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PAT VAN PE

Bénh loan dudng co Duchenne (Duchenne Muscular Dystrophy-DMD)
12 mot bénh 1y than kinh co do di truyén thuong gip nhat, dugc phat hién ¢ tat
ca cac chung toc khac nhau trén thé giéi. Tan sudt bénh vao khoang 1/3500
tré trai. Duchenne 14 nguoi dau tién dd mo ta chi tiét bénh nay vao nim 1861
[1]. Pay 1a mot bénh 1y co rat ning, mang tinh chat tuan tién, ning dan theo
thoi gian. Hau hét tré trai mac bénh déu c6 dau hiéu 1am sang véi triéu ching
suy yéu co, biéu hién bang kho di lai, khé dimg 1én ngdi xudng va kho khan
khi leo cau thang. Trong giai doan ning, bénh nhan trd nén tan phé, mat kha
nang di lai vao Itra tudi 12 va thuong tir vong ngoai 20 tudi do ton thuong co
tim va r6i loan hé hap [2, 3]. Mot thé bénh nhe ctia DMD rat hay gip 14 loan
dudng co Becker (BMD). Bénh nhan BMD xuét hién triéu chimg 1am sang
mudn hon DMD, biéu hién 1am sang nhe hon va thoi gian tién trién cham
hon. V61 nhiing biéu hién nang né, cung vdi r6i loan vé tinh than,
DMD/BMD thyc sy khong chi la mdt tai hoa ddi v4i ban than nguoi bénh ma

con la ganh ndng cua gia dinh cling nhu cua ca cong dong.

DMD/BMD 1la bénh di truyén lin lién két gidi tinh, giy nén boi dot
bién gen dystrophin. Gen dystrophin nam & vi tri Xp21 trén nhiém sic thé X,
c¢6 chiéu dai hon 3000 kb, gdm 79 exon vdi 7 promotor khac nhau va 1a gen
nguoi 16n nhat duoc phat hién cho dén nay. Gen dystrophin ma hoa 14 kb
mRNA va tong hop san pham twong tmg 1a protein dystrophin. Protein nay c6
mit & mang cua té bao co va co chirc nang chinh trong viéc duy tri su 6n dinh
mang, bao vé té bao co khoi bi ton thuong trong qua trinh co co [4, 5].

Hién nay, ban d6 dot bién gen dystrophin gan nhu da duoc xac dinh.
Dang dot bién x6a doan gen 1a pho bién nhat, chiém 60%. Dang d6t bién diém

dimg thtr hai vé murc do thuong gap, chiém 20-30%. Dang dot bién 1ap doan



chiém khoang 10-15% [5]. Nhiéu cong trinh nghién ctru cho thay, dot bién
x6a doan gen thuong tap trung vao hai ving trong diém (hotspot): ving trung
tdm (exon 43-60) va vung 5° tan (exon 1-19) [3, 6]. Dot bién diém va dot

bién lap doan nam rai rac trén chiéu dai gen [5].

Hién nay chua c6 phuong phap diéu tri dic hiéu. Véi su phat trién cua
nganh sinh hoc phén tir trong nhimg nim gan day, liéu phap diéu tri gen dbi
v6i bénh nhan DMD da dem lai hy vong to 16n cho ngudi bénh. Tuy nhién
v6i mdi dang dot bién gen dystrophin khac nhau s& c6 lidu phap diéu tri gen
khac nhau. Vi vay, viéc nghién ctru xac dinh dot bién gen cho bénh nhan 1a
tién dé quan trong dé lya chon liéu phap diéu tri gen hiéu qua nhat. Ngoai ra,
viéc xac dinh chinh xac dang d6t bién gen con gitp cho chan doan nguoi lanh
mang bénh, chan doan trude sinh tu van di truyén nham giam ti 1¢ mic bénh,

giam hau qua cua bénh giy cho gia dinh bénh nhan va xa hoi.

Nhitng ndm gan ddy, nhiéu nha khoa hoc nudc ngoai cling nhu trong
nudc da tién hanh nghién ctru va phat hién dot bién gen dystrophin & cac bénh
nhan DMD. O Viét Nam d3 c6 nhiéu cong trinh nghién ctiru vé dot bién gen
dystrophin. Tuy nhién, cac cong trinh chil yéu moi chi dimg & phat hién dot
bién x6a doan va tdp trung vao 2 ving dot bién trong diém, van chua co
nghién ctru nao tién hanh phat hién toan dién cac dang dot bién x6a doan, dot
bién 1dp doan va dot bién diém trén toan bd 79 exon cua gen dystrophin.

Xuat phat tir thyc tién d6, dé tai “Nghién ciru xac dinh dot bién va lap
ban d6 dt bién gen dystrophin trén bénh nhan loan duéng co Duchenne
Viét Nam” duoc tién hanh v6i cac muc tiéu sau:

1. Xdc dinh dot bién xéa doan, lap doan va dot bién diém cua gen

dystrophin trén bénh nhan DMD/BMD.

2. Budc dau xdy dung ban dé dot bién gen dystrophin trén bénh nhén

DMD/BMD Viét Nam.



CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Pic diém ciia bénh DMD
1.1.1. Lich sir phdt hién bénh

Nim 1851, Meryon ghi nhan c6 8 tré trong 3 gia dinh mac cing mot loai
bénh vé6i biéu hién yéu co dan dan va din dén tir vong ¢ thoi nién thiéu ma 6ng
cho rang do thiéu dinh dudng gy nén, dng nhan thay bénh chi gip & tré trai va
tay khong bi t6n thuong, vi thé bénh duoc dat tén 12 bénh Meryon [7].

Nam 1861, bac si ngudi Phap Guillaume Benjamin Amand Duchenne
(1806 — 1875) da mo ta chi tiét dang gia phi dai co & bé trai mic bénh loan
dudng co trong quyén sach cua ong mang tén "Paraplégie Hypertrophique de

’enfance de cause cérébrale", xuat ban nam 1861.

Pén nam 1868, Duchenne tién hanh mot nghién ctru quy mo trén 13 tré
6 biéu hién liét co gid phi dai (con goi 1a nhugc co). C)ng la nguoi dau tién
da tién hanh sinh thiét co trén ngudi séng dé lam xét nghiém mé hoc va nhan
thay c6 sy thay thé mo co bang moé xo hodc mo lién két trén tiéu ban, triéu
ching c6 cai thién ¢ vai bénh nhan khi diéu tri bang thuy tri liéu két hop xoa
bop. Tir @6 ong dua ra tiéu chuan chan doan bénh dya trén két qua giai phau
bénh va ghi dién co, vi thé, bénh duoc dit tén 1a bénh loan dudng co
Duchenne [8].

Nim 1879, Gower ciing nhan thdy nhitng biéu hién yéu co chi ghi nhan
& tré nam va 1a bénh di truyén thong qua ngudi me. Ong ghi nhan cac tré bénh
c6 dic diém giéng nhau khi thay doi tu thé tir nam sang ngdi hay tir ngdi sang
ding va dau hiéu nay duogc dat tén l1a d4u hiéu Gower, rét dic trung cho bénh

loan dudng co Duchenne [9].



Trong thoi gian dai sau d6, cac nghién ctru hau nhu chi ding lai & murc
do danh gia céc biéu hién 1am sang va diéu tri hd tro lam giam céc triéu
chig cua bénh.

Nam 1950, Peter Emil Becker mot bac si nguoi Bic dd mo td mot trong
nhimg dang ctia bénh DMD, thé bénh nay c6 co ché bénh sinh gidng bénh
DMD nhung bénh canh 1am sang thudng nhe hon. Thé bénh nay dd duoc
mang tén 6ng — Becker muscular dystrophy (BMD).

Nam 1981, Zatz M. va CS quan sat nhimg tré gai mac bénh va phat
hién ra gen dystrophin nam ¢ vi tri Xp21 trén nhiém sac thé (NST) X, nhimng
tré gai ndy mang chuyén doan giita NST X va NST thuong [10].

Nam 1985, Kukel va CS da phan 1ap dugc DNA tir mot bénh nhan nam
mac bénh DMD va thiy c6 x6a doan 16n NST X ctia bénh nhan nay.

Nhitng ndm sau d6, nhd sy phat hién ra gen dystrophin va san pham
protein twong ing vao nim 1987, ciing véi cac k¥ thuat di truyén phan tir phat
trién manh da giup phat hién duoc dot bién trén gen dystrophin gy bénh loan

dudng co Duchenne va phat hién nguoi me mang gen bénh [11, 12].

Pén nam 1993 ngudi ta di phat hién dugc diy da cac thanh phan va
cAu tric cua gen dystrophin gém 79 exon véi 7 promoter khac nhau, mi hoa
cho 14kb mRNA, trong d6 hon 99% la intron.

Ngay nay, co ché phan tir cia bénh ngdy cang dugc hiéu 1d da gitp
hoan thién thém céac k¥ thuat chan doan bénh, tu van di truyén, tam soat trudc
sinh, ciing nhu budc dau tng dung liéu phap gen trong diéu tri bénh DMD,
nham nang cao chat lugng cudc séng cho bénh nhan va lam giam ganh ning

cho gia dinh va xa hoi.



1.1.2. Biéu hi¢n lam sang ciia DMD

Tré trai hiém khi biéu hién céc triéu chting lic sinh hodc trong nhiing
nam dau cua thoi ky 4u nhi mac du mot sb tré da c6 biéu hién giam truong luc
co kin ddo. Cac k¥ ning van dong thd som nhu 1at, ngdi va dimg thuong phu
hop véi Itra tudi hodc c6 thé hoi cham. Dau hiéu sém nhét cta yéu co c6 thé
1a tré giit cd kém hon. Nhiing triéu ching thudng bat dau tir 3-5 tudi, khoi dau
boi sy kho di lai, kho khin khi leo cau thang va khi dimg, chan bénh nhéan

thudng dang ra cho chic chan, lung udn dé bu trir cho co mong bi yéu.

Dau hiéu Gower sém c6 thé thiy rd vao luc 3 tudi va biéu hién day du
vao lac tré duge 5 dén 6 tudi: Khi ngudi bénh dang ngdi x6m phai ding 1én
hodc dang nam phai ngoi day thi ngudi bénh phai quay nguoi sang mot bén,
gap dau gbi vao mong, hai tay chéng nang d& 14y than dé gitr tu thé quy bén,
sau d6, bang cach ti hai tay 1an luot 1én cang chan, dau gdi va dui, nguoi bénh
day cho than thang day. Su tiép ndi cac dong tac nhu vay duoc xem 1 dic
hiéu cho bénh loan dudng co tuan tién. Dang di Trendelenberg hay hong lac

I ciing xuat hién vao thoi diém nay [13].
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Hinh 1.1. Dédu higu Gower

(nguon http://www.alison-burke.com/works-medicine.html )
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Thoi gian bénh nhi con duy tri duoc kha ning di chuyén thay doi rat
16n. Mot s6 bénh nhéan phai str dung xe lan luc 7 tudi, trong khi d6 mot )
bénh nhan khac c6 thé di lai mdc du c6 khé khin dén nam 10 tudi ma
khéng can c6 bat ky mot can thiép chinh hinh nao. Bang viéc sir dung céc
khung nang d&, vat 1y tri liéu va doi khi bang nhimg can thiép phau thuat
nho (kéo dai gan Achilles), hau hét tré miac DMD c6 thé di lai dén nim 12
tudi. Di chuyén khong chi ¢6 y nghia quan trong trong viéc lam cham lai
qué trinh trc ché tAm than von thuong di kém véi viée nguoi bénh mat di su
doc 1ap c4 nhan ma nd con cb tac dung phong ngira chimg veo cot séng &
cac bénh nhan nay. Ching veo cot song c6 thé phong ngira dugc ngay ca
khi bénh nhén chi con duy tri duwoc qua trinh di chuyén 1gid/ngdy. Nguoc
lai, khi bénh nhan phu thudc vao xe lan thi ching veo cot sén g s¢ tién trién

rat nhanh chong [14].

Qué trinh yéu co khong thé khéng ché duogc tiép tuc tién trién trong
thap nién thir hai cua doi séng. Chirc ning cua cic co xa van con duogc bao
tdn tuong ddi tot do d6 tré van c6 thé sir dung duoc cac dung cu an uéng, cam
but va st dung ban phim vi tinh. Yéu co ho hip biéu hién bang ho yéu va
khong hiéu qua, thuong xuyén nhiém khuan ho hap va giam dung tich phoi.
Yéu co vung hau hong c6 thé tao diéu kién gdy nén hit nham thirc an vao
duong ho hap, trao nguoc dich qua mili va tré c6 giong mili. Chirc ning cia
céc co van nhén con duge bao ton tuong dbi tot. Pai tiéu tién khong tu chu do
yéu co vong hau mon ciing nhu co vong niéu dao thudng it gip va chi xay ra

vao giai doan mudn cua bénh.

Co rat co thudng gip & mit ca, dau gbi, khop hang va khuyu tay.
Chiing veo cot séng thuong gip. Bién dang 10ng nguc lam ning thém su suy
giam dung tich phoi va giy chén ép tim. Poi khi veo cot song ciing gy kho

chiu va dau don.



Gia phi dai bap chan va teo co dui 1a dau hiéu kinh dién. Sy ting kich
thuoc bép chan 1a do mot s soi co ¢ hién trong thAm nhiém md va ting sinh

collagen. Ludi va co cang tay cling thuong xuat hién dau hiéu gia phi dai [8].

Bénh co tim 1a mdt dac trung héng dinh cua DMD. Mtic d§ cua bénh 1y
co tim khong nhat thiét twong quan véi mic do yéu co hé van dong. Mot sd
bénh nhan c6 thé tir vong sém do bénh 1y co tim trdm trong trong khi van con
c6 kha ning di lai. Nguoc lai, & mot s6 khac, ngay ca khi trong giai doan

mudn cua bénh, thi tim van con c6 kha nang bu trir kha tot.

Sa st tri tué gap & tit ca bénh nhan mic du chi c6 20 dén 30% bénh
nhén ¢ chi s6 IQ dudi 70. Phan 16n bénh nhan van c6 thé tiép tuc theo dudi
dugc cac chuong trinh hoc binh thuong, nhét 1a khi tré c6 duge su giup do
pht hop. M6t s6 bénh nhan cham phat trién tri tué ning né tuy nhién khdng
c6 mdi twong quan gitta mirc do tri don v6i mic dd bénh Iy ¢ co. Ty 18 dong

kinh thuong cao hon mdt it so v6i quan thé chung.

Céc bién d6i thoai hoa, xo hoa co 1a mot qua trinh khong gay dau. Bénh

nhan thuong khong c6 dau co va chudt rit, hiém khi c6 voi hoa co.

Tré mic bénh DMD thudng tir vong vao khoang ngoai 20 tudi. Nguyén
nhan tir vong 13 suy ho hap trong khi ngii, suy tim xung huyét, viém phoi hoic
d6i khi do sic va tit nghén duong tho [2, 3].

1.1.3. Xét nghiém cdn ldm sang
1.1.3.1. Dinh lwong hoat do Creatine Kinase

Creatine Kinase (CK) la enzym xtc tac cho viéc tao nang lugng gitp
cho qua trinh co, dudi co va qua trinh chuyén hoa chét trong té bao co. Enzym

nay xuc tac cho phan tng:

Creatine + ATP <« phosphocreatine + ADP



Phosphocreatine 1a dang du trir nang luong cho hoat dong cua co va

van chuyén chat trong t€ bao co.

Co ba dang isoenzym cua CK, d6 la CK-MM; CK-MB va CK-BB.
Dang dong phan CK-MM chiém 95% ctia CK toan phan, no tap trung chu yéu
& to chirc co van. Dang CK-MB chiém khoang 5% va tap trung chi yéu & mo
co tim. Dang CK-BB chiém ty 1é khong dang ké va khu tra chii yéu & t6 chie
ndo, né khong qua duoc hang rao mach mau ndo, do d6 CK-BB khong xuat

hién trong huyét thanh.

Hoat d6 CK huyét thanh thuong ting rat cao & bénh nhan DMD, ngay
ca trude khi c6 dau hiéu 1am sang, tham chi vao luc sinh. Hoat d§ enzym CK
huyét thanh thuong 1a tir 15000 dén 35000 UI/L (binh thudng dudi 160 UI/L),
boi vay khi hoat 3o CK huyét thanh binh thuong co6 thé loai trir chan doan
DMD. Tuy nhién, trong giai doan mudn ctia qua trinh bénh, hoat d0 enzym
nay giam thap, Iy do cta hién twong trén 13 vao giai doan cudi, khdi co con lai

qua it vi vay ma luong co thoai hoa cling it di [10, 15].

Cac enzym tiéu thé hién dién trong co nhu aldolase va aspartat

transaminase (AST) cling tang nhung it dac hiéu nhu CK.

Kiém tra tim bang dién tm do (ECG) va X quang long nguc rat can

thiét va phai lap lai dinh ky [8].
1.1.3.2. Phwong phap tham do dién sinh ly co

Ghi dién co 1a phuong phap nghién ciru hoat dién ctia co bang cach ghi
lai cac dién thé hoat dong cua cac so1 co ¢ cac trang thai khac nhau.

Trong bénh DMD, dién co do cho thiy nhitng bién d6i dic trung cua
bénh 1y co nhung lai khéng ddc hiéu cho DMD. Trong DMD, khong c6 bang



chtng viéc suy giam phan bd than kinh trong co, toc d6 dan truyén than kinh

cam giac va van dong binh thuong [13].
1.1.3.3. Sinh thiét co

Sinh thiét co co tac dung chan doan xac dinh nhd vao nhiing thay dbi
dac trung trén td chirc sinh thiét. Nhitng bién d6i md bénh hoc dic trung bao
gdm tang sinh t6 chuc lién két ctia mod boc soi co, cac soi co bi thoai hda va
tai sinh rai rac. M6 bénh hoc cling cho théy c6 hién tugng thAm nhiém m6
md, mo lién két va nhimng té bao don nhan. Pay 1a hau qua cia phan tng
viém khéi dong boi qua trinh hoai tir soi co. Ngay ca cac sgi co cé chirc nang
binh thuong ciing biéu hién nhimng thay d6i nhe vé mit cau tric. Ngoai ra to
chire sinh thiét con ¢6 rat nhiéu soi ddm dic. Cac sgi co co rat thai qua nay co
thé 1a hau qua cua hoai tr & mot vi tri khéac trén chiéu dai cua soi co. Qua
trinh hoai tor nay tao diéu kién cho canxi di vao noi bao qua chd ton thuong
clia mang soi co van. Ludng canxi di vao s& khdi dong qué trinh co rat cia

toan bo chiéu dai sgi co [6, 8].

Viéc quyét dinh nén hay khong nén tién hanh sinh thiét co dé chan
doan d6i khi ciing 14 mot van dé gay tranh cai. Néu gia dinh c6 ngudi méc
bénh, nhat 13 khi anh em trai ciia bénh nhan da dugc chan doan xac dinh
DMD va bénh nhan c6 nhitng biéu hién 14m sang dic trung cta bénh ciing
nhu enzym CK huyét thanh ting cao thi khong can thiét phai sinh thiét co dé
chan doan. Néu bénh nhan 1a ngudi dau tién trong gia dinh cé biéu hién 1am
sang va sinh hdéa nghi ngd thi nén sinh thiét co, viéc sinh thiét co ¢ co tac
dung chan doan loai trir mdt sd bénh 1y co khac c6 biéu hién 1am sang gidng
v6i DMD. Vi tri sinh thiét thuong st dung nhat trong 1am sang 12 sinh thiét co

rong ngoai cua co tir dau dui hodc co sinh déi ngoai [8].
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1.1.3.4. Héa mé mién dich (Immunohistochemistry)

Hoa mé mién dich 1a phwong phap hoa t6 chire mién dich hoc, ngudi ta
dung chat huynh quang (chat ndy s& phat sang dudi kinh hién vi huynh quang)
gan vao khang nguyén hodc khang thé dé phat hién phtc hop khang nguyén-
khang thé & muc vi thé hay phan tu.

Dystrophin 1a mot protein nén c6 tinh sinh khang thé. Khi nhuém
tiéu ban sinh thiét ciia nhitng té bao co binh thudng, vi dystrophin dinh khu
& mang soi co nén & d6 c¢6 phan ung két hop khang nguyén-khang thé, thé
hién dudng vién cua cac soi co véi su phat sang huynh quang lién tuc,
khong ngat quing. Trong khi d6 & nhitng bénh nhan DMD khong c6 su bat
mau, khdng thiy rd ranh gidi mang té bao co, phan anh sy ving mit cia

dystrophin trén mang té bao co.

Mot thé bénh nhe ciia DMD rat hay gip 1a loan dudng co Becker
(BMD). Bénh nhan BMD xuét hién triéu chirng 1am sang mudén hon DMD,
biéu hién 1am sang nhe hon va thoi gian tién trién cham hon. Trén tiéu ban
sinh thiét co, protein dystrophin giam dang ké trén mang té bao soi co song

khong ving mit hoan toan nhu trong thé ning DMD [14].

Nguo1i binh thuong Bénh nhan BMD Bénh nhan DMD

Hinh 1.2. Hinh anh héa mé mién dich ciia protein dystrophin

khi nhuém tiéu ban sinh thiét co [16]
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1.1.3.5. Phwong phdp di truyén phdn tir xdc dinh gen dot bién

Gen Dystrophin rat dai voi nhiéu dang dot bién khac nhau, vi thé
viée xac dinh dugc c6 dot bién gen, cling nhu xac dinh chinh xac vi tri dot
bién s& gitp ich rat nhiéu trong chan doan bénh sdm, phat hién nguoi nir
mang gen bénh trong gia dinh va giup cho viéc diéu tri bang liéu phap gen

hiéu qua hon.

T lac bénh DMD duoc nghién ctru chan doan bang phuong phap
phan tich di truyén boi Kukel va CS (1985), dén thoi diém hién nay di c6
rat nhiéu k¥ thuét sinh hoc phan tir giap xac dinh dot bién gen Dystrophin
nhu: FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), Multiplex PCR (Multiplex
Polymerase chain reaction), Southern blot, MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification), giai trinh tu gen.... Va mdi phuong phap

déu c6 wu va nhugc diém riéng.
1.1.4. Diéu tri bénh DMD
1.1.4.1. Piéu tri néi khoa

- Piéu trj thudc:

C6 nhiéu nghién ctru khac nhau vé sir dung steroids (glucocorticoids
hay corticosteroids) trong bénh DMD ké tir nghién ctiru mé dau ctia Drachman
va cong su (1974) [17] di cho thay hiéu qua cua thudc trong viéc cai thién su
yéu co va chic nang van dong & tré, ngoai ra steroids con gitp 1am giam van
dé ho hap, tim mach va giam nguy co veo cot song, it nhat 14 trong giai doan

ngan, nho tac dung tre ché té bao T gay doc tir co hoai tir [18, 19].
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Cho dén nay, steroids (glucocorticoids hay corticosteroids) van duoc
khuyén cdo sir dung. Tuy nhién, can cin nhic vé liéu luong, thoi diém dung
thudc, thoi gian st dung va can theo ddi chit ch& khi dung thude vi cac tac
dung phu cta thudc khi ding 1au dai (ting can, réi loan vé hanh vi, giam mat

d6 khoang cua xuong...) c6 thé 1am trAm trong thém tién trinh bénh 1y [2].

- Piéu tri hd tro (khi can) dé dam bao thong khi cho ngudi bénh, luu ¥

nhing trudong hop giam thong khi vé dém, kho thd khi ngu, suy ho hap...

