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LOI CAM POAN

T6i xin cam két ring dé (i nghién ciru trong ludn vin nay i két qua tir qud

trinh tim hiéu vé nghién ciru cua riéng (0i, dua trén nhimg tai liéu va 56 lieu do (61
tw thu thip va phan tich. Téi dam bdo rang cdc két qua nghién civu dwoc trinh bay
trong ludn vim 1o khdch quan va trung thire. Dong thoi, cong trinh nay la duy nhat
va chiea tirmg dieoe céng bé trong bat ky nghién citu ndo tride day. Toi chiu hodn
todm trdch nhiém trude phdp ludt néu c¢é bat ky sai sot nao lién quan dén tinh trung

thue cua so liéu va két qua nghién ciru.

Lwong Thi Thanh Ha
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L.OT CAM ON

Em mubn bay to 1ong biét on dic biét dén ngudi hudng dan ctia em, GS. TS.
Nguyén Huy Hoang va TS. Nguyén Thi Kim Lién, thiy va ¢6 la nhitng ngudi da
lu6n bén canh dé tin tdm hd tro, huéng din va dong vién em trong subt thoi gian
thire tip v6i su kién nhén, nhiét huyét, kién thitc siu réng va nhitng gép ¥ quy béu
gitip em hoan thanh ludn van t6t nghiép.

Em ciing xin gui 161 cam on dén TS. Nguyén Vin Tung vi nhitng 151 khuyén,
su huéng dan, hd tro va tao diéu kién thudn loi cho em trong sudt qua trinh thue tap.

Em ciling xin bay t6 long biét on cua em dén cic thiy co tai Hoc vién
Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét
Nam, nhitng ngudi da day bao va chi din em trong suét qué trinh hoc tap.

Em ciing xin giri 16i cam on chan thanh dén tit ci cdc anh chi tai Vién
Nghién ctru hé Gen, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, nhiing nguoi
da hd trg em rit nhiéu trong thoi gian thyc hién dé tai va tao ra mot moi truong lam
viée tuyét vol.

Cubi cing, em xin bay té long biét on sau sic dén bd me va ban bé clia em,

nhitng ngudi di luén dong vién va quan tim em trong subt qua trinh hoc tap.
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MO DAU

1. Téng quan tinh hinh nghién ciru va 1y do lra chon dé tai

Bénh co tim gidn (Dilated Cardiomyopathy - DCM) la mét dang bénh 1y cua
co tim dic trung bdi sy gidn bat thudng cia tim that trai hodc ca hai tAm thit, din
dén suy giam chirc ning bom mau cia tim. Bénh c6 thé gy suy tim tién trién va
lam tdng nguy co loan nhip tim, d6t quy hodc tir vong do tim. Sy gidn nd bét thuong
ctia budng tim 1m suy giam kha ning co bop ciia co tim, din dén giam cung luong
tim. Cin bénh ndy xay ra do dot bién tai cac gen déng vai trd quan trong trong viéc
duy tri ciu trac va chitc ning cta co tim, bao gbm tinh dan hdi, n dinh co hoc va
diéu hoa tin hiéu ndi bao.

O Viét Nam, phuong phap chita bénh chi yéu hién tai 1a ghép tim, ddi véi
nhitng bénh nhin mic bénh co tim gidn khi dugc ghép tim ty 18 song sot 1 nam Ia
90% va trén 50% séng s6t hon 20 nim. Pay dugc xem la phuong phap chita tri hiéu
qué nhét cho dén hién tai. Ngoai ra, ciy ghép té bao gdc co tim duge xem 13 phuong
phép ddy trién vong nhung k¥ thudt nay van con can nghién ciru va it duge p dung
trong lam sang.

Do d6, dé tai "Xac dinh bién thé di truyén lién quan dén bénh co tim giin &
mdt s6 bénh nhan bing phuong phap gidi trinh tw todn bd ving gen ma héa" duge
thuc hién nhdm x4c dinh céc bién thé gen tiém ning c6 lién quan dén bénh co tim

| gidn & bénh nhan Viét Nam. Hién tai, cac nghién ciu vé mat di truyén lién quan dén
bénh co tim gidn con han ché. Nghién ctru ndy s& cung cAp thém sb liéu vé& mit di
truyén lién quan dén bénh co tim gian, hd trg dé phat trién phuong phap chin doén
sém va diéu tri cho bénh nhin méc bénh nay.
2. Sw cip thiét ciia tién hanh nghién ciru

Nghién ctu giai trinh tr gen & bénh nhin méc bénh co tim gifin gitp x4c
dinh cdc bién thé di truyén gy ra hodc gbp phin gy ra bénh. Didu nay dic biét
quan trong vi bénh co tim gian co thé do nhiéu yéu t6 di truyén khéc nhau giy ra.
Viéc hiu 15 cac bién thé nay c6 thé giup phan loai bénh nhén chinh xac hon va tir
d6 dua ra cac liéu phap didu tri cu thé va hiéu qua hon.

Khi biét 3 nguyén nhén di truyén cta bénh, cac béac si co thé trién khai cac
ké hoach diéu tri ¢4 nhan hoéa phu hop véi timg bénh nhin. Vi du nhu sit dung thude
didu tri dic hibu, lidu phép gen hodc cic bién phép can thiép khic nhiam giam thiéu
triéu chirng va ngan chan sy tién trién ciia bénh.

Giai trinh ty gen cling co thé gitip phat hién hodc sang loc sém cac déu hiéu

di truyén ctia bénh & c4c thanh vién gia dinh ngay ca khi chua c6 bat ki triéu ching



2

ndo. Tir d6 ¢d thé c6 bién phap phong ngira va theo ddi stc khée chit ché, giam
nguy co phat trién bénh.

Nghién ciru nay xac dinh cac bién thé c6 lién quan ciing nhu dy doan nmrc d§
anh huong cia bién thé dén bénh co tim gifin, bao gdm cach cac bién thé gen anh
huéng dén cu tric va chirc ning ctia co tim. Hiéu biét vé cac bién thé c6 kha ning
gy bénh khong chi gitp cai thién chan doan va diéu tri ma con mé ra co hoi phat
trién céc liéu phap méi.

Viéc tich hgp nghién ciru giai trinh ty gen vao quy trinh cham séc bénh nhan
g6p phén ning cao chit lwong ciia nghién ciru y hoc va chim séc y té. Cac dir liéu
tr nghién ctru gen cd thé duge sir dung dé xdy dung cac co s& dit lidu, hd tro cac
nghién ciru dich t& hoc va phat trién céc chinh sach y té phi hop.

Chén doan chinh xac va diéu tri hidu qua giup gidm bét ganh ning tai chinh
va nguén lyc y té. Diéu nay dic biét quan trong déi véi cac bénh man tinh nhu co
tim gidn, noi ma viéc quan 1y bénh kéo dai va tén kém.

3. Tinh thue tién cia dd tai

Nghién ctru giai trinh tu gen thé hé mai (whole exome sequencing - WES)
& bénh nhan mic bénh co tim gidn nhim xac dinh cic bién thé c6 kha ning giy
bénh trén céc gen lién quan 14 rit cin thiét dé cai thién chin don, diéu trj va phong
ngtra bénh, tr d6 nang cao chit lwong cudc séng ctia bénh nhan va ti uu hoa st
dung ngudn lyc y té. Xudt phat tir nhitng thyc tidn d6, dé tai “Xac dinh bién thé di
truyén lién quan dén bénh co tim gidn & mot sé bénh nhan bang phuong phap giai
trinh tu toan bd ving gen ma héa” duge thyc hién nhim xédc dinh cdc bién dbi di
truyén trén cac gen lién quan dén bénh.

Trong nghién ctru ndy, bién thé & 3 bénh nhin ngudi Viét Nam méc bénh co
tim gidn da duoc xac dinh bing phuong phap gidi trinh tu toan bd ving ma hoa
(Whole Exome Sequencing - WES). Phén tich in-silico bing cic phin mém tin sinh
hoc dé x4c nhan tac dong giy hai cla bién thé nay ddi véi chiic ning caa protein.
Két qua nay da gop phdn mé rong hiéu biét vé cic bién thé ctia cic gen lién quan
dén bénh co tim gidn va cung cip dit lidu di truyén phuc vu nghién ctru siu hon vé
bénh co tim gidn tai Viét Nam.

4. Muc tiéu ciia dé tai

Giai trinh tir toan b ving gen ma hoa cia maot s6 bénh nhan mic bénh co tim

gian dé xac dinh duoc cac bién thé gen trén cac gen lién quan dén bénh & bénh nhén, tir

d6 sang loc va tim ra bién thé c6 khd ning gdy ra bénh co tim gian.



5. Néi dung nghién ciru

Cac ndi dung nghién ctru trong luan van:

- N6i dung 1: Giai trinh ty todn bd viing gen ma hoa va chi giai bién thé

Dé chuén bj cho qua trinh giai trinh tir gen, can thu thip mu va tich chiét DNA
téng sb tir miu méu ngoai vi cua bénh nhéan dugc chan do4n méc bénh co tim gidn va
c4c thanh vién trong gia dinh (néu c6) tai Bénh vién Tim Ha Noi.

- N6i dung 2: Sang loc bién thé lién quan dén bénh theo céc tiéu chi sau:

e Bién thé xay ra trén céc gen d3 duoc cong bé 13 lién quan dén bénh

e Sy thay dbi véi tAn sudt xudt hién <1%

e Bién thé duoc du doan s& anh huéng dén chiic ning protein

Céc bién thé khong gy bénh trén co s& dit liéu ClinVar bi loai bé.

- Noi dung 3 : Kiém chitng lai cac bién thé

Cac bién thé c6 kha ning gdy bénh dugc xdc dinh va kiém ching bing
phuong phap giai trinh tu Sanger trén ca bénh nhén va cdc thanh vién trong gia
dinh, gitp x4y dung pha hé va nghién ciru co ché di truyén ctia bénh. Trude khi sir
dung phuong phap Sanger can st dung k¥ thuat PCR dé khuéch dai ving gen mong
muén. .

Poan gen khuéch dai dugc giai trinh ti trén mdy giai trinh tw ABI 3500

Bio System bang phuong phap Sanger. Két qua gidi trinh tw duoc phan tich trén
phin mém Clustal X2 va BioEdit d phat hién bién thé khi so sanh véi trinh ty gen
tham chiéu.

- Nhitng déng gop cua ludn van: Pa phat hién tong cong 5 bién thé trén cic gen
khac nhau & 3 bénh nhan ngudi Viét Nam méc bénh co tim gidn bim sinh. Cu thé 14 2
bién thé dang di hop tir 1a ¢.62969T>A trén gen TTN va c.413G>A trén gen MYL3 &
bénh nhan FIN28, 1 bién thé dang di hop tir 14 ¢.4304C>G trén gen MYH7 & bénh nhan
HN59 va 2 bién thé dang di hop tir 1a ¢.46489G>T va ¢.58037T>C trén cing 1 gen TTN
& bénh nhan HNS9.
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Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1. Téng quan vé bénh co tim giin
1.1. Khai ni¢m bénh co tim gidn

Bénh co tim gidn (hay cén goi la bénh co tim ting kich thudc) 1a mét trong
nhiing van dé tim mach phd bién, anh hudng dén hang triéu nguoi trén khip thé gisi.
Tinh trang ndy xay ra khi co tim tr& nén 16n hon va yéu hon so v6i binh thuong, dén
dén kha ning bom mau khéng hiéu qua. Bénh co tim gidn duge dic trung boi sy phinh
to va/hodc giam chirc nang cua mdt hodc cd hai tim that, day 1a mét cdn bénh phé bién
trén pham vi toan cau [1].

Céc phin nhém bénh co tim, bao gdm bénh co tim phi dai (hypertrophic
cardiomyopathy - HCM), bénh co tim gidn (dilated cardiomyopathy - DCM),
bénh co tim loan nhip (arrhythmogenic cardiomyopathy - ACM) va bénh co tim
han ché (restrictive cardiomyopathy - RCM), duoc xdc dinh dya trén dic diém
hinh thai va déu c6 thé xudt phat tir yéu té di truyén. Bénh co tim giin dic trung
boi su gidn nd va giam co bop cia tim thit trai, c6 thé do cac nguyén nhan di
truyén hodc khong di truyén nhu ting huyét 4p, bénh van tim, nhiém tring/viém,
va tiép xic v6i chat doc [1]. Mitc d suy giam chirc nang tm thu ciia tdm thét
trai rat da dang va thudng cé xu hudng tién trién. Bénh co tim giin 1a mot yéu tb
nguy co chinh din dén suy tim, vi su suy giam chic ning tdm thu khoéng ludn
biéu hién triéu chimg. Pang cha y, bénh co tim gidn thuong lién quan dén nguy
co cao mic rdi loan loan nhip nghiém trong do s anh hudng ciia bénh 1y 1én hé
théng din truyén tim [2].

Bénh co tim gidn c6 thé xuét hién & moi Iira tudi nhung phd bién hon &
ngudi trudng thanh duéi 50 tudi. Trong mot sb trudong hop, bénh 1y co tim gidn
khéi phét véi viém co tim cdp tinh, thudong do virus. Tiép theo 13 giai doan tiém
4n, trong do6 cac té bao co tim bi hoai tir lan réng do phan tng tr mién nhim vao
nhitng t€ bao di bi virus lam bién ddi. Cudi cung, qua trinh nay din dén xo hoa
man tinh caa té bao co tim. Sau giai doan khoi phat bénh, co tim din tr&d nén
oifin, mong va phi dai dé bu dip, thudng din dén hd van hai 14 chitc ning
va/hodc hé van ba 14, cing voi gidn tim nhi. Huyét khéi bam thanh c6 thé hinh
thanh do & méau khi budng tim gifin va chirc ning suy giam. Cac réi loan nhip tim
nhanh thudng xay ra trong giai doan cép tinh cia viém co tim, trong khi cac r6i
loan nhip tim chdm nhu block nhi that xuit hién trong giai doan muén ctia DCM.
Rung nhi thudng gidp khi tdm nhi trai bi gidn nhiéu [1].

Tai Hoa Ky vao nam 2022, ty 18 mic bénh co tim giin 13 khoing 0,6 - 1,3

triéu ngudi, sb liéu nay tuong duong véi ti 18 ngudi mac bénh 13 1:250 dén 1:500.
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CAc udce tinh hién tai vé ty 1€ mic bénh do di truyén cling co thé chua déy du do
nhitng han ché trong chén doan bénh va xét nghiém di truyén. Céc tiéu chi va dinh
nghia hién tai vé chin dodn van chua 13 rang, dan dén viéc tAim soét di truyén con bi
han ché [1].

Theo Hiép héi Tim mach Hoa Ky (American Heart Association), bénh co tim
giin dugc phdn thanh cac nhom di truyén, hdn hop hodc khong do di truyén. Trong khi
d6, Hiép hdi Tim mach Chéu Au (European Society of Cardiology) phén loai bénh co
tim thanh hai dang: di truyén va khéng di truyén. Té chirc Y t& Thé gisi (World Health
Organization) xép bénh co tim gifin vao nhém bénh tim nghiém trong, trong d6 cac ton
thuong vé& chu trac hodc chirc ning cia co tim c6 thé din dén ty 1& méc bénh va tir
vong cao, gay suy tim va rdi loan nhip tim [1].

