoc tao ra tir thiét
bi [llumina [114]. B§ cong cu GATK dugc sur 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 ri do quy trinh nay thé hién két qua t6t v6i do chinh xac cao trén
dit liéu tao ra tir thiét bi giai trinh ty Illumina. Liu va cong su d3 so sanh hiéu
suét ctia mot s6 quy trinh phat hi¢n bién thé khac nhau trén nhiéu loai dit liéu
[115]. Két qua cho thdy GATK c6 két qua tbt nhét trén dir liéu WES, véi ca
dtr liéu thuc va dit li¢u mo phdéng

Cudi cing, cac bién thé dugc chu giai va phan loai bang cac phan mém
nhu ANNOVAR[116], SnpEff [117]. ANNOVAR la cong cu phan tich anh
huéng cua cac bién thé di truyén dén trinh tu va chirc niang protein tir dit lidu
giai trinh ty gen thé hé mdi mot cach hiéu qud, nhanh chéng. Déng thoi,
cong cu nay cung cap quy trinh sang loc cach linh hoat gitip xac dinh duoc
nhitng bién thé tiém ning gay bénh. SnpEff v4.1 1 cong cu cha thich va dy
bao anh hudng cia cac bién thé gen (nhu thay ddi axit amin). Dit liéu dau vao
cua cong cu nay la cac bién thé dugc du doan (SNPs, chen, x6a), 1a két qua cua
giai trinh tu, va c6 dinh dang VCF (Variant Call Format). Trong dit liéu dau ra,
SnpEff s& phan tich cac bién dau vao dé chi giai va tinh toan cac tic dong ma
cac bién thé c6 thé tao ra trén gen. SnpEff dwa ra cac két qua nhu sau: kiéu gen
va cac diém bj anh hudng bdi bién thé; vi tri cta cac bién thé; anh huodng cua
bién thé dén qua trinh tong hop protein; so sanh véi cac dir liéu khac dé tim cac
bién thé da biét.
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2.3.4. Sang loc bién thé

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

D?t bién xay ra trong gen lién quan —:::, Chon céc bién thé theo gen
dén bénh
' Sang loc theo tn s& bién thé |__- --"| - AF < 0.01: Dot bién
(AF) “~~~.| - AF >0.01: Pa hinh don nucleotide
Theo tiéu chuan ACMG: .. | Dy dodn anh huéng bing
- Dot bién dang sai nghia: 16 cong cu 31 céccdng cy In Silico (Sift,
- Dot bién vj tri cat n6i mRNA: 6 cong cy | Polyphen...)
— == T 4 Tim kiém théng tin vé cac dét bié
Sang loc theo céc co' so dir o LRSI n-ng HYVES R R EICE)
liéu (dbSNP, HGMD, - trén cdc co so dir ligu: dbSNP,
ClinVar...) “~~| ClinVar, HGMD
Mot s8 bénh cé cosérdirligu | T~ | Sang loc theo co sir di¥ ligu
dot bién gen riéng | 57 riéng theo bénh (néu cé)

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

Céc tiéu chi chinh dé sang loc va tim kiém céc bién thé c6 lién quan dén
bénh teo dudng mat bam sinh duoc ap dung 1a: (1) bién thé xay ra trén cic gen
da dugc cong bd 1a lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh hodc nhiing hoi
chtng lién quan dén gan mat, (2) Bién thé c6 tan s6 alen MAF > 1% dugc coi
1a da hinh don nucleotide (SNP). Nhimg bién thé nay duogc khao sat trén sb
luong 16n mAu bénh nhan va ddi ching tir 46 danh gia muc do lién quan cua
SNP vé6i nguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh, (3) Bién thé c6 tan suat
alen tham khao dua trén bd co s& dir ligu 1000 hé gen nguoi (1000 Genomes
Project) MAF < 1% dugc coi 1a dot bién. Cac dot bién nay duoc danh gia mirc
d6 anh hudng dén chire ning protein. Cac dot bién thém bo ba két thuc dan dén
cit ngan protein (d6t bién vo nghia), mat bo ba két thiic dan dén kéo dai protein,
thém/mat nucleotide dan dén dich khung protein va thay doi vi tri truot gen c6
anh huong 16n dén chic ning cta protein dugc Iira chon. Cac dot bién sai nghia
dugc danh gia so b kha nang 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 1a cong cu st dung trinh tu tuong déng dé dyu doén lidu su thay thé
amino axit c6 anh huéng dén chirc ning protein hay khong va do d6 co kha
nang lam thay doi kiéu hinh khong. Thuat toan SIFT hoat dong chi dua vao
trinh tu nucleotide ma khong can cau tric protein nén wu diém 16n nhat 1a c6
thé du doan nhanh v&i mot sd luong 16n bién thé. Thuét toan cua ph?ln mém
cho rang cac amino axit quan trong s& dugc bao ton trong ho protein va do do
nhing thay ddi ¢ cac vi tri duoc bao ton tot c6 xu hudng anh hudng dén chir
nang protein va thudng dugc dy doan 1a gay hai. Phan mém SIFT danh gia anh
hudng cua dot bién theo thang diém tir 0 dén 1. Piém s6 SIFT nhé hon 0,05

dugc goi 1a gay hai va nguoc lai s€ 1a lanh tinh

Polyphen-2 13 phan mém du doén tac dong cua mot bién thé sai nghia
dua trén trinh ty amino axit, thong tin phat sinh gen va thong tin vé cu tric
ctia protein. Polyphen-2 ciing xem xét cac protein twong dong dé xem liéu dot
bién sai nghia can phan tich c6 dugc quan sat thdy & cac protein khac cing ho
hay khong. Phan mém PolyPhen-2 danh gia anh huong ctia dot bién theo thang
diém tir 0 dén 1 v&i diém s6 g?m vGi mire 1 thi coi 13 ¢6 hai. Céac d6t bién c6
diém danh gia PolyPhen-2 trong khoang 0,957 dén 1 duoc cho 1a c6 hai (D —
damaging); thang diém trong khoang 0,453-0,956 1a c6 thé gy 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) 1a mot 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 ddng nghia, bién
thé dang chén, x6a nucleotide dugc du doan 1a cé tac dong quan trong dén
protein. Tuong ty nhu SIFT, PROVEAN la mot cong cu du dodn chi dua vao

trinh tu nucleotide nén ¢ thé du doan nhanh véi mot sé luong 16n bién thé.

Mutation Taster 1a mot tng dung dé danh gia kha ning gay bénh cta cac
bién thé trong trinh ty DNA. Phan mém nay thuc hién nhiéu danh gia in silico
dé udce tinh tac dong cua bién thé 1én gen va protein. Mutation Taster danh gia
anh hudng ctia dot bién & ca mirc 46 DNA va protein do d6 phan c6 thé xur Iy
nhiéu loai bién thé phiic tap nhu (i) nhiing bién thé dang dong nghia, khong

lam thay d6i amino axit, (ii) bién thé dang chén, xo6a (indel) nucleotide, (iii)
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bién thé dang thay thé mot hodc nhiéu nucleotide, anh hudng dén mot hodc
nhiéu amino axit, (iv) tinh bao tdn ctia amino axit bi thay doi trén cac loai khac
nhau, (v) kha niang mét cac mién protein chiic nang, thay d6i chiéu dai protein
hay céc tac dong dén diém cit ndi mRNA. Cac két qua phan tich cudi cing
dugce danh gia va phan loai dua theo phan 16n Naive Bayes dé quyét dinh xem

tac dong két hop cua ching ¢ giy hai cho protein hay khong.

Ngoai viéc st dung cac cong cu tin sinh hoc d€ danh gid mirc do gay
bénh cua cac bién theé, nhitng bién thé dugc bdo cao 1a lanh tinh trén co s dir

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 cit gidi han) 1a k¥ thuat nghién ctru tinh da hinh chiéu dai
ctia cac doan DNA duya trén diém cat cac enzyme gidi han. Nguyén tac cia k§
thuat nay dua trén do dic hiéu cta cac enzyme cat gidi han dbi v6i vi tri nhan
biét cuia chung trén DNA. Trong phuong phap RFLP, DNA méu duoc cét thanh
cac doan nhé béng cach str dung cac enzyme cét gi161 han, va sau dé cac doan
DNA nhé tao thanh dugc phan tach dua theo kich thuéce béng k¥ thuat dién di
trén gel. Mic du ngay nay k¥ thuat RFLP da tro nén 15i thoi do bi thay thé boi
cong nghé giai trinh ty nhung dy van 1a 1a cong nghé nghién ctru da hinh DNA

dau tién du ré dé co thé duoc rng dung mot cach rong rai.

Trong nghién ctru nay, cac doan mdi cho phan ung khuéch dai gen duoc
thiét ké bang phan mém Primer-Blast. Doan gen ABCB1 1 kich thudc 333 bp c6
chtra da hinh rs2287622 dugc khuéch dai bang phan tng PCR sir dung cip moi:

e Mobi xudi: 5-CACACAGACACCGAGTATCAACACA-3'
e Moi nguoc: 5-CAGGACAGTCTCAATGTATGCTACACCT-3'

Chu trinh nhiét cta phan tng: 95°C — 12 phat, 35 chu ky (95°C — 45
gidy, 64°C — 45 gidy, 72°C — 45 giay), kéo dai & 72°C trong 8 phut va gitt ¢
4°C.

Enzyme Haelll co vi tri cat dic hiéu 5’-GGCC-3’ duoc sir dung dé xac
dinh kiéu gen tai vi tri chtra da hinh.

Thanh phan cta phan tng cit enzyme dugc trinh bay ¢ Bang 2.1



45

Badng 2.1: Thanh phan ciia phdn vmg cdt enzyme Haelll

dH,O 15 ul

10x Buffer R 2 ul

Enzyme Haelll 1 ul

San pham PCR 2 ul
U ¢ 37°C trong 2h

Theo tinh toan, néu alen tai vi tri da hinh 13 dong hop tir TT thi két qua
trén gel dién di s& hién 1 bing véi kich thudc 333 bp do khong c6 diém cat dic
hi€u cta enzyme Haelll; néu alen tai vi tri da hinh 1a déng hop tir CC thi doan
gen sé& bi cdt hoan toan thanh 2 doan nhé c6 kich thude 206 bp va 127 bp; néu
alen tai vi tri da hinh 1a di hop tr TC thi trén hinh danh dién di s€ c¢6 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 kj thuit ARMS-PCR
Ky thuat ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System

Polymerase Chain Reaction) dugc st dung trong xac dinh kiéu gen ctia da hinh
nucleotide véi bon doan mdi trong mot phan tng PCR duy nhat. Phan Gng nay
dung mdt moi dic hiéu ¢ trinh tu dau 3’ bd sung voi alen dot bién va 1 moi
nguoc lai ¢6 trinh ty dac hi¢u véi alen thuong (Hinh 2.4). Sy ¢6 mét cua dot
bién dugc thé hién bing san pham DNA khuéch dai véi cac kich thude khac
nhau da biét trudc va cho phép quan sat dé dang dudi gel agarose khi dién di.
ARMS-PCR 1a mot quy trinh duoc str dung dé dang va rong rii trong cac phong
thi nghiém 1am sang chan doan phan tir [122]. Viéc sir dung ARMS-PCR dap
ung dugc ky vong cia nghién ctru bd gen hién dai va cho phép nghién ctru SNP
mot cach nhanh chéng, dang tin cdy va chi phi thap, tuy nhién, budc tdi vu hoa
chu trinh nhiét cta phan tmg c6 thé rat phirc tap va tén thoi gian. Mot nhugc
diém khac cia ARMS — PCR 14 khong phét hién duoc bién thé mat/thém doan

16n va cac bat thuong nhiém sac thé.
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Moi xudi ngoai Mbi xuoi trong
'—b ﬁ
DNA khuén Diém dat bién
Moi ngwroc trong Moi ngwoc ngoai

Hinh 2.4: Nguyén ly cua phan ung ARMS-PCR

Trong nghién ctru ndy, kiéu gen ctia cac SNP rs927344 trén gen ABCC2
va rs1815930 trén gen MYOS5B dugc xac dinh bang phuong phap ARMS-PCR
[123]. Vung gen ABCC?2 chtra rs927344 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 MYOS5B chtra rs1815930 duoc khuéch dai béng cap mdi dic hiéu:
MYO5B-F1: 5°- AGATGAGCCTTGATTGAGCTGATTG -3°
MYOS5B-R1: 5’- GCCCACTGACTACTCAGGAGGACTT -3’
MYOS5B-F2: 5°- CCAATCTATGGACAAGATGTCATCTCTG -3°
MYOS5B-R2: 5°- CCCATGTTTTGGCCACTGTATGT -3’

Céac cdp mdi nay dugc thiét ké bang phan mém Primer] [124] va tong
hop boi cong ty Sinh hoa Phu Sa (Can Tho, Viét Nam). Phan tmg ARMS-PCR
clia ca hai da hinh duoc thuc hién véi chu trinh nhiét d3 duge tdi uu hoa nhu

bang Bang 2.2
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Bang 2.2: Chu trinh nhiét cua phan ung ARMS-PCR

95°C 12 phat

95°C 45 phut

64°C 45 gidy 35 chu ky
72°C 45 gidy

72°C 8 phut

San pham PCR duoc dién di kiém tra trén gel agarose 1%. Kiéu gen da

hinh duoc xac dinh dua vao sb bang va kich thuéc san pham PCR thu dugc

(Bang 2.3).

Badng 2.3: 86 lwong va kich thuée san pham PCR twong vmg véi cdc kiéu gen
cua ABCC2 rs927344 va MYOSB rs1815930

Kiéu gen S6 lwong bing san pham Chiéu dai san pham PCR
(bp)

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

Gen MYOS5SB
AA 349, 246
AG 349, 246, 154
GG 349, 154
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2.3.7. Gidi trinh tw Sanger

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

Bang 2.4: Thanh phan phdn vmg PCR gidi trinh ty Sanger

Thanh phan Thé tich
Nudc khir ion O ul
BigDye Terminator Master Mix 2.5X 4 ul
BigDye Terminator 5X sequencing buffer 2ul
Moi (1,7 pmol/pl) 1 ul

San pham PCR 4 ul
Tong 20 pl

Moi duge sir dung cho gidi trinh ty Sanger 1 trinh ty moi xudi trong
phan tmg PCR khuéch dai doan gen twong ung. Ddi véi doan gen ABCC2 va
MYOS5B, trinh ty méi duoc sir dung 1a doan moi xudi bén ngoai trong phan tng
ARMS-PCR cua gen tuong ung.

Tinh sach san pham PCR st dung Bead danh riéng cho giai trinh tu
Sanger. B6 sung 6 pl HiDi vao mdi mau san phdm 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 tu ABI 3500 Genetic Analyzer.

2.3.8. Phin tich thong ké

Kiém dinh Chi-Square (y?) dugc st dung kiém tra trang thai can bang
HardyWeinberg (HWE) ctia quan thé. Tan s alen cua cac gen tuan theo can
bang HWE (khi gia tri p>0,05) dam bao cho viéc 1dy mau 1a ngiu nhién, c&
mau dam bao cho nghién ctru. Pong thoi, kiém dinh Chi-Squares ciing dugc st
dung dé danh gid mdi lién quan gitta kiéu gen va kiéu alen cua ba da hinh
nucleotide don rs2287622 trén gen ABCBI11, 1s927344 trén gen ABCC2 va
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rs1815930 trén gen MYO5B vé6i kha niang mic bénh teo dudng mat bam sinh.
M&i lién quan gitta kiéu gen ctia da hinh v6i bénh duge xem xét & 3 mo hinh
khac nhau, bao gébm cong gop (additive model), tréi (dominant model), 1dn
(recessive model) va duoc wéc tinh bang chi sé OR (odds ratio) véi khoang tin

cdy 95%. Cac kiém dinh duoc coi 14 ¢6 ¥ nghia thong ké khi gia tri p<0,05.
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Chuong 3. KET QUA

3.1. Thu thap miu va tach chiét DNA tong s

Déi trong tham gia nghién ctru duoc chan doan 12 méc bénh teo dudng
mat bam sinh. Tat ca cac dbi twong tham gia nghién ctru déu duogc cung cép
day du thong tin, muc tiéu nghién ciru va tham gia nghién ciru tu nguyén theo
dung quy dinh vé dao dic trong nghién ctru y sinh hoc ciia to chtrc trong nudce
va trén thé gidi.

M3iu mau cua cac déi tuong tham gia nghién ctru dugc thu thap boi cac
bac si tai Bénh vién Nhi Trung vong. Mi dbi tuong duogc léy 2 ml mau toan
phan dugc bao quan trong dng chéng dong EDTA va giit ¢ -20°C. Thong tin
lam sang cua nguoi tham gia nghién ctru dugc trinh bay ¢ Bang 3.1

Bang 3.1: Thong tin lam sang cua nguwoi tham gia nghién cuu

Thong tin 1am sang Miu bénh M§u’1 doi
chung
S6 luong mau 266 250
Type I (bénh nhan) 5 -
Type II (bénh nhan) 1 -
Type III (bénh nhan) 260 -
Tubi chan doan (thang) 2,70 +1.25 2,64+078
Bilirubin truc tiép (mg/dL) 5,68+ 1,69 6,30 +121
Protein (g/L) 5592 +442 5823 +5,06
Albumin (g/L) 364+787 38,05+3,10
Aspartate aminotransferase (AST) (U/L) 211??5'4;1i 240,99 +162,85
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Mau doi

Thong tin 1Am sang Miu bénh b
chirng

Alanine aminotransferase (ALT) (U/L) | 129,32+88,02 | 141,02+83,53

Gamma glutamyltransferase (GGT) 604,25+
606,02 +440.84
(IU/L) 467,81
: 57934+
Alkaline phosphatase (ALP) (U/L) 306.14 744,52 £224 90

DNA tdng s6 cia tit ca bénh nhan va di chimg dugc kiém tra bang
phuong phép dién di trén gel agarose 0,8% va do OD & budc song 260 va 280
nm dé xac dinh néng do va do tinh sach. DNA téng sb thu dugc & ca mau bénh
nhan va mau ddi chimg déu c6 ndéng do cao, khong bi dit giy va c6 do tinh
sach cao thé hién qua cac dai bang sang rd. Nong do cac miu déu 16n hon
20ng/pl va gia tri A260/280 ctia cac mau do bang may Nanodrop déu ndm trong
khoang 1,8 — 2.

Trong s6 266 bénh nhan nhi mic teo duong mat bam sinh, ¢6 05 bénh
nhan thudc 03 gia dinh dugc chon loc dé giai trinh ty toan bg ving gen ma hoa
(Bang 3.2). Trong do6, bénh nhan BAO1 va BAO2 1a chi em rudt, bénh nhan
BAO03 va BA04 14 chi em rudt, bénh nhan BA05 khong ¢6 quan hé huyét théng

v6i cac bénh nhan khéc trong nghién ctru nay.

Bang 3.2: Thong tin cdc mau bénh nhdan dwoc lva chon dé giai trinh ty WES

N Gioi Tubi phiu thuit Kasai
STT Ki hi¢u )
tinh
1 BAOI Nir 2 thang
2 BAO2 Nir Khong phau thuat
3 BAO3 Nu 32 ngay

4 BA0O4 Nam 2,5 thang
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5 BAO5 Nt 2,5 thang

T4t ca bénh nhan déu duge chan doan 1a méic bénh teo duong mat bam
sinh v61 nhitng triéu chirng dac trung nhu tinh trang vang da, ¢ mat, phan nhat
mau, transaminase ting, siéu Am gan mat c6 chuan bi thay kich thudc tii mat
bé, it thay doi khi d6i va sau an no.

Bénh nhan BAO1 xuat hién vang da ting dan tir 20 ngdy tudi, phan nhat
mau lién tuc tir khi hét phan su. Tré dugc kham va chan doan teo dudng mat
bam sinh tai khoa gan mat. Tai day, bénh nhan dugc lam xét nghiém mau théy
tinh trang vang da r mat, transaminase tang, si€u am gan mat co chuan bi théy
kich thudc tai mat bé, it thay d6i khi doi va sau dn no. Bénh nhan BAO1 duge
phau thuat Kasai vao thoi diém 2 thang tudi. Trong qua trinh phiu thuat tré
dugc chup dudng mat va sinh thiét gan. Chan doan xac dinh sau khi phau thuét
1a teo duong mat bam sinh. Sau phau thuat, bénh nhan dién bién bénh khong

tbt, con vang da va phan nhat mau. Bénh nhan mat lac 17 thang tudi.

Bénh nhan BA02 xuét hién vang da ting dan tir 1 thang tudi, phan nhat
mau lién tyc tr 2 tudn tudi. Bénh nhan duoc kham va chan doan teo duong mat
bam sinh tai khoa gan mat. Tai day, bénh nhan dugc lam xét nghiém mau théy
tinh trang vang da & mat, transaminase tang, si€u &m gan mat c6 chuén bi théy
kich thudc tai mat bé, it thay d6i khi doi va sau dn no. Bénh nhan khong thuc
hién phau thuat Kasai. Sau d6, bénh nhan c6 hién tuong vang da ting, bung co
truéng, rodi loan dong mau, xuat huyét tiéu hoa. Bénh nhan mat lic 11 thang
tudi.

Bénh nhan BA03 xuat hién vang da ting dan tir 7 ngdy tudi, kém phan
nhat mau lién tuc. Bénh nhan duoc kham va chan doén teo duong mat bam sinh
tai khoa Gan mat. Tai day, bénh nhan dugc lam xét nghiém mau théy tinh trang
vang da & mat, Transaminase ting, siéu &m gan mat ¢ chuan bi thay kich thudc
tai mat be, it thay d6i khi d6i va sau an no. Bénh nhan BA03 dugc ph?lu thuat
Kasai vao thoi diém 32 ngay tudi. Trong qua trinh phiu thuat tré dugc chup
duong mat va sinh thiét gan. Chan doan x4c dinh sau khi phau thuat 13 teo
dudng mat bam sinh. Sau phau thuat, bénh nhan giam vang da dan, phan vang.

Bénh nhan c6 3 dot xuat huyét tiéu hoa, ndi soi da day thuc quan thay gian tinh
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mach thuc quan do 3. Hién tai bénh nhan BAO3 tiép tuc duge theo doi va diéu

tri1 tai khoa Gan mat.

Bénh nhan BA04 xuét hién vang da tang dan tir 5 ngdy tudi, phan nhat
mau lién tuc tir 1 thang 20 ngdy tudi. Bénh nhan duoc kham va chan doan teo
dudng mat bam sinh tai khoa gan mat. Tai khoa tré dugc lam xét nghiém mau
théy tinh trang vang da & mat, transaminase tang, si€u &m gan mat co chuén bj
thay kich thudc tai mat bé, it thay d6i khi d6i va sau an no. Bénh nhan phau
thuat Kasai vao thoi diém 2,5 thang tudi. Trong qué trinh phau thuét, 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 dugc chan doan mic bénh teo duong mat bam sinh ltc
2,5 thang tudi véi cac triéu chimg vang da & mat, phan bac mau, gan lach to,
siéu 4m tai mat kich thuéc nho (12 x 3 mm). Sinh thiét mo gan cho thay cac
ton thuong gan khac nhau bao gdm & mit trong gan. Bénh nhan dugc phiu
thuat Kasai va dugc danh gia nam trong nhom c6 tién lugng tdt sau diéu tri.
Bénh nhan khong c6 triéu chimg vang da 4 thang sau phau thuét va duy tri 6n
dinh trong 3 nam dau doi. Khi 1én 8 tudi, bénh nhi d6t ngdt co nhitng dién bién
bat thudng véi cac triéu chig 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 d6 II. Panh gid mo hoc cta gan cho thay sy tich tu dong trong méo gan.
Bénh nhan duoc chan doan mic bénh Wilson. Bénh nhan duoc diéu tri theo
phac @6 danh cho bénh nhan Wilson va cac phuong phép diéu tri hd tro cho
bénh nhan méc bénh gan giai doan cudi. Tuy nhién, céc triéu chimg cta suy
gan ngdy cang xau di voi cac dot hon mé gan xay ra lién tiép trén nén bénh gan
mén tinh véi cac dot tan mau nang. Do ca teo dudng mat bam sinh va Wilson
déu 1 nhitng cin bénh hiém gip nén bénh nhan BAO5 duogc luwa chon dé giai

trinh ty WES nham tim ra nhitng bién thé moi.
3.2. Gidi trinh ty toan by vung ma hoa
3.2.1. Két qud tao thw vign DNA

Chuan bi thu vién cac manh DNA c6 gan adapter 1a budc dau tién trong

quy trinh giai trinh ty thé hé méi va cling 1a budc quan trong xac dinh su thanh
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cong cua thi nghiém, danh gia do tin cay cua két qua. Thu vién DNA can co
ndng do cao va phan bé kich thudc ctia cac manh DNA phai nam trong khoang
gidi han phu hop voi hé thong may giai trinh ty. Nong do cia manh DNA trng
nghién ciru ndy duoc thé hién & Bang 3.3.

Bdng 3.3: Kich thiedc va nong do thie vién DNA

Miu Kich thuéce (bp)  Nong dd (ng/pl)

BAO1 351 109,67
BAO02 358 117,90
BAO3 351 116,58
BA04 351 100,77
BAOS 362 122,27

Pé kiém tra kich thudc ctia manh PCR khuéch dai, ching to1 kiém tra su
phan bd kich thudc miu bang cach chay mau trén may Agilent Technologies
2100 Bioanalyzer str dung chip DNA 1000. Két qua dugc thé hién & Hinh 3.1
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BAOS
Hinh 3.1: Két qua kiém tra chat lirong thuw vién DNA

Két qua kiém tra chat lugng thu vién DNA duoc thé hién trén Hinh 3.1,
tat ca cac thu vién déu co chat luong tot, né)ng do cao, dat yéu cau cho budc
nghién ctru tiép theo v6i phan 16n doan DNA sau khi dugc phan manh c6 kich
thude nam trong khoang tir 250 — 500 bp.

3.2.2. Két qua gidi trinh tw toan b viing gen ma héa

Trinh tu toan bd vung gen ma hoa cua 05 bénh nhan dugc xac dinh béng
thiét bi Illimina NextSeq 500. Chét luong dir liéu duoc dénh gia bang phan
mém FastQC. Chi s6 théng ké duoc tom tit dudi dang d6 thi va bang biéu. Biéu
dd chét lugng tung nucleotide dir liéu dugc phan chia thanh 3 muc, c6 mau séc
khac nhau. Trong d6, chit luong 16n hon 28 (Q>28 — ving mau xanh) dugc
danh gia 1a rat t6t, 16n hon 20 (Q>20 — ving mau vang) la tt, nho hon 20
(Q<20 — ving mau hong) 1a nhimg dit liéu c6 kha ning bi 16i cao hon muc chap
nhan duoc va co thé xem xét dé cat bo. Két qua dugc thé hién ¢ Hinh 3.2.

MAiu BAO1 — Read 1
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MAiu BAO1 — Read 2

MAiu BA02 — Read 1

) B e LR R e M)A R

MAiu BA02 — Read 2

MAiu BA03 — Read 1
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MAiu BAO3 — Read 2

MAiu BA04 — Read 1

MAiu BA04 — Read 4

k- g T i i i N 0 3

MAiu BAOS5 — Read 2

Hinh 3.2: Chat luwong giai trinh tw 05 bénh nhan mdc teo duong mat bam sinh

Dt li¢u duogc tao ra tor may giai trinh ty thé hé méi co dung luong cao,
do dai cac doan doc déng déu (~150 bp mdi doan), do sau bao phu cao (>150X
moi mau). Dit lidu gidi trinh tu todn bd ving gen ma hda cé chét luong tot, ti 18
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nucleotide c6 diém chét luong 16n hon 20 va 30 cao (Q20 trén 96%, Q30 trén
91%). Thong ké chat luong giai trinh tu cia bénh nhan mac bénh duoc thé hién
r0 hon & Bang 3.4.

Bang 3.4: Thong tin doc trinh tu toan bo viing ma hoa cua 05 bénh nhan teo

dwong mdt bam sinh

BAO1 BAO02 BAO3 BA04 BAOS

Téng )
9.933 Mb 9.247 Mb 9.693Mb 10.973 Mb 10.797 Mb
nucleotide

Téngsé
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 sdu bao
phi trung 164,3 152,9 160,3 181,5 157,6

binh (X)

3.3. Két qua xir Iy s6 liéu va chu giai bién thé
3.3.1. Sip hang div liéu véi hé gen tham chiéu

Trinh tu toan bd ving gen ma hoa cuia 05 bénh nhan teo duong mat bam
sinh dugc sip hang véi hé gen tham chiéu GRCh37 bang céng cu BWA. Két
qua sap hang dit liéu duoc thé hién ¢ Bang 3.5.

Bdng 3.5: Két qua sdp hang cdc mdu gidi trinh tw voi hé gen tham chiéu

BAO1 BAO02 BAO3 BA04 BAOS
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S6 doan
trinh twsip  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
g‘mh t‘{ 48.606.456 42.739.604 41.779.482 44.832.640 49.173.678
uwgc sap
hang vio (79,0%) (77,6%) (78,2%) (70,0%) (76,5%)

vung ma hdoa

Ti 1€ d§ sau
bao phu 91,2 90,2 90,4 92,5 93,9
>20X (%)

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

Ti 18 d sdu
bao phii 63,2 59,1 61,5 65,3 72,7
>50X (%)

D0 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 sip hang dit liéu giai trinh tu cia bénh nhan
v6i hé gen tham chiéu tdt (ti 18 sap hang thanh cong dat 99,8-99,9%)), ti 1& doan
dir liéu duoc sip hang nam trong ving exon cao (70-79%). Do sau bao phu
trung binh trong ving exome sau khi sip hang cua tit ca cac mau bénh nhan
déu dat >80X. trong do, ti I¢ dit liéu c6 muc d6 bao phu trén 50X déu chiém ti
1€ 16m (59,1 — 72,7 %).

3.3.2. Xdc dinh va chu gidi bién thé

Nhiéu cong cu khac nhau dugc phat trién dé phat hién bién thé tur dir
liéu NGS. Cac nghién ctru cho thdy mdi céng cu phan tich c6 vu thé déi véi
mot loai dit liéu giai trinh ty nhat dinh. Quy trinh xir 1y s6 liéu sir dung cong
cu Picard/GATK duoc str dung dé phat hién bién thé trong nghién ctru nay.
Phan mém Picard dé xtr Iy dir liéu sau sdp hang nham hiéu chinh chét lugng
cua timg nucleotide, sap xép, loai bo nhitng doan lap. ... Budc phan tich nay

cling nham muc dich loai bo nhiing doan trinh tu khong dugc sép hang hodac
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nhitng dugc sap hang co do tin cdy thap qua d6 giam ti 1& duong tinh gia.
Phan mém GATK dugc str dung dé xac dinh bién thé c6 trong dit liéu hé gen
ctia modi bénh nhan. Ngoai ra, viéc bién ddi trinh tu nucleotide anh huong thé
nao dén amino axit duogc phan tich bang phan mém SnpEff. Két qua phan tich
dugc thé hién & Bang 3.6.

