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Bénh hemophilia hay con goi 1a bénh rdi loan déng mau. Pay 13 mot
bénh di truyén do thiéu hut hay bat thuong chirc nang ciia cac yéu to dong
mau huyét trong, nhu cac yéu té VIIL IX hay XI. Bénh dic trung boi thoi
gian d6ng mau kéo dai va ting nguy co chay mau; biéu hién 1am sang chu yéu
1a xuat huyét, xuat huyét c6 thé ty nhién hodc sau chan thuong nhe. Pic diém
xuat huyét 1a ddm mau bam dudi da, tu mau trong co, chay mau & cac khop.
Ty 1é mic & cac nude co thé 1a khac nhau nhung tin sudt chung khoang 30-
100/1.000.000 dan [1]. Trén thé gidi dd c6 nhiéu nghién ctu vé bénh
hemophilia va du kién s& c6 khoang 550.000 ngudi bi bénh hemophilia vao
nam 2020, & Viét Nam hién nay c6 khoang 6000 bénh nhan trong do chi co
30% dugc phat hién va diéu tri [2].

Hemophilia 1a bénh di truyén lin lién quan dén gidi tinh, gen bénh nam
trén nhiém sic thé X. Nguodi me mang gen bénh c6 kha nang truyén bénh cho
50% con trai cua ho, do vy chil yéu bénh nhén 1a nam. C6 3 loai hemophilia,
su giam yéu t6 VIII gdy ra bénh hemophilia A, thiéu hut yéu t6 IX giy
hemophilia B va bat thuong yéu t6 XI s& gay bénh hemophilia C. Trong d6
hemophilia A chiém 80-85%, hemophilia B chiém 15-20%, hemophilia C
chiém ti 1¢ rat it, phd bién chil yéu ¢ ngudi Do Théi voi ti 16 mac dong hop tir
khoang 1-3%o nguoi Do Thai [3]. O bénh nhén thé ning, nong do protein yéu
t6 VIII trong mau rat thip, chi < 1% so v&i ngudi binh thudng (ndng do yéu
t6 VIII binh thuong 1a 200 ng/ml).

Viét Nam la mot nudc cé ti 16 mac bénh hemophillia A trong cong dong
kha cao. Theo nghién ctru caa DS Trung Phan va cong sy nim 1996 ty 1& mac

bénh khoang 25 — 60/1.000.000 nguoi [4], trong khi d6 phuong phéap diéu tri



hién nay ¢ nudc ta 1 sir dung yéu t& VIII trong méau toan phan (truyén tryc
tiép hodc tach chiét) rat ton kém va hiéu qua khong cao, dic biét co nguy co

cao doi voi cac bénh lay truyén qua dudng mau.

Trén thé gidi, cic nha khoa hoc di phan tich gen cua bénh nhan
hemophilia A va rat nhiéu dang dot bién gen yéu té VIII (F8) dugc cong bo.
Céc nghién ctru khang dinh dang d6t bién khac nhau s& giy nhimng kiéu hinh
dic trung khac nhau. Bénh nhan hemohilia A thé ning thuong gip dang dot
bién dao doan exon 22 (chiém 45-50%), trong khi d6 dot bién diém chiém da
s6 & bénh nhan hemophilia A thé bénh vira va nhe (chiém 90-95%) [5].

O Viét Nam, dd c6 nhiéu cong trinh nghién ctru vé bénh hemophilia A,
chu yéu 1a cac nghién ctru vé dic diém 1am sang, can 1am sang, danh gia ty 16
mic bénh hay cac nghién ctru danh gia hiéu qua diéu tri bénh bang cac ché
pham thay thé... Chua c6 cong trinh ndo nghién ctru toan dién vé dot bién gen
ma hoa yéu td VIII & nguol Viét Nam, tao co s¢ dir liéu dé 1am tién dé cho

viéc xay dung ban d6 gen & bénh nhan hemophilia A Viét Nam.

Vi su tién bo cua k¥ thuat sinh hoc phan tir, cac nha khoa hoc cé thé
phan tich DNA cua nguoi bénh dé xac dinh chinh xac cac ton thuong gen gay
bénh hemophilia A, cling nhu kiém soat bénh tot hon nho phat hién ngudi
phu nit mang gen bénh va tu van di truyén trudc hon nhan, ting hiéu qua
trong viéc phong ngira bénh tat dong thoi nang cao chat lwong chim soc

strc khoe trong cong dong.
Do vay, dé tai nay duoc thyc hién véi hai muc tiéu:
1. Phadt hi¢n djt bién gen F8 ciia bénh nhin hemophilia A 6 Viét Nam.

2. Buwéc dau xdy dung bin do dit bién gen F8 doi véi bénh nhin
hemophilia A tai Viét Nam.



Chwong 1
TONG QUAN

1.1. LICH SU NGHIEN CUU BENH HEMOPHILIA A

Tir thoi ky co dai loai nguoi da biét dén bénh mau kho dong, tuy nhién
khéng c6 tén goi chinh thirc cho nd. Trong cac van tu cd ciia ngudi Do thai tir
thé ky thtr II trude cong nguyén dd miéu ta nhitng dua tré chét do chay mau
khéng cam dugc sau khi cat bao quy dau (theo tuc 18 cuia ngudi Do Thai: tré
em trai sinh ra duoc cat bao quy dau). Bac sy ngudi A rap- Albucasis ciing
miéu ta nhitg dra tré bi chét do chay mau vi nhimg vét thuong nho. Bénh
mau kho dong duoc nhan thay 14 c6 tinh di truyén hang trim nim qua céc thé
hé trong mot gia dinh. Vao nhitng ndm 1880 nguoi ta da phat hién bénh mau
kho dong di truyén lién két v6i gidi tinh, cic nha khoa hoc nhan thay chi c6
nam gi¢i mac bénh va khong c6 kha ning truyén bénh cho con trai, ngudi me
mang gen bénh va truyén cho con trai minh.

Bénh hemoliphia con dugc biét dén nhu cin bénh cia hoang gia vi nit
hoang Anh Victoria (1838-1901) mang gen bénh ndy va truyén bénh cho
nhiéu Hoang Gia khac [6].

Xu huéng chay méau cta bénh wa chiay mau ban dau duoc cho 13 do
thanh mach yéu, d& bi v& khi ton thuong. Vao nhitng nam 30 cua thé ki XX,
bat thudng cia tiéu cau dugc cho 1a nguyén nhan cé kha ning nhat gy bénh
wa chay mau. Nam 1937, Patek va Taylor phat hién ra rang ho ¢ thé kiém
soat nhitng khiém khuyét ctia qua trinh dong mau bang cach thém mot chat
chiét xuat tir huyét twong, chat nay duoc goi 1a globulin chong chdy mau.
Nam 1944, Pavlosky nghién ctru & Buenos Aires cho thiy mau cua mot bénh
nhan hemophilia c6 thé diéu tri triéu ching rdi loan déng mau ciia bénh nhan

hemophilia khac va nguoc lai, khi tinh co 6ng gip hai bénh nhéan bi thiéu hut



hai protein khac nhau - yéu t6 VIII va yéu t6 IX [7]. Nhitng phat hién nay cho
phép chan doan chinh xac va xay dung co sd khoa hoc cho viéc diéu tri bénh
roi loan déng mau di truyeén.
1.2. BENH HQC BENH HEMOPHILIA A
1.2.1. Bénh hemophilia A
Bénh hemophilia A 13 bénh 1di loan dong mau di truyén do khiém khuyét
gen tong hop yéu t6 VIII dan dén giam ndng do hoat tinh yéu t6 VIII trong méu [8].
1.2.1.1. Pai cwong vé dong mdu
Pong mau 1a mot qué trinh mau chuyén tir thé 16ng thanh thé dic, do su
chuyén fibrinogen thanh fibrin khong hoa tan. Céc soi fibrin s& tring hop véi
nhau tao ra mang luéi fibrin giam gilt cic thanh phan ciia mau va mau sé
d6ng lai. Cuc mau dong hinh thanh s& c6 tac dung bit kin chd ton thuong [9].
Binh thuong trong méu va trong mo c6 chat gy déng va chit chéng
déng, nhitng chat gay dong ¢ dang tién chat khong hoat déng nén mau khong
dong dugc. Khi mach mau bi tdn thuong s€ hoat hoa cac yéu td dong mau lam
cho mau dong lai.
1.2.1.2. Cdc yéu té dong mdu
Hoi nghi qudc té nam 1959 vé dong mau, di quy dinh tén goi cua céac
yéu t6 dong mau bang cac chir s6 La mi. C6 12 yéu t6 déng mau:
- Yéu t6 I: Fibrinogen
- Yéu t6 II: Prothrombin
- Yéu t6 III: Prothrombin ctia md hodc cac yéu to mo
- Yéu t6 IV: lon canxi
- Yéu to V: Proaccelerin (yéu t6 khong 6n dinh)
- Yéu t6 VII: Proconvectin (yéu t6 6n dinh)
- Yéu t6 VIIL: Yéu té chéng hemophilia
- Yéu t6 IX: Yéu té chong hemophilia B (yéu t Christmas)



- Yéu t6 X: Yéu t6 Stuart
- Yéu t6 XI: Yéu t6 tién thromboplastin huyét tuong
(Yéu t6 chong hemophilia C)
- Yéu t6 XII: Yéu t6 Hageman- yéu t6 chéng hemophilia D
(Yéu tb 6n dinh fibrin)
Gan day, da phat hién hai protein cta huyét twong méi duoc xép vao
cac nhom yéu t6 dong mau huyét tuong:
- Prekallikrein.
- Kininogen trong lugng phan tir cao.
Qua trinh d6ng mau cua huyét twong 1a su két hop giira hai con dudng
d6ng mau ndi sinh va déng mau ngoai sinh. Cac hoat dong ké tiép nhau cua
cac enzym trong chudi cic phan tng ndi tiép din toi hinh thanh thrombin

va chuyén fibrinogen thanh fibrin, trong d6 yéu té VIII tham gia nhu mot
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Hinh 1.1. So' @6 dong mau theo con dwdng ndi va ngoai sinh [10]



1.2.1.3. Chdn dodn bénh hemophilia A
al Chdn dodn xdc dinh

- Tién sur gia dinh c6 nguoi mac bénh.

- Triéu chung 1am sang: thé hién khac nhau giira cac bénh nhan, nhung
tri¢u chimg chdy mau la dac trung cia bénh. Ho1 chirg chay mau it khi xay
ra vao luc moi dé, thuong xuét hién khi tré tap di, lac do tré xuét hién cac not
hodc cac diém tu mau. Trong cac thé xuat huyét nhe, xuit huyét xay ra khi
ring sira rung hodc nho rang. Bénh cang ning thi triéu chimg xuat huyét xuat
hién cang sém. Bénh hemophilia A thé ning dic trung béi bam tim va chay
mau thudng xuyén tai phat vao khop, dic biét 1a dau gdi, mat ca chan, hong
va khuyu tay gy giéi han chuyén dong cua cac khép. Bénh nhan cé thé chay
mau tir 20 — 30 1an/ nam; chay mau co thé tu phat hoac sau mot chin thuong
nho. Tuy nhién, chay mau tir vét cat hodc vét triy xudc duoc cim mau tuong
d6i nhanh chong. Py 1 nguyén nhan phd bién bénh nhan hemophilia A c6
thé chay méau dén chét sau mot chan thuong nho. Van dé kho khin nhat ¢ cac
bénh nhan nay chinh 14 chdy mau trong ndi tang. Chay mau c6 thé xay ra sau
chan thuong hodc tiém vacxin (Hinh 3A). Ton thuong nhe ¢ cic thanh mach
nho c6 thé dan dén xuat huyét ndo hoic mdé mém (Hinh 3B, C) dan dén bién

chl'rng nghiém trong.
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Hinh 1.2. Hinh anh ton thwong é nhirng bénh nhan hemophilia A [11]

A: Ton thwong bam tim (h) khi tré tdp ldy dan dén sw nghi ngo bénh réi
loan déng madu ¢ tré 4 thang tudi.

B: Chdy mdu vao cdc mé mém xung quanh mdt trdi & bénh nhén 1 tuéi.

C: Xudt huyét ndi tang (khdp vai va khép hang) & bénh nhan 4 tuéi.



Diéu tri nhanh chong dé chdm dat chay mau 13 quan trong ddi véi viée
bao ton cac khdp, su hién dién ctia mau trong 6 khdp dé din dén viém mang
hoat dich cdp tinh. Cac truong hop chay mau lip di lip lai nhiéu lan trong 6
khop s& vuot qua kha ning loai bé cac xAm nhap cua dai thuc bao va dan dén
mang hoat dich bi ph4 huy tién t6i hong khop [11].

- X¢ét nghi¢m can lam sang:

+ Thoi gian dong méau kéo dai co thé hon 1 gio; chét lugng cuc mau
dong kém; thoi gian Howel kéo dai...

+ Pinh luong yéu to VIII (FVIII) giam hodc khong co.

+ Xét nghiém DNA phat hién dot bién gen F8.

+ Yéu t6 Von- Willebrand binh thuong.

+ S6 lugng tiéu cau binh thudng.
bl Chén dodn thé bénh hemophilia A theo mitc d yéu to VIII

Binh thudng néng do FVIII ¢ ngudi 1a 200 ng/ml. Truong hop bi bénh,
luong yéu t6 VIII giam dudi 30%. Hemophilia A duoc chia 1am ba thé: ning,
trung binh va nhe.

+ Thé nang: hoat tinh FVIII dudi 1%, nhitng bénh nhan nay thuong bi
chay mau vai lan trong thang.

+ Thé trung binh: hoat tinh FVIII tir 1-5%, nhiing bénh nhan nay chi bi
chay mau sau nhitng chan thuong nhe.

+ Thé nhe: hoat tinh FVIII tir 5-30% so voi mirc binh thudng, nhiing
ngudi nay chi bi chay mau sau phiu thuat hodc nhiing chan thuong
nang, sau nhitng dong tac manh khi choi thé thao [12].

¢/ Chan dodn phdn biét
- Bénh Von-Willebrand:
+ Bénh di truyén nhiém séic thé thudng nén gip ¢ ca nam va nit.

+ Chu yéu chdy mau & niém mac.
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Thot gian méau chay kéo dai.
Yéu t6 VIII: C thap hon 30%.
Yéu t6 vWF: Ag giam.
Ngung tap tiéu cau giam.
Hemophilia mic phai:
Co ché bénh sinh: do co thé nguoi trudng thanh sinh ra tu khang thé
gay bat hoat FVIII.
Bénh gip ¢ do tudi trung nién, gip ca & nam va nit.
Biéu hién chinh 1a xuét huyét & da va md mém; co thé dai ra mau, xuét
huyét da day-rudt, xuat huyét hau san kéo dai; it gap xuat huyét & khop.
Xét nghiém: APTT kéo dai, FVIII thap hon 30%, co chat uc ché

FVIII theo thoi gian; s6 lugng tiéu cau binh thuong.

Nhitng ri loan di truyén khac gay kéo dai APTT: bao gdm giam yéu to
XI, XII, prekallikrein va kininogen trong lugng phan tur cao, phan biét
dua vao dinh luong yéu t6 VIII, IX.

Bénh 1y luu hanh khang yéu t6 VIII va yéu t6 IX: trong mdt sd bénh tur
mién (lupus) APTT kéo dai, ndng d6 yéu td VIII, IX giam. Phan biét
bang cach tron huyét twong bénh nhan véi huyét twong nguoi binh
thuong, APTT khong dugc cai thién trong truong hop c6 khang dong

luu hanh.

R6i1 loan dong mau do tang tiéu thu yéu t6 dong mau: gap & cd nam va
nir, thuong la biéu hién roi loan dong mau do mot s6 bénh khac nhu
nhiém trung, chan thuong ning; ngoai giam yéu to VIII, cac yéu to

khac cling giam do tang tiéu thy.



1.2.1.4. Piéu tri thay thé FVIII
al Huyét tiwong tiroi dong lanh

Huyét tuong tuoi dong lanh duge chiét tach tir mau tuoi toan phan trong
thoi gian < 6 thang ké tir khi lay ra khoi co thé nguoi cho, sau d6 bao quan &
nhiét d6 - 30° C. Nong d6 FVIII trong huyét tuong twoi dong lanh vao khoang
0,6 — 0,8 don vi/ml [6]. Vi vdy, dé truyén cho bénh nhan hemophilia A thi thé
tich dua vao 10n, nguy co lay nhiém céc bénh truyén qua duong mau cao [13].
bl Tuia lanh yéu to VIII (tia VIII, cryoprecipitate)

Tua lanh yéu t6 VIII dugc diéu ché bang cach 1am tan huyét twong tuoi
dong lanh & 4°C, ly tm lay tia va hoa tan trong 10- 15 ml huyét twong. Tuy
nhién, tia lanh FVIII ciing chua tinh khiét, con nguy co lay nhiém cac bénh
truyén qua dudng mau [14].
¢/ Yéu to VIII c6 dic

Yéu to VIII c¢6 dic duoc san xuat tir huyét twong sau d6 co dic va bat
hoat virus, c6 thoi gian ban haty 13 12-18 gid. Cac san phim nay dd han ché
dugc viée 1ay lan cac bénh truyén mau qua dudng mau, tuy nhién chua loai
trir dugc 100% céc nguy co ndy. San pham FVIII ¢6 dic dé& bao quan nhung
qua trinh san xuat doi hoi phai c6 trang thiét bi, gia thanh san pham cao.

d/ Yéu to VIII tdi t6 hop

Yéu t6 VIII tai t6 hop duoc san xuat tir khang thé don dong. San pham
c6 hiéu qua cao trong diéu tri do ¢6 ham luong FVIII cao. Piéu tri an toan,
khong c6 kha ning 13y truyén cac bénh qua dudng mau. Tuy nhién, san pham
c6 gia thanh kha cao, bao quan khé khin (¢ -20°C) nén ché phdm nay chi co
san & nhitng trung tAm hay bénh vién 16n [15].
el Liéu phdp diéu tri gen

Phuong phép diéu tri gen di dugc nghién ciu thong qua qué trinh

chuyén doan DNA mi héa doan gen FVIII vao co thé nguoi bénh. Piéu tri
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bénh wa chay mau bang liéu phap gen htra hen nhiéu loi ich vi bénh duoc gay
ra boi khiém khuyét gen, c6 thé diéu tri dé bién doi mot dang bénh tir thé
ning thanh thé nhe ctia bénh wa chay mau. Sir dung liéu phap gen c6 thé kich
hoat 1én dén 150% hoat dong caa FVIII [16]. V&i ngudn cung cap lién tuc cta
cac san pham gen, liéu phap gen co6 thé chita khoi bénh wa chay mau. Hién
nay cac nghién ctru thuc nghiém trén chudt va ché da chimg minh sy thanh
cong khi sir dung liéu phap gen diéu tri [17]. Cac nghién ctru thuc nghiém 1am
sang dang dugc tién hanh.

1.2.2. Vi tri, cdu tric, chirc ning ciia gen F8

1.2.2.1. Vi tri va cdu triic ciia gen F8

Gen quy dinh tong hop FVIII nam & vi tri Xq28 trén NST gi6i tinh X.
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Hinh 1.3. Vi tri ciia gen tong hop FVI11 [18].

1.2.2.2. Chirc nang cua gen F8

Gen F8 1a mot trong nhiing gen 16n nhét co thé, co kich thudc 186 kb
gdm 26 exon trong d6 24 exon c6 kich thudc tir 62 bp - 262 bp va 2 exon 1én
nhat exon 14 (3106 bp) va exon 26 (1958 bp) [18], [19] (Hinh 1.3).
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Hinh 1.4. Ciu tric gen va protein FVI11 [19]
a) Gen F8 bao gom 25 intron va 26 exon trong dé phan Ién exon 26 md héa
cho vung 3’ UTR; vung intron 22 chita 2 gen F84 va F8B. b) Phan tr mRNA
dwoc phién ma co kich thuoc 9 kb va cac buoc hoan thién phan tu protein F8

thanh mot FVIII hoan chinh dwoc hoat hoa c),d).

Protein FVIII 1a mot glycoprotein 16n ¢6 chirc ning nhu mot dong yéu
t6 can thiét cho su kich hoat phan giai protein ctia yéu to X kich hoat bai yéu
t6 IX trong con dudng déng mau ndi sinh. Gen F8 ma héa cho protein FVIII
gdm 2332 acid amin va c6 trong luong phan tir khoang 300 kD. Chudi ning

c6 kich thude 200 kD trong mot phirc hop ion kim loai, véi chudi nhe ¢6 kich
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thugc 80 kD [20]. FVIII dugc tong hop nhu mot polypeptid chudi don véi cau
trac ving Al- al- A2-a2-B-a3-A3- C1-C2 véi chit in nghiéng biéu thi chudi
nang ving co tinh acid va peptid hoat hoa chudi nhe. Cau tric ndy ciing twong
dong véi yéu td V. Cu triic cta phuc hop nay duoc giit 6n dinh nho sy twong
tac giita cac lién két wa nudc va ki nudc véi yéu té von Willebrand (vWF - 1a
mot khang nguyén lién quan dén yéu t6 VIII) va Ca* [21], [22]. Chudi ning
c6 dau cudi 1a N, gdbm cac ving A1-A2-B, chudi nhe ¢ dau cubi la C, gdm
cac ving A3-C1-C2 [23], [24] (Hinh 1.4). Cac ving A chia sé 35% dén 40%
tinh acid va tuong dong vdi ceruloplasmin va yéu to V. Ving C ciing hién thi
35-40% tinh acid va twong dong v&i cac protein c6 kha ning rang budc
phospholipid mang dién tich am, cho thidy mdt vai tro trong tuwong tic
phospholipid.

Vung B dugc ma hoa b1 mot exon 16n va khong co su tuong déng vol
bat ky gen nao da biét. Khi thuy phan hoan toan ving B tao thanh Asparagin,
Serin va Threonin [19]. Ving B khong can cho chitc ning ctia FVIII va sau
qua trinh dich ma, viung B bi cat khoi chudi nang cua FVIII [25]. FVIII duoc
san xuat chu yéu tir té bao gan, ngoai ra con san xuat tai than, lach. Ham
luong FVIII trong huyét twong thap (20-50 mg/ml). Pau tién, FVIII dugc tong
hop nhu mot chudi don gom 2351 acid amin & ludi ndi bao, sau do6 duoc
chuyén vao thé Golgi [26]. Tai day di xay ra cac phan Gng dé hinh thanh
phan tir ciia FVIIL N6 duoc luu théng dudi dang tién “cofactor” khong hoat
dong. FVIII dugc hoat héa nhd qua trinh xtic tdc phan gidi boi thrombin hoac
yéu t6 Xa v4i nguyén 1y hoat dong cat yéu t& VIII & vi tri Arg 372 (chd nbi
A1-A2), vi tri Arg 740 (chd nbi A2-B) va vi tri Arg 1689 (chd ndi B-A3) (Hinh
1.4 va 1.5). Khi viing A2 tuong tac véi phirc hgp A1/A3-C1-C2 thi FVIII thuc

su duoc hoat hoa.



13

Hinh 1.5. M6 hinh céu tric phan tir 3-D ctia yéu t6 VIII hoan chinh [19].
Vung A (A1, A2, A3) la noi bam cua cdc ion Ca2+, Cu* va cde yéu 161X, X
trong qud trinh déng mau. Vimg C (C1, C2) la vi tri bam cho yéu té viWF, X
va cua cac phan tw phospholipid mot khi FVIII dwoc hoat hoa. Viung B chua
Vi tri cdt ciia thrombin da dwoc loai bo trong phdn tir FVIII trong qud trinh
hoat hoa FVIII.
Khi gen F8 bi dot bién, té bao giam hodc mat kha ning tong hop
protein FVIII gay nén bénh hemophilia A [25].
1.2.2.3. Vai tro FVIII trong dong — cam mdu
FVIII binh thuong c6 3 hoat tinh: diéu chinh thoi gian déng huyét
tuwong do la dic trung cua VIII: C; bi tia bo1 mot khang thé di loai dic biét,
hoat tinh nay mang tén 1a VIII — R: Ag (Factor VIII Related Antigen:
khang nguyén lién quan yéu t6 VIII); diéu chinh thoi gian chay mau &
nguoi bi Willerbrand goi 1a hoat tinh VIII — R: WF (Factor VIII Related
Willebrand). Cang ngay yéu té VIII cang dugc coi nhu 1 chét trung gian
quan trong trong cac phan tmg giita tiéu cau va thanh mach, do d6 no cé vai

tro gdy ra xo vira dong mach.
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Hoat tinh VIII: C g véi yéu té dugc goi 12 khang hemophilia A 13 yéu
t6 duoc kiém soat boi gen nam trén thé nhidm sic X. Pay 1a yéu td thu hoach
dugc khi tia lanh, giup vao viéc hoat hoa yéu td X boi yéu td IXa trong
déng mau ndi sinh, yéu té nay bi trung hoa béi mot khang thé luu hanh c¢6 &
mot s6 nguoi bi hemophilia A [27].