Can phat hién sém bénh co tim va nhiing bién ching tim mach thong
qua do dién tdm do va siéu 4m tim dinh ky dé diéu tri kip thoi cho bénh nhan.
Siéu Am tim va dién tAm d6 nén thyc hién mdi 2 nam cho dén khi tré 10 tudi,
sau d6 thuc hién hang nam hodc thudng xuyén hon néu phat hién bt thuong

[2, 14].

- Ché @6 dinh dudng can day da va hop Iy dé tranh béo phi va phong
ngira loang xuong do thiéu canxi, nhung khong nén cho tré udng qua nhiéu

vitamin vi ddy khong phai 12 bénh do thiéu vitamin gay ra [13].

- Tap vat ly tr1 lidu: tat ca cac tré khi dugce chan doan DMD nén duoc
tap vat ly tri licu nham han ché b6t mic do co rat co, tuy nhién, viéc tap

luyén nén phu hop theo Itra tudi va khong nén tap luyén nhiéu qué [13].
1.1.4.2. Piéu tri bang liéu phdp gen

Trén thyc té, gﬁn nhu tit ca cac bénh nhan loan dudng co Duchenne dan
dan sé& bi tan phé va chét do suy ho hap, ton thuong co tim hodc cac nhiém
trung boi phu & 1ra tudi thiéu nién hodc trude 20 tudi. RS rang véi phac dd

diéu tr1 bang thudc, viéc diéu tri bénh nhan loan dudng co Duchenne mdi chi
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dung lai ¢ di€u tri tri€u chung, lam cham dién bién ctia bénh, hoan toan chua

tac dong t6i nhimg sai hong & mirc d6 gen - ban chit gy bénh DMD.

Do d6, liéu phap diéu tri gen voi kha ning can thiép tan gdc dot bién gen
dystrophin dang dugc cic nha khoa hoc trén thé gidi tip trung nghién ciru

theo 3 hudng chinh:
) Thiét ké vector mang gen mini hodc micro dystrophin

Y tuéng st dung vector mang gen dystrophin cé chic nang nhu mot liéu
phap diéu tri tong thé cho moi dang dot bién gip nhiéu thach thic do kich
thude khong 16 cua gen dystrophin & mic do genome (2.4 Mb) ciing nhu &
mirc 46 cDNA (18 kb). M6t sb it nhom nghién ctru da thanh cong trong viéc
thiét ké vector mang gen dystrophin cé ban chit 1a virus HSV-1 hoic plasmid,
tuy nhién hiéu suit chuyén nhiém cac vector vao té bao dich rat thap do kich
thudc quéa 16n cua thé truyén. Hudng di ndy gan nhu da di vao ngd cut cho
dén khi c6 nhitng nghién ctru cho thdy nhém bénh nhan Becker (mdt thé bénh
nhe cia DMD) thuong bi dot bién x6a doan mot sb vung nhét dinh trén gen
dystrophin, két qua sinh thiét co van phat hién dugc mot luong nhod céc
protein dystrophin chirc ning. Diéu nay goi y rang mot sé ving trén gen
dystrophin khong thuc sy can thiét va c6 thé duoc loai bo ma khong lam anh
huong dén chirc ning cua protein dystrophin. Bing viéc sir dung cac md hinh
chudt chuyén gen bi loan dudng co Duchenne (chudt mdx) mang nhiéu dot
bién x6a doan khac nhau, cac nha khoa hoc di xac dinh duoc nhiing ving
chtrc ning thiét yéu cua protein dystrophin. Trong d6, ving N-tan déng mot
vai trd quan trong nhung khong phai 1a quyét dinh dén kha nang bam cua bo

khung xuong té bao 1én dystrophin, dot bién x6a doan ving N-tin thuong gay
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thé bénh nhe. Mot s gia thuyét truéc ddy cho rang ving giau Cystein va
ving C-tan déu tuong d6i quan trong vai chirc ning cia dystrophin thong qua
viéc tao thanh phurc hgp DGC. Tuy nhién nghién ctru cia Crawford va Rafael
da chi ra rang qua trinh hinh thanh phirc hop DGC khéng doi héi sy tham gia
ctia viing C-tan, chi c6 dot bién x6a doan ving giau Cystein méi 1am phd hay
hoan toan phitc hop DGC giy thé bénh ning. Pang chi y, mot s6 nghién ciru
da chi ra viéc gdy dot bién x6a nhitng vang lp lai trén gen dystrophin c6 thé
gitlp cat ngan dang ké ving trung tdm rod (chiém téi 75% chiéu dai gen
dystrophin) ma van dam bao chirc niing cta dystrophin. Nhoém nghién ctru ctia
Harper va cong su da thanh cong trong viéc xay dung mot mini-dystrophin
dai 6.2 kb (x6a ving H2-R19) mang 8 vung trinh tu l3p lai va cac ving ndi
1,3,4 nham mo phong lai dot bién x0a exon 17-48 cua mot bénh nhan Becker
da duoc England phét hién trude d6 [20]. Chudt mdx chuyén gen mang mini-
dystrophin c6 kha nang van dong binh thuong, khong xuét hién cac dau hiéu
loan dudng co dic trung, diéu nay chimg to mini-dystrophin mi héa ra
protein dystrophin cé chic ning. Tiép ndi kham pha nay, mot sé nghién ctru
cling da thanh cong trong viéc xay dung nhitng micro-dystrophin khi cat ngan
thém nhiing ving trinh tu 13p lai khac. Cho dén nay mo hinh tbi gian nhat cua
gen dystrophin da duoc xay dung la mdt micro-dystrophin (xéa viung R4-
R23) c6 kich thude 3.6 kb (so véi phan tf mRNA trudng thanh dystrophin

nguyén gbc dai 18 kb).
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) Syntrophin-dystrobrevin
Actin B-DG ‘

I R1-3 R4-19 R20-24 [

NH, Phan tir mRNA dystrophin
trudng thanh ~18 kb

H1 H2 H3 H4

micro-dystrophin 3.6 kb

NH, ‘-ln"“lm““'m).)) mini-dystrophin 4.2 kb

Viung rod trung tém gom 24 doan trinh tw Idp lai (RI-R24) va 4 ving noi (HI H4).
MG hinh téi gian gen dystrophin dwoc xdy dung thong qua viéc xéa mot s6 ving

trinh ty lap lai va vung néi.

Hinh 1.3. Céu triic phan tir mRNA dystrophin truwéng thanh va cdc

mé hinh micro va mini dystrophin [21]

Viéc thir nghi€ém thanh cong mo hinh mini va micro-dystrophin da tao

budc dot pha trong hudng nghién ciru ap dung cac vector mang gen chuc

nang. Trong sO6 cac dang thé truyén, virus adeno-associated tai t0 hop

(recombinant adeno associated virus-rAAV) duoc coi nhu thé truyén tot nhat

dé truyén tai gen vao t€ bao co do c6 cac dac di€ém nhu: kich thudc nhé phu
hop cho viéc xam nhdp qua mang ludi cac vi soi ngoai bao cua té€ bao co, hiéu

suat chuyén nhiém cao nho kha ndng gan két voi t€ bao dich thong qua céc

heparan sulphate proteoglycan AAV type-2 receptor trén bé mit té bao, kha

nang bi€u hi¢n tuong do61 6n dinh gen chuyén sau khi hoi nhip vao genome té

bao chu.
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ii) Thit nghiém cdc loai thudc cé hoat tinh readthrough

Mot hudng nghién ctru khac dang thu hit nhidu sy quan tdm céc nha
khoa hoc trén thé gio1 1a viée thur nghiém cac loai thube c6 kha nang can thi¢p
tryc tiép vao qua trinh dich mi protein chirc nang. Hudng nghién ciru nay
duoc khoi ngudn tir mot phat hién méi vé hoat tinh cta gentamicin (khang
sinh quen thudc trong diéu tri nhiém khuan) gitip hoi phuc qué trinh tong hop
protein dystrophin ¢ bénh nhan DMD va protein CFTR ¢ bénh nhan xo nang
bi dot bién vo6 nghia. Thong thudng nhitng khang sinh thudc nhém
aminoglycoside c6 hoat tinh khang khuan nho kha ning e ché qué trinh dich
mi protein & cac sinh vat don bao. Nghién ctru cta Palmer d3 chi ra rang
nhitng khang sinh thu¢c nhom aminoglycoside (gentamicin, tobramicin,
amikacin, hygromicin) c¢6 thé tic dong dén bd méay dich ma cua té bao, giup
téng hop nén nhitng phan tir protein hoan chinh tir phan tr mRNA mang ma
dot bién dimg [22]. Nhitng nghién ciru in vitro cho thdy gentamicin gitip
riboxom str dung glutamin 1a axit amin twong Gng cua cac ma két thac UAG,
UAA va tryophan cho ma két thuc UGA-hoat tinh readthrough. Gentamicin
cling tac dong téi cac yéu to giai phong RF1 va RF2 gitip on dinh qua trinh

tong hop protein cua riboxom.
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Hinh 1.4. Gentamicin giip bé mdy dich ma ciia té bao vwot qua ma dirng

djt bién bang vigc sir dung axit amin glutamin cho ma dirng UAG.

(Nguon http:/iquest.mda.org/article/clinical-trials-and-studies-july-august-2005)

1) Sur dung antisense gdy xoa doan exon

Gay x6a exon can thiét trén gen dystrophin nham khéi phuc lai
khung dich mi & cac bénh nhan DMD, gitip chuyén tir thé bénh ning sang
thé bénh nhe. Diéu nay duoc thuc hién thong qua viéc tac dong truc tiép
vao cac yéu td diéu khién qua trinh cit nbi exon-intron. Pich ngim dau tién
c6 thé tac dong 1a hai ving trinh tu bao thu dau 5°-GU va 3’-AG trong
intron giup bd may cat ndi cua té bao nhin biét ranh gidi exon va intron
[23]. Tuy nhién do hai ving trinh tu nay duoc bao toan mot cach tuyét dbi
& moi gen vi vay cach tiép cAn nhdm diéu khién qua trinh cit ndi exon-
intron trén gen dystrophin ciing s& gy tic dong tuong tu dén cic gen khac.
Thay vao do, cac nha khoa hoc hién dang tap trung nghién ctru theo hudéng
tac dong vao vung trinh ty ting cudng cit ndi trong mdi exon (Exonic

splicing enhancer-ESE). ESE 1a vi tri bam cua cac protein giau
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serine/arginine (serine/arginine-rich protein- protein SR). Pé khoi dong
qua trinh cit ndi exon-intron, protein SR s& bam chinh xac vao doan trinh
ty ESE nhd ving chirc ning RRM dong thdi thu hut cac yéu td U2AF® va
U1snRNP. Thong qua sy tuong tac dac hi¢u véi vung chirc ndng RS cua
protein SR, phtrc hop U2AF- UlsnRNP duogc gén bén viing va dac hiéu tai
2 vung trinh ty bao tha 5’-GU va 3°-AG trong intron gitip hoat hda phan
img cat ndi exon-intron. Bén canh d6, bang cach bam vao ving ESE, protein

SR con lam bét hoat cac yéu t6 trc ché qua trinh cat ndi exon-intron [24].

Thong qua su twong tac dac hiéu voi vung ESE, protein SR hoat hoa cdc thanh
phan UlsnRNP, U2AF® va bdt hoat cdc chat ikc ché gilip phdn ieng cdt noi exon
intron dwoc dién ra.

Hinh 1.5. Vai tro ciia viing ESE trong qud trinh cdit néi exon-intron [25]

Mot khi vung ESE cuia mot exon bi dot bién, bd may cit nbi exon-
intron cua té bao s& bo qua exon d6 trong qua trinh cit ndi, gdy xoda exon
nay & mic do RNA. Gia thuyét nay dugc ching minh bang mot phat hién
quan trong vao nam 1990 cua Matsuo va nhém nghién ctru. Nhom téc gia da
phat hién mot truong hop bénh nhan DMD bi dot bién xo6a 52 bp thudc ving
ESE ctia exon 19 giy x6a toan bo exon 19 & muc d6 RNA. Tiép d6 bing

viéc s dung mot doan trinh ty khong ma hoa (Antisense oligonucleotide-
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AON) bd xung voi toan bo ving ESE, tic gia da thanh cong trong viéc giy
x6a doan exon 19 & mirc 46 RNA . Két qua phan tich cho thiy cac phén tu
AON di chiém vi tri bam ESE cua protein SR khién bd may cat ndi exon-
intron khong thé nhan biét exon 19 va bd qua exon nay trong qua trinh cat
ndi . Nhu vay béng viéc st dung nhitng AON dac hi¢u cho tung ESE, cac
nha khoa hoc c6 thé chu dong giy x6a exon can thiét nham khoi phuc lai
khung dich ma dystrophin.

Dot bién x6a
doan exon 45-54

1 44A0ON1
Khung dich ma Khung dich ma
~ bi sai léch duoc bao toan

r
I
—
Dystrophin mat Dystrophin
chure ndng chuc nang
oo

A) Dot bién xéa doan tir exon 45 dén exon 54 tao ra phan tir mRNA co exon 44

néi truc tiép voi exon 55 gdy léch khung dich ma (tong sé nucleotide ciia ba
exon 43, 44, 55 khong chia hét cho 3). B) Bang viéc sir dung doan trinh tw bo
xung voi vung ESE cua exon 44, exon 44 dwoc loai bo giup tao ra phan ti
mRNA c6 khung dich ma ding (tong sé nucleotide ciia hai exon 43 va 55 chia
hét cho 3), té bao tong hop dwoc protein dystrophin cé chire néng.

Hinh 1.6. M6 hinh liéu phadp sw dung AON gdy xoa exon khoi phuc lai
khung dich md dystrophin [26].



20

Két qua trén da cho thdy tiém ning Gng dung vuot trdi ciia hudng
nghién curu str dung AON gay xda exon so v6i nhitng hudng nghién ctru con

lai trong viéc tim ra mot phuong phap diéu tri hiéu qua cho bénh nhan DMD.
1.1.4.3. Piéu tri bang liéu phdp té bao

Chuyén ghép nguyén bao co: thuc hién bang cach nudi ciy trong phong
thi nghiém (in vitro) cac nguyén bao co ldy tir co truong thanh ctia mot ngudi

than khong mac bénh DMD (thudng 14 ngudi cha).

Nguoi ta cho rang cac té bao hinh sao hién dién trong co 1a nhiing
nguyén bao co c¢6 ngudn gbc phdi thai nhung & trang thai ngu khong hoat
dong (dormant), trong qua trinh stra chita co bi ton thuong, dudi cac tac dong

khac nhau, té bao hinh sao sé& ting sinh va biét hoa thanh cac té bao co [27].

Trong liéu phap chuyén ghép nguyén bao co: cac nguyén bao co nudi
céy s€ dugc tiém vao co loan dudng ctia bé¢nh nhan, cac té bao co nay s¢€ thay
thé cdc té bao co bénh 1y va nhd d6 chire ning cua co dugc tai lap. Trudce khi
thue hién liéu phap,bénh nhan phai dugc diéu tri thudc (e ché mién dich dé
ngin can phan Gng thai ghép, phuong thirc diéu tri nay twong ty nhu trong
ghép tang [28].

Liéu phap té bao gdc: c6 nhiéu hira hen trong twong lai vi nghién ctru
thie nghiém cho thay rang khi 1y té bao gbc tiiy xuong tir ngudi binh thudng
ciy ghép vao co ciia ngudi bénh sé tao ra protein dystrophin va mot luong
nho sgi co & nguoi bénh [29, 30].

1.1.5. Di truyén hoc ciia bénh DMD

DMD la bénh di truyén don gen, tudn theo quy luat di truyén lan lién

két nhiém sic thé X khong c6 alen tuong ung trén NST Y.
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Genotype va phenotype TAan s6 con véi cac genotype khac nhau
cua cha me .
Trai Gai
Cha Me XPy | X% | XPxP | xPxd X4
lanh bénh lanh | lanh mang bénh
gen bénh
XPY lanh XPXP 1 0 1 0 0
lanh
XPY lanh XPxd 1/2 1/2 1/2 1/2 0
lanh mang
gen bénh
XPY lanh X 0 1 0 1 0
bénh
XY bénh XPxP 1 0 0 1 0
lanh
XY bénh XxPx¢ 1/2 1/2 0 1/2 1/2
lanh mang
gen bénh
XY bénh X 0 1 0 0 1
bénh

Bénh thuong gip & tré trai ma rat hiém gap ¢ tré gai. O tré trai chi can
nhan mdt gen bénh trén NST X ctia ngudi me mang gen (XDXd) 1a ¢ biéu
hién bénh; trong khi do tré gai can nhan 2 gen X mang bénh, mot tor me va
mot tir bd thi moi c6 kha niang biéu hién bénh. Tuy nhién tré trai bi bénh
DMD thudng chét sém & tudi tir 20 dén 25 nén khéng c6 kha ning lap gia
dinh. Do vay trong sau truong hop & bang trén, kha nang th(r hai 1a hay gap
nhat. Ngudi me 14 di hop tir mang gen bénh c6 kha nang truyén bénh cho 50%

s6 con trai va truyén gen bénh cho 50% s6 con gai ctia ho [28].
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Mic du DMD 1a bénh di truyén lin lién két giéi tinh, co6 khoang 30%
bénh nhan mic bénh 1a do cac dot bién méi va di nhién nguoi me khong mang
gen bénh. Phu nit mang gen bénh thuong khong co triéu chimg yéu co hodc bat
ky mot dau hiéu 14m sang nao cua bénh, con gai ciia nhitng ngudi nay cé thé bi
anh huong, mac du biéu hién yéu co nhe nhang hon rat nhiéu so véi con trai bi
bénh. Hién twong nhimg tré gai c6 biéu hién bénh & thé nhe ndy c6 thé duoc
giai thich theo thuyét Lyon: NST X binh thuong tré' nén bi bat hoat va NST
mang gen bénh lai hoat dong. Bénh canh 1am sang DMD déy du nhu ¢ tré trai
xuat hién & mot s6 tré gai mac hoi chung Turner vi & nhiing bénh nhan nay

NST X duy nhat chéc chic phai c6 dot bién x6a doan gen Xp21 [2, 6].

Khoang 80% ngudi lanh mang gen bénh c6 ting hoat 6 CK huyét
thanh. Mirc d6 ting c6 thé dat tir vai trim dén vai ngan don vi qudc té nhung
khong c6 tinh trang ting qua cao nhu & tré trai mac bénh. Tré gai tudi tién day
thi mang gen DMD ciing c6 hoat d CK huyét thanh ting va muc ting dat cao
nhat & lra tudi 8 dén 12. Khoang 20% ngudi lanh mang gen bénh ¢6 hoat do
CK binh thuong. Néu nguoi me cua mot tré trai méc bénh c6 hoat do CK
huyét thanh binh thuong thi rat it khi con gai ctia ngudi ndy ¢ biéu hién hoat
d6 CK tang. Sinh thiét co ¢ nhimng phu nit nghi ngd mang gen bénh c6 thé
phat hién thém 10% c6 biéu hién bénh mic du ¢ ho hoat do CK huyét thanh

khong tang.
1.1.6. Bénh hoc phdn tir bénh DMD

Bénh loan dudng co Duchenne 1a bénh than kinh co do di truyén kha

phé bién, xay ra do dot bién trén gen dystrophin.
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1.1.6.1. Gen Dystrophin

- Gen Dystrophin (con goi gen DMD) nam trén nhanh ngén cia NST X
& vi tri Xp21 (ving 2, bang 1), 1a gen dai nhat & ngudi duoc phan 1ap cho toi
hién nay véi chiéu dai khoang 2.4 Mb, bao gdm 79 exon véi 7 promoter khac
nhau, mi hoa cho 14 Kb mRNA dé tong hop nén protein dic hiéu 1a protein
dystrophin [4, 5].
X Chromosome

2

2
1

PGK

q‘

MW e,
)=’

P — GPRT
I-CB
~ HEMA
~G6PD

Hinh 1.7. Vi tri ciia gen DMD trén NST X

(Nguén: Concepts of genetic, 2008)

- V& mit céu trtc, gen Dystrophin 13 mot phirc hop gdm:

Promoter: 13 trinh ty nhan biét va gin ciia enzyme RNA polymerase
trong qua trinh chuyén ma, cho phép gen hoat dong khi dong - mé va tao ra
cac san pham protein dic hiéu mé twong ung. Gen DMD c6 7 promoter Ia:

promoter ndo, co, purkinje, promoter Dp260, Dp 140, Dp 116 va Dp 71.

Exon: 1a viing gen mi héa dé phién ma thanh mRNA, exon chira dung

thong tin di truyén dé tong hop ra protein twong img. Gen DMD ¢6 79 exon.
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Intron: nam xen k& giita cac exon, 1a ving gen khong ma hoa nhung

doéng vai tro quan trong trong qua trinh hoan thién mRNA [31].

7 79
20 30 40 50 3 60 Gl IO |
| | | | |
Dp260 Vpl Dpl16 Dp71
Nao Nao Té bao Ubiquitous
Véng Than Schwann

mac

Hinh 1.8. Céu triic ciia gen Dystrophin (xanh ld cdy:exon; xanh nwéc bién:

exon ddc biét cho méi promoter; mau dé: promoter)

(Nguén: Cohen N. va Muntoni F., 2004)

1.1.6.2. Protein dystrophin: Vai tro va chirc nang

- San pham protein cua gen Dystrophin Ia protein dystrophin nam ¢
mang bao tuong cua té bao co, duge tim thay trong co xwong, co tron, co tim

va co nao.

- Chtrc nang chinh xac cta protein dystrophin thi khong rd, nhung n6
gift vai tro quan trong trong viéc duy tri su 6n dinh mang té bao co, béo vé co
khoi bi ton thuong trong qua trinh co co va giit vimg khung té bao co [5].

- Protein dystrophin cé trong lwong phan tir 427kDa (chiém khoang
0,002% tong sb protein co), chira khoang 3685 acid amin va duoc chia thanh
4 ving chirc nang (domains) véi chirc nang rat khac nhau:

Vung giau cystein: c6 280 acid amin

Viing C-tin (c6 chirc ning lién két mang té bao): c6 420 acid amin

(Hai viing nay c6 chirc ning rat quan trong, khi bi dot bién s& biéu hién

tri¢u chig 1am sang rat nang né)
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Vung N-tan (gdn véi actin): ¢ 240 acid amin, khi bi dot bién s& biéu

hién triéu chtng 14m sang & thé trung gian gitta DMD va BMD.

Ving trung tim rod (giéng spectrin): ¢6 2700 acid amin, it chirc ning

nhat, khi bi d6t bién s& biéu hién triéu ching 1am sang & thé nhe [14, 31, 32].
Vung N-Téan Ving Ro

( Gan Actin Vung giau

Cysteine

Vung CTan

Hinh 1.9. Cdc viing chirc nang ciia protein dystrophin
(Nguon: Yaffe, 2002)

- Protein dystrophin hoat dong thong qua sy tuong tac voi nhom
protein mang goi la phic hop dystrophin-glycoprotein (DGC), trong do
protein chinh 1a dystroglycan a va B. p-dystroglycan gin véi ving C-tin cua
dystrophin va a-dystrophin gan véi 16p ludi ngoai bao. Phircc hop DGC gii
vai trd quan trong d6i véi chic nang cua dystrophin trong on dinh mang bao
trong va 1a cau ndi gita soi actin va khung xuong ngoai té bao xuyén qua
mang soi co.Phirc hop ndy c6 vai tro nhu tin hiéu hoa hoc, sy mat tin hiéu nay

g6p phan giy bénh [33].