Mot s& nghién ctru khac phan loai cac bénh co tim thanh hai nhém chinh dua

trén co quan bi anh hudng chi yéu. Trong d6, bénh co tim nguyén phét (gém di

truyén, khong di truyén va mic phai) 1a nhitng bénh chi anh huéng hodc chu yéu
anh huéng dén co tim, va sb luong céc bénh thudc nhém nay tuong déi it. Bénh co
tim thir phat 13 tinh trang ton thuong co tim xdy ra nhu mét phin cia céc bénh hé
théng lan téa (anh hudng da co quan). Tén suit va mic d¢ tén thwong co tim tha
phét rat khdc nhau gitta cac bénh ly, mét s6 bénh cuc ky hiém gdp va chi coé it bao
c4o ghi nhan tén thuong co tim. Vi nhidu bénh co tim tuy dnh hudng cha yéu dén
tim nhung khong hoan toan khu tri & co quan ndy, nén sw phén chia gilra bénh co
tim nguyén phat va thi phét phan nio mang tinh twong dbi, va thuong phu thude
vao danh gi4 1am sang vé tim quan trong va hiu qué cua t6n thuong co tim dé. Cac
chuyén gia khuyén nghi ph4n chia bénh co tim thanh nhém nguyén phat (bao gdm
ba nhém nho 1a di truyén, hon hop (vira di truyén vira khong di truyén), va méc phai
[3] q ’

Vé mit 1dm sang, bénh nhan thudng cé biéu hién kho théd khi ging stc, sau
d6 1a khé thd thuong xuyén va lién tuc, kho thd khi nam va co thé kém theo con
kho thé kich phat vé dém. Ngoai ra, cac triéu chimg nhu mét méi kéo dai, giam kha
ning ging sirc, phi chin, ¢b chudéng, gan to va tiéu it cling 14 nhitng d4u hiéu phd
bién. Nhiéu bénh nhan c6 thé xuit hién loan nhip nhu rung nhi, ngoai tm thu that
hodc nhip nhanh that, 1am ting nguy co dot tir. Nge‘it c6 thé xay ra do rdi loan nhip
hodc gidm tudi mau ndo. ( bénh nhan méc bénh ndy, co6 thé phat hién mach nhanh,
huyét 4p thap, tiéng tim mo, tiéng thdi tim thu do hd van hai 14 co ning va cic ddu
hiéu sung huyét phdi. O tré em, tridu chimg c6 thé biéu hién bing khé thé khi b,
khong tang can, 36 md hdi nhiéu khi @n, co kéo co hd hép va gan to... Bénh co tim



gian tién trién man tinh néu khong dugce diéu tri hiéu qua co thé dan dén suy tim
giai doan cudi, cin ghép tim [4].

Ty 1é méc co tim gifin c6 thé c6 sy thay ddi, diéu nay phan 4nh su khéc biét
vé mit dia 1y va sic toc, ciing nhu cac phuong phap théng ké cia ting nghién ctu.
Mot s nghién cuu khac t116ng ké dugc ti 16 méic bénh co tim gidn ¢ Anh
(8,3/100.000), Y (7,0/100.000) va Nhat Ban (14/100.000) déu béo céo ty 1& méc
bénh twong ty [4][5][6]. Tuy nhién, phuong phap théng ké ti 1& méc bénh co tim
gian van con cin nghién ctiru thém vi chua c¢6 nghién ctru nao dugce thuc hién trén
pham vi toan ciu, cac nghién ciru da c6 hau hét dua ra ti 18 méc bénh nay trén quy
mé dén s6 nhé va theo ving mién.

Vao nam 2010, ty 1& t&r vong udc tinh do bénh co tim 14 5,9 trén 100.000
déan sb toan cau, twong tng v&i khoang 403.000 ca tir vong. Biéu dd Hinh 1.1 thé
hién su thay déi hang nim vé ty 18 tir vong do bénh co tim phan bd & cac khu vyc
khéc nhau tir ndm 1990 dén 2017 [1].
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Hinh 1.1. Ty I¢ tir vong do mde bénh co tim phdn bé theo vi tri dia Iy thay doi
hang ndam tir ndm 1990 d@én 2017 [1].

Céc nghién ciu v& nguyén nhén ctia bénh co tim gidn da dugc thuc hién qua
rat nhidu nim va da dugc lam sang to, bao gbm dot bién di truyén, nhidm tring,
viém nhiém, bénh ty mién, tiép xac voi doc t6 va cac nguyén nhin ndi tiét hosc
than kinh [1]. Trong d6 yéu t6 vé di truyén duoc cho 1a nguyén nhén phd bién nhét
ctia cin bénh nay. Bén canh do, cac yéu t& nhu su khéac biét vé gi6i tinh, tudi khoi
phat bénh, toc do tién trién cua bénh, nguy co phat trién suy tim va xac suit tir vong
dot ngdt cling gop phén 1am phire tap thém biéu hién 1am sang khong ddng nhat ciia
bénh nhan mic bénh co tim gian [2]. Ca khuynh huéng di truyén va cac yéu té moi
truomg déu déng mét vai trd quan trong trong qué trinh phat trién bénh.

O nhiing bénh nhan méc bénh co tim giéin di truyén tr gia dinh, chi khoang
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40% sb ca xac dinh duoc nguyén nhan. Ngoai ra, & cic bénh nhin mic bénh co tim
gifn khoéng do di truyén tir gia dinh, mét s6 nghién ctu cling da xac dinh duoc cac
bién ddi vé& gen gdy bénh, tuy nhién tin suét cia cic bién ddi gen niy van chra hoan
toan rd rang [7].

Nguyén nhan giy bénh cé thé do cang thang kéo dai hodc &p hrc 1én ma tim
phai chiu dung, ching han nhu ting huyét 4p, bénh van tim hodc cac bénh 1y tim
mach khéac. Pay 14 nguyén nhan gy rdi loan co tim nguyén phat, xay ra khi khong
c6 bénh déng mach vanh nghiém trong hodc cdc tinh trang lién quan dén ting ap luc
trong budng tim, din dén qua tai thé tich that (nhu ting huyét 4p, bénh van tim).
Bén canh d6, nhidu tic nhan gy bénh d4 duoc x4c dinh trong d6 viém 12 mét yéu tb
dong gdp vao sy phat trién ciia bénh co tim gidn, véi vai trd clia ching dao dong tu
viée gdy viém co tim truc tiép dén viée kich hoat ton thuong trung gian mién dich
trong mé tim. Tac déng ciia cac nhiém tring khac nhau giy ra bénh co tim gidn nhu
virus, vi khuén, doéng vat nguyén sinh, giun san va nim d6i véi bénh co tim gisn di
va dang tiép tyc & moét chi @& nghién ciru tich cuc, véi nhiéu nghién ciru trén toan
thé gi¢i dang giai quyét Iinh vue quan trong nay [3] [8]. Nguyén nhén cuy thé cia
bénh co tim gidn vin chua duoc xdc dinh chinh xac. Nhiéu nghién ctru khac cho
thiy nguyén nhan c6 thé phét sinh tir sy két hop ciia nhiéu yéu tb, bao gdm cac bénh
tw mién [9], tiép xtc v6i doc 6 [1], réi loan chuyén hoéa hogc ndi tiét [10], bénh ly
than kinh co [11], va bénh co tim lién quan dén thai ky hodc co tim sau sinh [12].

Céc phuong phap chan dodn co tim gidn hién nay c6 thé ké dén:

e MRI tim — Chyp céng huong tir tim

e ECG —Dién tim dd

e X-quang nguc

Siéu 4m tim

Sinh thiét ndi mac co tim

Chén doan chinh xdc yéu ciu mét loat cac xét nghiém chuyén siu dé xéc
dinh nguyén nhén co ban va huéng din céc chién luoe diéu tri hiéu qua. Bénh co
tim gidin c6 thé duoc x4c dinh thong qua siéu 4m tim, voi cac tiéu chi chin do4n
bao gdm thé tich cudi tAm truong cia tdm that trdi 16n hon 2 @) 1éch chuin so
vGi murc binh thudng, phan Suét téng mau dudi 50% va duge diéu chinh theo tudi
cling nhu dién tich bé mit co thé. Thong tim co thé gitp loai trir bénh dong mach
vanh, trong khi chup cdng hudng tr cd thé phét hién su gidn nd, phu né va xo
héa va xac dinh tinh trang viém. Dién tdm dd cia bénh nhdn mic bénh co tim
gian ¢o6 thé khong cho thiy su bt thudng nhung mot 56 trudng hop ciing ¢6 thé
cho thiy nhiing bt thudng nhu thay dbi song T hoic block nhanh [13]. Chup X-



quang va siéu am tim (siéu &m M-mode va siéu am 2D) thuong dugce su dung dé do
kich thudc bén trong cua tim that trong thi tim thu va tim truong. Ban dau, nguoi
ta cho rang su gifin nd tam that xay ra dé dap tmg vdi su suy giam chirc nang. Tuy
nhién, dbi voi bénh co tim gian, su gia tang kich thudc tim théat thudng xdy ra trudce
khi ¢ thé phat hién su suy giam chic niang. Trang thai gian no tim thit nay duoc
coi la giai doan tién 14m sang cua bénh co tim gian. Hién nay cé thé sir dung céc
phuong phap chan doan hinh anh tim mach dé xéc dinh sém cac diu hiéu cta bénh
& nhitng ca nhan mang dot bién gen ngay ca khi chua c6 biéu hién bénh. Cac nghién
cuu chuyén sau v& sy tién trién caa bénh can duoc thuc hién trong nhiéu nam. Céc
k¥ thuat chan doan hinh anh da xac dinh dugc kich thude budng tim, bt thuong vé
bién dang co tim v sy ting cudng tin hiéu twong phén déu 1a nhiing dac diém cua
giai doan s6m cia bénh [14]. Hinh anh siéu am tim thudong cho thiy thét tréi gian

16n, chire nang that giam, va nhi trai cling gian.
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Hinh 1.2. Hinh anh siéu dm tim ciia bénh nhan mdc bénh co tim gidn cho
thdy sw gian no lon ¢ tam nhi,

Sinh thiét ndi mac co tim 1a mét phuong phap duoc st dung dé xac dinh
nguyén nhin gy ra mot sé dang bénh co tim gian. Trong mot so trrdong hop nhat
dinh, chéng han nhu tinh trang bénh nhén qua tai sit, bénh amyloidosis va cac bénh
ly thAm nhiém khéc, sinh thiét co tim dong vai trd quan trong trong viéc xic dinh
chén doan. Phuong phap nay thuong dugc dp dung trong danh gid viém co tim hoic
khi bénh nhén c6 tinh trang suy tim khéng & nguyén nhan. Ty 1& gip bién ching
khi thuc hién sinh thiét néi mac co tim dao dong tir mét dén ba phan tram, trong d6
c6 nhimg bién chimg nghiém trong nhu thung tim va chén ép tim véi ty 1 khoang
khéng phdy nam phén trdm. Tuy nhién, do tinh chit khong dong nhat ctia cdc bénh
ly tham nhiém, do nhay cua sinh thiét co tim bi han ché vi vi tri léy méu sinh thiét
cht yéu tir vach lién thit bén phai, cé thé khong phan anh ddy du ton thuong &
nhiing ving khac cia co tim. Phuong phap nay khong chi duge ap dung dé chan

doan bénh co tim giin ma con l1a phuong phap chan doan nhiing bénh tim khac nhu
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bénh loan san that phai gy loan nhip, tuy nhién, cic nghién ctru gan day cho thdy
c6 thé sir dung cac loai té bao khéc dé tiép can hon dé chan doan bénh nay, giip han
ché thuc hién sinh thiét co tim [14] [15].

Pé x4c dinh chinh x4c nguyén nhan ciia bénh co tim gian, cAn thyuc hién mot
loat cac xét nghiém khong xam 14n va xam 14n cung véi cac xét nghiém vé mit di
truyén. Su phat trién vuot bic trong nghién ctru giai trinh tw gen va cic phuong
phép phan tir dang hd trg hiéu qua cho cic bic si 1Am sang trong qué trinh x4c dinh
nguén gbc ctia bénh va chuén dodn chinh x4c, cai thién viée didu tri cho bénh nhan
va c6 thé ngan chin sy tién trién cta bénh [16]. Bén canh d6, cdc phuong phap di
truyén (giai trinh tw toan bd gen, gidi trinh tur toan by ving exon, xét nghiém da
hinh don nucleotide) ngdy nay cfing dang duoc nghién ciu va 4p dung dé hd tro
chan dodn bénh co tim gifin. M6t sb gen lién quan dén bénh co tim gidn di duoc
nghién ctru va xéc dinh bing phuong phap giai trinh tu Sanger, cic gen nay chi yéu
lién quan dén cdu tric va chiic ning clia co tim. Tuy nhién, phuong phap giéi trinh
tw Sanger chi c6 kha ning phan tich cic bién ddi gen trén timg gen don 1&, doi hoi
nhidu thoi gian, ngudn luc va chi phi 16n, trong khi hi¢u suat thu dugc lai khong
cao, giy han ché déng ké trong viéc nghién ciru va chén do4n cac bénh 1y di truyén
mot cach toan dién.

Bén canh d6, do su khac biét vé ning luc chan doan va mic do tiép cédn
c4e xét nghiém hién dai giita cdc khu vuyc trén thé gidi, nhiéu trudng hop bénh co
tim gidn dugc phén loai 1a v6 cén, médc du thuc té& c6 thé do cdc yéu t6 tiém 4n
chua duoc xic dinh ddy du thong qua cdc xét nghiém todn dién. Pbi véi cac
trudng hop mic bénh co tim gidn nhung chua xéc dinh dugc nguyén nhén, cin thén
trong xem xét tién st gia dinh dé phat hién cAc thanh vién c6 nguy co méc bénh tim
khoi phat sém, suy tim hodc dét tir [4]. Nhiing tién bo lién tuc trong giai trinh tur
gen va k¥ thuat phan tr dang mé rong cc n gudn lyc sin co cho cac bac si 1am sing,
giup ho x4c dinh chinh x4ac hon céc nguyén nhan co bin clia bénh va cung cap phan
tAng nguy co va diéu trj ¢4 nhin héa. Nhitng tién bd nay khong chi nang cao chat
lugng chdm séc bénh nhan ma con co tiém nang 1am chdm hodc thim chi d4o nguoc
qué trinh tién trién cia bénh. Tir cubi nhimg nim 1990, d4 c6 nhitng bude tién dang
ké trong giai trinh tu gen, gitp hiéu rd hon vé cach cac bién thé di truyén anh hudéng
dén bénh co tim. Bénh co tim gidn ¢ thé phat sinh tir nhiéu bién thé di truyén lién
quan dén cac qué trinh t€ bao khac nhau, bao gbm céc gen lién quan dén tao luc co
bop, tin hiéu, van chuyén protein, can bﬁng dién giai, cAu trac & bao, diéu hoa nang
lwong va biéu hién gen [17]. Hién nay, cac dot bién trong hon 250 gen d3 dugc xdc
dinh ¢6 lién quan dén bénh co tim gidn [17].
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1.2. Cong nghé gidi trinh tu gen thé hé méi va phwong phap WES trong nghién
ctru bénh co tim

Cdng nghé giai trinh tu gen thé hé mai dd mang lai mét cudc cich mang
trong Iinh vire nghién ctru di truyén, nhd kha ning xt 1y voi tdc d6 nhanh, thong
lwong cao va dd chinh xac vuot trdi trong phén tich dir liéu di truyén. Khéng chi
gitip xdc dinh chinh x4c cic bién déi gen ma con cung cAp théng tin toan dién v& bd
gen, phuong phap ndy ngay cang dugc Gng dung rong rii trong nghién ciru va chin
doan cdc bénh di truyén. Pic biét, phuong phdp WES dang dén khing dinh vai tro
quan trong ctia minh va dugce ky vong s€ trd thanh cong cu chu dao trong viéc phat
hién va x4c dinh cic gen gdy bénh trong tuong lai, m& ra nhiéu hudng di méi trong
y hoc chinh xé4c va diéu tri ¢4 nhan héa.