Hoat tinh VIII — R : Ag khi tiém FVIII tinh khiét vao nguoi hemophilia A
thi s& tao duoc khang thé chéng VIII : C. O nguoi bi bénh hemophilia A khang
nguyén VIII - R : Ag van binh thuong, nhu vay la hoat tinh VIIT : C, VIII - R :
Ag khong cting c6 mdt cau tric protein nhu nhau. Ngudi ta cho rang su tong hop
VI —R : Ag duge kiém soat bdi 1 gen ndm trén thé nhiém sac thuong [28].

Hoat tinh ctia Von — Willebrand hay yéu t6 VIII — R: WF d6 1a 1 yéu t6
huyét tuong ma thiéu n6 duoc coi nhu do mot su thiéu hut cua tiéu cau hodc
thanh mach [29].

Ca 3 yéu to trén tao thanh mot phirc hé dai phan tir, dung enzym dé phan
1ap c6 thé tach duoc thanh nhitng don vi ¢6 hoat tinh VIII - R : Ag, VIII - R :
WF con VIII : C thi lugng it hon.

Pbi voi hemophilia A nguoi ta biét rang ¢ nhitng ngudi bénh nay vi tri
khang nguyén cua yéu to VIII van binh thuong vi né tuy phan tng véi khang
thé nhung vi tri hoat tinh thi tong hop khong binh thudng, c6 thé 1a do mot
acid amin thiéu hodc bi thay thé hodc bi trc ché [30].

1.2.3. Bénh hgc phan tir bénh hemophilia A

Co sé phan tir cia hemophilia A dugc phan tich trong nhiéu nam va rat
nhiéu dang dot bién gen F8 gay bénh da duoc cong bd. Cac nghién ctiru khang
dinh dang dot bién khac nhau s& gay nhiing kiéu hinh dic trung khac nhau
[18]. Bénh nhan hemohilia A thé ning thuong gip dang dot bién dao doan
intron 22 (chiém 45-50%), trong khi d6 dot bién diém chiém da s6 ¢ bénh
nhan hemophilia A thé bénh vira va nhe 90-95% [5].
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1.2.3.1. Bénh hoc phin tir ciia hemophilia A thé niing

Nhiéu mo hinh d6t bién khac nhau chiu trach nhiém cho hemophilia A
thé ning, tuy nhién dang dot bién thuong gip nhat 1a dao doan intron 22 va
intron 1 cuia gen F8.

Dio doan trén nhiém sic thé (NST): dao doan intron 22 xay ra do su tai
t6 hop gitra ban sao cta ving int22h1 (ving lip lai gdm 9,5 kb) thudc intron
22 v6i mot trong hai ban sao cua ving déng nhiat nam & telomere ving
int22h2, int22h3; vi tri 400 kb & dau 5° ngoai gen F8 [31]. Hién twong dao
doan dan dén dut gy gen F8 va hau qua gdy thé bénh ning cho bénh nhan.
Dot bién nay chiém 45-50% bénh nhan hemophilia A thé ning.

Pao doan intron 1 xay ra twong tu, do sy tai to hop vung intlhlthudc
intron 1 (kich thuéc 900 bp) nam vi tri 140 kb & dau 5° cta gen F8 véi ban
sao intlh2 nam ngoai gen F8 [32]. Pot bién nay hiém gip hon so véi dao
doan intron 22, chiém khoang 1,5% bénh nhan nang [33],[34].

Dot bién mit doan va chén dogn Ién: 36t bién mat doan 16n chiém 2-
5% bénh nhan hemophilia A thé ning [35]. C6 thé mét 1 exon hodc mat
toan bd gen [36]. Co ché phan tir cua dang dot bién nay da duoc két luan 13
do qua trinh tai t6 hop do hién tuong lip lai Alu [37], [38], [39]. Dot bién
chén doan 16n va hién tuong Alu lam dat gay gen F8 va gay hemophilia A
thé nang [40], [41].

Dot bién diém: hau hét bénh nhan ning 1a do dot bién thay thé mot
nucleotid. Dot bién vo nghia (nonsense) tao ma két thic hodc dot bién mat
nucleotid gay léch khung dich ma din dén khong tong hop hoic tong hop
protein khong c6 chuc ning. Dot bién tai vi tri ndi intron va exon da duoc
céc tac gia cong bo. Nhiéu dot bién thay thé anh hudng dén dinucleotid CpG
dugc phat hién trén mot s6 bénh nhéan, vi du dot bién ¢.6496C>T din dén

chuyén thanh Arg2147X (Tai vi tri 6496 trén trinh ty Genebank nucleotid C
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thay bang nucleotid T 1am thay ddi protein Arginine ¢ vi tri 2147 tao thanh
stop codon) [42]. M4t doan va chén doan nho ciing thuong thiy trong
hemophilia A thé nang, thay d6i tir 1-55 nucleotid. Pho bién nhat 1a mat
hodc chén nucleotid A vao exon 14 [43], thuong xay ra trong vung tir ¢.3637
dén c.4379 [42].

1.2.3.2. Bénh hoc phin tir ciia hemophilia A thé vira va nhe

Dot bién diém gay léch khung dich ma va dot bién thay thé nucleotid
(missense) 1a co ché chinh gay bénh hemophilia A thé vira va nhe, chiém 90-
95% bénh nhan. Dot bién tai vi tri ndi va ving promoter cua gen dugc phat
hién & mot sé bénh nhan. Hién tuong lap doan exon 13 cling dugc mo ta & cac
bénh nhan hemophilia A thé nhe [5].

1.2.4. Méi lién quan giira kiéu gen va Kkiéu hinh

Thong thudng, cac trudng hop nam gidi bi dot bién gen F8 thé ning gay
bénh hemophilia A trong cing mot gia dinh c¢6 nhimng biéu hién 1am sang
ning né twong ty nhau. Tuy nhién, hiéu Gng di truyén va méi truong khac
nhau c6 thé thay d6i mtrc d6 biéu hién 1am sang cua bénh [44].

Cac nghién ctru da chi ra 10-15% bénh nhan véi “kiéu hinh dic trung”
chay mau muc d nang (khi néng do FVIII hoat dong <1%) co biéu hién triéu
chung twong d6i nhe trén 1am sang [45], [46], [47]. Khong phai tat ca nhiing
bénh nhan hemophilia A thé ning thuong xuyén chdy mau tu phat, tham chi
trong sd nhitng ngudi bi chay mau, mirc d ning ctia bénh ciing khac biét dang
ké. Co s& cho sy khac biét nay van chua duoc hiéu rd hoan toan [48], [49].
1.2.4.1. Méi lién quan giita dét bién trén gen F8 va kiéu hinh lim sang

Pot bién gen F8 1a yéu to quyét dinh quan trong nhét caa kiéu hinh trong
bénh hemophilia A [49], [48].

Dot bién gap thuong xuyén nhit trén bénh nhan hemophilia A thé ning 13

dot bién dao doan intron 22 va intron 1 véi bi€u hién kiéu hinh chay mau muirc
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d6 nang né. Dot bién mat doan gen 16n quan sat thiy trong khoang 5% s6 bénh
nhan hemophilia A thé ning. Céc truong hop hemophilia A thé ning con lai va
tat ca cac trudng hop hemophilia A thé trung binh va thé nhe 1a két qua cta
nhiéu dot bién diém, dot bién thém/mat doan nho chiém mot phan ba s trudng
hop [45], [50]. Dot bién vo nghia tao stop codon chiém sé lwong 16n nhimng
bénh nhan c¢6 biéu hién 1Am sang nang né. Dot bién & vi tri ndi gifta exon va
intron thuong biéu hién triéu ching ning né nhung c6 thé c6 nhimg trudng hop
biéu hién kiéu hinh ctia mot bénh nhan thé nhe, tiy thudc cu thé vao timg vi tri
nbi exon-intron [51]. Céac vi tri dot bién trong gen F8 di duoc mo ta trong cac
quéan thé khac nhau, & cic nhom dan sé cu thé cho thay: khong c6 ving chi
diém hay gip cac dot bién trong gen F8, ngoai trir trudng hop dot bién dao
doan intron 22 va intron 1 gip trong hemophilia A thé nang [52].

1.2.4.2. Méi lién quan giiia dong thiva ké gen thrombophilia va kiéu hinh lim sing

Trong bénh hemophilia A thé niang, dot bién gen thrombophilia co thé
dong vai trd quan trong trong biéu hién 14m sang nhe hon [53]. Dot bién gen
thrombophilia trong bénh hemophilia A dan dén kiéu hinh nhe hon duoc mo
ta bao gém thiéu hut protein C, protein S va khang thé thrombin, yéu t6 V
Leiden, tethylenetetrahydrofolate... [53], [54], [55].

Nam 2001, Ettingshausen va cong su [56] da nghién ctru 92 bénh nhan
hemophilia A thé ning, trong d6 bao cdo mot sb trudng hop dot bién co cac
yéu té lién quan dén gen thrombophilia (6 truong hop dot bién yéu td V
Leiden, 1trudng hop thiéu protein C). Cac trudng hop nay da tri hodn khoi
phat triéu ching chay mau (1,6 nam so véi 0,9 nam). Cac nghién ctru khac
mo ta tac dung bao vé ctia gen (dot bién yéu td V Leiden [57] va protein S [57],
protein S [58], [59]) 1am giam tan s6 chdy mau hang nim va muc do nghiém

trong ctia bénh khép & bénh nhan hemophilia A.
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C6 v kién cho rang cac dot bién prothrombin c6 thé bu dap cho mirc do
yéu t6 VIII thap, din dén hoat hoa thrombin hiéu qua hon va tiép theo 1a sy

suy giam cua triéu chirng 1am sang cua bénh [53], [55].

Tuy nhién, mdi lién quan giita cac gen prothrombin va bénh hemophilia
A thé nhe dd khong duoc xac nhan bai cac nghién ctru khac [47], [60]. Yéu td
nguy co prothrombin dudng nhu anh huéng dén kiéu hinh nhung c6 thé chi
mot phan nho. Nhiéu nghién ciru cho rang ngudn gdc cia tinh khéng dong

nhat ctia cac kiéu hinh trong bénh ua chay mau thé ning 1a do da yéu t6 [61].
1.2.4.3. Khd ning biéu hi¢n kiéu hinh khdc ciia hemophilia A

Mot s6 nghién ctru da dugce chimg minh mdi lién quan giita nhém mau,
yéu t6 von Willebrand va thoi gian ban hiy ctia FVIII. Bénh nhan c6 nhom
mau O va c6 ndng d6 khang nguyén von Willebrand thip s& lam giam dang

ké thoi gian ban huy ctia FVIII [62], [63].

Vai trd cua con dudng tiéu soi huyét khong dong nhét giira 1am sang va
kiéu hinh cta bénh hemophilia A d3 dugc cong bd boi cac tac gia Grunewald,
Shetty [64], [65]. Tac gia Grunewald dua ra gia thuyét rang qué trinh cam
mau khong hiéu qua cta hé thong tiéu soi huyét gibng nhu mot vong tron luan
quan, duong nhu giy ra khuynh hudng chay mau nhiéu hon tai noi chay mau.

Theo nghién ctru ctia Jayandharan, phan ing viém trong mang hoat dich
c6 thé s& anh huong dén mic d6 nghiém trong cua ton thuong khdp & bénh

nhan hemophilia A [49].
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1.2.5. Yéu tb trc ché FVIII

Co ché hinh thanh khang thé hién nay con nhiéu ban cii, song mot sd
nghién ctru cho réng c6 mbi lién quan voi kiéu dot bién gen, muc d§ nang cua
bénh, tudi bat dau diéu tri, loai ché phém diéu tri, yéu td di truyén bao gém
tién sur gia dinh xuét hién cac chét trc ché, ching tdc va dan tdc, cling nhu cac
d6t bién va da hinh trong cac gen phan Gmg mién dich, vi du nhu HLA alen
[66]. Co ché hoat dong ctia nhimg khang thé nay 1a gan voi cac nhanh cua yéu
t6 dong mau lam anh hudng téi su gan két cua cac yéu to nay véi cac thanh
phan dong mau khac [67].

Phuong phap phat hién khang thé khang VIII 1a Bethesda [68]. Mot
don vi Bethesda 13 luong khang thé c6 kha niang trung hoa 50% luong yéu
t6 VIII co trong 1 ml huyét twong binh thuong. Piéu tri cho bénh nhan co
chét trc ché phy thudc vao ndng do chat e ché cao hay thap. Mot sb truong
hop chét trc ché chi xuat hién thoang qua va tu dong mat di khong can diéu
tri ic ché mién dich [69].

Khang thé khang protein FVIII lién quan dén mot loat cac té bao mién
dich: tir té bao trinh dién khang nguyén (MHC) cho dén té bao lympho T va té
bao lympho B (Hinh 1.6) [70]. Sau khi phan huy protein trong ndi bao va tong
hop véi thi golgi, cac manh v peptid co thé lién két twong thich véi 16p mo
chinh. Sau d6, phitc hop MHC-peptid trén bé mat té bao trinh dién khang
nguyén dugc cong nhan boi cac thy thé té bao lympho T trén bé mit té bao
CDA4. Tin hiéu dong kich thich duoc thong qua boi sy twong tic cia té bao
CD80/86 voi CD28 kich hoat day du cac té bao CD4 va giai phong cytokin.
Céc thy thé trén bé mit té bao lympho B va C bao gom CD2, CD4, CD40L,
CD28 tuong tac véi cac protein twong ung LFA3, CD30L, CD40, CD80/86

gdy ra sy ting sinh té bao lympho B, biét hoa thanh té bao plasma va san xudt
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ra khang thé khang FVIII [71]. Cac khang thé khang FVIII ton tai trong tiy
xuong, lach, hach bach huyét [72].

B CKR
J
Té bao nhé' T IL-2, IFNy, TNF8 Té bao nhé' B
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e

Hinh 1.6. Co' ché hinh thanh khang thé khang FVIII [70]

Trong khi nhiéu yéu td nguy co tao khang thé khang FVIII chua duoc
xéc dinh 13, vai tro quan trong ctia cac dang dot bién F8 1am ting ti 1& nguy co
da dugc cong bd (Hinh 1.7) [67]. Dang do6t bién ¢ vi tri ndi gilta exon va
intron, dot bién sai nghia 1a nhém c6 nguy co tuwong d6i thap, trong khi
khoang 21 % bénh nhan dot bién déo doan intron 22 lién quan dén phat trién
cac khang thé khang FVIII. Ty 18 chat (rc ché cao nhat & bénh hemophilia A 1a
nhom dot bién mat doan 16n, mit cac exon ma hoa nhiéu ving trong gen F8

chiém 88% [73].
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Nguy co cao
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D6t bién mat cdc exon Bf’jt bién do doan f
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Dot bién vé nghia mat dogn nho (16%)
& chudi nang (17%) D4t bién ving C1-C2 (10%)
Dot bién sai nghia
(5%)
\j

Mit doan & vi tri P
vilng A (3%) Khong dét bién
- ) - 0 . -
ving C1-C2 (%) byt vién vi tri ndi
: i exon-intron (3%)
Nguy co thap

Hinh 1.7. Anh hwéng ciia cac dang dot bién gen F8 dén nguy co
phat trién chat e ché FVIII [67]

1.2.6. Di truyén hoc va ty 1& mac bénh hemophilia A

Hemophilia A 1a bénh di truyén lin lién két véi gi6i tinh X khong c6 alen
tuong tng trén NST Y. Ty 18 méc bénh 1a 1/5000 nam gidi trén thé gioi, khong
bi anh hudng bdi yéu t6 dan toc hay dia 1y [74]. Mic du ty 1¢ nay khong thay
d6i nhiéu giira cac quan thé, tuy nhién kha ning phat hién bénh ¢ cic nudc
dang phat trién c6 nhiéu han ché do d6 bénh nhan thuc sy duoc diéu tri con
thap. Pa s cac truong hop hemophilia A c6 tién s gia dinh mic bénh.
Khoang 30% dot bién méi phat sinh trong qua trinh tao giao tir & bd hodc me.
Ti 1& dot bién gay bénh hemophilia xay ra 14 3 x 10° trén gen va trén mot giao tir
trong mot thé hé. Ty 1¢ dot bién méi xay ra O té bao mam sinh duc ciia nam cao
hon 3,6 14n so véi té bao mam sinh duc cta nit. Gan ddy nguoi ta da chimg minh

duoc tan suét dot bién theo gidi tuy thudce vao loai dot bién. Ty 1€ dao doan
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intron 22 & té bao mim sinh duc nam nhiéu hon 15 14n & té bao mam sinh duc
nit. Di véi dot bién diém & té bao sinh duc nam cao hon gép 5—10 lan, con dot
bién méat doan cao hon 5 1an so véi té bao mam sinh duc nit [73]. Hién tuong
nay giai thich cho su Véng mit nhiém séc thé thir hai tao diéu kién thuan lgi cho

hién twong dao doan trong qué trinh phan bao giam nhiém & nam.

Hemophilia 1a bénh rdi loan dong mau di truyén hay gip nhat. Theo
théng ké cuia to chitc hemophilia thé gidi, hién nay c6 khoang 250.000 bénh
nhan méc bénh hemophilia va chi c6 khoang 50.000 dugc diéu tri dic hiéu.
Tai Viét Nam, hién tai c6 khoang 6000 bénh nhan hemophilia trong d6 chi co
20-30% duogc phat hién va diéu tri. O Mién Bac Viét Nam theo diéu tra tir
1994-1996 cho thay ty 18 bénh hemophilia 1a 25-60/1.000.000 dan [2]. Bénh
hemophilia A hay gip nhat, chiém t&i 85%, hemophilia B chi chiém 14%. Tai
Vién Huyét hoc - Truyén mau Trung wong, ciing véi su ra doi ciia Trung tAm
diéu tri hemophilia, s6 bénh nhan dén kham va diéu tri tang lén dang ké. Pén
nay trung tam da quan ly khoang 500 bénh nhan hemophilia ¢ cac dia phuong
khac nhau, trong d6 hemophilia A chiém 85%; 13,16% la hemophilia B va
con lai 13 cac bénh nhan bi cac bénh rdi loan dong mau khac [7].

1.3. CAC PHUONG PHAP SINH HQC PHAN TU XAC PINH POT BIEN
TREN GEN F8

Cac phuong phap phat hién dot bién gen F8 giy bénh hemophilia A
nhu phuong phap phat hién dot bién truc tiép, sang loc gian tiép dugc tng
dung rong rai trong chan doan xac dinh bénh, phat hién nguoi lanh mang gen
va chan doan trudc sinh. Phuong phap phat hién dot bién truc tiép 1a xét
nghiém cung cAp mdt cach chinh xac nhat trong tam soat bénh hemophilia A.

Tuy nhién, tinh chat khong dong nhat cua dot bién va sy phire tap cia gen F8
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lam cho viéc phat hién d6t bién bang phuong phap truc tiép khé khan [74].
Phuong phéap phat hién bang sang loc gian tiép c6 thé c6 ich hon va bo sung

két qua chan doan trong nhiing trudng hop nay.

Két qua dot bién DNA can phai duoc giai thich mét cach than trong, do
nhing nguy co tiém an cta thé kham trong gia dinh c6 tién st bénh
hemophilia A chiém khoang 10% c6 thé gay ra su chan doan khong chic chin
vé tinh trang mang gen bénh [75]. Do d6, choc 6i dé xét nghiém DNA thai nhi
1a quan trong trong chan doan trudc sinh, vi né anh hudng dén quyét dinh san
khoa va viéc lga chon phuong phap diéu tri, cham soc sém khi gia dinh quyét

dinh khong cham dut thai ky [76].
1.3.1. Phwong phap phat hién dét bién dao doan intron
a/ Phuong phap phat hién dot bién dao doan intron 22

Dang dot bién déo doan phé bién nhét 13 dao doan intron 22, chiém hon
45% cac thé bénh ning [5]. Cach gen F8 mot doan 500kb vé phia dau
telomere, nhiém sic thé X ton tai hai vung int22h2 va int22h3 c6 trinh tu
tuong dong dén 99,9% véi mot doan thude intron 22 gen F8 (vung int22h1)
c6 kich thude 9,5kb. Qua trinh tai to hop twong dong giita ving int22h1 va
mot trong hai ving int22h2 hoic int22h3 chia cit gen F8 thanh 2 doan (exon
1- 22 va exon 23- 26) cach nhau 400 kb giy bt hoat hoan toan gen ma hoa
yéu t6 VIII (Hinh 1.8).
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Hinh 1.8. Co ché ddt bién dao doan intron 22 [5]

Do bénh nhan hemophilia A thé nang dot bién dao doan intron 22
chiém ti 1& cao. Vi vay, viéc tim ra mot phuong phap xac dinh dot bién dao
doan intron 22 c6 két qua nhanh, chinh x4c va thuén tién 13 rat quan trong.

Ba ki thuat chinh dugc st dung dé phat hién dot bién dao doan intron 22 gém:
+ Ky thudt Southern Blot

Phuong phap Southern Blot 1a phuong phap hitu hiéu trong chan doan
cac bénh 1y di truyén chung va bénh hemophilia A néi riéng. Phuong phap
nay cho phép xac dinh nhitng doan DNA ¢6 kich thudc 16n véi mot ndng do
nho trong hdn hop ma khoé co thé xac dinh duoc bang cac phuong phap khac.

Phuong phap Southern Blot tng dung trong chan doan dot bién dao
doan intron 22 dwgc miéu ta boi Lakich va cong su nam 1993 [31]. Thuy
phan DNA bang enzym Bcll, sir dung miu do danh dau phong xa P32 dé xac
dinh dot bién. O nguoi binh thuong, enzym s€ cat DNA lam 3 doan c6 kich
thude 21,5kb; 16kb va 14kb. Néu két qua co kich thude 20kb; 17,5kb; 14kb
hay 20kb; 16kb; 15,5kb tuong tng vd1 dot bién dao doan intron 22 typ 1
(int22h2) va typ 2 (int22h3).
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+ Ky thudt Long Distance PCR

Phuong phap Long Distance PCR (LD-PCR ) duoc thiét ké bang cac phan
tmg PCR dic biét dé c6 thé khuéch dai mot doan gen F8 rat dai > 10 kb va dat
tén 1 phan tmg Long Distance PCR [77]. Sir dung cap mdi PQ duoc thiét ké
bam dic hiéu v6i ving intron 22h1 va cip mdi AB dugc thiét ké dac hiéu cho
2 vung intron 22h2 va intron 22h3. Hinh anh dién di trén gel Agarose 0,6%
trong 6-8 gid san pham khuéch dai LD-PCR voi midu DNA ngudi binh thuong
cho 2 bang c¢ kich thudc 10 kb va 12 kb, véi nguoi bi dot bién dao doan intron
22 cho 2 bang kich thudc 10 va 11kb, véi ngudi lanh mang gen cho 3 bang kich
thuace 10, 11 va 12 kb.
+ Ki thuat Inversion- PCR

Phuong phap Inversion - PCR (I-PCR) dugc miéu ta bdi Rosetti va cong
su nam 2005 [78]. Quy trinh gém 3 budc: (1) Cat DNA bang enzym Bell,(2)
Néi bang T4 ligate,(3) Khuéch dai bang phdn img Multiplex PCR. Phuong
phap I-PCR c¢6 vu diém 1a dé tién hanh. Enzym Bcll tac dung rat dic hiéu nén
san phrflm cit enzym co tinh ddc hi¢u cao. San phﬁm PCR duoc khuéch dai d&
dang trong thoi gian khoang 30 phut do cac doan DNA c¢6 kich thudc ngin
(487 va 559 bp). Nhu vay xét nghiém phan tich gen duoc tién hanh nhanh
chong, két qua thu duogc c6 do tin cy cao, dé thyuc hién.
b/ Phuong phap phat hién dot bién dao doan intron 1

Hién tuong tai to hop ciing dién ra twong tu giita intlhl (ndm trong
intron 1) c6 kich thudc 900 bp va ving trinh tu tuong dong intlh2 cach gen
F8 mot doan 140 kb vé phia dau mut telomere giy nén dang dot bién dao

doan intron 1 xuét hién & 5% cac thé bénh ning [7], [8].
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Hinh 1.9. Co ché dt bién dao doan intron 1 [5]

Phuong phap xdc dinh ddo doan intron 1 dugc md ta bdi Bagnal va

cong su nam 2002 [32]:

Thiét ké hai phan tmg Multiplex PCR c6 thé phat hién dugc cac bénh
nhén bi dot bién. Phan ung 1 co chtra cac cap moi dic hiéu cho intlhl cong
voi mot moi dic hiéu cho chudi int1h2; phan ung 2 chura cap mdi dic hiéu
cho intlh2 cong véi mot mdi dic hiéu cho intlhl. Dya vao kich thudc khac
nhau cta cac doan DNA sau khi dién di dé phat hién dot bién. Truong hop
khong co dot bién dao doan intron 1, phan tng 1 chi ¢6 moi intlhl bat cip
cho kich thudc 1908 bp. O phan tmg 2 chi c6 mdi dic hiéu cho int1h2 bt cip
cho kich thuéc 1191 bp. Néu dot bién xay ra, moi intlhl bat cip voi intlh2 &
ca hai phan ung s cho cac kich thudc 1323 bp va 1776 pb tuong ting & phan
ung 1 va phan ting 2.