- O bénh nhan DMD/BMD, gen DMD bi dot bién 1am cho protein
dystrophin khong dugc san xuat hoic giam so luong dang ké trén mang té bao
soi co. Tuy nhién, co ché giy bénh khong chi don gian 1a do mat dystrophin
ma nhiéu nghién ciu cho thdy rang c6 nhiéu glyco-protein twong tac voi

dystrophin ciing khong hién dién trong bénh DMD. Nhiing protein két hop
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v6i dystrophin co thé lién quan truc tiép véi dong canxi vao soi dystrophin,
do d6, mat dystrophin c6 thé chi 1 budc dau tién cia qué trinh din dén loan

dudng co [15, 34].

Tuy nhién, nhiéu diém trong gen dystrophin ¢ ty 1¢ dot bién cao nén rd
rang no 1a dich dic hiéu cho viéc gay dot bién [35]. Trong nhiéu truong hop,
su nghiém trong 1am sang ctia kiéu hinh nay c6 thé c6 lién quan dén ban chét
ctia su loai bo phan tir. Kiéu hinh DMD néi chung 1a do dot bién lam pha v&
khung doc ( out-frame) roi dan dén tao san pham gen khong c6 chirc nang va
kiéu hinh thiéu hut chirc ning mot cach nghiém trong. Con kiéu hinh BMD
n6i chung ciing do su dot bién hay su loai bé nhung van duy tri dugce khung
doc (in-frame) do d6 tao nén cc san pham protein bt thuong, tuy c6 bi bién
d6i vé cau tric nhung van con gitt dugc mot vai chirc ning, kiéu hinh nay

ludn ludn phu thude vao qué trinh dot bién [36]

Bat thwong mang té bao

Thidu hut :> véi rach mang t& bao
dystrophin khu trd tao diéu kién calci

di vao ndi bao

Bién ddi hoat déng kénh calci,
thuc day calci di vao ndi bao

Réi loan can béang
ndi moi calci

Hoat héa cac
protease

Chét lap trinh
va hoai tlr

Hinh 1.10. Co ché bénh sinh ciia DMD do thiéu hut dystrophin [37].
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1.2. Cac dang dot bién cdu tric ciia gen dystrophin

Khoang 60 - 65% truong hop bénh DMD 1a do dot bién xo6a doan gen,
dot bién lip doan gen chiém 5 — 10% truong hop va khoang 25 — 30% 1a dot
bién diém va céc dot bien nhd khac [5].
1.2.1. Pjt bién xéa doan gen

Nguoi ta quan sat thiy khoang 60 — 65% cac dot bién gy bénh DMD
la x6a doan 16n trén gen dystrophin, tap trung chu yéu & 2 ving trong diém
(con goi 1a vung “hot-spot™) 1a ving tan cung 5’ (chtra exon 1 — 19) va vung
trung tAm (chira exon 43 — 60). Trong d6, tin suat x6a doan & ving trung tim

chiém khoang 80% va & ving tin cing 5° 1a 20% trudong hop [3, 6].

bdc bict, mot vung dai khoang 200Kb (chtra intron 44, exon 45, intron
45) 1a vung hay xay ra diém giy nhat ctia gen DMD va da s cac xda doan

gen 16n thuong khoi dau & ving tan 5° ciia gen [5].

Nghién ctru ciia Chaudhary (2009) trén 15 tré ving Saudi tir 2 — 19 tudi
c6 biéu hién 1am sang ctia DMD duoc phan tich bang k¥ thuat multiplex PCR,
cho thiy 12/15 tré c6 x6a doan gen va ving bi x6a doan déu 1a ving trung
tam. Diéu ndy ciing cho thiy tin sut dot bién x6a doan ¢ ving trung tim cao

hon.

Nguoi ta nhan thiy khong c6 mdi lién quan giira kich thudc hodc vi tri
ctia doan gen bi mat véi mic d6 ning ciia bénh hoic dién tién 1am sang. Tuy
nhién, vi sao bénh DMD c6 biéu hién niang né trong khi chi mat mot vai
exon, cOn bénh BMD c¢6 biéu hién nhe hon nhung co thé bi x0a doan rat dai
tham chi vai chuc exon, Monaco va CS (1988) da giai thich dya trén thuyét
chuyén ma (frame-shift): néu dot bién x6a doan nho nhung di tao ra ma két
thtic (stop codon) hodc gay 1éch khung dich mé (out of frame) cia mRNA

thi protein dystrophin khong chirc nang s€ dugc tao ra va gay nén bénh canh
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nang cua bénh DMD; néu dot bién x6a doan dai nhung van duy tri dugc bd
ba mi hoa va khong gay léch khung dich ma (in frame) van c6 thé tao ra
protein dystrophin con mot phan chirc niang va gy ra bénh canh BMD nhe
hon [6, 38, 39].

Dystrophin Gene
Binh thuong
LN J

o ‘ 4 Duchenne
\ (severe)

Xba doan nho nhung léch khung dich ma

Hinh 1.11. Gid thuyét vé khung dich mi trong bénh Becker va Duchenne

(Nguén: Monaco A.P. et al., 1998)
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Hinh 1.12. Xéa doan vung trung tam gen DMD (exon 43 — 55) gdy bénh
DMD va BMD (Nguén: Strachan T., 1999)
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1.2.2. Dét bién lip doan gen
Chiém khoang 5 — 10% trudng hop. Trong d6, khoang 80% trudng hop

lap doan xay ra ¢ dau tan 5°, 20% xay ra ¢ ving trung tim va sy phan bd nay
c6 su khac biét doi chit gitra nhimg dan sd va chung toc khac nhau. Dot bién
lap doan ciing chiu anh hudng cta thuyét chuyén ma: gay léch khung dich ma
trong bénh DMD va khong gay 1éch khung dich ma trong bénh BMD [5].

- BMD
S
—— 3 patients
O 1.2 cONA &4 Kol fnssnachie
< iz xE ;_, - < EH‘
T -
DA -3 B St COhA S CONA W
-
—
—
— -
— DM D
e —— e — 26 patknis
[—
L — - -
- =
—
5 0 15 20 25 W 35 40 45 50 55 6D 65 70 75
Exon

Hinh 1.13. Phén bo dot bién Iip doan gen ciia bénh DMD/BMD bang ky
thudt Southern blot (Thanh ngang: chi djt bién lap doan; s6 bén phii: chi so
bénh nhén cé lip doan giong nhau; miii tén: chi dogn do cDNA dwoc siv dung)
(Nguén: Prior T.W., 2005)
1.2.3. Dot bién diém va nhitng dpt bién nhé khdc

Chiém 25 — 30% trudng hop. Dot bién diém trong bénh DMD hau hét
1a d6t bién tao ma két thuc sém va gay thé bénh nang. Méc du cting chiu anh
hudng cta thuyét chuyén mi, nhung dot bién loai nay cung cép it thong tin vé
mdi lién quan giita cAu trac va chirc ning cia protein dystrophin [5]. Dot bién
diém phan bd ngau nhién, rai rac khap chicu dai gen va khong c6 ving nao 1a
phd bién hon. Giita bénh nhéan va cac thanh vién trong gia dinh mang kiéu dot
bién diém khac nhau nén di giy trd ngai 16n trong viéc xac dinh dot bién
diém vi xac dinh dot bién diém trén toan bd chiéu dai gen s€ mét rat nhiéu
thoi gian va cong strc. Hién nay c¢6 trén 200 vi tri dot bién diém ctia gen DMD
da duoc xac dinh [5, 40, 41].
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1.3. Cac k¥ thuat phat hién ddt bién gen dystrophin
1.3.1. Ky thudt PCR (Polymerase chain reaction)

Nguyén tic chung: phan tng PCR dua vao hoat tinh ctia cac DNA
polymerase khi hoat dong tong hop mot mach DNA mdi tir mach DNA
khuon, v6i nguyén liéu 1a bon loai nucleotid. Phan tng nay can mdi xudi va

mdi nguoc c6 trinh ty bd sung voi hai dau cta trinh tr DNA khuén [42]

C6 nhiéu k¥ thuat PCR duogc sir dung trong chan doan bénh DMD:
PCR st dung mot cip mdi (monoplex PCR); PCR sir dung nhiéu cip mdi
(multiplex PCR); PCR 16ng (nested PCR); PCR sao chép ngugc (RT-PCR) va
PCR dinh lugng (Realtime PCR).

Trong d6, multiplex PCR duoc phat trién boi Chamberlain (1998) da tro
thanh phuong tién chian doan hiéu qua hon cac ky thuét trude d6 do tiét kiém
dugc thoi gian va hoa chat, vi sir dung nhiéu cip gen moi khac nhau dé khuéch

dai nhiéu san pham dich khac nhau trong ciing phan tmg.

Kich thuérc Eiioi Kich thuéc

SP PCR SP PCR

Exon

335 Pm
547 310 3
39 357 .
-
360 2N 50
m 218 13

202 b
268 13 7

125 11}
180 " 59

Chamberlain Begg

Hinh 1.14. Nguyén tic ciia ky thudt multiplex PCR

(Nguon: Chambarlain and Begg, 1988, 1990)
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K¥ thuat realtime PCR trong thoi gian gan ddy ciing duoc tmg dung
trong chan doan bénh DMD va ngudi lanh mang gen nhung con nhiéu han

ché [43, 44].

O bénh nhan DMD c6 d6t bién x6a doan gen s€ khong c6 mat bang
turong ng trén hinh anh dién di san pham PCR néu ching ta xac dinh ¢ mirc
do DNA hodc xuit hién nhitng bang nhé hon so véi mau d6i chiing néu xac
dinh & mirc 3 mRNA, nhiing nhan doan c6 thé phat hién bang phuwong phap

PCR dinh lugng véi su so sanh kiém chimg v6i ngudi binh thuong.

1.3.2. Ky thudt FISH (Fluorescence in situ hybridization)
Nguyén tic chung:

Str dung mot trinh tu ngén cta chudi DNA soi don, dugc goi la mau
DNA do (probe DNA) dé phat hién mét trinh ty dich. Cac mau DNA do duoc
danh dau huynh quang va sé& lai v6i DNA dich trén NST & ky gitra hodc gian
ky. Nho su lai ctia mau DNA do véi trinh tu bo sung, cO thé phat hién va dinh
vi duoc vi tri chudi DNA dic hiéu qua phan tich dudi kinh hién vi huynh quang.
Ung dung trong chin dodn bénh DMD:

FISH 1a mot k§ thuat gitip chan doan hiéu qua cac bénh 1y di truyén noi
chung va bénh DMD néi riéng. Dé chan doan dot bién gen dystrophin, Ligon
(2000) da st dung 2 loai probe:

- Cac probe gitp xac dinh dot bién xo6a doan cic exon cia gen
dystrophin goi 1 cosmid probe c6 gan chat huynh quang digoxingenin. Khi
¢6 hién tuong lai ddc hiéu xay ra, digoxingenin gan trén probe s& phat ra mau do.

- Loai probe thir hai gitip dinh vi cac NST X (vi gen dystrophin nam
trén NST X), probe ndy c gin biotin. Khi probe lai véi NST X thi tAm dong
cua NST X phat ra mau xanh.

Két qua cia nghién ctru cua ba gia dinh duoc thé hién & hinh 1.14.
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A B C

Hinh 1.15. Hinh danh xdc dinh djt bién gen dystrophin bang ky thudt FISH
(Nguén: Ligon, 2000)

(A). Bénh nhan nam, si¢ dung cosmid probe dac hiéu cho exon 3-6. Két qud cho
thdy bénh nhan ¢6 I NST X (tam ddng c¢6 mau xanh dac hiéu). Trén NST X khdng xudt
hi¢n tin hiéu mau do, chitng té khéng c6 hién trong lai gia probe va doan gen dac
hiéu, ¢6 nghia bénh nhan bj dot bién xéa doan exon trong khodng 3-6

(B). FISH su dung probe cosmid dac hiéu cho exon 12, ap dung cho con gai cua 1
bénh nhdn nam bi bénh BMD. Két qua cho thcfy chi co 1 NST X phat tin hiéu mau do va
1 NST X khéng xudt hién mau d6. Nhie viy nguwoi con gdi ndy ¢ dang di hop tir, mang 1
gen dot bién xéa doan exon 12.

(C). FISH sur dung probe cosmid ddc hiéu cho exon 44, xdc dinh trén nguoi chi cua
gia dinh thir 3. Két qud cho thdy hién twong lai xay ra & ca 2 NST X, nhw vdy nguoi chi
nay khéng mang gen dét bién exon 44.

1.3.3. Ky thudt Southern blot

Trong phuong phap nay, DNA dugc phan cat bang cac enzym dic hiéu.
Sau d6, cac doan DNA trong hon hop dugc phéan tach bang dién di trén gel
agarose roi chuyén sang mang lai. Budc tiép theo, cac doan DNA can xéc
dinh nam trén mang dugc lai vai cac oligonucleic dic hiéu co gan chat danh
dau nhu phong xa, chit mau huynh quang, biotin... Cac phuong phéap xac dinh
hinh anh tuong tng dugc str dung dé chi ra cac vach san phém chtra cac doan
DNA cén phat hién lai v6i oligonucleotid danh diu trén mang. Phuong phap
nay cho phép xac dinh dugc nhitng doan DNA ¢0 kich thude 16n chi vai mot
ndéng do nho trong hdn hop vén khd cé thé xac dinh duge bang cac phuong
phap khac nhu nhudm ethedium bromide.

Ung dung trong chan dodn DMD:

Ngoai viéc phat hién dugc dot bién x6a doan, Southern blot con cho

phép xac dinh cac dot bién lap doan gen dystrophin. O bénh nhan d6t bién
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x0a doan, bang lai cua cac exon bi dot bién va doan do dic hiéu khong Xuat
hién trén phim. DPdi voi cac bénh nhan dot bién 1ap doan, c6 hién tugng tang
cudng do phat sang cua bang lai v6i exon bi 1ip doan khi so sanh véi mau dbi
chung. Ngoai ra, Southern blot con dugc sir dung dé phat hién ngudi me va
chi em gai ctia bénh nhan ¢ dang di hop tir. Prior (2005) da st dung phuong
phap nay dé xac dinh dot bién x6a doan & mot bénh nhan DMD, dong thoi

phat hién dugc me va chi gai ciia bénh nhan cling 1a ngudi mang gen bénh.

Ching
niv

- A A S W con 1o

1 2 3

- - - Exon 50

Hinh 1.16. Ky thudt Southern blot xdc dinh djt bién gen dystrophin

(Nguon: Prior, 2005)

Ngueoi me (I-1) sinh mét ngwoi con trai bi bénh DMD (II-3) véi dot bién x6a doan
exon 50 va 2 nguoi con gdi (II-1 va 11-2). Phan img Southern blot dwgc tién hanh véi 2
exon, 1 exon bénh nhdn khong bi dot bién nham lam doi chirng noi la exon 19 va I exon
ma bénh nhén bi x6a doan (exon 50). Pé tranh sai s6, Prior phdn tich két qua dwa vdo ty
1é ddm dj bang lai cuia exon 50:19 va so sanh ty 1é nay cia cdc thanh vién véi doi chimg
nit. Két qud cho thdy 6 me bénh nhéan (I-1) va ll-1 ¢6 ty 1¢é ddam d¢ exon 50:19 giam 50% so
Voi 1y 16 nay & déi ching nir, nhir vy hai nguoi nit ndy ¢ dang di hop tir. Con nguoi nit II-
2 thity lé dam do exon 50:19 twong dwong voi chirng nit, chung to khong mang gen bénh.

1.3.4. Ky thudt MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

K¥ thuat MLPA (khuéch dai da doan do) dugc mo ta lan dau vao nam
2002 boi Schouten J.P. va CS, day 1a phién ban méi cua phan img PCR, trong
d6 nhiéu doan DNA dich dugc khuéch dai chi bang 1 cap moi [45].

Pén nay c6 hon mdt tri€éu phan tng MLPA duogc thuc hién mdi nim
trén khip thé gidi va duoc Gng dung trong nhiéu nghién ctru vé bénh 1y di
truyén nguoi, di truyén té bao va ung thu, cho phép phat hién cac ton thuong

gen mot cach nhanh chéng va chinh xdc. Trong nhitng nim gan day, MLPA
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1a phuong phap duoc wu tién chon lua trong chan doan dot bién xoda doan
ngan, lap doan cling nhu phét hién di hop tir voi d6 chinh xac cao va cho két
qua nhanh chong.

* Nguyén tdc ciia ky thudt MLPA:

- K¥ thuat MLPA st dung cac doan do (probe) c6 kha nang lai hoéa vai
phan tir DNA dich dic hiéu va van dé thiét ké cac probe rat quan trong [46,
47].

Mbi doan do gdm 2 chudi oligonucleotide c6 kich thudc khac nhau (goi

la doan do xubi va doan do ngugc).
+ Poan do xuoi:
Dau 5°: chta 19 nucleotide véi trinh tu giong nhau cho tat ca céc

doan do, 1a vi tri gdn mdi Y dé khuéch dai probe khi tién hanh tat ca cac
phan trng PCR.

Pau 3’: chtra 21-30 nucleotid c6 trinh tu dic hiéu véi doan DNA dich
(goi 1a trinh ty lai) va s& lai vai DNA dich khi tién hanh phan tng lai.

+ Poan do ngugc: gdm 3 phan

Pau 3’: gdm 36 nucleotid véi trinh ty giéng nhau cho tit ca cac probe,
1a vi tri gan véi moi X dic hiéu dé khuéch dai probe.

Pau 5°: chira 25-43 nucleotid, gan dic hiéu voi DNA dich.

Phan ndi gifra dau 5° véi dau 37: 1a doan dém nam gilia dau 3’ va dau
5°, chira 19 - 370 nucleotid va dugc thiét ké dai ngin khac nhau ¢ cac doan do

tuy loai tdc nhan dich. Trinh tu nucleotide khong dac hi¢u voi DNA dich nén
khong gan vao DNA dich.
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Doant: Doan 1"

gan primer Y\ gan primer X
Boan 2: i v Boan 3" doan
0an 2: [ai véi &
DA dieh dém (Stuffer)
BDoan 2': lai voi
DNA dich
X
Hai phén ti oligonucleotid
\ cuia moi probe lai véi doan
DNA dich o vitri sat nhau

Doan DNA dich A
Doan DNA dich B &'

X4 2 phan cia probe duwoc ndi
voi nhau boi enzym ligase

Chistrdung 1 cap moi de
S 5Y . Khuyéch dai tat c4 céc

5 probe bang p.v PCR

Doan DNA dich A ‘
Doan DNA dich B
Bién tinh
X
5
q 5
PCR X
X $an pham khuyéch dai cia
5 mai probe c6 mot chieu dai
Y 5 v nhat dinh (130-480bp)

San pham khuéch dai ctia cac probe dwgc phan tach bang dién di, s6 lwgng san
pham khuéch dai ciia méi probe ty 1& thuan véi sé ban sao clia doan DNA dich

Hinh 1.17. Nguyén tic ciia kj thuit MLPA
(Nguén: Schouten J.P. et al, Nucleic acid Res, 30(12)z, e 57)

- Cac doan probe s€ gén dac hi¢u vao cac exon cua phan tr DNA
dich, sau d6 enzym ligase duoc thém vao dé ndi hai doan probe nay lai véi
nhau tao thanh doan probe hoan chinh va duoc khuéch dai bang phan tng
PCR véi cip moi dic hiéu.

- Poan dém dugc thiét ké dai ngan khac nhau nén khi phan ung PCR
khuéch dai s& tao ra nhiéu doan DNA c6 chiéu dai khac nhau va duoc phan
tach bang dién di mao quan (mdi dugc danh dau huynh quang).

Phan tich két qua MLPA 1a budc quan trong trong ki thuat. Phan tich
dugc tién hanh dua trén hanh anh, dit liéu tho twong Gng véi ting probe.

Cac cong cu tién hanh phan tich MLPA bao gém:
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- Panh gia truc tiép qua hinh anh va dua vao tinh toan chiéu cao cua
cac dinh (peak area) twong (rng véi moi exon.

- Sir dung c4c phan mém : Gene Marker, Coffalyser.., hoic phan tich
tuong quan cuong do tin hiéu tirng exon cua bénh nhan so véi nhdm chang.
(Coffalyser.Net website) [44].

Néu exon bj dot bién x6a doan thi khong c6 hién tuong lai probe va
probe d6 s€ khong duoc khuéch dai, do d6 khi dién di mao quan s€ khong

théy hinh anh exon bi dot bién x6a doan gen.

Néu co 1ap doan gen, trén hinh anh di¢n di ta théy dinh tin hi¢u cua probe

tuong tmg véi exon bi dot bién ting cao khac biét so v6i nguoi binh thudng.
* Ung dung trong chan dodn bénh DMD:

Cho dén nay, k¥ thuat MLPA 1a phuong phap duoc uu tién chon lya trong

chan doan dot bién gen Dystrophin va phat hién nguoi lanh mang gen bénh.

K¥ thuat MLPA véi kha niang khuéch dai dong thoi 40 - 45 probe trong
mdi phan tng PCR chi véi mdt cip moi duy nhat va chi can tién hanh 2 phan
tmg PCR thi dot bién ¢ 79 exon cua gen Dystrophin s& duoc khao sat, tir d6
gitip chan doan dot bién xo6a doan gen, lip doan gen Dystrophin va phat hién
ngudi nit mang gen bénh véi d6 chinh xac cao va cho két qua nhanh chong.

Nghién ctru cua Janssen B. (2005), Marzese D.M. (2008), Li H. (2009)
cho thay k¥ thuat MLPA c6 thé phat hién dot bién x6a doan véi do chinh xac
cao va nhanh hon so véi multiplex PCR va FISH, ngoai ra MLPA con chan
doan dugc lap doan gen va gitip phat hién nguoi lanh mang gen bénh [48-50].


http://coffalyser.wordpress.com/
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48 49 50

y b

Doichung

Bénh nhan

|

Me mang gen

Y

Hinh 1.18. Két qua MLPA phat hién xéa doan gen DMD & exon 48-50
Mau bénh nhdn cé 3 dinh bi mat so véi mau chieng, twong g véi exon 48, 49, 50.
Mau nguwoi me cé 3 dinh bi giam chiéu cao ' so véi mau chiing twong g exon 48,

49, 50.
(Nguén: Lai K.K, 2006)

Exon 62 Mau chi*ng nam

|

m_.[ ..........

Bénh nhan

D

Hinh 1.19. Két qud MLPA phdt hién dét bién lip doan gen

Pinh ciia probe twong 1Ny Vi exon 62 ¢ bénh nhan cao gdp déi so véi
chitng nam chuing té bénh nhén c6 dgt bién ldp doan exon 62.

(Nguén: Trung tdm Nghién cizu gen-protein, Trieong DHY Ha Nji)
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1.3.5. Ky thudt gidi trinh tw gen bang mdy tw dong

May giai trinh tu gen tu dong duoc thiét ké trén nguyén tac st dung
dideoxynucleotid (ddNTP) do Sanger va CS phét minh. Vi cac may thé hé
sau ndy, nguoi ta dung 4 mau huynh quang khac nhau dé danh dau 4 loai
ddNTP. Nho vay phan ng giai trinh tu c6 thé thuc hién trong mot dng
nghiém va chi can dién di trén mot hang, khong phai trén 4 hang khac nhau
nhu trude day. Poi véi phuong phap giai trinh tu tu dong, hé théng dién di
thuong st dung 1a dién di mao quan. Moi khi ¢ mot vach dién di di qua,
phan tr ddNTP cudi cing & dau 3’ ctia doan DNA s& phat ra mot mau huynh
quang tuwong ung, may sé ghi nhan mau sac nay va chuyén vé may tinh phan
tich. Dya vao mau huynh quang, may sé nhan dién dugc cac nucleotid, tir do
biét duoc trinh tu cia DNA dich. Phuong phap nay gitp xac dinh cac dot bién
diém cua gen dystrophin nhu dot bién diém, dot bién xo4 doan. ...