Phuong phap WES (Whole Exome Sequencing) 1a mét k§ thudt gidi trinh ty
gen hién dai, tdp trung vao viéc phan tich toan bd ving mi hoa (exome) cua bd gen
ngudi. Exome bao gém tit ca céc exon — nhitng doan DNA chiu trach nhiém ma
hoéa cho protein — va mic du chi chiém khodng 1-2% tdng chiéu dai bd gen, exome
lai chira t6i khoang 85% céc bién thé di truyén lién quan dén bénh 1y da duoc xac
dinh. Chinh vi vy, WES dugc xem 1a m¢t phuong phap co tinh tng dung cao, dic
biét trong chin doan cac bénh di truyén hiém gip hodc bénh cé biéu hién phic tap,
khong rd nguyén nhan.

Uu didm ndi bat cia WES 12 gitp phét hién dugc cac dot bién hiém, méi
hodc chua timg ghi nhin tru6e ddy, va gitip chin dodn chinh x4c trong nhiing
tredong hop 1am sang phire tap, khi cac xét nghiém théng thuong khéng du kha ning
xac dinh nguyén nhan di truyén, tir d6 hd tro chdn dodn bénh, nghién ciru co ché
bénh hoc va x4c dinh c4c dét bién lién quan dén bénh 1y nhu bénh co tim, ung thu,
r6i loan thin kinh va nhiéu bénh di truyén khéc [18]. So véi giai trinh tir toan bo bd
gen (whole genome sequencing - WGS), WES ¢6 chi phi thap hon va tip trung vao
céc ving c6 y nghia sinh hoc cao, gitip t6i uu héa viéc phan tich dit liéu di truyén.
Giai trinh ty WES la cong cu quan trong trong nghién ctru va diéu tri bénh co tim
gifin nh& kha ning phét hién cac dét bién gen lién quan nhw TTN, MYH7, MYL3, ...
nhifng gen cb vai trd quan trong trong céu tric va chitc ning co tim. WES gitip chén
doan chinh x4c DCM, dic biét & nhitng bénh nhén cé tién sir gia dinh hoic biéu
hién 14m sang khong dién hinh, tir d6 hd tro ca nhan héa diéu tri va dua ra cac quyét
dinh 1dm sang phu hgp hon. Viéc xdc dinh dot bién qua WES gitip tién lugng bénh,
danh gid nguy co suy tim tién trién, loan nhip hodc dot tir, ddng thoi hd tro tu vén di
truyén, gitip sang loc va quan 1y nguy co trong gia dinh bénh nhéan.
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Ngoai gia tr1 chin dodn, WES con mé rong hiéu biét vé co ché bénh hoc cna
DCM bing cach phat hién cac bién thé méi, danh gid tac dong clia cac bién thé di
truyén 1én chirc ning protein, tir 46 gop phén phat trién cac liéu phap diéu tri nhim
muc tiéu. WES ciing hé tro nghién ctru méi lién hé gitta di truyén va dap tng diéu
tri, gitip céc bac sy dua phic db didu tri phu hop cho tingbénh nhén, tir d6 bénh
nhén c6 thé dwge hudng loi tir cde lidu phip cu thé nhu thudc chen beta, didu hoa
canxi hodc ciy may hd tro tim. Nh& kha ning phén tich toan dién va do chinh xac
cao, WES ngay cang tré thanh cong cy quan trong trong nghién ciru va diéu tri
DCM, g6p phén cai thién tién lugng va chit lwgng sdng clia bénh nhén.

1.3. Tinh hinh nghién ctru bién ddi gen lién quan dén bénh co tim gidn

Hon 250 gen mang ddt bién di truyén di duoc x4c dinh ¢ lién quan dén
bénh co tim gidn, trong do cac yéu tb di truyén chiém khoang 40% s6 ca mic bénh.
Trong &6, cac gen MYH7, ACTC, TNNI3, TNNCI, TNNC2, TNNT2, SCN54, SGCD,
PLN, MYH6, TPMI1, MYLI, MYL2, MYBPC3, TTN, TCAP, CSRP3, DES, DMD,
LMNA, ANKRDI, SAGD, ACTN2, LDB3, PLB, ABCC9, SCN54, CRYAB, FHL?2,
LMNA4, MYPN, RBM20, MEXN, BAG3, EMD, TAZ, FKIN, DSP, JUP, NBLT,
NRAP duogc x4dc dinh ¢6 vai tro chinh [19]. Cac gen GATA4, GATAS5, GATAG,
TBX5, TBX20 cling dugc mot s6 nghién ctru cho thay c¢6 lién quan dén cac bénh co
tim gidn, r6i loan nhip tim [20].

Gen ACTCI ma hoéa o-actin tim (cardiac a-actin), mot protein cu trac
quan trong két hop véi tropomyosin va ba loai troponin (C, I, va T) dé tao thanh
soi mong co co, két ndi dia Z ciia té bao co tim véi soi day myosin. ACTCI 1a
gen gy bénh diu tién dugc mé ta lién quan dén bénh co tim gidn khéng hoi
ching, di truyén theo kiéu trdi trén nhiém sic thé thuong va dan dén suy tim.
Tuy nhién, cho dén nay, chi mét sb it dot bién ACTCI da duoc cong bd, chi yéu
nim & tidu ving 3 cua protein [21]. Do gen ACTC/ déng vai trd quan trong trong
viéc duy tri tinh toan ven cdu trac va chic ning cla té bao co tim, viéc md rong
hiéu biét v sy rbi loan do dot bién ACTC! giy ra trong di tit vach lién nhi (ASD
- Atrial Septal Defect), suy tim hodc bénh tim bam sinh c6 ¥ nghia quan trong ca
vé mit nghién ciru 1an 1am sang.

Dot bién missense va dot bién mat doan trén gen LMNA chiém khoang 5-8%
céc trudng hop bénh co tim gidn di truyén. Gidng nhu TTN, cic dot bién LMNA
duoc di truyén theo kiéu trdi trén nhiém sic thé thuong. Gen LMNA mi hoéa hai
protein lamin A va lamin C, trong d6 su cit ndi khac biét (differential splicing) &
ddu 3' tao ra hai protein c6 566 axit amin dédu tién giéng hét nhau. Dot bién trén
LMNA c6 thé gay ra nhidu bénh 1y khac nhau, tir 130 héa sém, loan dudng co va
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bénh co tim gian Cac dot bién LMNA lién quan dén bénh co tim gidn i trén nhiém
sic thé thudong bao gbm ca dot bién missense va frameshift, xut hién trén toan b
viing ma héa cta gen. Co ché chinh giy bénh DCM do dét bién LMNA c6 thé bao
gdm sy mét chirc ning tréi (dominant-negative effect) hodc gidm mot nira chirc
ning protein (haploinsufficiency). Cac protein lamin A va C dong vai trd quan trong
trong nhiéu qua trinh té bao, bao gSm diéu hoa biéu hién gen, cam nhdn co hoc
(mechanosensing), nhan d61 DNA, va vén chuyén gifta nhin va bao twong [14]

Gen PLN mi hoa phospholamban, mgt protein xuyén mang gbm 52 axit
amin, ¢ chirc ning trc ché enzym SERCA (sarcoplasmic reticulum Ca*>* -ATPase)
khi & trang thai chua duge phosphoryl hoa. Nhiéu dot bién troi trén gen PLN da
duge xé4c dinh c6 lién quan dén bénh co tim gisn, trong d6 dang chi ¥ 1a dot bién
R14del. Kidu hinh 14m sang cta bénh nhin mang dot bién PLN c6 sy bién d6i da
dang. Mt s truomg hop khéi phat bénh sém kém 161 loan nhip thit nguy hiém co
thé gdy ttr vong di dugc ghi nhan. Tuy nhién, nhiéu truomg hop mic bénh va co
mang dot bién nay lai biéu hién kiéu hinh nhe hon. Viéc cliing mét dot bién c6 thé
din dén nhiéu kiéu hinh bénh khac nhau tiry thudc vao bdi cinh di truyén ciia timg
c4 nhan, diéu nay cho thay cac yéu té di truyén khac co thé anh hudng dén mic dé
nghiém trong ctia bénh do d6t bién PLN [21][22]

1.3.1. Gen TTN

Mic dd nhiéu gen gdy bénh di dugc xac dinh trong hai thip ky dau tién cta
ky nguyén di truyén, nhung hi¢u sut chin doan cta xét nghiém di truyén lam sang
dbi v6i bénh co tim gidn vin & mic kha thip, chi khoang 10%. Tuy nhién, vao dau
thé ky 21 d3 danh diu mdt buGe ngoit quan trong, dan dén viéc xdc dinh TTN la
gen ¢6 lién quan nhiéu nhit dén bénh co tim gidn [23]. Gen Titin, mi héa cho loai
protein 16n nhét trong co thé ngudi, ¢6 ¥ nghia dic biét trong bénh co tim do tin
suét dot bién cao va vai tro thiét yéu ctia né trong viée duy tri tinh toan ven cau triic,
chite ning co hoc va cic qué trinh diéu hoa ctia sarcomere trong co vén [24].

Gen TTN, nim trén nhiém sic thé 2q31, bao gébm 364 exon va mi héa mot
protein c6 khéi lwong 1én dén 4.200 kDa, gdm khodng 38.000 axit amin. Kich thuéc
va d6 phuc tap céu triic cia protein 77N déng vai trd quan trong trong viéc cung
clp hd tro kién triic cho cc sarcomere, dam bio su t6 chic cha ching trong qua
trinh co co va dong gdp vao luc cang thu dong khi co bi kéo gidn. Ngoai ra, TTN
con ¢ chirc ning cam bién va truyén tin hiéu thong qua sy tuong tic véi nhiéu
protein lién két TTN, tap trung tai cac diém tin hiéu chuyén biét [25].

Ngoai bénh co tim gidn, dt bién trén gen TTN con lién quan dén nhiéu rdi

loan tim mach khéc, bao gdm bénh co tim chu san (Peripartum Cardiomyopathy),
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mét hoi ching khéng dong nhét véi co ché bénh sinh phirc tap [26]. Gen TTN co ty
16 cao cdc dot bién sai nghia, tir hiém gip dén phé bién, khién viéc xdc dinh tac
ddéng bénh 1y trd nén thach thire. Pac biét, cac dot bién sai nghia trén TTN da duoc
chting minh cé lién quan dén bénh co tim that phai gy loan nhip (Arthythmogenic
Right Ventricular Cardiomyopathy), gop phan 1am sang t vai trd quan trong cla
TTN trong sinh 1y bénh tim mach [27]. Ngoai ra, cic dot bién TTN sai nghia ciing
da duogc phat hién trong bénh ly co xuong, bao gbm bénh loan dudng co chay phd
bién [28]. S6 lugng dot bién sai nghia trén gen TTN la rit 16n, khién cho viée giai
thich ¥ nghia bénh 1y cta ching tré nén vo cung phic tap, ddc biét trong bdi canh
xét nghiém di truyén trén dién rong & bénh nhan méc bénh co tim gidn.

1.3.2. Gen MYL3

Bén canh TTN, nhidu nghién ciru cling tim ra dot bién trén gen MYL3 c6 lién
quan trong nhiéu truong hop bénh nhan mic bénh co tim. Gen MYL3 mi héa
myosin light chain 3 (MLC-3), mét loai chudi nhe ctia myosin thudc hé théng co co.
Gen MYL3 ndm trén nhiém sic thé 3p21.31, chidu dai gen khodng 11,5 kb, dot bién
trén MYL3 di duogc xac dinh 13 nguyén nhin chinh gdy bénh co tim phi dai [29] va
co lién quan dén mot sé rdi loan co tim khic nhw bénh co tim han ché va bénh co
tim gidn [30]. Bién thé cia gen MYL3 duoc dic trung bdi sy thay thé axit amin
khong bao toan, do d6 c¢o kha niang anh hudng dén cac tinh chit nhu d6 phan cuc,
kich thuéc va dién tich cta cu tric protein bac hai.

Hon nita, su thay thé axit amin xay ra tai mién lién két canxi EF-hand, mot
ving dugc bao tdn cao giita cac loai, din dén thay dbi cu triic protein cling d dugc
b4o cdo [31]. Pot bién trén gen MYL3 co thé 1am thay déi ciu tric hodc chue ning
ctia ML.C-3, din dén 1rdi loan co bop va gy bénh co tim phi dai hodc bénh co tim
gidn [32]. Nghién clru ctia tac gia Poetter va nhém cdng sy dd xdc dinh duge cac dot
bién sai nghia trén gen MYL3 giy ra su gidn nd cla tim that, déng thoi gay ra bat
thuong & co xuong [31]. Tac gia Olson va nhom cong sy cling tim ra mot bién thé
tuong tu trén gen MYL3 & nhiéu thanh vién trong cing mot gia dinh c6 tién sir mac
bénh co tim han ché. Bién thé nay gay ra su phi dai thinh tAm thét trai tai khoang
giita, kém theo tic nghén nhe trong thi tim thu va mét s6 dic diém khéc lién quan
dén sinh Iy han ché [15]. Cho dén hién tai, hau hét trong cic nghién ctru vé dot bién
trén gen MYL3 déu lién quan dén bénh co tim han ché, nghién ctiru nay s& bd sung
théng tin vé sy lién quan gitta d6t bién trén gen MYL3 dén bénh co tim gian.

1.3.3. Gen MYH7
Gen MYH7, nim trén nhidm sic thé 14, ma héa chudi ning B-myosin, mot

protein quan trong trong cau truc va chuc ndng co bop cua co tim. Mbi phan tir
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myosin loai II trong co tim bao odm hai chudi ning myosin (dugc mi héa béi
MYH7) va hai cip chudi nhe diéu hoa (duge mi hoa boi cac gen khac). Protein
MYH7 ¢6 hai ving chinh: ving ddu (myosin motor domain) va ving duéi. Ving
ddu c6 vai trd quan trong trong hoat dong co rut cua protein, vi nd twong tic tryc
tiép voi actin va ATP, quyét dinh chitc ning vin déng ciia myosin. Py ciing 12 khu
vuc chira phin 16n céc dot bién, ¢6 thé anh hudng dén vi tri lién két vai actin, lam
suy giam chitc ning co bop cua co tim. Trong khi d6, ving dudi cia MYH7 chiu
trach nhiém tuong tac vdi cdc protein khac, bao gdm cac ving dudi cia protein
myosin khac. Sy phan bd dot bién chu yéu trong ving ddu cho thiy tic dong truc
tiép dén hoat dong ctia myosin, gép phan vao su phét trién cta cdc bénh co tim di
truyén [33]. Dot bién trén gen MYH7 rat phd bién & bénh nhan mic bénh co tim phi
dai, chiém khoang 15% s6 dot bién duoc xac dinh. Ngoai ra, dot bién MYH7 cling
duoc bdo cao & 7% bénh nhan mic bénh co tim gidn, véi hon 15 @6t bién sai nghia
(missense mutations) dd dwgc xdc dinh 13 nguyén nhdn giy ra bénh co tim gian
[34]. Nhiéu nghién ciru gin di nhin manh vé tin xuét sudt hién dot bién gen MYH7,
dot bién trén gen MYH7 12 mét trong nhimg dot bién phd bién nhat lién quan t6i cic
rdi loan co tim, dot bién MYH7 chiém 48% cac dot bién gen sarcomere [35].
Nguyén nhan di truyén phd bién nhét ctia cac 161 loan vé tim trong d6 c6 bénh co
tim gian 1a cac dot bién trén cic gen sarcomere va mot trong sb cac gen lién quan
bao gdm gen MYH7 duoc di truyén theo kiéu troi trén nhiém sic thé thudng [36].