1.3.2. Phuong phap phat hién ciac dang dét bién khac
al Phwong phdap PCR phat hién dét bién mdt exon

PCR 1a phuong phap kinh dién va don gian nhit dé chan doan cac bénh
di truyén. Phan ung PCR st dung cip moi dic hiéu dé khuéch dai doan gen

dic hiéu tir phan tir DNA ciia té bao.
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Ung dung trong chin dodn bénh hemophilia A

Céc tac gia thiét ké va sir dung nhimg cip mdi dic hiéu dé khuéch dai timg
exon cua gen F8 bang phan tmg PCR, sau d6 dién di trén gel agarose, mau bénh
nhan duoc tién hanh song song v6i mau dbi chimg. Néu mau déi chimg xuat
hién vach DNA tuong tng véi kich thudc cua exon duoc khuéch dai, trong khi
mau bénh nhan khong xuét hién vach thi bénh nhan bi dot bién mat doan exon
d6. Néu cac miu déu 1én day du cac vach DNA thi cac san pham PCR sé& duoc
tinh sach dé chuén bi cho budc giai trinh tu toan bo cac exon nay.

b/ Phan tich di soi kép (heteroduplex)

Hai k¥ thuat sang loc dot bién thuong duoc st dung dua trén phan tich di
soi kép 1a phuong phép sic ky long hiéu ning cao bién tinh (DHPLC:
Denaturing high pressure liquid chromatography) va CSGE (Conformation
Sensitive Gel Electrophoresis). DHPLC hién la k¥ thuat dugc st dung rong
rdi nhat dé phan tich gen F8. DNA di soi kép, tao ra bang cach tron, bién tinh
va tai bat cdp san phim PCR ctia bénh nhan nam va miu ching nam (mau
control) roi duoc gén vao cot. Di so1 kép hinh thanh do sy bat cap tai vung dot
bién hodc da hinh don nucleotid (SNP) s& gan 1én cot yéu hon dong soi kép
(homoduplexes) va bi rira dau tién khi dung gradient dung méi chay qua cot.
Nhiét do néng chay khac nhau can thiét cho mdi phan tng va cho hiéu qua
phat hién dot bién t6i da, mot phan (ing c¢6 thé can nhiéu chu trinh nhiét khac
nhau. DNA tach rtra va phat hién béng sur hép thu tia cyc tim. Cac thiét bi can
thiét dé thyc hién phuong phap nay dat tién nhung khi duy tri tét c6 thé phat
hién 98% dot bién F8 [79].

Phuong phap CSGE la qua trinh phan tich di sgi kép dugc thyuc hién
trong mot giéng 16n va duoc bién tinh trong gel polyacrylamid [80]. Dién di
san pham qua dém va nhudém bang ethidium bromid. Phuong phap CSGE
phat hién sy thay d6i kich thudec DNA so v6i mau ching. Hi¢u qua phat hién
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tir 85 dén 90% dot bién gen FVIII [81]. Trong qua trinh phan tich & nhiét do
cao, so1 DNA nhuém huynh quang s& duoc khuéch dai va bién tinh hoan toan.
Sy thay d6i huynh quang s& cho thdy su khac biét giira soi don va soi kép
DNA. Mic du doi hoi tdn kém vé thiét bi chuyén mon, tuy nhién qua trinh
thue hién nhanh chéng va ré tién [82].
¢/ Giai trinh tw DNA

Poan DNA can giai trinh tu dugc st dung nhu trinh tu miu cho phan
tmg khuéch dai gen (PCR) bat dau tir vi tri gdn mdi. Hon hop cua ca deoxy-
va dideoxynucleotid dugc st dung trong phan Gmg voi ndong do sao cho céc
dideoxynucleotid s& gan vao mdi vi tri ma cac deoxynucleotid thuong gan
trén doan DNA dang duoc tong hop. Su gin cua cac dideoxynucleotid s& 1am
gian doan qua trinh kéo dai cac doan DNA duoc tong hop, két qua sé tao ra
hdn hop céc soi DNA c6 kich thudc khac nhau. Nucleotid tn cung trén mdi
soi DNA c6 thé duoc xac dinh bang cach chay dong thoi bon phan tng riéng
biét trong &6 mdi phan ung chira mot loai dideoxynucleotid (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) hoic béi mot phan tng hén hgp nhung timg loai
dideoxynucleotide duoc danh dau bang cac chat phat huynh quang dic hiéu
khac nhau. Két qua 13 hdn hop céac soi DNA tong hop tir soi khuon duoc phan
tach bang dién di trén gel acrylamid c6 do phan giai cao, cho phép phan biét
duoc cac so1 don DNA hon kém nhau 1 nucleotid. Trinh tu cac nucleotid
dugc xac dinh tuong tng véi trinh ty ciia cac vach trén gel ing vaoi mdi loai
dideoxynucleotid [83].

Do phén 16n cac dot bién gy bénh 1a dot bién diém vi vay dén nay
phuong phap giai trinh ty gen van dugc coi 13 mot tiéu chuan vang trong viéc

phat hién cac dot bién gen F8 [84].
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d/ Phuong phap dua trén RT-PCR

DNA genome dugc hiu hét cic phong thi nghiém lua chon, nhung
phién ma ngugc (RT) mRNA gen F8 bat thuong thu dugc tir bach cau thanh
cDNA bing nested PCR (RT-PCR) c6 loi thé hon so véi phan tich gDNA.
Dot bién vi tri ndi (splicing) bi bo qua khi phan tich gDNA c¢6 thé duoc phat
hién khi phan tich mRNA. cDNA khuéch dai c6 thé dugc phan tich dot bién
bang nhiéu phwong phap: phan tich da hinh cau tric soi don [83] va phan cit
hoa hoc) [84]. Phan tich doi hoi phai co chat luong RNA tdt, diéu nay 1a rat
kho khin cho nhitng bénh nhan & xa phong thi nghiém. Tuy nhién, gan day da
co 6ng PAXgene hodc 6ng Trisone dugc thiét ké dic biét dé duy tri RNA con
nguyén ven, tao diéu kién phan tich ciing nhu van chuyén mau [85].
e/ Phuong phdap MLPA

Trong nhitng nim gan day, MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) 1a phuong phap duoc uu tién chon lya trong chan doan
dot bién mat doan, lap doan gen F8. Ngoai ra, MLPA con gitp chan doan di
hop tir v6i d6 chinh xac cao, cho két qua nhanh chéng [85].

Dé chan doan dot bién mat doan va lip doan gen, ngudi ta thiét ké cac
probe gin dic hiéu voi 26 exon cua gen. Trong mdi phan tng PCR, ching ta
c6 thé khuyéch dai dong thoi cac probe dic hiéu cho 26 exon ciia gen ma chi
s dung duy nhat 1 cap moi. Nhu vay chi can tién hanh 2 phan tng PCR,
chung ta c6 thé khao sat dot bién & cac exon cua gen F8.

Nghién ciru cua Losrt va cong su niam 1996, khi phan tich mau DNA cua
80 bénh nhan hemophilia A bang phuong phap MLPA (Kit P178, MRC Ha
Lan, Amsterdam, Ha Lan) dé phat hién nhimg trudng hop dot bién lap doan,
méat doan [86]. Nghién ctru cta Losrt sir dung 44 probe dé khuéch dai toan bo
26 exon trong gen F8. Véi dot bién mat doan, cac dinh twong Gng Véi ting

exon s& bi mat trong khi d6 véi dot bién lap doan, két qua dugc tinh toan dua



30

vao ti 1&6 RPA (Relative Peak Area) twong ting véi tirng exon so v&i mau
ching, RPA ctia mdi exon dugc tinh bang cudng do tin hiéu twong ng (A)
chia cho téng cuong d6 tin hiéu cua 44 dinh trong probemix (ZA), exon 13p
doan khi ma ti I¢ RPA |6n hon 1,6.

Duya vao tinh chit dinh luong dé phét hién cac dang dot bién caa phuong
phap MLPA. Do d6, phuong phéap ndy duoc lya chon dé phat hién cac truong

hop phu nit mang gen c6 dot bién ldp doan hay mat doan trong gen F8.
1.4. TINH HINH NGHIEN CUU TRONG VA NGOAI NUOC
1.4.1. Nghién ctru trén thé giéi

O cac nudce phat trién, cac nghién ciru tap trung vao phat trién nhimg
hudng diéu trj tich cuc dé cai thién chat luong cudc séng cua bénh nhan. Su
phat trién ctia cac ché pham hién nay cho phép bénh nhan hemophilia c6 cudc
séng nhu nguoi binh thudng va tién téi c6 thé chita khoi hoan toan. Van dé
chinh hién nay ¢ bénh wa chay mau la su khoi dau ctia cac khang thé bat hoat
cac yéu t dong méau, mic du cac chit trc ché mién dich cling duoc tiém cing
trong qua trinh truyén bo xung cac yéu to dong mau c6 thé loai trir cac chét tc
ché trong khoang hai phan ba s6 bénh nhan. Céc chit wrc ché nay lam cho liéu
phap diéu tri thay thé kém hiéu qua, han ché dap mg diéu tri trén bénh nhan va
lam ting nguy co mac bénh va tir vong [87].

Trong thap ky qua muc tiéu cudi cung cia cac nha nghién ctru 1a tim
kiém phuong phap c6 thé diéu tri dut diém bénh wa chdy mau. Phuong phap
diéu tri gen da duoc nghién ciru thong qua qua trinh chuyén doan DNA ma
hoa doan gen FVIII vao co thé nguoi bénh. Ngoai ra, mot thach thic 16n cua
cac phac do diéu tri hién nay la thoi gian ban hiy ngan 1am cho nhu cau tiém
tinh mach thudng xuyén. Do d6 khuyén khich nhiing nd luc hon nita trong viéc

san xuat cac yeu to dong mau co6 sinh kha dung kéo dai hon. Cac ché pham dang
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nghién ctru va thyc nghiém 1am sang truée khi dua vao st dung nhu: Gén két
gbc PEG (polyethylene glycol) 1a mot ché phdm méi co kha ning kéo dai thoi
gian ban huy ctia san pham protein [88]. Hop nhat Fc c¢6 chirc ning bao vé IgG
va albumin tir qua trinh di hoa, 1am trung gian van chuyén IgG trén té bao
biéu mo [89]. Céc thu thé nay c6 kha nang kéo dai thoi gian ban huy cia IgG
va albumin d3 dinh hudng cho cac phuong phap diéu tri méi. Hop nhat
Albumin ¢6 chu ky ban ra khoang 20 gid, st dung albumin thuong khong
xuat hién mién dich, do d6 nd dugc st dung nhu mot san pham an toan. Pay
1a san pham duoc lya chon dé kéo dai thoi gian ban huy bang cach két hop

cac yéu td dong mau voi albumin nguoi... [90].

O nhiing nudc dang phat trién, dé tiép can duoc cac phuong phap diéu tri
moi gitp diéu tri cho bénh nhan hemophilia A gip nhiéu kho khan do kinh
phi diéu tri kha tén kém. Sy ra doi va phat trién ctia sinh hoc phén tir gitp
phat hién ra cic dang, cac vi tri dot bién trén gen F8 gy bénh hemophilia A.
Hién nay, hang nam c6 rat nhiéu d6t bién mai duge cong bd trén co so dit liéu
HAMSTeRS (Hemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site) Ia
trang quan 1y thong tin vé bénh hemophilia A ciia nuéc Anh: dén thang
1/2013 d3 c6 2158 d6t bién & cac vi tri khac nhau trén gen F8 duoc cong bd
[42]; hay trén co s& dir liéu cia CDC (The Centers for Disease Control and
Prevention) 1a trung tam kiém soat va phong chéng bénh dich ciia Hoa Ky

cong bd vé bénh hemophilia A ¢ tong sb6 2556 vi tri dot bién gay bénh [91].

Céc nghién ctru vé dot bién trén gen F8 gan day ngoai bio céo cac dang
d6t bién méi chua duge cong bd con phan tich danh gia cac nguy co phat trién
chat trc ché FVIIL Theo nghién ciu cta tac gia Nair nam 2010, khi nghién ctru
phat hién dot bién trén gen FVIII da cong bd 11 dot bién mai [92]. Con theo

nghién ctru cua Reiter ciing trong nam 2010, khi nghién ctru trén 69 bénh nhan
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hemophilia A thé ning & Australia dd cong bd 38 vi tri dot bién méi va danh gia

mdi lién quan vi tri dot bién voi su phat trién yéu td te ché FVIII [93].

Trong nghién ctru ctia Samatha va cong sy nam 2012 trén 5.383 bénh
nhan hemophilia A thé ning trong d6 1.209 bénh nhan c6 chat tc ché FVIII
trong mau. Nghién ctru sir dung céc thuét toan théng ké tinh toan ti 18 nguy co

phat trién chat e ché ¢ cac dang, cac vi tri dot bién trén gen F8 [94].

Trong nghién cltru cia Schwaab nam 2013 trén 1.135 bénh nhéan
hemophilia A da phat hién 195 dot bién méi chua duogc cong bd trén co s&
dir lieu HAMSTeRS. Nghién ctru nay con danh gia nguy co phat trién chat

trc ché, so sanh giira nhom dot bién & vang C1/C2 véi cac ving con lai [95].

Ngoai ra, tlr cac vi tri dot bién c6 thé phat hién ngudi lanh mang gen
bénh trén cac thanh vién nit trong gia dinh nguoi bénh va cac ddi tuong lién
quan. Véi nhitng thanh vién nit mang gen can som dua ra 10i khuyén di truyén
trude khi két hon dé ho ting cudng nhan thire, 1am giam ty 1& mang thai va ty
1é tré sinh ra bi mic bénh hemophilia A, ting hiéu qua trong viéc phong ngira
bénh tat dong thoi nang cao chat lugng chiam soc stc khoe cho cong dong x4
hoi. Ngoai ra, viéc phat hién vi tri, dang dot bién con co y nghia 16n trong
viéc Iyra chon phuong phap diéu tri phit hop ngay tir khi bat dau d6i voi nhiing
bénh nhan c6 nguy co cao c6 khang thé khang FVIIL

1.4.2. Nghién ctru tai Viét Nam
Céac nghién ctru tai Viét Nam chu yéu tap trung vao cac biéu hién 1am sang,
can lam sang va danh gia hiéu qua diéu trj ctia mot sb ché phém thay thé FVIIL
Nam 1991, Bach Quéc Tuyén nghién ctru dé tai “Nhan mot trudng
hop hemophilia A ¢6 khang thé khang FVIII- Ban vé: van dé khang thé

khang dong luu hanh”. Pé tai mo ta mot trudng hop co khang thé khang
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FVIII trong qué trinh diéu trj va budc dau nghién ctu vé sy hinh thanh

khang thé khang FVIII [12].

Nam 1993, Tac gia Tran Ngoc Tran nghién ctru diéu ché va sir dung tia
lanh giau yéu t6 VIII trong diéu tri bénh hemophilia A. Pay 13 giai doan phat
trién clia qua trinh diéu tri tai Viét Nam khi c6 thé ty diéu ché ché pham diéu

tri thay thé co6 nong d6 FVIII cao hon va an toan hon [96].

Nguyén Thi Huong Qué c6 dé cap t6i nhiing tic dung khong mong
mudn & bénh nhan hemophilia ngudi 16n duge truyén cac ché phdm mau tir
nam 2004 dén 2008 [7]. C6 mot s dé tai nghién ctru cac linh vuc khac cua
hemophilia nhu ton thuong khép, danh gia hiéu biét ciia ngudi nha bénh nhan

vé bénh hemophilia.

Nzm 2008, trong nhiing nghién ciru tién phong vé bénh hemophilia A ¢
muc d0 phan tor nhom nghién cuu tai Trung tam Nghién ctru Gen-Protein,
Truong Pai hoc Y Ha No§1 da thanh cong trong viéc tach dong gen ma hoa
yéu té VIII ctia ngudi binh thuong. Pong thoi, nhom nghién ctiu ciing da
thanh cong trong viéc tao ra FVIII bi x6a ving gen B va van giit nguyén hoat
tinh. Nhom nghién ctru da thiét ké vector, biéu hién va tinh ché thanh cong
FVIII ngudi trén ddi twong E.coli, vector thudc hé retrovirus mang gen ma
FVIII tai t6 hop cling dd dugc thiét ké thanh cong md duong cho cac nghién

ctru tmg dung liéu phap diéu tri gen sau nay ¢ Viét Nam [97].

Hién nay, nghién ctru xac dot bién gy bénh hemophilia A tai Viét Nam
1a rat it. Vién Huyét hoc truyén mau, trong mot dé tai cap Bo y té dang nghién
ctru xac dinh dao doan intron 22 va intron 1 trén bénh nhan hemophilia A.

Tuy nhién, nghién ctru nay st dung phuong phap LD-PCR dé xac dinh dot
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bién dao doan intron 22, phuong phap nay khé thuc hién, thoi gian dién di
lau. Nghién ctru ndy ciing chi tap trung sang loc nhom bénh nhan thé ning,
khoang 50% bénh nhan khong c6 dot bién ddo doan intron s& khong phat hi¢n

duoc dot bién.

Trong nghién ctru cia Pham Quang Vinh va cong su, budc dau da ung
dung phuong phap PCR-RFLP véi vi tri cét ctia enzym Bcll tai intron 18 dé
chan doan ngudi mang gen bénh trong gia dinh bénh nhan hemophilia A.
Phuong phép nay dua trén co s¢ co nhiéu dot bién DNA trén gen F8 khong
gy bénh, nhimg dot bién nay 13 cac chi diém dé phat hién céc truong hop
mang gen bénh. Tuy nhién day ciing chi 1a phuong phap phat hién gian tiép,
khong phét hién duoc vi tri d6t bién thuc sy gay bénh hemophilia A [98].

1.5. NHUNG VAN PE CON TON TAI

Khong co k¥ thuat sinh hoc phén tir ndo c6 thé xac dinh dot bién & 100%
bénh nhan hemophilia A. Mot sé dot bién nam trong gen F8 khong phén tich
dugc bang nhiing k¥ thut phan tich dot bién hién nay. Phuong phap giai trinh
tu DNA cua toan bd gen F8, c6 thé dugc coi 1a "tiéu chuan vang" dé xac dinh
cac dot bién diém van khong thé phat hién dot bién trong moi trudng hop.
Theo nghién ctru ctia Goodeve nim 2008, ti 1¢ khong phat hién dugc dot bién

chiém 2-7% tong s6 bénh nhan hemophilia A [5].

Tai Italy, khi Margaglione va cong su nghién ctru trén 1.296 bénh nhan
hemophilia A, chi ¢6 1.153 truong hop phat hién dot bién chiém ti 1& 89%. Ty
1& nay co thé thay d6i tuy theo tinh chinh xac trong chan doan 1am sang va

hiéu qua phat hién dot bién [51].
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Trong nghién ctru ny, do diéu kién thoi gian, trang thiét bi may moc va
kinh phi han hep chua thé phdi hop hét cac ki thuét sinh hoc phan tir hién dai
dé chan doan dot bién gen F8. Tuy nhién, phuong phap I-PCR phét hién dot
bién dao doan intron 22, két hop voi ki thuat gidi trinh tu toan b 26 exon dé
phat hién dot bién 1a phuong phap mdi nhat, thong dung nhat dé sang loc phat

hién d6t bién & bénh nhan hemophilia A trong giai doan hién nay.
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Chuwong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

- Nhém dbi chirng: 20 ngudi (10 nam, 10 nit) khoe manh, tién sir gia dinh
khong c6 ngudi mic bénh di truyén. Nhom chimg duoc dung dé chuan hoa ki
thut va lam mau dbi chimg ciing véi miu nghién ctru khi thuc hién cac ki thuat
sinh hoc phan tir dé phan tich gen.

- Nhém nghién ctru: 103 bénh nhan duoc chin doan xac dinh hemophilia
A tai vién Nhi Trung wong va vién Huyét hoc truyén mau Trung uong.

Tiéu chuin chan doan hemopphilia A:

+ Lam sang: ‘ ’
- Chay mau: Chay mau kho cam sau chan thuong, va cham hay

chay mau ty nhién.
- Vi tri: Chay méau trong khép, co hodc mot s6 vi tri khac.
- Tinh chat: Thuong chay mau tai phat.
- Tién st ¢o tién st chay mau kéo dai hodc trong gia dinh ¢
nguoi than bi chay mau khé cam.
+ Céan lam sang:
- APTT kéo dai.
- Binh lugng FVIII giam dudi 30%.
- Thoi gian mau chay binh thuong.
- S6 luong tiéu cau va do tap trung tiéu cau binh thuong.
- Prothrombin binh thuong.
- Yéu t6 von Willebrand binh thuong.
Tiéu chuén loai trir :
+ Bénh nhan méc bénh Von-Willebrand.
+ Cac bénh 1y di truyén giy kéo dai APTT: giam yéu t6 XI, XII,
prekallikrelin.
+ Bénh 1y luu hanh khang FVIII: bénh ty mién (luput).
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Tiéu chuin xéc dinh c6 khang thé khang FVIII:

- Xét nghiém Mixtest (1a xét nghiém dé x4c dinh su c6 mit cta chat tc
ché): tron huyét tuong bénh nhan véi huyét twong cta ngudi binh thudng véi
ty 1€ 1:1 va u trong 2 gio & 37°C. Do thoi gian APTT cua nguoi binh thuong
va APTT ctia mau tron sau 2 gio. Néu APTT ¢ mau mau tron kéo dai hon
mau ngudi binh thuong 1a ¢6 khang thé trong mau bénh nhén.

- Xét nghiém Bethesda (1a xét nghiém do ndng do chit e ché): 1 don vi
Bethesda 1a luong khang thé co thé trung hoa 50% cua 1 don vi FVIII thém
vao u trong 2 gio & 37 do C.

Chan dodn cé khdng thé khang VIII: xét nghiém Mixtest dwong tinh va dinh
luong c6 khang thé khang VIII bang xét nghiém Bethesda.