Badng 3.6: Két qud phén tich va dy dodn bién thé trong todan bo vimg md héa

ctia 05 bénh nhéan mac bénh teo dwong mat béam sinh

Mau Mau Mau Mau Mau

Théng s
BAO1 BA02 BAO03 BA04 BAOS

Tong s6 bién thé thay
. 23.295 23.743 23.413 23.508 23.774
thé nucleotide

Bién thé dong nghia  11.870  12.033 11.958 12.012 12.036

Bién thé sai nghia 11.271  11.559 11317 11368 11.579

Thém bé ba két thic 114 112 99 89 119
Mit bd ba két thic 40 39 39 39 40
Tong s6 indel 724 711 738 776 712
Bién thé frameshift 325 318 348 350 317
Thém doan ngin 182 174 175 196 187
Mit doan ngén 217 219 215 230 208

3.4. Sang loc bién thé

S6 lugng bién thé gen xuat hién & mdi bénh nhén 13 rat 16n, bao gdm chu
yéu 1a cac thudng bién lanh tinh, do d6 can c6 qua trinh sang loc dé tim ra bién
thé co tiém ning 1a nguyén nhan giy bénh & mdi bénh nhan. Nhu di trinh bay
& trén, teo dudng mat bam sinh 13 cin bénh nhan c6 co s& di truyén rat phirc
tap, tinh khong dong nhét vé gen cao. Teo duong mat cé lién quan dén mot sb

hoi chirng bam sinh, bat thudng nhiém sic thé va da hinh gen & mot s6 quan
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thé cu thé. Do d6, trong nghién ctru nay danh sach cac gen dugc sir dung dé
sang loc bién thé dugc mo rong so v6i nhidu nghién ctru khac, khong chi bao
gdém nhing gen da duoc chi ra 1a nhay cam véi teo duong mat bam sinh ma con
co ca nhiing gen lién quan dén cac hoi chimg gan mat khac (133 gen trong
nghién ctru ndy so voi 25 gen trong nghién ciru ciia Tran Trung Kién va dong
tac gia [106]). Danh sach nhimg gen dugc st dung dé sang loc dot bién dugc
trinh bay & phu luc 1. Sau qua 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.
Nhiing bién thé nay dugc chia 1am hai loai: (i) dot bién — 1 nhimg bién thé co
tan s6 alen <1%; (ii) da hinh nucleotide don — I& nhiing bién thé c6 tan sb alen
>1% (t?m sb alen MAF dugc tinh theo tan sd xudt hién trong co s& dit liéu 1000
Genome phase 3). Két qua sang loc dot bién cua 05 bénh nhan duoc thé hién &
Bang 3.7.

Bang 3.7: Két qud sang loc dot bién xay ra trong nhitng gen lién quan dén

bénh teo dwong mdt bam sinh

R R Tong sé dot bién trén gen S6 dot bién xay ra
Bénh nhan

lién quan trong exon
BAO1 786 14
BAO(2 781 12
BAO3 721 12
BA04 745 08
BAOS 817 10

S6 lugng bién thé xay ra trong s6 133 gen lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh 1a rat 16n (s6 luong dot bién & bénh nhan BAO1 1a 786, & bénh
nhan BA02 1a 781, & bénh nhan BA03 1a 721, & bénh nhan BA04 1a 745, ¢ bénh
nhan BAO5 1a 817 d6t bién). Tuy nhién, phan 16n cac dot bién nay nam trong
ving intron ctia gen, cé rat it dot bién nam trong ving exon (s6 luong dot bién
trong vung exon ¢ bénh nhan BAOI1 1a 14, & bénh nhan BA02 1a 12, & bénh
nhan BAO3 1a 12, & bénh nhan BA04 1a 08 va ¢ bénh nhan BAO5 1a 10 dot
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bién). Danh séach cu thé cac dot bién xay ra trong vung exon cua nhirng gen lién

quan dén bénh teo dudng mat bam sinh tim thay trong mdi bénh nhan dugc

trinh bay ¢ Bang 3.8.

Bang 3.8: Pt bién xdy ra trong gen lién quan dén bénh teo dwong mdt bam

sinh cua cdac bénh nhan

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

Méau BA01
1 chrl Sai nghia NOTCH? c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl Dich khung NOTCH2  c¢.17 _18delCC p.Pro6fs
3 chr2 Sai nghia ABCGS8 c.1160C>T p.Pro387Leu
4 chr2 Sai nghia CPS1 c.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr5 Sai nghia T7C37 c.1427C>G p. Thr476Arg
6 chr5 Sai nghia T7C37 c.829G>A p.Gly277Ser
7 chr6 Sai nghia PKHD1 c.1675C>T p.-Arg559Trp
8 chrl2 Sai nghia KRTIS8 c.300C>G p-Serl00Arg
9 chrl2 Sai nghia KRTIS8 c.308C>A p.-Thr103Asn
10 chrl2 Sai nghia KRTI18 c.316C>T p.Argl06Trp
11  chrl5 Sai nghia FAH c.412G>A p.Glyl38Arg
12 chrl6 Sai nghia ERCC4 c.2225A>G p.Tyr742Cys
13  chrl8 Sai nghia NPCI c.110A>G p-Asp37Gly
14 chrX Sai nghia AMERI c.85G>A p.Ala29Thr
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STT NsT  oddo Tén gen HGVS.c HGVS.p
bién

MéAu BA02
1 chrl Sai nghia NOTCH? c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl Dich khung NOTCH2  c¢.17 _18delCC p.Pro6fs
3 chr2 Sai nghia MPVI7 c.404A>G p.Tyr135Cys
4 chr2 Sai nghia CPS1 c.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr9 Sai nghia IARS c.337A>T p.Ile113Phe
6 chrl2 Sai nghia KRTI18 c.300C>G p-Serl00Arg
7  chrl2 Sai nghia KRTIS8 c.308C>A p.-Thr103Asn
8 chrl2 Sai nghia KRTI18 c.316C>T p.-Argl06Trp
9 chrl5 Sai nghia FAH c.412G>A p.Glyl38Arg
10 chrl6 Sai nghia ERCC4 c.241G>T p.Val81Phe
11 chrl8 Sai nghia NPCI c.110A>G p-Asp37Gly
12 chrX Sai nghia AMERI c.85G>A p.Ala29Thr

Méau BA03
1 chrl Sai nghia PEX14 c.208T>G p.Ser70Ala
2 chrl Sai nghia NOTCH2 c.57C>G p.Cys19Trp
3 chrl Dich khung NOTCH2  c¢.17 18delCC p.Pro6fs
4 chrl Sai nghia EPHX] c.128G>C p.Arg43Thr
5 chr2 Sai nghia CPS1 c.1048A>G p.Thr350Ala
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STT NsT  oddo Tén gen HGVS.c HGVS.p
bién
6 chr2 Sai nghia CYP27A41 c.368A>C p.Lys123Thr
7 chr2 Sai nghia GPCI c.1084G>A p.Gly362Ser
8 chr9 Sai nghia BAAT c.685G>A p-Val2291le
9 chrl2 Sai nghia KRTIS8 c.300C>G p-Serl00Arg
10 chrl2 Sai nghia KRTIS8 c.308C>A p-Thr103Asn
11  chrl2 Sai nghia KRTI18 c.316C>T p.-Argl06Trp
12 chrl2 Sai nghia KRTI18 c.361C>T p.Prol121Ser
13  chr22 Sai nghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser
Miu BA04
1 chrl Sai nghia NOTCH? c.57C>G p.Cys19Trp
2 chrl Dich khung NOTCH2  c¢.17 _18delCC p.Pro6fs
3 chr2 Sai nghia NBAS c.5984G>A p.-Argl995GIn
4 chr2 Sai nghia CPS1 c.1048A>G p.Thr350Ala
5 chr2 Sai nghia CYP27A41 c.368A>C p.Lys123Thr
6 chr2 Sai nghia GPCI c.1084G>A p.Gly362Ser
7 chr6 Sai nghia PKHDI c.10252G>A  p.Ala3418Thr
8 chr22 Sai nghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser
MAiu BA05
1 chrl Sai nghia NOTCH? c.137A>G p.Asn46Ser
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Loai dot

STT NST o
bién

Tén gen HGVS.c HGVS.p

2 chrl Sai nghia NOTCH? c.112G>A p.Glu38Lys

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

4 chr2 Sai nghia NBAS c.3212A>T p.Glul071Val
5 chr7 Sai nghia CFTR c.1251C>A p.Asn417Lys

6 chrl2 Sai nghia KRTI8 c.50 51insG  p.Glyl7Glyfs77*
7  chrl6 Sai nghia PMM?2 c.110A>T p.GIn37Leu

8 chrl8 Sai nghia MYOS5B c.2292C>G p.Phe764Leu

9 chr22 Sai nghia TRMU c.75G>T p.Arg25Ser

Ngoai nhitng nghién ctru vé dot bién, danh gia mdi lién quan giita cac
da hinh nucleotide don (SNP) véi nguy co mic bénh ciing dugc nhiéu nha
khoa hoc quan tdm. Py 1a nhitng bién thé duoc phat hién véi tan sé 16n hon
1% trong quan thé. SNP thudng xuat hién sau mdi 1000 nucleotide va duoc
str dung 1am dau hiéu di truyén trong quan thé dé nghién cru khuynh huéng
ddi véi mét sb tinh trang, bao gé)m ca sy man cam véi bénh. Danh sach da
hinh nucleotide don cua cac bénh nhan teo duong mat bam sinh duoc thé

hi¢n ¢ phu luc 2.
3.5. Panh gia anh hwéng ciia cac dot bién

Tt nhirng dot bién xay ra trong cac gen lién quan dén bénh teo dudng
mat bam sinh & bang 3.8 nhitng dot bién da dugc bao cdo 1a lanh tinh trén co
s& dit lidu ClinVar bi loai bo. Nhitng d6t bién con lai duoc danh gia bang
cac phan mém SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster, Provean. Két qua danh
gia anh hudng cua dot bién bang cac cong cu tin sinh duoc thé hién ¢ Bang
3.9.
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Badng 3.9: Két qud ddnh gid anh hwéng cia cdc diém dt bién bang cong cu

tin sinh
SIFT PolyPhen2 Mutation Provean
Gen HGVS.p HGVS.c Taster
(Score) (Score) (Score)
(Score)
Miu BA01
NOTCH? 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)
T7TC37 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)
PKHDI p.Arg559Trp c.1675C>T T (0,221) B (0,017) B (0,999) N (-0,5)
KRTI18 p.Ser100Arg ¢.300C>G D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRTI8 p.Thr103Asn c.308C>A T (0,285) B (0,007) B (0,999) N (-1,68)
KRTI18 p-Argl06Trp 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.Tyr742Cys | ¢.2225A>G | D (0,000) D (1,000) D (0,999) D (-8,23)
NPCI p.Asp37Gly c.110A>G T (0,455) B (0,001) D (0,999) N (-1,39)
AMERI1 p.Ala29Thr c.85G>A D (0,004) B (0,001) B (0,834) N (-0,38)
MAiu BA02

NOTCH? p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) N (-0,767)
MPVI7 p.Tyr135Cys c.404A>G T (0,101) D (0,996) D (0,999) D (-7,24)
IARS p.lle113Phe c.337A>T D (0,001) D (0,975) D (0,999) N (-1,51)
KRTI8 p-Ser100Arg ¢.300C>G D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRTI8 p.Thr103Asn c.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)
KRTI8 p.Argl06Trp c.316C>T T (0,070) B (0,001) B (0,999) N (-1,79)
FAH p.Glyl38Arg | c¢.412G>A | D (0,001) D (1,000) | D (0,999) D (-7,38)
ERCC4 p.Val81Phe | ¢.241G>T | D (0,002) D (0,965) | D (0,999) D (-2,78)
NPCI p-Asp37Gly c.110A>G T (0,455) B (0,001) D (0,999) N (-1,39)
AMERI p.Ala29Thr c.85G>A D (0,004) B (0,001) B (0,834) N (-0,38)
Miu BA03
PEX14 p.Ser70Ala ¢.208T>G T (0,456) D (0,950) D (0,999) N (-1,02)
NOTCH? 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 ¢.368A>C D (0,003) D (0,774) D (0,999) D (-3,71)
GPClI 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)
KRTI8 p-Ser100Arg ¢.300C>G D (0,024) B (0,054) D (0,999) N (0,21)
KRTI8 p.Thr103Asn c.308C>A T (0,285) B (0,007) B (0,999) N (-1,68)
KRTI8 p.Argl06Trp ¢.316C>T T (0,070) B (0,001) B (0,999) N (-1,79)
KRTI8 p.Pro121Ser c.361C>T D (0,012) D (0,593) D (0,999) D (-5,40)
MAiu BA04

NOTCH? p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) N (-0,767)
NBAS p-Argl995GIn | ¢.5984G>A | T (0,112) D (1,00) D (0,999) N(-2,28)
CYP27A1 p.Lys123Thr ¢.368A>C D (0,003) D (0,774) D (0,999) D (-3,71)
GPClI p.Gly362Ser | ¢.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)
c.10252G>
PKHDI1 p-Ala3418Thr A T (0,170) D (0,659) B (0,997) N (-0,49)
Méiu BAOS
NOTCH?2 p-Asn46Ser c.137A>G T (0,129) D (0,713) D (0,998) N (-1,39)
NOTCH?2 p.Glu38Lys c112G>A T (0,058) B (0,002) D (0,545) N (-0,38)
NOTCH?2 p.Cys19Trp c.57C>G T (0,185) B (0,002) B (0,997) N (-0,767)
NBAS c3212A>T ¢ 3212A>T 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.Glyl17Glyfs7 | ¢.50_Slins
KRTI8 - - D (1,000)
7* G
PMM?2 c.110A>T c.110A>T D (0,028) B (0,007) D (0,939) D (-3,13)
MYOS5B c.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 ndy cang nho thi dot bién cang c6 kha ning gay hai. SIFT danh gia
mot d6t bién 1a 1anh tinh — T (Tolerated) néu diém SIFT Score > 0,05, gdy bénh
— D (Damaging) néu SIFT Score < 0,05. Phan mém PolyPhen 2 ¢ gia tri
PolyPhen Score nam trong khoang tir 0 dén 1, gia tri nay cang 16n thi dot bién
cang c6 kha ning gay hai. Polyphen2 d4nh gia dot bién 1a lanh tinh — B (Benign)
néu dot bién c6 PolyPhen Score < 0,452, ¢6 kha ning gdy 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 co gia tri cutoff 1a -2,5. Néu diém dot bién c6 diém Score > - 2,5 thi
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dugc danh gié 1a lanh tinh — N (Neutral), néu dot bién c6 diém Score < -2,5 thi
dugc phan mém danh gia 1a gay bénh — D (Deleterious).

Céac d6t bién tiém ning duoc 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 13 gy bénh. Nhu vy, két qua phan tich bang cac phan mém
tin sinh hoc cho théy bénh nhan BAO1 va BA02 mang 02 dt bién dang di hop
tir c6 kha ndng gay bénh 1a ¢c.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 c6 kha
nang gay bénh ¢.368A>C trén gen CYP27A1; bénh nhan BA05 mang 01 dot
bién dang ddng hop tir ¢.50 51insG (p.Glyl7Glyfs77 *) trén gen KRTIS8 cb
tiém nang gay bénh. Danh sach cac dot bién duoc thé hién & Bang 3.10.

Badng 3.10: Cdc dét bién cé tiém ndng gdy bénh

Loai dot
Gen NST HGVS.p HGYVS.c ) Trang thai
bién
Mé4u BAO1 va BA02
FAH 15 p.Gly138Arg c.412G>A | Sainghia | Dihop tu
ERCC4 12 p.Tyr742Cys c.2225A>G | Sainghia | Dihop tu
MAu BA03 va BA04
CYP27A41 2 p.Lys123Thr c.368A>C | Sainghia | Dihop tir
MéAu BA05
Dich Dong h
KRTI8 | 12 | p.Glyl7Glyfs77% | c.50 51insG © ong hop
khung tur

3.5.1. Bénh nhan BAOI va BA)2

Hai bénh nhan BAO1 va BAO2 1a chi em rudt trong mdt gia dinh. Hai
bénh nhan nay mang d6t bién di hop tir kép (double heterozygous) trén hai gen
FAH va ERC(C4. Trong dd, 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 c.2225A>G
(p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 tir nguoi me (Hinh 3.3).

{ } [ e — - <
T BT
e .
e — —
/Emn L] e .
- e
B4 bénh nhin 2 bibnd nhin
{Ai Bénh nivin BAN 1 Ednin nhin BAIZ
FAHS e A12G=A JERCC:c.22250>G
©
/Jcﬂznccc _____—__———__
g . e
e ———_____Ft'_um\
FAH:c.421G>AIERCCA:c.22250>G FAH:c A21G>A/ERCCA:c.2225/>G — P oy Ta—— !
G CCCTAT CT cr AA CCCT AT CTA CC
G
A XX
B nhan BAT Bénh nhin BAGZ
& A T G €CC TA T
\ '\

Hinh 3.3: Dot bién di hop twr kép trén bénh nhan BAOI va BAO2
(4) So do6 pha hé dot bién c¢.412G>A trén gen FAH va dot bién ¢.22254>G
trén gen ERCC4; (B) Két qua gidi trinh tw Sanger ddt bién c.412G>A trén
gen FAH; (C) Két qua gidi trinh tw Sanger dét bién ¢.22254>G trén gen
ERCC4

Ngoai ra, két qua so sanh trinh ty axit amin xung quanh vi trf d6t bién
gitta cac loai bao gdm thé dot bién, loai nguoi (H.sapien), tinh tinh
(P.troglodytes), khi vang (M.mulatta), méo (F.catus) va chudt nhat
(M.musculus) cho thdy Gly138 trén protein ma hoa bai 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) FYSSRQHATNVR[IMFRDKENALM
H.Sapien FYSSRQHATNV|GIMFRDKENALM
P.troglodytes FYSSRQHATNV|GIMFRDKENALM
M.mulatta FYSSRQHATNV|GIMFRDKENALM
F.catus FYSSRQHATNMGIMFRGSENALV
M.musculus FYSSRQHATNV|GIMFRGKENALL

dok ok ok ok ok ok ok ok ok k| |hokokokkohkok ok ok ok ok

(B) H.Sapien (mutant) DLIGSLNNGRIL|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

khkhkhkhkkhkkhkhkhkkk| |[hhkkhkkhkkkhkhkkk*k

Hinh 3.4: So sdnh trinh ty axit amin xung quanh vi tri dt bién giita cdc lodi
(4) Vi tri dot bién p.Gly138Arg trén protein FAH; (B) Vi tri djt bién
p.-Tyr742Cys trén gen ERCC4

3.5.2. Bénh nhan BA03 va BA04

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 cta gen CYP2741, dot
bién lam thay ddi trinh ty amino axit ¢ vi tri 123 tir Lysine thanh Threonine.
Tuy nhién, két qua giai trinh tu bang Sanger cho thay ca hai bénh nhan déu c6
kiéu gen binh thuong, khéng mang dot bién nay (Hinh 3.5). Do d6, chung toi
khong xac dinh dugc dot bién gay bénh trén hai bénh nhan BA03 va BA04.
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Gen CYP27A1

B6 bénh nhan Me bénh nhan

C CCTGCACTGC CTG CCCTGCICTGCTG

A ; N N\

Bénh nhan BAO3 Bénh nhan BA04

€ C €T G CACTGTCTG c € ¥ O ckeEeV¥TO G ¥ O3

Hinh 3.5: Két qua gidi trinh tw Sanger cho thay bénh nhdn BA03 va BA04
khéng mang dot bién c.3684>C dang di hop tir trén gen CYP27A1

3.5.3. Bénh nhan BA05

Két qua phan tich cho thdy bénh nhan BA05 mang dot bién ¢ dang dong
hop tir ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77#) trén gen KRT18 (Hinh 3.7). Phan mém
Mutation Taster du doan day 1a dot bién gay bénh. Pay 1a dot bién méi, chua
dugc bao cao trén cac co so dir li€u ClinVar va dbSNP. Viéc thém mot
nucleotide Guanine (G) vao vi tri 51 dan dén hién tuong dich khung, lam

protein bi cit ngan sau vi tri dot bién 77 axit amin (Hinh 3.6).
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Hinh 3.6: Dot bién ¢.50 51insG xdy ra ¢ amino axit thir 17 (mau do) lam

protein b cdt ngdn sau vi tri dot bién 77 amino axit (phan mau xanh)

Bénh nhan BAOS déng thoi duge chan doan méic bénh Wilson, do do,
chung t6i tién hanh mé rong pham vi sang loc dot bién trén nhing gen lién quan
dén bénh Wilson. Két qua phat hién bénh nhan mang hai dot bién ¢.314C>A
(p.Ser105%) va ¢2975C>T (p.Pro992Leu) déu ¢ dang di hop tir trén gen
ATP7B. Hai dot bién nay déu duoc ghi nhan 13 gdy bénh trén co so dir liéu

ClinVar va duoc béo cao trén ngan hang dit liéu dbSNP véi ma s 1an luot 1a

15753236073 vars201038679.

GGG Jo¢ GGL TCT GT
Ghy Ser Lem Gl Ser
|
A Binh thirimg
.50G 8 c3C

GGG TCC CIG GGGLTICTGT
Gly Ser Les Ghv Lem Cwm

v

Bénh nhin BAOS
c.50_S51linsG

Bénh nhin BAOS
cIC=A

Hinh 3.7: Dot bién trén bénh nhan BA0S

"m W A
T
A . |1|Ia ) I|II
HATARA AR A LA
an*“f GhW

Binh thirdmg
€. 2975C

w ,'l A
| 3 TYFY
Al M nrl A
'..'||'. AN '.'""|n:'.
LIV LISV UV IYN VYL

Bénh nhin BAOS
€2975C>T

13T

Bénh nhin BAOS
¢.1331T>C

(A) dét bién dong hop tir ¢.50_51insG trén gen KRTIS; (B) dot bién di hop tir
phite ¢.314C>A va ¢.2975C>T trén gen ATP7B; (C) dét bién dong hop tir
c.1331T>C trén gen ABCB11
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Ngoai ra, bénh nhan BA05 mang bién thé ¢.1331T>C (p.Val444Ala) trén
gen ABCBI1 & dang dong hop tir. Day 1a diém da hinh don nucleotide duoc ghi
nhan trén co s& dit liéu dbSNP véi mi s6 1s2287622. Anh huong caa SNP nay
dén d6 man cam bénh teo dudng mat bam sinh s& dugc danh gia trong nghién
cuu nay.

3.6. Anh huéng ciia cac da hinh nucleotide dén mirc d miAn cam bénh teo

duong mét bam sinh
3.6.1. Anh hwéng ciia da hinh rs2287622

Trong nghién ciru nay, kiéu gen ctia da hinh nucleotide don rs2287622
trén gen ABCBI1 duogc xéac dinh bang k¥ thuat RFLP. Poan gen ABCBI1 c6
chtra da hinh nucleotide don c6 d6 dai 333 bp dugc khuéch dai bing phan tng
PCR véi cap mdi dic hiéu. Dya vao sd lugng va kich thudc bang dién di DNA
sau khi x1r 1y v6i enzyme Haelll kiéu gen ctia mau nghién ctru s& duge xac dinh
1a TT, TC hay CC. Két qua dién di ctia mau c6 kiéu gen TT s& ¢6 1 bang véi
kich thuéc 333bp, méu c6 kiéu gen CC s& ¢ 2 bing voi kich thudc 206 bp va
127 bp, mau co kiéu gen TC s& co ca 3 bang véi kich thude 333 bp, 206 bp va
127 bp. Théng ké kiéu gen va tan suét alen cua da hinh nucleotide don
1s2287622 trén gen ABCB11 dugc thé hién trong Bang 3.11.

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

Kiéu alen Tan so alen (%) HWE
HWE
TT TC CC T c  p-value
Nhom
bénh 56 130 &0 45,5 54,5 0,81 +
Nhém doi

chirng &9 115 46 58,6 41,4 0.138 +

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

Ghi chii: HWE: Cén bang di truyén HardyWeinberg; “+”: Tudn theo cdn
bang di truyén HardyWeinberg
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Kiéu alen & ca nhom bénh va nhém déi chimg déu tudn theo can bang di
truyén Hardy — Weinberg (p>0,05) (bang 12), ddng thoi, tan sé alen C & nhom
bénh (54,5%) cao hon nhiéu so véi tan sb alen C & nhom d6i chimg (33%).

Sy lién quan giita alen va kha nang méc bénh teo dudng mat duoc danh
gia bang phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba md hinh: cong gop, troi va
mo hinh 1an (Bang 3.12).

Badng 3.12: Két qua phan tich sw lién quan giita ABCBI1 rs2287622 va nguy

co mdc bénh teo dwong mdt bam sinh

" Nhém Nhém doi o
Kiéu gen R ) OR 95% CI | Giatri P
bénh chung
Mo hinh cong 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 tréi
56
TT 89 (35,60%) 1
(21,05%)
210
TC + CC 161 (64,40%) | 13,13 | 8,44-20,39 | 0,0001
(78,95%)
Mo hinh lan
186
TT + TC 204 (81,6%) 1
(69,92%)
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" Nhém Nhém ddi o
Kiéu gen R ] OR 95% CI | Giatri P
bénh chung
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 chii: OR: Ti 56 odds ratio; 95%CI: Khodng tin cdy 95%.

C6 su khac biét dang ké giira tan sd kiéu gen va alen C & nhom bénh va
nhom d6i chting & ca ba moé hinh nghién ctru. Sy khac nhau nay cé lién quan
dén viéc 1am ting nguy co mic bénh teo duong mat so véi alen T. O mé hinh
cong gop, kiéu gen CC 1am ting nguy co mic bénh so véi kiéu gen TT (OR =
2,76, 95%CI: 1,69-4,53, p<0,01). Su xuét hién kiéu gen TC trong m6 hinh nay
cling 1am ting nguy co méc bénh teo dudong mat bam sinh, nhung it hon so voi
kiéu gen CC (OR = 1,79, 95% CI: 1,18-2,73, p<0,01).

O mo hinh troi, kiéu gen TC va CC lam ting nguy co mac bénh teo duong
mat bam sinh so voi kiéu gen TT (OR = 13,13, 95% CI: 8,44-20,39, p<0,01).
Tuong tu nhu vdy, & mé hinh lin, kiéu gen CC ciing lam ting nguy co mic
bénh khi so voi kiéu gen TT+TC (OR = 1,91, 95% CI: 11,26-2,88, p<0,01).
Xét téng thé, sy xudt hién cua alen C lam ting nguy co mic bénh teo dudng
mat bam (OR = 1,69, 95% CI: 1,33-2,17, p<0,01) so véi alen T.
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Hinh 3.8: Phdn tich di truyén da hinh nucleotide don rs2287622 & 05 bénh
nhan teo dwong mdt bam sinh dwgc lwa chon dé giai trinh tw WES
(4) Gen ABCB11C nam ¢ vi tri g31.1 trén nhanh dai ciia NST 2. (B) So
dé vimg ma héa va viimg khéng ma héa ciia gen ABCBI1. (C) Két qua gidi
trinh ty Sanger cho thcfy da hinh xudt hién & ca 05 bénh nhén
Két qua giai trinh ty Sanger cho thiy da hinh nucleotide don rs2287622

trén gen ABCBI11 xuét hién & ca 5 bénh nhan teo dudong mat bam sinh duoc
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chon dé giai trinh tu toan bo ving gen ma hoa, trong d6 bién thé nay xuét hién
dang déng hop tir & cac bénh nhan BAO1, BA02 va BAO3, dang di hop tu ¢
bénh nhan BA04 va BAOS5 (Hinh 3.8).

3.6.2. Anh hwéng ciia da hinh rs927344

Trong nghién ctru ndy, kiéu gen ctia da hinh nucleotide don rs927344
trén gen ABCC2 dugc xac dinh bang phuong phap ARMS-PCR. Kiéu gen cua
cac mau tham gia nghién ciru dugc ghi nhan dya vao sé bang va kich thude san
pham PCR quan sat dugc khi chay dién di. Theo thiét ké thi nghiém, hinh anh
dién di trén gel agarose cua nhimg mau c6 kiéu gen AA sé& xuat hién 2 bang véi
kich thudc 401 bp va 282 bp, mau c6 kiéu gen TT s& co 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 suat alen cua da hinh
1s927344 & tat ca cac mau duoc thé hién trong Bang 3.13. Kiém dinh Chi binh
phuong cho thay su phan bd kiéu gen ctia da hinh nay dugc xac dinh tuan theo
dinh luat can bang di truyén HardyWeinberg véi gid tri p>0,03, tir d6 khing

dinh tinh ngiu nhién va dai dién ctia quan thé tham gia trong nghién ctru.

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

l u

AA AT TT A T
Nhém bénh 5 40 221 0,09 0,91 0.451 +

giatrip E

Nhém doi 3 39 208 0,12 0,88 0,587 +
chung
Téng sb 8 79 429 0,10 090 0,056 +

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

Sy lién quan giita alen va nguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh
dugc danh gia bang phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba mo hinh: cong

g0p, troi va mo hinh 1dn (Bang 3.14).
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Badng 3.14: Két qua phan tich sw lién quan giita ABCC2 rs927344 va nguy co

mdc bénh teo duong mdt bam sinh

2 o Nhém dbi o
Kiéu gen | Nhom bénh ) OR 95% CI | Giatri P
chirng
Mo hinh cfng 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
Mo hinh tréi
AA 5 (1,88%) 3 (1,20%) 1
261
AT +TT 247 (98,80%) | 0,63 |0,15-2,68 0,54
(98,12%)
Mo 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 chii: OR: Ti s6 odds ratio; 95%CI: Khodng tin cdy 95%.