Céc bién thé gdy bénh cia gen MYH7 dugc xem 13 nguyén nhan di truyén
phé bién thir hai ciia bénh co tim phi dai va nguyén nhan di truyén phd bién th ba
ctia bénh co tim gian [37]. C4c bién thé nay chi yéu thudc loai bién thé sai nghia
(missense variants) va duge di truyén troi, mot sb bién thé dd duge bdo cdo 14 bién
thé de novo [38]. Khoang 2.205 bién thé sai nghia ciia MYH7 dd dugc ghi nhin
trong co s& dir liéu ClinVar, trong d6 c6 372 bién thé duge xac dinh 1a giy bénh,
con 1.833 bién thé duge phan loai 1a bién thé co ¥ nghia chwa xac dinh (VUS -
Variant of Uncertain Significance) hodc co két qua danh gid mau thuin vé kha ning
gy bénh [39][40].

Nghién ctru ndy s& gép phan cung cp s6 lidu co gia tri vé cac bién thé gen va
c4c gen tiém ning co thé 12 nguyén nhin gy bénh. Su két hop ciia cac phuong phap
trén gitp cdc nha nghién ctru va bac si hiéu r5 hon vé nguyén nhan di truyén cia
bénh co tim gidn, cung cip théng tin quan trong dé chén doén, diéu tri va du phong
bénh.
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Chuong 2. POI TUONG VA PHAM VI NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

Céac bénh nhan dugc chin dodn méc bénh co tim giin duge thu thap 2 ml
mAu mau ngoai vi tai Bénh vién Tim Ha Néi. Maiu mau sau d6 dugce bao quan
trong éng chéng dong EDTA va luu & -20 d6 C.

Théng tin chi tiét ciia 3 bénh nhin va ngudi nha dugc thé hién & Bang 2.1

Bang 2.1. Théng tin 3 bénh nhdn va cdc thanh vién trong gia dinh.

Théng tin bénh nhan/ | Ky hiéu Tudi | Gi6i Théng tin bénh nhan
| gia dinh bénh nhin tinh
| Bénh nhéan 28 HN28 2 Nam | Bénh nhan ning 11 kg, 1a con thit 2 trong

gia dinh. Triéu chiimg bao gdm khé thd,
mét moi kéo dai, rdi loan nhip nhanh thét,
nhip nhanh trén thit. Budng that trai gifn
: hinh céu, chirc ning thit trai giam 53%,

gidn vong van, dong mach vanh xuat phat

binh thudng.

Me bénh nhén 28 M-HN28 Nit | Thu thip dugc miu méau ngoai vi, khong
biéu hién bénh

B6 bénh nhén 28 B-HN28 Nam | Khong thu thip duoc miu mau ngoai vi,
khéng biéu hién bénh.

Bénh nhén 59 HN59 15 Nt | Bénh nhin ning 40 kg, gan to, khé tho,

suy tim d6 2, budng tim trai giin 34%,
gifin budng thét phai, nhi 2 bén, hé van 2

| la va van 3 14 ning.

Me bénh nhan 59 M-HN59 Nit | Thu thap dugc miu mau ngoai vi, khéng
| biéu hién bénh
B6 bénh nhan 59 B-HN59 Nam | Khéng thu thap duge miu mau ngoai vi,
khéng biéu hién bénh.
Bénh nhan 89 HN89 Duéi 1 | Nam | Budng tim trai gifin, thanh that trai mong,
tndi gidn 17%, hd % van 2 14, bénh nhan chua

biét 13y. Bénh nhan kho thé, bu kém va

mét moi kéo dai.

Me bénh nhén 89 M-HNS§9 Nit | Thu thip duge mau méu ngoai vi, khong
biéu hién bénh
B bénh nhan 89 B-TIN89 Nam | Thu thip dugc miu mau ngoai vi, khong

biéu hién bénh.
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TAt ¢4 bénh nhan va thanh vién gia dinh tham gia nghién ciru déu tur nguyén
cung cip diy du théng tin nhim hd trg qué trinh nghién ctru. Muc tiéu nghién ctu
d3 duoc truyén dat 15 rang dén nguoi tham gia, ddm bao tuin thu cdc quy dinh vé
dao dire trong nghién ctru y sinh hoc theo tiéu chudn trong nuée va qubc té. Nghién
ctiru nay da nhén dugc sy ddng v tir gia dinh bénh nhan va duge Hoi ddng dao duc
trong nghién ctru y sinh hoc, Vién Nghién ctru Hé gen, phé duyét theo Quyét dinh
s6 02-2021/NCHG-HPDD ngay 29/10/2021.

2.2. HOA CHAT VA TRANG THIET BI

Céc hoéa chit chinh duge sit dung trong nghién ctiu bao gém: Kit tich chiét
DNA tong s6 tir miu mau QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Birc), bd kit tao thu
vién giai trinh ty gen thé hé méi Kit Agilent SureSelect XT (Agilent, M), kit giai
trinh tv Next Seq 500/550 (Agilent, M¥), Tag DNA polymerase (Thermo Fisher
ScientiﬁcTM), dNTP 10X mix (Thermo Fisher ScientificTM), marker DNA 1 kb
(Thermo Fisher ScientificTM), agarose (Merk, M§), marker DNA 1000 bp (Thermo
Fisher ScientificTM).

Cac thiét bi chinh duoc sir dung trong nghién ctru bao gdm: M4y giai trinh
ty gen thé hé méi NextSeq 500 (Tllumina, M¥), may gidi trinh tw ABI3500
Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, M), Mdy soi gel va chup anh
DigiDoc-It® Imaging System (Ultra-violet production, My), mdy PCR
(Eppendorf, Duirc), may ly tdm (Eppendorf, Dirc), may do huynh quang Qubit 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, M¥), cdn k§ thudt (Ohaus, M¥).

2.3. PHUGNG PHAP NGHIEN CUU

Quié trinh tién hanh nghién ctm s& dién ra theo thir tu sau:

o Thu thip miu mau va tach chiét DNA

o Giai trinh tir todn bd ving mi hoa (Whole Exome Sequencing)

o Phéan tich két qua giai trinh tur WES dé xac dinh céc bién dbi gen trén cdc
gen lién quan ¢ bénh nhan mic bénh co tim gidn

o Phan tich dit 1iéu va sang loc bién thé trén cic gen lién quan dén bénh co
tim gidn

o Giéi trinh tu san phidm PCR bing phuong phap Sanger

Céc bude trén dwge md ta trong Hinh 2.1.
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Thu thdp mau méau ngoai vi

{1

Téch chiét DNA tong sb

Giai trinh ty toan bd vung
gen ma hoa (WES)

2y

Phén tich va sang loc bién thé

I

Giai trinh tu Sanger dé kiém chiing

Hinh 2.1. Cac buoc chung trong qua trinh nghién cuu
2.3.1. Thu thip miu mAu va tach chiét DNA

Phuong phap tach chiét DNA va kiém tra chét lugng cic miu DNA tong sb
thu duoc tr mau mau: DNA tong sb tir cdc mAu mau ctia bénh nhéin va cac thanh
vién trong gia dinh duwoc tach chiét bang bd kit ciia QTAGEN, cic bude tién hanh
dugce thue hién theo hudéng din ctia nha san xuit. MAu DNA sau d6 duoc kiém tra
chét luong va do ndng d6 dam bao dat tiéu chuin cho giai trinh ty WES. DNA sau
khi tach chiét duge do ndng do va kiém tra chit luong trude khi bao quan & - 20 °C

Budc 1: Liy 20 ul QIAGEN Protease (hoic proteinase K) vao day cla éng ly
tam 1.5 ml.

 Budc 2: Thém 200 ul mau médu toan phén vao dng ly tam.

Buédc 3: Thém 200 pl Buffer AL vao éng mau. Trén déu bing may vortex
trong 15 gidy.

Budc 4: U & 56°C trong 10 phit.

Bude 5: Ly tim éng mau dé loai bo céc giot chit 16ng bam trén nap.

Budc 6: Thém 200 pl ethanol (96-100%) vao éng mau va tron déu lai bang
mdy vortex trong 15 gidy. Sau khi trén, ly tim éng miu dé loai bo chét long bim
trén nap.

Budc 7: Cén than cho hén hop trén vao cét ly tim QIAamp Mini (trong bng
thu 2 ml). Péng nip lai va ly tim & 6000 x g (8000 rpm) trong 1 phut. Dt c6t ly
tdm QIAamp Mini vao éng thu 2 ml sach (dugc cung cip) va loai bé 6ng chira dich

loc.
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Budc 8: M cén than cot ly tam QIAamp Mini va thém 500 ul Buffer AW1.
DPoéng nép lai va ly tim & 6000 x g (8000 rpm) trong 1 phiit.

Buéce 9: Dit cot ly tdm QIAamp Mini vao dng thu 2 ml sach va loai bo ng
thu chira dich loc.

Budgc 10: M6 cén than cot ly tim QIAamp Mini va thém 500 pl Buffer AW?2.
Déng nép lai va ly tim & toe d6 t6i da (14000 rpm) trong 3 phit.

Buée 11: Dit ¢bt ly tim QIAamp Mini vao éng thu 2 ml méi va loai bé dng
thu cti véi dich loc. Ly tim & tdc do tdi da trong 1 phit.

Bude 12: Pit ¢6t ly tim QIAamp Mini vao dng vi ly tim 1.5 ml sach va loai
b6 bng thu chira dich loc. Mé can than cét ly tim QIAamp Mini va thém 200 pl
Buffer AE hoiic nuée cit. U & nhiét do phong (15-25°C) trong 1 phiit, sau d6 ly tAm
& 6000 x g (8000 rpm) trong 1 phut

Saukhi ¢6 miu DNA, mau DNA sé& duoc dién di. Mau duoc dién di cing vai
Marker DNA 100 bp . Mau dugc nhuém mau trong 3 dén 5 phut va rira trong 2 dén
3 phat. Cubi cing, gel duge chiéu sang dudi dnh sang UV.

2.3.2. Giai trinh tw toan bd viing mi héa (Whole Exome Sequencing)

Xay dung va kiém tra chit luong cia thu vién DNA cho gidi trinh ty
WES: Thu vién DNA ciia bénh nhéin dwge chuan bi bang cach sir dung bé kit
Agilent SureSelect XT. Thu vién nay da dugc kiém tra dénh gia chit luong
dat yéu cau cho giai trinh ty WES truée khi tién hanh nghién ctru. Qua trinh
giai trinh tu dugc thuc hién voi bd kit Next Seq 500/550 trén hé théng may
giai trinh tu cta Illumina
2.3.3. Phan tich két qua gidi trinh tw WES dé x4c dinh c4c bién dbi gen trén cdc
gen lién quan & bénh nhin mic bénh co tim gidn

Kiém dinh chét lvong doc 1a mét bude quan trong nhiam dam bio do chinh
x4c cho cdc phan tich tiép theo. Piém chét lugng (Phred quality score) phdn 4nh
mirc d6 tin cdy cia mdi nucleotide, ty 1& Q30 phai duy tri trén 80% va ty 1& Q20
phéi trén 95%, duoc tinh theo céng thirc:

Q=—10log10(ty 18 151)

Trong dé

o Q10: Do chinh xac goi tén nucleotide dat 90%

e (Q20: B6 chinh x4c goi tén nucleotide dat 99%

o (Q30: B4 chinh x4c goi tén nucleotide dat 99,9%



19

Xt 1y dit liéu: Sau khi giai trinh ty trén hé théng may Illumina, chit lugng
dit lidu thd dugce kiém tra bﬁng phﬁn mém FastQC. Céac doan doc paired-end
duoc cin chinh voi bd gen tham chiéu ciia ngudi (GRCh37/hgl9) sit dung phin
mém BWA 0.7.10.

Kiém dinh chét lwong: Qua trinh phén tich dit lidu bit diu bang viée gidng
hang (alignment) cac doan doc ngén (reads) véi hé gen tham chiéu. Trong trudng
hop nay, bo gen tham chidu dugc st dung 13 hgl9, phién ban bd gen nguoi duoc
coéng bd boi UCSC Genome Browser. Mt trong nhitng cong cu phd bién nhit dé
thue hién nhiém vu nay 14 BWA (Burrows-Wheeler Aligner). Viéc st dung cdng cu
ndy gitp xac dinh vi tri cta cc doan doc trén bd gen tham chiéu hg19, tir d6 tao ra
moét tép SAM/BAM, gitp so sanh va phén tich bién thé di truyén.

Sau khi cic doan doc (reads) tr WES duogc giong hang véi bd gen tham
chiéu bang BWA, dit liéu dau ra thuong & dinh dang SAM/BAM. Truée khi tiép tuc
vGi phan tich bién thé, dit liéu ndy cin duge 1am sach va t6i wu hoa bing phin mém
Picard. Nhitng thao tic ndy gitp dam bao dir liéu sach, chinh x4c, nang cao chit
luong phat hién dot bién va t6i wu hoa két qua nghién ciru.

Bén canh d6, cong cu Genome Analysis Toolkit (GATK) da dugc sit dung,
day 1a mét bd cdng cu ph%‘m mém duoc phat trién tai Vién Broad dé phan tich dit
lidu sequencing thong sé cao. B cong cu niy cung cip mét loat cdc cong cu da
dang, tip trung chil yéu vao viéc khdm pha bién thé.

SnpEff 1a mdt cong cu duge st dung dé chu thich va du dodn tac déng cua
c4c bién thé di truyén. Phan mém ndy c6 kha niang phan loai cac bién ddi gen theo
mite d anh huéng dén chirc ning cia ching, tir 46 danh gia tic dong tiém tang 1én
hé gen. Pic biét, SnpEff hd trg phén tich su thay d6i clia axit amin trong protein,
giup xéc dinh cdc bién thé c6 thé anh huéng dén hoat déng sinh hoc ciia gen. Khi st
dung SnpEff, hé théng c6 thé tao ra cac két qua sau:

o Céc gen va c4c transcrips bi anh hudng bai bién thé

o Vi tri clia cc bién thé

o Céch bién thé anh huéng dén téng hop protein (vi du: tao ra mot ma
stop)

o So s&nh véi cac co s& dit lidu khdc dé tim cac bién the da biét c6 sin
2.3.4. Sang loc bién thé trén cac gen lién quan dén bénh co tim gisin

Sau khi phan tich, cac bién thé duoc sang loc theo cic tidu chi sau:

o Bién thé xay ra trén cic gen duoc xdc dinh 12 ¢6 lién quan dén bénh co tim
gian

o Bién thé ¢6 tAn sudt xuét hién <1%;
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o Du dodn bién thé anh huong dén chirc ning protein

o Céc bién thé duge bao cdo 1a khong cd hai trén co sd dit lidu ClinVar dugc
loai bd

. Téng ) gene dugc sang loc thé hién tai Phy luc
2.3.5. PCR (Phin ting chudi polymerase)

Thiét k& mdi d& khuéch dai doan DNA chira diém bién ddi gen trén cong cu
Primer-BLAST. Cac primer nay c6 chiéu dai khodng 20 nucleotides.