2.2. DUNG CU, TRANG THIET BI VA HOA CHAT NGHIEN CUU
2.2.1. Dung cu
- Ong Eppendorf 1,5 mL; 0,5 mL; 0,2 mL
- Ong lay mau chdng dong EDTA
- May Gene Amp PCR System 9700 (USA)
- Pipet, dau con céc 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 (Dic)
- Lo visong
- May doc trinh tuy gen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Hoa Ky)
2.2.2. Hoa chit
* Hoa chat diung dé tach chiét DNA:
- Dung dich Lysis buffer
- Dung dich SDS 10%
- Dung dich K
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- 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%
* Ho4 chat dé thuc hién ki thuat PCR
+ Buffer 10x
+dNTP 10 mM
+ Taq polymerase
+ Céc cap moi
* Hoa chat dé dién di sain pham PCR
+ Agarose
+ Dung dich TBE 10X
+ Loading buffer 10X
+ Ethidium bromide
* Hoa chat dé doc trinh tw gen
BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) gdm BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP va
dUTP), BigDye buffer, cap moi dic hiéu, dung dich formamide.
* Héa chat dé tinh sach DNA
- Dung dich phenol: chloroform: isoamyl voi ty 1€ 25 : 24 : 1
- Dung dich chloroform: isoamyl véi ty 1€ 24 : 1
- Ethanol 100%; ethanol 70%
- Hoa tan bang nudc tinh khiét
* Hoa chit dé cit DNA:
+ Enzym Bcll
+ Buffer Bcll
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* Hoa chat dé ndi DNA:
+ T4 ligate

+ Buffer T4
2.2.3. Trinh tw mdi cho cic phén ing PCR

- Trinh tw mdi ciia phan wng Inversion — PCR xac dinh dét bién dao
doan intron 22 ctia gen F8 [78]

Tén mo1 Trinh tu

ID (mdi xudi trong gen F8) ACATACGGTTTAGTCACAAGT

IU (mdi nguogc trong gen F8) | CCTTTCAACTCCATCTCCAT

ED (mdi xudi ngoai gen F8) | TCCAGTCACTTAGGCTCAG

- Trinh tw mdi ciia phian ing PCR xac dinh dot bién dio doan

intron 1 cia gen F8 [99]

Tén moi Trinh tu

oF GTTGTTGGGAATGGTTACGG

9cR CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG
Intlh-2F GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA
Intlh-2R TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA

- Trinh ty méi ciia phan ing PCR khuéch dai 26 exon ciia gen F8

Thiét ké 38 cap moi riéng biét dé khuéch dai 26 exon David 1994 [100].
Trong d6 exon 14 c6 kich thudc 16n nhat 3,1 kb nén can 9 cip moi; exon 26

kich thudc can 5 cap moi dé khuéch dai toan bd cac exon nay.
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2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
So do nghién ciru

Benh nhin hemophilia A

The vira/nhe
22 bénh nhan

Xic dinh dao doan intron 22
(Phuong phap inversion-PCR)

Khéng d6t bien

Xic dinh dao doan intron 1
(Phuong phap multiplexPCE)

Khong dot bien

C'6 d6t bien

Khéng dat bifn

"6 dot bién

("6 dat bitn Xac dinh dit bién ditm
(Phurong phap giai trinh tu)

Hinh 2.1. Quy trinh xac dinh ddt bién gen F8 ¢ bénh nhan hemophilia A
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Cac kiéu hinh khac nhau trén 1am sang dugc chimg minh 1a do céac
dang dot bién khac nhau giy nén. Dya vao dic diém ndy, chung toi thiét ké
mo hinh x4c dinh dot bién cta cac thé hemophilia A nhu hinh 2.1:

- Pbi v6i bénh nhan thé nang, do dot bién déo doan intron 22 chiém da
s6 nén dau tién can tién hanh xac dinh hién tugng ddo doan intron 22 bang
phuong phéap inversion PCR. Khong phat hién dugc dot bién déao doan intron
22 ta tién hanh tiép trén intron 1 bang phuong phap multiplexPCR xem c6
hién tugng dot bién dao doan intron 1 hay khong. Néu van khong xac dinh
dugc thi ta khuéch dai toan bd 26 exon tim dot bién mat exon. Néu cic exon
déu 1én vach tuong tng kich thudc DNA ngudi binh thuong thi phan tich dot
bién diém trén 26 exon hodc tai cac vi tri ndi bang phuong phéap giai trinh ty.
Céc vi tri dot bién xac dinh dugc s& xdy dung ban do gen F8.

- Pdi v6i nhitng bénh nhan thé vira va thé nhe do khong bi dot bién dao
doan nén chi sir dung phuwong phap PCR khuéch dai 26 exon tim d6t bién, néu
khong c6 dot bién mat exon thi giai trinh tu gen truc tiép dé phat hién cac dang
dot bién diém. Cac vi tri d6t bién xac dinh dugc s& xay dung ban dd gen F8.
2.3.1. Quy trinh liy miu

Bénh nhan di chan doan hemophilia A dugc lay 5 mL méu tinh mach,
cho vao 6ng chdéng dong bang EDTA vé6i ham luong 1,5 mg/mL. Quy trinh
ldy mau dam bao vo trung tuyét dbi.

2.3.2. Quy trinh tach chiét DNA tir mau ngoai vi

- Mau tuoi chdng déng EDTA can tach trong vong 24 gid.

- Cho 0,5 mL méu tuoi toan phian chéng dong bang EDTA vao 6ng
Eppendof 1,5 mL, thém vao 0,5 mL dung dich Lysis buffer rdi u trén déa
trong 10 phut.

- Ly tam 8000 vong/ phut trong 10 phat & 4°C, loai bo dich ndi va thu
can. qua trinh nay duoc ldp lai 3 lan.

- Cho vao 0,5 mL dung dich K, ly tim 10 phuat toc d6 8000 vong/ phit &

4°C, loai bo dich ndi va thu can.
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- Cho 0,5 mL Lysis buffer; 12,5 uL SDS 10%; 10 pL proteinase K, sau
dé u 2h ¢ 56 °C.

- Cho 0,5 mL phenol: chloroform: isoamyl, ly tdm 10000 vong/phut
trong 10 phut & 4 °C, hén hop duoc chia lam 3 phan: 16p dung dich phia trén
c6 chita DNA, 16p & giita 13 can té bao, 16p duéi cung 1a dich chiét. Hat 1ay
phan dich chira DNA trén cing.

- Cho 0,5 mL chloroform: isoamyl, ly tim mau & 10.000 vong/phut trong
10 phut & 4 °C, hat 1y phan dich trén cung.

- Tua DNA bang 1 mL con tuyét d6i, cho thém 50 puL sodium acetat, dé
lanh & -20 °C trong 4 gio.

- Ly tam 13.000 vong/phut trong 20 phut & 4°C, d6 dich n6i phia trén, thu tia.

- Rira tia bang con 70°C. Tiia DNA dugc hoa tan bang 30 mL nudc tinh khiét.

Phan tor DNA thu dugc s& dugce kiém tra do tinh sach béng phuong
phédp do mat do quang & budc song 260/280 nm va dién di trén gel
agarose 0,8%.

+ Néu ODg0nm/OD2gonm = 1,8 — 2 thi DNA duoc coi 1a tinh sach.

+ Chat luong cua DNA t6t khi dién di cho vach rd nét, bing gon.
Nguoc lai, phan tir DNA b1 dat gay, 14n nhiéu protein hodc céc tap chat khac
thi hinh anh dién di 1a mot vét trai dai khong tao thanh bang gon.

2.3.3. Quy trinh phat hién ddo doan intron
2.3.3.1. Ky thudt Inversion — PCR xdc dinh dét bién ddio doan intron 22 ciia
gen F8

Phan img multiplex PCR véi trinh tu ba mdi duoc thiét ké dua vao trinh
tu hé gen nguoi va vi tri cia enzym cat Bell dd dugc ching minh bang
phuong phap Southern Blot PCR.

Bcll Bell Bcll

int2oh2/3  —ED 5 _l —l Y intom D, ‘l
. [ - L

Hinh 2.2. Vi tri ciia enzym cit Bcll va cac moi U, ID, ED.
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Cac mdi IU, ID, ED dugc thiét ké co chira trinh tu enzym cit gi61 han
Bcll ndm & hai ddu cta int22h1 va mot dau cia int22h2/3 (hinh 2.2).
Sau khi cat san pham DNA bang enzyme cét gidi han Bcll, 2 dadu DNA

dugc nbi lai bang enzyme T4 ligate s& cho 2 san phim DNA vong c¢6 kich

thude 21,5 va 20 kb.

A int22h1 B int22h2/3

DNA nguoi binh thuong
dong vong 21,5kb

DNA bénh nhan dao
doan dong vong 20,0kb

Bell Bcll

v 487 bp ID V) 559 bp ED

Hinh 2.3. Cac doan DNA déng vong sau khi ndi bing T4 ligate

O nguoi binh thudng, mdi IU bat cap véi modi ED tao ra DNA dong
vong kich thudc 1a 21,5 kb; chira doan int22h1 & ving BX842559 trén
Genebank, c6 vi tri cia enzyme cat gi6i han Bcll: base 36204 trén moi IU va
base 14595 trén moi ID (hinh 2.3.A). Khi khuéch dai bang phan tng
multiplex PCR sé& cho doan DNA c¢6 kich thudc 487 bp.

Khi hién tuong dao doan xay ra, doan int22hl nam trong gen F8 duogc
thay thé bang doan int22h2 hodc int22h3 ndm ngoai gen F8 cach du telomere
500kb, do d6 DNA vong c6 kich thudc 1a 20 kb (hinh 2.3.B). Luc nay moi IU
sé bét cap voi moi ED (méi ED dugc thiét ké ndm canh int22h2 va intron
22h3 ¢6 chira trinh ty enzym cat gidi han Bcll). So sanh trinh ty moi ED trén

Genbank & ving BX 276110 thay vi tri Bell trén int22h3 1a base 14703 va
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ving BX 683327 ¢ vi tri Bcll trén int22h2 1a base 15265. Dot bién dao doan
s& khuyéch dai doan DNA ¢6 kich thudc 559 bp.

San phém sau khi khuéch dai duoc dién di trén gel agarose 1,5% véi

marker 100bp va nhudm béi ethidium bromid dé kiém tra dot bién dao doan.

Quy trinh k¥ thuat gdm 3 budc theo mé ta cuia Rosetti va cong su [78]:

Buére 1: Cit DNA bang enzym Bcll:

Thanh phan phan tng Thé tich (ul)
Enzym Bcll 1,2
Buffer Bcll 10X 3,0
DNA 4,0
Nuéc cat PCR 21,8
Tong thé tich 30,0

U ¢ 50° C trong 4h.
Tinh sach sin phim cit:

- Cho 0,2 mL Phenol: Chloroform: Isoamyl va 0,3 mL nudc tinh khiét
vao 30pL san pham sau khi cit. Tron déu sau d6 ly tam 15000 vong/phuat
trong 5 phut & 4 °C. Hut lay phan dich chira DNA trén cung.

- Cho 0,5 mL chloroform: isoamyl, ly tim mau & 10.000 vong/phut trong 5
phat ¢ 4 °C, hut lay phan dich trén cing.

- Taa DNA bang 1 mL con tuyét d6i, cho thém 50 pL sodium acetat, ly
tam 15.000 vong/phut trong 10 phit ¢ 4 °C, d6 dich ndi phia trén va thu tua.

- Rura tila bang c6n 70°C. Taa DNA dugc hoa tan bang 20 mL nudc tinh khiét,

Phan to DNA thu dugc s& dugce kiém tra do tinh sach béng phuong
phap do mat do quang ¢ budc song 260/280 nm.
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Buwéc 2: N6i DNA bang T4 ligate:

Thanh phan phan tng Thé tich (ul)
T, ligate 3,0
Buffer T,10X 4,0
DNA 20,0
Nudc cit PCR 13,0
Tong thé tich 40,0

U ¢ 16° C trong 8h.

Tinh sach sdn phdm sau néi: twong ty nhu tinh sach san pham sau cit.
Buéc 3: Khuéch dai DNA bang phan tmg multiplex PCR

Thanh phan phdn iing multiplex PCR

Thanh phan Thé tich (ul)

Nudc cat PCR 11,3

Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
Mdi U (10 pM) 0,5
Moi ID (10 pM) 0,5
Moi ED (10 pM) 0,5
Tag polymerase (5 u/ul) 0,2
DNA 3,0
Tong 20,0

Chu trinh nhiét cua phan ung multiplex PCR :

Chu trinh Bién tinh Bit cip Téng hop

1 95°C - 10 phut

2-34 95°C - 50 gidy 58°C - 50 gidy 72°C - 2 phut
35 72°C - 10 phat

Béo quan ¢ 10°C

San pham PCR khuéch dai duoc dién di kiém tra dot bién dao doan trén

gel agarose 1,5% vai marker 100bp va nhudém bai ethidium bromid.
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2.3.3.2. Ky thudt PCR xdc dinh dét bién dio doan intron I ciia gen F8

Theo quy trinh chuan cta Tizzano va cong su [99]: DNA duoc khuéch
dai bang hai phan ng multiplex-PCR cho 2 doan intlhl va intlh2 véi cac
mdi tuong tng: 9F, 9¢R, intlh-2F va intlh 2F, intlh-2R, 9F (Hinh 2.4).

intth-2R  intlh-2F VIl 9F 9cR
1191b —_— 1908h
i exonl i exon2
intLh-2R 9F FVII intlh-2F 9cR

17760p —

1323b

A. MGéi bit cap trong trwong hop khéong dt bién

B. Moi bt cp trong truwong hop dét bién

Hinh 2.4. Hinh anh vi tri thiét ké mdi doan intronlh1 va intron1h2

O nguoi khong c6 dot bién dao doan intron 1, trong phan ung intlhl,
moi 9F va 9cR thiét két dic hiéu cho doan intlhl nam trong gen F8 bat cap
v6i nhau khuéch dai 1 doan c6 kich thude 1908 bp. O phan tng int1h2, moi
int1h-2F, int1h-2R thiét ké dic hiéu cho doan int1h2 1a ban sao tuong dong
ctia intron 1 ndm ngoai gen F8 bat cip voi nhau khuéch dai 1 doan kich thudc
1191bp (Hinh 2.4 A). Néu d6t bién dao doan intron 1 xay ra, int1h2 tai to hop
v6i intlhl din dén cic mdi s& canh tranh nhau trong phan Ung multiplex-
PCR. Khi khuéch dai phan tng intlh1 mdi int1h-2F bat cap véi moi 9cR cho
doan DNA kich thudc 1323 bp va & phan tmg khuéch dai doan intlh2 moi 9F
va int1h-2R bét cip v6i nhau cho doan DNA kich thude 1776bp (Hinh 2.4 B).
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Thanh phan ciia phdn vmg:

Phdn irng 1: Khuéch dai doan int1hl

Thanh phén Thé tich (pl)
Nuée cat PCR 11,4
Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
Mbi 9¢cR (10 pM) 0,5
Mdi 9F (10 pM) 0,5
Modi int1h-2F (10 pM) 0,5
Taq polymerase (5 u/ul) 01
DNA 3,0
Téng 20,0

Phdn irng 2: Khuéch dai doan int1h2

Thanh phin Thé tich (pl)
Nuéc cat PCR 11,4
Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
MJdi int1h-2F (10 pM) 0,5
Moi 9F (10 pM) 0,5
MJdi int1h-2R (10 pM) 0,5
Taq polymerase (5 u/ul) 01
DNA 3,0

Téng 20,0
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Chu trinh nhiét cua phan ung

Chu trinh Bién tinh Bt cip Téng hop

1 95°C - 10 phut

2-34 95°C - 50 gidy 55°C - 50 gidy 72°C - 2 phut
35 72°C - 10 phut

Béo quan ¢ 10°C

San pham PCR khuéch dai duoc dién di kiém tra dot bién dao doan trén
gel agarose 1,5% va&i marker 1000bp va nhuom béi ethidium bromid.
2.3.4. Ki thuat PCR khuéch dai cac exon
Thanh phan phan iing PCR

Thanh phan Thé tich (pl)
Nuéc cat PCR 11,9
Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
Méi xudi 0,5
MOoi nguoc 0,5
Taq polymerase (5 u/ul) 0,1
DNA 3,0
Tong 20,0

Chu trinh nhiét phan ung PCR nhu sau:

Chu trinh Bién tinh Bit cip Tong hop

1 95°C - 10 phut

2-34 95°C - 50 giay 55°C - 50 giay 72°C - 2 phut
35 72°C - 10 phut

Béo quan ¢ 10°C

Kiém tra dot bién trén gel agarose 1,5%. Néu dién di trén gel agarose
khong 1én vach, nghi ngd c¢6 dot bién. Khuéch dai lai doan DNA d6 véi PCR
6ng chimg am va chimg duwong dé khing dinh dot bién. Néu tit ca cac vach

DNA déu 1én vach thi tinh sach cac san pham PCR dé giai trinh ty.
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2.3.5. Ky thuat dién di trén gel agarose
Ciach chuan bi gel agarose 1,5%

- Can 1,5 g agarose hoa tan trong 10 mL boric acid EDTA (TBE). Su
dung 10 vi sdng dé agarose tan, sau khi agarose tan hét dé nguoi 55-60°C, dd
vao khuon gel. Dé ban gel dong lai va 6n dinh hoan toan méi st dung.

- GO lugc, dat ban gel vao bé dién di chira sin dém TBE 10X sao cho
dém ngap hoan toan ban gel.

- Pha dung dich TBE 10X (Tris; acid boric; EDTA)

Tris 0,89 M; acid boric 0,89 M; EDTA 2,02 M
Tién hanh k¥ thuat dién di

- Pua gel agarose vao may di¢n di, cho TBE ngap gel.

- Dung pipet va dau c6n nhé hut 1an lugt dung dich & mdi dng dua vao
giéng (5 pL/giéng).

- Sir dung may dién di 80-100V (Mupid- Nhat), dién di ¢ hiéu dién thé
100V khoang 30 pht.

- Sau dién di, gel dugc ngdm vao ethidium bromide 10 phut, rira qua

nudc cat va dua vao soi dudi dén UV, chup anh dudi anh sang tir ngoai.
2.3.6. Giai trinh ty gen
2.3.6.1. Tinh sach DNA (sir dung Kit QIAGEN)

- Cho 500 pul dung dich PB vao éng chira 100 pl plasmid, lic déu, dé ¢
nhiét do phong 30 phut.

- Ht hét dich cho qua c6t tinh sach (do hing Qiagen cung cp).
- Quay ly tdm 10000 v/p trong 30 gidy, d6 bo dich ¢ day éng.
- Cho tiép 750 pl PE vao cot.

- Ly tam 10000 v/p trong 30 gidy, d6 bo dich phia day ong.
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- Ly tAm tiép thém 60 gidy dé loai bo hét dich trong cot.

- LAy c6t ra, cho vao 6ng eppendorf 1,5 mL.

- Cho 50 pl dung dich EB (gdm 10 mM Tris-Cl, pH 8,5).

- Bé ¢ nhiét d6 phong trong 5 phut, ly tim 10000 v/p trong 60 gidy.

- Dich thu duoc ¢ day 6ng la dich chira DNA da duoc tinh sach.
2.3.6.2. Quy trinh thwc hién gidi trinh tw gen:

Thuc hién theo qui trinh va st dung phuong phap BigDye terminator
sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA).

+ Giai doan 1: Chuin bi master mix cho phan \ng giai trinh tw gen
- Chuan bi effendorf 0,2ml da danh dau sn tha tu cac mau
- Chuan bi héa chat dé thuc hién phan tGng

- Lam tan hoan toan hoéa chat, tron déu sau dé ly tdim nhe dé toan bo
dich trén nap Ong roi xudng

- Tién hanh pha master mix theo bang sau:

Thanh phan Thé tich (pl)
San phém sau PCR da duoc tinh sach 1,0
Big Dye Buffer 5X 3,0
Big Dye terminator V3.1 (2,5X) 2,0
Nudc cat 13,0
Mdi don (Spmol/pl) 1,0
Tong 20

Chii y:

- Toan bd khau chuan bi master mix phai dugc thuc hién trén khay da

- C4c hoa chét phai dugc lam tan va tron déu trude khi st dung
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- Big dye 2,5X phai dugc bao quan tranh anh sang
- Mbi DNA thuc hién hai phan tmg véi moi xudi va mdi nguge
+ Giai doan 2: Thuc hién phan @ng sequencing

- Sau khi chuan bj master mix cho phan g xong, ly tim nhanh cic ong

PCR dé toan bo dich dinh trén thanh va nip éng xudng dudi va lam tan bot.
- Xép cac dng master mix vao may PCR

- Chon chuong trinh nhiét da dugc cai dat san trong may theo chu trinh

da duoc to1 wu hoa.

- Kiém tra lai toan bo chu trinh nhiét:

Chu trinh Bién tinh Bit cap Téng hop
1 96°C - 1 phut
2—-26 96°C - 10 giay 50°C - 5 giay 60°C - 4 phut

Béo quan ¢ 10°C

- An nat “Start” cho may bat dau chay chuong trinh.
- Sau khi chay xong chuong trinh dwa may vé ché do nghi va tit may
- L4y mau ra khoi may PCR

- Cac san pham sau khi duoc khuéch dai bang Big dye kit s& dugc tinh
sach bang big Dye temination dé loai bé toan bo big dye thira va dem doc trén

may giai trinh tu gen ABI (Applied Biosystem)

- Cac nucleotid trén gen s& duoc biéu hién bang cac dinh (peak) voi 4

mau tuong duong voi 4 loai nucleotid A, T,G,C
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2.3.7. Phuwong phap phan tich két qua

So sanh trinh ty gen cua b¢nh nhan véi trinh tu gen chuan cua Gen Bank
(National center for biotechnology information, NCBI) NC_000023.11 bang
phan mém CLC.

So sanh trinh ty cac acid amin cua bénh nhan véi trinh ty acid amin
chuan cua Genebank NP _000123.1 bang phan mém Blast cia NCBI. Trong
d6 alanine 14 acid amin dau tién ctia protein F8 truéng thanh duoc danh sé 01.
19 acid amin trudc d6 bat dau tir methionin bi loai bo trong qua trinh hoan
thién protein F8 khong duoc danh sd.

Khi phat hién vi tri nghi ngd dot bién, tim cac vi tri dot bién twong tng
trén co so dir lieu HAMSTeR va CDC. Néu dot bién da cong b thi khang
dinh bénh nhan c6 dot bién gdy bénh. Trudng hop dot bién & bénh nhan chua
thay cong bd thi phén tich tiép kha ning gay bénh dya trén phan mém cau tric
khong gian 3D DNASTAR.

2.4. VAN PE PAO PUC TRONG NGHIEN CUU

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

- Bénh nhén c6 trach nhiém cung cap ddy du cac théng tin lién quan dén
tinh hinh bénh tat cua minh.

- Céc xét nghiém phén tich gen chi thuc 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. PAC PIEM CHUNG CUA CAC POI TUQNG NGHIEN CUU

3.1.1. Pic diém veé tudi

Trong nghién ctru nay, do bénh nhan chii yéu 13 nam gi6i bi bénh nén
¢6 101/103 bénh nhan nam gidi chiém ty 1¢ 98,1%. Tuy nhién trong qua trinh
thu thap mau, hai nir gi¢i c6 ddy du cac triéu ching chay mau, c6 ndng do yéu
td VIII thép duoc chan doan hemophilia A tai vién Nhi va vién Huyét hoc —

Truyén mau trung wong dam bdo tiéu chuan lua chon mau. Nhu viy, nir gi6i

chiém ty 18 1,9%.

Béing 3.1. Pac diém veé tuoi cua cac doi twgng nghién ciru

Pic diém n Ty 18 %
Dudi 1 thang 2,9
1-6 thang 36 34,9
i > 6 thang-12 thang 32 31,1
Tudi pAh{‘t b thang -24 thang 19 18,4
benh > 24 thang 13 12,6
Chan doan trude sinh 0 0
trung binh (X & SD)(thang) 32+10,6

Tuoi trung binh
bénh nhan

(X % SD) (Nim)

8,2+5,1

Nhdn xét:

C6 36/103 bénh nhan hemophilia A dugc phat hién bénh ¢ ltra tubi 1 — 6

thang chiém ty 18 cao nhat (34,9%); 32/103 bénh nhan dugc phat hién bénh &
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Ira tudi 7 - 12 thang chiém ty 18 31,1%; 19/103 bénh nhan duoc phat hién
bénh & 1tra tudi 12 - 24 thang chiém ty 18 18,4%; 13/103 bénh nhan duogc phat
hién bénh ¢ 1ra tudi 12 - 24 thang chiém ty 1& 12,6%; 3/103 bénh nhan dugc
phat hién bénh ¢ Itra tudi dudi 1 thang chiém ty 1& 2,9% va khong co bénh
nhan nao dugc phat hién bénh nho chan doan truge sinh.

3.1.2. T¥ 1& bénh nhén chia theo thé bénh

Thé nhe

6.8%

Thé trung binh
14,6%

Thé nang

/ 78,6%
y -~

Biéu d6 3.1. Phéan bd ty 1€ bénh nhan theo thé bénh
Nhan xét:

81/103 bénh nhan duoc chan doan 1am sang thé ning chiém ty 18
78,6%; 15/103 bénh nhan thé trung binh chiém ty 1& 14,6%; 7/103 bénh nhan
thé nhe chiém ty 18 6,8%.

3.2. KET QUA PHAT HIEN POT BIEN GEN F8
3.2.1. Ty 1¢ phat hién dwoe dot bién
3.2.1.1. Ty I¢ bénh nhin theo két qud phdt hién dét bién

Nghién ctru phét hién duoc 92/103 trudng hop bénh nhén c6 dot bién gen
F8 gay bénh hemophilia A, chiém ty 18 89,3%. S6 bénh nhan chua phat hién
duoc 11/103 trudng hop, chiém ty 1& 10,7%, bao gom: HA14, HA27, HA32,
HA35, HA43, HA48, HAS2, HA58, HAGO, HAG6, HAB9.
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3.2.1.2. Ty I¢ dot bién theo thé bénh ¢ nhém phdt hién va khong phdt hién

dwoc dit bién

1 14,3%
Thé nhe 85,7%
13,3%
Thé trung binh 86,7%
9,9%
Thé ning 90,1%

0 20 40 60 80 100

= Chwa phat hién dwoc dot bién Phét hién dwoc dot bidn

Biéu d6 3.2. Phan bd ty 1¢ phat hién dot bién theo thé bénh
Nhdn xét:

- 73/81 bénh nhén thé ning phat hién dugc dot bién chiém ty 1& 90,1%;
8/81 bénh nhan thé ning khong phat hién duoc dot bién chiém ty 18 9,9%.