Két qua phan tich cta phép théng ké Chi binh phuwong cho thiy ¢ ca ba

mo hinh cong gdp, troéi va mo hinh 1an gia tri p cia ki€ém nghiém déu 1én hon
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0,05. Do d6, cac phép kiém dinh khong c6 ¥ nghia thong ké. Nhu viy, ti 16 kiéu
gen va kiéu alen & da hinh rs927344 trén gen ABCC?2 khong lién quan dén nguy

co mac bénh teo dudng mat bam sinh & quan thé nghién ctu.
3.6.3. Anh hwéng ciia da hinh rs1815930

Trong nghién ctru nay, kiéu gen cua SNP rs1815930 trén gen MYOS5B
duge xac dinh thong quan k§ thudt ARMS-PCR nhu di trinh bay ¢ phan
phuong phap. Kiéu gen cta cac mau tham gia nghién ctru duoc ghi nhan dua
vao sb bang va kich thudc san pham PCR quan sat dugc khi chay dién di. Hinh
anh dién di trén gel agarose ctia nhitng miu co kiéu gen AA s& xuat hién 2 bang
v6i kich thude 349 bp va 246 bp, mau c6 kiéu gen GG sé& co 2 biang véi kich
thude 349 bp va 154 bp, mau co kiéu gen di hop tir AG s& c¢6 3 bing voéi kich
thude 349 bp, 246 bp va 154 bp. Thong ké kiéu gen va tan suit alen cua da hinh
rs1815930 & tat ca cac mau duoc thé hién trong Bang 3.15. Kiém dinh Chi binh
phuong cho thay su phan b cta da hinh nay duoc xac dinh tuan theo dinh luét
can bang di truyén Hardy Weinberg véi gid tri p > 0,05, tir d6 khang dinh tinh

ngau nhién va dai di¢n cua quan thé ngudi Viét tham gia trong nghién cuu.

Bdng 3.15: Thong ké kiéu gen va tan sudt alen da hinh MYOS5B rs1815930

Kiéu alen Tan suit alen HWE
 HWE
AA AG GG A G gia tri p
Nhom
R 39 225 0,08 0,92 0.829 +
bénh

Nhém déi

) 33 213 0,08 0,92 0,051 +
ching

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

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

Su lién quan gilta cia da hinh nucleotide don rs1815930 trén gen
MYOS5B va kha ning méic bénh teo dudng mat bam sinh duoc danh gia thong

qua phép kiém nghiém Chi-square trén ca ba mo hinh: cong gop, troi va mod
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hinh 1dn. Két qua phan tich, danh gia trén cdc mé hinh nay duoc trinh bay &

Bang 3.16.

Bang 3.16: Két qua phan tich sw lién quan giita MYOSB rs1815930 va nguy

co mdc bénh teo dwong mdt bam sinh

" o Nhém doi Gia tri
Kiéu gen | Nhém bénh ] OR 95% CI
chung P
Mo hinh cOng gop
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
0,41 —
AG 39 (14,66%) | 33 (13,20%) 2,36 1373 0,33
225 213
GG 2,11 0,38 -11,65| 0,39
(84,59%) (85,20%)
Mo hinh tr¢i
AA 2 (0,75%) 4 (1,60%) 1
264 246
AG + GG 2,15 0,39 -11,82 | 0,38
(99,25%) (98,40%)
Mo hinh lan
AA + AG | 41 (15,41%) | 37 (14,80%) 1
225 213
GG 0,95 0,59 -1,54 | 0,85
(84,59%) (85.20%)
Alen
A 43 (8,08%) | 41 (8,20%) 1
489 259
G 1,02 0,65-1,59 | 0,95
(91,92%) (91,80%)
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Ghi chii: OR: Ti s6 odds ratio; 95%CI: Khodng tin cdy 95%.

Két qua phan tich vé su lién quan giita d3 hinh rs1815930 trén gen
MYOS5B véi nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh cho thiy & ca ba mo
hinh cong gdp, md hinh tréi va mo hinh lin gia tri p ciia phép kiém dinh Chi-
square déu 16m hon 0,05. Do d6, su khac biét vé ti 18 kién gen, kiéu alen trong
phép kiém dinh nay khong co ¥ nghia théng ké. Nhu vay, ti 16 kiéu gen va kiéu
alen & da hinh rs1815930 trén gen MYOS5B khong c6 mbi 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 hwéng ciia cac dot bién dén bénh teo dwong mat bam sinh

Dich mat 1a dich dang truong véi huyét twong, c6 thanh phan chu yéu 1a
nudc, cac chat dién giai, chat hiru co nhu 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 ctia ngudi khde manh tao ra khoang 500 — 600ml mat.
Sy hinh thanh mat bat dau tir 5ng gan (khoang 75% san luong mat hang ngay)
sau d6 1a nhiing thay d6i doc theo 6ng mat (chiém khoang 25% san luong mat).
Su hép thu cua cac chat khiac nhau qua mang day duoc theo sau bdi cac phan
tng lién hop c6 sy tham gia ciia enzyme UGT1A1. Ong mat hinh thanh qua
trinh loc thAm thau cta nudc va chat dién giai dé dap Gng véi gradient tham
thau dugce tao ra boi hé théng van chuyén tich cuc mudi mat va cac anion hitu
co khac. O giai doan sau, sy bai tiét xay ra va cac chit bao gdm ca bilirubin
duogc tiét vao mat — qua trinh nay co sy tham gia ctia protein MRP2 cting mot
s6 chat van chuyén khéc tai mang té bao gan. Su bai tiét mat phu thudc vao: (1)
hé théng van chuyén xuyén mang hoat dong tao ra do dbc thim thiu; (2) bd
may té bao cho phép cac tai dich chuyén dong va su co bop cua dng mat; (3)
cac diém tiép xuc cua té bao bit kin cac tiéu quan va duy tri su phan cuc cia 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 dugc thuc hién boi mot hé théng bom bai
tiét mubi mat (BSEP). Sy bai tiét mat tir té bao gan bi suy giam hodc dong chay
mat bi tic nghén déu din dén tinh trang & mat. Nguyén nhan pho bién nhét gay
r mat & tré so sinh va tré nho 13 teo dudng mat (BA), thiéu hut cac dng mat
ngoai gan vdi nguyén nhan khong rd rang [126]. Theo do, nguodi ta udc tinh
rang 25-50% truong hop & mat xay ra do cac bién thé gen ¢ thé xac dinh
[127]. Nhirng bién thé gen nay lién quan dén nhiéu loai gen c6 anh hudng truc
tiép hodc gian tiép dén qua trinh tong hop, van chuyén va dong chay cua mat.
Déi v6i mot s6 tinh trang 13n trén nhidm sic thé thudng lién quan dén bénh teo
dudng mat bam sinh va tinh trang & mat, thong thudng bénh nhan phai co kiéu
gen dong hop tir (mang 2 alen 1dn) mdi bi anh hudng dé phat trién bénh. Tuy
nhién, gan day ngudi ta da dé xuit ring ngay ca nhimng thay dbi di hop tir & mot

s6 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 thude, hormone hodc cac chét trung gian
gy viém [128]. Vi du nhu céc bién thé gdy bénh dang di hop tir trén gen
ATP8BI, ABCBII va ABCB4 [129,130]. Vai trd cta cac bién thé di hop tir
trong nguyén nhan gay ra tinh trang & mat rat phtrc tap do khong c6 su chic
chén trong viéc du doan kha ning giy bénh. Do d6, mdi twong quan gitta cac
két qua 1am sang, sinh hoa va di truyén 13 can thiét dé chi ra nguyén nhan gy
bénh. Theo d6, mot bién thé di hop to van co thé gay ra bénh theo ba co ché.
Pau tién mot bién thé c6 thé dan dén viéc tao ra mot gen bi bién ddi véi chuc
nang phan tir méi hodc c¢6 thé lam thay do6i kiéu biéu hién gen. Thir hai 1a mot
bién thé di hop tir c6 thé khién cho kiéu gen bi thay ddi can tré chirc ning cua
kiéu gen ban dau. Thir ba, mot bién thé di hop tir dang mat chirc ning c6 thé
din dén hién tuong don boi, trong d6 luong kiéu gen binh thuong dugc tao ra
bdi alen binh thuong khong dii 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 cua qua trinh viém khong rd nguyén nhan, dan dén
xo hoa, tic mat tién trién va xo gan. Su pha hily va tién trién nhanh chong cua
xo hoa dudng mat, co thé do & mat khong ngimg va giit lai cac thanh phan cua
mat bao gém ca axit mat [132]. Tinh trang & mat c6 thé anh huong dén hiéu
qua ctia phau thuat Kansai va su phuc hdi chtrc ning dudng mat sau nay. O tré
so sinh va tré nhd, tinh trang r mat co6 thé xay ra do nhiéu tinh trang bénh 1y co
biéu hién twong ty hodc chong chéo. Piéu nay co thé khién viéc chan doan dwa
trén cac dic diém 1am sang, sinh hoéa, X quang va mé hoc trd nén kho khan.
M&i quan hé giita teo dudng mat bam sinh va cac bénh lién quan dén trinh trang
u mat khac da duoc tim théy [133,134]. Bén canh do, yéu td di truyén con tham
gia vao qua trinh thich ung va dap tung véi cac bénh 1y duong mat va & mat dé
cung cap cac muyc tiéu diéu tri va sang loc di truyén [132].

Do chi phi gidi trinh ty DNA giam nhanh chdng, nhiéu bénh va hoi ching
r6i loan di truyén hiém gap hoac chua dugc chan doan trudc day hién co thé
dugc phat hién. Trong 10 ndm qua, céng nghé giai trinh ty gen thé hé moi da
tao ra mot cudc cach mang trong nghién ctru di truyén hoc & con ngudi voi mire
d6 chinh x4c cao, hiéu qua chi phi va kha nang thong lugng cao. NGS dang dan
tré thanh mot tiéu chuén trong thyc hanh chan doan théng thudng [125]. Trong

do6, gidi trinh tu toan by vung ma hoa duogc coi la cong cu dang tin cay dé ho
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trg chan doan d6i v6i nhitng tredng hop co triéu ching 1am sang khong 13 rang.
Déi v6i cac bénh vé gan mat, NGS co vai trd ngdy cang quan trong, gitp chan
doan cac loai rdi loan &t mat & tré so sinh, x4c dinh nguyén nhan di truyén tur do
phan biét nhirng bénh/hdi ching ¢ kiéu hinh 1dm sang twong tu nhau. Véi dic
diém 1a toc do giai trinh tu nhanh va thong lugng cao, giai trinh tu gen thé hé
m&i cho phép phat hién ra cic gen va bién thé gen mai lién quan dén bénh teo
dudng mat bam sinh va cac bénh gan mat khac c6 nhiéu triéu chtng 1am sang
gidng nhau.

Giai trinh ty toan bo ving ma hoa da chi ra nhiéu gen c6 tiém ning lién
quan dén bénh teo duong mat bam sinh nhu gen md hoa protein van chuyén
ABC (ATP-binding cassette transporters) thudc si€u ho ABC [135] hoac nhiing
gen lién quan dén con duong tin hiéu Notch nhu JAGI [136] va NOTCH? [16].
Rajagopalan va dong tac gia da thuc hién phén tich trinh ty ving ma hoa ¢ 101
bénh nhan BA tur d6 tim théy cac dot bién de novo trén gen REV] nam trén
nhiém sic thé 2 va trén gen STIP! trén nhiém sic thé 11 [137]. Gen REVI ma
hoa mdt protein chiu trdch nhi€m stra chita DNA trong khi do STIP1 1a moét 1a
mot chaperone hd trg viéc chuyén cac protein tir HSP70 sang HSP90. Ciing str
dung phuong phap giai trinh tu toan bd ving ma héa, Kubilay va cac dong tac
gia da xac dinh duoc nhiéu dot bién & hai gen MAP2K3 va PRIM? [138] trén
bénh nhan teo duong mat bam sinh. Mic du vay, khong c¢6 nghién ctru nao
trudc d6 ching minh sy lién quan gitta MAP2K3 va PRIM?2 v6i bénh teo duong
mat bam sinh. Gen PRIM?2 tham gia vao qua trinh tong hop cac doan RNA so
khai duoc sir dung dé tong hop cac doan Okazaki trong qua trinh tong hop
DNA. Theo co s& dit liéu Truc tuyén Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
gen nay khong c6 méi lién hé nao voi cac bénh 1y di duoc xéac dinh trudce do.
Gen con lai, MAP2K3, ma hoa mot enzym protein kinase ¢ tinh chét phan bao,

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

DPéi véi 6 05 bénh nhan duoc lya chon dé giai trinh tu toan bd vung ma
hoa trong nghién ciru ndy, cac gen khac c6 thé lién quan dén rdi loan phat trién
dng mat nhu CFTR, JAG1, ZIC3, CFC1, INV, MIF, VEGF va IFN- y va nhiing
gen duogc cho 1a lién quan chét ché dén bénh teo duong mat bam sinh nhu
GPCIl, ICAMI, ITGB2, NOTCHI, NOTCH2, NOTCH3, ZIC3, FOXA2,
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PKDILI, ADD3, XPNPEP] déu khéng phat hién dot bién hodc mang nhing

dot bién da duge xéac dinh 14 lanh tinh trén co s¢ dit liéu ClinVar.

Bénh nhan BAOl va BA02 mang dot bién di hop tir kép c.412G>A
(p.Gly138Arg) trén gen FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCCH.
Gen FAH (fumarylacetoacetate hydrolase) nam trén nhiém séc thé 15, chira 14
exon va ma hoa cho 420 axit amin. Gen ma hdéa enzyme fumarylacetoacetase
13 enzyme cudi cung trong chudi 5 enzyme phan huy axit amin tyrosine.
Enzyme nay c6 nhiéu trong gan va than, va mot luong nho hon duoc tim thay
trong nhiéu mod khip co thé. Phéan tich bang co sé dir liéu mang twong tac
protein STRING v.11 [139,140] cho thiy protein mi héa boi gen FAH twong
tac manh véi cac protein ma hda béi cac gen GSTZI (score: 0,997), HPD
(score: 0,993) va FAHDI1 (0,974), HGD (score: 0,945), TAT (score: 0.935)
(Hinh 4.1). Pay 1a nhitng gen dong vai tro quan trong trong con dudng chuyén
hoa tyrosine. Viéc tyrosine khong duoc phan huy ding cach dan dén sy tich tu
bét thudng cua tyrosine va cac chit chuyén hoa cta nd trong gan, than c6 kha
nang dan dén cac hoi chung lién quan dén gan mat nhu xo gan hay ung thu biéu

mo gan.

Hinh 4.1: Tuong tac giita protein FAH va cdc protein khac
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Cho t61 nay, c6 hon 100 dot bién trén gen FAH dugc ghi nhan trén co s&
dir liéu d6t bién gen ¢ ngudi HGMD [141], trong d6 cha yéu 1a 6t bién ¢ dang
sai nghia va dot bién diém cit ndi mRNA (63 dot bién sai nghia, 25 d6t bién
diém cit n6i mRNA). Cac dot bién trén gen FAH thuong duoc biét dén 1a
nguyén nhan giy bénh Tyrosinemia type I v6i nhitng kiéu hinh dic trung nhu
vang da, &t mat, gan va 14 lach to bat thuong. Nam 2020, nhom nghién ctru
Kubilay va cac dong tac gia thuc hién giai trinh tu toan bd ving ma héa nham
xéac dinh céc gen dot bién pho bién trén 10 bénh nhan teo duong mat bam sinh
tir 55 dén 70 ngay tudi dd dugc phau thuat Kasai [138]. Két qua cho thay c6
nhiéu dot bién chung xuat hién dong thoi & 10 bénh nhén, trong d6 c6 1 bién
thé nam trén gen FAH. Mic du khong dua ra duge co ché 16 rang anh hudng
cac dot bién gen dén tinh trang bénh, nhém nghién ctru ndy cho rang bénh cé
thé 1a bénh 1y do sy tuong tac ctia cac dot bién trong mot gen hoic nhiéu gen.
Vi 10 bénh nhan tham gia nghién ctru khong c6 bat thudng hodc bénh 1y nao
khac nén nhém nghién ctru gia thiét rang teo dudng mat bam sinh co thé xay ra

khi tit ca cac dot bién dong thoi xuat hién.

Gen ERC(C4 ma hoa protein stra chita DNA endonuclease XPR, con dugc
goi 1a FANCQ. Endonuclease XPF ma héa boi ERCC4 cung véi protein diéu
hoa ctia né dugc ma hoa béi ERCCI tao thanh phic hgp enzyme ERCC1 —
XPR tham gia vao qua trinh sira chita va tai to hop DNA, dong vai tro thiét yéu
trong qué trinh stra chita NER (nucleotide excision repair) pho bién [142,143].
Co sé dir liéu dot bién gen & nguoi HGMD ghi nhan 121 dot bién trén gen
ERCCH4, trong do chu yéu 1a dot bién dang sai nghia, dot bién vo nghia va dot
bién diém cat ndi mRNA. Cac dotbién trén gen ERCC4 duoc biét dén 1a nguyén
nhan gay ra bénh kho da séc t6, mot sb loai ung thu, hdi chung Cockayne va
bénh thiéu mau Fanconi. Dot bién trén gen ERCC4 ¢ bénh nhan teo duong mat
bam sinh cling duoc Sangkhathat va dong tac gia phat hién khi sir dung phuong
phap giai trinh tu toan bo ving gen ma hoa dé tim kiém cac dot bién gen trong
20 bénh nhéan duogc chian doan méc 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 nhimng bién thé c6 tan sé alen nho hon 0,01 & co so dir
liéu dbSNP150. Trong s6 20 bénh nhan dugc nghién ciru, c6 13 bién thé hiém
gip dd duoc phét hién ¢ 9 gen: 4 dot bién trén gen JAG! (hoi chimg Alagille),
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2 dot bién trén gen MYOS5B (& mit trong gan tién trién trong gia dinh [PFIC]
loai 6) va mot dot bién trén gen ABCB11 (PFIC loai 2), ABCC2 (Hoi chimg
Dubin-Johnson), ERCC4 (thiéu mau Fanconi), KCNHI (hoi ching
Zimmermann-Laband), MLL2 (hoi chiing Kabuki), RFX6 (hdi chung Mitchell-
Riley) va UGIAl (hoi ching Crigler-Najjar). Dot bién ¢.241G>T
(p.Val81Phe) trén gen ERCC4 c6 mi s6 1355761944 phat hién boi Sangkhathat
13 d6t bién duy nhét lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh ngoai gan dugc
ghi nhén trén cé s¢ dir lieu HGMD. Mic du két qua nay con nhiéu tranh cai
nhung nghién ctru ndy da mé ra mot cach tiép can mai dé tim ra nhiéu gen khac
c¢6 thé lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh [144]. Trong nghién ctru
nay, hai bénh nhan BAO1 va BA02 mang dot bién ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys)
trén gen ERCC4. Phan mém CADD danh gia ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén
gen ERCC4 muc diém Phred score 12 26,6 cho thay day 1a dot bién nam trong

nhom 1% c6 hai nhat doi voi chic nang protein.

Bénh nhan BAO5 mang d6t bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77%) trén
gen KRT18. Keratin 1a mot ho 16n cac protein sgi trung gian, 1 thanh phan quan
trong cua bd xuong té bao. O dong vat co vi, su tong hop protein Keratin 13
dic diém ndi bat cua té bao biéu md, bao gém té bao gan va té bao duong mat.
Hé thong mat bao gdbm mot mang ludi cic éng dan trong gan van chuyén mat
do té bao gan tiét ra dén cac dng din 1on ngoai gan tiép giap voi tai mat va rudt.
Trong qua trinh phat trién, cic té bao biéu mod dudng mat trai qua qua trinh ting
sinh va tai cdu trac rong rai, dong thoi c6 thé trai qua nhitng thay dbi vé cu
truc hodc chirc nang hon nita trong qua trinh bénh 1y. Co sé dir licu HGMD ghi
nhan 19 bién thé trén gen KRT18 chi yéu xay ra & dang sai nghia. Cac bién thé
trén gen nay duoc biét 1a co lién quan dén cac bénh vé gan, ton thuong gan do
thudc. Nghién ctru ctia Benjamin cing cac dong tac gia trén mé hinh ca ngwa
van cho thdy KRTI8 duoc biéu hién manh ¢ hé théng duong mat dang phat
trién [145]. Nam 2020, Babu va céc dong tac gia nghién ciru vé mic do biéu
hién gen va sy tich lily beta-amyloid ¢ xung quanh 6ng mat trén bénh nhan teo
dudng mat bam sinh. Két qua cta nghién ctru cho thiy ho protein keratin bao
gdm KRTS, KRTI8, KRT19 c6 sy ting cudng biéu hién & cac bénh nhan teo
dudng mat bam sinh [146]. Diéu nay cho thay anh hudng ciia gen KRTI8 ddi
v6i su hinh thanh bénh teo duong mat bam sinh.
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4.2. Su lién quan giira cac da hinh nucleotide don dén bénh teo dwong mat

bam sinh

Gen ABCBI1 nam trén nhanh dai ctia nhiém sic thé sb 2, tai vi tri q31.1.
Gen c6 do dai 110.54 kb, gdbm 28 exon. Gen ma hoa cho protein BSEP ¢6 chtic
nang bom bai xuit mudi mat, van chuyén mudi mat ra khoi gan. Mudi mat 1a
mot thanh phﬁn cua mat, duoc sir dung dé tiéu hoa chit béo. Mubi mat duoc
san xuit boi cac té bao gan va sau d6 dugc van chuyén ra khoi té bao dé tao ra
mat. Sy giai phong mudi mat tir cac té bao gan la rat quan trong ddi véi viée
tiét mat binh thuong. Cung véi céac protein da khang thuéc nhu MDR1 (gen
ABCBI), MDR3 (gen ABCB4) va MRP2 (gen ABCC?2), bom bai xuit mudi mat
(BSEP, gen ABCBI1) 1a nhitng chit van chuyén dong mat ra ngoai quan trong
nhat. Cac bién thé di truyén di truyén xay ra trén cac chit van chuyén ho ABC
nay co6 thé diéu chinh biéu hién cta chét van chuyén va co thé lién quan dén
nhiéu bénh gan & mat di truyén va mac phai. U mat, ting bilirubin mau xay ra
khi ¢ su rdi loan can bﬁng nd1 modi cua bilirubin va axit mat do cac protein
tham gia vao qua trinh tong hop, hip thu, giai doc va van chuyén axit mat va
bilirubin. Siéu ho cua céc chat van chuyén cassette gin ATP & gan (ABC) dong
mat vai tro quan trong trong viéc xir 1y axit mat, bilirubin va nhiéu loai thudc.
Nhitng khiém khuyét trong tong hop hoidc chirc ning cuia BSEP dan dén giam
bai tiét mudi mat va tich tu mudi mat. Tam quan trong cua BSEP duoc thé hién
qua tinh trang & mat di truyén gay ra bai dot bién gen & ABCBI1 tir mirc do
mat dai dang va nghiém trong can ghép gan (nhu da thiy ¢ & mat trong gan tién
trién co tinh chit gia dinh) dén cac dang & mat nhe hon (nhu tinh trang & mat
trong gan tai phat lanh tinh - benign recurrent intrahepatic cholestasis (BRIC)).
Cung voi gen ABCB4, céc bién thé di truyén ¢ gen ABCB11 dugce cho 1a ¢6 lién
quan dén khoang 20% bénh nhén bi & mat niang trong gan khi mang thai, khi
cac hormone thai ky thuc dy sy phat trién cta tinh trang & mat, dién hinh la
trong thang thir hai cta thai ky khi ndng d estrogen cao nhit [84,85]. Céc bién
thé trén gen ndy gdy anh hudng 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 s6
bién thé trong gen ABCBI1 duoc biét 1a co lién quan dén teo dudng mat bam
sinh ngoai gan. Sangkhathat va dong tac gia phat hién dot bién 1s372939910
(c.2135A > G, p.Leu712Ser) trén bénh nhan teo dudng mat bam sinh nguoi
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Thai Lan [45]. Tuy nhién, cho dén nay, chua c6 nghién ctru nao dugce thuc hién
dé danh gia vai tro ctia bién thé rs2287622 ddi véi tinh man cam voi bénh teo

duong mat bam sinh.

Khao sat da hinh nucleotide don rs2287622 trong gen ABCB11 trén 266
bénh nhan va 250 ddi chtng trong nghién ctru nay cho thay kiéu gen CC va TC
khac biét dang ké giita bénh nhan teo dudong mat bam sinh va nguoi khoe manh
(P < 0,01), va alen C c6 lién quan dén viéc ting nguy co mac bénh (OR =2,47;
95%CI: 1,84-3,32; p<0,01). Tan sé kiéu gen TC + CC cua bién thé
p.Val444Ala (c.1331T> C, rs2287622) trong gen ABCBI11 khac bigét co6 ¥
nghia & bénh nhan Viét Nam méc bénh teo duong mat bam sinh. Cu thé, nguoi
c6 mang alen C c6 nguy co mic bénh nhan cao hon ngudi mang alen T. Bién
thé ndy c6 thé lién quan mat thiét dén tinh trang & mat va dan dén nhiing ton
thuong nghiém trong duong mat gay tic nghén dudng mat cho ngudi bénh.
MGéi lién quan tuwong tu gitra bénh nhan c6 kiéu gen CC va nguy co (r mat va
mat trong gan khi mang thai cling da duoc bdo céo [157], theo d6 ngudi mang
alen C c6 nguy co mic (r 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, ngudi c6 kiéu gen déng hop
tir CC ¢6 nhiéu kha ning mic bénh hon ngudi c6 kiéu gen TT (OR 2,8, 95%
CI: 1,7 — 4,4, p<0.0001)). Tuy nhién, mdt nghién ctru tuong tu & ngudoi Nhat
Ban khong tim thay méi lién quan gitta tinh trang & mat véi bién thé nay [158].
Cho dén nay, co ché ctia sy lién quan giita da hinh nucleotide don rs2287622
véi tinh nhay cdm cua tinh trang & mét chua dugce giai thich ro rang. Tuy nhién,
day 1a bién thé rat pho bién, véi tan s alen 1a 53% o ngudi My gdc Phi, 57%
& nguoi My gdc Au, va 74% hodc cao hon ¢ ngudi Trung Qudc dai luc va cac
nhom ngudi chau A khéac. Dya trén cac cong cu silico dugc su dung dé dyu doan
tac dong chirc nang cua SNP, da hinh nucleotide rs2287622 trén gen ABCB11
duoc du doan la lanh tinh.

MGéi lién quan gitra da hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCBI11
v6i nguy co & mat, ting bilirubin & bénh nhan tén thuong gan do thube dugc
nghién ctru [148,159]. Tuy nhién nhém tac gia khong tim duoc mdi lién quan
nao gitta da hinh nucleotide nay véi nguy co &t mat, ting bilirubin & nhém d6i
tugng nay. Nhiéu nghién ctru vé anh hudng cia da hinh nucleotide rs2287622

trén gen ABCBI1 dén nguy co méc cac hoi chimg lién quan dén gan mat, & mat
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trong gan dd duogc thuc hién trén nhiéu nhoém ddi tugng khac nhau. Nghién ctru
trén bénh nhan ngudi Han & HO6 Nam mic 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 mic viém gan C cao hon kéu gen TT. Pic biét, mdi
lién quan nay chi im thiy & nhitng ngudi trén 40 tudi, nhitng ngudi trong do
tudi tir 18 — 40 khong phat hién duge mbi lién quan nay [160]. Nghién ciru vé
da hinh rs2287622 trén nhom bénh nhan viém gan C nguoi A1 Cap, Besheer va
d6ng tac gia nhan thay mdi lién quan gitta kiéu gen CC va alen C véi tinh trang
néng dd axit mat cao ¢ cac bénh nhan nay [108]. Theo do, kiéu gen déng hop
tr CC va alen C 6 nhom bénh nhan c6 tinh trang xo gan cao hon so vo1 nhdém
khong bi xo gan, hon nira, kiéu gen CC va alen C cling xudt hién & nhém bénh
nhan bj xo hoa tién trién nhiéu hon & nhitng bénh nhéan bi xo héa sém. Hon
nita, ndng do axit mat quan sat dugc ¢ bénh nhan vién gan man tinh c6 kiéu

gen CC cao hon nhiéu so véi nhiing nguoi c6 kiéu gen TC hodc TT.

ABCC2 va MYOS5B 1a nhiing gen da dugc nhom nha khoa hoc Thai Lan
nghién ctru va phat hién c6 nhimg bién thé c6 lién quan dén bénh teo dudng
mat bam sinh. Céc bién thé trén gen ABCC2 va MYO5B déu c6 dic diém chung
1a din dén tinh trang & mat va ting bilirubin. Gen ABCC2 & ngudi nam trén
nhiém sic thé 10, tai vj tri 10923 - q24 va chra 32 exon. Hon 200 bién thé trinh
ty da duoc xac dinh ¢ exon, intron va ¢ vung 5° - va 3'- flanking cua gen
ABCC?2. Nhiéu bién thé trong s6 nay 1a da hinh don nucleotide, khong dan dén
thay d6i axit amin va khong gay hau qua vé mat chirc ning. Mot s6 bién thé
cliia gen ndy c6 thé anh huong dén hoat dong cia nd, bao gdm c.-1549A>G
(rs1885301), ¢.-24C>T (rs717620), ¢.1249G>A (rs2273697), ¢.3972C>T (
1s3740066) va c.4544G>A (rs8187710) [147].

Céc bién thé trén gen ABCC2 1am r6i loan chirc ning MRP2 dan dén lam
tang bilirubin trong mau. C6 nghién ctru da ching minh rang bién thé ABCC2
rs717620 T lam giam hoat dong ctia chat MRP2 khoang 40% [148], alen T cua
da hinh nucleotide don nay lién quan dén nguy co ting bilirubin trong méau &
nhig bénh nhén ton thuong gan do thude (OR: 3,83, 95% CI: 1,73 — 8,48, p =
0.001). Pong thoi, nguy co & mat trong thai ky c6 lién quan dén da hinh
nucleotide don ctia MRP2 [149]. Bién thé trén gen ABCC?2 dugc cho 1a lién

quan dén tinh trang 0 mat & bénh nhan méc hoi chimg Dubin-Johnson [150].
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Céc bién thé gen & bénh nhan méc hdi ching Dubin-Johnson c6 lién quan dén
su vang mit cta chitc ning protein MRP2 ¢ té bao gan bao gom dot bién tai vi
tri cat ni mRNA, dot bién sai nghia din dén thay thé axit amin, dot bién
chén/xoa va cac dot bién vo nghia din dén xuat hién cac stop codon som [86].
Céc bién thé tai ving cit ni mRNA c6 thé dan dén su trudng thanh kém cia
protein, kha ning chira protein MRP2 ¢ mang 6ng tuy bi suy giam hodc protein
ma hoa bo1 gen ABCC?2 khong c6 chirc nang. Cac da hinh nucleotide don xay
ra trén ving promoter/enhancer hodc trong protein bam DNA c6 thé dan dén
mirc d6 biéu hién MRP2 khac nhau.Viéc chirc ning cia MRP2 bi anh hudng
cling tdc dong dén duoc dong hoc cua nhiéu loai thude, chit doc nodi sinh dan
dén nhing thay d6i trong qua trinh hip thu, phan phdi va thanh thai cua cac co
quan, 1am ting kha ning gy doc va tuong tac thudc. Cac bién thé gen trong
MRP2 c6 lién quan dén su thay dbi do nhay cam véi mot sb loai thudc bao gém
thudc chong ung thu, thudc chong dong kinh va khang sinh [151]. Tuy nhién,
cac nghién ctru nham xéac dinh mdi tvong quan gitta biéu hién MRP2 va tac
dong 1am sang cua n6 chua dat dugc thanh cong va do d6 hau qua chuc nang

cua cac bién thé di truyén nay van chua dugc biét ro.