CTTACG
GAATGC

thém

dNTP, DNA
polymerase,
ddATP, ddTTP,
ddGTP,

CGTAAGGCCdA
CGTAAGGC
CGTAAGGCCACAG
CGTAAGGCCACGTdA
CGTAAGG
CGTAAGGCCACGTA TdG
CGTAAGGCCA
CGTAAGGCCACGAT
CGTAAGGCCACGTAAT

CGTAAGGCCACGTA TdG

CGTAAGGCCACGTAT

CGTAAGGCCACGTdA

CGTAAGGCCACGT

CGTAAGGCCACG
CGTAAGGCCA

CGTAAGGCCdA
CGTAAGGC
CGTAAGG

Chiéu dién di

Hinh 1.20. Nguyén tic gidi trinh tw gen theo Sanger va CS

Véi cac ddNTP déanh ddu huynh quang khdc nhau khdc nhau, cdc doan trinh
ty tan cUng & dau 5 'sé dwoe danh dau bang 4 mau huynh quang khac nhau
twong ung voi cac nucleotide tan la A,T,G,C [51]
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1.4. Tinh hinh nghién ciru bénh DMD
1.4.1. Trén thé gici

Tinh hinh nghién ctru vé cac dang dot bién gen Dystrophin trén thé gidi
rat pho bién, di co rat nhiéu phuong phap xac dinh dot bién duoc nghién ciu
tmg dung va ngay nay duoc sir dung thuong quy & cac nude dé phat hién dot
bién gen Dystrophin. Hién nay, nghién ctru vé bénh DMD/BMD trén thé gi6i
c6 thé chia thanh 2 hudéng chinh: M6t 1a nghién ctru 4p dung cac phuong phap
moi dé chan doan xac dinh cac dang dot bién gen dystrophin va lap ban do
dot bién. Hudng nghién ciru thir 2 1a nghién ciru ap dung liéu phép diéu tri
gen cho bénh DMD.

MGt $6 nghién ciru ¢ thé ké dén nhue:

Nghién ctru cta Janssen B. va CS (2005) cho thay ky thuat MLPA c6
thé chan doan dot bién xo6a doan va lap doan gen nhanh chéng va dang tin cay
hon so véi k¥ thuat multiplex PCR va FISH va c6 thé img dung dé phat hién
nguoi lanh mang gen bénh [48].

Nghién ciru ciia Lai K.K. va CS (2006) cho thiy k¥ thuat MLPA c6 thé
phat hién duoc dot bién trén 43 bénh nhan DMD/BMD va 20 nguol nit mang
gen bénh, trong khi k¥ thudt multiplex PCR da bo sot 4 truong hop [44].

Nghién ctru cua Marzese D.M. va CS (2008), Li H. va CS (2009) ciing
cho thdy wu diém cua k¥ thuat MLPA so véi multiplex PCR trong phat hién
dot bién x6a doan & nhitng ving khong thuong gip va dic biét 1a dot bién lap
doan khong thé phét hién dugc bang ky thuat multiplex PCR [49, 50].

Nghién ctru ciia Sakthivel Murugan S.M. va CS (2010) trén 150 bénh

nhan nam duogc chan doan 1am sang, cho thiy k§ thuat MLPA c6 thé chan
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doan dugc dot bién xo6a doan va 1ap doan gen DMD & 1 hay nhiéu exon
trong 112/150 truong hop, trong khi multiplex PCR chi phat hién dugc
103/150 truong hop [52].

Nhitng nghién ciu vé xac dinh dot bién diém cua gen dystrophin

cling dugc quan tam:

Tac gia Annalaura Torella (2010) va cong sy nghién ctru phat hi¢n
121 truong hop dot bién diém tir mau DNA luu trong hon 10 nim tir nim
1994 — 2007 bang k¥ thuat DHPLC. Trong d6 dot bién tao ma két thic sém
(stop codon) 1a 56 trudong hop chiém ti 1& 46.3% [53].

Trong mot nghién ctru khac cua tac gia Thomas W. Prior (1995) va
cong sy trén 129 bénh nhan khong c6 dot bién lap doan va xo6a doan. Két

qua tac gia di phat hién duogc 29 trudng hop ¢ dot bién diém [54].

Nghién ctru cia tac gia Hyeyoung Lee (2013) va cong su trén mot
truong hgp bénh nhan da xac dinh khong c6 dot bién x6a doan va lap doan
bang k¥ thuat MLPA. V&i k¥ thuat giai trinh tu truc tiép di phat hién dot
bién thém nucleotide T tai vi tri 5657 & exon 41 trén cDNA (c.5756dupT -
p.Leul919Phefs*13).

Nhiing nghién ciru vé xac dinh cic dang dot bién gen dystrophin va

xay dung ban do dot bién.

Nghién ctru cua Thomas W. Prio (2005) va cong su da xay dung
duoc ban d6 dot bién gen véi 361 bénh nhan co dot bién xoa doan (306
bénh nhan DMD va 55 bénh nhan BMD), 29 bénh nhan dot bién lap doan
va 56 bénh nhan do6t bién diém [5].
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Nghién ctru cua tadc gid Yasuhiro Takeshima (2010) va cong su trén
442 bénh nhan DMD/BMD. Véi viéc két hop céac ky thuat khac nhau nhu
MLPA, giai trinh tu toan bd gen dystrophin, phan tich toan b NST, nhém
nghién ctru da xac dinh dugc toan bo dot bién gen trén 442 bénh nhan. Két
qua dot bién x6a doan gen 1a 270 truong hop chiém 61% tiép theo 1a dot
bién diém 29% véi 127 trudng hop bao gom dot bién vo nghia (nonsense
mutation) 16%, dot bién thém, x6a doan nho 8%, dot bién tai vi tri splicing

chiém 5%, con lai 12 d6t bién & intron va bt thuong vé nhiém sic thé [55].

Nghién ctru vé tng dung liéu phap diéu tri gen d6i voi bénh nhan

DMD:

Nghién ctru ctia Elisabeth R. Barton-Davis (1999) va cong su vé tac
dung cua liéu phap diéu tri bang aminoglycoside trong viéc ngin chin stop
codon. Két qua nhéom nghién ctu lan dau tién ching minh rang
aminoglycoside c6 thé ngin chin cac dot bién stop codon khong chi trong
thir nghiém ma con trén ca co thé. Hon nita, cac két qua dua ra kha ning cua
mot phac dd diéu tri méi ddi véi can bénh teo co va cac bénh khac gay ra boi
dot bién stop codon. Liéu phap diéu tri nay c6 thé ching t6 hiéu qua dbi véi

trén 15% bénh nhan DMD [56].

Nghién ctru khac cia Masafumi Matsuo (2002) vé nhirng tién bo méi
trong diéu tri bénh DMD va d& xudt st dung AON (antisense
oligonucleotides) giy skip exon chuyén tir thé bénh ning DMD sang thé
bénh nhe hon BMD.
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in-frame mRNA

17[18[21]22

pre-mRNA
Y,

17) |18

\ out-of-frame mRNA
17118'19[21]22

Hinh 1.21. Mé hinh gy skip exon 19 chuyén tir thé bénh DMD (c6 dit
bién xéa exon 20) sang thé nhe hon BMD sir dung AON [28].
1.4.2. Tai Viét Nam

O nude ta, mot sé nghién ctiru thuong tap trung vao xac dinh dot bién
x6a doan gen & muc do DNA (dva vao k¥ thuat don PCR, multiplex PCR,
PCR dinh lugng...) va chi uu tién xac dinh dot bién trong hai ving trong
diém, trong khi dot bién trén gen dystrophin c6 thé nam rai rac khap 79 exon
cua gen.

K§ thuat MLPA ciing d3 duoc nghién ctru budc dau trong chan doan
dot bién xo6a doan trén gen dystrophin, nhung chua duoc tng dung trong chan
doan dot bién 1ap doan va phét hién ngudi lanh mang gen bénh.

Mot s6 nghién ciru c6 thé ké dén nhur:

- Nguyén Thi Trang va CS (1996) cho thiy kha ning phét hién di hop tir
ctia xét nghiém CK trong chan do4n ngudi mang gen gay bénh 1a 54% [57].



43

- Nguyén Thi Phuong, Vii Chi Diing (2002) di nghién ctru dot bién gen
giy bénh DMD bang phuong phap multiplex PCR va da phat hién 6 truong
hop x6a doan trong 11 bénh nhan dugc nghién ctu [58].

- Tran Van Khanh va CS (2004) chian doan 85 bénh nhan mic bénh
DMD/BMD bing PCR va phat hién 38% co dot bién xoa doan gen
Dystrophin [59].

- Nguyén Thi Trang, Hoang Hanh Phuic va CS (2004) vé6i nghién ciru
“Pinh luong creatine kinase phdi hop véi 1am sang va phan tich pha hé gop
phan chan doan mot s6 bénh co di truyén” [60].

- Tran Van Khanh va CS (2005) phat hién duoc dot bién & ving rod
cua gen Dystrophin gay nén bénh loan dudng co Duchenne [32].

- Nguyén Thi Trang va Nguyén Thi Hoan (2005) da phat hién 13 bénh
nhan c6 dot bién xd6a doan gen trong 21 bénh nhan dugc chan doan DMD [61].

- Nguyén Thi Trang va CS (2006) da nghién ctru 58 bénh nhan DMD va
phat hién ty 1& x6a doan exon 46, 51 va ca hai exon 1a 23/58, chiém 39,7% [62].

- Nguyén Thi Phuong Mai, Vii Chi Diing va CS (2007) ap dung k¥
thuat multiplex PCR thay thé PCR ¢ dién trong phan tich gen Dystrophin &
cac bénh nhan loan dudng co Duchenne [63].

- Nguyén Thi Bang Suong, Tran Van Khanh va CS (2008) d4 img dung
thanh cong phuong phap PCR dinh lugng dé phat hién nguoi lanh mang gen

bénh loan dudng co Duchenne [43].
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- Nguyén Khic Han Hoan, Pham Ngoc Khoi va CS (2009) budc dau
danh gid hiéu qua k¥ thuat MLPA phat hién dot bién x6a doan gen gdy bénh
DMD/BMD trén 11 bénh nhan nam duoc chan doan 1am sang [64].

- Nguyén Thi Bang Suong, Tran Van Khanh va CS (2009) d3 xac dinh
dot bién x6a doan gen Dystrophin ¢ mirc 0 mRNA trén 50 bénh nhan DMD
va di phat hién duoc khoang 50% bénh nhan c6 dot bién x6a doan gen

dystrophin [65].
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twong nghién ciu

Lua chon 201 bénh nhan dugc chin doan xé4c dinh 1a bénh loan dudng
co Duchenne/Becker tai Bénh vién Nhi Trung wong theo tiéu chuin dd duoc

mo ta trude day [2, 3].
2.2. Phwong phap nghién ctru.
Thiét ké nghién ctru: mo ta loat ca

* Thiét ké nghién civu

M&u mau toan

phan chéng déng
bing EDTA
\d y
DNA RNA
= cDNA
J/ MLPA l l
Xoa doan Xoéa doan Lap Khéng phat Giai trinh tw
nhiéu exon || Exon don Ié doan hién dét bién
\ 4
PCR : = =
Dot bién Khong daot
l diém bién
Giai trinh l
tw Giai trinh tw
l exon don lé
Dot ’bién Dot bién diém
diém vi tri splicing
BAN DO
POT BIEN GEN

Quy trinh xic dinh dt bién gen dystrophin & bénh nhan DMD/BMD
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2.3. Dung cu, trang thiét bi va héa chat nghién ciru
2.3.1. Dung cu
- Ong Eppendorf 1,5 mL; 0,5 ml; 0,2 ml
- Ong lay mau chdng déong EDTA
- May Gene Amp PCR System 9700 (USA)
- Pipet, dau con cac loai
- Tu lanh sau: -30°C; -80°C (SANYO)
- May dién di: Mupid (Nhat Ban)
- May soi gel va chup anh ty dong: Chemidoc EQ-Bio-Rad (USA)
- May ly tam lanh Beckman (USA) va ly tim dé ban Eppendorf (Dirc)
- Lo vi séng
- May doc trinh ty gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Hoa Ky)
2.3.2. Hod chit
* Hoa chat dung dé tach chiét DNA, RNA:
- Dung dich Lysis buffer
- Dung dich SDS 10%
- Dung dich K
- Proteinase K
- Dung dich phenol: chloroform: isoamyl (ty 1€ 25 : 24 : 1)
- Dung dich chloroform: isoamyl (ty 1€ 24 : 1)
- Sodium acetate 3M, pH=5,2
- Ethanol 100%; ethanol 70%
- Moi truong Mono-polyresolving
- Isogen
* Hoa chat dé thuc hién k¥ thuat PCR
- Buffer 10x
- dNTP 10 mM
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- Taqg polymerase
- Cac cip moi
* Ho4 chat dé thuc hién tong hgp cDNA

- Random primer

- PCR buffer 5X:

- DTT 0,1M (& ché enzym proteinase)
- HPRI (tic ché enzym RNAase)

- MMLYV — RT (enzym reverse transcriptase)
* Hoa chét dé dién di san pham PCR

+ Agarose

+ Dung dich TBE 10X

+ Loading buffer 10X

+ Ethidium bromide
* Hoda chat dé doc trinh tu gen

BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) gdm BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP va
dUTP), BigDye buffer, cip moi dic hiéu, dung dich formamide.
* Hoba chat dé tinh sach DNA

- Dung dich phenol: chloroform : isoamyl v&ity 1€ 25 : 24 : 1

- Dung dich chloroform : isoamyl voi ty 1€ 24 : 1

- Ethanol 100%; ethanol 70%

- Hoa tan bang nuéc tinh khiét

* Hoa chét dé thuc hién phan tng MLPA:
- SALSA MLPA Kit P034-A2 / P035-A2 DMD/Becker
- Hing MRC - Holland, Amsterdam, Ha Lan.
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- B6 hoa chat chira 80 doan do (probe) cho 79 exon dich va exon
DP427c¢, chia déu vao hai hdn hop probe P034 va P035.

- Thanh phan héa chat:

SALSA MLPA Buffer: KCI, Tris-HCI, EDTA va PEG-6000, pH 8.5

SALSA Ligase-65: Glycerol, BRIJ 0.05%, EDTA, KCI, Tris-HCI, Beta-
Mercaptoethanol 0.1%, pH 7.5, Ligase-65 enzyme (tir vi khuan).

Ligase buffer A: NAD (ngudn goc vi khuan), pH 3.5

Ligase buffer B: Tris-HCI, non-ionic detergents, MgCl,, pH 8.5

SALSA PCR Primer Mix: chira oligonucleotides tong hop c6 gan huynh
quang Cy5, dNTPs, Tris-HCI, KCI, EDTA, BRI1J 0.04%, pH 8.0

SALSA Polymerase: Glycerol, BRIJ 0.5%, EDTA, DTT 0.1%, KClI,
Tris-HCI, Polymerase enzyme (ngudn goc vi khuan), pH 7.5

Probemix: chtra oligonucleotides tong hop, oligonucleotides tinh ché tir
vi khuén, Tris-HCI, EDTA, pH 8.0

Bao quan: hoa chit duoc bao quan & nhiét do -25°C dén -15°C, bao
quan trong hop va tranh anh sang.

Thanh phan hon hop probe (probemix):

Probemix P034-A2 chira 45 probe khac nhau v&i san pham khuéch dai
co d6 dai tir 129 dén 490nt va c6 10 doan chirng tao ra nhitng san phém
khuéch dai c6 kich thudc nhé hon 120nt [c6 2 probe dic hiéu cho NST Y
(105-118 nucleotid)].

Probemix P035-A2 chtta 45 probe khac nhau voi san pham khuéch dai
c6 d6 dai tir 129 dén 490nt va c6 9 doan chirng tao ra nhirng san phém khuéch
dai c6 kich thudc nho hon 120nt [c6 1 probe dac hiéu cho NST Y (105

nucleotid)].
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2.4. Quy trinh nghién ciru
2.4.1. Liy mdu

Bénh nhan dugc 1y mau tinh mach, chéng dong bang EDTA, tién hanh
tdch DNA, RNA trong vong 24 gio.

2.4.2. Pia diém nghién civu

Bénh vién Nhi Trung wong; Trung tdm nghién ctru Gen-Protein, Truong
Pai hoc Y Ha Noi.

2.4.3. Quy trinh
2.4.3.1. Tach chiét DNA tir m&u ngogi Vi

- Cho 0,5ml méu toan phan chong déng EDTA vao ong eppendorf
1,5 ml sau d6 cho thém vao 0,5 ml dung dich lysis buffer rdi dé trén da 10
phut, ly tam 8000 v/p trong 10 phut ¢ 4°C, b6 dich va thu can. Lap lai qua

trinh nay 4 lan.

- Thém 0,5ml dung dich K (gébm NaOH, EDTA), ly tam 8000 v/p trong
10 phit & 4°C, loai bo dich va thu can.

- Cho 0,5ml lysis buffer, 12,5ul SDS 10%, 10 ul Protease K, u &
56°C/2-3gio.

- Cho vao 0,5 ml hon dich Phenol : Chloroform : Isoamyl, ly tdm 10000
v/p trong 10 phut & 4°C , hdn hop dugce chia lam 3 phan:

* L&p dung dich phia trén ¢6 chira DNA
= Lép o giita 1a can té bao
= Lop dudi cung 13 dich chiét
Hut lay phan dich chira DNA phia trén cung va tién hanh lap lai budc

trén mot 1an nira s€ dam bao khong con tap chat trong mau,
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- Cho 0,5 ml hdn dich Chloroform : Isoamyl (24 : 1), ly tdm mau &
10000 v/p trong 10 phut & 4°C. Hut 14y phan dich trén cung va tién hanh lip

lai 1 1an nira.
- Ttia DNA bang 1ml con tuyét dbi, dé qua dém & -20°C.
- Ly tam 13000 v/p trong 20 phut & 4°C, d6 dich trén, thu tia.
- Rira tia bang con 70°. Tua DNA duoc hoa tan bang 50 ml nudc tinh
khiét.
DNA thu duge s& duoc kiém tra néng do va do tinh sach bé“mg do mat do

quang & budc song 260/280 nm, dat yéu cau khi d6 tinh sach trén 1,7.
2.4.3.2. Tach chiét RNA tr mau ngogi vi
- Mau toan phan chong déng bang EDTA duoc tach trong vong 24 gio.

- Tach té bao bach cau trong mdi truong Mono-polyresolving: Cho 7ml
dung dich Mono-polyresolving vao éng nghiém, cho tiép vao 6ng nghiém 7ml

mau toan phan méi 1ay, khong duoc lic.

- Quay ly tam 2600 v/p ¢ 4°C hodc ¢ nhiét do phong trong 1 gid. Hut
phén can léng chira té bao bach cau, rira té bao bach cau b'fmg nude mudi sinh
1y 0.5%. Cho 1ml dung dich isogen vao phan té bao bach cau vira thu duoc,

isogen co6 tac dung pha vd mang té bao, giai phong ra acid nucleic.

- Dich thu duoc cho vao éng Eppendorf dé ¢ nhiét d6 phong trong 5
phut, Iy tim 15.000 v/p & 4°C trong 10 phut. Sau ly tam, hat 1ay phan dich &
giita 6ng, loai b phan trén cung 1a 16p lipid, va phan cin xac té bao o day
dng. Cho 200ul chloroform vao phan dich giita, lic nhe trong 15 gidy, tia
DNA xuat hién, dé ¢ nhiét &6 phong 2-3 phit.

- Ly tdm 15.000 v/p ¢ 4°C trong 15 phut. Dich sau ly tam dugc chia
lam 3 16p: 16p trén cing chira RNA tong s (liy phan nay), 16p gitta chta



o1

DNA, 16p duéi chtra protein. Dung pipet hut phan dich trén cing va chuyén
sang 6ng Eppendorf sach. Thém 500yl isopropanol va lic nhe, tia RNA s&
xuat hién, d¢ 5-10 phut ¢ nhiét 46 phong.

- Ly tam 15.000 v/p & 4°C trong 5 phit. Sau ly tam, RNA tong s6 nam
& day 6ng. Gan bo phan dung dich, giit lai phan cin ling. Rira cin bang
1000ul dung dich ethanol 75%, tiép tuc ly tim 10.000 v/p & 4°C trong 5 phut.

- Loai b6 phan dung dich, giit lai phan cin ling, mo nip 6ng dé kho tu
nhién, phan cin chinh 13 RNA tong s da dugc rira sach.

- Hoa tan cin bang 20ul nudc cit c6 DEPC (DEPC-water). Lac nhe cho
can tan, dung dich thu duoc 1a dung dich RNA tong sd, cét gitt & -70°C.

Sau khi tach chiét, kiém tra d6 tinh sach caa RNA bing phuong phap
do mat d¢ quang trén may Nanodrop.
2.4.3.3. Ky thugt RT-nested PCR
Téng hop cDNA st dung phuong phap MMLV-RT [66]:

Nhitng mau RNA dat duogc néng d6 toi wu va co do tinh sach giao dong
1,8-2,0 s& dugc sir dung dé tong hop cDNA.
Buréc 1: Giai doan bién tinh (denaturation).

- Str dung 2-3 pg RNA tong sb, thém nudec DEPC cho du 6 pl/1 6ng.

- Pé ¢ nhiét do 65°C trong vong 5 phit dé bién tinh chudi RNA.

- Dat trén da lanh 1 phut dé lam lanh 6ng PCR.
Buwéc 2: Giai doan gan moi (annealing).

- Thém vao 2ul Random primer (d4 dugc pha lodng 20 lan),

- ANTP 10mM: 5pl.

- Bé ¢ nhiét d6 25°C trong 10 phut, dé primer gan véi RNA khuon, sau
d6 d¢ vao dé lanh 1 phut.
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Buwiéc 3: Giai doan tong hgp cDNA (extention).

- Tiép tuc cho thém:

+ PCR buffer 5X: 4ul
+ DTT 0,1M (tic ché enzym proteinase): Iul
+ HPRI (trc ché enzym RNAase): 1l

+ MMLYV — RT (enzym reverse transcriptase): 1l

- Tron déu dung dich bang pipet, dua vao ly tim that nhanh khoang 10-
15 giay dé kéo toan bo dung dich xudng. Pua vao may PCR, dit chuong trinh
téng hop véi nhiét d6 va thoi gian nhu sau: 37°C trong 55 phit, 70°C trong
15 phut, 4°C bao quan tam thoi.