- 13/15 bénh nhan thé trung binh phat hién duoc dot bién chiém ty 1¢ 86,7%;
2/15 bénh nhan thé trung binh khong phat hién dugc dot bién chiém ty 16 13,3%.

- 6/7 bénh nhan thé nhe phat hién duoc dot bién chiém ty 1& 85,7 %; 1/7
bénh nhan thé nhe khong phat hién dugc dot bién chiém ty 16 14,3%.

3.2.2. Két qua phat hién cac dang dt bién gen F8 & bénh nhan hemophilia A
3.2.2.1. Két qud xdc dinh dot bién dio doan
a/ Xdc dinh dét bién ddao doan intron 22 bang ky thudt Inversion —PCR

81 bénh nhan hemophilia A chan doan 1am sang thé niang duoc xét
nghiém do6t bién dao doan intron 22 bang phuong phap Inversion —PCR.
Két qua c6 35/81 bénh nhan c6 dot bién dao doan chiém ti 16 43,2% bénh

nhan thé ning.
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NGRS

Y QN DS N
D P A
S x ¥ XX

N
X QD

<«—559 bp

200bp—> <487 bp

M: Marker kich thuwéc 100bp

+ : d6i chirng dwong(ngwdi binh thwong)
HA33, HA38: Khong c6 dao doan intron 22
HA02, HA07, HA12, HA20, HA73 : Dot bién dao doan intron 22

Hinh 3.1. Hinh anh dién di sin pham PCR xac dinh ddt bién dao
doan intron 22

Nhdn xét:

DNA nguoi binh thuong ¢ mau ddi ching duong (+) khi duoc khuéch dai
biang phan tmg multiplex PCR ¢ 1 bang kich thudc twong tmg 487 bp. Néu dot
bién xay ra, khi khuéch dai s& cho 1 doan kich thude 559 bp. Nhu vy, & vi tri cac
giéng tuong mg vai cac bénh nhan ma sé HA33, HA38 khong c6 déo doan intron
22 do cting c6 vach DNA kich thudc 487 bp. O giéng mé s HA02, HA07, HA12,
HA20, HA73 1a bénh nhan hemophilia A c6 dot bién dao doan intron 22 (hinh
3.1) do dién di déu c6 vach DNA kich thudc 559 bp.

Pé dam bao chinh x4c cac vach DNA trén diing 1a doan DNA can tim, gel
c6 chita doan DNA kich thudc 559 bp, kich thudc 487 bp & mau bénh nhan trinh
tu nucleotid HA02 va HA33 duoe cét dé tinh sach roi giai trinh ty sau do kiém tra
sosanh véi trinh tw Genebank (hinh 3.2). Két qua cac doan gen kiém tra ¢ day du
trinh ty vi tri bAm cta mdi, trinh ty ctia enzym Bell va cac vi tri ndy twong tmg véi

cac vi tri da dugc Rossetti va cong su cong bo [78].
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Hinh 3.2. Hinh anh giai trinh ty 2 doan DNA kich thwéc 487bp (mdi IU-1D)
va doan 559bp (médi IU-ED)

bl Xdc dinh dot bién ddo doan intron 1 bang phirong phdp Multiplex PCR

C6 35/81 bénh nhan hemophilia A thé ning bi dot bién dao doan intron
22, 46/81 bénh nhan hemophilia A thé ning con lai tiép tuc duoc sang loc dot
bién ddo doan intron 1 theo phuwong phap duoc mé ta boi Tizzano va cong sy
[99]. Két qua 46 bénh nhan nay khong bi dot bién dao doan intron 1.

HAI1S5 HA46 HAA45 HA24
| [

[ | I I
M P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 M

2kb——> <«<——1908bp

%
kb 1191bp

M. Marker kich thudc
P1: Phan ing 1 ddc hiéu cho intlhl
P2: Phan tng 2 ddc hiéu cho intlh2

Hinh 3.3. Hinh anh dién di sin phim PCR xac dinh ddo doan intron 1
Nhdn xét:

Trong két qua o hinh 3.3, céc phan tmg multiplex PCR khuéch dai doan
int1h1(P1) chi cho cac doan DNA kich thudc 1908bp chimg té cip moi 9F va
9cR thiét ké cho doan intlh1 bét cip véi nhau. Cac phan tmg khuéch dai doan
int1h2 (P2) déu cho kich thudc 1191bp chimg t6 chi ¢o cip mdi intlh-2R va
intlh-2F dic hiéu cho doan int1h2 bat cap voi nhau. Nhu vay, khong c6 dot
bién intron 1 & cac bénh nhan ma sb HA15, HA46, HA45 va HA24.
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3.2.2.2. Két qud phadt hi¢n dét bién mdt exon bang phdan irng PCR:
Nghién ctru ndy c6 4 b¢nh nhan dot bién mAit exon bao gém HA38,
HAbL1, HAL5, HAGA4.

- Dot bién mét exon 8 va exon 9 & bénh nhan HA64:

Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10

500bp

100bp

M: Marker 100bp BN: bénhnhan
+ : doi chung duong - - do6i ching am

Hinh 3.4. Két qua PCR xac dinh ddt bién mat exon & bénh nhan HA64

Nhdn xét.

Bénh nhan ma s6 HA64 sau khi dugc khuéch dai toan bd 38 cap mdi
cling v&i cac mau doi chimg am va doi chimg duong phat hién & vi tri exon 8,
exon 9 cua bénh nhan khong c6 vach DNA trong khi tat ca cac exon con lai
déu 1én vach DNA twong tng voi mau dbi chimg duong. Piéu nay ching to
bénh nhan bi dot bién mat doan exon 8 va exon 9.

- Dot bién mat exon 16 & bénh nhan HAS5:

Exon 15 Exon 16 Exon 17

- + BN - + BN - + BN M

500bp

<— 100bp

M: Marker 100bp BN: bénhnhan
+ - do6i chimg duong - - doi chimg am

Hinh 3.5. Két qua PCR xac dinh dot bién mat exon ¢ bénh nhan HA55
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Nhdn xét:

Két qua hinh 3.5 cho thay ¢ bénh nhan HA55 cic mau ching duong
déu 1én vach DNA, miu doi chung am khong c6 vach DNA, ¢ exon 15 va
exon 17 cua bénh nhan déu c6 vach DNA kich thuéc tuwong tmg véi miu
chtng duong trong khi & exon 16 khong c6 vach DNA chimg to rang bénh
nhan HA55 dot bién mat exon 16 gy bénh hemophilia A.
3.2.2.3. Két qud phadt hi¢n djt bién bang phwong phdp gidi trinh tw
a/ Pét bién mdt doan nucleotid

- Dot bién mat 15 nucleotid

c.435 c.435-450del15Nu
p.135-139del YDTVV

GCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACAC GCTGAGG%ATTACAC

Ngwei binh thwong Bénh nhan HA46
135-139
GeneBank 125 LLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEINGYVFDSLQLSVCLHE 159
LLGPTIQAEV ITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEINGYVFDSLQLSVCLHE
HA46 1 LLGPTIQAEV————-— ITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEINGYVFDSLQLSVCLHE 55

Hinh 3.6. Hinh anh dét bién mat doan 15 nucleotid ¢ bénh nhan HA46
Nhan xét

Bénh nhan ma s6 HA46 thé ning, khong phat hién thdy dao doan
intron 22, intron 1. Khuéch dai 38 cip moi déu lén vach cing, rd nét.
Tinh sach DNA cua cac phan tng khuéch dai nay va giai trinh tu, sau do
so sanh v&i trinh ty ngudi binh thuong. Két qua tai exon 4 phat hién thay
dot bién mat 15 nucleotid tai vi tri ¢.435-450. Khi kiém tra sy thay doi
acid amin do d6t bién gay ra, thiy tai vi tri protein tir 135 dén 139 bi mat
5 acid amin Tyrosin, Aspartic, Threonin, Valin, Valin (p.135-139delTyr-
Val).



60

- Dot bién mét 3 nucleotid:

R ¢.5144-5146 TCT
p.F1672del (Phe1672del)

GTCTTCTTCTCTGGATATACC GTCTTC‘I&éTGGATATACC'

A

Ngw?&i binh thwong Bénh nhan HA91

1672

GeneBank 1631 INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGFKVKHKMVYEDTLTLFPFSGE 1692
INGYVEFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFEFSG KVKHKMVYEDTLTLEFPFSGE
HA91 632 INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSG KVKHKMVYEDTLTLFPFSGE 693

Hinh 3.7. Hinh anh dét bién mat 3 nucleotid & bénh nhian HA91

Nhdn xét:
Bénh nhan HA91 khi giai trinh tu & exon 14 phat hién mat 3 nucleotid

TCT. Khi kiém tra trinh ty acid amin thiy ca ba nucleotid nay ma héa trong
mot acid amin Phenylalanin. Do d6, dot bién chi lam mét acid amin nay & vi
tri p.1672, cac acid amin con lai van ma hoa binh thuong (p.Phel1672del).

b/ Dét bién sai nghia:

C.6545G>A
c.6545 p.R2182H( Arg 2182 His )
CACTCTTCGCATGGAGTTG. CACTCTTCACATGGAGTTG.

Nawei binh thwona Bénh nhan HA90

2182

Query 2144 VFFGNVDSSGIEKHNIFNPPITARYIRLHPTHYSIRSTLEMELMGCDLNS 2152
VEFFGNVDSSGIEHNIFNPPITARYTIRLHPTHYSIRSTL MELMGCDLNS
Sbkjct 1 VFFGNVDSSGIFHNIFNPPITARYIRLHPTHYSIRSTLHMELMGCDLNS 49

Hinh 3.8. Hinh anh ddt bién ¢ bénh nhian ma s6 HA90
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Nhdn xét:

Hinh anh giai trinh tu & bénh nhan ma s HA90 cho thay: c6 dot bién
thay thé nucleotid G thanh nucleotid A (G>A) trén exon 23 cta gen F8. So
sanh voi trinh tr Genebank thiy trén exon 23 vj tri ¢.6545 G>A, dan dén thay
d6i acid amin vi tri p.2182 cta protein gen F8 tir Arginin thanh Histidin
(p.Arg2182His).

- Dot bién sai nghia: thay thé nucleotid T thanh nucleotid C

A ¢.5093T>C
p.11698T(lle1698Thr)

|

TTTGACATTTATGATGAGGAT' TTTGACACTTATGATGAGGAT!

¢.5093

Ngwé&i binh thwédng

1698
° !
Genebank 1666 QREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERL 1725

QREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFD YDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERL
HA76 961 QREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDTYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERL 1020

Hinh 3.9. Hinh anh d¢t bién ciia bénh nhian HA76
Nhan xét:

O bénh nhan HAT76, tai exon 14 khi kiém tra c6 dot bién tai vi tri
¢.5093 nucleotid T duoc thay thé bang nucleotid C giy ra dot bién thay thé
acid amin lIsoleucin bang acid amin Threonin. Nhu vdy bénh nhan c6 dot bién

exon 14 cua gen F8 tai vi tri c. 5093T>C (p.11e927Thr).
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¢/ Dot bién thém mot nucleotid

- Dot bién thém nucleotid C:

c.2777insC

c.2777 p. $927ins (Lys927ins)

l

TTAGGACCCCCAAGTATGCC, TTAGGACCCCCCAAGTATGCC

Ngw¢&i binh thwong Bénh nhan HA03
927
GeneBank 885 TAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPKKLDFKVSTATLFPFSGE 936
TAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPP
HAO3 181 TAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSDNLAAGTDNTSSLGPPS 232

Hinh 3.10. Hinh anh d6t bién thém nucleotid C ciia bénh nhan HA03
Nhdn xét.

Hinh anh giai trinh tu cho thidy bénh nhin mi s6 HA03 co dot bién
thém mot nucleotid C trén exon 14 cta gen F8. Kiém tra trén trinh tu
Genebank x4c dinh thay d6i nay trén exon 14 1a ¢.2777 insC, dot bién gay

1&ch khung dich ma toan bd acid amin con lai tir vi tri p.927(p.Lys927ins).
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- Thém nucleotid A:

A c.4379insA
c.4379 p.K1460ins (Lys1460ins)

AGCCAAAAAAAATAACCTTT  AGCCAAAAAAAAATAACCTTT

oy

Ngw¢&'i binh thwrdng Bénh nhan HA06
B 14f0
Genebank 1440 VFFGNVDSSGIKHANFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLIMELMGCDLNTLEPFSGEL 1500
VFFGNVDS SGIKHA
HA06 1  VFFGNVDSSGIKHAK 60

Hinh 3.11. Hinh anh @6t bién thém nucleotid A ciia bénh nhan HA06
Nhdn xét:
Bénh nhan ma s6 HA06 duoc giai trinh tu théy c6 dot bién thém nucleotid
A 6 vi tri ¢.4379. Dot bién nay gy dich khung dich mi toan bo acid amin con lai
tur vi tri p.1460 (p.Lys1460ins).
d/ Bét bién mdt 1 nucleotid

- Dot bién mat nucleotid A

A

c.3388 c.3388del A

p.R1130del( Arg1130del)

GGAGCCAAAAAAAATAACCTT" GGAGCCAAAAAAA{:ACCTT

Ngw¢&i binh thwong Bénh nhan HAO01
1130

° !
Genebank 1116 QREITRTTLQSDDRNQSPRSFQRKKTRHYFIAAVERLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFK 1175

QREITRTTLQSDD
HAO1 961 QREITRTTLQSDDK 1020

Hinh 3.12. Hinh anh dét bién mat nucleotid ciia bénh nhan HA01
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Nhdn xét.

Hinh anh giai trinh ti cho thay bénh nhan HAOL c6 dot bién mat mot
nucleotid A trén exon 14 ctia gen F8. So sanh véi trinh tir Genebank thiy mat mot
nucleotid A tai vi ¢.3388, dan dén protein yéu t& VIII bi léch khung dich ma toan
b0 acid amin tur vi tri p.1130 (p.Arg1130del).

- Dot bién méat nucleotid G:

c. 2185 c.2185delG
) l p.S729del(p.Ser729del)

GGTTTGATGATGACAACTCTC GGTTTGATATGACAACTCTC!

A
’('\“ | \ “f I“u fﬁ' N N
[ | | A | A \ IATAVAVA!
VY N\ AT ‘f " [V
\ | | V Ia \ A ETNA N AV, =

Ngwé&l binh thwédng Bénh nhan HA39

729

GeneBank 636 INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGTFKHKMVYEDTSTLFPFSGE 737
INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGTFKHEMVYEDT
HA3? 1 INGYVFDSLOLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGTFKHKMVYEDTI 60

Hinh 3.13. Hinh anh @6t bién mat nucleotid ciia bénh nhin HA39

Nhdn xét.

O bénh nhan HA39, khi gidi trinh tu toan by 26 exon théy tai vi tri exon
14 c6 dot bién mat nucleotid G tai vi tri ¢.2185. Dot bién mat nucleotid G gay
léch khung dich ma lam thay d6i toan bo cac acid amin tir vi tri p.729
(p.Ser729del).
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e/ Dét bién vé nghia

A c.6425 T>A

c.6425T p-L2142X (Leu 2142 stop)

l

TTCTCTGGATATACCTTCAAAI TTCTCTGGATAAACCTTCAAA

Ngwoi binh thwong Bénh nhan HA33

2142
B

Genebank 2100 INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGLIFKHKMVYEDTLTLFPFSGE 2162
INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSG
HA33 1 INGYVFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSG* 63

Hinh 3.14. Hinh anh @6t bién tao stop codon ciia bénh nhan HA33
Nhdn xét:

Bénh nhan ma s6 HA33 sau khi duoc gidi trinh tu kiém tra vi tri dot
bién cho thay: dot bién thay thé nucleotid T bang nucleotid A tai vi tri 6425. So
sanh véi trinh tu Genebank cho thay: dot bién nay lam thay d6i acid amin Leucin
tao thanh stop codon gy dung dot ngdt qua trinh phién ma protein
(p.Leu2142Stop).

fl Dot bién tai vi tri noi

c.2113G c.2113+1G>T

TTTGATGAAGGTTAGTGAGTCTT TTTGATGAAGTTTAGTGAGTCTT.

Ngwe&i binh thwong Bénh nhan HA45

Hinh 3.15. Hinh 4dnh ddt bién tai vi tri noi exon/intron ciia bénh nhian HA45
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Nhan xét:

V6i nhitng thay d6i bat thuong ¢ gan hodc tai vi tri dau hodc cubi exon
1a vi tri n6i gitra exon va intron, chung t6i str dung chuong trinh dy doan vi tri
ndi (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) dé du doan nhitng thay doi
& RNA va kiém tra xem ddt bién d6 da duogc cong bd chua. Do dot bién thay
d6i nucleotid & vi tri cudi exon nén khéng st dung dugc phan mém Blast cua
NCBI kiém tra thay ddi acid amin trén protein. Khi Blast bang phan mém
CLC kiém tra vi tri ndi thdy bénh nhan HA45 thay d6i nucleotid G cua GT

dau tién cta intron nén duoc ki hiéu 1a ¢.2113+1.

Exon 13 l Intron 13
Genbank_ NG 011403

TTTGATGAAGGTTAGTGAGTCTT!/
Conflict

TTTGATGAAGTTTAGTGAGTCTT/

. TTTGATGAAGGTTAGTGAGTCTT/
Trinh tw exon13 (chiéu nguoc)

ngwsriinn tweng A\ W\

\ ‘X TTTGATGAAGTTTAGTGAGTCTT/
Trinh tyw exon13 (chiéu nguworc)

bénh nhan HA 45 /\/\/\(\A(\ /\N\/X/\/\(\/\[\/\N\

Trinh tU’ eX0n13 (Chl‘éu XU6i) TTTGATGAAGTITTAGTG sTCTT/
bénh nhan HA 45 MMO f\ ,\n /\M

Hinh 3.16. Hinh 4nh Blast bing phan mém CLC kiém tra dt bién & vi tri noi

exon/intron cia bénh nhan HA45


http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

67

9/ Da hinh nucleotid don (SNP -Single nucleotide polymorphisms)

¢.3780A>C
¢.3780 p.Asp1241Glu

l

CATTTCTCAAAAAAAGGGG CATTTCTCCAAAAAAGGGG

AW AWM My

Ngw&i binh thwong Bénh nhan

1241

Query 1186 VFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKDFMKN 1245
VFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTK EMKN
Sbjct 481  VFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKEEMKN 540

Hinh 3.17. Hinh dnh dét bién thay thé nucleotid tao SNP ciia bénh nhan HA26

Nhdn xét:

Trong qua trinh giai trinh tu exon 14 cua bénh nhan HA 26, HAS3
khi so sanh véi trinh ty Genebank NG 011403 phat hién dot bién thay thé
nucleotid A thanh nucleotid C tai vi tri 3780. Dot bién nay 1am thay doi
acid amin Aspartic thanh Glutamic. Tuy nhién khi kiém tra trén co s¢ dir
liéu Hamster va CDC phat hién day khong phai 1a dot bién gay bénh ma 1a
mot SNP (di dugce cong bd ma sd 1800292).

] rs1800292 [Homo sapiens]
2508.

ACALAGARRCRACACAGCTCATTICTIC [A/C] ARLALRGEEEAGGAAGRARLCTTGE

MapView FVarView  PubMed GeneView

Allele Crigin: A-Germline C-

MAF/MinoralleleCount: G=0.1048/173

Clinical Significance: non-pathogenic

HGVS Mames: [ NC_000023. 10:g. 154158201 T=G | [ NG_011402.1:9.977984=C | [ NM_000132.2:0. 28644>C |
[ Nw_002871103.2:9. 2403047 =G

ID: 1800292

Hinh 3.18. Hinh dnh SNP d4 dwoc cong bd (sir dung phin mém DNASTAR)
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e/ Dot bien moi chua dwoc cong bo

c.1268insG

c.1268 p.G366insX(Gly366insstop)

|

AAGCGGAAGACTATGATGATGAT' AAGCGGAAGACTATGGATGATGAT

QU

Ngw@&i binh thwong Bénh nhan HA96

366

Query 336 SPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSDESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTK 396
SPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNS SSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTK
Sbjct 41 SPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSG*SSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGPALLTK 106

Hinh 3.19. Hinh énh d6t bién méi chwa dwoc cong bo ciia bénh nhan HA96
Nhdn xét.

Bénh nhan HA96 duoc kiém tra vi tri dot bién cho théy 0 exon 8 thém mot
nucleotid G tai vi tri ¢.1268 lam thay doi acid amin Aspartic thanh acid amin
Glycin sau do tao stop codon & vi tri acid amin tiép theo. Khi kiém tra trén co s
dir lieu Hamster va CDC chua thdy cong bd dot bién nay. Str dung phan mém
DNASTAR (http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-
structural- biology.aspx) dé kiém tra hinh anh cau trac 3D du doan thay dbi

cau trac cua protein F8.


http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
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Hinh anh d6t bién & bénh nhan HA96 st dung phan mém DNASTAR

Hinh 3.20. Hinh dnh cau triic 3D ciia protein F8 phan tich & bénh nhan HA96
(Vi tri dét bién vimg mili tén do)
Nhan xét:

Céu tric day du cua protein F8 theo thir ty gom A1-A2-A3-C1-C2 trong
d6 3 vung A c6 chirc ning gin Ca®*, con 2 ving C s& lién két véi phospholipid
va yéu to vVWF, viing B khong c6 chitc ning sé bi phan giai.

Dot bién tao stop codon tai exon 8 & vi tri p.Gly366insStop lam dimg dot
ngdt qua trinh phién ma protein FVIII (vi tri mii tén do6 hinh 3.20). Protein nay
chi con phan cau trac ving A1, mat hoan toan cac ving A2, A3, C1, C2 dan dén

biéu hién cua bénh hemophilia A trén 1am sang.
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3.2.3. Panh gia nguy co phat trién chit e ché yéu to VIII
Bang 3.2. Phan bo ty 1¢ bénh nhin c6 chit wrc ché yéu t6 VIII

theo cac dang dot bién

Chit vrc ché

Dang dét bién Co chit irc ché Khong c6 ?hét Tone
trc ché
n Ty 1€ % n Ty 1€ % n Ty 1€ %
Pao doan int22 10 28,6 25 71,4% 35 100%
Sai nghia 2 9,1 20 91,9 22 100%
Vi tri n6i 0 0 4 100 4 100%
Mat 1 nucleotid 1 11,1 8 88,9 9 100%
Thém 1 nucleotid 1 11,1 8 88,9 9 100%
Vo6 nghia 2 22,2 7 77,8 9 100%
Xoba doan 16n 1 25 3 75 4 100%
Khong phat hién dot bién 1 91 10 90,9 11 100%
Tong 18 17,5 85 82,5 103 100%
Nhan xét:

C6 18/103 bénh nhén ¢ chat (e ché yéu té VIII chiém ty 18 17,5%.

Trong d6 ¢ cac bénh nhan c6 dot bién dao doan intron 22 c6 12 bénh

nhan c6 chét trc ché yéu t6 VIII chiém ty 1¢ cao nhét 28,6%.

Sau d6 12 bénh nhan dot bién x6a doan 16n (25%) va dot bién vo nghia

(22%).
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Bang 3.3. Phéan bo t¥ 1é bénh nhén c6 chit &c ché yéu t6 VIII theo cac

vung dot bién trén gen F8

Chit trc ché
] . | Khong c6 chat Tong
Dang dot bién Co chat wc che .
: L ure ché
no| Tyle% n | Tyle% | n |TylE%
Chuoi néng 5 10 45 90 50 100
(Vung Al, A2, B)
Chuoi nhe 12 28.6 30 71,4 42 100
(Vung A3,C1,C2)
K}llong phat hién dot 1 91 10 90,9 11 100
bién
Téng 18 17,5 85 82,5 103 100

Nhan xét:

12/42 bénh nhan c6 dot bién trén chudi nhe gen F8 (ving A3, C1, C2) ¢o
chét @e ché yéu t6 VIII (chiém ty 18 28,6%).