Céc bién thé trén gen ABCC2 duoc ghi nhén trén co sé dit liéu HGMD
chu yéu lién quan d¢én hoi chtrng Dubin — Jonson (80 bién thé), hoi chirmg Dubin
— Jonson két hop v&i &t mét trong gan khi mang thai (03 bién thé), cac hoi ching
{r mét trong gan, vang da ting dot...Chi c6 01 bién thé lién quan dén bénh teo
dudng mat bam sinh duoc ghi nhén trén co s& dir liéu nay. Laochareonsuk va
ddng tac gia phat hién dot bién c.2601 2602insTA (p.Pro868TyrfsTer21) &
trang thai di hop ttr khi nghién ctru trén cac bénh nhan teo dudng mat bam sinh
ngudi Thai Lan bang cong nghé giai trinh ty gen thé hé mai [152]. Nghién ctru
ctia Sangkhathat va dong tac gia (2018) trén cac bénh nhan Thai Lan d phat
hién d6t bién rs370049107 (c.3379G > A, p.Vall127Ile) ¢ 2 trén tong sd 20
bénh nhan. Nhitng bénh nhan c6 bién thé trén gen ABCC? ciing dong thoi c6
bién thé trén gen JAG1, do d6 Sangkhathat gia thiét ring bénh Iy & mat & bénh
nhan teo duong mat bam sinh 1a két qua tac dong tong hop ctia bién thé trén ca
hai gen ABCC2 va JAG]I.

Trong nghién ciru nay, chung t6i khong tim thdy mdi lién quan giira da

hinh nucleotide don rs927344 trén gen ABCC2 véi nguy co méc bénh teo dudng
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méat bam sinh trén bénh nhan nguoi Viét Nam. Co s¢ dir liéu mang tuong tac
protein - protien STRING dy doan protein ma hoa béi gen ABCC2 tuong tac
nhiéu nhat voi protein ma héa boi cac gen ABCG2 (score: 0,979), SLC2248
(score: 0,913), UGT1A6 (score: 0,844), SLCOIBI (score: 0,842) va SLCOIB3
(score: 0,817) (Hinh 4.2). Trong d6 ABCG2 mi hoa protein lién két mang thudc
siéu ho van chuyén cassette lién két ATP (ABC), dong vai trd quan trong trong
viéc van chuyén cac phan tir khic nhau qua mang ngoai va mang té bao. Tuy
nhién, nhiing tuong tac gita MRP2 dugc ma hoa bé ABCC2 voi cac protein
khac dugc STRING du doan kha mo nhat, thé hién qua vi¢c c6 it duong gach
ndi gitra protein nay véi protein khac, chu yéu 1a tuong tic ¢ dang dong biéu
hién — co-expression va). Nhu vay, nhitng thay d6i nho trén protein ndy c6 thé

it anh huong dén su hoat dong ctia cac protein khac.
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Hinh 4.2: Twong tdc gitra protein ma hoa boi ABCC?2 voi cac protein khdc
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Céc bién doi trén gen MYOS5B 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 MYOS5B ciing dugc cho 1a ¢6 lién quan
dén di thuong duong mat din dén nhitng triéu chung 1am sang cta bénh teo
duong mat bam sinh nhu vang da, & mat trong gan [59]. Dot bién MYOS5B duoc
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béo c4o 13 anh hudng dén chirc ning gan mat, 1am ting ndéng do axit mat trong
huyét thanh va dan dén & mat ¢ nhimg bénh nhin teo duong mat bam sinh
[154]. Nghién ciru trén mot bénh nhan nit mac PFIC véi biéu hién vang da va
r mat dai dang, Khanal va dong tac gia da xac dinh duoc hai bién thé di hop tir
phtec: 1 bién thé x6a & exon 19 dan dén dich khung va cit ngin sém 5 axit amin
va mot bién thé sai nghia & exon 20 duoc coi 12 nguyén nhan gy bénh & bénh
nhan nay [155]. Gen MYO35B anh hudng dén sy hinh thanh va phat trién cua
cac vi 160ng mao. Bang cach so sanh véi ngudi khoe manh va bénh nhan méc
bénh gan & mat khac, Chu va cac dong tac gia nhan thay rang 16ng mao nguyén
phat & bénh nhan teo duong mat bam sinh ngén hon, it da dang hon va c6 su

phat trién bat thuong trong gan ctia bénh nhan [156].

Cho dén nay, co s¢ dit liéu dot bién gen trén ngudi HGMD ghi nhén 88
bién thé trén gen MYOS5B, chu yéu 1a cac bién thé lién quan dén bénh vi nhung
mao thé vii (61 bién thé), 21 bién thé dugc ghi nhan 1 lién quan dén tinh trang
{r mat va chi c6 2 bién thé dugc ghi nhan 13 lién quan dén bénh teo dudng mat
bam sinh ngoai gan.

Bdng 4.1: Cdc bién thé trong gen MYO5B duogc phat hién o bénh nhdn teo
dwong mdt bam sinh

Tai liéu
SNP ID HGVS.c HGVS.p MAF tham khio
c.4922G>A _
rs756813138 p.Argl641His 0.00 [152]
(HET)
c.4407G>A
Khong co p-Met14691le Khong co6 [152]
(HET)
c.3254G>A
1s757769301 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 s¢ dw liéu dbSNP)
HET: di hop tur
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Bang cach sir dung cong nghé NGS, Laochareonsuk va dong tac gia phat
hién 3 d6t bién trén gen MYOS5B & cac bénh nhan méc bénh teo dudng mat bam
sinh [152]. Sangkhathat va d6ng tac gia phat hién hai dot bién voi tan s alen
thdp (MAF<0,001) 1a 15757769301 (c.3254G>A, p.Argl085GIn) va
rs117920737 (c.197A > C, p.Asp66Ala) trén hai bénh nhan méc teo dudng mat
bam sinh (Bang 4.1). Cac bénh nhan mic teo dudng mat bam sinh duogc phat
hién boi Sangkhathat va ddng tac gia déu méc dong thdi 2 bénh 1a PFIC va teo
dudng mat bam sinh. Do d6 nhom tac gia gia thiét rang teo dudng mat bam
sinh c6 thé 1 biéu hién bénh 1y chung ctia nhiéu hoi chung lién quan dén tinh
trang @ mat, tang bilirubin & tré em. Trong nghién ctru nay, ching td61 khong
tim thdy méi lién quan giira da hinh nucleotide don rs1815930 trén gen MYOS5B

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 ciru ndy da thu thip mau mau cia 266 bénh nhan mac teo duong
mat bam sinh va 250 mau ddi chting. Bang cach giai trinh ty toan bd ving gen
m3 hoa ctia 05 bénh nhan dién hinh (04 bénh nhan thudc hai gia dinh, 01 bénh
nhan mic dong thoi hai bénh 13 teo dudng mat bam sinh va Wilson), nghién
clru ndy da phat hién duoc cac dot bién co tiém ning gay bénh teo dudng mat

bam sinh, cu thé nhu sau:

1. Phat hién 02 d6t bién di hop t kép moi c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen
FAH va c.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhan 1a chi em
rudt trong mot gia dinh c6 kha ning lién quan dén bénh teo duong mat bam

sinh.

2. Phat hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG (p.Glyl7Glyfs77%) trén gen
KRTI8 va 02 dot bién c.314C>A (p.Serl105%), ¢.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 c¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 c6 tiém ning lién quan dén bénh teo duong
mat bam sinh, 02 dot bién c.314C>A (p.Serl05%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu)
trén gen ATP7B da dugc bio céo 1a c6 lién quan dén bénh nhan Wilson.

3. Pa phan tich méi lién quan giita cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén
gen ABCBI1, da hinh rs927344 trén gen ABCC?2, da hinh rs1815930 trén gen
MYOS5B véinguy co mic bénh teo dudng mat bam sinh ¢ bénh nhan nguoi Viét
Nam. Trong do:

- Pa hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCB11 c6 mdi lién quan
v6i bénh teo dudng mat bam sinh. Cuy thé, alen C c6 lién quan dén nguy co méc
bénh teo dudng mat bam sinh, ngudi mang kiéu gen TC va CC c6 nguy co mic
bénh cao hon so v&i ngudi mang kiéu gen TT.

- Da hinh 15927344 trén gen ABCC2 va da hinh rs1815930 trén gen
MYOS5B khéng c6 mdi lién quan dén nguy co mac bénh teo dudng mat bam

sinh ¢ nguoi Viét Nam.
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Kién nghi

Tiép tuc nghién ctru sdu hon vé anh hudng cua nhimg dot bién nay dén
chtic nang protein, tir d6 1am rd co ché bénh sinh ctia bénh teo dudng mat bam
sinh.

Mit khac, c6 thé mod rong pham vi nghién ciru nham phan tich thém
nhitg diém da hinh nucleotide don khac c6 lién quan dén nguy co méc bénh

teo dudong mat bam sinh ¢ ngudi Viét Nam.
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PHU LUC

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

dugc str dung dé sang loc dot bién

NST Gen
ABCD3; ACADM; AGL; CPT2; EPHXI; GALE;: GBA;
NST 1 HMGCL; KCNHI1;, NOTCH2,; PEXI14; PEX19; PGM]I;
PKLR
ABCBI11; ABCGS5; ABCGS8,; BCSIL; CCDC115; CFCI;
NST 2 CPS1; CYP27A1; DGUOK, EIF2AK3; GPCI1; HADHA;,
MPVI17; NBAS; PEXI3; STAT4; SUCLGI; UGTIAI; VILI
NST 3 CLDNI; GBEIl;, GFMI; NGLYI1; SLC25A420; STT3B; APM1
NST 4 CC2D2A; ETFDH; PKD2; SLC39A48
NST 5 AMACR; CDI14; LARS; TTC37
NST 6 DCDC2; FARS2; PEX3; PEX6; PEX7; PKHDI; RFX6,
VEGF
ABCB4; AKRIDI1; ASL; CFTR; DLD; PDGFA; PEXI,
NST 7
SBDS
NST 8 CYP7A41; CYP7B1; PEX2; TMEM67
NST AGPAT2; ALAD,; ALDOB; ASS1; BAAT; GALT; IARS;
INVS; TJP2
NST 10 ABCC2; ADD3; ADK; Cl0orf2; LIPA; MRPS16;, XPNPEPI
NST 11 BSCL2; CPTIA; PEXI6; SMPDI




NST 12 GYS2; KRTI18; KRTS; MLL2; NRI1H4; PEX5; TSFM
NST 13 ATP7B; COG6; SLCI1042

NST 14 ARF6; NPC2; SERPINAI; VIPAS39

NST 15 ETFA; FAH; MPI; POLG,; VPS33B

NST 16 CIRHIA; COG7; ERCC4,;, HSD3B7; PMM?2; RPGRIPIL
NST 17 ACADVL; COGI; PEXI2; PTRF; SCOI

NST 18 ATP8BI; MYO5B; NPCI

NST 19 ETFB; ICAM1

NST 20 JAGI

NST 21 ITGB2

NST 22 MIF; PEX26; TRMU; TYMP

NST X

AMERI; OCRL; OTC; ZIC3




Phu luc 2: Danh sach céc da hinh nucleotide trén 05 bénh nhan

Bang 1: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BAO1

STT NST Loai ddt bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.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.Tyrd438His 0.225839
4 chrl Sai nghia EPHXI c.337T>C p.Tyrl113His 0.313299
5 chr2 Sai nghia NBAS c.3026G>C p-Cys1009Ser 0.036741
6 chr2 Sai nghia NBAS c.2845G>C p.-Val949Leu 0.026158
7 chr2 Sai nghia NBAS c.130C>G p.GIn44Glu 0.01278
8 chr2 Sai nghia ABCGS c.161A>G p-Tyr54Cys 0.434704
9 chr2 Sai nghia ABCGS c.1895T>C p-Val632Ala 0.922923
10 chr2 Sai nghia EIF24K3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.720647
11 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c497A>G p-Glnl66Arg 0.648962
12 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c407C>G p.Ser136Cys 0.280551
13 chr2 Sai nghia ABCBI1 c.1331T>C p-Vald444Ala 0.588658
14 chr3 Sai nghia GBEI c.1000A>G | p.lle334Val 0.983626
15 chr3 Sai nghia GBE1] c.568A>G p-Argl90Gly 0.321486
16 chr4 Sai nghia CC2D24 c.1127A>C p-Glu376Ala 0.117612
17 chr4 Sai nghia ETFDH c.92C>T p-Thr31lle 0.672724
18 chr5 Sai nghia AMACR c.829G>A p.Glu277Lys 0.696086
19 chr5 Sai nghia AMACR c.717G>T p-GIn239His 0.114417
20 chr5 Sai nghia AMACR c.602T>C p-Leu201Ser 0.714856
21 chr6 Sai nghia FARS2 c.839A>G p-Asn280Ser 0.235224
22 chr6 Sai nghia DCDC2 c.661A>G p-Ser221Gly 0.516973
23 chr6 Sai nghia PKHDI c.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.565695
24 chr6 Sai nghia PKHDI c.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.553315
25 chr6 Sai nghia PKHDI c.5608T>G p-Leul870Val 0.955871
26 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.3785C>T p.Alal262Val 0.354633
27 chr6 Sai nghia PKHDI c.2278C>T p-Arg760Cys 0.355831
28 chr7 Sai nghia CFTR c.1408G>A | p.Val470Met 0.582069
29 chr8 Sai nghia PEX2 c.550T>C p.Cys184Arg 0.996206
30 chr8 Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G | p.Ile604Val 0.692891
31 chr9 Sai nghia TJP2 c.1539C>A p.Asp513Glu 0.772165
32 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.-Arg20GIn 0.562899
33 chrl10 Sai nghia LIPA c.46A>C p.Thr16Pro 0.286142
34 chrl10 Sai nghia ABCC2 c.116A>T p-Tyr39Phe 0.994609
35 chrll Sai nghia SMPDI1 c.107T>C p.-Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEX16 c.346G>A p-Valllé6lle 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 0376198




d

STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
40 chrl3 Sai nghia SLCI1042 | c.511T>G p-Serl71Ala 0.840256
41 chrl4 Sai nghia SERPINAI | c.1200A>C p-Glu400Asp 0.280351
42 chr14 Sai nghia SERPINAI | c.374G>A p.Argl25His 0.160543
43 chrl5 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.767772
44 chrl6 Sai nghia HSD3B7 | ¢.748A>G p.Thr250Ala 0493411
45 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | ¢.3790G>A p-Asp1264Asn 0.099042
46 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | c3073G>A | p.Gly1025Ser 0.166134
47 chrl7 Sai nghia COGI1 c.1175A>G | p.Asn392Ser 0.520966
48 chrl8 Sai nghia NPCI c.2572A>G plle858Val 0.485823
49 chrl8 Sai nghia NPCI c.1926G>C p-Met642lle 0.831669
50 chrl8 Sai nghia MYO5B c.3962G>A | p.Gly1321Glu 0.144369
51 chrl8 Sai nghia MYO5B c.376A>G p.Thr126Ala 0.973442
52 chrl8 Sai nghia ATP8BI c.3454G>A | p.Alal152Thr 0.9998
53 chrl9 Sai nghia 1CAM1 c.167A>T p-Lys56Met 0.084465
54 chr19 Sai nghia ICAM1 c.1405A>G | p.Lys469Glu 0.358826
55 chr19 Sai nghia ETFB c.734C>T p.Thr245Met 0.419728
56 chr21 Sai nghia ITGB? c.1062A>T p.GIn354His 1




Béang 2: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BA02

STT NST Loai dt bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A p-Val368lle 04131
2 chrl Sai nghia CPT2 c.1939A>G p-Met647Val 0.1004
3 chrl Sai nghia PGM1 c.1312T>C p.Tyr438His 0.2258
4 chrl Sai nghia AGL c.3199C>T p-Pro1067Ser 0.1106
5 chrl Sai nghia EPHXI ¢.337T>C p.Tyrl113His 0.3133
6 chr2 Sai nghia NBAS c.3026G>C p-Cys1009Ser 0.0367
7 chr2 Sai nghia NBAS c.2845G>C p-Val949Leu 0.0262
8 chr2 Sai nghia NBAS c.130C>G p-Gln44Glu 0.0128
9 chr2 Sai nghia ABCGS c.161A>G p-Tyr54Cys 0.4347
10 chr2 Sai nghia ABCGS c.1895T>C p-Val632Ala 0.9229
11 chr2 Sai nghia EIF24K3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.7206
12 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c497A>G p-Glnl66Arg 0.649
13 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c407C>G p-Ser136Cys 0.2806
14 chr2 Sai nghia ABCBI11 c.1331T>C p.Vald444Ala 0.5887
15 chr3 Sai nghia GBEI c.1000A>G p-lle334Val 0.9836
16 chr3 Sai nghia GBEI c.568A>G p-Argl90Gly 03215
17 chr4 Sai nghia CC2D24 c.1127A>C p-Glu376Ala 0.1176
18 chr4 Sai nghia PKD2 c.568G>A p-Alal90Thr 0.1028
19 chr4 Sai nghia ETFDH c.92C>T p-Thr31lle 0.6727
20 chr5 Sai nghia AMACR c.829G>A p-Glu277Lys 0.6961
21 chr5 Sai nghia AMACR c.602T>C p.Leu201Ser 0.7149
22 chr5 Sai nghia AMACR c.524G>A p.Gly175Asp 0.2526
23 chr5 Sai nghia AMACR c.25G>A p-Val9Met 0.2869
24 chr6 Sai nghia FARS2 c.839A>G p-Asn280Ser 0.2352
25 chr6 Sai nghia DCDC2 c.661A>G p.Ser221Gly 0.517
26 chr6 Sai nghia PKHDI c.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.5657
27 chr6 Sai nghia PKHDI c.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.5533
28 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.5608T>G p.Leul870Val 0.9559
29 chr6 Sai nghia PKHDI c.3785C>T p-Alal262Val 0.3546
30 chr6 Sai nghia PKHDI c.2489A>G p-Asn830Ser 0.0635
31 chr6 Sai nghia PKHDI c.2278C>T p.Arg760Cys 0.3558
32 chr7 Sai nghia CFTR c.1408G>A p-Val470Met 0.5821
33 chr8 Sai nghia PEX2 c.550T>C p.Cys184Arg 0.9962
34 chr8 Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G p.lle604Val 0.6929
35 chr9 Sai nghia TJP2 c.1539C>A p-Asp513Glu 0.7722




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
36 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.-Arg20GIn 0.5629
37 chrl10 Sai nghia LIPA c.46A>C p-Thr16Pro 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 SMPDI c.107T>C p.-Val36Ala 0.5613
41 chrll Sai nghia PEXI16 c.346G>A p.Valllé6lle 1
42 chrl2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G p-Met363Val 0.7406
43 chr13 Sai nghia COG6 c.28G>A p-Alal0Thr 0.4844
44 chrl3 Sai nghia COGo6 c.94T>A p.Cys32Ser 0.4842
45 chrl3 Sai nghia ATP7B c.3419T>C p-Vall140Ala 0.5405
46 chr13 Sai nghia ATP7B c.2855G>A p-Arg952Lys 0.531
47 chrl3 Sai nghia ATP7B c.2495A>G p.Lys832Arg 0.5024
48 chr13 Sai nghia ATP7B c.1366G>C p.Val456Leu 0377
49 chr13 Sai nghia ATP7B c.1216T>G p.Ser406Ala 0.3762
50 chrl3 Sai nghia SLCI1042 | c.511T>G p.Ser171Ala 0.8403
51 chrl5 Sai nghia VPS33B c.1540G>A p.Gly514Ser 0.7678
52 chrl6 Sai nghia HSD3B7 | c.748A>G p.Thr250Ala 0.4934
53 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | ¢.3790G>A p.-Asp1264Asn 0.099
54 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | c.3073G>A p.Gly1025Ser 0.1661
55 chr18 Sai nghia NPCI c.3797G>A p-Argl1266GIn 0.1502
56 chr18 Sai nghia NPCI c2572A>G p.Ille858Val 0.4858
57 chr18 Sai nghia NPCI ¢.1926G>C p.Met642l1le 0.8317
58 chr18 Sai nghia MYOS5B c.3962G>A p-Gly1321Glu 0.1444
59 chr18 Sai nghia MYOSB c.376A>G p.Thr126Ala 09734
60 chr18 Sai nghia ATPSBI c.3454G>A p.Alal152Thr 0.9998
61 chr19 Sai nghia ETFB ¢.734C>T p.Thr245Met 04197
62 chr21 Sai nghia ITGB?2 c.1062A>T p.GIn354His 1




g

Bang 3: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BAO3

STT NST Loai dt bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT2 c.1102G>A p-Val368lle 04131
2 chrl Sai nghia CPT2 c.1939A>G p-Met647Val 0.1004
3 chrl Sai nghia PGM1I c.715C>T p.Arg239Cys 0.2414
4 chrl Sai nghia AGL c.1160G>A p-Arg387GIn 0.0797
5 chrl Sai nghia EPHXI c.128G>C p.Arg43Thr 0.0102
6 chrl Sai nghia EPHXI c.337T>C p.Tyr113His 0.3133
7 chr2 Sai nghia NBAS c.3011G>A p-Argl004GIn 0.0677
8 chr2 Sai nghia ABCGS c.1810C>G p-GIn604Glu 0.24
9 chr2 Sai nghia ABCGS c.161A>G p-Tyr54Cys 0.4347
10 chr2 Sai nghia ABCGS c.1895T>C p-Val632Ala 0.9229
11 chr2 Sai nghia EIF24K3 | ¢.2110G>T p.Ala704Ser 0.7206
12 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c407C>G p-Ser136Cys 0.2806
13 chr2 Sai nghia ABCBI1 c.1331T>C p-Val444Ala 0.5887
14 chr2 Sai nghia UGTIAI c211G>A p.Gly71Arg 0.0343
15 chr2 Sai nghia GPCI c.1498A>G p-Ser500Gly 0.6643
16 chr3 Sai nghia GBEI c.1000A>G p-lle334Val 0.9836
17 chr3 Sai nghia GBE1] c.568A>G p.-Argl190Gly 0.3215
18 chr4 Sai nghia PKD2 c.568G>A p-Alal90Thr 0.1028
19 chr4 Sai nghia ETFDH c.92C>T p-Thr31lle 0.6727
20 chr5 Sai nghia AMACR c.829G>A p-Glu277Lys 0.6961
21 chr5 Sai nghia AMACR c.717G>T p.GIn239His 0.1144
22 chr5 Sai nghia AMACR c.602T>C p.Leu201Ser 0.7149
23 chr5 Sai nghia AMACR c.524G>A p-Gly175Asp 0.2526
24 chr5 Sai nghia AMACR c.25G>A p.Val9Met 0.2869
25 chr6 Sai nghia FARS2 c.839A>G p-Asn280Ser 0.2352
26 chr6 Sai nghia DCDC2 c.661A>G p-Ser221Gly 0.517
27 chr6 Sai nghia PEX6 c.2816C>A p.Pro939GIn 0.3315
28 chr6 Sai nghia PEX6 c.2426C>T p.Ala809Val 0.0751
29 chr6 Sai nghia PKHDI c.12143A>G | p.GIn4048Arg 0.5657
30 chr6 Sai nghia PKHDI c.11696A>G | p.GIn3899Arg 0.5533
31 chr6 Sai nghia PKHDI c.5608T>G p.Leul870Val 0.9559
32 chr7 Sai nghia CFTR c.1408G>A p-Val470Met 0.5821
33 chr8 Sai nghia PEX2 c.550T>C p.Cys184Arg 0.9962
34 chr8 Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G p.lle604Val 0.6929
35 chr9 Sai nghia TJP2 c.1539C>A p-Asp513Glu 0.7722




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
36 chr9 Sai nghia BAAT c.59G>A p.-Arg20GIn 0.5629
37 chrl10 Sai nghia LIPA c.46A>C p-Thr16Pro 0.2861
38 chr10 Sai nghia ABCC2 c.116A>T p.Tyr39Phe 0.9946
39 chrll Sai nghia SMPDI1 c.107T>C p.-Val36Ala 0.5613
40 chrll Sai nghia PEX16 c.346G>A p.Vallleélle 1
41 chrl2 Sai nghia GYS2 c.1087A>G p.-Met363Val 0.7406
42 chr13 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 SLCI1042 | c.511T>G p.Ser171Ala 0.8403
45 chrl5 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 COGl1 c.1175A>G p.Asn392Ser 0.521
48 chrl8 Sai nghia NPCI c.1926G>C p-Met642lle 0.8317
49 chr18 Sai nghia MYOSB c.376A>G p.Thr126Ala 0.9734
50 chrl8 Sai nghia ATPS8BI c.3454G>A p.Alal152Thr 0.9998
51 chr21 Sai nghia ITGB?2 c.1062A>T p.GIn354His 1
52 chr22 Sai nghia TYMP c.1427C>T p.Ser476Leu 0.1428




Béang 4: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BA04

STT NST Loai dt bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT? c.1102G>A | p.Val368Ile 0.413139
2 chrl Sai nghia CPT? c.1939A>G | p.Met647Val | 0.100439
3 chrl Sai nghia PGM1 c.715C>T p.-Arg239Cys | 0.241414
4 chrl Sai nghia EPHXI 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.727A>G p.lle243Val 0.389177
8 chr2 Sai nghia ABCGS c.161A>G p.Tyr54Cys 0.434704
9 chr2 Sai nghia ABCGS c.1895T>C | p.Val632Ala | 0.922923
10 chr2 Sai nghia EIF24K3 c.2110G>T | p.Ala704Ser 0.720647
11 chr2 Sai nghia EIF24K3 c.407C>G p.Ser136Cys 0.280551
12 chr2 Sai nghia ABCBI1 c.1331T>C | p.Vald44Ala | 0.588658
13 chr2 Sai nghia UGTIAI c211G>A p-Gly71Arg 0.034345
14 chr2 Sai nghia GPC1 c.1498A>G | p.Ser500Gly 0.664337
15 chr3 Sai nghia GBE1 c.1000A>G | p.Ile334Val 0.983626
16 chr3 Sai nghia GBEI c.568A>G p-Argl90Gly | 0.321486
17 chr4 Sai nghia PKD?2 c.568G>A p-Alal90Thr | 0.102835
18 chr4 Sai nghia ETFDH c.92C>T p.Thr31lle 0.672724
19 chr5 Sai nghia AMACR c.829G>A p-Glu277Lys | 0.696086
20 chr5 Sai nghia AMACR c.717G>T p.GIn239His 0.114417
21 chr5 Sai nghia AMACR c.602T>C p.Leu201Ser 0.714856
22 chr6 Sai nghia FARS? c.839A>G p-Asn280Ser 0.235224
23 chr6 Sai nghia DCDC2 c.661A>G p-Ser221Gly 0.516973
24 chr6 Sai nghia PEX6 c.2426C>T | p.Ala809Val 0.0750799
25 chr6 Sai nghia PKHDI c.12143A>G | p.GIn4048Arg | 0.565695
26 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.11696A>G | p.GIn3899Arg | 0.553315
27 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.5608T>G | p.Leul870Val | 0.955871
28 chr7 Sai nghia CFTR c.1408G>A | p.Val470Met | 0.582069
29 chr8 Sai nghia PEX2 c.550T>C p.Cysl184Arg | 0.996206
30 chrg Sai nghia TMEM67 | c.1810A>G | p.Ille604Val 0.692891
31 chr9 Sai nghia TJP2 c.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-Thr16Pro 0.286142
34 chr10 Sai nghia ABCC?2 c.116A>T p.Tyr39Phe 0.994609
35 chrll Sai nghia SMPDI c.107T>C p-Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEXI16 c.346G>A p.Valllelle 1
37 chr12 Sai nghia GYS2 c.1087A>G | p.Met363Val | 0.740615
38 chr13 Sai nghia COG6 c.28G>A p-Alal0Thr 0.484425
39 chrl3 Sai nghia COG6 c.94T>A p.Cys32Ser 0.484225
40 chr13 Sai nghia ATP7B ¢.3419T>C | p.Vall140Ala | 0.540535
41 chrl3 Sai nghia ATP7B c.2855G>A | p.Arg952Lys | 0.53095
42 chrl3 Sai nghia ATP7B c.2495A>G | p.Lys832Arg | 0.502396
43 chr14 Sai nghia SERPINAI | c.1200A>C | p.Glu400Asp | 0.280351
44 chrl4 Sai nghia SERPINAI | ¢.374G>A p-Argl25His | 0.160543