- cDNA s& dugc cit gilt ¢ tu lanh -20°C cho dén khi dem ra str dung.
Kiém tra chét luong cDNA duoc tong hop:

- Sau khi tach chiét, kiém tra do tinh sach, chat luong cia cDNA béng

phuong phap do mat do quang trén may Nanodrop.
K§ thuat RT-nested PCR :

- Phdn irng PCR ldn 1:  thanh phan ctia phan tng:

Thanh phin Thé tich (pl)

10 x buffer 2,0
2,5 mM dNTP 2,0
Taq polymerase (Takara, Japan) 0,2
10 pmol moi xudi 1,0
10 pmol mbi nguoc 1,0
cDNA 5,0
Nudc cat 8,8

Tong so 20l

Chu trinh nhiét cia phan tng PCR nhu sau:
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94°C/5 phit —  949C/1 ph

550C/1 phut 720C/3 pht — 72°C/7 phut—> 4°C/eo

Phdn itng PCR lin 2:

Thanh phin Thé tich (ul)
10 x buffer 2,0
2,5 mM dNTP 2,0
Taq polymerase (Takara, Japan) 0,2
10 pmol moi xudi 1,0
10 pmol moi nguoc 1,0
San phém PCR lan 1 1,0
Nudc cat 12,8
Tong so 20

Chu trinh nhiét cua phan tng PCR nhu sau:
949C/5 phit —  94°C/1 phut

550C/1 phit 720C/3 phat —* 72°C/7 phiit — 4°Cloo

San pham sau PCR lan 2 duoc dién di 10 ul trén gel agarose 1,5%.
2.4.3.4. Ky thugt MLPA Xdc dinh dét bién xéa doan va lgp doan
- Budc 1: Bién tinh DNA

Cho 5ul dung dich DNA ( chtra khoang 60 ng DNA ) can phan tich
vao dng PCR, bién tinh & 98°C trong 5 phit, chuyén vé giir ¢ 25°C.
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- Bu6c 2: Gan (lai) probe vao gen dich

+ Chuén bi Master mix:

Thanh phin Thé tich (pl)
MLPA buffer 1,5 ul
Probemix 1,5 ul
Tong 3ul

+ Cho 3 pl master mix vao miu DNA di bién tinh & trén, nang nhiét 46 1én
95°C trong 1 phut dé bién tinh probe, ha nhiét d6 xudng 60°C & qua dém (12-
24h). Pay 1a nhiét d6 dé probe gan dic hiéu vao doan gen dich.

- Buéc 3: Nbi 2 dau probe

+ Chuan bi ligase buffer mix: hoa chat lay ra can voltex nhe cho déu

Thanh phan Thé tich (ul)
Ligase 65 buffer A 3ul
Ligase 65 buffer B 3ul
Nudce 25l
Ligase 65 1l
Tong 32ul

+ Cho 32ul ligase buffer mix vao hon hop lai i qua dém & trén khi mau &

54°C, tiép tuc chay theo chu trinh nhiét sau:

54°C: 15 phut
98°C: 5 phat
4°C: oo (dwoc san pham lai)

San pham lai nay sé& luu trir duoc 1 tuan/4°C, hoidc 1au hon ¢ -20°C
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- Buéc 4: Khuéch dai san pham lai (probe)

+ Chuén bi PCR buffer mix

PCR buffer PCR buffer 4ul 30ul
mix Nudc 26l

San pham lai 10yl

Tong 40pl

Cho hdn hop vao may giit & 60°C

+ Mix PCR khuéch dai probe: chuin bi PCR master mix

Thanh phan Thé tich (ul)
Primer (c6 gan huynh quang) | 2pl
Enzyme dilution buffer 2ul
Nudce 5,5ul
Tag polymerase 0,5 ul (cho sau khi da voltex
nhe hén hop trén)
Tong 10pl

Cho 10pl PCR master mix vao hon hop dang trong may giit & 60°C,

tiép tuc chu trinh nhiét sau:

95°C: 30 giay

60°C: 30 giay x 35 ck
72°C: 1 phat

72°C: 20 phut

4°C: oo (bao quéan tam thoi)



San pham khuéch dai probe s& duoc dién di mao quan huynh quang
trén may giai trinh tu dé phan tich két qua. Néu c6 dot bién x6a doan,
probe khong gan dugc vao gen dich, s& khong xuat hién dinh twong tng tai

exon dot bién.

Véi dot bién lap doan, két qua dugc tinh toan dua vao ti 1€ RPA
(Relative Peak Area) tuong tmg véi timg exon so v6i mau chung, RPA cua
mdi exon dugc tinh bang cudng do tin hiéu tuong ung (As — Peak area) chia

cho tong cudng do tin hiéu cua 45 dinh trong probemix (ZAS), exon lap doan
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khi ma ti 16 RPA 16n hon 1,5 [44].

Peak Table
Software Package: SoftGenetics GeneMarker 1.95
Date/Time: 3/12/2013 2:30:38 PM
Project: C:\Users\DH-YHN\Desktop\Hai-MLPA\MLPA - Panel P34-35\2011.10.11 MLPAP34.5GF
Panel: P034_A2 DMD_Vs20
Size: CEQ_600
Analysis Type: Fragment (Animal)
Sample: 1:
P34 An.scf
Sample Dye Size Height Ht_Ratio Area ( Peak Area) Ar_Ratio |Marker
P34An.scf  [Blue 85.7 23346 235156
P34An.scf  [Blue 91.3 24369 230233
P34Anscf  [Blue 96.2 27105 262532
P34Anscf  [Blue 100.6 14597 0.57 142550 0.58/P034_A2
P34Anscf  [Blue 105.5 25766 1 244928 1P034_A2
P34An.scf  [Blue 115.6 12753 0.49 126862 0.52|P034_A2
P34An.scf  [Blue 127.5 8575 0.33 86218 0.35/P034_A2
P34Anscf  [Blue 137.2 11182 0.43 105903 0.43(P034_A2
P34Anscf  [Blue 144.3 8814 0.34 77917 0.32|P034_A2
P34Anscf  [Blue 153.2 9945 0.39 85543 0.35/P034_A2
P34An.scf  [Blue 160.2 4606 0.13 40633 0.17|P034_A2
P34An.scf  [Blue 168 8028 0.31 73617 0.3P034_A2

Hinh 2.1. Hinh dnh minh hoa cdch tinh toan exon lip doan twong irng

voi phdn mém GeneMarker




2.4.4. Ky thudt gidi trinh tw gen xdc dinh dot bién diém

San pham RT-nested PCR sau khi dugc khuéch dai bang nhitng cap moi

S7

dac hiéu s€ duoc lam nguyén liéu cho ky thuat giai trinh tu gen [55, 67].

Phdn 1ng PCR gidi trinh ty phat hién dot bién cua gen dystrophin:

Master mix cho phan irng PCR sequencing:

STT Thanh phan Thé tich (ul)
1 Nudc cat PCR 13
2 GA 10x buffer/EDTA 3,0
3 Big Dye V3.1 2,0
4 Mbi don (Spmol/ul) 1,0
c San pham PCR cDNA (DNA) gen 10
dystrophin da duoc tinh sach qua gel
Tong thé tich 20

+ Phan ung PCR giai trinh ty:

Chu trinh nhiét caa phan ang:

96°C : 1 phat

96°C : 10 giay

50°C : 5 giay X 25 chu ky
60°C : 4 pht

Gilt ¢ 4 - 15°C

+ Tinh sach san pham PCR giai trinh tu:

San pham PCR giai trinh tu gen dystrophin duogc tinh sach bang con

ethanol:
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e Thém vao 4ng hdn hop phan tng:
60 pl con tuyét ddi lanh (it trong ta -30°C)
5 ul EDTA 0,125M pH8

e Tron déu rdi dé o nhiét &6 phong 15 pht .

e Ly tdm 15000 vong/phat x 15 phat ¢ nhiét d6 phong.

e Hut bo dung dich giir lai tta DNA ¢ day 6ng

e Thém 200 pl Ethanol 70% lanh (-30 °C).

e Ly tdm 15000 vong/phut x 10 phat ¢ nhiét @6 phong, hat bé dung

dich, gitr lai tua & day ong.
e D¢ kho hoan toan.
e Thém 20 pl Hi-Di. Tron déu

+ Dién di san pham PCR giai trinh tu gen dystrophin bing hé théng giai
trinh tu ABI Prism 3100 (Applied Biosystems)

Sau khi thém 20 ul Hi-Di. Néu chua dién di ngay thi boc kin mau bang
gidy bac rdi bao quan & -20 dén -30°C tranh anh sang. Khi nao dién di thi thyc

hién cac budc sau:
e Tron déu r6i U & 95°C trong 2 phit (trong block nhiét)
e [am lanh tic thoi trén nudc da.
e Tron déu hon hop
e Chuyén viao may chay theo trinh ty
+ Phan tich két qua:

So sach két qua giai trinh tu cic exon cua gen dystrophin véi trinh tu

gen chuan tuong (mg ctia ngan hang gen (GeneBank). Tai Trung tdm nghién
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ctru Gen — Protein st dung phan mém CLC Main Workbench dé phan tich két

qua giai trinh ty gen.
2.5. Vén dé dao dirc trong nghién ciru

- Bénh nhan s€ dugc thong bao két qua xac dinh vi tri dot bién gen thong
qua béc si diéu tri.

- Bénh nhén c6 trach nhiém cung cap day du cac thong tin lién quan dén
tinh hinh bénh tat cia minh.

- Céc xét nghiém phén tich gen chi thyc hién khi c6 sy dong ¥ ctia bénh nhén.

- Céc thong tin vé bénh nhan, két qua chan doan duoc hoan toan giit bi
mat. Nghién ctru dugc tién hanh hoan toan vi muc dich khoa hoc, khong vi

bat ky muc dich nao khac.
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Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Két qua tach chiét DNA, RNA, tong hop cDNA
DNA cua bénh nhan duoc tach chiét theo quy trinh phenol/chloroform.
Sau khi tach chiét, cic miu DNA dugc kiém tra néng do, do tinh sach bﬁng
phuong phap do mat do quang trén may nanodrop ¢ budc song 260/280 nm. Tir
nong d6 DNA ban dau s& dugc chuan ndng do vé 20ng mau niy s& ding trong ki
thuat MLPA.

Overlaycontrol|  Clear graph each Semple Sample Type ~ DNASD ) | Closr arenh each Samole. BB =
i | Deargreph achiSaiigs:. M ple Ty | . Ovetaycontial Clesr oraph each Sample SamplsTyps | DNAS0 |
7 ‘\ 030~
7 Y Sample D 030~ SempieD
/ \ 070
/ \\ . g 080
0 '\\/ Sample# om0 = Sample# 6

10 mm Absorbance
O T P e
R EEBE=sz88BERGE

|

\ 2|20 3jom  Abs 5597 vl ~ A 20 Al Abs 0416
\ A26010mmpath 5597 Eg]g»\/\ A26010mmpath 0416
\ A28010mmpat 3025 " A2010mmpah 0202

\ %0280 185 010~ k‘_’\ 260280 206

000 - = -

260230 133 2607230 199

25, ' ' ' ' P— 10,
0 20 2 20 20 20 20 20 A o B0 3 0 20 20 240 B %0 2z 20 20 W A P M M M

Wavelengh nm ngil 2799 Wavelenghnm ngil 208
37181430 -1.42/8016 371 BI430-158/88/16

A B

Hinh 3.1. Két qud do nong dp DNA bang mdy Nanodrop ciia bénh nhin
MS33: (A) Nong dé DNA sau tach chiét. (B) Nong do DNA chudn vé 20 ng

Nhdn xét: Két qua cho thay tit ca cac miu DNA déu c6 do tinh sach
cao voi ty s6 mat do quang & budc song 260/280 nm nam trong khoang 1,8-2,0.
Mau chuan hoa vé néng do 20ng dat duogc do tinh sach t6t, dam bao cho ky thuat
MLPA thuc hién thanh cong.

Nhitng bénh nhan khong tim dugc dot bién x6a doan, lap doan gen
bang k¥ thuat MLPA duoc tach RNA, tong hop cDNA dé xac dinh dot bién
diém. Sau khi taich RNA, chat luong cta cac mdu RNA tong s6 va cDNA
dugc kiém tra bang cach do mat do quang trén may Nanodrop. Nhiing mau
cDNA duoc tong hop tir mau RNA trén ciing s& duoc kiém tra chat lugng va

ndng do bang may Nanodrop.
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Hinh 3.2. Két qua do nong dép RNA va cDNA bang mdy Nanodrop
ciia bénh nhan MS28: (A). Nong dé RNA | (B). Nong dé cDNA.

Nhdn xét: Nong do RNA tong sb tach dugc c6 gia tri tir 800 ng/pl trd 1én
va dg tinh sach dat yéu cau véi ty 1€ do duogc & bude song 260/280 nm ludn
nam trong khoang 1,8-2,0. V61 do tinh sach, va néng do nay, cac mau RNA
da dat yéu cau dé sir dung dé tong hop cDNA. Ddi véi nhitng miu cDNA trén
hinh 4nh ta thiy miu c6 do tinh sach t6t, Puong do mau c6 mot dinh duy nhét
tai budc song 260nm nhu vdy ching to chat lugng san pham cDNA tét,
khong bi dtt gdy va c6 thé sir dung dé phan tich xac dinh dot bién.

3.2. Két qua xac dinh dét bién gen dystrophin

Nghién ctru phét hién duoc 182/201 trudng hop bénh nhéan co dot bién
gen dystrophin gdy bénh DMD/BMD, chiém ty 1& 91%. SO bénh nhan chua
phat hién duoc 19/201 truong hop, chiém ty 1& 9%.
3.2.1. Két qud xdc dinh dpt bién bang kj thudt MLPA
3.2.1.1 Két quad X&c dinh dét bién xéa doan gen

Trong nghién ctru nay tat ca 201 mau DNA déu duoc xac dinh dot bién
gen bang k¥ thuat MLPA. DNA cua bénh nhan dugc phan tich toan b 79
exon tim dot bién xda doan va lap doan bﬁng 2 probemix P34 va P35. Mobi
phan tng MLPA d&u chay kém mau d6i chung 1a ngudi nam binh thuong
khéng mang gen dystrophin dot bién.
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Két qua bénh nhan bi ddt bién xé6a toan b gen dystrophin

B Chirng nam 034
DE. RWINY J ﬁ L h .m 1 l “\ MMJ\m H\J\ J\ﬂMM{lMMﬂM
nnnnnn é Xq1i2
RE Bénh nhan MS1
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Hinh 3.3. Két qua MLPA ciia bénh nhin MS1.

Nhén xét: Két qua MLPA hinh 3.3 cho thay, so véi mau d6i ching
nam, san pham PCR twong Ung véi cac dinh cta exon tir 1-79 ¢ mau bénh
nhan bi méat hoan toan, trong khi dé cac san pham PCR cua gen ndi chuan
(Xq12, Xp22, Xq28, Xq13) van xuét hién dinh cho thiy chat luong DNA dat
yéu cau. Piéu do ching t6 bénh nhan c6 dot bién x6a doan toan bd 79 exon
trén gen dystrophin
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K#ét qua bénh nhan bi dot bién x6a doan viing tin 5’ tan gen dystrophin

S

Chirng nam 034

LUl L UU{LIM Mhhm

155 =5 555

g._

Benh nhan MS4

Exon 5 g Exon

Exon 4 Exon

Exon 7
Exon 2 Exon 3 Exon 6 l Ex\([n 10

Chirng nam 035

| ,l | Uhi MMUMJMJJM sy

165 b 5 s 3 545 ) po 200

Bénh nhan MS4

Exon 12
Exon 11 Exon 13

AN

Hinh 3.4. Két qua MLPA ciia bénh nhin MS4.

Nhdn xét: Két qua MLPA hinh 3.4 cho thdy, so v6i v6i mau d6i ching
nam, san pham PCR tuong tmg véi cac dinh cta exon tir 2-13 cta bénh nhan
bi mat hoan toan chung té bénh nhan c6 dot bién x6a doan tir exon 2 dén exon
13 trén gen dystrophin.
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Két qua bénh nhan bi dot bién x6a doan ving trung tam gen dystrophin
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Hinh 3.5. Két quid MLPA ciia bénh nhin MS33.

I W

& yess £ . EEEREER ] s

3 $3itd R o A RN ’ I SERE R $
3 388333 f BRIy £3d b
3 s q
4 P ;-! X
i B —— TR Eif] 3
v k|
:

NAdn thq a MLPA hinh 3.5 hthy i voi mau dbi chung
nam, san pham PCR tuong tmg v ¢ dinh ¢ n tir 35-43 bj mat hoan
toan chu’ng td bénh nhan cé dot bién x6a doan tir exon 35 dén exon 43.
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Két qua bénh nhéan bi dot bién x6a doan dai tir vang tan 5> dén vung

trung tam gen dystrophin
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Hinh 3.6. Két qud MLPA ciia bénh nhin MS24.

Nhdn xét: Két qua MLPA hinh 3.6 cho thdy, so véi voi miu dbi ching
nam, san pham PCR tuong mg v&i cac dinh ciia exon tir 11-39 bi mat hoan

toan chung té bénh nhan c6 dot bién x6a doan tir exon 11 dén exon 39. Day
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la mot dot bién xo6a doan dai (29 exon), x6a doan nay kéo dai tr vung tan

5’ @én ving trung tdm gen dystrophin.

Két qua bénh nhén bi dot bién x6a doan don 1é 1 exon gen dystrophin

°°°°° £ T Chung nam 034

«0000 +

0 i

20000 +

3 .2
=200 zs 3

2P-mipa. AO07_1004282009

ooooo

ooooooo

Bénh nhan MS53

Exon 44

Hinh 3.7. Két qud MLPA ciia bénh nhéin MS53.

Nhdn xét: Két qua MLPA hinh 3.7 cho thdy, so voi v6i mau ddi chimg
nam, san pham PCR tuong Ung véi cac dinh ctia exon 44 bi mat hoan toan
chtng t6 bénh nhan bi dot bién x6a doan exon 44. Py 1a trudng hop mat
dinh don 1¢ nén phai két hop véi ky thuat PCR dé khang dinh.

Exon 45 Exon 44 Marker

- + P - +

100b
P P

500 bp

Hinh 3.8. Két qua dién di san phdm PCR ciia DNA bénh nhin MS53 véi
cdp moi 44,45. (-)doi chirng ém, (+)doi chirng dwong, (P) mau bénh nhén
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Nhan xét: Hinh anh dién di san pham PCR exon 44, exon 45 cho thay,

& mau d6i chimg xudt hién vach PCR & ca 2 exon 44 va 45 trong khi d6 o

bénh nhan chi xuét hién vach PCR & exon 45 ma khong xuét hién vach PCR &

exon 44, chung té b¢nh nhan c6 dot bién x6a doan exon 44.

Két qua bénh nhan bij dét bién xéa doan viing 3’ ngoai ving hotspot gen

dystrophin
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Hinh 3.9. Két qud MLPA ciia bénh nhin MS3.

Nhén xét: Két qua MLPA hinh 3.9 cho thdy, so véi véi mau ddi ching

nam, san pham PCR tuong mg vdi cac dinh ciia exon tir 61-67 bi mat hoan

toan chung té bénh nhan c6 dot bién x0a doan tir exon 61 dén exon 67. Dot

bién nay ndm ngoai viing hostpot (ving 5° tdn va ving trung tim).
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Bang 3.1. Két qua phat hién d6t bién xéa doan gen dystrophin

Exon S6 | Thé bénh | Kiéugen | Exon S6 | Thé bénh | Kiéu gen
x6a doan |lw¢ng|(phenotype)| (genotype) | x6a doan (IWONg|(phenotype)| (genotype)
Exon 1-79 1 DMD Out of frame| Exon 40-43 | 1 DMD Out of frame
Exon 1-34 1 DMD Inframe | Exon42-43| 1 DMD Out of frame
Exon 2-13 2 DMD Out of frame| Exon 43-52 | 1 DMD Out of frame

Exon 3 1 BMD Inframe Exon 44 6 DMD Out of frame

Exon 3-7 4 DMD Out of frame| Exon 45 1 DMD Out of frame
Exon 3-13 1 DMD Inframe Exon45-46 | 1 BMD Inframe
Exon 3- 17 1 DMD Out of frame| Exon 45-47 | 4 BMD Inframe
Exon 3-21 1 DMD Out of frame| Exon 45-48 | 1 BMD Inframe
Exon 3-43 1 DMD Out of frame | Exon 45-50 | 7 DMD Out of frame
Exon 3-44 1 DMD Inframe Exon45-52 | 7 DMD Out of frame
Exon 3-45 1 DMD Out of frame| Exon 45-55 | 1 BMD Inframe
Exon 3-47 1 DMD Inframe Exon46-47| 1 DMD Out of frame
Exon 5-27 1 DMD Inframe Exon46-49 | 1 DMD Out of frame
Exon 5-37 1 DMD Inframe Exon 46-50 | 6 DMD Out of frame

Exon 8 1 DMD Out of frame| Exon 46-51 | 4 DMD Out of frame

Exon 8-9 4 DMD Out of frame | Exon 46-52 | 1 DMD Out of frame
Exon 8-12 1 DMD Out of frame | Exon 46-55 | 2 DMD Out of frame
Exon 8-13 1 DMD Out of frame| Exon 47 4 BMD Inframe
Exon 8-43 1 DMD Out of frame| Exon 47-48 | 1 BMD Inframe
Exon 8-46 1 DMD Out of frame | Exon 48-50 | 11 DMD Out of frame
Exon 10-17 1 DMD Out of frame | Exon 48-52 | 2 DMD Out of frame
Exon 11-39 1 DMD Inframe Exon 49-50 | 6 DMD Out of frame
Exon 11-41 1 DMD Inframe Exon 49-52 | 8 DMD Out of frame
Exon 12-34 1 DMD Out of frame| Exon 49-54 | 1 DMD Out of frame
Exon 15-19 1 DMD Out of frame| Exon 50-52 | 3 DMD Out of frame
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Exon 16-17 1 DMD Out of frame| Exon 51 5 DMD Out of frame
Exon 16-19 1 DMD Out of frame| Exon 51-52 | 1 BMD Inframe

Exon 17 1 DMD Out of frame| Exon 51-53 | 1 DMD Out of frame
Exon 19-50 1 DMD Out of frame| Exon 51-55 | 1 DMD Out of frame
Exon 30-43 1 DMD Out of frame| Exon 52 4 DMD Out of frame
Exon 31-43 1 DMD Out of frame| Exon 56-62 | 1 DMD Out of frame

Exon 32 1 BMD Inframe Exon 61-67 | 1 DMD Inframe
Exon 38-43 1 DMD Out of frame

Out of frame: Bt bién gay léch khung dich ma; Inframe: Djt bién khong g8y léch khung dich ma

Nhdn xét: Bang k¥ thuat MLPA da phat hién dugc 137/201 bénh nhan
BMD/DMD c6 dot bién x6a doan, trong d6 c6 24/137 bénh nhan c6 dot bién

x6a don 1& mdt exon, 2/137 bénh nhan c6 dot bién nam ngoai ving hostpot.

Phat hién 1/137 bénh nhan c6 dot bién xo6a toan bd 79 exon, cO 24 dot bién

x6a doan nhung khong lam 1éch khung dich ma (inframe), 113 d6t bién gay

1&ch khung dich ma (out of frame).

3.2.1.2 Két qua xdc dinh dét bién ldp doan gen

Tat ca bénh nhan khong c6 dot bién xoa doan déu dugc phan tich dua

trén RPA dé tim dot bién 13p doan theo cong thirc cta tac gia Lai K.K va cong

su [44].
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Két qua bénh nhan bi dot bién Lip doan don 1é 1 exon trén gen
dystrophin
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Hinh 3.10. Két quda MLPA ciia bénh nhén MS10
(4) chung nam P034 (B) Bénh nhan MS10 voi probmix P034
(C) Két qud phan tich dwa trén RPA.