5/50 bénh nhan c6 dot bién trén chudi ning gen F8 (ving Al, A2, B) ¢6
chét @e ché yéu t6 VIII (chiém ty 18 10%).
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Bang 3.4. Lién quan giira cac dang dot bién va yéu t6 e ché

Chit trc ché
.| Khong co OR,
Cé chat ,
) chat wrc 95%ClI, p
uc cheé i
che
bao doan Co 10 25 3,0(1-9,6),
intron 22 Khéng 8 60 <0,05
Dang 3ot Co 2 7
L Nonsence >0,05
bien Khong 16 78
Xoa doan Co 1 3
) >0,05
lon Khong 17 82
Chudi nhe 12 30 3,6
Vung dot
b (1-13.2),
ién Chubi n3 5 45
uoi nang <0.05
Nhan xét:

O bénh nhan c6 dot bién dao doan intron 22, nguy co xuét hién chét e
ché VIII cao hon so v4i nhém khong c6 dao doan intron 22 1a 3,0 lan
(OR=3,0; 95%CI (1 — 9,6), p<0,05).

Vung dot bién: c6 92/103 bénh nhan phat hién duogc dot bién nén chi
phan tich dugc vung dot bién cta 92 bénh nhan. Trong d6 bénh nhan c6 dot
bién trén chudi nhe gen F8 (ving A3,C1,C2) c6 nguy co xuat hién chat trc ché
yéu t& VIII cao hon so véi nhém bénh nhan c6 dot bién trén chudi ning gen

F8 (ving A1,A2,B )14 3,6 1in (OR=3,6; 95%CI (1 - 13,2), p <0,05).
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3.3. LAP BAN PO POT BIEN GEN F8 GAY BENH HEMOPHILIA A O
VIET NAM

3.3.1. Két qua cac vi tri dot bién gen F8 ¢ bénh nhan hemophilia A Viét Nam

al Bot bién dao doan intron 22

C6 35 bénh nhan hemophilia A thé niang xac dinh c6 dot bién dao doan
intron 22: HAO02, HA05, HAO07, HA08, HA12, HA13, HA17, HA20, HA22,
HA25, HA40, HA42, HA44, HA50, HA70, HA71, HA72, HA73, HAT74,
HA75, HA77, HA78, HA79, HA80, HA81, HA82, HA83, HA84, HAS6,
HA87, HA88, HA89, HA97, HA101, HA103.

bl Vi tri ot bién trén exon va cdc vi tri néi exon-intron

Bang 3.5. Két qua cac vi tri dot bién trén gen F8 giy bénh hemophilia A

Ma s6 ] Domain/ Thay doi Thay ddi acid .
STT Thé bénh Exon ~ . . Bai bao cong bo
BN chuoi Nucleotid amin
1. HA16 Nang 1 Al/chudining |c.65G>T p.Arg22lle HAMSTeR
2. HA18 | Nang 1 |Al/chudinang |[c.143G>A p.Arg4sLys Becker J 1996
3. HAG7 Trung binh 2 Al/chubining |c.223G>T p.Asp75Tyr Goodeve AC 2000
4, HA21 Nang 3 Al/chudining |c.301G>C p.Asn101His Leuer M 2001
5. HA10 | Nhe 3 |Al/chudining |C.386A>T p.Glu129Val Maugard (1998)
6. HA15 Ning 4 Al/chudining |c.446C>T p.Pro149Leu Margagline (2008)
7. HA46 Ning 4 Al/chubinang  |c.435-50 del p.135-139Tyr-Val Vinciguerra C (2006)
15nucleotid
8. HAG1 Trung binh 8 Al/chudining |c.1063G>A p.Arg336Cys Arai (1989)
9. HA96 | Nang 8 Al/chudining |c.1268insG p.Gly366insStop Chura cong bd
10. HAG4 Nang 8,9 |AlLA2 Del exon HAMSTeR
11. | HA47 | Trung binh 12 |A2/chudinang [c.1801A>C  |p.Asn601His Miller CH (2011)
12. | HA09 | Nhe 12 |A2/chudinang |c.1832- p.GIn611del Miller CH (2011)
34delCT
13. | HA56 | Trung binh 13 |A2/chudinang |[c1963T>C  |p.Tyr655His Ahmed R (2005)
14, HA45 | Nang IVS13 |A2/chudining |c.2113+1G>T |Splicing Ravanbod S (2011)
15. | HA51 | Nang 14 | chudining Del exon HAMSTeR
16. | HA39 | Trungbinh 14 | A2/chudining [c2185delG  |p.Ser729del Hua B (2010)
17. | HA1l | Ning 14 |B/chudindng  |c.2777-78isnC | p.Lys927ins HAMSTER,
Margagline (2008)
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18. HAO03 | Nang 14 | B/chudi ning c.2777-78insC | p. Lys927ins HAMSTEeR,
Margagline (2008)

19. HAO01 Trung binh 14 | B/chudi ning €.3388delA p.Arg1130del Ma GC (2008)

20. HA57 Nang 14 | B/chudi ning €.3169G>A p.Glul057Lys Ogata K (2011)

21. HA54 | Nang 14 | B/chudi ning €.3263C>T p.Thr1088lle Miller CH (2011)

22 HA24 | Nang 14 | B/chudi ning €.3637insA pAsn1213ins HAMSTEeR,
Pieneman Wc (1995)

23. HA31 | Nang 14 | B/chudi ning €.3637insA pAsn1213ins HAMSTEeR,
Pieneman Wc (1995)

24. HA100 | Nang 14 | B/chudiniing €.3637insA pAsn1213ins HAMSTEeR,
Pieneman Wc (1995)

25. HA92 Trung binh 14 | B/ chudi ning €.3870insA p.Argl272ins Frusconi (2002)

26. HA65 | Nang 14 | B/chudining c.4114A>G p.Thr1372Ala Margagline (2008)

27. HA23 Ning 14 |B/chudi ning c.4156C>T p.GIn1386Stop Margagline (2008)

28. HA59 | Nang 14 |B/chudi ning c.4232delA p.Lys1411del Gouw C (2011)

29. HA62 | Nang 14 |B/chudi ning €.4288-92del | p.Asp1430del David D (2006)

30. HAO6 | Nang 14 | B/ chudi ning c.4379insA p..Lys1460ins Higuch (1991)

31. HA93 Nang 14 | B/chudi ning €.4409-18del | p.Glul470dkel HAMSTeR.
Hiu M (2005)

32. HAO4 | Nang 14 |B/chudining ¢.4550insA p.Lys1555del Higuchi (1991)

33. HAT76 Nhe 14 | B/ chudi ning ¢.5093T>C p.11e1698Thr Liu M (1998)

34. HA91 Nang 14 | B/chudining c.5144- p.Phel672del David D (2006)

46delCTC

35. | HA41 | Ning 14  |A3/chudinhe [c5177G>A  |p.Tmpl1726Stop HAMSTeR

36. HA102 | Trung binh IVS14 €5220-1G>C | Splicing Elmadmoudi H (2012)

37. HA55 Nang 16 A3/chudi nhe Del exon HAMSTeR

38. HA19 Nhe 16 | A3/chudinhe C.5543A>T p.Glu1848Val Green PM (2008)

39. HA37 | Nang 17 | A3/ chudinhe €.5665C>T p.GIn1889Stop Liu ML (2002)

40. HA95 | Nang 17 | A3/chudinhe €.5691-2insC | p.Leu1898ins Ravanbod S (2011)

41. HA29 Nhe 17 A3/chudi nhe c.5738A>G p.Asn1913Ser HAMSTeR

42, HA98 | Nang 18 | A3/chudinhe €.5953C>T p.Arg1985Stop Tud GD (1991)
Dia C (1992)

43. HA49 | Nang 1VS18 €.5998+1G>A | Splicing HAMSTEeR,
Freson K (1998)

44, HA34 | Nang 19 |A3/chudinhe €.6016G>T p.GIn2006Stop Schwaab R (1993)

45, HA68 | Nang 1VS20 €.6188-1G>T |Splicing Margagline (2008)

46. HA36 Nhe 22 | Cl/chudinhe €.6403C>G p.Arg2135Gly Miller CH (2011)

47. | HA53 | Ning 22 |Cl/chudinhe |c.6374G>C pSer2125Thr Margagline (2008)

48. HA33 | Nang 22 |Cl/chudinhe C.6425T>A p.Leu2142Stop HAMSTeR

49, HA26 | Nang 23 Cl/chudinhe | c.6497C>T p.Arg2166Leu David D (2006)

50. | HA38 | Ning 23 [Cl/chudinhe Del exon 23 HAMSTeR
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51. | HA94 | Trungbinh 23 |Cl/chudinhe  |c6537C>G | p.Ser2179Arg Ahmed R (2005)
52. | HA63 | Trungbinh 23 |Cl/chudinhe |c6544C>T | p.Arg2182Cys Rainer AP (1992)
53. | HA90 | Trung binh 23 |Cl/chudinhe  |c6545G>A | p.Arg2182His Tuddenham (1994)
54. | HA30 | Nang 24 |C2/chudinhe  |C.6666G>A | p.Trp2222Stop Miller CH (2011)
55. | HA99 | Trung binh 24 |C2/chudinhe  |c6694C>T | p.GIn2232Stop Ahmed R (2005)
56. | HA85 | Trung binh 25 |C2/chudinhe  |c.6825delT | p.Tyr2275del Green PM (2008)
57. | HA28 | Nang 26 |C2/chudinang |c.7015AST | p.Arg2339Tmp Green PM (2008)
Nhdn xét:

- Cac dot bién nam rai rac trén toan bo gen FS.

- Dot bién tap trung nhiéu & exon 14.

- M&i bénh nhan chi c6 mot vi tri dot bién gay bénh.
3.3.2. T¥ 1é cac dang d6t bién khac nhau trén bénh nhin hemophilia A &
Viét Nam

38,1%
40 -
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20 -
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v 2 o X " > N
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Biéu d6 3.3. Cac dang dot bién phat hién dwoc trén bénh nhian hemophilia A
Nhdn xét:

Trong 92 bénh nhan phat hién duoc dot bién co: dot bién ddo doan
chiém ty 1& cao nhat 38,1% (35/103 bénh nhan). Tiép theo 1a dot bién sai
nghia chiém ty 1& 23,9% (22/103 bénh nhéan). Chiém ti 1¢ cao thir ba 1a cac
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dang dot bién mat nucleotid, dot bién vo nghia, dot bién thém nucleotid véi ti
1¢ 9,8% (9/103 bénh nhan). Ti 1é thap nhat 14 dang dot bién ¢ vi tri ndi exon-

intron va dot bién mat doan 16n chiém ty 18 4,4% (4/103 bénh nhén).

3.3.3. Ty 1é cac dang ddt bién trén cac ving cia gen F8

T Q,
tron 22 P 38%
Domain C2 4,3%

Domain C1 9,8%
Domain A3 1 ' '10:9%
Domain B 1 I 19,6%
Domain A2 1 _ 6,5%
Domain Al 1 l 10,9%
0 1I0 2I0 ?:0 4I0

Biéu dd 3.4. Phan bo ty 1¢ cac dang d6t bién trén cac viung ciia gen F8
Nhdn xét:

Trén cac ving gen F8: dot bién dao doan intron 22 chiém ty 1¢ cao nhat
(38%); dot bién ving B chiém ty 1& 19,6%:; dot bién ving Al va A3 chiém ty
1¢ 10,9%; d6t bién ving C1 chiém ty 1¢ 9,8%; dot bién viung A2 chiém ty 16
6,5%; dot bién trén ving C2 chiém ty 18 thip nhat (4,3%).

3.3.4. Ban d6 dot bién gen F8 giy bénh hemophilia A & Viét Nam
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Chuong 4
BAN LUAN

Bénh hemophilia A 1a mdt bénh di truyén do thiéu hut hodc bat thuong
chirc ning cta yéu td dong mau huyét tuong - yéu té VIIL Tir nim 1984, nghién
ctru cua Gitschier di cho thdy nhimng hiéu biét day du vé cau tric phan tir gen F8
téng hop protein yéu td VIIL, md duong cho cac nghién ctru vé co ché bénh hoc

phan tir hemophilia A va cac dang dot bién gen F8 gdy bénh [101].

Xac dinh vi tri cac dot bién gen F8 ¢ bénh nhan hemophilia A cung cép
nhiéu loi ich cho khoa hoc co ban va tng dung 1am sang. Ddi véi nhitng bénh
nhan bi bénh hemophilia A, xac dinh dugc vi tri dot bién 1a mot tiéu chuén
vang dé khang dinh chinh x4c chan doan bénh [51], ngoi ra n6 ciing hd tro
trong viéc tién lugng mirc do nghiém trong cua bénh va dién bién 1am sang,
trong dy bao nguy co phat trién cac khang thé khang FVIII dé tir 6 lya chon
phuong phap diéu tri t6i wu. Hon nita, xac dinh duoc vi tri dot bién cta bénh
nhan 1a diéu kién tién quyét cho viéc chan doan trudc sinh nhiing phu ni
mang gen bénh. Thiét 1ap ban dd dot bién gen F8 con 1a tién dé hét stc quan
trong cho viéc ap dung liéu phap diéu tri gen trong twong lai dé giai quyét
triét dé can bénh nay.

4.1. PAC PIEM CHUNG VE POI TUQNG NGHIEN CUU
- Pic diém vé gidi
Nghién ctru tién hanh trén 103 bénh nhan hemophilia A da duoc chan

doan trén 1am sang. Trong d6 bénh nhan cha yéu 13 nam (98,1%), chi c6 2
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truong hop bénh nhan 13 nit (chiém ty 18 1,9%). Két qua nay cua ching toi
duogc giai thich dua vao dic diém di truyén ctia bénh. Hemophilia A 13 bénh di
truyén lin lién két v6i nhiém sac thé gidi tinh X va khong c6 alen twong tng
trén nhiém sic thé Y. Nam gi6i c6 cdp nhiém sic thé gidi tinh XY, vi vay
nam giGi bi bénh tirc 13 mang trong minh nhiém sic thé X bi thuong ton, co
thé d6 1a do hiu qua ctia mot qua trinh di truyén pha hé hoic do dot bién.
Nguoc lai ¢ nir gidi, do nhiém sic thé X twong dong (cap thé nhiém sic gidi
tinh cta nit 1a XX) nén phu nir mang mot thé nhiém sic X thuong tén van
khong biéu hién bénh vi da dugc bu trir. Thuong 13 nhitng phu nit khong thé
hién mot kiéu hinh hemophilia A do ¢6 sy hién dién ctia nhiém sic thé X tht
hai binh thuong. Tuy nhién, trong truong hop rat hiém, bénh dugc biéu hién
1am sang & phu nit. Cac biéu hién kiéu hinh ctia bénh & phu nit c6 thé 1a két
qua cua cac co ché khac nhau. Sai 1éch ctia nhiém sic thé X dan dén biéu hién
cht yéu cua alen dot bién 13 két qua cua mot bat hoat gen F8 thé hoang dai
lién két v6i nhiém sic thé X [102]. O nit ciing c6 thé biéu hién kiéu hinh bénh
hemophilia A trong trudng hop cé mot cdu trac nhidm sic thé X bat thuong
trong hoi chimg Turner [103] hodc trong hoi chimg Swyer két hop voi dot
bién ¢ gen F8 [98].

Truong hop dong hop tir dot bién gen F8 (hiém gip) hodc dot bién di
hop tir nhung anh huéng dén cé hai alen gen F8 ciing 14 cac co ché di truyén

cua bi€u hién 1am sang bénh hemophilia A c6 thé xay ra & nit.
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- Vé tudi phdt hién bénh

C6 36/103 bénh nhan hemophilia A dugc phat hién bénh & Itra tudi 1 -6
thang chiém ty 18 cao nhat (34,9%); sau d6 1a bénh nhan dugc phat hién bénh
& Ira tudi 7 - 12 thang chiém ty 1& 31,1%; 19/103 bénh nhan dugc phat hién
bénh & Itra tudi 12 - 24 thang chiém ty 1& 18,4%. Két qua nghién ctru cho thay
nhom tudi 1- 6 thang ty 1& phat hién bénh cao nhat, dic biét d6i v4i thé bénh
nang. Piéu nay ciling 1a hop 1y boi day 1a Ira tudi tré bat dau tap 14y, tap bo
tao nhiéu hoat dong gay chan thuong, tu mau hoic chay mau khong cam. Luc
d6 gia dinh moi biét c6 nhimg bat thuong ¢ tré va dua di kham bénh. Ty 18
bénh nhan dugc phat hién dudi 1 thang tudi rat thép, chi ¢c6 3 bénh nhan
chiém ti 18 2,9%: cac truong hop nay déu 12 bénh nhan hemophilia A thé nang
khi dugc tiém vicxin da xuat hién triéu ching bam tim, 1au cAm mau tai vi tri
tiém nén gia dinh cho di kham do d6 phat hién bénh sém. Pac biét khong co
truong hop nao duge chan doan trude sinh. Hon nita lai ¢6 dén 12,6% bénh
nhan dugc phat hién bénh ¢ Ira tudi 12-24 thang, thdm chi con cao hon nira
nhu d6i v6i bénh nhan hemophilia A thé nhe. Két qua nay 1a do trinh do hoc
van, kién thirc va hiéu biét ctia nguoi dan vé cac bénh 1y di truyén khong co,

cac co 6y té thiéu phuong tién dé chan doan phat hién bénh.

Tai Hoa Ky bénh hemophilia duoc chan doan & do tudi rat tré, co dén
69,7% tré b1 hemophilia A dugc phat hi¢n tir luc dudi 1 thang tudi, 2,8% duoc
phat hién nho chan doan trude sinh trong d6 tudi trung binh lac chan doan 1a 36
thang ddi v6i nhitng tré bi hemophilia A thé nhe, 8 thang cho nhiing tré ¢

bénh hemophilia A thé trung binh va 1 thang cho nhing nguoi bi bénh
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hemophilia thé nang. V&1 mot s6 bénh bam sinh, chan doan sém dé co6 cac bién
phap diéu tri sdm s€ giup tré ¢6 cudc song binh thuong [91]. Tuy nhién khong
phai qudc gia nao ciing co6 diéu kién dé thuc hi¢n dugc cong vi¢e d6 dac bict 1a

cac nudc nghéo va dang phat trién trong d6 c6 Viét Nam.
- Thoi gian xuét hién bénh

Trong mot sé truong hop, thoi gian xuat hién bénh co lién quan dén
muc d0 nang cua bénh. Dac biét véi nhiéu bénh nhan c6 d6t bién dao doan
intron 22, 1am sang biéu hién mc d6 ning va thudng xuat hién sém. Tuy
nhién trong nghién ctu cua ching td61 c¢6 nhiing truong hop bénh nhéan
hemophilia A thé ning c6 dot bién ddo doan intron 22 nhung van sbng
khoe manh, xay dung gia dinh va sinh hoat binh thuong, it khi phai vao
vién. Ngoai ra, mirc do nang va thoi gian xuat hién bénh con phu thudc vao
y thitc phong bénh cia gia dinh va ban than ngudi bénh ciing nhu diéu kién
cham séc y té tai noi bénh nhan diéu tri. Chinh vi vay, c¢6 nhiing truong
hop bénh nhan thé trung binh hoac thé nhe, cac vi tri dot bién chi 1a thay
thé nucleotid twong tng va&i thé bénh nhung bénh nhan khong dugc chan

doan sém va diéu tri hop 1y cling c6 thé din dén nguy hiém dén tinh mang.

Chan doan, phat hién sém bénh hemophilia A, xac dinh chinh xac
dang dot bién gen F8 giy bénh & bénh nhan 13 nhitng thong tin rit quan
trong gitip cho nguoi thay thude 1am sang dwa ra phac do diéu tri cling nhu
du phong chay méau thich hop nhat d6i véi mdi bénh nhan hemophilia A.

Chan doan som, diéu tri kip thoi, du phong ding cach 1a nhirng yéu té gop
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phén cai thién chat lugng cudc séng, han ché duoc tbi da cac di ching &
co, & khép c6 thé do chay mau ¢ nhirng bénh nay.
4.2. PHAT HIEN POT BIEN GEN F8 O BENH NHAN HEMOPHILIA A
CUA VIET NAM
4.2.1. Ty 1 phat hién dot bién gen F8 & bénh nhan hemophilia A

Ti 1¢ khong phat hién dugc dot bién it nhat chiém 2-7% téng s6 bénh
nhan hemophilia A [80], mic du da dugc phan tich dot bién dao doan intron,
tat ca cac exon va vi tri ndi giita intron/exon, giai trinh ty ving promoter dé
kiém tra dot bién. Ty 18 nay c6 thé thay doi tuy theo tinh chinh xac ctia chan
doan bénh hemophilia A va hiéu qua phat hién dot bién cua cac phuong phap
str dung. Cac dot bién khong phat hién duoc co thé nam trong intron, mot
phuong phép xac dinh dot bién nim sdu & trong ving intron 13 phan tich
MRNA [44]. Tuy nhién, phan tich mRNA van thit bai trong viéc xac dinh dot
bién trong mot nhém goém 11 bénh nhan khong tim thay dot bién ¢ mic do
DNA mic du bénh nhan c6 ndng d6 FVIII thdp va c6 biéu hién triéu chimg

chay mau trén 1am sang [104].

Mot trong nhitng bénh khé chan doan phan biét 1a bénh von Willebrand
(VWD) type 2N v6i hemophilia A thé nhe. Do d6, mét ti 1& dot bién khong
phat hién duoc co thé do chan doan nham hai bénh nay [105]. Xét nghiém
ELISA dua trén nong do vWF-FVIII (VWF: FVIIIB) c6 thé phan biét hai
bénh nay nhung xét nghiém nay khong pho bién rong rai. Yéu té vWF lién két
voi1 FVII ¢6 tac dung bao vé FVIII khéi qua trinh phéan giai protein sém. Co

hai vi tri dot bién hay gip: dot bién thir nhit c6 thé do mot sy thay thé
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nucleotid 1am mat sy lién két VWF-FVIIL. Hau hét cac dot bién nay nam tir
exon 17-27 cia VWF. Dot bién thir hai ciing c6 thé anh hudng dén su gin két
ctiia FVIII dan dén chi co6 VWF duoc san xuat ma khong c6 kha ning gin két
FVIII, d6t bién c6 thé xuat hién & bat i vi tri ndo trong gen VWF. C6 mot sb
truong hop, thiéu ca FV va thiéu FVIII (FSF8D) ciing biéu hién nhu bénh
nhan hemophilia A thé nhe c6 nong do FVIIL: 5-30 IU/dL do dot bién di
truyén lan trén nhiém sic thé thuong cac gen LMANI hoic MCFD2. Gen
LMANI1 va MCFD2 két hop voi nhau dé van chuyén FV va FVIIL Véi nhiing

truong hop ndy can xac dinh ndng d6 FV c6 thé loai trir bénh 1y nay [106].

Céac phuong phap phédi hop véi giai trinh tu truc tiép dé xac dinh dot bién
nhu phuong phap phan tich di so1 kép: Hai k¥ thuat thuong dugce sir dung dua
trén phan tich di soi kép 1a phuong phap sac ky long hiéu ning cao bién tinh
(DHPLC: Denaturing high pressure liquid chromatography) va CSGE
(Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) lam ting kha nang phat hién
d6t bién, hau hét cac phong thi nghiém c6 ty 1¢ thanh cong tir 80 dén 95%.
Céc ki thuat nay duoc st dung dé sang loc phat hién nhimg vi tri d6t bién, véi
bénh nhan khong phat hién duoc dot bién khi str dung phuong phap trén thi si
dung tiép giai trinh tu gen tryc tiép. Tuy nhién, nhitng phuong phap niy rat
nhay cam véi diéu kién phong thi nghiém. Do d6, t6i vu hoa cac diéu kién 1a
mot qua trinh khé khin va ton thoi gian, kinh phi nén khong phai phong thi

nghiém nao cling trién khai thuc hién dugc.