DNA téng sb dugc st dung 1am khuén cho PCR véi céc cip mbi da thiét ké
va tdng hop. PCR duoc tién hanh thyc hién trong tdng thé tich 50 pl bao gbm Ix
Dream Taq Buffer, 10 mM dNTP, 10 pmol mdi mdi, 0.5U Dream Taq DNA
polymerase va 40 - 100 ng DNA khudn. Nhiét do gin mdi tiiy thude vao cip moi

tuong ung.
Phan tng PCR duoc thuc hién véi chu trinh nhiét sau:
| 95°C 12 phut ]
95°C | 45 gidy
Tm (tiy thude tirmg cip moi) 45 gidy ¢35 chuky
72°C 45 gidy
72°C 8 phut

Sau khi PCR, san phidm s& dugc dién di trén gel agarose véi DNA Marker
1kb d@é kiém tra chét luong va do dac hiéu. Ban gel duoc nhudém trong 10 phut va
rira trong 5 phut. Cudi cing, gel s& duge chiéu sang dudi anh séng UV dé hién
band. San phfim PCR dat chit lugng dugce hru trir 6 nhiét do -20°C st dung cho gidi
trinh tu Sanger. i i O B |

Céc cip mdi cho phan tmg duoc thiét ké bing phéﬁ mém Primer Blast vdi

trinh tu va thong tin dugce trinh bay & Bang 2.2.
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Bdng 2.2: Théng tin cdc cap moi dirgc sir dung trong nghién ciru

Kich thwdc
Bénh s 5 Tm
" Moi Trinh tw sdn pham
nhan (°O)
PCR (bp)
F: 5°- TGTGGGTAGGGCTTGCTAGA - 3°
TTN 250 545 60
R: 5°- GTGAATATGCTTGCGGGGT- 3’
HN89

F: 5°- CTGAGTAACGGCCAGTGAGG - 3’
TTN 296 615 57

R: 5’- GCTATTTATGGGAGCAGAGAGT - 3’

F: 5°- TCCGACTGCGACTCCTCATA - 3’
HN59 MYH7 450 60

R: 5°- TTCCTCTTGTCCCCATCCAC - 3’

F: 5 - TTGTTGACAGGGACCCATCG -3’
ITN 515 60

R: 5 - GTTACGGCAACTAACACGGC -3’

HN28 .
F: 5 — GATGTCCCTGGAAGGAGTTGG -3’
MYL3 352 59

R: 5— ACTGCTGTGAGAACTGGTGTAG -3’

2.3.6. Giai trinh tw san phim PCR bing phwong phap Sanger

Trinh tw DNA cuta cac doan gen dwgc xdc dinh bﬁng may giai trinh tu ty
dong ABI PRISM 3500, str dung bd BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.
Két qua giai trinh trr duge phan tich trén phin mém Clustal X2 va BioEdit 7.0 dé
phat hién cac bién thé so vdi trinh tr gen tham chiéu. Chuén bj phan tng PCR doc
trinh tu: Phan ting khuéch dai duoc thiét lap trong tng thé tich 10 pl, bao gom:

3,2 pmol moi (primer)

o 50 ng DNA khuon

o BigDye Terminator v3.1

o Pém phan ting trong Uing

Tinh sach san phdm PCR bang phuong phap tiia Ethanol/EDTA nhu sau:

o Thém 5 pl EDTA 125 mM va 60 ul Ethanol 100%, G & nhiét d6 phong
trong 15 phut.

o Ly tam & 12.000 rpm trong 15 phut dé thu tia DNA.

o Rira tia DNA bing 60 pl Ethanol 70%, sau d6 ly tam 10.000 rpm trong 10
phut.

o Loai boé Ethanol va lam kho tia DNA.

Xir Iy mau trude khi dién di mao quan:

» Hoa tan tia DNA trong 10 ul Hi-di Formamide.




e

o Bién tinh DNA & 95°C trong 5 phut, sau d¢6 1am lanh nhanh.

o Nap mdu vao giéng trén khay dung mau.

Pién di mao quan va doc trinh tu: Dién di duge thuyc hién trén hé théng ABI
PRISM 3500 v&i éng mao quan 50 em x 50 pm, st dung polymer POP-7 1am dung
dich dién di. Trinh tu nucleotide ctia mbi mau duoge x4c dinh theo ca hai chiéu (xudi

va nguoc) dé dam bao do chinh xac.
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Thu thip mAu mau va tach chiét DNA tong s6

Dé tai da thu thdp mAu méau ciia 3 bénh nhéan méc bénh co tim gidn bam sinh va
c4c thanh vién trong gia dinh bénh nhén bao gém bd va me clia bénh nhan.

Mau méu thu thap tir cdc bénh nhén va thanh vién trong gia dinh duge xu 1y
dé tach chiét DNA bang bd kit QlAamp DNA, mét phuong phap hiéu qué gitp thu
dugc DNA c6 chit luong cao. Qua trinh tach chiét dugc thyc hién theo huéng din
ctia nha san xuéit dé dam bio thu nhan dugec DNA tdng sé véi do tinh sach va ndng
d6 phu hop cho cac phén tich di truyén tiép theo. San phdm DNA téng s cia cic
mau duoc dién di trén gel agarose 1% dé kiém tra chat luong va d6 tinh sach cén
thiét cho giai trinh ty WES va Sanger. Két qua chay dién di DNA téng s6 duoc thé
hién trong Hinh 3.1.

HNBY
HN39  M.HN2E

M-HN59 HN28  Matkes

- -

Hinh 3.1: Anh chup két qua chay dién di DNA tc‘;ng $0.
DNA tdng sé duoc kiém tra bang phuong phép dién di trén gel agarose va do
OD & budc song 260 va 280 nm dé xac dinh ndng d6 va do tinh sach. DNA téng sb
thu duoc déu cé ndéng d6 cao, nguyén ven va cé do tinh sach cao thé hién qua céac
dai band sang rd. Nong d6 cac mau déu 16n hon 20 ng/ul va gia tri A260/280 cia
cac miu do bing may Qubit 2.0 Fluorometer déu ndm trong khoang 1,8 — 2. Néng
dd va d6 tinh sach cia DNA duoc thé hién ¢ Bang 3.1.
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Bang 3.1. Nc”;ng dé va do tinh sach cua DNA

Miu Nong dd (ng/pl) | A260/A280
HN28 30,12 1,95
HN59 29,64 1,88
HN89 36,43 1,87

3.2. Két qua giai trinh tir toan b viing mi héa
3.2.1. Két qua tao thw vién DNA

Qui trinh chuén bi thu vién DNA véi cic manh DNA di dugc gin adapter 1a
buéc dau tién va ciing 1a mét trong nhitng giai doan quan trong nhit trong quy trinh
giai trinh tu thé hé méi (Next Generation Sequencing - NGS). Day 1a budc quyét
dinh sy thanh c¢6ng clia thi nghiém cling nhu dnh hudng truc tiép dén dd tin cdy cua
két qua thu duoc. Mot thu vién DNA dat chuin cin dam bao hai yéu té quan trong:

e Ndng dd DNA cao, dit dé dép ting yéu ciu ctia hé thong gidi trinh tu.

e Phan bé kich thuéc ciia cdc manh DNA nim trong khoang phu hop, tranh
tinh trang cac doan qua dai hodc qua ngin, c6 thé anh huéng dén hiéu suét cia qua
trinh giai trinh tu.

Trong nghién ctru nay, ndng do clia cic manh DNA sau khi chuén bi thu vién
da duge kiém tra chit luong va thé hién chi tiét trong Bang 3.2, Hinh 3.2. Dit liéu
ndy giup danh gid chét lugng thw vién trudce khi tién hanh céc budc tiép theo, dam
bao miu dat tidu chudn cho qué trinh gii trinh tu véi d6 chinh x4c va hiéu qua cao
nhat,

Bdng 3.2. Kich thuéc va nong dg thur vién DNA

Miu Néng dd (ng/pl) Kich thuée (bp)
HN28 30,909 379
HN59 32,109 357
HN89 28,093 369

Nhur vay, thu vién DNA tao ra co néng do cao dat chat luong tdt, kich thude thur
vién phu hop véi yéu cdu cia thiét bj giai trinh tir véi cac doan DNA sau khi duge phan
maénh ¢6 kich thude nidm trong khoang tir 250 — 500 bp.
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Hinh 3.2. Két qua kiém tra chdt hrong thw vién ciia

3.2.2. Két qua giai trinh tw toan b viing gen mi hoa

cac bénh nhdn
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Trinh ty toan bd ving gen mi héa cia 03 bénh nhan dd dugc xdc dinh biang
hé théng giai trinh tir Illumina NextSeq 500. Chét lwong dir liéu sau giai trinh tyr
dugc danh gid k§ ludng bang phin mém FastQC, dam bao dd tin cdy trude khi tién

hanh phan tich tiép theo.
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Dit lidu thu duge tir hé théng gidi trinh tw thé hé méi ¢6 dung lugng 16m,
dam bdo do dai d@)ng déu cua cac doan doc (~150 bp mdi doan) va dat dd sau bao
pht cao (>150X cho mdi méu), gitp ting do chinh x4c trong phan tich. Chat lugng
dit liéu gidi trinh tu toan b vung gen mi héa dugce danh gia & mirc tdt, v6i ty 18
nucleotide c6 diém chat Iugng cao dat muc tbi uu:

o Q20 > 96%, cho thiy hon 96% nucleotide c6 xac suét chinh xac >99%.

o Q30 > 91%, dam bao hon 91% nucleotide c6 d§ chinh xdc >99.9%, dap
g tiéu chudn nghiém ngit trong phén tich di truyén.

Céc théng sb chi tiét vé chit luong gidi trinh tw ctia bénh nhidn mic bénh
duoc théng ké cu thé trong Bang 3.3, cung cip thong tin truc quan vé& mtc do tin
cdy cua dir liéu thu duogc.

Bdng 3.3. Théng tin doc trinh tu toan bg ving gen ma hoa cua 3 bénh nhan mdc

bénh co tim gian

HN28

HN59

HN89

Tong so doan doc

44.511.740

50.822.084

44.228.690

Tong s6 nucleotide (bp)

6.600.583.864

7.559.812.848

6.597.351.011

%GC 49,7 49,4 49,2
Q20 (%) 97.5 96,8 96,6
Q30 (%) 93.3 91,7 01,2
D¢ dai doan doc trung

150 148,75 150
binh (bp) ‘

Két qua ¢ Bang 3.3 cho thiy dir liéu duoc tao ra tr mdy gidi trinh tu thé hé

méi ¢é dung lugng cao, chét luong tbt, ti 18 nucleotide c6 diém chéit luong 16n hon
20 cao (Q20 > 96%, Q30 > 91%)).
3.3. Két qua xir Iy s6 liéu va chi gidi bién thé
3.3.1. Déng hang dir liéu v6i hé gen tham chiéu
Trinh tu toan bd vung gen ma hda cia 3 bénh nhin co tim gidn duge céin
chinh véi hé gen tham chiéu GRCh37 bing cong cu BWA (Burrows-Wheeler
Aligner). Két qua phan tich da phat hién mét sé lugng 16n céc bién thé trén cac gen
lién quan dén bénh co tim gidn trong dit liéu WES.
Céc bién thé duoc phén loai theo muc d§ anh huong chirc nang, bao gém:
« Bién thé ddng nghia (khéng lam thay doi trinh ty axit amin),

o Bién thé sai nghia (din dén thay doi axit amin trong protein),
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o Bién thé thém/mat m6t bd ba ma hoa két thic,

o Bién thé dich khung (frameshift) gy thay doi tit ca trinh tu protein,

o Bién thé thém/mAit bo ba ma hoa anh hudmg dén do dai va cau tric protein

Dé danh gia tic dong cia cac dot bién, cic phin mém du dodn anh hudng
bién thé da duoc sir dung, bao g@)m MutationTaster, Provean, SIFT, PolyPhen-2...
Céc cbng cu tin sinh hoc nay phan tich timg d6t bién va cung cip diém dénh gia
nhim du do4n kha ning gay bénh cia cac bién thé, tir d6 hd trg qua trinh nhan dién
céc dot bién c6 anh hudng nghiém trong dén chirc ning cta protein. Két qua phén
tich cin chinh dit liéu dwoc trinh bay trong Bang 3.4.

Badng 3.4. Két qua sdp hang cdc méu gidi trinh tu voi hé gen

tham chiéu

HN28 HN59 HN89
S6 doan trinh tw sip hang | 44.463.727 50.740.232 44.163.896
thanh cong (99,8%) (99,8%) (99,8%)
S6 doan trinh tw dwgc sap | 28.694.052 31.399.122 27.900.197
hang vao viing ma héa (76,2%) (68%) (68,8%)
Ti 1é d6 sdu bao phii >50X | 61,8 67,9 61,1%
(%)
D§ sau bao phii trung binh | 69,2 74,7 66,3
trong vung exone
X)

Két qua sip hang dit liéu giai trinh ty ctia cac bénh nhan voi hé gen tham
chiéu cho thay chit lwong cao, v6i ti 18 sip hang thanh coéng dat 99,8%. Bén canh
do, ti 16 doan dir liéu dugc sip héng ndm trong ving exon chiém ty 18 cao trén 68%,
dam bao d6 chinh xac trong phan tich bién thé. Sau qué trinh sip hang, phan Ién dit
liéu ¢6 murc d6 bao phu trén 50X, gitp ting d6 tin cdy trong viéc phat hién va phén
tich cac bién thé di truyén.

3.3.2. Chu giai bién thé va xdc dinh bién thé

Cht giai bién thé: Nhidu c6ng cu khac nhau da duge phat trién dé phét hién
bién thé tir dit liéu giai trinh tu thé hé méi (NGS), trong d6 mdi céng cu c6 uu thé
riéng ddi véi timg loai dit liéu cu thé. Trong nghién ciru ndy, quy trinh xir 1y dit lidu
str dung bd cong cu Picard/GATK nhim dam bao d6 chinh xac trong viéc phét hién

bién thé.
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Phin mém Picard duoc st dung dé xi 1y dit lidu sau qua trinh sip hang, bao
gém c4c bude nhu hiéu chinh chét lugng tirng nucleotide, sép xép dir 1iéu, loai bo
cac doan lap, déng thoi loc bo nhitng doan trinh tu khong duge sép hang hodc ¢6 do
tin cdy thdp. Sau d6, phdn mém GATK dugc sir dung dé phat hién cac bién thé c6
trong hé gen cua tirng bénh nhan. Ngoai ra, dé danh gia anh hudng cia nhing bién
dbi trinh tw nucleotide 1én su thay déi ciia amino acid, phin mém SnpEff dugc ap
dung. K&t qua phén tich dugc thé hién trong Bang 3.5, cung cdp thong tin chi tiét vé
céc bién thé duge xac dinh trong nghién ciu.