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
45 chrl5 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.767772
46 chrl6 Sai nghia HSD3B7 c.748A>G p-Thr250Ala 0.493411
47 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | c3790G>A | p.Aspl264Asn | 0.0990415
48 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | c.3073G>A | p.Glyl025Ser | 0.166134
49 chr18 Sai nghia NPCI c.1926G>C | p.Met642lle 0.831669
50 chr18 Sai nghia MYO5B c.3962G>A | p.Gly1321Glu | 0.144369
51 chr18 Sai nghia MYOSB c.376A>G p.Thr126Ala 0.973442
52 chrl8 Sai nghia ATP8BI1 c.3454G>A | p.Alal152Thr | 0.9998
53 chr21 Sai nghia ITGB2 c.1062A>T | p.GIn354His 1




k

Bang 5: Pa hinh nucleotide don bénh nhan BAOS5

STT NST Loai dt bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
1 chrl Sai nghia CPT? c.1102G>A | p.Val368Ile 0413139
2 chrl Sai nghia PGM1 c.715C>T p.-Arg239Cys | 0.241414
3 chrl Sai nghia PGMI c.1312T>C | p.Tyr438His 0.225839
4 chrl Sai nghia AGL c.686A>G p-GIn229Arg | 0.0483227
5 chrl Sai nghia EPHXI ¢.337T>C p.Tyr113His 0.313299
6 chr2 Sai nghia NBAS c.3011G>A | p.Argl004GIn | 0.0676917
7 chr2 Sai nghia ABCGS c.161A>G p.Tyr54Cys 0.434704
8 chr2 Sai nghia ABCGS c.1895T>C | p.Val632Ala | 0.922923
9 chr2 Sai nghia EIF24K3 | ¢.2110G>T | p.Ala704Ser 0.720647
10 chr2 Sai nghia EIF24K3 | c497A>G p.GIn166Arg | 0.648962
11 chr2 Sai nghia ABCBI11 | c.1331T>C | p.Val444Ala | 0.588658
12 chr2 Sai nghia GPClI c.1498A>G | p.Ser500Gly 0.664337
13 chr3 Sai nghia GBEI c.1000A>G | p.le334Val 0.983626
14 chr3 Sai nghia GBEI c.568A>G p-Argl90Gly | 0.321486
15 chr3 Sai nghia GFM1 c.643G>A p-Val215lle 0.583267
16 chr4 Sai nghia CC2D24 | c.1127A>C | p.Glu376Ala | 0.117612
17 chr4 Sai nghia ETFDH | ¢.92C>T p.Thr31lle 0.672724
18 chr5 Sai nghia AMACR c.829G>A p-Glu277Lys | 0.696086
19 chr5 Sai nghia AMACR c.602T>C p.Leu201Ser 0.714856
20 chr5 Sai nghia AMACR c.524G>A p.Glyl75Asp | 0.252596
21 chr5 Sai nghia AMACR c.25G>A p.Val9Met 0.286941
22 chr6 Sai nghia FARS?2 c.839A>G p-Asn280Ser 0.235224
23 chr6 Sai nghia DCDC2 c.661A>G p-Ser221Gly 0.516973
24 chr6 Sai nghia PEX6 c.2426C>T | p.Ala809Val 0.0750799
25 chr6 Sai nghia PKHDI c.12143A>G | p.GIn4048Arg | 0.565695
26 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.11696A>G | p.GIn3899Arg | 0.553315
27 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.5608T>G | p.Leul870Val | 0.955871
28 chr6 Sai nghia PKHDI ¢.3785C>T | p.Alal262Val | 0.354633
29 chr7 Sai nghia CFTR c.1408G>A | p.Val470Met | 0.582069
30 chrg Sai nghia PEX?2 c.550T>C p-Cysl84Arg | 0.996206
31 chrg Sai nghia TMEMG67 | c.1810A>G | p.Jle604Val 0.692891
32 chr9 Sai nghia TJP2 c.1539C>A | p.Asp513Glu | 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 SMPDI c.107T>C p-Val36Ala 0.561302
36 chrll Sai nghia PEXI16 c.346G>A p.Valllelle 1
37 chrll Sai nghia BSCL2 c.803A>G p-Lys268Arg | 0.134984
38 chr12 Sai nghia GYS2 c.1087A>G | p.Met363Val | 0.740615
39 chr13 Sai nghia COG6 c.28G>A p-Alal0Thr 0.484425
40 chrl3 Sai nghia COG6 c.94T>A p.Cys32Ser 0.484225
41 chr13 Sai nghia COG6 c.1340T>C | p.Metd447Thr | 0.0473243
42 chr13 Sai nghia ATP7B c.3419T>C | p.Vall140Ala | 0.540535
43 chr13 Sai nghia ATP7B c.2855G>A | p.Arg952Lys | 0.53095
44 chr13 Sai nghia ATP7B c.2495A>G | p.Lys832Arg | 0.502396




STT NST Loai dot bién Tén gen HGVS.c HGVS.p 1000Gp3_AF
45 chr13 Sai nghia ATP7B c.1366G>C | p.Val456Leu | 0.376997
46 chrl3 Sai nghia ATP7B c.1216T>G | p.Ser406Ala 0.376198
47 chrl3 Sai nghia SLCI04A2 | c.511T>G p.Ser171Ala 0.840256
48 chr15 Sai nghia VPS33B c.1540G>A | p.Gly514Ser 0.767772
49 chrl6 Sai nghia CcoG7 c.1814C>T | p.Thr605Met | 0.0880591
50 chrl6 Sai nghia HSD3B7 | c.748A>G p-Thr250Ala | 0493411
51 chrl6 Sai nghia RPGRIPIL | ¢.2231G>A | p.Arg744GIn | 0.0621006
52 chrl7 Sai nghia COG1 c.1175A>G | p.Asn392Ser | 0.520966
53 chrl8 Sai nghia NPCI c.2572A>G | p.Jle858Val 0.485823
54 chrl8 Sai nghia NPCI c.1926G>C | p.Met642lle 0.831669
55 chrl8 Sai nghia NPCI c.644A>G p-His215Arg | 0.21865
56 chr18 Sai nghia MYOS5B c.2753G>A | p-Arg918His | 0.135383
57 chrl8 Sai nghia MYOS5B c.376A>G p.Thr126Ala | 0.973442
58 chr18 Sai nghia ATP8BI c.3454G>A | p.Alal152Thr | 0.9998
59 chr19 Sai nghia ETFB c.734C>T p.Thr245Met | 0.419728
60 chr21 Sai nghia ITGB?2 c.1062A>T | p.GIn354His 1
61 chr22 Sai nghia TYMP c.1427C>T | p.Ser476Leu 0.142772




m

Phu luc 3: Danh sach bénh nhan va ddi chimng

Béang 1: Danh sach bénh nhan tham gia nghién ctru

STT | Labcode MSBV Ho va tén
1 |BAI181257 | 170460741 Pham Bao A
2 | BAI81258 | 110038735 Nguyén Tién Q
3 | BAI81238 | 180578351 Nguyén Phiic K
4 | BA181260 | 180182063 Nguyén Kha Minh K
5 | BAI181261 | 160560511 P4 Khanh C
6 |BAI181262 | 170369178 Nguyén Viét V
7 | BA181263 | 179041746 Vii Thi Kim L
8 | BAI181264 | 179463789 Lé Phuong C
9 | BAI181265 | 170147613 Nguyén Anh T
10 |BAI181266 | 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 Vit Ha V
17 | BA181273 | 180429201 Nguyén D6 Danh T
18 |BAI181274 | 140212933 Cao Thi H
19 |BAI81275 | 160354514 Nguyén Lam Nhat A
20 | BA181276 | 124646646 Lé Van A
21 | BA181277 | 160016423 Ngo Huy H
22 | BA181278 | 160315164 Luong Gia H
23 | BA181279 | 170542401 Nguyén Minh K
24 | BA181280 | 170330015 Lé Hung A
25 |BAI181281 | 170396148 Lé Ha M
26 |BA181282 | 110248371 Ha Vian Trung K
27 |BAI181283 | 180497737 Cao Bao N
28 |BAI181284 | 180360507 Trinh Hoai A
29 | BA181285 | 170150090 Duong Bao C
30 |[BA181286 | 150360954 Vii Tran Bao N
31 |BAI181287 | 180398743 Ngo Hong N
32 | BA181288 | 140044819 Ho6 Thuy D
33 | BA181289 | 160046591 Pham Ngoc H
34 | BA181290 | 150123064 Pinh Phuong L
35 | BAI181291 | 120299809 Nguyén Hai A
36 | BA181292 | 140417057 Lé Gia H




n

STT | Labcode MSBV Ho va tén
37 | BA181293 | 150293899 Khuét Thi Hoai A
38 | BA181294 | 120336577 L& Vin D
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 Qubc B
46 |BA190107 | 160070280 Ha Thanh V
47 |BA190108 | 140110382 b6 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 |BAI190118 | 150355311 Tran Bao A
58 | BA190119 | 160500639 Ngb Minh K
59 | BA190120 | 188510524 L& Vin Minh K
60 |BAI190121 | 185569744 Tran Thi D
61 |BA190122 | 170048054 Tran Thi Tién A
62 | BA190123 | 180017255 Nguyén Qudc T
63 | BA190124 | 120088518 D6 Huy H
64 | BA190125 | 180580339 Pham Thao Ng
65 | BA190126 | 180051847 V& Vian Gia P
66 | BA190127 | 160106337 Duong DPinh Pic N
67 | BA190128 | 140232868 Pham Thé A
68 | BA190129 | 120427680 Tran Anh T
69 | BA190130 | 186258354 Ha Gia H
70 | BA190131 | 160026871 Pham Ptc 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 Hb6 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 Vi Hoang D

85 | BA190146 | 180419103 L& Ngoc A

86 | BA190147 | 170029698 Pham Anh T

87 | BA190148 | 140029865 Phung Bao C

88 | BA190149 | 140192994 Ng6 Minh DB

89 | BA190150 | 110033009 Nguyén Nguyén V

90 | BAI190151 | 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 Théo C

95 | BA190156 | 170584025 Luu Xuan b

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 Bio N
103 | BA190164 | 170042295 bang Thi Ngoc A

104 | BA190165 | 170525341 Nguyén Thi Thanh T
105 | BA190166 | 180370660 Pham Nguyén Dai D
106 | BA190167 | 179463789 Nguyén DPinh 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 D

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




p

STT | Labcode MSBV Ho va tén
115 | BA190205 | 170516225 Nguyén Thi Th
116 | BA190206 | 180600990 D6 Xuan B
117 | BA190207 | 180504077 Nguyén Thi Ha V
118 | BA190208 | 140044819 Ho6 Thuy D
119 |BA190209 | 130416915 Nguyén Bich N
120 | BA190210 | 180568676 Lé Ngoc Thuy D
121 |BA190211 | 180471333 Vii Anh T
122 | BA190212 | 180630611 Nguyén NhatL
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 Ping Ngoc H
128 | BA190218 | 169804165 Ngb Béao C
129 | BA190219 | 179148664 Bui Thi Hong D
130 | BA190220 | 160518830 Nguyén Minh K
131 |BA190221 | 140110382 Po HAN
132 | BA190222 | 140192994 Ngo Minh D
133 | BA190223 | 170533720 Nguyén Tung A
134 | BA190224 | 160122208 Do 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 Qudc H
148 | BA190312 | 160372337 PoYén T
149 | BA190313 | 160214206 Bui Ngoc Thao N
150 |BA190314 | 190019963 Luong Diém K
151 |BA190315 | 180369329 Nguyén Thuy N
152 | BA181214 | 170024866 Ngb 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 Ngb Ngoc Q

157 | BA181219 | 179880633 Tran Qudc 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 XaVin T

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

169 | BA190320 | 110079519 Lévan T

170 | BA190321 | 180591597 Pham Tuéan H

171 | BA190322 | 120088728 Nguyén Quang M
172 | BA190323 | 170197964 D3 Tudn b

173 | BA190324 | 180641085 Bui Trung K

174 | BA190325 | 190102286 Phung Pirc D

175 | BA190326 | 180066404 Nguyén Ngoc N

176 | BA190327 | 116545132 Lé& Tt 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 b

183 | BA190334 | 190126564 Nguyén Qubc H

184 | BA190335 | 170097633 Ngb Gia H

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

189 | BA190340 | 190026980 Nguyén Nhu Q

190 | BA190341 | 180256897 Pd Khanh D

191 |BA190342 | 100894015 Duong Tién D

192 | BA190343 | 170048054 Tran Tién A




STT | Labcode MSBV Ho va tén
193 | BA190402 | 170024737 Lé Hitu 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 Ping Hai b

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 P

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 Bao N

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

221 | BA190511 | 130055755 Nguyén Tho H

222 | BA190512 | 170319270 Nguyén Dtic 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 DPai D
228 | BA190518 | 160400007 Nguyén Thi Huyén T
229 |BA190519 | 180603870 Vii Nguyén Tuén P
230 | BA190520 | 170203490 Pao Dtc 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 Vit Minh K

237 | BA190527 | 190200362 Ngo Hoai Vinh A
238 | BA190528 | 180256676 Tran Vii Ha V
239 | BA190529 | 160046473 Vii Thiuy T

240 | BA190530 | 170569303 Hoang Thi N

241 | BA190531 | 130041532 Lé Biao N

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

246 | BA181234 | 180134439 Tran Tién D

247 | BA181235 | 170320377 Lé Thai S

248 | BA181236 | 180498003 Bang Gia H

249 | BA181237 | 170558730 Pham Khéanh B
250 | BA181239 | 180452946 Nguyén Hiru D
251 | BAI181240 | 180630611 Nguyén Nhat L
252 | BAI181241 | 180434791 Luong Khanh L
253 | BA181242 | 170042295 Ding Thi Ngoc A
254 | BA181243 | 130149075 Nguyén Huy Q
255 | BA181244 | 180619268 ViBao Y

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

258 | BA181247 | 170584025 Luu Xuan B

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 Thi 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 dbi 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 LéHAM 2017
5 DCS5 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 | Tran Tién D 2018
11 |DCI11 |PhamBao A 2017
12 |DC12 | Nguyén Bio B 2015
13 | DC13 | Nguyén Hoang B 2013
14 |DC14 |Nguyén Hoang Bio Y 2011
15 |DC15 |NguyénViiHaV 2015
16 |DC16 |PhamHaib 2018
17 |DC17 |BuiYénM 2018
18 |DC18 |Nguyén D6 Danh T 2018
19 |DC19 |Luong GiaH 2016
20 |DC20 |LéQuang N 2018
21 | DC21 Nguyén Trong D 2016
22 |DC22 | Hb Thanh P 2017
23 | DC23 | Tran Qudc B 2017
24 | DC24 |DPoHaN 2013
25 | DC25 | Vii Nguyén Ngoc D 2017
26 |DC26 |Duong Thio C 2017
27 | DC27 Vii Ngoc Bao A 2018
28 |DC28 | Truwong Thuy A 2017
29 |DC29 |[ViBaoY 2018
30 |DC30 | Ngd NgocQ 2018
31 |DC31 |LéHungA 2016
32 |DC32 | Nguyén Hai A 2012
33 | DC33 | Nguyén NhatL 2017
34 |DC34 |TranBaoN 2018
35 |DC35 | ViiHoangM 2016
36 |DC36 |PhamBaoP 2016
37 |DC37 | D6 Khanh C 2016
38 |DC38 | Tran Ngoc Khanh L 2015
39 |[DC39 | Nguyén Huy Q 2013




u

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
40 |[DC40 | Pham Thi Quynh C 2013
41 |DC41 |PhungBao C 2014
42 | DC42 | HaVan Trung K 2011
43 |DC43 | Nguyén Hilu D 2018
44 | DC44 Dang Gia H 2017
45 |DC45 | Nguyén Lam Nhat A 2011
46 | DC46 | Nguyén Thi Bdo A 2018
47 |DC47 | Nguyén Hoang Bao Y 2011
48 |DC48 | Trinh Hoai A 2018
49 |DC49 |ViBaoY 2018
50 |DC50 | Pham Phwong Thiy V 2017
51 |DC51 | Nguyén Phuc K 2018
52 | DC52 Ng6 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 béing Minh K 2018
57 |DC57 | Luong Khanh L 2010
58 |DC58 | Nguyén Thi T 2017
59 |DC59 |DPdXuinB 2018
60 |DC60 | Nguyén Thi Ha V 2018
61 |DC61 |Nguyén Thuy L 2017
62 |DC62 |Ping GiaH 2017
63 |DC63 | Nguyén Ngoc Khanh H 2017
64 |DC64 | Nguyén Gia H 2017
65 |DC65 |MaiHaA 2017
66 |DC66 |Ho6 Thuy D 2013
67 |DC67 | Nguyén Bich N 2013
68 |DC68 | LéNgoc Thuy D 2018
69 |DC69 |ViAnhT 2018
70 | DC70 | Nguyén Thi Anh N 2010
71 |DC71 | Nguyén Huy H 2015
72 | DC72 | Nguyén NhitL 2018
73 | DC73 | Tran Minh C 2006
74 | DC74 Nguyén Ngoc A 2016
75 | DC75 Dao Nguyén K 2011
76 | DC76 | Tran Khanh L 2014
77 DC77 Dang Thi Ngoc A 2016
78 |DC78 |HaKhanhL 2018
79 |DC79 |LéQuangN 2018
80 | DC80 Vi Ngoc Bao A 2018




v

STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
81 |DC81 | Nguyén ThiBao A 2018
82 | DC82 Dang Ngoc H 2016
83 |DC83 | Nguyén Lé Diéu V 2017
84 |DC84 |Ngo Hong N 2018
85 |DC85 | Nguyén Thi Nguyét N 2014
86 |DC86 |NgboBaoC 2017
87 |DC87 | Bui Thi Hong D 2017
88 |DC88 |Nguyén Minh K 2016
80 |DC89 |PoHaN 2013
90 |DC90 |Ngd Minh B 2014
91 | DCI1 Nguyén Tung A 2017
92 | DC92 | D6 Thi Hong N 2016
93 |DC93 |LéGiaH 2014
94 | DC94 | Tran Thi Hai Y 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 | Duwong 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 |[DPdYénT 2016
112 |DC112 | Bui Ngoc Thao N 2018
113 |DC113 | Luwong Diém K 2018
114 |DC114 |Nguyén Thiiy N 2018
115 |DC115 | D6 Thi Hong N 2016
116 |DC116 |ViiGiaK 2016
117 |DC117 |CaoBaoN 2018
118 |DC118 | Nguyén Huy Q 2013
119 | DC119 | Nguyén Khi 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 |Pd 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 |Phan DoV 2016
128 | DC128 | Nguyén Tra M 2016
129 | DC129 | Nguyén gia L 2016
130 |DC130 | Hoang Thi H 2015
131 |DC131 |Nguyén Bao T 2013
132 | DC132 |Nguyén Thi T 2013
133 |DC133 |Han NamP 2014
134 |DC134 |LéMinh A 2011
135 | DC135 | Nguyén Cong T 2014
136 |DC136 |CuBéoN 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 |LéNgocL 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 |LéThi A 2013
1499 |DC149 | Tran Puc H 2014
150 |DC150 |Ha Phuong U 2017
151 |DC151 |Néng Triéu Bao D 2018
152 | DC152 | Hoang Tuan K 2011
153 |DC153 |LéHiuK 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 | ViiDiém 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 Phuc K 2013
164 | DC164 | Trinh Minh Q 2015
165 |DC165 | Tran Trung T 2018
166 |DC166 |PhamKim N 2016
167 | DC167 | Nguyén Thién L 2017
168 | DC168 | Pang Nguyén Ha L 2014
169 |DC169 | Tran Anh K 2014
170 |DC170 | Pham Tran Pang K 2016
171 |DC171 | Nguyén Phtt H 2013
172 |DC172 | Nguyén Hai N 2012
173 |DC173 | ChuNam A 2012
174 |DC174 |TalamT 2017
175 |DC175 |Song Anh T 2015
176 |DC176 |LéPang Minh T 2011
177 | DC177 | Nguyén Khanh N 2016
178 |DC178 | Tran Thi Mai P 2016
179 | DC179 | Nguyén Hitu P 2017
180 | DC180 | Pham Ngoc Gia H 2015
181 |DCI181 |ChuBaN 2015
182 | DC182 | Nguyén Thi Phuong A 2013
183 |DC183 | Truong Long V 2014
184 | DC184 | Nguyén Minh T 2017
185 |DC185 | Nguyén TuyétV 2011
186 | DC186 | Nguyén Thuy L 2015
187 |DC187 | ChuManhC 2013
188 |DC188 |Nguyén Tran An N 2014
189 |DC189 | Tran Gia CatT 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 Van H 2017
196 |DC196 | Diép Thao A 2010
197 |DC197 | Bui Thi Gia H 2010
198 | DC198 | Ninh Piang 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 |BuiYénN 2012
205 |DC205 |Pham Van A 2017
206 |DC206 | Quéach 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 Bao T 2011
213 |DC213 | Tran Pang K 2012
214 |DC214 | BuiPbuc Tué L 2011
215 |DC215 |Quan Ha M 2012
216 |DC216 |Nguyén Kién C 2012
217 |DC217 |T6 AnhD 2016
218 | DC218 |Nguyén Hai N 2012
219 |DC219 |Hoang Tuan M 2010
220 [DC220 |LaHiuT 2016
221 |DC221 |PhamChi T 2016
222 | DC222 | Nguyén Viét T 2017
223 | DC223 | Nguyén Thio 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 |PoBiaoH 2016
229 |DC229 |LéBéo A 2014
230 |DC230 | ViViétP 2018
231 |DC231 |LéThuyL 2013
232 |DC232 |PoNhatV 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 |DaoMinhD 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 Thiy A 2011
244 | DC244 | Nguyén Pham Hoang Y 2017




STT | Labcode Ho va tén Nam sinh
245 |DC245 | D6 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 Quoc D 2017




VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Pgc 1ap - Ty do - Hanh phic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

S6: MAF /QD-HVKHCN Ha Néi, ngdyov’rthdng 10 ndm 2024
QUYETPINH “
Vé viéc thanh 1ap Hji dong danh gis luin 4n tién si cdp Hoc vién

GIAMDPOC
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Céin cie Quyét dinh sé 303/0D-VHL ngay 01/03/2023 ciia Chi tich Vién Han
ldm Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam vé viée ban hanh Quy ché t6 chirc va hoat
dong cua Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé,

Céin cir Théng tu s6 08/2017/TT-BGDDBT ngay 04/04/2017 ciia B Gido duc
va Pao tgo ban hanh Quy ché tuyé'n sinh va dao tao trinh do tién si:

Cén cir Quyét dinh s6 1948/0P-HVKHCN ngay 28/12/2018 cia Gidm déc
Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc ban hanh Quy dinh dao tao trinh dé tién
sT tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé;

Can cir Quyét dinh sé 1815/0P- HVKHCN ngay 28/12/2018 cua Giam doc
Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc cong nhgn nghién cvru sinh dot 2 nam 2018;

Cdn cir Quyét dinh s6 1431/0P-HVKHCN ngay 18/12/2023 cia Gidm dée Hoc
vién vé viéc gia han thoi gian hoc tdp lan 2: 12 thdng tir 28/12/2023-28/12/2024 cho
NCS Nguyén Vin Tung;

Xét d@é nghi cua Trudng phong Pao tao.

QUYET PINH:

Piéu 1. Thanh 1ap Hoi déng dénh gid luén an tién si cp Hoc vién cho nghién
ciru sinh Nguyén Vin Tung véi dé tai:

Nghién ciru dot bién va da hiah cia mot sb gen & tré em méc bénh teo dudng
mat bam sinh

Nganh: Céng nghé sinh hoc M3 s6: 9 42 02 01

Danh séach thanh vién Hoi déng dénh gia luan 4n kém theo Quyét dinh nay.

Piéu 2. Hoi ddng c6 trach nhiém danh gi4 luan 4n tién si theo diing quy ché hién
hanh cia B Gido duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé.

Quyét dinh c6 hiéu Iyc ké tir ngay ky dén truéc ngay 28/12/2024. Hoi dbng tu
giai thé sau khi hoan thanh nhiém vu.

Piéu 3. Truong phong Té chic - Hanh chinh va Truyén théng, Trudng phéng
Pao tao, Trudng phong Ké toan, cac thanh vién c6 tén trong danh sach Hoi déng va
nghién ciru sinh c6 tén tai Didu 1 chju trach nhiém thi hinh Quyét dinh nay./. ¢~

Noi nhin:
- Nhu Diéu 3;

- Luu hd so NCS;

- Lwu: VT, DT, MT17.




DANH SACH HOI DONG DANH GIA LUAN AN TIEN Si

(Kem theo Quyét dinh soMIF /OD-HVKHCN ngay .!?v /10 /2024
Sf P L: g = cua Gidm déc Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé)
:\ COMG N H

_' _l@l}gaﬁ ,ﬂn cia nghién ciru sinh: Nguyén Vin Tyung
Teﬂﬂfﬁ tél Nghién ciru dot bién va da hinh ciia mét sb gen ¢ tré em mic bénh

teo dudng mét bim sinh

Nganh: Céng nghé sinh hoc

Ma sb: 942 02 01

Thiy huéng din: 1. GS. TS Nguyén Huy Hoang
- Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han lam KHCNVN
2. TS. Nguyén Thi Kim Lién
- Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han ldm KHCNVN
a a Trach nhiém
Ho va thw, h?c Chuyéa Co quan cdng tic trong Hji
ham, hoc vi nganh aa
ong
GS.TS. Néng Van | Céng nghé Vién Nghién ciru hé gen, Chil tich
Hai sinh hoc Vién Han lam KHCNVN S
GS.TS. Tran Huy Sinh hoc ; — s oz
Thinh phén t Truong Pai hoc Y Ha N§i, BO Y té Phéan bién 1
PGS.TS. Vii Chi Di truyén y Bénh vién nhi Trung wong, ;
Diing hoc Bo Y t FRAron 2
GS.TS. Nguyén | Di truyén hoc . s e ™
Duy Béc phén ti Hoc vién Quén y, B§ Quoc phong Phén bién 3
TS. Nguyén Thj : Vién Nghién ciru hé gen, Uy vién -
Thanh Ngan £0a siuh hoo Vién Han 14m KHCNVN Thu ky
PGS.TS. Nguyén " Truomg Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, S
Thi Hong Vén DLy hge Pai hoc Quéc gia Ha Ngi Uy vién
TS. Nguy&n Thi Sh‘f}?‘l‘f gﬁhi Vién Cong nghé sinh hoc, o vie
Diéu Thity fat Vg Vién Han 1am KHCNVN yvisn

(Hbi ddng gém 07 thanh vién)./. tfb/




CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Dac 1ap - Tu do - Hanh phtic

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Tén nghién ciru sinh: Nguyén Viin Tung

Tén dé tai luan én: “Nghién ciru ddt bién va da hinh cia mdt s6 gen & tré em
mic bénh teo dwong méit bim sinh”.

Chuyén nganh: Cong ngh¢ sinh hoc

Ma sb: 9420201

Ngudi nhan xét ludan an: GS. TS. Nong Van Hai

Co quan cong tac: Vién Nghién ctru hé gen

Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh can thiét, thoi su, Y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai

Teo duong mat bam sinh (biliary atresia — BA) la bénh ly hiém gip o tré
em, ddc trung boi qua trinh viém, xo hoa, pha huy toan by duong mat trong va
ngoai gan dan dén sy can trd luu théng ciia mat. Néu khong dugc chan doan va
diéu tri sém, nguy co tir vong cua tré rat cao. Su khiém khuyét cua céc gen lién
quan dén sy hinh thanh éng mat va hé thong mién dich 1a mét trong céc yéu to
nguy co gy ra bénh teo duong mat bam sinh. Vi vdy, viéc xdc dinh cac bién doi
di truyén lién quan dén bénh s& 1a mét déu hiéu co thé hd trg chan doéan trong thoi
gian ngan, gitp cai thién két qua phau thuat.

Tai Viét Nam, cac nghién ciru chuyén sau vé gen di truyén lién quan teo
dudng mat bam sinh con rat han ché. Dé tai “Nghién ciru dot bién va da hinh ciia

mot s6 gen o tre em mac bénh teo duong mdat bam sinh” nham xac dinh céc b{i/ébré(,_

1



doi di truyén trén cac gen lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh. Céc bién
d6i trén cac gen lién quan dén bénh bao géom ca dot bién va da hinh don
nucleotide duge kiém chimg lai trén sé lugng twong déi 16n bénh nhan nhim tim
ra moi lién hé kiéu gen va kiéu hinh. Vi vady, luan an c¢6 nghia khoa hoc va thuc
tién, cach dat van dé va giai quyét van dé la khé hop ly.

2. Ddnh gid vé sw trung Idp ciua ludn dn so véi cdc cong trinh, lugn vin, lugn
r bt ~ ﬁ{ hJ 1. Lé r -~ A hJ ; -
an da cong bo trong va ngoai nwoc; tinh trung thuwe, ré rang va day du trong
trich dan tai liéu tham khao

Luan an khong trung lap voi cac cong trinh, luan an da cong bo trong va

ngoai nuoc.

Luan an da trich dan kha trung thue, rd rang va day du cac cong trinh da

dugc nghién ciru sinh cong bo va tai liéu tham khao.

3. Sw phir hop giiva tén dé tai va ndi dung, giita néi dung véi chuyén nganh va
mi s6 chuyén nganh:
Tén dé tai hoan toan phu hop véi céc ndi dung;

Céc ndi dung luan én 1a phi hop v6i chuyén nganh va ma sé chuyén nganh.

4. Dj tin cdy va tinh hi¢n dai ciia phwong phdp di sir dung dé nghién ciru
Luan 4n c6 doi tugng va vat liéu nghién ciru rd rang. Cac mau mau nghién

clru 1a tir cac bénh nhi bi mic bénh teo duong mat bam sinh va tré khong bi méac

bénh lam ddi chimg (266 bénh nhi va 250 mau ddi ching la tré khong méc bénh).

Cac phuong phéap bao gdm: Téch chiét DNA, tao thu vién, giai trinh ty toan
bé ving ma hoa bang phuong phép giai trinh ty thé hé mdi, kiém tra kiéu gen
bang ARMS-PCR, gia trinh tu céc ving gen chira dot bién bang phuong phap
Sanger... Nghién ctru sir dung cac hoa chét va sinh pham chuén, cac trang thiét bj
phong thi nghiém hién dai. Cac phuong phép co dg tin cdy cao, s6 lidu thuc
nghiém duogc phén tich, danh gia bang cac phuong phap khoa hoc, hop Iy va

logic. U}g/



5. . Két qua nghién civu mdéi cia tic gia; déng gop mdi cho sw phdt trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho san xudit, kinh 1é, quoc phong,
xd héi va doi song; ¥ nghia khoa hoc, gid tri va dj tin cdy cia nhitng két qua do

Luan an da dat duogc cac két qua, ddng thoi ciing 1a nhitng dong gép mai
nhu sau:

* Phat hién 02 dot bién di hop tir kép mdi c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen
FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhan 14 chj em’
rugt trong mot gia dinh.

* Phat hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG (p.Glyl17Glyfs77*) trén gen
KRT18 va 02 dot bién c.314C>A (p.Ser105+), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu &
dang di hop tir trén gen ATP7B ¢ 01 bénh nhan méc déng thoi hai bénh teo duong
mét bam sinh va Wilson, trong dé dot bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén
gen KRT18 cé tiém ning lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh.

* Pa danh gia mdi lién quan giita cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén gen
ABCBI1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYOS5B
véi nguy co mic bénh teo duong mat bam sinh ¢ bénh nhan ngudi Viét Nam.
Trong do:

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

- Da hinh rs927344 trén gen ABCC2 va da hinh rs1815930 trén gen MYO5B
khong c6 mdi lién quan dén nguy co mac bénh teo dudng mat bam sinh & nguoi
Viét Nam.

. . A h3 . A A A A A A ] - - - 4
6. Uu diém va nhwoc diém vé ni dung, két cau va hinh thirc cua lugn dn:

Uu diém: Dat van dé va muc tiéu khé rd rang; tong quan tinh hinh nghién
ctru trén thé gidi kha day du, cac phuong phap duogc lua chon va mé ta phu hop;
Két qua va Ban luan dugc trinh bay ¢o6 tinh khoa hoc va logic. Két luan kha rd
rang va day du trén co so cac két qua khoa hoc thu dugc. Vé hinh thire, luan an c6

bd cuc kha hop ly, can déi va dugce in vi tinh kha dep. Cac minh hoa dugc in den

trang va in mau kha dep. (/(/U/



Nhwgc diém:

- Can chinh stra maot s6 16i chinh ta, in an, thuat ngtr.