Trong nghién ctru nay, xac dinh dot bién trén gen F8 duoc thuc hién trén

103 bénh nhan di duoc chan doan hemophilia A khong c6 quan hé huyét
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thong cho thay ty 1 phat hién dot bién 1a 89,3%, ¢6 11 truong hop khong phat
hién dugc dot bién chiém ti 16 10,7%. Ti 18 khong phat hién duge dot bién cua
chung t6i cao hon cac tac gia khac cong bd 1a 2-7%. Nguyén nhan co thé do
chung t6i chua thuc hién duoc phdi hop nhiéu phuong phap khac dé chan
doéan céc vi tri dot bién & trong vung intron, chua xac dinh dugc cac dot bién
lap doan DNA bang phuwong phap MLPA ... Tuy nhién, so vdi céc tac gia chi
str dung phuong phap giai trinh ty dé chian doan thi ti 1& phat hién bénh cia
chung toi cling hoan toan phu hop. S6 bénh nhan phat hién duoc dot bién
trong nghién ctru nay ¢ timg thé bénh tuong Gng 1a: thé nang 90,1%, thé trung
binh 86,7% va thé nhe 1a 85,7%. Ti 1é x4c dinh dugc dot bién ¢ ting thé bénh
duogc tac gia Santacroce va cong su thuc hién trén 1296 bénh nhan hemophilia
A thyc hién ¢ Italia 1a 874 (89%), 146 (84%), va 133 (94%) tuong Ung véi
bénh nhan thé ning, trung binh va thé nhe [51]. Theo tac gia Bogdanova ciing
chi st dung phuong phap giai trinh ti phat hién dot bién cho két qua xac dinh
dugc dot bién & timg thé 1a 100% thé ning, 96% thé trung binh va 88% thé
nhe [35]. Ti 1é cac dang dot bién khac nhau trong nghién ctru cua ching toi
cho thdy hay gip nhét 1a dao doan intron 22 (38,1%), tiép dén 1a dang dot bién
sai nghia 23,9%, dot bién mat /thém nucleotid va dot bién vo nghia co cung ti

18 9,85%; dot bién vi tri ndi va dot bién mét doan 16n c6 ti 1¢ 1a 4,4%.
4.2.2. Cac dang ddt bién gy bénh hemophilia A & Viét Nam

Pé ap dung cac k¥ thuat sinh hoc phan tr tng dung trong chan doan
céc bénh 1y di truyén thi tach chiét DNA 1a khau quan trong nhat. Néu céc

phan tir DNA duoc tach tot, khong dut gdy, khong bi tap nhiém thi cac phan
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g tiép theo mdi c6 d6 chinh xac cao. Trong nghién ctru nay, chung t6i sir
dung phuong phép tach chiét DNA theo quy trinh phenol/chloroform. Theo
Adelli K, quy trinh phenol/chloroform mat nhiéu thoi gian va cong sirc, tuy
nhién cac phan tir DNA thu dugc c6 d6 tinh sach va néng do DNA rat cao
[107]. DBé kiém tra d¢ tinh sach caa 103 miu DNA bénh nhén, ching toi tién
hanh do mat d6 quang trén may phd ké Nano-drop ctia Nhat Ban. Ty 1é mat
d6 quang cta cic mau DNA do & budc séng 260/280 nm ludén nam trong
khoang 1,8-1,95 (Phu luc 3) chimg t6 cac mau DNA tach chiét co do tinh sach
cao dam bao chét luong tt cho cac ki thuat PCR tiép theo. Nong d6 DNA thu
duogc tir 480-1300 ng/ml dam bao thoa min yéu cau can nong do DNA cao

chuén bi cho ki thuat phat hién dao doan intron 22.

Dang d6t bién dao doan intron 22 va intron 1 chi gip & cac truong hop
hemophilia A chan doan thé ning trén 1am sang: nhimg bénh nhan nay c6
biéu hién khoi phat qua trinh chay mau ty nhién, tai phat nhiéu lan. Vi tri

chay mau thuong 13 ¢ co, khdp. Xét nghiém thay hoat tinh FVIII < 1% [7].
al Xdc dinh djt bién dio doan intron 22

Gen quy dinh F8 dugc phat hién va mo ta tir nhitng ndm 1982 va 1984.
Vao thoi diém do6 ddy 1a gen 16n nhat duoc mo ta. Gen F8 chira 26 exon, c6
chiéu dai thay ddi tir 69 dén 3.106 bp. Trinh ty intron c6 kich thude 1a 177,9
kb. Intron dugc loai bo trong qua trinh phién ma dé tao thanh mRNA truéng
thanh co chiéu dai khoang 9 kb va tong hop protein gdm 2332 acid amin. Co
nhiéu intron kich thudc 16n hon 14kb nhu intron 1, 6,13, 14, 22, 25 trong dé
intron 22 16n nhat véi kich thudc 1a 32,8 kb [101].
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Nam 1990, Levinson va cong su khi nghién ctru gen lién quan dén mot s6
bénh ri loan than kinh trong khu vuc 28 cua NST X, cac tac gia xac dinh mot
dao CpG trong intron 16n nhat cta gen F8. Pao CpG ndy nam cach doan dau gen
F8 khoang 1.8 kb phan chia gen F8 thanh gen A (F8A). Trong do, gen F8A ¢o
huéng phién mi ngugc chiéu ctia gen F8 [107]. Sau d6, dén nam 1992 tic gia
Freije dd chimg minh rang nhiém sic thé X ¢ hai ban sao cua gen FSA nam

ngoai gen F8, cach khoang 500 kb gan dau tan telomer [108].

Nam 1992, Levinson va cong su md td mot doan co6 kich thude 2,5 kb
goi tén 1a F8B, c6 diém xuat phat tai vi tri dao CpG nhu F8A. Tuy nhién c6
hudong phién ma nguoc chiéu voi F8A, cung mot huéng nhu gen F8. Vi tri bat
dau ctia gen F8A va gen F8B nam cach nhau 122 pb. Tai vi tri dau 5 'exon
gen F8B cuia intron 22 ¢6 kha niang ma hoa cho tam acid amin va dugc nbi voi

exon 23 dén exon 26 cuia gen F8.

Tir két qua cta cac nha nghién ctru trude, ndm 1993 tac gia Lakich va
cong sy chi ra rang intron 22 13 intron 16n nhat trong gen F8. Intron 22 ciing
chira mot dao CpG, ndm & khoang 10 kb phia doan dudi cua exon 22. Pao
CpG nay xuat hién nhur 1a mot promoter hai chiéu d6i voi cac gen F8A va F8B,
ca hai doan gen nay biéu hién trong cdc md khac nhau [31]. Nam 2001, gen
F8A dugc biéu hién ma hoa cho protein huntingtin ¢ kich thudc 40 kD, goi 1a
HAP40 [109] va dugc cho 1a lién quan dén protein huntingtin trong bénh
Huntington. Chirc ning cia F8B khéng dugc biét. Vi khong c6 F8B tuong
duong trong hé gen ctia chudt, nhimg con chudt bién doi gen biéu hién gen

F8B ngudi binh thuong dudi sy kiém soat ciia mot promoter cytomegalovirus
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da dugc st dung dé hiéu chuc ning cta né. Piu dang ngac nhién 1a nhimng con
chudt bién ddi gen F8B cho thdy: chim phat trién, dau nho va khuyét tat & mat

nghiém trong, do d6 can nhiéu nghién ctru sdu hon vé protein nay.

Nam 1993, hai nhém nghién ctru trong ¢6 mot nhém duoc dan dau baoi
Jane Gitschier tai Hoa Ky va mdt nhém khac do Francesco Giannelli thuc
hién tai Anh thyc hién quan sat mot cach doc 1ap nhan théy réng: mot nira sd
bénh nhan Hemophilia A thé ning khong phat hién thiy dot bién trong cac
promoter, trinh tu gen mi hoa gen F8 hay & céac vi tri ndi giita cc intron va
exon [96], [109]. Tuy nhién, ho nhan thiy duy nhit mot khiém khuyét trén
mRNA ngan can sy khuéch dai nam & ving ranh gidi giita exon 22 va 23. Sy
bat thuong nay nam trong khu vuc ndi bd cua intron 22 va mot mo hinh xac
dinh nguyén nhan da duoc dé xuat dua trén su tai t6 hop gitta chudi F8A nam &
intron 22 va hai ban sao tuong dong nam ngoai gen F8. Su tai to hop giita cac
ban sao tuong déng da dan dén hién tuong dao nguoc cua DNA va tao ra sy

gian doan cua gen F8.

Nam 1993, Lakich va cong su m6 ta phuong phap Southern blot dua vao
enzym cit gioi han Bell va sir dung dau do F8A dé phat hién su thay d6i kich
thudc cua hai trong ba doan DNA ¢ nhirng bénh nhan bi djt bién dao doan
intron 22. Tac gia xac dinh ti 1¢ bénh nhan dot bién dao doan intron 22 chiém
khoang 45% bénh nhan HA thé nang [31]. C4 hai nhém Hoa Ky va Anh phat
hién ra rang dot bién nay xay ra véi ti 16 khoang 4 x 107 trén mdi gen, moi

giao tir, moi thé hé.
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Phuong phap Southern Blot duoc coi 1a tiéu chuan vang va 1a phuong
phap dau tién co thé phat hién dugce dao doan intron 22. Pay 1a k¥ thuat cho
két qua chinh x4c, ngoai ra con cho phép phat hién tinh trang mang gen bénh
nhu trong truong hop dugc mo ta bdi Oldenburg [109]. Tuy nhién, k¥ thuat
nay doi hoi thyc hién tir 8-10 ngay méi c6 két qua. Ngoai ra, phuong phap

nay doi hoi sir dung chat phong xa dé danh dau anh hudng dén sire khoe.

Tur sy bat cdp cia phuwong phap Southern Blot, nhu ciu phat trién
phuong phap khac don gian, nhanh chéng va it tén kém hon dé phat hién
dao doan intron 22 1a diéu can thiét. Liu va cong sy da thiét ké mot xét
nghiém PCR don 6ng védi cac doan DNA c¢6 kich thuée 16n (Long distance
- PCR) dé xac dinh ddt bién dao doan intron 22 & bénh nhan hemophilia A
thé ning. Phuong phap méi don gian, nhanh chéng va tuong doi ré tién va
do d6 tro thanh phuong phap duoc lua chon trong nhiéu phong thi nghiém

trén toan thé gidi [77].

Tuy nhién phuong phap LD-PCR thuc hién khé khin do khuéch dai cac
doan DNA c¢6 kich thudc > 10 kb trong d6 bao gém mot doan 3,3 kb vd1 79%
1a nucleotid C va G. Do d6 phuong phap nay phu thudc rat nhiéu vao chat
lugng DNA tach chiét, nhiét do gin mdi va diéu kién thudc thir . Véi muc tiéu
nang cao hi¢u qua xac dinh dot bién dao doan intron 22, Bowen va cong su su
dung phuong phap LD-PCR cai tién gdom bdn phan ung LD-PCR riéng biét
cho timg cip mdi [110]. Su tach biét nay cho phép khuéch dai d& dang hon

cho moi cdp moi.
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Pé khic phuc nhitng van dé lién quan dén khuéch dai truc tiép cua cac
doan DNA c6 kich thudc rat dai, Rossetti dd thiét ké mot phuong phép tiép
can thay thé dé xac dinh déo doan intron 22 dua trén mot bién thé xac dinh
dot bién dao doan cd dién duogc thiét ké béi Ochman cong bd nam 1988.
Phuong phap nay c6 wu diém tién hanh nhanh chong, két qua thu duoc co do
tin cay cao, dé thyc hién do san phém PCR dugc khuéch dai cac doan DNA
c6 kich thude ngan (487 va 559 bp) [78].

Trong nghién ctru nay, ching to1 thuc hién xac dinh dao doan intron 22
bang phuong phap Inversion - PCR. C6 35 bénh nhan hemophilia A thé ning
dugc chan doan dot bién dao doan intron 22 trong tong s6 81 bénh nhéan
Hemophilia A thé nang dugc sang loc chiém ti 1& 43,7%. Ti 1& nay tuong tu
voi ti 16 dot bién dao doan intron 22 dugc cac tac gia cong bd 1a 42-50% &
nhom bénh nhan hemophilia A thé nang [31], ¢ Dai Loan ti 18 nay 1a 45,1%
[111], 42,5 - 44,25% dan sb & An Do [112] va 40-50% & chau Au [110]

Pot bién dao doan intron 22 van la dot bién phd bién trong bénh
hemophilia A thé ning. Do d06, day van 1a dot bién quan trong can kiém tra
dau tién trong phan tich xac dinh dot bién ¢ bénh nhan hemophilia A.

b/ Xdc dinh djt bién dio doan intron 1

Céc nghién ciru trén thé gidi ching minh ti 16 dot bién dao doan intron 1
141-5% [99], [113], [114]. Theo tac gia Naylor, ti 1¢ dot bién ddo doan intron
1 thdp hon mot phan mudi dot bién dao doan intron 22 phan 16n 1a do kich

thude cta ban sao intlhl nho hon gan 10 1an so vé6i int22h1 (1041 bp so véi
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9503 bp). Ngoai ra intlhl chi c6 mot ban sao tai to hop, trong khi int22h1 c6
hai ban sao tai t6 hop lam cho kha ning dot bién cua int22h1 cao hon int1h1.
Sy giéng nhau gitta cac ban sao cta intlhl 1a rat cao (99,9%) ciling 1a mot 1y
do lam cho kha nang dot bién dao doan it gap hon so véi dot bién dao doan
int22h1 [115]. Trong nghién ctru nay, 46 bénh nhan hemophilia A khong bi
dot bién dao doan intron 22 trong téng s6 81 bénh nhan hemophilia A thé
ning duoc kiém tra xac dinh dot bién dao doan intron 1 bang phuong phap
multiplex PCR cua tac gia Bagnal theo mé ta & muc 2.3.3.2 cho thay khong
c6 truong hop nao bi dot bién dao doan intron 1. Ching t6i cho rang két qua
am tinh nay rat c6 thé do mau nghién ctitu ciia chiing toi chua du 16n dé phat
hién dang dot bién nay. Trong nghién ciu ctia Andrikovics ciling cho thay su
vang mit cua ddo doan intron 1 khi nghién ctru 104 trudng hop hemophilia A
& Hungary [116]. Ngoai ra, mot nghién ciru gan day cho thay ty Ié tong thé
cia ddo doan intron 1 1a thip hon 1% [28]. Pac biét, ti 1¢é nay 1a khac nhau
giita cac ching toc. Nghién ctru trén bénh nhan hemophilia A ctia An Do thay
ti 16 dot bién intron 1 1a 2,7% [117], twong tu nhu ctia nghién citu & Nam Phi
[117]. Cac dot bién nay chi xac dinh dwoc ¢ nhitng bénh nhan da den ma
khong tim thay dot bién dao doan intron 1 trong s6 bénh nhan da trang. Tuy
nhién, dao doan intron 1 1a mot dot bién quan trong can sang loc, mac du ti 1€

xéc dinh trong quan thé ngudi da trang thap.
c/ Pét bién mdt doan lon

Sau khi thu dugc DNA c6 chat lugng tot, nghién ciru da st dung k¥ thuat

PCR véi 38 cip moi dic hiéu cho 26 exon cua gen F8. Véi kich thudc 16n cua
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exon 14 can 9 cip mdi va exon 26 can 5 cip moi dé giai trinh ty toan b nhitng
exon ndy. Trong nghién ctru nay, c6 4 bénh nhan d6t bién mat exon di dugc
phat hién bang phuong phap khuéch dai PCR don thuan: HA38, HA51, HA55,

HAG4; trong d6 bénh nhan HA64 dot bién mat 2 exon lién tiép (Hinh 3.4).
d/ Pt bién théml mét / thay thé nucleotid, vi tri néi exon-intron

Giai trinh ty tryc tiép DNA tir cac san pham PCR sau khi tinh sach dugc
ap dung cho nhitng bénh nhan khong c6 dot bién dé cap ¢ trén. Dang dot bién
nay gip nhiéu trong cac bénh nhan hemophilia A thé trung binh va thé nhe.
Bénh nhan dugc chan doan thé bénh trung binh khi hoat tinh FVIII tir 1-5%,
chay mau d6i khi xuat hién ty nhién nhung thudng xuat hién sau chan thuong
hoic phau thuat. V&i bénh nhan chan doan thé bénh nhe khi hoat tinh FVIII tir
5-30%, bénh nhan thuong khong c6 triéu chimg 1am sang trir khi bi chan
thuong ning hodc phiu thuat [7]. Trong nhiéu nghién ctru da bao céo, khong
c6 diém noéng (hotspot) vé su phan bd cua cac dot bién trong gen F8 [35],
[36]. Do do, tit ca 26 exon va céac Vi tri ndi giita exon- intron duoc phén tich
bao phu béi phuong phap giai trinh tw. Mot trong nhiing trinh tu mdi hitu ich
da dugc David va cong su thiét ké nam 1994 [100]. Nhitng mdi nay chira
khoang 10-15 nucleotide ctia intron phia dau va cudi cac exon. Dé phat hién
cac dot bién tai cac diém nbi gifta exon va intron can phan tich trinh tu
mRNA cua F8 vi dot bién nay khong phat hién duogc néu chi sir dung vat li¢u
DNA [115], [44]. Chung t6i chi 4p dung phan tich giai trinh tu truc tiép DNA

cho timg san pham PCR st dung tham chiéu trinh tu gen F8 & Genebank
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(NG _011403), trinh ty mRNA (NM_000132.3). Két qua giai trinh tu duoc
phan tich véi cac chuong trinh da dang nhu DNASTAR, phan mém CLC,
phan tich trén NCBI va kiém tra dot bién trén trén co so dit liéu HAMSTeRS
(Hemophilia A Mutation, Search, Test and Resource Site) 1a trang quéan ly
thong tin vé& bénh hemophilia A ciia nudc Anh va co so dit liéu cia CDC (The
Centers for Disease Control and Prevention) la trang quan ly thong tin cta

Hoa Ky vé bénh hemophilia A.

Trong nghién ctru ndy, ching t6i phat hién duoc cac dot bién mat tir 1
nucleotid nhu bénh nhan HAO1, HA39 dén mat 15 nucleotid HA46, dot bién
thém nucleotid A, nucleotid C gip ¢ cac bénh nhan HA11, HA24... Dot bién sai
nghia 13 da dang va hay gip nhit ¢ bénh nhan hemophilia A thé nhe va trung
binh: HA76, HA90, HA29...

Pé xac dinh dot bién & vi tri ndi gitra intron va exon doi hoi phai c6 trinh tu
nucleotid tai dau 3'- 5' vung exon-intron cling nhu trinh tu cac diém dé bi dot
bién nam cach 18-40 bp dau 3' [44]. Hau hét cac dot bién vi tri ndi déu gay bénh,
trong d6 10% dén 15% dot bién gy bénh 13 cac dot bién diém & vi tri ndi [116].
bé khéng dinh chic chin cac dot bién & vi tri ranh gidi gitra intron va exon la dot
bién vi tri ndi can str dung phuong phap RT-PCR giai trinh ty trén mRNA. Tuy
nhién trong nghién ctru ndy cua ching toi, 4 dot bién ¢ vi tri ndi trén cac bénh
nhan ma s HA45, HA49, HA68, HA102 déu di duoc cong bd nén co thé hoan

toan khang dinh chac chan ma khong can kiém tra lai trén mRNA.



93

e/ Da hinh nucleotid don

Single nucleotide polymorphism (SNP) chi sai khac mgt nucleotid cua
trinh tw DNA, xut hién véi tan suit cao khi sang loc SNP cua da s6 cac hé
gen. Nghién ctru ctia Liu va céng su naim 2007 cho thay cir khoang 225 bp 1a
tim thdy 1 SNP trén bo gen ga va khoang 1.250 bp 13 sang loc duoc 1 SNP
cho bo gen nguoi [117]. Trong nghién ctru nay, mét SNP dugc xac dinh trong
ving B tai vi tri ¢.3780 trén exon 14, dot bién 1am thay d6i acid amin Aspartic
thanh Glutamic (p.Asp1241Glu). Trong nghién ctru ciia Casana va cong su &
chung toc nguoi da tring dua ra gia thuyét rang co khoang 5% bénh nhan dot
bién Aspl241Glu c6 nguy co chiay mau do giam ndéng do FVIII [118].
Scanavini ciing di tién hanh mot nghién ctru bénh ching va chimg minh rang
da hinh nucleotid don Asp1241Glu c6 lién quan vaoi giam hoat dong FVIII
[119]. Trong nghién ctru ctia chung toi, hai bénh nhan HA26 va HA53 déu co
d6t bién ¢ vi tri nay, tuy nhién déu phat hién vi tri dot bién gay bénh da duoc

cong bb.
f/ Dt bién chwa dwoc cong bo

Gen F8 1a mot trong nhiing gen c6 kich thudc 16n nhat véi dic thi cac
dot bién nam rai rac trén toan bod chiéu dai cua gen. Hién nay, hang nam c6
rat nhiéu dét bién mai duge cong bd trén co sé dit litu HAMSTeRS hay trén
co s¢ dit liéu cua CDC [42], [91]. Theo nghién clru cua tac gia Hua Baolai
niam 2010, khi nghién ctru trén 18 bénh nhin hemophilia A thé ning & Trung

Quéc dd cong bd 7 vi tri dot bién méi [120]. Hay theo tac gia Elmahmoudi
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cong bd nam 2012, khi nghién ctu & Tunisian phéat hién 8 dot bién mdi trén

gen F8 [121].

O Viét Nam, chua c6 cong bd nao vé cac vi tri dot bién trén gen F8 gy
bénh hemophilia A. Trong nghién cru nay, bénh nhan HA96 khi xac dinh
dugc vi tri nghi ngd dot bién & vi tri ¢.1268 1am thay doi acid amin
Aspartic thanh acid amin Glycin (Hinh 3.19), khi kiém tra cac dot bién da
dugc cong bd trén thé gidi chua thdy cong bd vi tri dot bién nay. St dung
phan mém DNASTAR (http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-
structural-biology.aspx) dé kiém tra sy thay ddi cau trac protein FVIII cho thay:
binh thuong FVIII s& lién két v6i yéu t6 vWF, khi hoat dong no sé& tach ra
khoi yéu t6 VWF va s& nhanh chong bi phan giai trong mau. So véi cau tric
day du ctia FVIII thi protein dot bién nay chi con ving Al. Trong khi d6 yéu
t6 VIII cau tric day di gom 3 ving A, 1 ving B va 2 ving C. Do stop codon
xuét hién rit sém ngay ¢ exon 8 nén khong tao duoc 3 vung A2, C1, C2 dé
lién két voi yéu t6 vVWF. Do d6, FVIII cta bénh nhan nay s& khong bén vimg
va nhanh chéng bi phan hiiy cho du protein ndy c6 dugc tong hop. Két hop
voil néng dd FVIII cta bénh nhan <1% véi cdc biéu hién 1am sang cua

hemophilia A thé nang thi két qua dang dot bién nay rat phu hop.

4.2.3. Panh gia nguy co hinh thanh chat e ché

C6 18/103 bénh nhan c6 chat trc ché yéu t6 VIII chiém ty 1& 17,5%. Ti 18
nay thap hon so véi sb liéu cua Lién doan hemophilia Thé gidi 1a 20-30% co
thé do bénh nhéan cta ching t61 do chua duoc tiép can nhiéu véi diéu tri so

véi cac nude khac trén the gidi [73].


http://www.dnastar.com/t-products-dnastar-lasergene-structural-biology.aspx
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Trong d6 cac bénh nhan dot bién dao doan intron 22 c¢6 12 bénh nhan
xuét hién chét ¢ ché yéu td VIII chiém ty 1€ cao nhét 28,6%, sau d6 1a bénh

nhan dot bién xoa doan 16n (25%) va dot bién vo nghia (22%).

Nghién ctru ciia Keuz W va Scharrer I tir thap ky 90 di nhén thdy o
khoang 30% bénh nhin hemophilia A xuét hién chét e ché yéu td VIII trong

qua trinh diéu tri [122], [123].

Trong khi nhiéu yéu td nguy co tao khang thé khang FVIII chua dugc
xac dinh r0, vai trd quan trong cua cac dang dot bién F8 lam tang ti I¢ nguy co
d3 duoc nhiéu tac gia cong bd. Can nghi ngd c¢6 chit e ché trong mau khi
1am sang khong dap Gmg véi diéu tri thong thuong. Xét nghiém xéac dinh sy co
mit ciia chat wc ché 1a mixtest. Po ndng do chit Gc ché bang thir nghiém
Bethesda. Nguyén 1y cta ki thuat nay: cho FVIII vao huyét tuong bénh nhan,

néu c6 khang thé thi FVIII s& bi trung hoa va c6 phan tng ngung két.

Co ché hoat dong ctia nhimg khang thé nay 1a gan v6i cic nhanh cua yéu
t6 dong mau lam anh hudng téi su gan két cua cac yéu to nay véi cac thanh
phan d6ng mau khac. Trong khi nhiéu yéu té nguy co tao khang thé khang
FVIII chua dugc xac dinh 10, vai tro quan trong cua cac dang dot bién F8 lam

tang ti 16 nguy co da duoc cong bo [81].

Tai sao chi c6 1/3 s6 bénh nhan c6 ton thuong ning gen F8 xuat hién
chat trc ché yéu té VIII trong huyét thanh, trong khi c¢6 dén 2/3 bénh nhan
khong phat hién dugc? Diéu gi gitp cho nhom nay c6 thé chong lai su hinh

thanh ctia chat trc ché? Co ché hoat dong cua vi tri gin khang nguyén trén bé
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mat protein yéu té VIII va cai gi 1am cho chat trc ché xuat hién véi néng do
cao thip khic nhau hodc doi khi chi 1a thoang qua? Nghién ciu cia
J.Oldenburg va cong su (2002) da 1y giai nhitng cau hoi nay bang két qua
nghién ctru trén co sé phan tich vai trd ctia cac dang dot bién gen F8, vai tro
clia cac gen tong hop protein tham gia vao qua trinh dap tmg mién dich va vai

tro ctia cac vi tri gan khang thé protein yéu to VIII [67].