Bang 3.5. Két qua phdn tich va du dodn bién thé trong ving gen md héa ciia 3 bénh

nhdn mdac bénh co tim gian

Théong sb HN28 HNS59 HN89
Tong sb bién thé 92.713 94.133 95.146
Téng s6 bién thé | 11.888 11.683 11.400
dﬁng nghia

Tong s6 bién thé sai | 12.553 11.368 10.475
nghia

Téng s6 bién thé| 102 75 74
thém bé ba két thic

Sang loc bién thé: M3i bénh nhéan c6 thé mang mot 50 lwgng 16n céc bién thé
gen, trong dé phan 16m 13 cac bién thé lanh tinh. Vi vdy, cin ¢6 mot quy trinh sang
loc chit ch& dé xdc dinh nhiing bién thé ¢6 tiém ning 13 nguyén nhan giy bénh.
Danh sach 128 gen (Phu luc) dugce str dung dé sang loc bao gbm céc gen di duogc
x4c nhan nhén c6 lién quan dén bénh co tim gian, cling nhu mot s6 gen lién quan
dén céc rdi loan co tim khac. Sau qua trinh sang loc, cac bién thé ndm trong viing
exon cua céc gen lién quan dén bénh co tim gifin bim sinh dugc chon dé phan tich
va phén thanh hai nhém chinh dua trén tAn s6 alen. Nhom dot bién bao gfim cac
bién thé c6 tan sb alen <1%, dy 14 nhitng bién thé hiém co6 kha ning lién quan dén
bénh ly, trong khi nhom da hinh nucleotide don (SNP - Single Nucleotide
Polymorphism) bao gdm céc bién thé c¢6 tin sé alen >1%, thudng phd bién hon
trong quan thé. Tén sb alen nhé nhit (MAF - Minor Allele Frequency) ciia cac bién
thé duge xac dinh dua trén dit lidu tir co s dit liéu 1000 Genome Phase 3 nhim hd
trg viéc phan loai va danh gid mirc d6 dnh huwdng cia cac bién thé dén bénh ly. Két
qué sang loc bién thé ciia ba bénh nhan dugc trinh bay trong Béng 3.6.
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Bang 3.6. Két qua sang loc bién thé trong nhitmg gen lién quan dén bénh co tim gian

Bénh nhén

Tong so bién thé trén cac gen

lién quan

So bién thé trong exon ciia cac

gen sau khi sang loc

HN28 758 10
HNS59 1140 8
HNS89 1710 10

Téng s bién thé xay ra trong 128 gen lién quan dén bénh co tim gian 1a rat

16n. Tuy nhién, hau hét cac bién thé nay xdy ra tai vung intron, co rat it bién thé xay

ra tai ving exon.

Sau khi thuc hién sang loc cac gen lién quan dén bénh bang cac cdng cu tin

sinh, két qua cu thé 12 & bénh nhan HN28 c6 10 bién thé xay ra tai ving exon va

vung giap ranh exon-intron, bénh nhan HNS59 cé 8 bién thé xay ra tai ving exon va

bénh nhan HN89 ¢6 10 bién thé xay ra tai ving exon (Bang 3.7).

Bang 3.7. Danh sach cac bién thé trén ving exon va ving giap ranh exon-intron

cua nhitng gen lién quan dén bénh co tim gian ¢ 3 bénh nhdn

STT | NST |Loai |Téngen |HGVS.c HGVS.p
bién
thé
Bénh nhan HN28

Sai

Chrl _ | NOTCH2 |c.17 _18delCC p.Pro6fs
nghia
Sai _

Chr2 . TTN €.62969T>A p.Asp20990Val
nghia
Sai

Chr3 . | FANCD2 |c.1278+1delG
nghia
Sai

Chr3 . | MYL3 c.413G>A p-Argl38GIn
nghia
Sai

Chr 4 . | RBPJ c.-57-2A>C
nghia
Sai

Chr6 i FOXCI c.1359 1361dupCGG | p.Gly454dup
nghia
Dich

Chr7 LFNG c.163_166dupGATG p.Glu56fs
khung
Sai

Chrl1 . | PTPRJ c.1252C>T p.Arg418Cys
nghia
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Sai ¢.976_990delGGG

9 Chrl6 . | FOXLI p.Gly326 Leu330del
nghia ATCCCCTTCCTC
Sai

10 Chrl8 . | DINA c.1184delG p.Ser395fs
nghia

Bénh nhian HN59
Sai ,

1 Chrl . | OBSCN |c.6143A>G p.His2048 Arg
nghia _
Sai

2 Chr2 . | PLBI c.2122A>G p-Met708Val
nghia
Sai

3 Chr2 . |TTN c.105384A>G p.Ala35128Ala
nghia
Sai

4 |cwo |70 | FoXD4 | c1288A5G p.Ser430Gly
nghia
Sai

5 Chr10 . | NRAP c.4696C>T p.Argl566Cys
nghia
Sai

6 Chr12 _ | PKP2 c.1421C>T p.Ala474Val
nghia
Sai

7 Chrl4 . | MYH7 c.4304C>G p.Serl435Cys
nghia
Sai

8 Chrl5 . &.959C>G p. Thr320Ser
nghia | ACTCI

Bénh nhan HN89
Sai

1 Chrl N c.10061T>G p.Leu3354Arg
nghia | OBSCN
Sai

2 Chrl . | ACTN2 €.93delC p.Pro32fs
nghia
Sai

3 Chrl . | RYR2 c.4094C>T p.Alal365Val
nghia
Sai

4 Chr2 . | PLBI ¢,3953C>T p.Alal318Val
nghia
Sai

5 Chr2 . | TTN c.46489G>T p.Vall5497Phe
nghia
Sai

6 Chr2 . | TTN c.58037T>C p.Vall9346Ala
nghia
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Sai

7 Chr3 _ | PARP3 c.320A>G p.His107Arg
nghia
Sai ;

8 Chr6 _ | DSP c.320A>G p.His107Arg
nghia
Sai

9 Chr9 . | FOXD4 c.614C>T p.Pro205Leu
nghia
<o

10 |Chrlo | |NRAP | c.1079A5G p.Gln360Arg
nghia

Dé danh gia anh huong cha bién thé de tim ra bién thé c6 tiém nang giay bénh

co tim gian, cic bién thé da dugce bao cao 1a lanh tinh trén co s¢ dit liéu ClinVar da

bi loai bo nham t4p trung vao cac bién thé ¢6 kha ning gy bénh. Tir nhitng bién thé

trong céc gen lién quan dén bénh co tim gidn bam sinh ¢ Bang 3.7 nhiing bién thé

con lai dugc danh gia béng cac phén mém SIFT, PolyPhen2, Mutation Taster,
Provean va duoc d6i chiéu trén co so dir liéu dbSNP138 va dbSNP142. Két qua

danh gia anh huong cua dot bien bang cac cong cu tin sinh duge thé hién ¢ Bang

3.8,

Bdng 3.8. Két qud danh gia anh hudng cia cac bién thé & bénh nhdn HN28, HN59

va HN89 bang cdac cong cu tin sinh.

. n . n ~ Mutation
Trang R Vi tri trén Vi tri trén SIFT | Polyphen/
. Tén gen . dbSNP 138 Taster
thai cDNA protein PROVEAN
Bénh nhin HN28 (danh gia bién thé bs‘?mg SIET, Polyphen va Mutation Taster)
c.17 18delC
HET | NOTCH2 & - p.Pro6fs rs372504208 D P
- P.Asp20990
HET TTN c.62969T>A D D D
Val
¢.1278+1del
HET | FANCD2 o P
HET | MY¥L3 c.413G=>A p.Argl38GIn | . D D D
HET | RBPJ c.-57-2A>C 15200707132 | D D N
c.1359 136
HOM | FOXCl1 - p.Gly454dup | rs398123612 | D D N
1dupCGG
c.163 166d
HOM | LFNG ~ p.Glu56fs 1534637446 D P
upGATG
HET | PTPRJ c.1252C>T | p.Argd18Cys | 15377560733 | D P
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¢.976_990de
IGGGATCC | p.Gly326_Le
HET | FOXLI ] - D
CCTTCCT | u330del
&
HET | DTNA c.1184delG | p.Ser395fs D

Bénh nhan HN59 (d4nh gia bién thé bing SIFT, PROVEAN va Mutation Taster)

HOM p.His2048Ar | rs1188724
OBSCN c.6143A>G P
g
HET | PLBI rs1 1681826
c.2122A>G | p.Met708Val N P
TTN ¢.100096G> | p.Val3336611 | rs55675869
HET D N
A &
HET | FOXD4 rs4742632
c.1288A>G | p.Serd30Gly N P
NRAP _ p.Argl566Cy | rs1885434
HET c.4696C>T D P
3
1$373399921
HET | PKP2 c.1421C>T | p.Alad74Val N N
MYH?7 p.Ser1435Cy
HET c.4304C>G N D
8
ACTCI .
HET c.959C>G p.Thr320Ser N D
Bénh nhan HN89 (d4nh gis bién thé bing SIFT, PROVEAN va Mutation Taster)
OBSCN p.Leu3354Ar
HOM c.10061T>G D N
2
1s11355106
HOM | ACTN2 c.95delC p.Pro32fs
p.Alal365Va | rs373261115
HET | RYR2 c.4094C>T [ N N
p.Alal318Va | rs2199619
HET | PLBI c.3953C>T i N P
p.Vall5497P | 1s371299188
HET | TTN c.46489G>T | D D
he
. p.Vall9346A
HET TTN ¢.58037T=C | D N
a
HOM | PARP3 ¢.320A>G p.His107Arg | 1528547534
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: , 1528547534
HET | DSP c.320A>G | p.Hisl07Arg
HET | FOXD4 rs2492215
c.614C>T p.Pro205Leu T D N
BHET | NRAP rs3127106
¢.1079A>G | p.GIn360Arg D N P

SIFT (D: damage, T: tolerated), Polyphen (D: damage, P: probably damage), PROVEAN (D:
damage, N: neutral), Mutation Taster (D: damage, P: polymorphism, N: neutral).

Phén mém SIFT dénh gi4 tic dong cua bién thé dua trén SIFT Score, véi gid
tri nam trong khoang tir 0 dén 1. Gia trj SIFT Score cang nho, bién thé cang co6 kha
nang gay hai. Cu thé:

e Néu SIFT Score > 0,05, bién thé dugce danh gia 13 lanh tinh (Tolerated - T).

o Néu SIFT Score < 0,05, bién thé dugc danh gid 1a gdy bénh (Damaging - D).

Phan mém PolyPhen-2 str dung PolyPhen Score (trong khoang 0 dén 1) @é
du doan murc d6 anh hudéng cioa dot bién. Gia tri PolyPhen Score cang 16n, kha ning
dot bién gay hai cang cao:

e Benign (B) — Lanh tinh: PolyPhen Score < 0,452.

e Possibly Damaging (P)—Cd khé nidng gdy bénh: 0,453 < PolyPhen Score <
0,956.

e Probably Damaging (D) — Gay bénh: PolyPhen Score > 0,956.

Phin mém PROVEAN xac dinh tac déng ctia dét bién dua trén ngudng -2,5:

e Néu PROVEAN Score > -2,5: dot bién dugc danh gia 1a lanh tinh (Neutral
-N).

o Néu PROVEAN Score < -2,5: dot bién duwgc danh gid 1d gy bénh
(Deleterious - D).

Phin mém Mutation Taster x4c dinh bién thé trong gia tri tir 0 dén 1. Mrc do
anh huéng cia bién thé ting dan theo gid tri output cua phén mém tir 0 dén 1. Gia
tri 1 thé hién ntc do anh hudng cao nhit cua bién thé dén protein.

e Disease-causing (Gay bénh): Bién thé c6 kha ning gay bénh cao.

e Disease-causing automatic (Gdy bénh - ty dong xdc dinh): Bién thé da
duoc bdo cdo la gdy bénh trong co s¢ dir lidu.

e Polymorphism (Pa hinh - khong giy bénh): Bién thé lanh tinh.

e Polymorphism automatic (Pa hinh - tw déng xé4c dinh): Bién d3 dugc xac
nhin 14 khéng giy bénh trong co s& dit liéu.

e Neutral (trung tinh): Nhiéu kha ning khéng gy bénh tuy nhién can déi

chiéu lai
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Nhu vay, két qua phén tich Bang 3.8 cho thiy bénh nhan HN28 mang 2 bién
thé dang di hop tir 13 ¢.62969T>A trén gen TTN va c.413G>A trén gen MYL3; Bénh
nhan HN59 mang | bién thé dang di hop tir 1a ¢.4304C>G trén gen MYH7; Bénh
nhan HN89 mang 2 bién thé dang di hop tir 1a c.46489G>T va ¢.58037T>C trén
cing 1 gen TTN co tiém ning gdy bénh cao & cac bénh nhan. Thong tin bién the
dugc tong hop trong Bang 3.9.

Bdng 3.9. Danh sdach bién thé ciia 3 bénh nhin HN28, HN59, HN89

; Bénh | cen | NST | HGVSp HGVS.c Loal dgt | Trang

; nhan bi¢n thai

% HN28 TTN Chr2 | ¢.62969T>A | p.Asp20990Val | Sainghia | Dihop tir

‘k HN28 | MYL3 Chr3 c.413G>A p.Argl138GIn Sai nghia | Di hop tu

‘ HN59 | MYH7 | Chrl4 | c4304C>G p.Serl435Cys | Sainghia | Dihop tu
HN&9 TTN Chr2 | ¢.46489G>T | p.Vall5497Phe | Sainghia | Dihop tu
HN8&9 TTN Chr2 | ¢.58037T>C | p.Vall9346Ala | Sainghia | Dihgp tir

3.4. Kiém chirng bién thé bang Sanger Sequecing
3.4.1. Bénh nhan HN28

Phan tich WES cho thdy bénh nhan HN28 mang hai bién thé di hop tir:
¢.62969T>A (p.Asp20990Val) trén gen TTN, din dén su thay thé Aspartic acid
bing Valine tai vi tri 20990 cia protein; va c.413G>A (p.Argl38Gln) trén gen
MYL3, lam thay d6i Arginine thanh Glutamine tai vi tri 138 cta protein.

Poan gen 77N cé kich thude 515 bp mang bién thé ¢.62969T> va doan gen
MYL3 ¢é kich thude 352 bp mang bién thé ¢.413G>A duoc khuéch dai théng qua
phén img PCR (Hinh 3.3). Két qua dién di trén gel agarose cho thdy san phim PCR
hoan toan dic hidu va co kich thudc phi hop véi thiét ké.
m HihY 1N

S,
ong W

Gen MYL3 Gen TTN
Hinh 3.3: Két qua khuéch dai doan gen TTN va MYL3 trén gia dinh bénh
nhan HN28
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Sau khi giai trinh ty Sanger, két qua cho thiy cho thay bénh nhan HN28§ va
me bénh nhan déu mang bién thé ¢.413G>A trén gen MYL3 véi kiéu gen di hop tu.
Trong nghién ciru, miu ciia bd bénh nhan da khong thu thip dugc vi vay day co thé
1a bién thé di truyén tir me. Tuy nhién, can thu miu va thuc hién giai trinh tw Sanger
trén mau bd bénh nhan dé c6 thé két luan 16 hon.