- Ra soat, chinh sira mdt s6 16i chinh ta, ngir phap trong Tém tit Luan an
bang Tiéng Anh.

7. Mirc dp cong bé két qua lu@n dn trén tap chi, ky yéu hji nghi khoa hoc nio
va gid tri khoa hoc ciia cdc cong trinh cong bo

NCS la dong tac gia cia 03 cong trinh, bao gom: 1 bai tac gia dau, 1 bai tac
gia thir 3 cua 2 bai bdo cong bd trén tap chi quéc té uy tin Medicine (SCIE), tac
gia dau cua 1 bai bao trén 1 Hoi nghi CNSH toan qudc.

Céc cong trinh déu lién quan dén cac ndi dung nghién ctru ctia luan 4n, c6
tinh thoi su, c6 gia tri khoa hoc va thue tién, c6 gia tri tham khao t6t cho nghién

ctru khoa hoc va dao tao chuyén nganh.

8. Két lugn

Ludn an cia NCS Nguyén Vin Tung la mét cong trinh nghién ctu theo
hudng Cong nghé sinh hoc hién dai. Cong trinh hoan toan dap tmg vé noi dung va
hinh thirc dbi vai cac yéu cau cua mot luén 4n tién si.

Ban-tém (it lugn an ¢6 phan danh trung thanh noi dung co ban cua luan an
khéng? Ban tém tat luan an phan anh trung thanh va day du céc ndi dung ctia luan
an.

Ludin én ¢é thé dwa ra bao vé cé:v Hoc vién dé nhadn bc%ng Tién sT duoc hay
khong?

Luén 4n c6 thé dua ra bao vé cﬁp Hoc vién va tac gia cua Luéan an ximg
dang dugc nhan bang Tién si sinh hoc.

Ha N¢i, ngay 25 thang 11 nam 2024

Ngwoi nhan xét

GS.TS. Nong Van Hai



CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Doc lap — Ty do —Hanh phic

BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi phan bién luan 4n: Trian Huy Thinh

Hoc ham, hoc vi: Gido sw, Tién si

Co quan cong téc: Trwong Pai hoc Y Ha Noi

Ho va tén nghién ciru sinh: Nguyén Vin Tung

Tén dé tai luan an: Nghién civu dot bién va da hinh ciia mt sé gen & tré em mic
bénh teo dwong mit bam sinh.

Chuyén nganh: Sinh hoc #ng dung Ma s6: 9420201

NOI DUNG NHAN XET

1. Tinh can thiét, thoi sw, y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai

Teo dudng mat bam sinh 12 mét bénh ly hiém gap, xay ra khi co thé tré bi can
trd, tic nghén hé thong dudng mat trong va ngoai gan din dén tinh trang viém, xo
hoéa va cubi cung 1 gdy xo gan. Bénh gy ra hiu qua ning né, néu khong duoc chin
doén va can thiép phdu thuit sém, bénh tién trién thanh xo gan mat thir phat dan
dén tré tir vong trong giai doan 1-2 tudi. Co ché bénh sinh cua teo dudng mat bdm
sinh da dang va phirc tap, cé thé lién quan dén co ché ty mién, nhiém doc, nhiém
virus va di truyén. Nghién ctru trén thé gi¢i da phat hién nhiéu bién doi gen lién
quan dén bénh. Dot bién hoic da hinh trén mét s6 nhém gen chii chét 6 kha ning
lam thay ddi su phat trién binh thuong cua té bao biéu mé gan, dudng mat, rdi loan
qué trinh d4p mg mién dich, gay ra tinh trang dap tmg mién dich qua mirc, viém va
x0 hod. Chinh vi x4c dinh céc bién thé gen lién quan dén bénh teo dudng mat bim
sinh 1a hiru ich va can thiét gitp cung cip céc bang chimg khach quan, bén canh cac
tridu chimng 1am sang va két qua xét nghiém dé cac béc sy chan doan sém, chinh xac
tinh trang ctia bénh va dua ra cac phuong phap diéu tri kip thoi, hidu qua. Xéc dinh
chinh x4c céc dot bién gen giy bénh ciing cung cép nhimg théng tin hiru ich dé
quéan 1y ngudi mang gen, tu vén di truyén va chin doan trude sinh dé c6 thé sang
loc va gitip sinh ra nhitng dtra tré khoé manh, gop phan nang cao chét lugng dén sb.

Pé tai nghién ctru mang tinh thoi su, 6 gia tri khoa hoc, c6 ¥ nghia thyc té va
tmg dung cu thé vao thuc hanh 1am sang.



2. Sy khéong trung lip ciia dé tai nghién ciru so véi cong trinh da cong bd, tinh
trung thwe, ré rang va diy di trong trich din tai liéu tham khao
Nghién ciru xac dinh dot bién va da hinh méot sé gen & tré em méc bénh teo

duong mat bdm sinh. Trén thé gi6i da c6 mot sé nghién ciru vé céc gen lién quan
dén cac bénh nay trén cac chiing t6¢ khac nhau nhung chua c6 céng bé nao lién
quan dén ngudi Viét. Ludn an khong c6 sy tring 13p voi cdc cong trinh di cong bd
trong nudc vé ndi dung ciing nhu cach tiép cin nghién ciru.

_ Céc tai liéu dugc trich dan hop ly, ddy di, va duge minh hoa rd trong phan.
tong quan va ban luan.

3. Sy phu hop giira tén dé tai véi ndi dung, giira ndi dung véi ma sé chuyén
nganh:

Nbi dung luan an nghién ciru timg dung k¥ thuat giai trinh tu gen thé hé mai
dé giai trinh tu hé gen ma ho4, sang loc xac dinh dot bién va da hinh gen lién quan
dén bénh teo dudng mat bim sinh & tré em. Nghién ctru da cung cép nhimg kién
thirc va k¥ ndng cdp nhét trong linh vuc chuyén nganh. Noi dung ludn an phu hop
vGi tén dé tai, dé tai phi hop véi chuyén nganh Sinh hoc tmg dung va ma sé chuyén
nganh.

4. D) tin ciy va tinh hién dai ciia cic phwong phap da sir dung dé nghién ciru

- Phuong phap nghién ctru dugc thiét ké phi hop giap cho luén 4n dat duge két
qua theo muc tiéu dé ra. C& mau nghién ctru du 16n bao gdm 266 miu bénh
va 250 mau chimg dé cho két qua khach quan, tin cdy.

- Nghién ciru 4p dung céc k¥ thuét tiéu chudn va cdp nhat trong linh vyc Di
truyén va sinh hoc phan tir, c6 phuong phap phén tich, danh gia két qua rd
rang, dam bao d¢ tin cdy.

- Chi tiéu va bién s nghién ciru diy du, phuong phap thu thap sb liéu hop ly,
s liéu nghién ctru duge xir 1y khoa hoc theo cac phin mém tiéu chudn trong
nghién ctru y sinh 1am ting gié tri ctia két qua nghién ctru.

- Nghién ciru dugc thuc hién tai bénh vién, co s& dao tao va nghién ciru uy tin
lam tang d9 tin cdy ctia két qua nghién ciru.

- Nghién ctru tuan thu cac van dé vé dao dirc trong nghién ciru y sinh.

5. Két qua nghién ciru méi ciia tac gia, nhirng dong gop mai cho sy phat trién
ciia khoa hoc chuyén nganh, déng gép méi phuc vu cho sin xuit, kinh té, quéc



phong, xa hdi va doi sdng, ¥ nghia kho4 hoc, gia tri va dj tin ciy ciia nhirng két
qua dé

Nghién ctru da thu duge céc két qua dap ing dugc muc tiéu dé ra ban dau cua
luan 4n, cu thé nhu sau:

- Phat hién 02 dot bién di hop tir kép c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen FAH
va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhén la chi em
ruft trong mot gia dinh.

- Phéat hién 01 ddt bién dich khung ¢.50 51insG (p Gly17Glyfs77*) trén gen
KRTI8 va 02 dot bién c.314C>A (p.Ser105%) va c.2975C>T (p.Pro992Leu)
déu & dang di hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh nhan méc ddng thdi hai bénh
teo dudong mat bdm sinh va Wilson, trong do dot bién c.5 0 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 c6 tiém ning lién quan dén bénh teo
dudng mat bam sinh.

- Da hinh nucleotide don rs2287622 trén gen ABCBII cé mbi lién quan voi
bénh teo dudng mat bam sinh. Cu thé, ngudi mang kiéu gen TC va CC c¢é
nguy co mic bénh cao hon so véi ngudi mang kiéu gen TT.

- Da hinh rs927344 trén gen ABCC2 va da hinh rs1815930 trén gen MYO5B
khéng c¢6 méi lién quan dén nguy co mic bénh teo duong mat bam sinh &
nguoi Viét Nam.

Céc két qua twong d6i rd rang, phan anh trung thue ndi dung nghién ctru, dép
Ung cac muc tiéu cua luén an.
Diém méi ciia luin dn:

Phét hién 02 d6t bién di hop tir kép méi c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen
FAH va c.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ hai bénh nhén 1a chj em rudt
trong mot gia dinh méc teo mét bam sinh.

Phat hién 01 dot bién dich khung c.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen
KRTI8 va 02 dot bién c.314C>A (p.Serl05%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu &
dang dj hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh nhin méic ddng thoi hai bénh teo dudng
méat bam sinh va Wilson, trong d6 dot bién c.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén
gen KRTI8 ¢6 tiém nang lién quan dén bénh teo dudng mét bam sinh. '

Pa hinh rs2287622 trén gen ABCBI1 c6 mbi lién quan véi bénh teo duong
mat bim sinh. Cu thé, ngudi mang kiéu gen TC va CC c6 nguy co méc bénh cao
hon so véi ngudi mang kiéu gen TT.



6. Nhirng wu diém va thiéu s6t, nhirng diém can b sung va sira chira.
Uu diém:

Luén 4n dugc trinh bay theo ding quy dinh, bd cuc twong dbi hop ly v6i day
dt cac ndi dung theo yéu cau. Tai liéu tham khao dirge trich dan day du.

Két qua phan anh trung thuc ndi dung nghién ciru. NCS nim duge céc van dé
nghién ctru va da hoan thanh tét nghién ciru.

Nhirng diém cin bé sung va sira chira:

B sung muc thoi gian va dia diém ngién ctru, dic biét néu rd cac ky thuat’
phéan tich gen dugc thyc hién tai dau.

Bo sung phuong phap, cach thirc chon miu, chon toan bd hay theo tiéu chuén
nao. 05 bénh nhan duoc lua chon dé giai toan bd trinh tu hé gen ma hoa dua
trén tiéu chuin nao, tai sao lai chon anh/chj em rudt trong cing gia dinh, dam
bao tinh dai dién cho nghién ctru khong, NCS can ly giai cu thé.

K§ thuat giai trinh tu gen Sanger sir dung dé xéc dinh cac dot bién nao, can
néu rd. B6 sung mdi sir dung trong k¥ thut giai trinh tu gen Sanger.

B sung céch thire kiém tra tinh chinh xéc cua viéc xdc dinh da hinh don gen
ABCBI 1 bing k§y thuat PCR-RFLP.

So db nghién ctru & hinh 2.1 chua that su chinh xéc, phan tich cdc SNPs cta
gen ABCB11, ABCC2 va MYOS da dugc du kién truéc, khong phai tir két qua
sang loc cac bién thé.

Can cung cip thém thong tin vé két qua xdc dinh dot bién gen FAH va
ERCC4 cua bd, me bénh nhan BAO1 va BA02 dé xac dinh quy luat di truyén
cua gia dinh bénh nhan.

Két luan nén viét theo 02 muc tiéu nghién ctru.

Ra so4t 16i chinh ta.

7. Noi dung ciia ludn éan da dwoc cong bo trén tap chi, ky yéu Hdi nghi khoa
hoc nio, gia tri ciia cic cong trinh da cong bo

Nghién ciru sinh va nhém nghién ciru da cong bd 03 bai bdo, trong d6 c6 02

bai bao trén tap chi uy tin quéc té Medicine thugc danh muc ISI/Scopus. Pay la cac -
cdng trinh khoa hoc ¢6 chét luong va phan anh ding ndi dung ciia ludn 4n va dat
yéu cau doi véi mot NCS.



6. Két luan ciia ban nhin xét phai khing dinh ndi dung va hinh thirc ciia ludn
4n c6 dap ng yéu ciu mot ludin 4n tién si theo qui dinh hay khong va c6 di
diéu ki¢én dé bio vé luin 4n cip Hoc Vién hay chwa.

Ban ludn 4n c6 tinh khoa hoc, ¢é ¥ nghia thuc tién va Umg dung. Noi dung
Luan 4n dép tng tt cdc yéu cau ciia mot ludn 4n tién si chuyén nganh theo quy
dinh.

Bén tém tét ludn an phan 4nh trung thuc ndi dung co ban ctia ludn an.

T6i ddng ¥ cho NCS trinh bay luan 4n truée Hoi ddng danh gia cdp Hoc vién,
nhén céc ¥ kién d4nh gid, gép y dé hoan chinh va sira chita. Sau khi hoan chinh va
stra chita, NCS ximg d4ng dugc cong nhén hoc vi Tién si.

Ha Néi, ngay 25 thang 11 nam 2024
NGUOI VIET NHAN XET

)

GS.TS. Tran Huy Thinh
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Y KIEN NHAN XET

1. Tinh cin thiét, thoi sw, y nghia khoa hoc va thwe tién cia dé tai luin dn

Teo duong mat bim sinh 1a mot trong cac nguyén nhédn gy tir vong sém & tré em.
Néu khong duge chin doan sém va diéu tri kip thoi thi tién trién dén xo gan, suy gan va
tir vong. Hién nay phuong phap diéu tri ¢6 hiéu qua 1a phdu thuft, tuy nhién chi dinh, tién
lugng va két qua ctia phau thuét phy thude vao chan doan sém. Biéu hién 14m sang chinh
ctia teo dudng mét bim sinh 14 hoi ching tic mét bao gdm cac biéu hién vang da, vang
mét, phan bac mau. Céc triéu chimg cua tic mat c6 thé gap & nhiéu nguyén nhén khéc
nhau din dén kho khan trong chin doan teo dudng mét bAm sinh. Nguyén nhén va co ché
bénh sinh cta teo dwong mét bam sinh chua hoan toan sang to, cac gia thuyét vé nguyén
nhén bao gdm: cac bit thuomg vé di truyén, co ché mién djch, nhim ddc va nhiém virus.
Sy khiém khuyét hodc da hinh don cua cc gen c6 lién quan dén hinh thanh éng mat 1a
mdt nhém nguyén nhan di dugc nghién ciru. Dé tai dap tmg dugc tinh cap thiét, thoi sy
khi xdc dinh cdc dot bién va da hinh nucleotide don ciia cac gen ¢6 lién quan dén teo

duong mat bam sinh. Céc dir liéu thu dugce ¢6 y nghia khoa hoc va thyc tién cao, la béng



chimg cho y hoc chinh x4c trong chin dodn, dy bdo nguy co va tu vén di truyén phong
bénh. ’
2. Swkhéng trung lip caa dé tai

Nghién ciru duge tién hanh trén c& méu 16n 14 cac mAu bénh phdm DNA thu duoc tir
266 tré Viét Nam dugc chin doan 1am sing mic teo dudng mat bdm sinh va 250 mau dbi
chimg khéng méc cac bénh gan mét. Thiét ké nghién ctru, céc k§ thuat hién dai da sit
dung bao gém giai trinh ty viing gen ma héa dé trién khai cac ndi dung nghién ciru phuc
vu cho hai myc tidu cy thé, phén tich két qua va phién giai két qua khong tring 1p véi bat
ké nghién ciru nao da duoc cong bd.

3. Sw phu hgp giira tén dé tai véi ndi dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va ma
s6 chuyén nganh
Ngi dung nghién ctru vé dot bién/da hinh nucleotide don cua cac gen lién quan dén
bénh 1y bim sinh/di truyén phan 4nh dung chuyén nganh céng nghé sinh hoc va ma sb
chuyén nganh; cac ndi dung nghién ciru dap img dugc cac muyc tiéu nghién ciru da dé ra va
phu hop véi tén cua dé tai.
4. D) tin cdy va tinh hi¢n dai va phwong phép da sir dung dé nghién ciru

Thiét ké nghién ciru phu hop bao gém cic mAu DNA tir cac ca bénh di dugc chén
dodn 1am sang teo dudng mét bim sinh va céc ca khdng ¢ bénh 1y gan mat dé ddi chiéu
tinh da hinh nucleotide don, nhdm x4c dinh nguy co ciia c4c bién thé cua cac gen c6 lién
quan. C& mAu ciing da dugc tinh véi cong thirc phit hgp. Céc k thuat da sir dung dam bao
tinh hién dai va d tin ciy bao gém: giai trinh trr ving gen ma héa (WES) gdm hai buéc
chinh 14 tao thu vién DNA va giai trinh ty bing mdy Illumina NextSeq 500. Dir liéu giai
trinh tr va cac bién thé dugc phén tich bing cic phin mém tin sinh hoc SnpEff, Annovar
va so sanh véi dir liéu 1000Genome, ESP. Quy trinh sang loc bién thé tir dir liéu WES da
dugc tién hanh theo céc tidu chi chit tré. Cac ddt bién sai nghia dugc danh gia so bd kha
nang gy hai dén chirc nang protein qua cong cu SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN va phén.
mém Mutation Taster.

Kiéu gen ctia mét s da hinh nucleotide don duge xac dinh béng céc k§ thuat RFLP va
ARMS-PCR. Trinh ty céc doan gen chira dot bién ciing dugc xac dinh bing giai trinh tu
trén méy ABI3500 v&i phan (mg PCR phu hop. Céc thudt toan thong ké ciing dugc img
dung phu hop gép phan 1am ting d6 tin cdy cua cac dir liéu thu duge.



5. Két qui nghién ciru méi ciia tdc gia, nhimg déng gép mdi cho sy phit trién khoa
hoc chuyén nganh, déng gép cho xi hdi va doi song. Y nghia khoa hoc, gia trj va
d tin cdy ciia nhirng két qua

Céc két qua nghién ctru méi da thu dugc cia tic gia bao gdm: i/ dd phat hién duge
02 ddt bién méi dj hop tir kép c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen FAH va c2225A>G
(p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhén 13 chi em rudt trong mét gia dinh. Phat '
hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 va 02 dot
bién c.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu & dang di hop tir trén gen
ATP7B & 01 bénh nhin mic dong thdi hai bénh teo dudong mat bim sinh va Wilson, trong
d6 dot bién c.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 c6 tiém nang lién quan dén
bénh teo dudng mét bim sinh; ii/ da x4c dinh dugc mdi lién quan giira cac da hinh don
nucleotide rs2287622 trén gen ABCBII, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh
rs1815930 trén gen MYOS5B vé6i nguy co mic bénh teo dudng mat bim sinh & cac ngudi
bénh Viét Nam mic teo duong mét bam sinh. Céc két qua thu dugc c6 d6 tin cdy cao.

Céc dir li¢u thu dugc c6 gia tri khoa hoc cao, dong gop cho dir li¢u ngan hang gen
va dic biét c6 vai trd quan trong trong phién giai két qua phan tich dot bién cia cac gen
lién quan dén teo dudng mat bdm sinh. Cac dit liéu s& gitip cho thyc hanh 1am sang trong
chén doén xac dinh, dic biét chin doan sém dé quyét dinh phuong phap didu trj thich hop.
Hon nifa, cdc di ligu nay ciing ¢6 gia trj 16n vé khia canh phong bénh bing tu van di
truyén va hd trg sinh san. Céc déng gop trén ddy c6 ¥ nghia 1én vé mit xa hoi va doi séng
gitip giam ty 1@ tir vong, néng cao chit lugng song, giam génh nang vé kinh té, xa hoi va
tam 1y cuia cac gia dinh c6 con méc teo dudmg mét bim sinh.

6. Uu diém v& ndi dung, két cAu va hinh thirc ludn 4n:

Luén én dugec trinh bay trong 97 trang khong ké danh muc cac tai liéu tham khao, muc _
luc va danh sach céc dbi tugng tham gia nghién ctru. Chu tric giira cac phin can di. Cac
bang va hinh dugc trinh bay hop ly va c6 giai thich chi tiét. Céc ndi dung téng quan va
ban luén dugc trich din chinh xéc. Phan két luin da néu dugc céc két qua quan trong clia
c4c ni dung nghién ctru. Ban tom tit tiéng Viét va tiéng Anh phan 4nh trung thanh véi
ndi dung chinh ctia ban ludn én ddy du. Cac hinh anh dep va c6 giai thich chi tiét.



7. Nbi dung ciia ludn dn da dwgce cong bd trén tap chi, ky yéu Hi nghi Khoa hoc va
gi4 trj khoa hoc ciia cdc cong trinh cong bd '

Nghién ciru sinh 1a tac gia dAu cla 2 cong trinh va dong tic gia cia 1 cong trinh ding
toan vin; trong sd nay c6 2 cong trinh ding toan vian trén tap chi qubc té Medicine (tac gia
déu 1 cdng trinh; ddng tac gia 1 cong trinh); 1 cdng trinh ding toan van tai ky yéu cua Hoi
nghi cong nghé sinh hoc toan qudc nim 2020. Pay 12 nhing cong bd rit c6 gia tri khoa hoc
va thue tién, 12 tai liéu tham khao c6 gia tri cho cdc ddng nghiép trong nuéc ciing nhu trén
thé gi6i. Nhur vay, d6i chiéu véi quy ché dao tao nghién ctru sinh thi vugt mirc tiéu chuén
clia nghién ciru sinh véi nhimg xuét ban quéc té va trong nudce cb gia tri.

8. Két luin

Diy 12 mot cdng trinh nghién ciru cong phu véi ¢ mau lém va sir dung cac k¥ thuét di
truyén phén tir hién dai, c6 gia tri khoa hoc, c6 y nghia thuc tidn cao va dép tmg dugc tinh
cép thiét ctia thyc tién thuc hanh 14m sang khdm chita bénh va ¢6 déng gép méi. Luan an
da thé hién sy hiéu biét ddy du cua nghién ctru sinh vé pham vi nghién ciru va ning luc
nghién ciru ctia nghién ctru sinh. Ludn én dat yéu cdu cta luan 4n Tién s§ chuyén nganh
theo quy ché ciia B Gido duc va Pio tao.

Bén tom tét ludn 4n phan 4nh trung thanh va stc tich ndi dung cta ban luan 4n diy du.

Ludn an da tiéu chi dua ra bao vé cép Hoc vién va kinh dé nghi céc thanh vién Hoi
dong chdm luan an cép Vién phé chuin, chdp thuin va B Gido duc va Dao tao cong nhén
hoc vi va cdp bing Tién sy sinh hoc img dung cho Nghién ciru sinh.

Ha Néi, ngay 02 thang 12 nam 2024
Nguwdi nhan xét

PGS.TS.BS. Vii Chi Diing



1
BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN AN TIEN Si

Ho va tén nguoi phan bién ludn an: Nguyén Duy Bic
Hoe ham, hoc vi: Giao su, Tién si
Co quan cdng tic: Hoc vién Quan y, Bd Qubc phong
Ho va tén nghién ciru sinh: Nguyén Vin Tung
Tén dé tai ludn an: Nghién ctru dot bién va da hinh ctia mét sé gen & tré em maéc
bénh teo duong mat bam sinh.
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh can thiét, thoi sw, ¥y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai

Teo duong mat bam sinh dugc coi 14 bénh 1y hiém gip cua gan va duong
mat, thé hién sy gian doan hoac thiéu hut cua hé thong duong mat trong va ngoai
gan, dan dén can tré dong chay cua mét dan dén xo ho4, tic duong mat va tién
trién thanh xo gan. Nguyén nhan bi teo duong mat la do qua trinh phat trién tao
6ng cuia dudong mat trong thcn ky tao phoi. Mot so gia lhuyet vé - nguyén nhan gay
bénh dugc dua ra nhu cac roi loan vé gen di truyen co ché tu mlen céc bat thuong
vé mién dich, nhiém déc va nhiém virus. Réi loan vé gen di truyén bao gébm mét
s0 dot bién va da hinh SNP da dugc nhi€u nghién ctru cong bo, lam co s¢ dé dua
ra cac phu’Ung phap chan doan phu hop. O Viét Nam, céc nghién ctru chu yeu tap
trung vao yéu t6 1am sang, phuong phap diéu tri; chua cé nghién ciru vé yéu t6 di
truyen ¢ bénh nhan teo duong mat bam sinh.

Luén an voi muyc ti€u la xac dinh khao sat, xac dinh céc dot bién, da hinh
cua mot sO gen ¢ tré em. Ludn an vdi cac muc tiéu rd rang cho thay tinh cap thiét,
tinh khoa hoc va mang y nghia thuc tién trong dé xuat cac ky thuat, phuong phap
chan doén va diéu tri teo duong mat bam sinh.

2. Su khong trung lip ctia dé tai nghién ciru so véi ciac cong trinh, luin
viin, ludn dn da cong b ¢ trong va ngoai nwée; tinh trung thuc, rd rang va
day du trong trich dan tai liéu tham khao

Dé téi Vé n6i dung trong ]uéin an co tinh méfi khﬁng trung lap vaoi céc céng
160 tai liéu tleng Anh. Cac trich dan sir dung trong luan an la trung thuc, day du
va ro rang. Céc tai liéu tham khao trong trich dan c6 tinh cap nhat vai 45 tai liéu
trong 5 ndm gan day (tir ndm 2019 dén nay).

3. Su phui hop giira tén dé tai véi ndi dung, giita ndi dung véi chuyén
nganh va ma s6 chuyén nganh

Dé tai luan an hoan toan phu hgp giira ndi dung véi chuyén nganh Céng
nghé sinh hoc. Cac ndi dung nghién ciru va két qua thu dugc trong luan an, bai bao
lién quan cting phu hop voi chuyén nganh dao tao la Cong nghé sinh hoc.
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4. Do tin ciy va tinh hién dai ciia phwong phap da sir dung dé nghién ciru

Nghién ctru duge thue hién trén 516 ddi tuong bao gdm 266 bénh nhén nhi
méc bénh teo dudng mat bam sinh va 250 mau déi chimg la tré khéng méc bénh
vé gan mét véi tiéu chuan chon mau rd rang, mau duoc thu thap tai khoa Gan mat,
Bénh vién Nhi Trung wong. Céc xét nghiém, phan tich di truyén thuc hién tai
Phong Phan tich h¢ gen, Vién nghién ciru hé gen, Vién Han lam Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam bing cac phuong phép, k¥ thudt nghién ctru sinh hoc phén tir gom
phuong phap RFLP-PCR, ARMS-PCR, xac dinh cac da hinh SNP thudc céc gen
ABCB11, ABCC2, MYOS5B trén toan bo déi tuong nghién ciru; giai trinh tu gen
toan bd bang may NextSeq 500 (Illumina, M§), giai trinh tur truc tiép bang phuong
phap Sanger trén may giai trinh tu tu déng ABI 3500, phan tich dot bién bang cac
phz:in mém chuyén dung PolyPhen-2, Provean, Mutation Taster ddi véi 5 bénh
nhén dién hinh (4 bénh nhan thudc 2 gia dinh, 1 bénh nhan mac déng thot bénh
teo duong mat bam sinh va bénh Wilson). Céc ky thuat duoc thuc hién trén hé
thfmg trang thiét bi hién dai tai cac don vi nghién ctru co6 uy tin bao dam cho két
qua nghién ciru ¢6 d¢ tin cdy va chinh xac cao.

5. Két qué nghién ciru méi ciia tac gia; nhitng déng gop méi cho sw phat
trién khoa hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho sin xuat, kinh té,
quoc phong, xd hdi va doi sdng; y nghia khoa hoc, gia tri va do tin cay cua
nhirng két qua dé.

Mot s6 dong gop mai cua luén an:

- Phat hién duoc 02 dot bién di hop tir kép méi ¢.412G>A (p.Gly138Arg)
trén gen FAH, ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ 2 bénh nhan la chi
em rudt tong 1 gia dinh; 01 dot bién dich khung ¢.50 S1insG (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.

- Xéc dinh duoc mdi lién quan giira cac da hinh SNP rs2287622 trén gen
ABCBI11, da hinh gen rs927344 trén gen ABCC2, da hinh gen rs1815930 trén gen
MYOS5B véi nguy co méc bénh teo duong mat bam sinh.

Két qua nghién ciru c6 dé gia tri va do tin cdy cao, 1a co s& dé xuét cac xét
nghiém di truyén trong chén doan bénh ly teo duong mat bam sinh.

6. Uu diém va nhugc diém vé ndi dung, két ciu va hinh thirc ciia ludn an

Luan an vadi ndi dung thuc hién nhiéu, két qua duoc trinh bay ro rang bam
sat muc tiéu va co ban can déi gitra cac phz"in ndi dung chuong, muc. Cac phu luc
minh hoa két qua 1a rd rang, tién so sanh v&i chuong két qua ban luan. Ngoai cac
wu diém céc 131 can luu ¥ nhu sau:

- B4 cuc chua thét su cén ddi, voi phan mo dau 3 trang, tong quan 29 trang,
vat lidu va phuong phép nghién ctru 16 trang, két qua 34 trang, thao luan 13 trang,
két ludn va kién nghi 2 trang. Can tang dung lugng phan thao luan,
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- Phan tong quan tai liéu: B6 sung tong quan cac ky thuat sir dung trong
nghién ctru dot bién va da hinh ctia mdt s6 gen & tré em méic bénh teo duong mat
bam sinh.

- Phan két qua nghién ciru, trinh bay thu gon hon, mét sé néi dung dua sang
phan thao luan.

- Ban luan con chiém ty trong rat khiém tén trong toan b luan an, can sau
hon hon, phai bam sat két qua nghién ctru thu duoc.

- Phan kién nghi, can trinh bay rd mé& rong déi tuong nghién ciru va xéac dinh
sau hon anh hudng cua cac dot bién dén chirc nang protein.

- Tém tat luan an can chinh sira theo diing quy dinh va phii hop véi toan vin
luan 4n (lua chon hinh anh bang biéu pht hop).

- Con mdt sé 10i chinh ta, cach trinh bay van ban.

7. Noi dung ciia ludn 4n da dwoce cong bo trén tap tri, ky yéu Hdi nghi
Khoa hoc nao va gia tri ciia cic cong trinh da cong bd

Luan 4n di ¢6 03 cong trinh cong bé lién quan dén cac két qua trong ludn
an, nghién ctru sinh 1a tac gia dau cta 02 bai bao. Cac cong trinh déu duoc cong
b trong cac hoi nghi va cac tap chi chuyén nganh cé uy tin vé linh vye Cong nghé
sinh hoc, trong d6 c6 02 cong bd qudc té trén tap chi qudc té uy tin Medicine, tap
chi thuéc nhém Scopus véi IF 1,3. Cac sb lidu trong cac c¢ong b trong va ngoai
nude phu hop véi cac so liéu trong ludn an va dap tng day du cac ndi dung, muc
tiéu cua luan an.