Nhdn xét: D6i véi bénh nhan MS10 hinh anh MLPA tai probe tuong
g v&i exon 43 thay cuong do tin hiéu cua dinh cao hon so v6i ching nam.
Sau Khi phan tich dua trén RPA c¢6 ti 1€ RPR tai exon 43 ctia bénh nhan so voi
chirng nam 16n hon 2 trong khi ti 1€ RPR cua cac exon khac giao dong xung

quanh 1. Chirng t6 bénh nhan c6 dot bién 13p doan don 1€ exon 43.
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Két qua bénh nhan bi dot bién 1ip doan nhiéu exon ciia gen dystrophin
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Hinh 3.11. Két qua MLPA ciia bénh nhin ma s6 MS120
(A) chirng nam P34 (B) Bénh nhan MS120 voi probmix P034
(C) Két qud phan tich dwa trén RPA.

Nhdn xét: Hinh anh phan tich MLPA tai probe tuong Uing vdi cac exon

3, 4,5, 6, 7 cua bénh nhan MS120 théy cuong do tin hi€u ctua dinh cao hon

nhiéu so voi chuing. Sau khi phan tich dua trén RPA ta c6 ti 1€ RPR tai céac

exon tir 3 dén 7 cta bénh nhéan so véi chimg 16n hon 1,5 trong khi cta cac

exon khac chi giao dong xung quanh 1. Nhu vay, chung té bénh nhan c6 dot

bién 1ap doan cac exon 3-7.



72

Bang 3.2. Két qua phat hién dét bién lip doan trén gen dystrophin

Exon S6 | Thé bénh | Kiéu gen Exon S6 | Thé bénh | Kiéu gen

lip doan |lwemg|(phenotype)| (genotype) | lip doan |lwONE|(phenotype)| (genotype)
Exon 2 1 DMD Out of frame | Exon 19 1 DMD Out of frame
Exon 2-4 1 DMD Out of frame |Exon 19-34| 4 DMD Out of frame
Exon 3-9 1 BMD Inframe Exon31-34| 4 DMD Inframe
Exon 3-17 1 DMD Out of frame | Exon 43 1 DMD Out of frame
Exon 3-7 1 DMD Out of frame |Exon 61-63| 4 DMD  |Out of frame
Exon 11-20,
Exon 51-60 1 DMD  |Outof frame | Exon 62 1 DMD  |Out of frame
Exon 14-17 | 1 DMD Out of frame | Exon 5-7 1 DMD  |Out of frame

Outframe: Pét bién gay léch khung dich ma; Inframe: Bét bién khong gay léch khung dich ma

Nhdn xét: Bang phan tich dua trén RPA va trén cuong do tin hiéu cua san

pham PCR tuong tng voi mdi exon so voi chimg da phat hién duoc 14 bénh

nhan c6 dot bién lap doan, trong d6 c6 5/14 dot bién lap doan exon don 18,

1/14 bénh nhan c6 lap doan 2 ving, 8/14 dot bién 13p doan nhiéu exon.
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Két qua bénh nhan c6 dot bién diém & ving probe cua exon 18

-

[T Don chu’ng nam
Exon 18
LUMMMMMMM L
Bénh nhan MS28

Exon 18 B

Trinhty Genebank GCTCAGAAGCTGTGTTGCAGAGTCCTG
[ D6t bién p. Q743X ( c. 2227 C>T) |
GCTCAGAAGCTGTGTTGTAGAGTCCTG

wonmannsas. (0NN hARO

Exon 17 2328-2329 GGAACAGATCCT-GGTAAAGCATGC 27.2 kb
Probe exon 18 Exon 18 2469-2470 AGAAGCTGTGTT-GCAGAGTCCTGA 16.3 kb
Exon 19 2562-2563 AAAAGCTGAGAA-GTTCAGAAAACT 10.4 kb

Hinh 3.12. Két qud xdc dinh dét bién gen ciia bénh nhin ma sé MS28
A) chirng nam P034, (B) Bénh nhin MS28 véi probmix P034, (C) Két qua
phdn tich dwa trén RPA, (D) Két quad gidi trinh tw so véi trinh tw Genebank
(exon 18) va probe exon 18 cho phan iing MLPA. Vach mau do dudi cdc trinh
tw nucleotid la vi tri ciia bé 3 acid amin bi dét bién.
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Nhdn xét: Trén hinh anh MLPA cua bénh nhian MS28, san phém PCR
tuong Ung vé6i dinh ciia exon 18 ¢6 xuat hién dinh nhung tin hiéu rat thap, két
qua ndy cho thy c6 thé bénh nhan c6 dot bién x6a doan exon 18. Ching tdi
kiém tra xem exon 18 c6 thuc su bi x6a doan hay khong bﬁng k¥ thuat PCR,
két qua cho thay xuat hién vach PCR twong umg véi san pham cia exon 18
chimg t6 bénh nhan khong bi x6a doan exon 18. San phém PCR dugc tién
hanh giai trinh tu gen, két qua cho thdy xuat hién dot bién diém tai vi tri
€.2227C>T, dot bién nay nam tai vi tri gin probe ciia exon 18 nén d 1am anh
huéng dén hiéu suit khuéch dai exon 18 cua phan tng MLPA, 1am cho dinh

tin hiéu thu duoc thép hon so v&i mau d6i ching.
3.2.2. Két qud xdc dinh dot bién bang ky thudt gidi trinh tw gen
Két qua bénh nhan bij dot bién thay thé 1 nucleotid tao stop codon

Nhitng bénh nhan khong phat hi¢n dot bién xba doan, lap doan dugc
tién hanh giai trinh ty & mirc d0 cDNA. Sur dung ky thuat RT-nested PCR dé
khuéch dai toan bd chiéu dai ¢cDNA ctia gen dystrophin twong tGng voi 10

doan gen khac nhau. San pham RT-nested PCR s& duoc giai trinh ty gen.
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A1 1T 1t r1r i/
c pC PCPC PCUPCPCUP

1CD 1EF 2CD 2EF 3CD 3EF 4CD 4EF 5CD SEF
|
P P

c.1702 C>T
c.1702 p.Q568X

v v

Hinh 3.13. Kéf qud phan tich cDNA ciia bénh nhin ma sé6 MS123

(A) Hinh anh dién di san pham RT-PCR ciia bénh nhdn ma s6 MS123;(B) Két
qua gidi trinh tw cDNA ctia mdu chiing;, (C) Két qua gidi trinh ty CDNA mdu

bénh nhan.

Nhdn xét: Hinh anh dién di RT-nested PCR cho thay san pham 13 nét, dic
hiéu theo nhu kich thudc da tinh todn va bang véi mau dbi chimg. San pham
RT-PCR duoc giai trinh tu, so sanh véi trinh tu GeneBank cho thdy c6 dot
bién thay thé nucleotid C thanh T tai vi tri 1702 trén cDNA, lam thay doi bo
ba mi hoa CAA thanh TAA tao nén ma két thiic sém. Két qua trén cho thay
bénh nhan c6 dot bién ¢.1702C>T ( p.Q568X) tai exon 14 ctia gen dystrophin.
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Két qua bénh nhan bi dét bién thém 4 nucleotid

€.6224InsTGTA

c.6224A p.Leu2075LeufsX10

GCTTCCTGTAGCTTCACCCTTTC GCTTCCTGTA@GCTTCACCCTTTC
A B

Hinh 3.14. Két qud phan tich cDNA ciia bénh nhdn MS128
(4) Két qud gidi trinh tw cDNA ciia mdu chimng; (B) Két qud gidi trinh tu
cDNA mdu bénh nhin MS128.

Nhdn xét: Trén két qua giai trinh tu cho thay bénh nhan MS128 c6 dot
bién thém 4 nucleotid TGTA tai vi tri ¢.6224 trén exon 43 cua gen dystrophin.
Dot bién thém 4 nucleotid nay da tao thanh vi tri két thic som tai acid amin
thir 10 bat dau tir vi tri dot bién 1am cho protein dystrophin bi cat ngan.

Két qua bénh nhén bi dot bién thém 2 nucleotid

€.6274 InsTA
c.6274 A p.Tyr2092LeufsX22

Hinh 3.15. Két qud phén tich cDNA ciia bénh nhian MS121
(4) Két qua gidi trinh cDNA ciia mau chirng; (B) Két qua gidi trinh tw cDNA
mau bénh nhan.

Nhdn xét: Két qua giai trinh tu ctia bénh nhan MS121 so véi trinh ty
mau chimg cho thay tai vi tri nucleotid 6274 c6 dot bién thém 2 nucleotid TA
trén exon 43 cta gen dystrophin. Dot bién thém 4 nucleotid nay da tao thanh
vi tri két thic sém tai acid amin thir 22 bat dau tir vi tri dot bién 1am cho

protein dystrophin bj cit ngin.
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Bang 3.3. Két qua dot bién diém trén gen dystrophin

STT | MSNC | Pt bién trén c.DNA Exon Bién ddi protein l;l;:lal
1 | MS127 |c.184insC Exon 3 p.Leu6lprofsX27 DMD
2 | MS134 | c.433C>T Exon6 | p.Argl45X DMD
3 | MS189 |c.724C>T Exon 8 p.GIn252X DMD
4 | MS138 |c.1062G>A Exon 10 | p.Trp345X DMD
5 |MS129 |c.2797C>T Exon 11 | p.GIn933X DMD
6 | MS132 |c.1201C>T Exon 11 | p.GIn401X DMD
7 | MS137 |c.1492G>T Exon 13 | p.Glu498X DMD
8 | MS123 |c.1702C>T Exon 14 | p.GIn568X DMD
9 | MS126 |c.1827A>T Exon 16 | p.Lys613X DMD
10 | MS28 c.2227C>T Exon 18 | p.GIn743X DMD
11 | MS176 |c.2365G>T Exon 19 | p.Glu789X DMD
12 | MS144 | c.2302C>T Exon19 | p.Arg768X DMD
13 | MS122 | c.2569C>T Exon 20 | p.GIn856X DMD
14 | MS196 | c.2887delT Exon 22 | p.Ser963Pfsx40 DMD
15 | MS200 |c.3151C>T Exon 23 | p.Argl051X DMD
16 | MS141 | ¢.3347-3350delAGAA | Exon 25 | p.Lys1116MetfsX15 DMD
17 | MS159 | c.3580C>T Exon 26 | p.GIn1194X DMD
18 | MS131 | ¢.3715InsTAAATAG | Exon 27 | p.Glul438X DMD
19 | MS139 |c.3767InsT Exon 27 | p.Gly1256ValfsX15 DMD
20 | MS162 | c.3766,3767InT Exon 27 | p.Glyl256Valfs15X15| DMD
21 | MS184 | c.3940C>T Exon 29 | p.Argl314X DMD
22 | MS130 | c.4212,4213del TC Exon 30 | p.GIn1405fsX11 DMD
23 | MS146 | c.4186InA Exon 30 | p.Tyrl396Xfs DMD
24 | MS180 | c.4729C>T Exon 34 | p.Argl577X DMD
25 | MS171 | c.5530C>T Exon 39 | p.Argl844X DMD
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26 | MS187 | c.5899C>T Exon 41 | p.Argl967X DMD
27 | MS121 | c.6274 Ins TA Exon 43 | p.Tyr2092LeufsX22 DMD
28 | MS124 | ¢.6237,6238 del CC Exon 43 | p.Ser2079Serfs2X DMD
29 | MS128 | c.6224InsTGTA Exon 43 | p.Leu2075LeufsX10 DMD
30 | MS125 |c.7522G>T Exon51 | p.Glu2508X DMD
31 | MS207 |9361+1 G>A intron 64 BMD

3.3 Ban d6 dot bién gen dystrophin trén bénh nhan DMD/BMD Viét Nam

3.3.1. Phdn bé cdc dang djt bién gen dystrophin

St dung k¥ thuat MLPA, RT-nested PCR va giai trinh ty gen dé xac

dinh dot bién xo04 doan, dot bién l1ap doan va dot bién diém trén toan bod 79

exon ciia gen dystrophin. Ti 1& phan bd cic dang dot bién gen dystrophin

duoc chi ¢ bang 3.4.

Bang 3.4. Ti 1¢ phin b cac dang ddt bién gen dystrophin

Loai dot bién S6 lwong Ti 18 (%)
Xoba doan 137 75,3
Lap doan 14 1.7
Dot bién diém 31 17,0
Tong sb 182 100

Nhén xét: 182/201 bénh nhan DMD/BMD c6 dot bién gen dystrophin,
trong d6 dot bién xo6a doan 137/182 chiém 75,3%, dot bién lap doan 14/182
(7,7%), dot bién diém 31/182 (17%).
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Bang 3.5. Ti 1¢ phin bd cac dang ddt bién gen trén bénh nhin

DMD va BMD
Thé bénh
Loai dot bién DMD BMD
n % n %
Xba doan 122 74 15 88
Lap doan 13 8 1 6
Dot bién diém 30 18 1 6
Tong sb 165 100 17 100
® Xo0a doan
m Lap doan

W Dot bién diem

Biéu d6 3.1. Cac dang dot bién gen dystrophin trén bénh nhin DMD

Nhén xét: S6 luong bénh nhan DMD dugc phat hién dot bién 1a 165
trudng hop chiém ti 16 91%. Trong d6 122/165 truong hop x6a doan chiém
74%. Dot bién 1ap doan 13/165 trudng hop chiém 8% va dot bién diém
30/165 trudong hop chiém 18%.
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B Xoa doan
B Lip doan

Dot bien diem

6%

Biéu dd 3.2. Cac dang dét bién gen dystrophin trén bénh nhan BMD

Nhan xét: S6 luong bénh nhan BMD dugc phat hién dot bién 1a 17
truong hop. Trong d6 dot bién xoéa doan chiém da sb v6i 15/17 trudng hop
chiém 88%, con lai dot bién lap doan 1/17 truong hop chiém 6%, dot bién
diém 1/17 (6%).
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3.3.2. Phdn bo cdc dang dpt bién xod doan gen dystrophin

Bang 3.6. Til¢ cac dang d¢t x6a doan

Loai dot bién S6 lwong (N=137) | Til¢ (%)
Xo0a don 1é 1 exon 24 17.5
X6a nhiéu exon 111 81.0
Xdba exon ngoai vung hotspot 2 1.5

B Xoadonle 1 exon

1%

B Xo0a nhiéu exon

m Xoa exon ngoai vung hostpot

Biéu d6 3.3. Ti I¢ cac dang dot bién x6a doan

Nhdn xét: Véi 137 truong hop dot bién xo6a doan: c6 24/137 xba don 1é
mot exon, 2/137 x6a doan ngoai vung hostpot, 111/137 truong hop xo6a doan

nhiéu exon.
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Bang 3.7. Ti 1¢ phan b6 viing ddt bién xo4 doan

Ving dot bién xéa doan S6 lwong (N=137) | Tilé (%)
Xoa doan vung 5’ tan (Exon 1-20) 25 18.2
Xoa doan vung trung tam (Exon 40-53) 97 70.8
Xoba doan dai 5’ tan — Vung trung tam 12 8.8
Xoa vi tri khac 3 2.2

Nhdn xét: Trong s6 137 truong hop dot bién xoa doan phat hién duoc:

X6a doan ving trung tim chiém phan 16n 97/137 chiém ti 1& 70.8%, tiép theo

1a ving 5° 12/137 chiém ti 1& 18%, x6a doan dai tir ving 5° t6i ving trung tam

12/137 chiém ti 18 12%, con lai 1a cac ddt bién xo04 doan & vung khac.

3.3.3.Phdn bé cdc dang dot bién lap doan gen dystrophin

Bang 3.8. Ti 1é cac dang dot bién 1ip doan

Loai dot bién Lip doan S6 lwong (n=14) | Tilé (%)
Lap doan don Ié 1 exon 4 29
Lip doan nhiéu exon 9 64
Lap doan 2 vung trén gen dystrophin 1 7
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® Lap doandon le 1 exon
® Lap doan nhiéu exon

Lap doan 2 vung trén gen dystrophin

Biéu d6 3.4. Ti 1¢ cac dang ddt bién lip doan

Nhdn xet: Vi 14 truong hop dot bién lip doan: c6 4/14 13p doan don 1&

mot exon, 1/14 13p doan hai vung , 9/14 truong hop lap doan nhiéu exon.

Bang 3.9. Ti 1¢ phian b6 viung ddt bién Lip doan

Vung dot bién Lip doan S6 lwong (n=14) | Tilé (%)
Lap doan vung 5’ tan (Exon 1-20) 8 57
Lap doan vung trung tam (Exon 40-53) 1 7
Lap doan dai 5° tan — vung trung tam 1 7
Lap doan vi tri khac 4 29

Nhdn xét: Trong sb6 14 truong hop dot bién 1ap doan phat hién dugc:
Lip doan vung 5° tan chiém phan 16n 8/14 chiém ti 1& 57%, tiép theo 1a lap
doan & ngoai ving 5’tan va ving trung tam 4/14 chiém ti 18 29%, 1/14 (7%)
truong hop c6 dot bién lap doan & ving trung tdm va 1/14 (7%) truong hop co

dot bién 13p doan dai tir vung 5’ t&i vung trung tam.
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3.3.4.Phdn bé cdc dang dét bién diém gen dystrophin

Bang 3.10. Ti 1¢ phéan bd cic dang dt bién diém

Loai dt bién S6 lwong (n=31) Ti 1& (%)
Tao stop codon 20 65
X0a, thém nucleotid 10 32

Dot bién tai vi tri
splicing

® Tao stopcodon
B X6a, théem doan nho

= Dot bién vi tri splicing

Biéu d6 3.5. Cac dang dot bién diém trén gen dystrophin
Nhén xét: Véi ki thuat giai trinh ty tryc tiép ching t6i da phat hién
duoc 31 trudong hop dot bién diém trong d6 dot bién tao stop codon chiém wu
thé v6i 20 trudng hop. Dot bién thém va x6a nucleotid 14 10 trudng hop. 1

truong hop c6 dot bién tai vi tri splicing.
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Ex 51 -52 1
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Hinh 3.16. Bin dé djt bién xéa doan gen dystrophin trén bé¢nh nhin DMD/BMD Viét Nam

Ghi chii: Puong ké ngang thé hién viing exon bi dot bién - s6 bén phdi thé hién sé lwong bénh nhdn
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Chwong 4
BAN LUAN

Loan dudng co Duchenne va Becker 1a mot bénh 1y di truyén lan lién
két voi nhiém sac thé gidi tinh X véi tin suat mac bénh kha cao (1/3500 tré
trai), biéu hién bénh nang, tré thuong chét sém dé lai hau qua nang né cho gia
dinh va xa hgi. Tu nhitng ndm 1993 nghién ctiru cia Roland G. Roberts,
Andrew.H di cho thiy nhiig hiéu biét ¢y du vé cau triic gen dystrophin,
protein dystrophin va vai trd quan trong ctiia n6é trong qué trinh van hanh co
[68, 69]. Cac nghién ctru vé cac dang dot bién gen dystrophin cua cac qubc
gia khac nhau trén thé gi6i cling da va dang duogc trién khai rong rai. Xac dinh
vi tri cac dot bién gen dystrophin ¢ bénh nhan DMD/BMD cung cap nhiéu loi
ich cho khoa hoc co ban va tmg dung 1am sang. Dbi v6i nhitng bénh nhan bi
bénh DMD/BMD, xéac dinh duoc vi tri dot bién 1a mot tiéu chuan vang dé
khéng dinh chinh xac chan doan bénh, ngoai ra nd ciing hd tro trong viée tién
lugng muc do nghiém trong ciia bénh va dién bién 1am sang dé tir do co
phuong phap diéu trj thich hop. Hon nita, xac dinh duogc vi tri dot bién cua
bénh nhan s& giup cho chan doan trudc sinh nhitng phu nit mang gen bénh.
Thiét 1ap ban dd dot bién gen dystrophin con 1a tién dé hét stc quan trong cho
viéc ap dung liéu phap diéu tri gen trong twong lai. Vi tinh chét ning né va
pho bién nén bénh Duchenne di dugc quan tim nghién ciru ¢ nudc ta tir nhiéu
nam nay. D6 1a nghién ctru vé tin suat mac bénh, mdi lién quan gitta chan
doan 1am sang va xét nghiém CK, ung dung cua xét nghiém CK trong chan
doan nguoi mang gen bénh. Pic biét trong vai nam trd lai day da c6 mot sd
nghién ctru st dung cac k¥ thuat sinh hoc phéan tir @& chan doan bénh, chan

doan ngudi mang gen va chan doan trudce sinh. Nghién ctru nay da ap dung ky
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thuat MLPA, k¥ thuat RT-nested PCR va giai trinh tu gen dé phat hién toan
bd dot bién trén 79 exon cua gen dystrophin. Day 13 mot nghién ctiru kha toan
dién dé xady dung ban dd dot bién gen cho bénh nhan DMD/BMD Viét Nam
va hudng t6i liéu phap diéu tri gen cho bénh nhan loan dudng co Duchenne

Viét Nam.
4.1. Quy trinh tach chiét DNA, RNA va tong hop cDNA

Viéc phat hién cau trac chudi xoin kép cia DNA boi hai nha bac hoc
Watson va Crick vao nam 1953 chinh thirc danh du su ra doi cta Sinh hoc
phan tir. Ké tir 46 dén nay, sinh hoc phan tir phat trién khong ngimg vé ca ly
thuyét va thuc tién. Trong linh vuc y hoc, cic k¥ thuét sinh hoc phan tir ngay
cang hoan thién gitip chan doan nhiéu bénh 1y trong d6 co bénh di truyeén.
Mudn ap dung dugc cac k¥ thuat sinh hoc phan tir dé phat hién dot bién gen,
budc dau tién 1a tach chiét RNA, DNA. Qua trinh tach chiét RNA, DNA 1a
mot trong nhitng khau quan trong nhat quyét dinh sy thanh coéng cua cac k¥
thuat sinh hoc phan tir tiép theo, dac biét 1a voi nhitng k¥ thuat cao nhu
MLPA can phai dinh luong dé xac dinh d6t bién lap doan, hay k¥ thuat RT-
nested PCR va giai trinh ty gen. Néu céc phan tir acid nucleic dugc tach tdt,
khong bi dit gy, khong bi tap nhiém thi cac phan tng tiép theo médi c6 do
chinh x4c cao. Trong nghién ctru nay di st dung phuong phap tach chiét
DNA theo quy trinh phenol/chloroform. Quy trinh gdm nhiéu budc va duoc
lap lai nhiéu lan dé loai bo nhimng chat khong can thiét giup DNA c6 d6 tinh
sach cao. Theo Adeli (1990), quy trinh phenol/chloroform mat nhiéu thoi gian
va cong suc, tuy nhién cac phan tt DNA thu dugc c6 dg tinh sach rit cao

[70]. Piéu nay dugc khang dinh khi ching tdi tién hanh do d6 tinh sach cua


http://hinari-gw.who.int/whalecomwww.ncbi.nlm.nih.gov/whalecom0/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Adeli%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

89

cac phan tor DNA, ty 1&é mat do quang cia cac mau DNA & budc song

260/280nm ludn nam trong khoang 1,8-2,0.

So v6i qué trinh tach chiét DNA, quy trinh tach chiét RNA kho va phirc
tap hon boi vi cac phan tir RNA dé dut gdy va dé phan huy. Sau khi 1dy mau,
can tién hanh tach chiét RNA tong sb cang som cang tot, thong thudng 1 phai
tach RNA trong vong 24 gio sau khi 1dy mau. Cac phan tor RNA khong bén,
dé bi phan huy béi cic enzym ribonuclease (RNase). Cac enzym RNase ton
tai & khap noi, c6 hoat tinh rat cao va bén viing véi cac tac nhan thuong dung
dé loai bé enzym (viéc xu 1y nhiét & 90°C trong 1 gid khong lam mat hoat
tinh RNase). Vi cac 1y do do, viéc tach chiét RNA doi hoi than trong dé tranh
moi tap nhidm bdi cac RNase tir moi trudong: thao tic trong diéu kién vo
tring; tat ca dung cu, hoa chat déu duoc khir tring bang nhiét hay hoa chat;

tranh moi tiép xuc voi dung cu bang tay tran khong mang ging. ..