P6i véi gen TTN, phat hién bién thé ¢.62969T>A trén bénh nhin HN28,
nhung khéng phat hién bién thé & vi tri nay trén me bénh nhan. Cho nén bién thé
ndy c6 thé 13 bién thé méi (de novo mutation) hodc di truyén tir bd. Két qua giai
trinh tu Sanger ctia bénh nhan HN28 va me dugc thé hién trong Hinh 3.4.

HN22 [£.413G5A)

- ~ HHNZE (c.22060T>M)
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Gen MYL3 Gen TTN

Hinh 3.4. Két qua gidi trinh ty Sanger 2 gen MYL3 va TTN ctia bénh nhén
va cdc thanh vién trong gia dinh HN28

3.4.2. Bénh nhian HN59

Phan tich WES cho thidy bénh nhdn HN59 mang bién thé di hop to:
¢.4304C>G (p.Ser1435Cys) trén gen MYH7, din dén su thay thé Serine thanh
Cysteine tai vi tri 1435 cuia protein.

Poan gen MYH7, c6 kich thudc 450 bp, mang bién thé ¢.4304C>G, dugc

khuéch dai bang phan ing PCR (Hinh 3.5).
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Hinh 3.5: Két qud khuéch dai doan gen MYH7 trén gia dinh bénh nhdn HNS59.
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Hinh 3.6. Két qua gidi trinh tw Sanger trén gen MYH7 ciia bénh nhdn HN59

vd me.

Két qué giai trinh ty Sanger gen MYH7 ctia bénh nhan HN59 cho thiy bénh
nhan HN59 mang bién thé dj hop tir ¢.4304C>G thé hién tai Hinh 3.6. Me bénh
nhén khéng mang bién thé tai vi tri nay, didu nay co thé goi y rang bién thé nay c6
thé dén tir cha hodc 12 mét bién thé méi (de novo mutation). Tuy nhién, miu mau
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cta bd bénh nhan khéng duoc thu thap nén nghién ciru nay chua thé két luan chinh
xéc yéu té di truyén cia bién thé nay.
3.4.3. Bénh nhan HN89

Bénh nhdn mang hai bién thé di hop tir ¢.58037T>C (p.Vall9346Ala) va
¢.46489G>T (p.Vall5497Phe) trén gen TTN. Bién thé ¢.58037T>C thay thé axit
amin Valine bing Alanine tai vi tri 19,346 cla protein titin, trong khi bién thé
c.46489G>T thay thé axit amin Valine béng Phenylalanine tai vi tri 15,497 cua
protein titin.

Két qua khuéch dai 2 doan gen 77N c6 kich thudc 1an hugt 13 545 va 615 bp
dugc trinh bay trong Hinh 3.7.

' L5

IHES  MHNAY BAREE  Magcr

Gen TTN-615 Gen TTN-515

Hinh 3.7: Két qud khuéch dai 2 doan gen TTN trén gia dinh bénh nhan HN89

Giai trinh tw Sanger da duogc thyc hién trén cic miu DNA thu dugc tir ba
thanh vién trong gia dinh (b4, me va bénh nhan) dé xac nhén cac bién thé duoc phat
hién théng qua giai trinh tu toan by exome. Két qua gidi trinh ty Sanger cia cic
thanh vién trong gia dinh bénh nhan cho thiy b me cua bénh nhan mang mét bién
thé di hop t&r trén gen TTN. Trong khi d6, bénh nhan mang hai bién thé di hop tir
¢.58037T>C (p.Val19346Ala) va c.46489G>T (p.Vall5497Phe) trén gen TTN.
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Hinh 3.8. Phd hé ciia gia dinh bénh nhan HN89 bao gé‘m bé me va bénh
nhan va két qud gidi trinh tw Sanger.
4. Théo ludn
4.1. Bénh nhan HN28
Bénh nhan HN28 mang hai bién thé trén hai gen lién quan dén bénh co

tim, bao gdm bién thé c.413G>A trén gen MYL3 va bién thé c.62969T>A trén gen
TTN. Mic du ca bénh nhan HN28 va me déu mang bién thé di hop to c.413G>A
trén gen MYL3, nhung chi bénh nhin biéu hién bénh, trong khi me khéng co triéu
chtng. Hién tugng nay c6 thé dugc gidi thich boi tinh thim nhip khéng hoan toan
twong tu v6i truong hop bénh nhan HN59, khi mét ngudi mang bién thé nhung
khong nhét thiét phat trién bénh do céc yéu tb bao vé trong hé gen hodic mdi truong,
Ngoai ra, tinh biéu hién khéc nhau ciing ¢6 thé déng vai trd quan trong, khi cing
mdt bién thé co thé giy ra mic d6 bénh khéac nhau gifta cac ca thé, va c6 thé me
bénh nhan c¢6 dau hiéu bénh nhe nhung chua phat hién hodc chua tién trién thanh
bénh 1y rd rang.

V6i bién thé ¢.62969T>A trén gen TTN, két qua chi ra ring bién thé nay
khéng duge tim thiy & me bénh nhan, cho thdy day co thé 1a mot bién thé mai (de
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novo) hodc duge di truyén tir bo. Néu day 1a mot bién thé de novo, ¢6 khi nang bién
thé nay déng vai trd quan trong trong co ché bénh sinh ctia bénh nhan. Cc nghién
ctru trude day d3 chi ra ring cac bién thé trén gen TTN, dic biét 1a nhiing bién thé
gdy mat chirc ning (truncating variants - TTNtv), ¢6 lién quan dén bénh co tim gifn
[17]. Viéc phat hién bién thé nay gitp cting cb thém gia thuyét vé vai trd cia TTN
trong bénh 1y ctia bénh nhan HN28. Bén canh do, cac yéu tb di truyén khic ciing co
thé anh huong dén mic d6 biéu hién bénh, khi mét sb gen 6 vai trd diéu hoa co thé
lam ting hodc gidm nguy co mic bénh co tim. Ngoai yéu t di truyén, méi trudng
va biéu sinh cfing c6 thé déng vai trd quan trong, bao gbm cing thing, huyét 4p cao,
16i séng, ché d6 an ubng va tap luyén, gilp giai thich vi sao me bénh nhén du mang
bién thé nhung khéng phét trién bénh. Su khéc biét trong biéu hién bénh gitta bénh
nhan HN28 va me c6 thé do su két hop cia tinh thdm nhap khong hoan toan, nhiéu
bién thé di truyén, cac gen diéu hoa va yéu t6 méi trudng.

Nhin chung, truong hgp ctia bénh nhan HN28 cho thay su phtc tap trong di
truyén bénh co tim, khi c6 su két hop cua bién thé di truyén tir me va mot bién thé
c6 kha ning méi xut hién. Dé 1am r& hon co ché di truyén ciling nhu anh huéng cia
ting bién thé 1én bénh trang, cin thue hién cac phén tich sdu hon nhu nghién ctru
chirc néing protein, thu thip théng tin ldm sang cta cac thanh vién trong gia dinh, va
xét nghiém di truyén trén bé bénh nhan,

Bién thé trong MYL3 c6 thé 1am thay d6i kha ning lién két gitta myosin va
actin, gy rbi loan co ché co bép va lam suy giam chirc ning tim, gop phin vao sur
~phat trién cia DCM. Bién thé MYL3 dugc dic trung boi su thay thé axit amin khéng
bao thu, c¢6 kha niang anh hudng dén cac tinh chit nhu d6 phan cuc, kich thudce va
dién tich cua cdu tric protein bdc hai. Hon nita, sy thay thé axit amin x4y ra tai
mién gin canxi EF-hand, mét ving duge bao tdn cao gitta cac loai. Phan tich in
silico bang cdc phdn mém dy doan cho thiy bién thé nay c6 tic dong gdy hai, anh
hudng tiéu cuc dén chirc ndng protein [41].

Truéce ddy, MYL3 chu yéu duoc ghi nhan lién quan dén bénh co tim phi dai,
nhung cac nghién ctru gan ddy cho thdy mot s6 dot bién trén gen nay c6 thé gay mit
én dinh sarcomere, din dén bénh co tim gian [28][30]. Nghién ctru cua Daniel Peter
Sayer Osborn va cdng su dd x4c dinh cdc bién thé MYL3 ddng hop tir & ba gia dinh
khong ¢6 quan hé huyét théng méc bénh co tim va co tién sir dbt tir. Két qua cho
thiy cac bién th8 MYL3 dugc di truyén theo kiéu lan, lién quan dén kiéu hinh
nghiém trong, dan dén dot tir sém va ty 1€ tir vong cao. Cu thé, nghién ctru da phat
hién ba bién thé MYL3 gdy bénh, bao gdm bién thé sai nghia (c.170C>A,
p.[Ala57Asp]), bién thé vo nghia (c.106G>T, p.[Glu36Ter]) va bién thé tai vi tri
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nhan exon thiét yéu (c.4821G>A). Cic bién thé nay khong chi lién quan dén HCM
va DCM ma con lam ting nguy co dot tir, do anh hudng tiéu cuc dén cau tric va
chirc ndng cua protein MYL3 [42].

Phat hién méi v& bién thé ¢.413G>A trén gen MYL3 trong nghién ctru cia
chung t61 cang cling cb méi lién hé gitta MYL3 va bénh co tim gidn. Trong nghién
ctru nay, bién thé c¢.413G>A c6 thé 1am thay dbi cAu triic va chiic ning ciia protein
MYL3, lam gidn doan sy tuong tic cua protein nay voi myosin, dan dén giam kha
ning co gifin cha co tim. Su gidn doan nay co thé 12 mot yéu t6 quan trong thiic déay
su tién trién ciia DCM, tuong ty nhu céc bién thé MYL3 ¢.170C>A (p.[Ala57Asp]),
¢.106G>T (p.[Glu36Ter]), va c.4821G>A da dugc bao cio trude do.

Su phat hién nay nhin manh tAm quan trong cla viéc tAm soat dot bién MYL3

trong chin doan DCM chua 18 nguyén nhan, ddng thoi cung cip thém bﬁng chung

v& vai tro ciia MYL3 trong sinh bénh hoc cia DCM, mé ra huéng nghién ciru maéi

v& co ché bénh sinh ciling nhir cic chién lugce diéu tri tiém ning. Do d6, MYL3 can
dwoc xem xét nhu mot yéu t6 di truyén tiém ning trong chén dodn DCM, déng thoi
nhin manh tim quan trong clia viéc tAm so4t dot bién MYL3 trong cc trudng hgp
DCM chua rd nguyén nhén.
4.2. Bénh nhan HN59

Két qua giai trinh tir Sanger cho thdy bénh nhan HN59 mang bién thé di hop
tir ¢.4304C>G trén gen MYH7, trong khi me bénh nhén ciing mang bién thé nay
nhung khong bidu hién bénh. Pidu nay c6 thé do tinh thim nhép khong hoan toan
ciia bién thé, titc 1a khong phai ai mang bién thé cling mic bénh. Tinh thim nhap
khéong hoan toan (incomplete penetrance) 1a hién tuong trong dé khong phai tat ca
c4c_ca nhan mang mdt bién thé gen gdy bénh déu biéu hién triéu chiing ciia bénh.
Diéu nay thudng gip trong nhiéu bénh di truyén va co thé do su tuong tac phirc tap
gitta gen va mdi trudng [33][35]. Sy thdm nhép cia mot bién thé c6 thé bi anh
hudng bdi cac yéu t6 khac nhu di truyén da yéu t6, anh huéng ctia cdc gen diéu hoa,
méi trudng séng hodc cac yéu to bidu sinh. Ngoai ra, bénh c6 thé chiu tic déng cia
cac yéu t di truyén va mdi trudng khic, trong d6 me bénh nhéan cé thé mang cac
yéu t6 bao vé gitip giam nguy co phét trién bénh [1]. Su khéc biét vé gidi tinh cling
c6 thé déng vai trod, khi céc yéu tb noi tiét hodic sinh hoc anh huéng dén muc do
bidu hién bénh gitta nam va nit [6]. Bén canh d6, bién thé ¢.4304C>G c6 thé chi la
mét yéu tb nguy co cho nén @& 1am 16 hon co ché di truyén va tic dong cla bién thé
nay, cn ¢ thém nghién ctru sdu hon, bao gbm phan tich di truyén mé rong trén cic
thanh vién khac trong gia dinh. Phat hién nay nhin manh tim quan trong cla viéc

tAm so4t va theo ddi stic khoe cho nhitng ngudi than trong gia dinh c6 mang bién
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thé. Du me bénh nhan khéng c6 triéu ching, nhung van can kiém tra tim mach dinh
ky dé phat hién sém cac diu hiéu bét thuong.

MYH?7 la mét trong nhitng gen dwge nghién ciru nhiéu nhét trong cac bénh co tim
di truyén. Trong khi hiu hét cac dot bién MYH7 lién quan dén bénh co tim phi dai, mot
sb dot bién méat chic ning (loss-of-function) hodc thay dbi cu triic myosin c6 thé lam
giam kha ning co bop ctia tim, din dén bénh co tim gidn. Dot bién MYH7 c6 thé lam suy
yéu kha ning tao lyc cia myosin, gy ra gidm phan sut tbng mau va ting kich thude
budng tim. Tru6e ddy, MYH7 chi yéu lién quan dén HCM va RCM, nhung ngdy cang
c6 nhidu bing chimg cho thdy mot sb dbt bién trén gen MYHT cb tAn xuAt xuét hién
ngay cang phd bién & nhiing ngudi méc bénh co tim gidn [34].

Nghién ciru ctia tdc gid Oc-Hee Kim va nhom cdng sy dd bao céo vé tan suit
va phan bd cua cic bién thé trén gen MYH7 trong mot nhém bénh nhan khong c6
quan hé huyét théng va mac bénh co tim (bao gom HCM, RCM va DCM) tai Han
Quéc [29]. Nghién ctru ndy da thuc hién phan tich in silico nhim dy dodn kha ning
gdy bénh cia cic bién thé méi va so séanh véi cac bién thé da dugc xac dinh 13 giy
bénh hoidc c¢6 kha ning gdy bénh. Ngoai ra, nghién clru cling ddnh gia tac dong cua
cac bién thé trén gen MYH7 lén dong luc hoc va dg dn dinh cta protein béng sic
coéng cu DynaMut2 va Missense3D. P& x4c dinh tin suét xuét hién cac bién thé
MYH7 & bénh nhan méc bénh co tim (bao gém co tim gifin), nghién ctru di lwa chon
397 bénh nhan mic bénh co tim dé tham gia nghién ctru. Két qua da x4c dinh duoc
27 bién thé trong ving ma hoa ciia gen MYH7 & 41 bénh nhan khong ¢6 quan hé
huyét théng. Trong sé 41 bénh nhan nay, c6 22 nam gidi (53,7%) va 19 nit gidi
(46,3%), v6i cac dang bénh co tim khac nhau, bao gdm bénh co tim phi dai (59%),
bénh co tim gidn (34%) va chua xdc dinh (7%). Trong s6 27 bién thé MYH7 dugc
x4c dinh, ¢6 26 bién thé thay thé axit amin (missense variants) va 1 bién thé méat
doan. Céc bién thé duoc xdc dinh 12 gdy bénh hodc cé kha niang gdy bénh chui yéu
nim trong viing motor ctia protein MYH7 (15/27, chiém 55,6%). Ngoai ra, 2 bién
thé gay bénh nim trong ving 1Q (2/27, chiém 7,4%) va 7 bién thé gay bénh hogc cd
kha ning gdy bénh nim trong ving cudn xoan (coiled-coil domain) (9/27, chiém
33,4%). Phan tich bing cac céng cu in silico cho thiy céac bién thé MYH7 méi nay
c6 anh hudng dén chire nang va d 6n dinh cau tric cia protein.