8. Két ludn chung

Dé tai dap tmg day du yéu cau vé ndi dung va hinh thirc cia mét luén an
tién si dé bao vé tai Hoi dong cap Hoc vién. Ban tém tit luan an phan anh trung
thuc nd1 dung co ban cua luan an. Ludn an xiing dang dua ra bao v¢ cz"ip hoc vién
trude Hoi déng bao vé luan an cép Hoc vién dé nhén hoc vi Tién si sinh hoc.

Ha néi, ngay 25 thang 11 nam 2024

Nguoi viét nhin xét
(Ky va ghi ré ho tén)

GS.TS Nguyén Duy Bic



CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Daoc lap — Tu do — Hanh phuc

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI
Tén nghién ctru sinh: Nguyén Van Tung

Dé tai: “Nghién cieu dit bién va da hinh ctia mjt sé gen ¢ tré em mdc bénh nhén

teo dwong mit bam sinh”
Chuyén nganh: Cong nghé sinh hoc M3 sb: 9420201
Nguoi nhan xét: TS. Nguyén Thi Thanh Ngéan

Noi cong tac: Vién Nghién ctiu hé Gen, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét

Nam

Chirc danh trong héi dong: Thu ky
Y KIEN NHAN XET

1. Y nghia khoa hoc va thue tién cia ludn dn, cdch dit vin dé va giai quyét vin
dé

Teo duong mat bam sinh 1a bénh ly déc trung boi qué trinh viém, xo hoa, pha
hily toan-bo duong mat trong va ngoai gan dan dén sy can tré luu thong cia mat.
Phuong phép chan doan bénh hién nay chu yéu dya trén 1dm sang va can 1dm sang
nhu chi s6 bilirubin, sinh thiét gan... va phau thuat dé chan doan xac dinh. Thoi gian
phau thuat tot nhat 1a trude 8 tuan tudi. Néu khong duge chan doan va diéu tri sém
bang phau thuat, bénh nhan sé tir vong vi xo gan mat. Su khiém khuyét cta cac gen
lién quan dén sy hinh thanh éng mét va hé théng mién dich 1a mét yéu té gdy ra
bénh teo duong mat bam sinh, do d6 viéc xac dinh cac bién doi di truyén lién quan
dén bénh s& 1a mot déu hiéu c6 thé h trg chan doén trong thoi gian ngén, cai thién

két qua phau thuat.

Cho dén nay nhitng hiéu biét vé co ché bénh nguyén va bénh sinh ctia céc ton
thuong gan va hé théng dudng mat trong teo duong mat bam sinh van chua dugc
lam r6. Viéc xac dinh duoc méi lién quan gifra cac bién doi gen vdi nguy co mac
bénh teo duong mat bam sinh gitip cac béc si chdn doan sém, tim hiéu co ché gay
bénh tir d6 dua ra phuong phap diéu tri phit hop. Do d6, dé tai ctia nghién ctru sinh
¢6 tinh khoa hoc va ¥ nghia thuc tién cao. :



2. Sw hop ly va db tin cdy ciia phwong phap nghién ciru

Péi tuong nghién cuu la 266 bénh nhan dugc chdn do4n méc bénh va 250
ngudi khong mic bénh 1am déi chimg. Trong d6 5 bénh nhan thude 3 gia dinh duoc
lya chon dé giai trinh ty toan bd ving ma hoa. Cac phuong phap nghién ciru vé sinh
hoc phan tir nhu tach chiét DNA, giai trinh tu toan bd ving gen ma héa, céc k¥
thuat phan tich tin sinh hoc, k¥ thuat xac dinh kiéu gen bang RFLP, ARMS-PCR...
la ph1 hop véi néi dung nghién ctru. Cac phuong phap déu cé trich dan tai liéu tham

khao dam bao d¢ trung thyc va tin cdy

3. Pdnh gid cdc két qua dat dwoc, néu nhitng déng gép méi va gid tri cia cic
dong gop do.

* Dé tai ludn dn ¢é cdc két qua va tinh moi dat dwoc nhw sau.

- Phét hién duge 02 dot bién di hop tir kép méi c.412G>A (p.Gly138Arg)

trén gen FAH va c.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 & hai bénh nhén la
chi em rugt trong mdt gia dinh c6 kha nang lién quan dén bénh teo dudong mat bam
sinh.
- Phat hién duoc 01 dot bién dich khung c.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen
KRTI18 va 02 dot bién c.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu ¢
dang di hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh nhan mic dong thoi hai bénh teo dudng
mat bam sinh va Wilson, trong dé dét bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén
gen KRTI8 c6 tiém nang lién quan dén bénh teo dudong mat bam sinh, 02 dét bién
c.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) trén gen ATP7B da dugc bao
c4o 1a ¢é lién quan dén bénh nhan Wilson.

- Déanh phan tich danh gia duge mai lién quan gitra cac da hinh don nucleotide
152287622 trén gen ABCB1 1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930
trén gen MYOSB véi nguy co mic bénh teo duong mat bam sinh & bénh nhan ngudi
Viét Nam. Trong d6 da hinh rs2287622 trén gen 4BCB/ 1 lam ting nguy co méc
bénh teo dudng mat bam sinh.

Nhitng déng gép méi cia dé tai

- Pa phat hién 02 d6t bién méi di hop tir kép c.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. Phat hién 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG
(p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 va 02 dot bién c¢.314C>A (p.Serl05%),
¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu ¢ dang di hop tir trén-gen ATP7B & 01 bénh nhan Jz —



méc dong thoi hai bénh teo dudmg mét bam sinh va Wilson, trong d6 dot bién
-¢.50_51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen KRTI8 c6 tiém ning lién quan dén bénh

teo duong mat bam sinh.

- Panh gia mdi lién quan giita cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén gen
ABCBI1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYO5B

v&i nguy co méc bénh teo dudmg mét bam sinh & bénh nhan ngudi Viét Nam.

4. Cdc két lu@n ciia lugn dn cé phit hop véi cich dat vin dé ¢ dau lugn dn va cé
dit sicc thuyét phuc hay khéng? Nhitng wu diém va thiéu sot, nhitng diém can

dwoc bo sung va sira chita?

Luan an duoc thiét ké thi nghiém khoa hoc, bd cuc twong dbi hop 1y, trinh
bay day du, suc tich. Két qua bang biéu dep hop ly. Luén 4n c6 03 cong trinh khoa
hoc cong bo quoc té va qudc gia uy tin, cac két qua minh hoa trong luan an kha day
du. Luan 4n c6 cac két qua va ndi dung nghién ctru phii hgp véi muc tiéu deé ra, cac
cong trinh khoa hoc cong b chita dung néi dung nghién ctru ctia luan an.

Nhimg diém can chinh sira: nén cung cap thém céc théng tin vé cac nghién
cuu cua cac da hinh rs2287622, rs927344 va rs1815930 dac biét nén so sanh cac
két qua nghién ciru trén thé gidi dé 1am ndi bat két qua dat duge. B6 sung thém phan
ban luan chuong 4. Ra soat cac 16i chinh ta, chinh muc tai liéu tham khao theo mau

cua Hoc vién.

5. Sw tring ldp dé tai nghién ciru so voi nhirng cong trinh luan van, luan an da
cong bo trong va ngoai nuwéc, tinh trung thuc, ré rang va ddy dii trong trich din
Dé tai luan an c6 doi tugng, ngudn gbc mau nghién ctru cua dé tai hoan toan
khac biét nén dam bao khong trung lap véi cac nghién ctru khac. Cac ndi dung
nghién ctru trong luan an cda nghién ctru sinh khéng trung ldp vdi cac cong trinh
cong b clia cac téc gia khac.
6. Nhidn xét vé chit lwong nhitng bai bdo khoa hoc di dwoc nghién ciru sinh
cong bo. "
Nghién ciru sinh da cong bd duge 03 cong trinh lién quan dén két qua cua
luan an trén céc tap chi quéc té va qudc gia uy tin. Trong d6 c6 2 bai béo qudc té
trén tap chi Medicine va 1 bao cao tai Hoi nghi Cong nghé sinh hoc toan quéc 2020.
Nghién ctru sinh 1a tac gia dau 02 céng bé. Cac bai bdo, bao cdo chira dung ndi

dung cua luén an, céc két qua dat dugc dam bao dg tin cdy cao.



7. Tinh trung thuec trong viéc trich dan cic cong trinh di dwoc nghién civu sinh
————céng bé trong va ngoai nudc, tai liéu tham khao.

Luan an c6 160 tai liéu tham khao. Cac tai liéu tham khao duoc trich dan rd
rang, day du, c6 trén 20% cac tai lidu tham khao dugc cdp nhat trong 5 nim gan
day. Cac tai liéu tham khao dugc trich dan rd rang, day du, c6 trén 20% céc tai liéu
tham khao dugc cp nhat trong 5 ndm gan day.

8. Két lugn

a. Ludn an c6 dap img day du yéu cau vé ndi dung va hinh thire doi véi mét ludn
an Tién si dé duge bao vé tai Hoi df'ing cép Co so, dé nghi co s& dao tao va Hoc vién
t6 chirc hoi dong dé danh gié luan an cap co s& cho Nghién ciru sinh.

b. Hoan toan déng y cho Nghién ctru sinh duoc phép bao v¢é luan an cap co
s¢ ¢ don vi dao tao.

¢. Nghién ctru sinh can phai chinh sira luan an theo nhu goép y cac thanh vién
hoi déng va Quyét nghi ctia hdi déng cap co s& trude khi trinh Hoc vién xin bao vé
cfip Hoc vién

Ha Néi, ngay 25 thang 11 nam 2024

Nguwoi nhan xét

TS. Nguyén Thi Thanh Ngin



BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi nhin xét luan an: Nguyén Thi Hong Van

Hoc ham, hoc vi: Phé gido sw, Tién si

Co quan cong tac: Truwong Pai hoe Khoa hoe Ty nhién, PHQG Ha Ngi

Ho va tén Nghién ciru sinh: Nguyén Vin Tung

Tén dé tai Ludn an: Nghién cicu ddt bién va da hinh ciia mdt sé gen & tré em mdic bénh
teo dwong mat bam sinh .
Ludn 4n tién si Sinh hoc tmg dung, Nganh: Cong nghé Sinh hoc Ma s6 9 42 02 01

NOI DUNG NHAN XET

1. Tinh cip thiét, thoi sw, y nghia khoa hoc va thuc tién ciia dé tai

Bénh teo dudng mat bam sinh la bénh Iy lién quan dén bat thuong trong su phat trién
éng dan mét xay ra khi tao phoi thai va biéu hién ngay ¢ giai doan so sinh va tré nhé. Mac
du l1a bénh hiém g@p. nhung do anh huong dén co quan thue hién cac chire ndng quan trong
clia co thé 1a gan. mat. ngudi méc bénh tir vong sém (trude 1 tudi) néu khong duoge phit
hién va diéu trj kip thoi. Viéc xac dinh nguyén nhan gdy bénh c6 ¥ nghia quan trong doi
véi qué trinh phong ngira va chan dodn sém, gop phan diéu tri thanh cong. Trong s6 cac
nguyén nhan gy bénh, cac bién thé & cic gene c6 chirc nang lién quan dén su phat trién
gan mat, ong dan mét, qua trinh xo hoa, cac genen lién quan dén con duong viém.... dugc
xac dinh la ¢6 lién quan dén bénh teo duomg mat bam sinh. Do day la bénh di truyén da
nhan t&; tiép can phan tich dot bién, xac dinh cac bién thé co nguy co gay bénh ¢ nhiéu
gene la phu hop. Do do, dé tai ludn an thuc hién nghién ciru xac dinh cac dét bién va cac
da hinh ¢ nhiéu gene sir dung ki thudt giai trinh tu toan bd viing ma hoa tir hé gene la nghién
ctru cdn thiét. Cac két qua thu duge cung cip dir lidu vé cac dot bién. da hinh & cac gene
duge quan tam, la co so khoa hoc cho viée xdc dinh nguyén nhén di lruyén gdy bénh teo
dudng mat bam sinh, ¢6 y nghia thue tién khi bo sung thém phwong phap chan doan phat
hién dot bién/da hinh gene gay bénh nay tai Viét Nam.
2. Sw khong trang lap cua dé tai nghién ciru so voi cdac cong trinh, ludn van, lugn an da

cong b

Ludn an khong trung lap voi cac cong trinh, ludn vin va luan an da dugc cong bo.

3. Sw phut hop giiva tén dé tai va nji dung, giiva nji dung véi chuyén nganh va ma so
chuyén nganh

Tén dé tai pht hop vai cac ndi dung nghién ciru. Noi dung nghién ciru gitip giai quyét

van thugc linh vue Sinh hoc tmg dung, phit hop véi ma sé nganh dao tao Cong nghé Sinh

hoc.




4. D¢ tin c@y va tinh hién dai cua cdc phwong phdp nghién cieu

Nghién ciru duge tién hanh vai doi tugng nghién ciru gom nhom 266 bénh nhan duge
chin doan mic bénh teo duong mat va 250 mau doi chirmg duge xac dinh dya trén tiéu
chuén lua chon va tiéu chuén loai trir. Trong d6: 05 mau bénh nhan duge chon mau thuén
tién cho ndi dung xac dinh cac dot bién va da hinh & mot s6 gene lién quan bénh teo duomg
mat bam sinh sir dung phuong phép giai trinh tu toan by viing ma héa; Toan b cic mau
bénh nhan con lai va toan bd mau dbi chimg dugce sir dung cho ndi dung phan tich tan xuit
céc allele tai cac vi tri da hinh don nucleotide (SNP): rs2287622 (gene ABCBI11).rs927344
(gene ABCC2) va rs1815930 (gene MYOS5B) voi phuong phap phan tich RFLP-PCR:
ARMS-PCR; giai trinh tur DNA theo Sanger. Cac phuong phan tich dit liéu gdm phan tich
thong ké véi kiém dinh Chi square, phén tich thong ké dé xac dinh méi lién quan giira cac
ki¢u gene tai cac locus SNP véi bénh. Day la cac phuong phap phi hop véi cic noi dung
nghién ciru, duge mo ta déy du, ro rang. Két qua dam bao dugc do tin cay.

Cac thiét bi, hoa chat cho nghién ciru dam bao chat lugng cho nghién ciru sinh hoc
phan ur.

5. Két qua nghién cieu méi dat dwgc, nhitng dong gép méi va gid tri ciia nhitng dong gop do

Da phat hién dugc 2 dot bién thay thé sai nghia c.412G>A (p.Gly138Arg) & gene FAH
va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) ¢ gene ERCC4 trang thai di hgp to kép c6 mét ¢ hai bénh
nhén la chi em ruét va duge xac dinh 1a ¢6 kha nang lién quan dén bénh teo dudong mat bam
sinh.

Pa phat hién dugc 1 dot bién dich khung ¢.50 SinsG (p.Gly17Glyfs77%) & gene
KRT18 (lién quan bénh teo co duong mat bam sinh) va 2 dot bién thay thé ¢.314C>A
(p.SerlOS*‘). ¢.2975C>T (p.Pro992L.eu) (lién quan bénh Wilson) déu o dang di hgp tu trén
gene ATP7B & mdt bénh nhan ca hai bénh nay.

Da phan tich va xac dinh duge mdi lién quan gitra rs2287622 (gene ABCB11) va bénh
teo co duong mat bam sinh: allele C ting nguy co mac bénh; kiéu gene CC va CT tang
nguy co mac bénh nay so véi kiéu gene TT. Céac da hinh rs927344 (gene ABCC2) va
rs1815930 (gene MYOSB) khong ¢6 méi lién quan véi nguy ¢o méc bénh teo co duong
mét bam sinh trong nghién ctru nay.

6. Uu diém, thiéu sot, nhitng diém can bo sung, sira chita va cau hoi

[Ludn an co6 ndi1 dung nghién ctru va két qua thu dugc vai ham lugng khoa hoc dap (mg
yéu cdu cua ludn an tién si. Ludn an duoc trinh bay kha rd rang. két qua co y nghia khoa
hoc va thyc tién, gép phan bo sung va khing dinh vé dan liéu cac dot bién/da hinh SNP lién
quan dén bénh teo co dudng mét bam sinh & cic bénh nhan Viét Nam.

Luén an duoc viét voi cac ndi dung ctia phin tong quan tai liéu, ban luan duoc trich
dan trung thue, ro rang va day du tir tai liéu tham khao.



Mot s6 diém can chinh sira dé hoan thién luin an:

Phin mé diu: can néu rd li do tai sao trong luan an lwa chon phén tich méi lién quan giira
cac SNP rs2287622 (gene ABCBI1), rs927344 (gene ABCC2) va rs1815930 (gene
MYOS5B) va nguy co maéc bénh teo co duong mét bam sinh.

Muc tiéu nghién ctru, ndi dung nghién ctru cin dién dat lai dé lam rd hon su khac biét gitra
muc tiéu va ndi dung (Muc tiéu 1, muc tiéu 2 — Noi dung 2, ndi dung 4 dang dién dat tring

nhau).

Trong phan Nhitng déng gép méi cua dé tai, dong gop s6 2 can néu rd, cu thé hon dong
g6p mai vé viée danh gia duge mdi lién quan gitra cac SNP nghién ciru va nguy co mac teo
duong mat bam sinh & nhém mau trong nghién ciru nay la gi, tai sao do la dong gép mai
so voi cac nghién ctru da cong bd trude day.

Phin rcfng quan tai liéu:

- Can bo sung thong tin tong quan vé gene MYOSB, cic SNP rs2287622 (gene ABCBI 1),
rs927344 (gene ABCC2) va rs1815930 (gene MYOS5B), cac nghién ciru trong va ngoai
nude ¢o lién quan dén cac gene/SNP nay va méi lién quan véi bénh teo co dudng mat bam
sinh cia cac SNP nay.

- Bang 1.1 trang 17-19 chua duge dé cap dén ¢ phan tong quan (phan chi).

Phin Doi twong va phwong phdp nghién ciru: 1uan an chi sir dung 5 mau bénh cho viée
giai trinh tir toan bd cdc trinh ty ma hoa trong hé gene, 266 mau la cho phan tich da hinh
SNP véi nguy co méc bénh. Vi vy can néu rd dicu nay trong phan Déi tugng nghién ctru
(trang 33).

Phin két qud nghién ciru: Bang 3.7, s6 lugng dot bién dugc thong ké & cot “Tong so dot
bién trén gen lién quan” 1a rt I6m: trén 700- trén 800 dot bién. Do 1a cic dot bién hay bién
thé? Néu phan 16n céc vi tri ¢6 bién dbi nam & trinh ty intron, tai sao dugc goi la “dot bién”

(tdn s <1%)?

B sung nguon trich dan cho cac hinh 4.1, 4.2 & tén hinh.

Phan két luan: can viét lai két luan ngan gon, bao quat hon duwa theo cac muc tiéu nghién-

clru cua dé tai.
Viét lai kién nghi cho ngan gon hon va chi rd cu thé kién nghi.
7. Nhin xét vé chit lwong cdc bai bdao khoa hoc da cong bo

Nghién ciru sinh da c6 3 cong trinh cong bd, trong dé ¢6 1 bao cao & Hoi nghi CNSH
toan qudc nam 2020; 02 bai dang trén tap chi qudc té. Cac ndi dung ciia céc cong trinh nay
déu co lién quan dén ndi dung nghién ciru vé phén tich da hinh SNP va mdi lién quan voi
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nguy co méc bénh teo co dudng mat bam sinh. Nghién ctru sinh la tac gia dung tén dau cua
2/3 cong trinh.

Phan két qua giai trinh tr toan by viing ma hoéa va phan tich dét bién gene chua dugc
cong bd trén tap chi khoa hoc chuyén nganh.

Ban tom tat ludn an da néu dugc cac ndi dung chinh ma luan an dat dugc, theo mau quy
dinh cua co s¢ dao tao.
8. Két lugn

Luén 4n cta nghién ctru sinh Nguyén Van Tung c6 két qua ddp tmg yéu cau clia mot.
ludn én Tién si Sinh hoc. Ludn an c6 thé duge bao vé & Hoi dong cham LATS cap Vién dé

nghién ctru sinh ¢6 thé nhan hoc vi Tién si Sinh hoc.

Ha Néi, ngay 21 thang 11 nam 2024
XAC NHAN CUA CO QUAN CONG TAC NGUOI VIET NHAN XET
Truong DPHKHTN — PHQGHN xac nhan chir ki

cua PGS. TS. Nguyén Thi Hong Van la dung. /Hz%

TL.HIEU TRUONG
KT. TRUONG PHONG

HO TRUONG PHONG PGS. TS. Nguyén Thi Hong Vin

~ S, Nguyén Thi flong Doan




BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si

Ho va tén nguoi viét nhan xét ludn an:  Nguyén Thi Diéu Thiy

Hoc ham, hoc vi: Pho gido su, Tién si, NCVCC

Co quan cong tac: Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han ldam Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam.

Ho va tén nghién ctru sinh: Nguyén Vian Tung

Tén dé tai ludn an: Nghién ctru dt bién va da hinh ctia mét sd gen & tré em mic

bénh teo dwdng mat bim sinh.
Y KIEN NHAN XET

1. Tinh can thiét, thoi su, Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai
Luin 4n tién hanh: giai trinh tu toan bd vung gen ma hoéa cua 05 bénh nhan
méc bénh teo duong mat bam sinh bing cong nghé NGS; va phén tich d6t bién
¢6 tiém nang lién quan dén bénh teo dudng mat bam sinh trén 266 bénh nhén va
250 dbi chimg. Viéc sang loc ra cac dot bién trén cac gen lién quan dén bénh teo
dudng mét bim sinh & ngudi Viét Nam va phén tich méi lién quan giita cac dot
bién nay véi nguy co mic bénh cé y nghia khoa hoc va thyc tién cao.

2. Su khong trung lap cua dé tai nghten cteu so voi cdc cong trinh, lugn van, ludgn
an da cong bé ¢ trong va ngodi nude; tinh trung thuc, ré rang va day dii trong
trich dan tai liéu tham khdo

Noi dung ludn 4an chinh 1a ndi dung cta dé tai do Quy NAFOSTED tai tro
(m3 sb 108.02-2018.305), vi thé dam bao tinh khong trung lip véi cac cong
trinh da cong bd, déng thoi khéng tring lap véi ludn van, ludn an trong va ngoai
nude. Trich dan tai liéu tham khao (160 tai liéu tiéng Anh) rd rang va day dua
theo format quy dinh.

3. Su phit hop giita tén dé tai véi néi dung, giita ni dung véi chuyén nganh va ma
50 chuyén nganh
Tén dé tai phit hop va phan anh chinh x4c ndi dung luan an, ni dung luan an
phit hop véi nganh Cong nghé sinh hoc va ma s6.



4. Dé tin cdy va tinh hién dai cia phuong phdp da sir dung dé nghién cieu

Céc phuong phap sir dung trong luén 4n déu la cac phuong phap chuan
trong phan tich sinh hoc phén tir (tich chiét DNA tong s6; chuéan bi thu vién
gen; doc trinh tu ving gen ma hoa trén toan bd hé gen ~-WES - bang cong nghé
NGS; xéc dinh d6t bién bing RFLP-PCR, ARMS-PCR; cic phian mém phan tich
va xtr 1y sb liu,...); cac hoa chét sir dung & dang tinh khiét do céc hing c6 uy
tin cung cap, thiét bi, may moéc clia cac hing chuyén dung tai Phong thi nghiém
cta Vién nghién ciru hé gen, s6 lugng mau da 16n ca bénh nhan va ddi chimg
dam bao cho phan tich thong ké. Vi vdy, cac két qua nghién ciru dat do tin cdy
cao.

J. Ket qua nghién ciru maoi va gia tri cua tac g:a nhitng dong gop maéi cho sw phat
men cuia khoa hoc chuyén nganh; dong gop moi phuc vu cho san xudt, kinh té,
quéc phong, xa héi va doi song. Y nghia khoa hoc, gid tri va dg tin cdy ciia
nhiing két qud do
Pay dugc xem 1a nghién ctru dau tién phan tich méi lién quan giita céc dot bién
véi nguy co gy bénh teo duong mét bim sinh & ngudi Viét Nam, luan 4n c6
nhimg déng gép méi sau:

- Phat hi¢n 02 dot bién mai: dot bién di hop tir kép trén gen FAH va ERCC4,
01 d6t bién dich khung doc trén gen KRTI8 va 2 dot bién trén gen ATP7B ¢
tiém nang lién quan dén bénh teo duong mét bam sinh.

- Panh gia duoc mbi quan cuia nguy co teo dudng mét bam sinh véi cac dot
bién, cu thé: dot bién don trén gen 4BCBI1 c¢6 mdi lién quan dén nguy co
bénh (ngudi mang kiéu gen TC va CC c6 nguy co mic bénh cao hon nguoi
mang kiéu gen TT); da hinh trén gen 4BCC2 va MYOSB khong ¢6 moéi lién
quan voi nguy co gdy bénh nay.

Céc két qua nghién ctru nay ¢ y nghia khong chi trong nghién ctru, giang day y

sinh ma con c6 gia trj trong viéc tién luong, dinh huéng diéu tri bénh.

6. Nhitng wu va nhuwoe diém vé néi dung, két cdu va hinh thire cia ludn dn

Luén an gébm 118 trang (khong bao gém Phu luc) gdbm ddy du cac phéan theo quy
dinh, cu thé: Muc luc, Danh muc cdc tir viét tat, danh muc bang, danh muc hinh va
cac phan chinh: i) Mé dau (3 trang); ii) Téng quan tai liéu (29 trang); iii) Vat lidu
va phuong phap nghién ciru (16 trang); iv) Két qua (34 trang); v) Thao luan (15



trang); vi) Két luan va kién nghi (02 trang); vii) Tai liéu tham khao: 160 tai liu
tham khao bing tiéng Anh, trong d6 45/160 tai liéu xuét ban trong 5 nim géan day);
21 bang biéu, 17 hinh anh dugc trinh bay rd rang, sic nét, chu thich day du.

Tém tat ludn an 24 trang, bd cuc bao gf‘)m dﬁy da cac phéin theo format.

7. Noi dung cua lugn an da dugc cong bé trén tap chi, ky yéu Héi nghi Khoa hoc
nao, va gid tri cia cdc céng bé do

Nghién ciru sinh 1a tac gia 02 cong bd qudc té trén tap chi Medicine (SCI-E,
Q3, IF 1,4), trong d6 01 cong bd nam 2021 la tac gia thir 1 va 01 cong bd nam
2022 la df‘)ng tac gia va 01 cong b trén Hoi nghi khoa hoc trong nudce (Héi nghi
Coéng nghé sinh hoc toan qudc nim 2020). Cac Tap chi chuyén nganh trén déu
1a céac tap chi c¢6 phan bién ddc 1ap, c6 uy tin trong linh vire nghién ciru chuyén
nganh. Cac cong bd khoa hoc nay la nhimng két qua thude ndi dung nghién ciru
chinh cua luén 4n va dugc xuét ban trong thoi gian NCS thuc hién luan an.

8. Két lugn chung
Luén 4n cla nghién ctru sinh Nguyén Van Tung 1a mét cong trinh khoa hoc
nghiém tac, ndi dung va hinh thire ctua luan an dap ing yéu cdu ctia mot ludn 4n
tién si nganh Céng nghé sinh hoc. Ban tom tit luan an phan anh trung thanh noi
dung co ban cta luan an. T6i dé nghi co s& dao tao cho phép nghién ciru sinh
duoc phép bao vé ludn an cdp Hoc vién dé nhan bang Tién si.

Ha Noi, ngay 25 thang 11 nam 2024

Ngudi viét nhan xét

PGS. TS. Nguyén Thi Di¢u Thiiy



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Poc lap - Ty do - Hanh phic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NHE

Ha N¢i, ngay 24 thang 12 nam 2024

NGHI QUYET
CUA HQI PONG PANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Tén nghién ctru sinh: Nguyén Vin Tung
Vé dé tai: “Nghién cieu dt bién va da hinh ciia mét so gen ¢ tré em mdc bénh teo
dwong mat bam sinh”
Chuyén nganh: Coéng nghé sinh hoe  Ma sb: 94 20 201
Nguoi huéng dan:  GS.TS. Nguyén Huy Hoang
TS. Nguyén Thi Kim Lién
- Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han lam KHCNVN

S thanh vién Hoi dong danh gid luan 4n tién si cAp Hoc vién c¢6 mat: 07/07

Hoi déng danh gi ludn 4n tién si cdp Hoc vién cia NCS. Nguyén Vian Tung da '
hop tir 9 gio dén 11 gio 30 phut sang ngay 24/12/2024 tai Hoc vién Khoa hoc va Cong

nghg, s6 18 duong Hoang Qudc Viét — Cau Gidy — Ha Noi.

Szlilu khi nghe nghién ctru sinh Nguyén Vin Tung trinh bay ndi dung ludn 4n
trong thoi gian 30 phit, Hoi dong da nghe céc phan bién phat biéu nhan xét luan an;
nghe thu ky Hoi déng doc ban tong hop cac v kién nhan xét ludn 4n cia cac thanh vién
khac trong Hoi dong va nhén xét tom tit luan an cua cac nha khoa hoc giri dén. Hoi
dong da tién hanh thao luan chung tai Hoi truong, sau d6 Hoi dong da hop riéng va
nhét tri quyét nghi nhu sau:

1. Két qua bo phiéu danh gia luan an cua Hoi dong: Hoi dong théng nhét théng qua
bo phiéu danh gia luan 4n dat két qua 07/07 phiéu tan thanh trong d6 c6 04/07
phiéu xuat sic.

2. Nhimg két luan khoa hoc co ban, nhitng diém mai, dong gép méi cuia luan an



Hpi dong da thong nhit théng qua cdc két lu@n ciia lu@n dn nhw sau:

- Da thu thap dugc 266 mau bénh pham tir cac tré em bi teo duong mat bam
sinh va 250 mau doi chimng 1a céac tré khoe manh phuc vu cho nghién ciru.

- P4 giai trinh ty toan b hé gen ma héa clia 5 mau bénh thude 3 gia dinh.

- Phat hién dugc 02 dét bién di hop tir kép c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen
FAH va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 6 hai bénh nhén la chi em rudt

trong mot gia dinh ¢ kha nang lién quan dén bénh teo duong mat bam sinh.