Nghién ctru nay da thir nghiém tach chiét RNA tong s theo nhiéu quy
trinh va da chon lya dugc phuong phap st dung isogen vi quy trinh nay
thuong cho RNA c6 néng do va do tinh sach cao. Nam 2006, Tay et al tién
hanh xac dinh dot bién gen dystrophin & cac bénh nhan DMD thudc ving
Pong Nam A. Tac gia da tach chiét phan tt RNA cia bénh nhan theo quy
trinh ctia nghién ctru nay va da thu duoc RNA c6 chat lugng t6t [71]. Sau khi
tach duogc RNA téng sb, do tinh sach cua phan tdr RNA da dugc xac dinh
bé“mg cac chi sd hép thu quang phé, dua vao ti 1€ Asgo/Asg. Gia tri mat do
quang & budc séng 260nm (Azg) cua cac mau RNA cho phép xac dinh ndng
do RNA trong dung dich. Protein c6 do hép thu cao nhét & budc song 280 nm

(Agso) va do hap thy thap & budce song 260 nm. Do vay, ti 16 Aeo/Asgo bicu thi
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muc dd protein con sot lai trong dich chiét. RNA duoc coi 13 tinh sach khi gia
tri Asgol/Azgo = 1,8-2,0. RNA tach chiét thu duoc trong nghién ctru déu co néng
do va do tinh sach tot. Nhu vay, cO thé khflng dinh réng quy trinh tdich RNA
téng sb cta trong nghién ctru nay dat yéu cau va cé thé tiép tuc tong hop

cDNA dé xac dinh dot bién.

Qua trinh téng hop ¢cDNA tir RNA duoc thuc hién boi enzym sao ma
nguoc. Qua nhiéu 1an thi nghiém, ching t6i di dwa ra quy trinh phu hop dé
tong hop cDNA ctia bénh nhan DMD trong diéu kién nghién ctru tai phong thi
nghiém cda Trung tdm Nghién ctru Gen-Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi.
Sau mdi 1an tong hop cDNA, chéat lugng cDNA duoc kiém tra bang do ndng
d6 va do tinh sach trén may Nanodrop. Két qua trén hinh anh cho thay san
phém cDNA thu duoc co néng do va do tinh sach cao, san phém cDNA
khong bj dut gdy. Nhu vay, co thé chimg minh quy trinh tong hop cDNA 1a
phu hop va tdi wu, san pham cDNA dat chat luong dé tién hanh giai trinh tu
tim dot bién diém & mirc 46 RNA.

4.2. Xac dinh dot bién gen dystrophin

4.2.1. Xdc dinh dét bién bang ky thuit MLPA

Hién nay c6 nhiéu k¥ thuat sinh hoc phan tir gitip xac dinh dot bién gen
dystrophin nhu k¥ thuét single PCR, multiplex PCR, Reverse transcriptase-
PCR (RT-PCR), Fluorescence in situ Hybridization (FISH), Southern blot, Ky
thuat khuéch dai da doan do (MLPA). Mdi k¥ thuat déu c6 cac wu nhuoc
diém riéng. Trudc day khi k¥ thuat MLPA chua ra doi thi k§ thuat Multiplex
PCR dugc str dung dé xac dinh dot bién xoa doan & 2 vung dot bién trong

diém 1a ving 5’ tan va ving trung tdm cua gen dystrophin. Ky thuat Southern
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blot ¢6 thé xac dinh dugc ca dot bién xda doan va dot bién lap doan nhung
mat nhiéu thoi gian va can phai sir dung phong xa nén it duoc sir dung rong
rai. K¥ thuat RT-PCR c6 thé phat hién dugc toan bo dot bién x6a doan trén 79
exon cua gen nhung k¥ thuat nday kho va ciling can it nhat 2 tuan dé phat hién
duoc dot bién x6a doan gen. Trong nhitng nim gan day, k§ thuat MLPA dugc
ap dung kha rong rai trong xac dinh dot bién gen dystrophin vi c6 thé phat
hién duoc ca dot bién xoéa doan va lap doan gen trong thoi gian 2-3 ngdy véi

do chinh xac cao.

Ky thuat MLPA 1a k¥ thuat co thé khuéch dai vé su da dang trong so
lugng cac ban sao & mdt vai gen khac nhau. Dya vao uwu diém nay, MLPA
thuong duge str dung trong chan doan ¢ cap do phan tir mot vai bénh 1y di
truyén ma nguyén nhan gay bénh 1a do hién tuong bi x6a boé hay bi nhan déi

cua cac gen dac hiéu.

Mic du phan 16n cac bénh di truyén déu lién quan dén nhiing bt
thuong trong trinh ty DNA cua cac gen dac hiéu, tuy nhién sy x6a bo hay
nhan 18n cta gen chiém mot ty 18 twong ddi trong sb tat ca nhimg dot bién co
thé gdy bénh, va trong mot sb trudng hop 1a nguyén nhan thuong gip nhét cua
mot bénh di truyén nao d6, chang han nhu bénh Loan dudng co Duchenne
(DMD) hay thoai hoa co tity (SMA) [72, 73]. Pic tinh vé x6a bo hay nhan 1én
ctia cac gen 1a diém cdt yéu dé nhan biét sy twong quan vé mit kiéu hinh va
kiéu gen. Trong thuc té, sy nhan 1én hay x6a bé mot phan hay toan bo gen co
thé tao ra nhirng kiéu hinh hoan toan rat khac biét. Sy nhan 1én hoan toan
hodc sy nhin 1én mot phan nao d6 cua gen co thé din dén viéc mat di chuc

nang cua ban gen duoc nhan lén, & bénh DMD trong d6 su nhan 1én anh
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huong dén mot sb cac exon trén gen, nhung khong phai toan bd gen. Hon thé,
viéc mat di hian mot protein hay su xut hién cia mét protein khong hoan
thién, trudng hop dau din dén bénh DMD, va truong hop thir 2 din dén bénh
BMD. Su phén tich di truyén té bao thong thudng hay giai trinh ty DNA déu
khong thé xac dinh duoc sy nhan 1én hay bi x6a bo ctia mot exon. biéu nay
dan dén viéc, cac dot bién nay phai duoc nghién ctru bang cach sir dung céc
ky thuat riéng. Ban dau, viéc xac dinh sy nhan 1én hay x6a bo gen chu yéu
dua trén k¥ thuat Southern Blot, FISH hodac multiplex PCR ban dinh lugng.
Tuy nhién, cac k¥ thuat ndy déu rat ton thoi gian, hiéu qua va d6 nhay khong
cao, va thuong khong xac dinh duoc nhimng tai sip xép nho dién ra trong cling

mot gen.

Trong s6 cac k¥ thuat khac nhau dugc st dung trong nhiing nim gan
day dé xac dinh sy nhan 1én hay x6a bo gen, do c6 nhimg vu diém ndi tréi ma
ky thuat MLPA duogc wu tién ap dung. K¥ thudt ndy c6 thé phén tich trong
mot phan ung PCR hon 50 ving DNA va xac dinh duoc sé luong ban sao
khac nhau cua cac gen dic hiéu, bao gém ca nhirng sy tai sép Xép nho trong
ndi bd cua 1 gen. Hon nita, hién nay c6 trén 300 mau do mang tinh thuong
mai c6 thé dugc cung cép bd1 MRC Holland, dac hi¢u cho lugng 16n cac bénh
di truyén pho bién va hiém gap. Phuong phap MLPA trong vai nim gan day 1a
mdt k¥ thuat duoc sir dung rong rii trong cic phong thi nghiém nghién ctru vé

di truyén dé chan doan ¢ muc do phan tir mot s6 bénh [74].
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Bang 4.1. Uu va nhwoc diém ciia ki thuat MLPA so v6i mot so ky thuat

sinh hoc phan tir thong dung khac

Phuong phap Uu diém Nhugc diém
MLPA Xéc dinh dugc nhitng sy tai sép Khong xac dinh dugc viée mat
xép nho. cac ban sao trung tinh ¢ trang

Trén 40 dich cho m{t phan mg.  thai di hop.

Gié thanh thap. Gap nhiéu van dé véi cac thé
kham, trang thai di hop cta céac
khdi u hay su nhiém véi cac té
bao binh thuong.

FISH Xac dinh dugc nhitng su tai se‘ip Khong xac dinh duoc viée mat
xép da duoc can bang. cac ban sao trung tinh & trang

Xéc dinh duoc thé kham. thai di hop.

Xéc dinh duoc di hop khéi u Khéng thé xac dinh su tai sip

C6 thé dinh lwong nhiéu ban xép nho (vd, xoa trinh tir < 100

sao. kb hay nhan 1én > 500 kb).

S6 luong giGi han cac dich va
dit liéu du vao.
Dinh lugng Xac dinh duoc nhimg tai sap To6i wu hoa va hiéu qua 1a mot
/Sq PCR xép nho, tham chi 13 cac dot van dé dang quan tim

bién diém.

C6 thé dinh luong nhiéu ban
Sao.

Gia thanh thép.

S6 luong gidi han cac dich

Gap nhiéu van dé véi cac thé
kham, trang thai di hgp cua cac
khéi u hay sy nhiém véi cac té
bao binh thuong.

Southern blot

Xac dinh dwoc nhimg tai sap
xép nho.
Xac dinh dugc thé kham.

Khong xac dinh dugc viée mat
cac ban sao trung tinh ¢ trang
thai di hop.

Khong dinh lugng dugc

Tén thoi gian va cong stc

Sd luong cac dich va dir liéu
dau vao bi gidi han.

CGH array

C6 thé xac dinh dugc nhing tai
sap xép nho.

C6 thé do dugc toan b hé gen.
Gi4 thanh cho mdi diém dir liéu
khéng cao.

Khoéng xac dinh dugc viéc mat
cac ban sao trung tinh ¢ trang
thai di hop.

Hoéa chat va may moc dat.

Dit liéu vao thap.
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Trong nghién cau nay, ky thuat MLPA da st dung véi b kit da duoc
thuong mai hoa la SALSA MLPA KIT P034-A2/P035-A2 cua cong ty MRC
Ha Lan. Probemix P034/P035 DMD nay chua cac probe cho mdi exon cua
gen DMD trén vi tri Xp21.2 cta nhiém sic thé. Ngoai ra, c6 mot probe cho
exon DP427c. Bo Kit gom 80 probe dugc chia thanh 2 probemix: P034 va
P035. Nhu vay, v&i viéc thuc hién hai phan tng MLPA, du dé
khao sat s6 lwong ban sao cua tat ca 79 exon trén gen dystrophin.

Probemix P034-A2 chia 40 probe khac nhau véi cac san pham khuéch
dai tir 129-490 bp dé khuéch dai 40 exon khac nhau trén gen dystrophin. Kém
trong probemix nay 13 10 probe tuong tmg duoc thiét ké kém theo dé khuéch
dai 10 san pham PCR c6 kich thuéc nho hon 120bp, bao gom 7 san pham
PCR c6 kich thudc nhé hon 100 bp, 2 san pham PCR dic hiéu cho NST Y va
mot san pham PCR dac hiéu cho NST X; cac san pham PCR kém theo nay
dung dé kiém tra chat luong DNA c6 trong phan aung MLPA.

Céc probemix P035-A2 DMD chua 39 probe khac nhau vai cac san
pham khuéch dai tir 129-490bp dé khuéch dai 39 exon khac nhau trén gen
dystrophin. Tuong ty, kém theo trong probemix nay 1a 9 probe twong tmg dé
khuéch dai 9 san pham PCR c6 kich thuéc nho hon 120bp, bao gom 7 san
phiam PCR c6 kich thudc nho hon 100 bp, mét san pham PCR dic hiéu cho
NST Y va mot san pham PCR dic hiéu cho NST X; cac san pham PCR kém
theo nay ciing dung dé kiém tra chat lugng DNA c6 trong phan ttng MLPA.

Trong mdi probemix, ngoai 40 probe dic hiéu cho 40 exon cua gen
dystrophin con c6 5 probe tham chiéu dong vai trd nhu chiing noi dam bao

kiém soét chat luong cho mdi phan ttng MLPA. Probemix P034-A2/P035-A2
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c6 5 probe tham chiéu 1a: Xq12, Xp22,Xq28_1,Xq13 va Xq28_2. MLPA la
mot ki thuat mai tai Viét Nam véi nhidu wu diém vuot troi, chi can 2 phan
ing PCR véi thoi gian 13 2 ngay ki thuat MLPA c6 thé kiém tra dugc toan bo
79 exon trén gen dystrophin dé phat hién dot bién x6a doan va lip doan gen la
chiém 65-75%. Trong nghién cau nady, toan b 201 bénh nhan dugc ap dung
ky thuat MLPA dé xéac dinh dot bién gen. Két qua thu duoc sau khi chay
bang may dién di mao quan s& dugc phan tich bang pham mém chuyén dung
dé xac dinh bénh nhan c6 dot bién x0a doan hay lap doan gen.

Bang ky thuat MLPA, da phat hién 152 truong hop c6 dot bién xoa
doan va lip doan chiém ti 1& 75%. Trong d6 x6a doan 1a 137/201 trudng hop
chiém ti & 68%, lip doan 14 truong hop chiém ti 1é 7%. Ky thuat MLPA c6
wu diém 1 phét hién duoc toan bo dot bién xoa doan trén 79 exon cua gen
dystrophin ma céc k¥ thuat nhu multiplex PCR c¢6 dién khong phat hién duoc.
Véi ki thuat multiplex PCR, hai tac gia 1a chamberlain va Begg da thiét ké tir
nam 1988 va 1990 dung dé phat hién cac dot bién pho bién ¢ 2 ving dot bién
trong diém 1a 1a ving 5’ tan (exon 1-20) va vlng trung tdm (exon 40-53), va
nhu vay chi phat hién dugc 19 exon ma khong phat hién dugc cac dot bién &
ngoai ving nay. Trong nghién cau ndy, ngoai nhimg dot bién x6a doan hay
gdp duoc phat hién nghién ciu con phat hién duoc 14 bénh nhan c6 dot bién
lip doan va 2 bénh nhan c6 dot bién xd6a doan nam ngoai ving hotspot. V4i
vu diém nhu vay MLPA duoc xem nhu 1a mot ki thuat hitu dung nhat trong
viéc xac dinh dot bién xoa doan va lap doan gen dystrophin. Theo nghién ctu
cua Tanja Latic va cong sy nam 2005, ap dung k¥ thuat MLPA trén 133

truong hop tac gia phat hién dugc 88 truong hop dot bién chiém ti 16 66%
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[75]. Theo mét nghién ciru khac cua tac gia Sakthivel Murugan va cong su,
khi ap dung k¥ thuat multiplex PCR trén 150 bénh nhan BMD/DMD chi phét
hién dugc 103 truong hop co dot bién xo6a doan, 47 trudng hop con lai khi ap
dung ky thuat MLPA phét hién thém 9 truong hop co dot bién nita, trong d6
c6 8 truong hop lap doan va mot treong hop x6a doan ¢ ngoai 2 viung dot
bién trong diém [52]. Su twong dong vé két qua gitta nghién ctu nay vai tac
gia Sakthivel (2010) di khang dinh tinh wu viét, hop ly cua ki thuat MLPA da
ap dung trong nghién ciru nay.

Trong sé cac bénh nhan c6 dot bién xo4 doan, két qua thu dugc & bénh
nhan MS1 cho thay c6 su vang mit tat ca cac san pham khuéch dai cua céc
probe twong ang véi 79 exon cua gen dystrophin. Trong khi dé, cac san pham
khuéch dai twong tng voi cac probe tham chiéu va noi chuan van cé mit.
Piéu nay chung té chat lugng DNA tach chiét tir mau ngoai vi ctiia bénh nhan
dam bao yéu cau va quy trinh ki thuat MLPA 1 dién ra binh thudng. Diéu
nay ching to rang bénh nhan MS1 co6 dot bién x6a doan toan bd 79 exon cua
gen dystrophin. Pay 1a dot bién gay bénh canh 1am sang niang vi protein
dystrophin hoan toan khong dugc tong hop. Két qua phén tich gen ciing hoan
toan twong dong véi dic diém 1am sang caa bénh nhan: Bénh nhan xuat hién
yéu co ngay tir khi con nho Ic 3 tudi, dau hiéu gia phi dai co cang chan r6,
kho khin khi leo cau thang, ndng d6 CK trong mau ting rat cao (15.000 UI/I)
va bénh nhan da hoan toan mat kha nang di lai tir nam 9 tudi, sém hon so véi
cac bénh nhan DMD khéc la thuong mat kha nang di lai lGc 12 hoic 13 tudi.

So sanh vé chiéu dai doan gen bi mat trén gen dystrophin cho thay, ¢

bénh nhan c6 ma sé nghién ciu MS53 khi phan tich bang két qua qua MLPA
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va PCR cho thay bénh nhan c6 dot bién xda doan exon 44, dot bién nay da
gay léch khung dich ma (out of frame ) va gay nén thé bénh ning DMD.
Trong khi d6 & bénh nhan ma sé MS 39 két qua MLPA cho thay bénh nhan bj
x6a doan tir exon 45-47, dot bién nay khéng gay léch khung dich mi
(inframe) gay nén thé bénh nhe; Bénh nhan nay hién nay ngoai 30 tudi, van
con kha nang di lai, da tét nghiép dai hoc va lay vo sinh con. Diéu nay da
chtirng minh duoc “Gia thuyét vé khung dich ma trong bénh loan dudng co
Becker va Duchenne” cua Monaco va céng su nam 1998. Chiéu dai cua dot
bién nhiéu khi khong tuong xting véi kiéu hinh cua bénh. Néu dot bién xoa
doan nho nhung da tao ra ma két thiic sém (stop codon) hoic gay léch khung
dich mé& (out of frame) thi s€ tao ra protein dystrophin khong c6 chuc nang
va gay nén bénh canh ning caa bénh DMD; néu dot bién xéa doan dai hon
nhung van duy tri duoc bd ba ma hoa va khong gay léch khung dich mé (in
frame) thi protein dystrophin s& van duoc tong hop & dang béan chic nang va
gay ra bénh canh 1am sang nhe hon 1a thé bénh BMD.

O bénh nhan ma sé nghién ciru MS3, két qua phan tich MLPA cho thay
bénh nhan c6 dot bién xo4 doan tir exon 61-67. Tuong tu nhu bénh nhan c6
ma s6 nghién ctu MS24, dot bién nay ciing khong gay léch khung dich mé,
va theo nhu 1y thuyét s& gay nén thé bénh nhe BMD, tuy nhién trén 1am sang
bénh nhan c6 biéu hién ¢ thé bénh ning DMD. Diéu nay cé thé giai thich 1a
do bénh nhan bj dot bién o ving C tan, day 1a ving c6 chirc ning rat quan
trong d6i vai protein dystrophin, viing lién két mang té bao, vi vay dot bién &

viing nay sé& lam mat kha nang lién két gay nén thé bénh ning.
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Nhu d3 ban luan & trén, dua trén “Gia thuyét vé khung dich mé trong
bénh loan dudng co Becker va Duchenne” cua Monaco va cong su nam 1998
c6 thé giai thich hau hét dugc su twong quan kiéu gen va kiéu hinh trong
nghién ctru nay [39]. Tuy nhién, c6 mot sb truong hop khong co sy tuong
quan gitta kiéu gen va kiéu hinh nhu theo thuyét chuyén ma. D6 1a cac bénh
nhan c6 dot bién x6a doan dai nhu xda doan tir exon 1-34, exon 3-44 hoic
exon 3-47.... Nhitng bénh nhan ndy c6 dot bién x6a doan trén kiéu gen la
inframe ttrc 1a khong lam 1éch khung dich m3, theo nhu 1y thuyét thi dot bién
kiéu nay s& gay nén thé bénh nhe BMD, tuy nhién trén bénh canh 1am sang
ctia cac bénh nhan nay 1a bénh thé ning. Giai thich diéu nay c6 thé 1a do sd
lugng exon bi xo4 doan qua 16n 1am mat ving c6 chirc niang quan trong, nén
protein dystrophin tuy duoc tong hop nhung chirc nang khong con va giy nén

bénh canh nang trén 1am sang [76].

Déi véi cac truong hop dot bién xoa doan exon don 1&, do mét trong
nhitng han ché caa k¥ thuat MLPA 1a céc probe khong bat cap hoic bat cap
kém voi exon twong (ng Khi tai vi tri bat cip co dot bién diém. Vi vay, trén
hinh anh MLPA thu duoc s& mat hoic giam d6 cao caa dinh twong tng, giong
véi hinh anh x6a doan mot exon. Cho nén, dbi voi nhimg dot bién xoéa doan
don 1¢ mot exon thu duoc bang ki thuat MLPA, phai kiém tra lai bang PCR

co dién véi cap mdi twong tmg dé tranh truong hop dot bién xoa doan gia.

Trong nghién cau nay, bang ky thuat MLPA va ki thuat PCR c6 dién,
d4 phat hién dugc 24 bénh nhan c6 d6t bién x6a doan exon don 1¢, chiém ti 1&
17.5 % trong tong sé bénh nhan c6 dot bién xoa doan. Trong d6 x6a doan

exon don 1& tap trung vao 4 exon 44, 47, 51, 52 véi 19 truong hop trén tong
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s6 24 bénh nhan c6 xo4 doan exon don 1é. Nghién cau cua Sakthivel trén
bénh nhan DMD/BMD An D6 cho thay, 21 truong hop c6 x6a doan exon don
&, trong d6 pho bién nhat 1a exon 44 véi 7 trudng hop, tiép theo d6 14 exon 45
véi 6 trudng hop, exon 52 ¢ 4 trudng hop va exon 51 ¢ 2 truong hop, chiém
19/21 tong s6 bénh nhan x6a doan don 1é. Trong nghién ctu khac cua
Antonella (2010) x6a doan don 1é mot exon tap trung vao 4 exon 44, 45, 48,
51 vai tong s6 14/19 truong hop. Cac dot bién nay déu nam ving trung tam

gen dystrophin.