Khi nghién ctru vé mdi lién quan giita kiéu gen va nguy co xuat hién
chat trc ché yéu t6 VIII, Schwaab R (1995) chia bénh nhan thanh 2 nhém: mot
nhoém cé ton thuong gen F8 ning dan dén khong tong hop duoc yéu to VIII
goi 1a dot bién “rdng” (null-mutation), d6 1a nhimng truong hop dot bién mat
doan 16n, dot bién vo nghia va dot bién dao doan intron 22 va & bénh nhan ¢6
nhitng dang dot bién nay ty 1¢ xuat hién chat @c ché trén 30%; nhom thi hai 13
nhom bénh nhan cd d6t bién mat doan nho, dot bién thay thé nucleotid hoic
d6t bién & vi tri ndi...nhimg dang dot bién ma chi 1am giam chtic ning yéu t6
VIII huyét thanh thi ty 18 xuat hién chat Gc ché dudi 10% [124]. Nghién ctu
cua ching to1 gdp 1/4 bénh nhan thé nang c6 dot bién mat doan 16n, chiém ty 1&
25%. Pay la nhém nguy co cao phat trién chat (rc ché trong qua trinh diu tri.
Dac biét véi truong hop bénh nhan HA64, dot bién mat hai exon 8 va 9 nam trén
hai ving A1, A2 khac nhau do d6 nguy co rat cao s& phat trién chat tc ché. Do
do6, bénh nhan nay can kiém tra dinh ky yéu t6 dong mau khoang 6-12 thang
mot 1an hodc truée phﬁu thuat.

Dot bién gay bénh xay ra trén chudi nhe ctia gen F8 (40%) lam ting

nguy co xuat hién chat trc ché yéu t6 VIII hon so véi dot bién xay ra trén chudi
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ning (17%) mic du protein yéu té VIII s& bi cat ngan di nhiéu hon khi dot bién
xay ra trén chudi ning ma cho dén nay ngudi ta van chua 1y giai duoc hién
tugng nay [94]. Két qua nghién ctru cta ching toi ciing twong ty nhu vy, xac
dinh duoc 12/42 bénh nhan dot bién trén chudi nhe gen F8 c6 chat (e ché yéu
td VIII (chiém ty 1€ 28,6%) cao hon ty 1€ bénh nhan dot bién trén chudi nang

gen F8 (5/50 bénh nhan, chiém ty 1& 10%).

Pao doan intron 22 13 dang dot bién c6 nguy co 1am xuét hién chét tc ché
yéu to VIII véi ty 1& cao (21%) so voi cac dang dot bién khac. Pay 1a dang dot
bién hay gip nhat & cic bénh nhan hemophilia A thé ning, gen F8 bi cit thanh
2 doan gy bat hoat hoan toan gen F8, do vay giy thiéu trAm trong yéu to VIII
luu thong trong vong tuan hoan [67]. Do vay tit ca nhimg yéu t6 VIII dua vao
trong qua trinh diéu tri déu 1a méi dbi vai co thé va do d6 nguy co kich thich hé
mién dich sinh ra khang thé khang yéu t6 VIII cao hon so véi cac dot bién
khac. Véi 35 bénh nhan phat hi¢n dot bién dao doan intron 22 trong nghién ciu
nay ciing 13 nhitng bénh nhan c6 can duoc theo ddi trong qua trinh diéu tri dé

phat hién sém tinh trang xuat hién chit e ché dé c6 ché do diéu tri phu hop.

Trong khi d6, nghién ctru cua Schwaab R cho thiy dang dot bién dang
cht ¥ cua nhom c6 nguy co thap xuét hién chét Gc ché 1a dang d6t bién thém
hodc mat doan nho véi ty 18 7,4% [124]. Ban chét cua dang dot bién nay 13
viéc thém hodc mat mot hay vai nucleotid lam 1éch khung dich ma hodc tao
stop codon trén protein yéu té VIII, do vay du kién s& co nguy co xuat hién
chat trc ché twong tuy nhu v6i dang dot bién vo nghia. Diéu nay dugc giai thich

béi nghién ctru ctia Young M nim 2013, do c6 mdt loai enzym c6 thé sira 16i
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trong qud trinh phién ma hodc dich ma & bénh nhan bi méat hodc thém
nucleotid ¢ nhitng vi tri c6 cac nucleotid Adenin lién tiép trén cac exon gen
F8. Két qua 1a da gitip cho nhiéu bénh nhan c6 dang dot bién nay khong xuat
hién chét trc ché yéu t6 VIII trong huyét thanh [125]. Véi dang dot bién sai
nghia ty 1& xuat hién chat (rc ché & nhém bénh nhan nay 13 4,3%. Piéu nay
duogc giai thich 1a do dot bién sai nghia chu yéu giy thé bénh nhe trén 1am
sang (chiém 80-90%), con nhitng trudng hop gay bénh thé ning thi v4i nhing
phén tir protein yéu t6 VIII ¢4 mat chtrc ning khong con du dé gy ra dap tng
mién dich 1am xuét hién chét (e ché yéu t6 VIIL Dot bién vi tri ndi 13 dang
d6t bién it nguy co 1lam xuat hién chét tc ché (ty 1& 3%). Piéu nay co thé duoc
giai thich 1a do c6 mét sb luong rat nho cac phan tir protein yéu t6 VIII du dé
gdy ra dap ung mién dich [69]. Trong nghién ctru nay, nhitng bénh nhan dot
bién sai nghia cha yéu ¢ thé nhe va trung binh, c¢6 4 truong hop dot bién & vi
tri ndi duoc phat hién, nhitng bénh nhan nay c¢6 nguy co xuét hién chat tc ché
yéu t6 VIII thap.

4.3. XAY DUNG BAN PO POT BIEN GEN F8 POI VOI BENH NHAN
HEMOPHILIA A TAI VIET NAM

4.3.1. Vi tri dot bién gy bénh hemophilia A

Trinh tu acid amin cua protein FVIII con nguoi da duoc phan tich tu
chudi cDNA [101]. Nhiing ving chinh ciia protein truéng thanh gém 3 loai:
ving A, ving B va ving C. Trong d6 3 ving A (Al, A2, A3) ¢6 ciu tric
tuong dong véi nhitng yéu t6 dong mau khac nhu yéu t6 V va ceruloplasmin,

ving B khong tuong dong dang ké véi cac chudi khac, 20% amino acid &
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ving C tuong dong voi cac lectin discoidin. Ba ving nho hon (al, a2 va a3)
nam gitra cac ving chinh tuong tng véi A1-A2, A2-B va B-A3. Ngoai ra, con
¢ cac ion rang budc nhu: Cu®, Ca™, Mn®* va cac vi tri cia glycosyl hoa
duoc quan sat thiy trong ciu trac protein FVIII (Hinh 4.1). Ion Cu®* dong vai
trd quan trong trong qua trinh lién két, rang budc giita ving Al va ving A3,
ion nay c6 chirc ning quan trong trong nhan dang va xac dinh ding vi tri sap
xép cua cac ving sau khi viing B bi loai bo trong qua trinh hoan thién protein
FVIIIL. Cac ion Ca®**, Mn®* duoc biét dén nhu yéu td chuyén tiép giira cac
ving c6 chic ning gin két véi cac dong yéu td khac trong qua trinh dong

mau, tang kha nang linh dong cia phan tr protein [126].

-1 336 373 e T4 1,648 1,600 2,019 2,020 2172 2173 2,332

seT $50 7 Gf  $5T7  {TTITITTITTITIICIOIIC.. TS : ¢ T & i
= y m— Y 2 [a2] B [a3] i 7 - -
§—8 §—tll &8 &l & 9 §
Lﬁ H 707-712 L L‘J T N
MT? 484-500 @ 1811-1818 | |2.181-2.243
1,640-1,660 IR 2303-23%
2253-2,270
SP: peptide tin hiéu tai vi tri N tan Al, A2, B, A3, C1,C2: cdc vung chinh
PL phospholipid VWE: von Willebrand factor
F9a: kich hoat yéu t6 dong mdu IX Fl10a: kich hoat yéu té déng mdau X
S-S cau disulfua C: Cystu do

Hinh 4.1. Céu triic va cdc vi tri twong tic ciia protein FVIII dong mau [19]
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al Dot bién ¢ vi tri ving A (A1, A2, A3)

Theo cac dot bién dugc cong bd trén HAMSTeR, trong tong sd cac dot
bién ndm & vung A thi mot nira sé cac dot bién diém & gen F8 nam chu yéu &
ving Alva A2, diéu d6 chung t6 tam quan trong cia cac ving nay trong hoat
dong cua protein FVIII va cac khu vuc nay rat dé& bj dot bién. Hon nita, cac
dot bién & khu vuc nay mot phén nao d6 mat di su nang dong cua qua trinh
FVIII tuong tac véi cac yéu td khac, do do dan dén sy mat 6n dinh cua cac
yéu to kich hoat FVIII [126]. Mot s6 dot bién anh huong dén vi tri lién két
gitra cac giao dién trong vung A: Arg336Cys giao di¢n gitta vung Al-A2
(HA61), Ser729del tai giao dién ving A2-B (HA39). Nhiing dot bién nay tao
thuan loi cho phan ly cua tiéu don vi A2, xay ra mdt cach tu nhién gy bat
hoat cac protein F8 [127]. O giita ving Al va A2, tai vi tri acid amin 351-365
dugc chimg minh 13 vi tri ndi cia F8 véi yéu t6 dong mau FX [128]. Do do,
dot bién Arg336Cys lam mat kha ning két ndi FVIII voi FIX gdy biéu hién
bénh hemophilia A. Nghién ctru ndy ciing xac nhan rang dot bién ¢ ving nay
gip nhiéu 13 thé nhe va thé trung binh. Vi tri d6t bién p.Asp75Tyr (HA67) hay
gip ¢ nhitng bénh nhan Hemophilia A thé trung binh. Asp75 nam & vi tri S5
c¢6 chie ning gin Cu™ & ciu nbi gitra vang Al va A3[129], [130]. Dot bién
thay thé Asp75 bang Tyr c6 thé 1am thay ddi cdu trac binh thudng ciia ving
A. Viéc thay thé Glu1848 bai Vall848 (HA19) din dén din dén md mot
khoang bén trong 15i ky nudc 1am giam su tuong tac véi cac dong yéu td khac
nhu FIXa. Diéu ndy c6 thé giai thich su giam ndng d6 cua dong yéu tb chic

nang [131]. Pot bién p.Asn601His & bénh nhan ma s6 HA47 giy ra mot du
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luong cysteine co thé tao ra mot cau ndi disulfua moi 1am sira d6i lai ciu trac
ving A2, gy bat thuong trong qua trinh biéu hién protein FVIIL. Pay 1a vi tri
acid amin tham gia manh m& vao sy on dinh cta protein hinh cau. Viéc thay
thé cac axit amin cua cac bénh nhan khac nhau vé dic tinh héa hoc c6 thé 1am
thay ddi ciu tao protein FVIII [132]. Pot bién thay thé p.Arg48Lys (HA18)
thuong duoc gip ¢ bénh nhan hemophilia A thé ning. Acid amin ndy nam &
vi tri tiép xtic voi bé miat S2 cua ving A3. Do d6, dot bién thay thé nay lam
thay d6i dién tich bé mit ciia ving A3. Acid amin Glutamat & vi tri protein
129 nam trong khu vuc gin véi cac ion (Ca**, Mn*) can thiét cho hoat dong
dong yéu té FVIIL. Vi vay, dot bién p.Glu129Val (HA10) c6 thé lam giam cac

ion Ca** / Mn* do cac ion nay bi mt vi tri gin [130].

Trong nghién ctru ndy, cac dot bién cua ving A3 hay gip dang dot bién
tao stop codon (p.Trpl726Stop, p.GIn1889Stop, p. Argl985stop) dan dén

biéu hién kiéu hinh ctia hemophilia A thé ning.
b/ Dot bién ¢ vi tri viing B

Ving B dugc ma héa cha yéu béi mot exon 14 ¢ kich thudce 16n tir axit
amin 741 dén 1648 va khong c6 sy twong dong voi bat ky gen nao da biét [19].
Ving B khong can cho chitc ning cua FVIII va sau qua trinh dich ma, ving B
bi cit khoi chudi ning ctua FVIIL. Trong nghién ctru cua Ta Thanh Vin va cong
su trong qua trinh thiét ké vector FVIII, toan bo vung B bi cat va chi co cac
ving A1IA2A3C1C2 nbi véi nhau. Mot sd nghién ctru cho thiy rang, sy mit bo

ving B s& tao thanh phén tir yéu té VIII ¢6 chtrc ning, ma khong anh huong
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dén hoat tinh hay tinh khang nguyén cta protein yéu t6 VIII va yéu t6 VIII

cling duoc biéu hién hiéu qua hon so véi yéu t6 VIII thé hoang dai [133].

Mic du ving B chi 1a ving két ndi, khong tryc tiép can thiét cho hoat
dong dong mau cua FVIIL, cac nghién ctu méi cho thiy ving B rat quan
trong cho su két ndi ving A2 va ving A3, ngoai ra ving B tham gia vao
tuong tac trong t& bao. Ving B ¢ chiic ning diéu tiét, kiém soat chat luong,
c¢6 kha ning kich hoat va lién két voi tiéu cau. Cac dot bién sai nghia trong
ving B gy bénh hemophilia A chi khi chung anh huéng dén cac vi tri ndi
hoic cac vi tri chia tach thrombin rang budc véi cac ving gan dé. Dot bién tao
stop codon trong domain B, dan dén viéc cham dat sém qua trinh dich ma
protein, lun luén anh hudng dén toan bd protein F8 va gay bénh hemophilia A
[134]. Cac Arg ¢ vi tri 372 thuong hay bi dot bién diém tir 36 dan dén thay thé
bang acid amin hodc 14 Pro, His hay Cys; Vi tri acid amin 1689 c6 chirc ning
rat quan trong nhu 1a mét vi tri phan cat thrombin c6 ti 1& dot bién rat cao. Dot
bién thay thé cac acid amin nay gip chil yéu & bénh nhan hemophilia A thé
nhe, trong khi thay thé Arg bang Cys dan dén cac thé bénh trung binh va do6i
khi gap thé niang, c6 thé 1a do sy hinh thanh khong chinh x4c cta cac cau ndi
disulfua. Trong nghién ctru nay, mot dot bién & bénh nhan HA76 véi thé bénh
nhe dugc xac dinh dang d6t bién p.11e1689Thr hoan toan tuong tu vé ca kiéu

gen va kiéu hinh nhu cua tac gia Youssoufian cong bo [135].
c/ Pét bién 6 viing C(C1, C2)

Viung C1, C2 nim trong chudi nhe cta phan tir protein FVIII, trong d6

ving C2 c6 ciu triic 1éng 180, cé kha ning chuyén dong linh hoat dang ké, con
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ving C1 gin két v6i ving A3 bang mot giao dién cac lién két ua nudc va ki
nudce rong 16n va hai ving nay gan nhu ¢ dinh véi nhau bai cac lién két nay.
Ving giao dién A3-C1 dong vai trd quan trong, do d6 c6 nhiéu dot bién sai
nghia & ving nay gy bénh hemophilia A thé trung binh va thé nhe nhu: dot
bién thay thé acid amin Leucin & vi tri protein 1752; thay thé acid amin
Asparagin & vi tri protein 2015; thay thé Tyroxin & vi tri protein 2017 hay
2105; thay thé Arginin & vi tri 2116, thay thé Threonin & vi tri 2122. Cac dot
bién nay duoc céng bd trong nhiéu nghién ctru cua Nair, Reiter, Schwaab
[92], [93], [95]. Tuy nhién trong nghién ctru nay, khong phat hién duoc
truong hop nao co dot bién ¢ cac vi tri ndy, c6 thé sy khac biét nay do yéu tb

chung toc.

Véi cac dot bién p.Ser2179Arg (HA94), p.Arg2182His (HA90),
p.Arg2182Cys (HA63) da dugc tim thay ¢ bénh nhan hemophilia A thé trung
binh [136]. Co ché cta dot bién nay lam giam luu théng FVIII trong huyét
tuong do mat su tuong tac ciia FVIII véi yéu t6 VWF hodc phospholipid. Dot
bién & vi tri p.2339 1a acid amin nam & vi tri S18 tuong tng v6i mién C1 va
C2. Cac khu vuc ndy dugc biét dén 1a noi tham gia vao gan két véi yéu t6
VWF (yéu t 1am tang tinh bén viing cta protein FVIII) va tuong tac véi cac
phospholipid [137]. Dot bién thay thé acid amin p.Arg2166Leu (HA26) lam
thay d6i manh mé& tinh ki nuéc do Arg2166 nam trong ving trung tdm cia
mién C1 [126]. V&i cac dot bién thay thé nucleotid ddn dén thay d6i acid amin
tao stop codon: p.Arg2222Stop (HA30), p.GIn2232stop (HA99) ¢ mién C2 dan

dén thay ddi cau trac cua protein F8. Tuy nhién & bénh nhan HA99 kiéu hinh
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chi 13 bénh nhan hemophilia A thé trung binh c6 thé do su thay thé nucleotid &
mién C2 khong anh hudng nhiéu dén chic ning cia F8. Dot bién & vi tri
p.Arg2339Trp (HA28) 14 acid amin & vi tri dau tan cing ving C, noi tuong tac
v6i ca yéu t&6 vWE va photpholipid [138]. Vai trd quan trong ctia bé mat
phospholipid 14 tip trung cc thanh phan cua phtic hop Xase. Dot bién & vi tri

nay sé 1am anh huong dén kha ning gan két cua cac yéu té dong mau.
4.3.2. Tan suat hay gip ¢ mét so vi tri dot bién

Hay gip nhat 1a dot bién dao doan intron 22: 35/103 bénh nhan chiém ti 1&
38,1%. Ngoai ra, c6 hai dot bién xuat hién nhiéu hon 2 1an ¢ nhiing bénh nhan
khac nhau: bénh nhan HAO03, HA1l déu cung phat hién dot bién ¢ vi tri
p.Lys927ins; dot bién & vi tri ¢.3637insA giy dot bién p.Asn1213ins dugc phat
hién trén 3 bénh nhan khac nhau (HA24, HA31, HA100). Trong d6, dot bién ¢
vi tri ¢.3637insA 13 d6t bién hay gip dd dugc cong bd boi rat nhidu bao cio
trude day trong dir lisu HAMSTeR véi tan suét 13 14%-16% ¢ nhimg bénh nhan
da trang [42]. Nghién ctru ctia ching t6i, dot bién ndy gip & 3/92 bénh nhan phat
hién dugc d6t bién nhung chi chiém 3,2%. Su khéac biét nay co thé duoc 1y giai
1a do yéu td chung toc.

4.3.3. Ti 1 phat hién ddt bién trén tirng exon

Ti I¢ phat hién dugc dot bién & exon 14 trong nghién ctru nay la cao nhat
chiém ti 1& 20,7%. Dot bién & exon 14 cao hon cac exon con lai do kich thudc
16n hon nhiéu 1an, véi kich thude khoang 3,1 Kb (tir 3106 dén 7227pb) ban

than exon 14 chiém khoang 43% ving ma hoa protein FVIII. Ti 1é nay phu
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hop voi cac bao cdo trong nghién ciru tai Pai Loan dot bién ¢ exon 14 1a
21,9% [111], nghién ctru cua Italia ti 16 nay 1a 33% [51]. Piéu ndy con ching
to dot bién ¢ ving B rat quan trong dén chirc ning hoat dong ctua FVIII mic
du khong tham gia vao cdu tric protein F8 hoan thién. Theo nhu mot sb
nghién ctru, vé6i ti 1& dot bién cao hay gip & exon 14 nén khuyén cdo ngay
sau khi xac dinh khong c6 dot bién dao doan intron 22 va intron 1 thi giai
trinh ty exon 14 dé sang loc tim vi tri ¢6 kha ning giy dot bién [86], [136].
Con theo tac gia David ti 1€ dot bién & vi tri ¢.3637insA nam trong exon 14
chiém ti 1& cao nén gidi trinh ty sém, trude khi di tim cac vi tri dot bién &

trén exon khac [52].

Trong nghién clru nay cac exon con lai déu co ti 1& dot bién 1a tuong
duong nhau. Chua phéat hién dugc dot bién trén cac exon 3, 6, 7,10,11,15, 21
c6 thé do s6 lugng bénh nhan con han ché nén chua tim thay céc vi tri dot

bién trén cic exon nay.

Nghién ctru ctia chiing t61 x4c nhan su tuong quan vé ti 18 cac dang dot
bién ¢ bénh nhan hemophilia A. Cac loai dot bién dugc tim thay ti 18 phu hop
v6i cac két qua bao cao duoc cong bd boi cac tac gia Repesse, Jochen Graw,

Adoracion Vencela, Rosetti.
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Bang 4.1. So sanh cac dang ddt bién véi cac nghién ciru khac trén thé giéi

Tay Ban Nha | Argentina Nghién ctru
Phap[139] | Birc[19] i
[140] [141] nay
120 BN | 845 BN
267 BN 260 BN 103 BN
Inv22 46,0% 35,7% 43% 44% 38,1%
Sai nghia 15,0% 38,2% 34% 12,2% 23.9%
Vi tri nbi 7,0% 2,6% 2,6% 3,7% 4,4%
V6 nghia 13,0% 9,3% 3,7% 10,2% 9,8%
Thém nucleotid 7.0% 2.6% 2.0% 1,9% 9,8%
Mit nucleotid 10,0% 7.5% 7,8% 15,9% 9,8%
Xéa doan 2,0% 3,0% 1,0% 10,2% 4,4%

Vé ti 18 cac dang dot bién trong ting thé bénh: trong nghién ciu cia
chung t6i hay gip nhat & bénh nhan hemophilia A thé ning 1a dao doan intron
22 (38,1%). Dot bién sai nghia gip nhiéu ¢ bénh nhan hemophilia A thé trung
binh 46,7% va thé nhe 71,4%. Két qua nay phu hop véi nghién ciru cua tac
gia Margaglione, Becker ciing khang dinh ti 16 dot bién sai nghia hay gip
nhat & hemophilia A thé trung binh va thé nhe [51], [106] .
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KET LUAN

Nghién ctru phat hién d6t bién gen F8 trén 103 bénh nhan bang sir dung
két hop 4 phuong phap khac nhau, chung toi rat ra duoc két luan sau:
1. Phat hién ddt bién gen F8 & bénh nhan hemophilia A ciia Viét Nam.

- Ty 1& phét hién dugc dot bién 1a 89,3% (92/103 bénh nhan), trong
d6 ti 1é phat hién dot bién ¢ thé niang 90,1%, & thé trung binh 86,7% va &
thé nhe 85,7%.

- Cac dang dot bién duoc phat hién bao gém: dao doan intron 22 la
38,1% (35/92 bénh nhan), dot bién sai nghia 1a 23,9% (22/92 bénh
nhan), dot bién mat nucleotid 1a 9,8% (9/92 bénh nhén), dot bién vo
nghia 13 9,8% (9/92 bénh nhén), dot bién thém nucleotid 14 9,8% (9/92
bénh nhan), dot bién vi tri ndi exon-intron 13 4,4% (4/92 bénh nhan), dot

bién mat doan 16n 13 4,4% (4/92 bénh nhan).

- Phat hién dot bién méi chua cong bd: p. Gly366insStop.
2. Xdy dung dwoc ban d6 dot bién gen F8 ddi véi 92 bénh nhén
hemophilia A tai Viét Nam.

- Ti 1¢ phat hién dugc dot bién déo doan intron 22 trong nghién ctru nay
14 cao nhét chiém ti 1¢ 38,1%.

- Ti 1& phat hién dugc dot bién & exon 14 trong nghién ctru nay hay gip
chiém ti 1¢ 20,7%.

-Cacexon 1,2,3,4,8, 9,12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26
gip véi ti 18 thap hon tir 1,1% - 5,4%.

- Chua phat hién dugc dot bién trén intron 1 va cac exon 5, 6,

7,10,11,15, 21.
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KIEN NGHI

. Thiét 1ap va quan Iy co s6 dit liéu vé dot bién gen F8 & nguoi Viét Nam.
. Thiét 1ap va quan 1y co s dir liéu vé bénh nhan va ngudi mang gen
bénh hemophilia A.

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

nguoi mang gen bénh trudce - trong qua trinh mang thai.
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