- Phat hién dugc 01 dot bién dich khung ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén

gen KRTI8 va 02 dot bién ¢.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) déu &
dang di hop tir trén gen ATP7B & 01 bénh nhén méc df’)ng thot hai bénh teo dudng mat
bam sinh va Wilson, trong dé d6t bién ¢.50 51insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen
KRTI8 cb tiém nang lién quan dén bénh teo dudng mit bam sinh. Hai dot bién
c.314C>A (p.Ser105%), ¢.2975C>T (p.Pro992Leu) trén gen ATP7B da dugc bao cao la
¢6 lién quan dén bénh nhan Wilson.

- Dénh gia dugc méi lién quan giira cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén
gen ABCBI 1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYOS5B
véi nguy co mic bénh teo dudong mat bam sinh & bénh nhan ngudi Viét Nam. Trong
d6 da hinh rs2287622 trén gen ABCB/ ! lam tiang nguy co mic bénh teo dudong mat
bam sinh. |

Diém méi ciia lu@n dn: chinh stra ludn an ¢6 03 diém méi sau;
- P phat hién duge 02 dot bién mai 1a c.412G>A (p.Gly138Arg) trén gen FAH

va ¢.2225A>G (p.Tyr742Cys) trén gen ERCC4 ¢ hai bénh nhan la chi em rudt trong
mot gia dinh. Phat 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 nhin méc dong thdi hai bénh teo duong mit
bam sinh va Wilson, trong d6 dot bién ¢.50_S1insG (p.Gly17Glyfs77*) trén gen
KRTI8 c6 tiém nang lién quan dén bénh teo dudong mat bam sinh.

- DPanh gia dugc mdi lién quan giira cac da hinh don nucleotide rs2287622 trén
gen ABCBI1, da hinh rs927344 trén gen ABCC2, da hinh rs1815930 trén gen MYO5B
v6i nguy co mic bénh teo duong mat bam sinh & bénh nhan ngudi Viét Nam. Trong
d6 da hinh rs2287622 trén gen ABCBI] lam ting nguy co mic bénh teo dudong mat
bim sinh.

3. Cac gop y chinh sira ludn an



Quyén ludn 4n con mot s6 16i chinh ta, phong chir, biéu mau va chi thich cin
chinh sira lai cho théng nhit toan van ludn 4n. Ra soat lai cac tir chuyén nganh cho
chinh x4c theo gop y clia cc thanh vién hoi dong.

3.1. M¢ diu:

- Nén bé sung thém 1y do lua chon phén tich mdi lién quan giita cac SNP
rs2287622 (gene ABCBI11), 1927344 (gene ABCC2) va rs1815930 (gene MYOS5B)
va nguy co méc bénh teo co duong mat bam sinh.

- Muc tiéu nghién ctru va ndi dung nghién ctru dién dat rd hon nira.

- Trong phan Nhitng déng gop méi ciia dé tai, déng gop sb 2 can néu rd, cu thé
hon dong gop mai vé viéc danh gia duge mdi lién quan giira cac SNP nghién ciru va
nguy co mic teo dudng mat bam sinh & nhém mau trong nghién ciru.

3.2. Tong quan:

Nén bd sung thém tong quan vé cac ky thudt sir dung trong nghién ctru dt bién
va da hinh ctia mdt s6 gen & tré em méc bénh teo dudng mat bim sinh. Nén bd sung
théng tin téng quan vé gene MYOS3B, cac SNP rs2287622 (gene ABCBI11). rs927344
(gene ABCC2) va rs1815930 (gene MYOS5B), céc nghién ciru trong va ngoai nudc co
lién quan dén cac gene SNP nay va mdi lién quan véi bénh teo co dudng mat bam sinh
ctia cac SNP nay. Bang 1.1 trang 17-19 chua dugc dé cip dén & phan tong quan (phan
chi).

3.3. Phwong phadp:

-Bb sung ly giai lya chon 5 mau bénh cho viéc giai trinh ty toan b cac trinh tu
ma hoa trong hé gene. Bd sung muc thoi gian va dia diém nghién ctru, dic biét néu ro
cac ky thuat phan tich gen dugc thyc hién tai dau. Chinh sira lai tiéu chuin cia miu
dbi ching. K¥ thuét giai trinh tw gen Sanger sir dung dé xac dinh cac dot bién nao, can
néu rd. B6 sung moi sur dung trong k¥ thuat giai trinh tu gen Sanger. Bo sung cach
thire kiém tra tinh chinh xac ctia viéc xéc dinh da hinh don gen ABCB11 bing k¥ thuit
PCR-RFLP. Chinh sira lai so ¢ nghién ctru ¢ hinh 2.1.

3.4. Két qua va Ban lugn:

Bang 3.7 s6 lugng dot bién duoc thong ké & cot “Tong sd dot bién trén gen lién
quan" la rat 16n: trén 700- trén 800 dot bién. Do 1a céc dot bién hay bién thé? Néu phén
l6n cdc vi tri ¢6 bién ddi ndm & trinh ty intron, tai sao dugc goi la “dot bién" (tan sb
<1%)?. B6 sung nguon trich din cho cac hinh 4.1, 4.2 & tén hinh.

Phan két luén: can viét lai két ludn ngin gon. bao quat hon dua theo cac muc

tiéu nghién ciru cua dé tai.
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Viét lai kién nghi cho ngén gon hon va chi 16 cu thé kién nghi

Nén cung cap thém thong tin vé ket qua xac dinh djt bién gen FAH va ERCC4
ctia b, me bénh nhan BAO1 va BA02 dé xac dinh quy luat di truyén ctia gia dinh bénh
nhén. K&t ludn nén viét theo 02 muc tiéu nghién ciru.

3.5. Tai liéu tham khdo: cac trich dan tai liéu tham khao la day du, trung thuc. Chinh
stra theo ding form mau quy dinh cia Hoc vién

3.6. Tém tit lu@n dn: chinh sira lai tom tit theo toan van luan 4n sau gbp vy ctia Hoi
dong cap Hoc vién.

3.7. Kién nghij ciia lu@n dn dwoc chinh siva lgi nhw sau:

Chinh stra theo budi bao vé va gép y ctia Hoi dong
4. Co so khoa hoc, dd tin cdy cta nhimg ludn diém va nhitng két luan néu ra trong luin
an.

Céac phuong phap dugc str dung trong ludn 4n 1a nhitng phwong phap chuan,
hién dai phu hop v6i cac ndi dung nghién ciru cua ludn an nhu cac phuong phép sinh
hoc phéan tir, phuong phéap tach chiét DNA, PCR, giai trinh ty toan bd ving gen ma
hoa, cac ky thudt phén tich tin sinh hoc, k¥ thuat xac dinh kiéu gen b?mg RFLP,
ARMS-PCR, ... Béi tugng nghién ciru la 266 bénh nhan duge chan doan méc bénh va
250 ngudi khong mic bénh lam dbi chimg. Trong d6 5 bénh nhan thugc 3 gia dinh
dugc lua chon dé giai trinh tu toan bd ving ma hoa. Cac nguyén vat liéu, hoa chit,
trang thiét bi déu dam bao cho d9 tin cdy cua s6 liéu cho céc két qua dat dugc cua ludn
an.

5. Y nghia vé 1y luan, thyc tién va nhitng dé nghi sir dung cac két qua nghién ctru cia
ludn an

Dé tai ludn an c6 két qua phong phu da dang bam sat ndi dung nghién ctru ciing

nhu tén va muc tiéu dé tai luan an. Céc két qua thu duoc tir cong trinh nghién ctru c6 y

nghia khoa hoc va thyuc tién cao co thé sir dung lam co s& khoa hoc phuc vu cho

nghién ciru co ban cling nhu trong tu van 1am sang, chan doan, diéu tri va tién lugng
cling nhu phong bénh.
6. Nhirng thiéu s6t vé noi dung va hinh thirc ctia ludn 4n

NCS céan chinh stra mot s6 vin dé con thiéu sét theo 07 Ban nhan xét cia céc
thanh vién trong Hoi dong giri kém theo va nhitng thdng nhét ghi chi tiét trong ban

Nghi Quyét ctia hoi dong.
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7. Mitc do dap tng cac yéu cau cua ludn an

Ban ludn 4n TS ciia NCS Nguyén Vin Tung 1a mot cong trinh nghién ctru cong
phu nghiém tic, c6 ¥ nghia khoa hoc va gié tri thyc tién, dap ung dugc yéu cau cua
luan 4n tién si vé ca noi dung va hinh thire theo quy dinh.
8. Nhitng diém can bd sung, stra chira (néu c6) trude khi ndp ludn an cho Thu vién
Quéc gia Viét Nam

NCS cén chinh sira lai ludn an theo 07 ban nhin x;ét va gép y cua cac thanh vién
Hoi dong gui kém theo (Ban nhédn xét luan an) va chi tiét muc 2 va muc 3 trong béri
Nghi Quyét nay.
9, Két ludn:

Luan an dap tng cac yéu cau ddi véi mot ludn an tién sy Sinh hoc chuyén
nganh Cong ngh¢ sinh hoc theo ding quy dinh ctia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghg¢.

Hoi dong thong qua bo phiéu va dé nghi co s& dao tao cong nhén trinh do va
cap bang cho NCS Nguyén Vin Tung.

Hoi dong nhat tri thong qua bing biéu quyét cong khai va bd phiéu vai ty 16 tan
thanh 1a 07/07 thanh vién Hoi dong Can cir két qua bo phiéu, Hoi ddng danh gid ludn
an tién si cap Hoc vién nhét tri d& nghi cong nhan hoc vi Tién si Sinh hoc mg dung

cho nghién ctru sinh Nguyén Vian Tung.

THU KY HQI PONG CHU TICH HQI PONG
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TS. Nguyén Thi Thanh Ngéin GS.TS. Nong Vin Hai
XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO
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VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Péc lap - Ty do - Hanh phiic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Ha Néi, ngay 24 thang 12 nam 2024

BIEN BAN HQI PONG PANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Nghién ciru sinh: Nguyén Viin Tung

Dé tai: “Nghién ciru dpt bién va da hinh ciia mét sé gen 6 tré em mic bénh teo
dwong mit bam sinh”

Chuyén nganh: Cong nghé sinh hgc Mi sb: 94 20 201

Ngudi huéng dan:  GS.TS. Nguyén Huy Hoang
TS. Nguyén Thj Kim Lién

- Vién Nghién ciru hé gen, Vién Han 1am KHCNVN
Quyét dinh thanh lap Hoi dong s6: 1177/QD-HVKHCN ngay 24/10/2024 cua Giamo
déc Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé. '
Thoi gian hop: 9h sang ngay 24 thang 12 nam 2024
Dia diém: Hoi truong tang 17, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, sé 18 duong Hoang
Quéc Viét, Cau Giay, Ha Noi.

NOI DUNG

1. Tir9gio dén9 gio 10 phat:
- Pai dién co s& dao tao tuyén bd ly do, doc Quyét dinh thanh lap Hoi dong danh
gid luan an cap Hoc vién. Dé nghi Chu tich Hoi dong diéu khién budi hop.
- Chui tich Hoi dong diéu khién budi hop:
+ Tuyén bd sb thanh vién Hoi ddng c6 mit: 07/07 (c6 danh sach kém theo).
+ 86 khach moi tham du budi bao vé: 03 nguoi.
+ Thu ky hdi doéng doc 1y lich khoa hoc va két qua hoc tap ciia nghién ctru sinh.

2. Tir 9 gio 10 phut dén 9 gio 45 phut :
- Nghién ciru sinh Ma Thi Huyén Thuong trinh bay noi dung luén an.

3. Tir 9 gio 45 phat dén 10 gio 45 phit:
- Phan bién 1: Doc nhan xét luén an (kém theo toan van nhan xét).
- Phan bién 2: Poc nhan xét luan éan (kém theo toan vdn nhéan xét).
- Phan bién 3: DPoc nhan xét ludn an (kém theo toan van nhan xét).



Cic cau héi ciia thanh vién Hi dong va ciu tra 10i ciia nghién ciru sinh: (ghi o ho
tén, hoc vi, chirc danh khoa hoc ctua nguoi hoi)

Phan bién 1: GS.TS. Tran Huy Thinh

Cdu hoi 1: Nén sit dung két qua da hinh hay dét bién gen dé img dung trong tr vén di
truyén hodc nghién ciru sdu vé sau? .

NCS tra loi: Dua va cac két qua nghién ciru co ban ban dau cia NCS va nhém nghién
ctru thi thdy ring viéc st dung k¥ thuat giai trinh tu gen thé hé méi (WES) ¢6 nhiéu wu
diém hon v&i viée ra soat va sang loc triét dé cac dot bi.én cling nhu da hinh cho bénh
nhén va gia dinh bénh nhan.

Cdu hoi 1: Sir dung ky thudt nao dé kiém tra lai tinh chinh xdc cua ky thudt PCR-
RFLP?

NCS tra loi: NCS st dung k¥ thudt giai trinh tr Sanger dé kiém ching di truyén cta
céc dot bién sang loc dugc.

Phan bién 2: PGS.TS. Vii Chi Diing

Cdu hoi 1: DBét bién di hop tir kép tim dwgc c6 phai la nguyén nhan gdy bénh?

NCS tra loi: Dé tai dy an cia NCS la nghién ctru co ban lan dau thyc hién tai Viét
Nam, cic két qua clia dé tai 1a budc du lam co s cho céc nghién ciru sau nay. Vi thé
cac két luan cua dé tai vé céc dot bién va da hinh can phai dugc kiém ching trén sb
lugng mau 16n hon dé dam bao tinh chinh xéc va c6 thé dua ra lam chi thi sau nay.
Phin bién 3: GS.TS. Nguyén Duy Bic

Cdu hoi 1: NCS du dinh sir dung ky thudt nghién ciru nao dé tro giup cho bac st lam
sang V&i cde két qua dat dwge vé nguyén gdy bénh?

NCS tra loi: NCS thiy ring, vdi su phat trién khoa hoc ngay nay tap trung vao nghién
clru y hoc ca thé, vi thé img dung giai trinh ty gen thé hé méi WES s& c6 nhiéu hiru
dung trong nghién ctru sang loc dot bién va da hinh ddi v6i nhimg bénh da gen ciing
nhu phan tich di truyén pha hé trong gia dinh. Tir d6 ¢6 duge tu van di truyén cho
nguoi bénh va gia dinh bénh nhan.

4. Tir 10 gio 45 phit dén 11 gio 10 phit: Hop hji dong riéng

- Théng qua két ludn cia Hoi dong (co van ban kém theo).

- Ghi phiéu nhén xét luan an.

Két qua kiém phiéu 07/07 thanh vién tén thanh trong d6 04/07 phiéu xuat sic va dé
nghi Hoc vi¢n ra quyét dinh cong nhén hoc vi Tién si Sinh hoc tng dung cho nghién
clru sinh Nguyén Vin Tung.

5. Tir 11 gio 10 phat dén 11 givr 30:
- Chu tich Hoi ddng doc két ludn ctia hi dong danh gia luan an trong nghi quyét

cua Hoi dong.
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Pai dién co s& dao tao phat biéu y kién, chiic mirng NCS Nguyén Vin Tung.
Dai dién cua co quan cia NCS phat biéu y kién.

Pai dién cho tap thé huéng din ctia NCS phat biéu y kién.

- NCS Nguyén Van Tung phat biéu y kién.

Hoi dong két thic lac 11 gio 30 phut, Thir ba ngay 24 thang 12 nam 2024,

THU KY HOI PONG CHU TICH HOI PONG

TS. Nguyén Thi Thanh Ngén GS.TS. Nong Vin Hai

XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO
KT. GIAM pOC
PHO GIAM POC

Nguyen Thi Trung 7/’
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DANH SACH HOI PONG
DANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Nghién ctru sinh: Nguyén Vin Tung

Dé tai: Nghién ctru dot bién va da hinh ciia mét s gen & tré em méc bénh teo durdng mat bam
sinh

Nganh: Cong nghé sinh hoc Mai s6: 9 42 02 01

Thoi gian: Bét dau tir 9h00, Thir Ba, ngay 24 thang 12 nam 2024.

CHUC DANH KHOA 5 ; TRACH N
& il b s DON VI CONG TAC CHU KY
HOQC, HQ VA TEN NHIEM
. " Vién Nghién ciru hé gen, . f
. | GS.TS. Néng Vin Hai bivads dpsamioincd ol Chutich | [
|| S8eks, Tetndiny Trudng Daihoc YHANGI, BOYtE | Phinbien1 | &
Thinh i
3. | PGS.TS. Vii Chi Diin SRl Camg ving Phan bién 2 j%
; S & Bo Y té : L =1
4 gés(.:Ts. Nguytn Duy Hoc vién Quiny, B6 Quécphong | Phanbién 3 &J\Q,
TS. Nguyén Thj Thanh Vién Nghién cru hé gen, Uy vién - in
> | Ngan Vién Han lam KHCNVN Thir kg e —
PGS.TS. Nguyén Thi Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, S /}7&4
6. Hdng Van Dai hoc Quoc gia Ha Noi Uy yitn P Z/f**
TS. Nguyén Thi Diéu Vién Céng nghé sinh hoc, . AlYr .-
7| Thy Vién Han lim KHCNVN Uyvien | _ 20 >

Danh sdch nay gom 07 thanh vién.



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Doc ldp - Twdo - Hanh phic
HOQC VIEN KHOA HQOC VA CONG NGHE :

BAN GIAI TRINH CHINH SUA, BO SUNG LUAN AN TIEN Si
CAP HQC VIEN

Ngay 24 thang 12 nam 2024, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da té chic danh
gid ludn 4n tién si cp Hoc vién cho nghién ctru sinh Nguyén Vin Tung theo Quyét
dinh s6 1177/QD-HVKHCN ngay 24 thang 10 ndm 2024 cia Giam doc Hoc vién.

Dé tai: Nghién ctru dot bién va da hinh ctia mét s6 gen & tré em mac bénh teo
duong mét bam sinh

Nganh: Cong nghé sinh hoc. Mi s6: 9420201

Ngudi hudng din khoa hoe: GS.TS. Nguyén Huy Hoang

TS. Nguyén Thj Kim Lién

Theo Bién ban va Quyét nghi ctia Hoi ddng, NCS da nghiém tic bd sung va

chinh stra luan an cac diém chi tiét nhu sau:

Noi dung da dwge chinh sira, b6 sung
STT | Noi dung dé nghi chinh sira, b6 sung (Ghi rd s6 trang/chwong/muc... da diroc
chinh sira)

1 | Phin mé& déu nén bd sung thém 1y do lya | Phan M& déu (Trang 2): da thém 1y do |

chon phéan tich méi lién quan gitra céc | chon phén tich méi lién quan giira céc
"SNP rs2287622 (gen ABCBII), 1s927344 | rs2287622 (gen ABCBII), rs927344
(gen ABCC2), rs1815930 (gen MYOS5B) va | ABCC?2), rs1815930 (gen MYOS5B) va
bénh teo dudmg mét bim sinh teo dudng mat bam sinh. Cuy thé:

Dua trén céc dic diém bénh 1y cua teo
dudng mat bam sinh va chirc nang ctia gen,
céc bién thé di truyén c6 tiém nang lién quan
dén teo dudng mat bim sinh co thé duge
phén loai thanh céc con duong: su phat trién
gan mét, quéa trinh xo héa, viém, su bit
thuong vi 16ng mao (bénh ly ti€ém mao).” Do
do, ngoai viéc sir dung phuong phép giai
trinh tr toan bd viung gen ma hoa dé xdc
dinh céc dot bién gen gdy bénh, trong ndi
dung ludn an nay con thuc hién phan tich
mdi lién quan gitta ba da hinh nucleotide
don rs2287622 trén gen ABCB!I, da hinh
rs927344 trén gen ABCC2, da hinh
rs1815930 trén gen MYO3B véi nguy co
méc bénh teo dwong mat bim sinh & bénh




nhin nguoi Viét Nam. Cac gen nay tham gia
vao mot con dudong gdy bénh teo dudmg mat
bim sinh khac nhau, dong thoi, chua ¢é
nghién ciru ciru nao trén thé gioi danh gia
moéi lién quan cua ching dér_l bénh teo
duomg mét bim sinh.

Muc tiéu va ndi dung nghién ciru can dién
dat rd hon nira

Da dién dat lai phan Muc tiéu nghién ctru
(Trang 2 — phan M& ddu) cho rd rang hon.
Cu thé:

- Xdc dinh duge céc dot bién gen lién quan
dén bénh teo dudong mat bam sinh thong qua
vigc giai trinh ty toan by ving gen ma hoa
clia mét s6 bénh nhén.

- Xéac dinh mébi lién quan gitra mot so da
hinh nucleotide don véi nguy co méc bénh
teo dudng mat bam sinh & ngudi Viét Nam

Phan nhing déng gép mai cua dé tai, dong
gép sb 2 can néu 13, cu thé hon déng gop
moi vé viée danh gia duge mbi lién quan
giita cac SNP nghién ciru va nguy co méc
bénh teo dudmg mét bam sinh & nhém miu
nghién ciru

Pa viét lai dong gép méi sd 2 trong phén
Nhimg dong gép mdi cua ludn an (Trang 3 —
phén M¢ déu). Cu thé:

Xac dinh duogc alen C cua da hinh don
nucleotide rs2287622 trén gen ABCBII c6
lién quan dén nguy co méc bénh teo duong
mét bim sinh, trong d6 nguoi mang kiéu gen
TC va CC c6 nguy co mic bénh cao hon so
véi ngudi mang kiéu gen TT:; da hinh
1s927344 trén gen ABCC2, da hinh
rs1815930 trén gen MYOS5B khong lién quan
dén nguy co méic bénh teo duong mat bam
sinh ¢ bénh nhan nguoi Viét Nam.

Nén bo sung thém vé cac ky thudt dugc sir
dung trong nghién ciru dot bién va da hinh
cia mdt s6 gen & tré em mic bénh teo
dudng mat bim sinh

Pi bd sung gi6i thiéu ky thuat RFLP (Trang
44 — tiéu muc 2.3.5, chuong 2), ky thuat
ARMS-PCR (trang 45 - tieu muc 2.3.6,
chuwong 2 ) duge sir dung dé nghién ctru dot
bién va da hinh ctia mét s6 gen & tré em mic
bénh teo duwomg mat bam sinh

Nén bd sung thong tin tong quan vé gen
MYO5B, cac SNP rs2287622 (gen
ABCBII), 15927344 (gen ABCC2) va
rs1815930 (gen MYOS3B), cic nghién ciru
trong va ngoai nudce cb lién quan dén cic
gene SNP nay va médi lién quan véi bénh
teo co dudmg mat bam sinh cia cidc SNP
nay.

Pi bd sung thong tin vé gen MYO3B, cac
SNP rs2287622 (gen ABCBII). rs927344
(gen ABCC2) va rs1815930 (gen MYOJ5B),
cac nghién ciru trong va ngoai nudc co lién
quan dén cic gene SNP héy va mdi lién
quan véi bénh teo co dudong mat bédm sinh
cua cac SNP nay, (Trang 92 — 95, muc 4.2,
chuong 4: Thao ludn)

Bang 1.1 trang 17-19 chua duge dé cép
dén & phan tong quan (phén chi).

Bang 1.1 dd dugc nhiic dén & phan chit trang
13 (muc 1.2 chuong 1: Tong quan)




Bb sung ly giai lua chon 5 méu bénh cho
viéc giai trinh tu toan bd cac trinh ty ma
hoa trong hé gen

Dia bb sung 1y do lya chon 5 miu bénh cho
vigc gidi trinh tu toan by ving ma hoa
(Trang 33 — muc 2.1, chuong 2: Vit li¢u va
phuong phép nghién ctru). Cu thé:

Trong s 266 bénh nhan nhi méc teo
duong mat bam sinh, ¢6 05 bénh nhan dugc
chon loc dé gidi trinh ty toan bg ving gen
md hoéa, trong d6 c6 02 cap anh/chi em rugt
trong cung mét gia dinh (bénh nhan BAOI
va BA02;-bénh nhan BAO3 va BA04). Trén
thé giéi, bénh teo duong mat bim sinh
thuong xudt hién don lé, rit it cac nghi'én
ctru ghi nhan bénh xuét hién theo tinh trang
gia dinh. Mat khée, ¢ nhiéu yéu t6 duge
cho la nguyén nhan gay bénh. Do do, viéc
lra chon nhirmg bénh nhan trong cung gia
dinh gitp tang kha niang phat hién dugc céac
bién thé co tinh chat di truyén.

B sung muc thoi gian va dia diém nghién
ciru, dic biét néu rd cdc k¥ thudt phén tich
gen dugc thyce hién tai dau

Pi bd sung thoi gian va dia diém nghién ctu
(Trang 33 — muc 2.1, chuong 2: Vit liéu va
phuong phép nghién ctru). Cu thé:

- Thoi gian nghién ciu: tir thang 12/2018
dén thang 12/2022

- Dia diém thu thdp mau: khoa Gan mat,
khoa Di truyén va Sinh hoc Phéan tir, Bénh
vién Nhi Trung Uong

- Pia diém phan tich: Phong Hé gen hoc
chirc ndng, Vigén Nghién ctru hé¢ gen — Vién
Han ldm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Chinh stra lai tiéu chuan cua mau doi
ching

Da chinh sira lai tiéu chudn lya chon miu
dbi chung (Trang 34 — tiéu muyc 2.1.1,
chuong 2: Vit li¢u va phuong phap nghién
ctru). Cu thé:

- Tré dudi 11 tudi khéng méc teo dudng mat
bam sinh

Ky thudt giai trinh ty gen Sanger sir dung
dé xac dinh cac dot bién nao, can néu rd.
Bd sung mdi sir dung trong ky thudt giai
trinh tu gen Sanger

Pa bé sung thong tin vé nhimg dot bién
dugc xac nhén bing ky thudt giai trinh ty
Sanger va cdc ciip moi tuong tmg (Trang 48
- tiéu muc 2.3.7, chuong 2: Vit liéu va
phuong phap nghién ctru). Cu thé:

Ky thudt giai trinh tu Sanger dugc xu
dung d& xac nhéan lai dot bién va da hinh
nucleotide don tim duoc trén cac bénh nhan.
Trinh tu mdi duge sir dung cho giai trinh ty
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Sanger la mo6i xudi cia phan tmg PCR
khuéch dai doan gen tuong tmg.

10

B6 sung cdch thire kiém tra tinh chinh x4c
cua viéc xac dinh da hinh don gen
ABCBI1 bing k§ thuat PCR-RFLP.

Tinh chinh xdc cua viéc xdc dinh da hinh
don gen ABCBI1 dugc kiém tra bang cach
giai trinh tw Sanger ngdu nhién mdt sé mau
dé khing dinh két qua cua ky thuit PCR-
RFLP

11

Chinh stra lai so d nghién ctru & hinh 2.1

NCS di chinh stra lai so dé nghién ciru theo
gbp ¥ cta Hoi dong (Trang 36 — muc 2.3,
chuong 2: Vit liéu va phuong phap nghién
ctru)

12

Bang 3.7 s luong dot bién duoc thong ké
& cOt “Téng s6 dot bién trén gen lién
quan" l1a rat 16n: trén 700- trén 800 dot
bién. D6 la céc dot bién hay bién thé? Néu
phan 16n cac vi tri ¢6 bién ddi nim & trinh
tu intron, tai sao dugc goi la “dot bién"
(tin s6 <1%)?.

S lugng bién thé duge thdng ké trong Bang
3.7 (trang 62 — tiéu muc 3.4, chuong 3) la
dot bién (véi tan sb MAF <1%) xay ra trong
133 gen lién quan dén bénh teo duomg mat
bam sinh cua 05 bénh nhan. Cac da hinh
nucleotide trong cac gen nay dugc trinh bay
¢ phu luc 2: Danh sich cic da hinh
nucleotide trén 05 bénh nhan

13

B6 sung ngudn trich dan cho céc hinh 4.1,
4.2 ¢ tén hinh.

Hinh 4.1 (Trang 87) va hinh 4.2 (Trang 94)
la két qua nghién ciru cta ludn 4n théng qua
phén tich tuong tac protein bing phdn mém
STRING. Phan mém nay da dugc trich din
tai liéu tham khao ¢ trang 86 (muc 4.1 —
chuong 4: Thao ludn)

Cén viét lai két ludn ngan gon hon. Két
luan nén viét theo 02 myc tiéu nghién ctru

D viét lai két luan ngén gon thanh 02 y dya
theo muc tiéu nghién ctru (Trang 97 — muc
Két ludn va kién nghi).

15

Viét lai kién nghi cho ngén gon hon va chi
r cu thé kién nghi

NCS da viét lai Kién nghi cho ngén gon va
chi tiét hon (Trang 97). Cu thé:

- Tiép tuc nghién ctru sau hon vé anh huong
cia nhitng ddt bién nay dén chic ning
protein, tir d6 lam rd co ché bénh sinh cua
bénh teo dudng mét bim sinh.

- Mat khac, ¢ thé mé rong pham vi nghién
ctru nhim phan tich thém nhing diém da
hinh nucleotide don khac ¢6 lién quan dén
nguy co mic bénh teo dudng mit bim sinh
& nguoi Viét Nam.

16

Nén cung cip thém thong tin vé két qua
xac dinh dot bién gen FAH va ERCC4 cia
bb, me bénh nhan BAO1 va BA02 dé xac
dinh quy ludt di truyén cua gia dinh bénh
nhén.

Két qua giai trinh ty Sanger hai gen FAH va
ERCC4 cia bo me bénh nhian BAO1 va
BA02 da dugc bd sung & hinh 3.3 (Trang 70
- tidu muc 3.5.1; chuong 3: Két qua)
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17 | Chinh stra tai liéu tham khao theo dung | D3 ra sodt, chinh sira toan bd trich dan tai

form mau quy dinh cta Hoc vién liéu tham khao theo quy dinh cia Hoc vién.
18 | Chinh sira lai tém tit theo toan vin ludn 4n | DA chinh stra lai t6m tit luin 4n theo toan
sau gop ¥ ciia Hoi déng cap Hoc vién. van ludn 4n sau gép y cua Hdi déng cdp hoc
vién

19 | Ra soat va chinh sira lai mot sb 15i chinh | P4 ra sodt va chinh sira lai cdc 16i chinh 14,
ta, phong chit, biéu miu va cha thich va | phong chir, biéu méu, cha thich va céc tir
cac thuat nglt chuyén nganh theo gép y | ngilt chuyén nganh theo gép y cua Héi dong
cuia cac thanh vién hoi dfmg trong toan b ludn éan.

Nghién ctru sinh chén thanh cam on Qui thiy, ¢6 trong Hoi dong déanh gia luan
an tién s7 cap Hoc vién da gop y va tao co hdi cho NCS hoan thién lun én ciia minh.

Xin trén trong cam on./.
Ha No¢i, ngay 27 thang 12 nam 2024
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