Trong sd 24 trudng hop phat hién bang k¥ thuat MLPA, mot truong
hop x06a doan don 1¢ exon 18. Két qua nay khong phu hop véi két qua kiém
tra lai béng ky thuat PCR khi khuéch dai exon 18. Tién hanh gidi trinh tu
exon 18 di phat hién ra bénh nhan c6 dot bién diém ¢.2227C>T (p.Q743X) .
Pot bién nay nam tai vi tri gin probe cuia exonl8 trong phan tmg MLPA, nén
dd ngin can su bit cip cua probe ndy hodc lam anh huong dén hiéu suit
khuéch dai exon 18 cua phan itng MLPA, lam cho dinh tin hi¢u thu duoc
khong rd rang. Piéu nay dién giai két qua thu dugc bang ky thuit MLPA.
Nghién ctru ciia Tanja Latic va cong su cling phat hién mdt truong hop tuong
tu & exon 15, nhom tac gia ciling tién hanh phan ung PCR khuéch dai exon 15,
cho thay khong co hién tuong xo6a doan exon 15, két qua giai trinh tu gen san
phém PCR cua exon 15 cho théy cling c6 mdt dot bién tao ma két thuc sém
tai vi tri bat ciia probe khuéch dai exon 15 trong phan ung MLPA lam ngin
can qua trinh bat cip clia probe nay [75]. Pay chinh 1 1y do chiing ta can thiét
phai kiém tra lai bang k¥ thuat PCR trong truong hop phat hién duoc cac dot

bién mét don 1¢ exon bang k¥ thuat MLPA.
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V& ti 16 d6t bién x6a doan, trong nghién ctru nay da dat duoc la 68%,
s0 voi cac nghién ctru khac trén thé gidi co su khac biét. Trong nghién ciu
clia tac gia Trimarco (2008) trén quan thé Italia ti 18 x6a doan 14 74.5%. So
sanh v&i mot s6 nude & khu vuce chau A cho thay: Nghién ciru trén bénh nhan
DMD/BMD Trung qubc véi ¢& mau 1a 249, Zeng va cong su (2008) da dua ra
ti 1& dot bién xo6a doan 13 65%. Nghién ctru cua tac gia Hwa (2007) trén bénh
nhan DMD/BMD Bai loan thi ti 1¢ dot bién x6a doan thap voi 36%. Trong khi
d6 nghién cuu trén bénh nhan DMD/BMD My cua 3 tac gia Gaudio (2008)
voi ¢d mau 97 bénh nhan va Hegde (2008) White (2002) véi ¢& mau 102
bénh nhan ti 1¢ x6a doan ciing thap hon so véi nghién ciru nay, ti 1¢ tim thay
lan luot 1 17.5%, 40% va 36%. Mot nghién ctru cua Takeshima va cong su
(2010) trén 442 bénh nhan DMD/BMD Nhat ban da phat hién duoc 61% bénh
nhan c6 dot bién x6a doan gen dystrophin [55]. Mot nghién ciru khac cua
Zimowski JG va cong su (2014) nghién ctru trén 180 bénh nhan DMD/BMD
da phat hién dugc trén 60% bénh nhan co dot bién xo6a doan gen dystrophin
bang k¥ thuat MLPA [77]. Tuong tu mét s6 nghién ctru khac cua Italia,
Canada trén bénh nhan DMD/BMD bang k¥ thuat MLPA ciing phat hién thay
dot bién xoa doan tir 60-73% [78, 79]. Céc két qua nay ciing kha twong dong
v6i két qua nghién ciru cia ching toi. Tong hop cac nghién ctru trén cho thay,
c6 su khac biét vé ti 1 dot bién x6a doan gay bénh DMD/BMD trén céc quﬁn
thé va chung toc khac nhau.

Vé phan bd ving dot bién x6a doan trong nghién ctru nay cho thay, dot
bién x6a doan tap trung chu yéu ving trung tim voi 97 trudng hop chiém ti 16

70.8%, tiép theo 1a ving 5’ véi ti 16 18.2 %, dot bién xo6a doan dai tir ving 5’


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimowski%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25482253
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tan t6i ving trung tam 13 12 trudng hop chiém ti 18 8.8 %. Két qua nghién ctru
nay tuong dong véi cac nghién ctru & mot sd qudc gia khac nhu Puc voi ti 18
dot bién ving trung tam 18n toi 92.5% tiép theo 1a cac qudc gia Nhat Ban,
Nga, Thé Nhi Ky, Israel, Hy Lap, Tdy Ban Nha va Nam An D6 véi ti 1& giao
dong trong khoang tir 1an lugt 12 76.6-81% [80-85]. Két qua nay ciing phu
hop véi nghién ctru cia Chaudhary nam 2009 [86]. Tuy nhién, két qua nay
khong co su twong ddng véi tic gia Soong va cong su (1991) trén 29 bénh
nhan Trung Qudc. Su khac biét ndy cé thé do trong nghién ctru cia tac gia
nay so v6i nghién ctru ndy va cac nghién ciru khac 1a do ¢& miu qua thap. Su
tap trung dot bién vao ving trung tdm trong nghién ctru ndy ciing phu hop
nghién ctru ctia Prior va cong sy (2005) vé cdu trac gen dystrophin [5]. Theo
tac gid nay vung trung tdm dac bi¢t vung chura Intron 44, exon 45, intron 45

(ving dai khoang 200Kb) 13 ving hay xay ra diém dut giy nhat.
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Bang 4.2 : So sanh viing ddt bién x6a doan véi cac nghién ctru khac

Xoa doan Xoa doan e n
A . s A s . A N " Tai liéu
Quoc gia | Til¢ x6a doan | vang 5°tan | vung trung tam tham kilﬁo
(exon 1-20) | (exon 42-53)
Trung Qudc 45% 46% 54% [87]
buc 59.7% 7.5% 92.5% [88]
Nhat Ban 43% 21.3% 76.6% [80]
Nga 41% 36.7% 73.5% [81]
Thé Nhi Ky 45.6% 10.8% 89.2% [89]
Israel 37% 22% 78% [82]
Hy Lap 54.4% 26.5% 73.5% [83]
Tay Ban Nha 38.5% 20% 80% [84]
Nam An B¢ 72.7% 15.9% 81.8% [85]
Viét Nam 68% 18.2% 70.8% Trong nghien
cuu nay

Trong nghién ctru nay khi phan tich lap doan, ching t61 st dung cong
thirc cta tac gia Lai va cong su (2006) nhu da dugce néu ¢ phan phuong phap
nghién cuu. O bénh nhan mé s6 MS120, trén hinh anh MLPA thu duoc dinh
tuong tmg véi exon 62 cao hon dinh ctia exon 62 cua mau chimg, trong khi
d6 chiéu cao cac dinh twong g véi cac exon khac twong ddi bang nhau. Sau
khi tinh toan ti 16 RPR exon 62 ctia bénh nhan so v6i mau chimg, ti 16 RPR
exon 62 ctia bénh nhan gan bang 2. Piéu nay chimg to ¢6 su lip doan exon 62
& bénh nhan ma s6 MS120. Trén bénh nhan khac c6 ma s6 110, dya trén hinh
anh MLPA thu duogc va sau khi tinh toan ti 16 RPR ciling di dén két luan bénh
nhan c6 1p doan exon 3-7. Véi vu diém ki thuat MLPA di phat hién duoc
thém 14 truong hop c6 dot bién lip doan trén tong s6 201 bénh nhan phan
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tich chiém ti 1¢ 7%. Ti 1& nay twong dong véi mot sé nghién ctru khac trén thé
gidi. Nghién ciru ctia Casanar (2010) va Latic (2005) ti 18 phat hién thay dot
bién 13p doan 1a 7.3%. Nghién ctru trén bénh nhan Trung Qudc cia tic gia
Wang (2008) va Zeng (2008) lan luot phat hién duge dot bién lip doan 14
6.2% va 5%. Mot nghién ctru khéc cua tac gia Takeshima (2010) va cong su
trén 442 bénh nhan Nhat ti 1¢ phat hién dot bién lap doan la 8% [55]. Tuy
nhién, ti 1& dot bién 1ap doan lai khé cao trén quﬁn thé MYV véi céc ti 1€ lan
lugt 1a 26.4%, 25%, 14.4% cua cac tac gia White (2002), Hegde (2008),
Gaudio (2008). Pay la diém mdi trong nghién ctru cua ndy so voi cac nghién
cuu truoc do ¢ Vit Nam.

V& phan bd ving dot bién 1ip doan trong nghién ctru nay cho thay, dot
bién l3p doan tap trung chil yéu ving 5° tan véi 8 trudng hop chiém ti 18 57%,
vung trung tim chiém ti 18 thap v6i 1 trudng hop, chiém ti 16 7 % va 1 truong
hop bénh nhan c6 dot bién kéo dai tir ving 5° tdn dén ving trung tdm chiém ti
1€ 7%. Ngoai ra 4 bénh nhan c6 dot bién & ngoai vung 5’ tdn va vung trung
tam chiém ti 1& 29%. Két qua nghién ctru nay twong dong vai cac nghién ciru

& mot sd qudc gia khac [78, 90-93].

Nghién ctru ctua ching to61 phat hién dugc 9 bénh nhan c6 dot bién lap
doan nhiéu exon chiém ti 1& 64%. Dot bién 13p doan 1 exon chiém ti 16 thép
hon 1a 29% véi 4 truong hop. Chung t61 phat hién dugc 1 bénh nhan co6 dot
bién 1ap doan & 2 vi tri exon 11-20 va exon 51-60 chiém ti 18 7%. Dot bién lap
doan 2 vung trén gen dystrophin ciing d3 duoc phat hién trong mét sb nghién

ctru trudce day [77, 94].
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Bang 4.3: So sanh ti 1¢ dot bién 13p doan va x6a doan

Quoc gia b%illlwl(;)’l? ﬁgn X6a doan | Lip doan | Tong sb th:;ii lliil;o
ltaly 164 73.8% 7.3% | 81.1% [78]
Italy 506 74.5% 10.1% | 84.6% [90]

Serbia 123 63.4% 7.3% 70.7% [75]
Trung Quéc| 179 66.2% 6.2% 69.2% [92]
Trung Quéc| 249 65.0% 5.0% 70.0% [91]

Canada 165 60.1% 9.1% 69.2% [79]

Pic 150 42.0% 7.3% | 49.3% [48]
M§ 72 36.0% 26.4% | 62.4% [95]
M§ 102 40.0% 25.0% | 65.0% [96]
M§ 97 17.5% 14.4% | 31.9% [93]

Pai Loan 89 36 % 24.7% | 60.7% [97]

Nhat Ban 442 61% 9% 70% [55]

Ba Lan 180 61.1% | 122% | 73.3% [77]

ViétNam | 201 68% 7% 7505 | TrONG Nghien

cuu nay

Trong nghién cau nay ti 18 lip doan va xéa doan thu duoc 1a 75% gan
véi nghién cau cua Antonella Carsana ( 81.1%) cua Trimarco ( 84.6 % trong
téng s6 506 bénh nhan nghién ciru. Cao hon nhiéu so véi cac nghién cau &
My, Pc va Pai Loan. O Viét Nam, cac nghién ciu da s6 moi chi ding ¢
muc d6 xac dinh dot bién x6a doan bing ky thuat Multiplex PCR nhu céc
nghién cttu caa Nguyén Thi Phurong nim 2002, Nguyén Thi Phuong Mai nim
2007 [58, 63]. Tuy nhién, cac nghién cau bang ky thuat Multiplex PCR Vi

19 cap mdi chi xac dinh duge cac dot biét hay gap ¢ ving hostpot va khéng
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xac dinh duoc vi tri két thic caa dot bién (deletion end point) dbi vai nhitng
dot bién xo6a doan nhiéu exon. Mét ki thuat nita ¢6 nhiéu wu diém hon d6 1a
xac dinh dot bién x6a doan & mirc 46 MRNA cua tac gia Nguyén Thi Bang
Suong va cong su ap dung [65]. Vi ki thuat nay tac gia da phat hién dugc 20
trén tong sé 40 bénh nhan nghién cau chiém ti 16 50%. Ti 1é ndy thip hon
nhiéu so vé&i 68% dot bién xoda doan trong nghién cau nay. Tuy 1a mot ky
thuat méi ¢ nhiéu wu diém hon so véi ki thuat PCR co dién hay Multiplex
PCR nhung k¥ thuat nay cling mai chi ding lai & mac phét hién dot bién x6a
doan va nguoi mang gen x6a doan. So véi ky thuat MLPA khéng nhitng cé
thé phét hién x6a doan, ngudi mang gen x6a doan ma con cé thé phét hién dot
bién lap doan va ngudi mang gen lip doan.

4.2.2. Pjt bién diém béng ky thudt gidi trinh tw gen

Nhitng bénh nhan khéng phét hién duoc dot bién bang ky thuat MLPA
s& duoc tién hanh giai trinh tu toan bo 79 exon & mic d6 cDNA. Két qua da
phat hién duoc 31/201 (15%) bénh nhan c6 dot bién diém. Trong d6, 20 bénh
nhan c6 dot bién vo nghia (nonsense mutation) con lai 1a cac dot bién thém
nucleotid, mat nucleotid. Ti I¢ vé dot bién diém trong nghién ciu nay so Véi
tac gia Yasuhiro Takeshima va cong su khi nghién cuu trén 442 bénh nhén
DMD Nhat ban 1a kha tuong dong. Ti & phat hién dugc dot bién diém trong
nghién cau cua Yasuhiro Takeshima va cong su 1a 16%. Trong 20 dot bién vo
nghia c6 14 dot bién thay thé nucleotid C>T, 1 dot bién thay thé nucleotid
A>T va 3 dot bién thay thé nucleotid G>T, mot dot bién G>A nhu trong cac
nghién ctu khéac trén sé lugng bénh nhan 16n vi du nhu cua Kevin M.
Flanigan nim 2009 va Yasuhiro Takeshima nim 2010 [55, 94]. B6i véi bénh
nhan c6 dot bién vo nghia, qua trinh tong hop protein dystrophin s& bi dung

lai khi xuat hién bo 3 két thuc nay. Nhu vay, cau trdc protein s& bi cat ngan va
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bi thay doi 1am mat chac niang, gay nén bénh DMD. Trong nghién ciu nay
dot bién thay thé nucleotid C bang T 14 hay gap nhat. Két qua nay ciing tuong
ddng véi nghién ciru cua Takeshima va cong su (2010) véi 33/40 truong hop
dot bién vo nghia. Cac d6t bién nam rai rac cac exon. Riéng & exon 43 gip 3
truong hop bao gom dot bién x6a doan va thém doan nho. Dot bién mat va
thém doan nho da sé lam léch khung dich ma gay nén bénh DMD. Nhiing dot
bién nay 1am Iéch khung dich ma va tao ra ma két thic sém (stop codon). Vi
du, dot bién ¢.6274 InsTA trén bénh nhan MS121, dot bién nay 1a dot bién
thém 2 nucleotid TA vao vi tri nucleotide 6274 trén cDNA. Dot bién nay l1am
léch khung dich ma khi bién ddi bo 3 TAC ma héa acid amin Tyrosine (Y)
thanh bo 3 TTA méi hda acid amin Leucine (L). Khéng nhitng vay, dot bién
nay con tao ra stop codon & vj tri acid amin 2114 (sau vi tri dot bién 22 acid
amin). Dot bién nay 1am thay thé hoan toan cau tric va chtc ning protein
dystrophin gay 1én bénh DMD. O d6t bién khac trén bénh nhan MS146 c6 dot

bién c.4186InsA, dot bién nay tao Ién stop codon ngay tai vi tri dot bién.

Vé ti & cac dang dot bién diém. Dot bién tao ma két thic som (stop
codon) chiém wu thé véi 20/201 (10%) truong hop, dot bién thém hay xoa
nucleotid chiém ti Ié it hon v&i 10/201 (5%) truong hop. Ti Ié nay tuong dong

véi két qua nghién ctiu cua tac gia Takeshima (2010) [55].

Nghién ctru ciing dd phat hién duoc 1 bénh nhan c6 dot bién tai vi tri
splicing site lam anh huong dén qua trinh phién ma gen.

Tong hop lai két qua cho thay, da phat hién duoc 91% bénh nhan loan
dudng co Duchenne c6 dot bién gen dystrophin va 9% bénh nhan DMD/BMD
chua phat hién thay dot bién gen dystrophin, diéu ndy cé thé do mot sé dot

bién nim & ving intron ma nghién ctru nay chua tim thiy. CO6 thé néi day 1a
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mét nghién ctu todn dién nhat vé phat hién dot bién gen dystrophin trén bénh
nhan loan dudng co Duchenne Viét Nam. Pay 1a co sd quan trong giup phat
hién ngudoi lanh mang gen bénh va chan doan trude sinh dé c6 nhitng tu van
di truyén thich hop, nham 1am giam ti Ié mac bénh. Két qua nay ciing 1a tién
dé quan trong dé hudng téi lidu phap diéu tri gen cho bénh nhan DMD Viét

Nam trong tuong lai.

4.3 Mot s6 tng dung ciia ban dd dot bién trong diéu tri va chin doan
nguoi mang gen

Bénh loan dudng co Duchenne 1a bénh di truyén gay hau qua ning né
véi ban than bénh nhan, gia dinh va x4 hoi. Do chua c6 thude diéu trj triét dé
nén viéc diéu tri bang liéu phap gen, chan doan ngudi mang gen va tu van di
truyén sé& gilp phan ning cao chat cugc sdng cho bénh nhan, gia dinh.

Trong nghién ciu nay, véi két qua dot bién trén bénh nhan, cac nghién
ctiu tiép theo da duoc tién hanh dé xac dinh su mang gen bénh cho cac nguoi
nha bénh nhan. Véi su biét trude cac dot bién, viéc xac dinh mang gen bénh

cho ngudi nha bénh nhan tré nén dé dang va thuan tién hon nhiéu.

Viéc phat hién duogc sb luong 16n bénh nhan cé dot bién gen dystrophin
s& 12 nguodn dir liéu di truyén quan trong gitip cho viéc xac dinh ngudi lanh
mang gen bénh va chan doan trudc sinh, trén co so d6 sé ¢ nhiing tu van di
truyén thich hgp nham giam ti 1é mac bénh trong cong dong. Hon nita, voi su
phat trién cua cac lidu phap diéu tri gen, ngudn dit liéu di truyén nay sé lam
tién dé cho viée ap dung céc liéu phap diéu tri phu cho nhiing ca bénh riéng
biét. Diéu nay that sy c6 y nghia to 16n khi ma tai nudc ta hién nay céac

phuong phap diéu tri méi ding lai & diéu tri ndi khoa.
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Mot ¥ nghia quan trong nita ctia viéc xac dinh dot bién gen 1a sé& giap
cho viéc 1ap ban do dot bién gen dé c6 thé ap dung cac liéu phap diéu tri gen
thich hop cho mdi bénh nhan. Nhém nghién ctru cia Barton va cong su da
tién hanh cac thir nghiém danh gia hoat tinh readthrough ciia gentamicin trén
md hinh chudt mdx bi dot bién mang ma ding & codon 23 gen dystrophin. Két
qua cho thay gentamicin c6 kha ning ting cudng sy tong hop dystrophin 1én
tdi 20% va phuc hoi phicc hop DGC (Dystrophin-Glycoprotein-complex) tai
mang té bao co [56]. Py la tién dé dan téi nhitng thir nghiém 1am sang trén
bénh nhan DMD bi d6t bién v nghia (chiém 16% tong s6 cic bénh nhéan
DMD) nham danh gia hiéu qua ciia gentamicin giup phuc hdi kha ning tong
hop dystrophin. Nhitng nghién ctru vé méi lién quan giita dot bién gen va thé
bénh tuwong tng khong nhitng mang lai hiéu biét sau sic hon vé cau tric gen
dystrophin ma con gitip cic nha khoa hoc tim ra sy khac biét vé co ché gay
bénh gitta DMD va BMD. Théng ké cho thiy dang dot bién phd bién nhit &
ca hai nhom bénh nhan nay déu 1a dot bién x6a doan, tuy nhién anh hudng
ctia nhitng dot bién nay 1én qua trinh dich ma dystrophin 13 hoan toan khac
nhau. Néu nhu dot bién & bénh nhan DMD lam sai 1éch khung dich ma (out of
frame), gy rdi loan qua trinh tong hop dystrophin thi & bénh nhan BMD
khung dich mi vin dugc bao toan (inframe) [98]. Cac té bao van san xut
duoc mot lugng nhat dinh protein dystrophin c6 chitc ning, do d6 bénh nhan
BMD thudng biéu hién bénh nhe hon nhiéu so véi bénh nhan DMD. Phat
hién nay gitup cac nha khoa hoc hudng t&1 y tudng: chi dong gay xo6a exon
can thiét trén gen dystrophin nham khoi phuc lai khung dich ma & cac bénh
nhan DMD, gilip chuyén tir thé bénh ning sang thé bénh nhe. Diéu nay

dugc thuc hién thong qua viéc tdc dong tryc ti€p vao cac yéu to dicu khién
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qua trinh cat nbi exon-intron. C6 nhiéu két qua nghién ctru da chimg minh
bang viéc giy x6a doan exon nham phuc hdi khung dich mé, cic nha khoa
hoc d4 thanh cong trong viéc ting cuong qué trinh tong hop dystrophin & cac
mé hinh té bao va dong vat thuc nghi¢m, ap dung cho cac dang dot bién x0a
doan, 1ap doan, vo nghia chiém 86% tong s6 cac dang dot bién gen dystrophin
[55]. Theo nghién clru cua tac gia Takeshima va cong su trong sd cac dot bién
tim dugc cd 260 bénh nhan c6 trién vong ap dung liéu phap diéu tri gen bao
gdém 66 bénh nhan dot bién vo nghia va 194 bénh nhan DMD c6 dot bién xba
doan. Pbi voi bénh nhan dot bién vo nghia ap dung lidu phap gen lam bat
hoat hay bo qua céc stop codon nhd d6 qua trinh tong hop protein dystrophin
van dién ra binh thuong [56, 99]. Cac dot bién x6a doan co thé diéu tri bang
phuong phap gay skipping exon chuyén thé bénh ning DMD sang thé bénh
nhe BMD. Trong cac dot bién x6a doan c6 thé gay skipping thi ti 1¢ skip exon
51 thuong cao nhat nhu trong nghién ctru cta Takeshima va cong su. Trong
nghién ctru ndy, chung t6i dua ra ti 1& 1a dot bién tao stop codon chiém 12%,
s6 bénh nhan co thé gay skip exon 51 13 35 truong hop voi 35,7%, exon 53
la 22 truong hop voi 22,4% va exon 45 la 21 truong hop vai 21,4%, va
exon 44 la 5 truong hop vai 5,1%. CAac ti 1€ nay so voi ti 1€ ma tac gia
Takeshima va mot s nghién ctru trude day da cong bd 12 co sy tuong dong

[55, 100, 101].
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KET LUAN
Qua qua trinh nghién ctru, ching t6i dua ra két luan sau:
1. X4ac dinh dot bién gen dystrophin trén bénh nhAn DMD/BMD

ba phat hién dugc 182/201 bénh nhan DMD/BMD c¢6 dot bién gen
dystrophin chiém ti 1¢ 91%.

Cac dang dot bién dugc phat hién bao gém: Dot bién x6a doan chiém ti
1& cao nhit v&i 75,3%, dtng thir hai 1a d6t bién diém chiém ti 18 17%, dot bién
lap doan chiém ti 1& thap nhat véi 7,7%.
2. Xay dung ban d6 dt bién gen dystrophin trén bénh nhin DMD/BMD
Viét Nam

Budc dau di xdy dung thanh cong ban d6 dot bién gen dystrophin trén
bénh nhan DMD/BMD Viét Nam.

Dot bién x6a doan chil yéu tap trung & viing trung tdm (70,8%) va ving
5’ tan (18,2%).

Dot bién 13p doan chu yéu tap trung & vung 5’ tan, chiém ti 1& 57%.

Dot bién diém khong tap trung ¢ ving dot bién trong diém ma nam rai
rac trén cac exon tir exon 3-51. Trong d6, dot bién tao m3 két thic sém chiém
ti 16 cao nhét (65%), tiép theo 1a dot bién thém va mat nucleotid (32%), phét

hién mot dot bién & vi tri splicing (3%).
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KIEN NGHI

. Thiét 1ap va quan 1y co so dir liéu vé dot bién gen dystrophin & bénh
nhan DMD/BMD Viét Nam.

. Thiét 1ap va quan 1y co so dir liéu vé nguoi mang gen bénh
DMD/BMD.

. Tu van di truyén trudc hon nhan va chan doan trude sinh cho nhimng

ngudi mang gen bénh trudce - trong qué trinh mang thai.
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