Két qua ciia nghién ctru nay cho thdy tin sut cao va muc d6 phd bién cia
cac bién thé trén gen MYH7 & bénh nhén mic bénh co tim gian. Diéu nay nhén
manh ri“lng MYH7 1a mdt gen quan trong cin duoc sang loc k¥ ludng, dac biét o
bénh nhin va gia dinh c6 tién st di truyén lién quan dén bénh co tim.
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4.3. Bénh nhin HN§9

Pha hé gia dinh bénh nhan HN89 bao gém ba thanh vién: bénh nhan, bd va
me. K&t qua giai trinh tu Sanger cho thdy bénh nhin mang hai bién thé di hop tir
trén gen TTN, trong d6 bién thé c.46489G>T duoc di truyén tir me va bién thé
¢.58037T>C duoc di truyén tir bd. BS va me ddu mang mét bién thé nhung khong
c6 triéu ching 18 rang vé mit 1dm sang, trong khi bénh nhan mang ca hai bién thé
va biéu hién bénh co tim gidn. Su két hop cia ca hai bién thé trén gen TTN c6 thé
26p phén lam suy gidm chitc ning ciia protein titin, tr d6 dan dén bénh co tim giin
& bénh nhan HN89. Viéc mang hai bién thé di hop tir (compound heterozygous) trén
cing mot gen co thé dan dén hiéu tmg coéng gop (cumulative effect), trong d6 tirng
bién thé riéng 1& c6 thé khong du dé giy bénh, nhung su két hop cta ca hai 1am suy
giam nghiém trong chirc nidng ctia protein titin, gép phin vao sy khoi phat ciia bénh.
Bénh nhan mang bién thé kép (compound heterozygous hodc homozygous) c6 nguy
co cao hon trong viéc phat trién bénh ning sém, 161 loan chiic ning tim nghiém
trong hon va kha ning tién trién dén suy tim cao hon. Bién thé kép thuong lam gidm
manh hodc mit hoan toan chirc ning ciia protein lién quan dén co tim [43].

Mot s6 nghién ctru di xac dinh 2 bién thé trén cing 1 gen & bénh nhin mic
bénh co tim gidn, nhin manh ring bénh nhan mang bién thé kép c6 xu hudng biéu
hién bénh sém hon, nang hon va tién trién nhanh hon so véi nhiing bénh nhan chi
mang mot dot bién don 1&. Piéu nay c6 thé gii thich do hiéu tng cong ddn hoic
twong tac bit loi gifta cic bién thé trén ciing mot gen, 1am suy gidm nghiém trong
hon chitc ning cua protein [44]. Bién thé kép c6 thé gdy mit hoan toan hoic suy
giam nghiém trong chic ning protein, din dén giam phén suét tbng mdu, thanh tim
méng hon, suy tim tién trién nhanh va nguy co r6i loan nhip cao hon. Ngoai ra,
nhitng bénh nhin nay cling co ty 1€ suy tim giai doan cubi va nguy co dot tir cao
hon [45][46].

Titin 1& protein 16n nhit trong co thé ngudi — 1a mét thanh phan céu tric
c6 chirc ning quan trong cia co van. TTN bao gdm bdn ving chirc ning chinh:
d4u N (N-terminal), dai I (I-band), dai A (A-band) va dau C (C-terminal). Pau N
déng vai tro 1a diém neo tai vach Z (Z-disk), khong chi gitp ldp rap va duy tri su
én dinh cia to co ma con tham gia vao cdc chitc ning cam bién, twong tac
protein va cdc con duong tin hiéu [47] [48]. Do hién tugng cit ndi thay thé
(alternative splicing), dai I dong vai tro 1a bd diéu hop trung tim, didu chinh titin
dé phu hop véi tirng loai mé cu thé. Dai I cha yéu chiu trach nhiém vé tinh dan
hoi cua titin [49]. Nguoc lai, dai A khéng thé kéo gidn va hoat dong nhu mat

diém neo 6n dinh cho cdc s¢i myosin, dong thoi twong tac véi nhiéu protein lién
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quan dén qué trinh chuyén héa protein tai 16i sarcomere. Trong khi d6, dai M
(M-band) hinh thanh phtc hgp myomesin-titin-myosin va doéong vai tro quan
trong trong viéc cam nhén va dap Gng voi cing thang chuyén hoa [48]. Cac
nghién ciu trudc day cho thiy bénh co tim gian do di truyén 1a mét tinh trang
hiém gap nhung nghiém trong, cé ty 1¢ tir vong cao.

Pé x4c dinh nmic d6 bao ton tién hoa cua cic axit amin trong protein tu nhién
tai cac vi tri bién thé dwoc xac dinh, trinh tu axit amin cua protein TTN tir cac loai
khac nhau da dwoc sip hang st dung phin mém Clustal X2 (Hinh 3.8). Két qua
phan tich cho thiy cac bién thé dugc xac dinh trong gen 77N cua bénh nhan nim
trong cac vung c6 muc dé bao tén cao. Do do, bat ky su thay dbi nao trong cic axit
protein. Nhiing phat hién nay tiép tuc khing dinh ring cac bién thé dugc xéc dinh
chinh 14 nguyén nhan gay bénh & cic bénh nhan duge nghién ciu.

(A)

H. sapiens PODILEAPGADVVFLAELNKDKYV

Patient PQDILEAPGAﬂPVFLAELNKDKV
P. troglodytes POQDILEAPGADVVFLAELNKDKYV
M. mulagtto PODILEAPGADVVFLAE - — - - - —
F. catus PODILEAPGADVVFLAELNEKDKYWV
M. musculus PODILEAPGADV[IFLAELNKDKYV
dok ok ok ok ok ok ok Kk ok k|- ok h hk *h — — — — —
(B)
H. sapiens TNDNLLSREKYTVKGLKEGDTYEYR
Patient TNDNLLSREYTAKGLKEGDTYEY
P. troglodytes TNDNLLSREKYTVKGLEKEGDTYE
M. mulatta = 0o- - - -~ KYTVKDLKEGDTYEY
F. catus TKDNLLSRKYTVKGLKEGDTYEY

M. musculus

TNDNLLSRKYTV

KGLKEGDTYEY

Tk K |k okk kN K kK kK

Hinh 3.9. Sap hang nhiéu trinh ty protein TTN tir nguoi va cdc loai khdc
bing Clustal-X2. Scp hdng nhiéu trinh tw ciia protein TTN tai vi tri xdy ra bién thé.
Sép hang trinh tw axit amin cia TTN tir cde lodi khdc nhau, bao gém Homo sapiens
(nguoi), Pan troglodytes (tinh tinh), Macaca mulatta (khi rhesus), Felis catus (méo

nha) va Mus musculus (chudt nha).
4.4. Nhitng déng gop ciia nghién ciru cho viéc chan dodn bénh co tim giin
Viéc chan doan tinh trang cta bénh nhan méc bénh co tim gidn doi héi mot
phuong phap tiép cén toan dién, bao gdm danh gia tién st gia dinh dé xéc dinh yéu

t0 di truyén va tac dong moi trueong, khai thac chi tiét tién sir bénh, kham 14m sang,
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xét nghiém mau va mét loat cac k¥ thudt hinh anh [50]. Nén tang di truyén ctia bénh
co tim gidn nhin manh tim quan trong cia viéc sang loc cdc thinh vién trong gia
dinh c¢é nguy co mic bénh. Panh gi4 gia dinh toan dién trong céc trudng hop miac
bénh co tim gidn nén bao gbm tién st gia dinh it nhit ba thé hé, cing v6i danh gia
14m sang ban dau d6i voi nhitng ngudi than trgc hé [51]. Trong mdt nghién ctiu do
Michels VV thuc hién trén ngudi than cia 59 bénh nhén mic DCM, tong cong 315
¢4 nhan d3 duoc kidm tra, cho thiy ci nim ngudi thi cé it nhit mét ngudi mic
DCM. Nhitng phat hién ndy nhin manh vai trd quan trong cva viée sang loc gia
dinh trong viéc x4c dinh nhitng ca nhén bi anh huéng [52] [53].

Nghién ctru ciia PGS. Ngd Anh Vinh tai bénh vién Nhi Trung wong trén 34
bénh nhi méc bénh co tim gian, dugc cong bd trén Tap chi Y hoc Viét Nam sb 506
(9/2021), di ghi nhan céc tri¢u chung 1dm sang phé bién bao gdm suy tim & 100%
trwomg hop, khé the & 76,5%, gan to chiém 73,53% va nhip tim nhanh xuat hién &
61,76% bénh nhan. V& can 1am sang, 100% bénh nhan c6 béng tim to trén X-quang,
94,1% c6 rdi loan chirc ning tdm thu v6i phan suat tong mau (EF) dudi 50%, trong
d6é mirc do suy giam vira chiém khoang mdt nira. Dién tim dd ghi nhin 35,3% bénh
nhan c6 diu hiéu day thit va 9,1% c6 rdi loan nhip tim tai thoi diém chan doan.
Nghién ctru nay cho thdy suy tim, gidn thit trai va rdi loan chirc ning tim thu 13
nhiing dic diém ndi bat o tre mic bénh co tim gidn, qua do nhin manh tim quan
trong clia viéc phat hién va can thi¢p sém nhim cai thién tién lwong bénh [54]. Ba
bénh nhan trong nghién ciru cta t6i déu biéu hién cdc tridu ching 1dm sang dién
hinh ctia bénh co tim gidn. Ca ba trudong hop déu c6 ddu hiéu suy tim 18 rét véi biéu
hién khoé thé khi ging stic, mét madi kéo dai va giam kha ning vén dong. Trong do,
bénh nhan HN59 ghi nhin gan to khi thim khdm va ¢o biéu hién phii ngoai vi nhe.
Nhip tim nhanh dugc phat hién & 3 bénh nhin qua thim kham va dién tim dd. Siéu
am tim cho thdy ca 3 bénh nhan déu c6 gidn thit trai va rdi loan chirc nang tam thu.
Nhitng biéu hién nay phu hop véi dic diém 14m sang va c4n lam sang thuong gip &
bénh nhin mic DCM, gbp phén cing ¢ chin doan va cho thdy tinh chit tién trién
cua bénh [54].

Giai trinh ty WES duoc ap dung trong nghién ctru nay gop phan 1am
sang t6 co ché tac dong cla céc bién thé 1én cdu triic va chic ning cla protein,
dAn téi bénh co tim gidn. Didu nay khéng chi hd tro viée chén dodn di truyén
chinh xac hon ma con mé ra hudng nghién clru moi trong didu tri c4 nhan hoéa
cho bénh nhan méc bénh co tim giin bam sinh. Nhitng phét hién nay khong chi
m& rong thém hiéu biét vé co ché bénh sinh cia DCM ma con dit nén méng cho

cac nghién ctru tiép theo nham xac dinh rd6 hon vai tro cua cic gen 77N, MYH7,
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MYL3. Viéc két hop mo phong déng luc hoc phén tir, phén tich céu trac protein,
va thir nghiém chirc nidng in vitro s&€ gitp lam rd tdc dong cua cac dot bién nay,
ddng thoi gép phin vao viée phat trién cédc phuong phap chin dodn va diéu tri di

truyén tién tién cho bénh nhian mac bénh co tim gidn bam sinh.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN:

Nghién citu nay da tién hanh thu thip miu mau ngoai vi tir 3 bénh nhin cling
v6i céac thanh vién trong gia dinh cia ho. Thong qua phuong phap gidi trinh tyr toan
bd ving gen ma hoda, nghién ctru da xac dinh duoc cac bién thé tiém ning c6 anh
huéng truc tiép dén tinh trang bénh co tim gidn & cidc bénh nhén, cy thé nhu sau:

1. Phé4t hién 2 bién thé dang di hop ti 12 c.62969T>A trén gen TTN va
c.413G>A trén gen MYL3 & bénh nhan HN28.

2. Bénh nhan HN59 mang bién thé dang dj hop tir 1a ¢.4304C>G trén gen MYH7.

3. Bénh nhin HN89 mang 2 bién thé dang di hop t la c.46489G>T va
c.58037T>C trén cung 1 gen 77N

KIEN NGHI:
Tiép tuc nghién ciru chuyén siu vé tac dong cla nhiing bién thé nay dén chirc
ning clia protein, qua d6 1am séng t6 co ché bénh sinh ciia bénh co tim gidn bim sinh.

C6 thé mé rong pham vi nghién ciru trén sb lwgng bénh nhan 16n hon.
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PHU LUC

Danh séch cdc gen lién quan dén bénh co tim gidn dugc st dung dé sang loc
céc bién thé & ba bénh nhan trong nghién ctru

ABCC9 (AD), ACTAL, ACTA2, ACTC (AD), ACTCI (AD), ACIN, ACTN2
(AD), ANKRD1 (AD), BAG3 (AD), BATI, CALR2, CAV3, CAVIN4, CHRM2,
CRYAB (AD), CSRP3 (AD), CTF1, DES (AD), DMD (XR), DMPK, DNAJCI9,
DND, DOLK (AR), DPMK, DSC2, DSCG2, DSG2 (4D), DSP (AR), DTNA, EMD
(XR), EPGS5, EYAI, EYA4, FHLI, FHL2 (AD), FKT, FKTN (XR), FLNC, FOXD4,
GATA4 (AD), GATAS, GATA6, GATADI (AR), GATAD4, GLA, HFE, HSPB7,
IKBL, ILK, ISLI, JPH2 (AD), JUP (AR/AD), KCNQ4, LAMA4 (AD), LAMP?2,
LAP2, LDB3 (AD), LMNA (AD), LMNA4 (AD), LRRC10, MEXN (AD), MPO,
MURC (4D), MYBP3, MYBPC3 (AD), MYH6 (AD), MYH7 (AD), MYLI, MYL2,
MYL3, MYLK2, MYLK3, MYOMI, MYOZ2 (AD), MYPN (AD), NBLT, NEBL (4AD),
NEXN (AD), NKX2-5 (AD), NPPA, NRAP, OBSCN (AD), PDLIM3, PKP2 (AD),
PLB (AD), PLBI, PLN, PRDMI16, PRKAG2, PSENI (AD), PSEN2 (AD), PTPN11,
RAB3GAP2, RAF1, RBM2, RBM20 (AD), RITI, RTN4, RYR2 (AD), SAGD (AD),
SCN5A (AD), SCGB, SDHA (AR), SGCB, SGCD (AD), SLC2245, SLC4041, SOS1,
SYNEI, SYNE2 (AD), TAZ (XR), TBX5, TBX20 (AD), TCAP (AD), TFR2, TGFB3
(AD), TMEMA43, TMPO, TNNI3 (AD, AR), TNNCI (AD), TNNC2 (AD), TNNT2
(AD), TPM1 (AD), TTN (AD), TTR, TXNRD2, VCL (4D), ZBTBI17



