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PAT VAN PE

Tang san thwong than bam sinh (TSTTBS, Congenital Adrenal
Hyperplasia - CAH) 1a mét trong nhitng bénh nai tiét di truyén. Bénh do dot
bién cac gen nam trén canh ngan caa nhidm sac thé (NST) sé 6, ma hoa téng
hop céc enzym xuc tac qué trinh chuyén hoa dé tao ra cortisol va aldosteron
tir cholesterol cua vo thuwong than [1]. Trong do6, thé thiéu enzym 21-
hydroxylase (21-OH) hay gap, voi ty 1€ hon 90%. Enzym 21-OH dugc mé
hoa téng hop boi gen CYP21A2 (Cytochrome P450). Khi gen CYP21A2 bj dot
bién, enzym 21-OH khong duogc tong hop gy réi loan qué trinh tong hop
cortisol, aldosteron va testosteron 1am cho ndng do cortisol, aldosteron giam
Va testosteron tang. C4c rdi loan ndy dan dén bénh canh 1am sang dic trung
cua bénh: rdi loan dién giai, mat mudi, mat nuéc va nam héa & tré gai va day
thi s6m gia & tré trai. Thé mat mudi chiém da s6 nén bénh nhan rat dé bj truy
tim mach, sdc, nguy hiém dén tinh mang, bénh xuat hién sém ngay sau sinh.
Tré s& tir vong néu khong duoc phat hién va cap ctu kip thoi. Thé nam hoa
don thuan gay bat thuong co quan sinh duc; khi khong dugc diéu tri tré s& bi
tan tat anh huong dén cudc song binh thuong cua tré [2],[3],[4].

Hién nay, bénh dugc diéu tri bang liéu phdp hormon thay thé subt doi.
Mot s6 nude dd &p dung diéu tri b sung enzym thiéu hut va liéu phap gen
cling da duoc nghién ctru nhung chua duoc ung dung [5],[6].

Ty & mac bénh TSTTBS do thiéu enzym 21-OH trén thé gioi la
1/14.000-1/20.000 tré duoc sinh ra [4], [7]. M6t nghién cliru ¢ cac nudc chau
A dua ra ty 18 méc bénh TSTTBS & Nhat Ban la: 1/21.000 va Dai Loan Ia:
1/28.000 [7]. O Viét Nam, chua c6 dé tai nghién ctru vé ty 1é mac bénh va ty
1& nguoi lanh mang gen bénh. Tuy nhién tai Khoa Néi tiét -Chuyén hoéa -Di
truyén Bénh vién Nhi Trung uong, trung binh mdi nim c6 40 - 70 tré moi

méc duoc chan doan va diéu tri; tinh toi nay khoa dang quan Iy hon 700 ho so



bénh nhan.

Tir nhitng nam 1970, nhd sy phat trién cua k§ thuat sinh hoc phan tr ma
ngudi ta dd phét hién hon 100 loai dot bién khac nhau trén gen CYP21A2 [1],
[4]. Bénh mang dic tinh di truyén don gen lan, nhidm sic thé thuong, tuan
theo quy luat caa Menden. Trong pha hé cua nguoi bi bénh, ngudi mang gen
di hop tir ¢6 kiéu hinh binh thudong nhung nguy co truyén gen bénh cho con.
Néu hai ngudi mang gen di hop két hén véi nhau, kha niang 25% con sinh ra
s& bi bénh. Trong quan thé, ty 1& mic bénh 1a 1/14.000, nhung ty 1& nguoi
mang gen gay bénh lai rat cao 1/60-1/83 [8],[9],[10]. Do vay, nguy hiém cua
bénh di truyén don gen 1in 1a bénh s& duoc di truyén tir thé hé nay sang thé
hé khac, néu ching ta khéng co bién phap can thiép phong bénh tich cuc thi
ty 1& bénh trong quan thé sé& tang cao. Hién nay, phuong phap phong bénh c6
hiéu qua nhat 1a tu van di truyén. Viéc phat hién nguoi lanh mang gen bénh va
chan doan trude sinh, gilp chan doan bénh sém cho thai nhi. Néu thai nhi bi
bénh 1a con gai, s& tién hanh diéu tri ngay tir trong thai va tiép tuc diéu tri
ngay sau sinh, giGip &c ché tinh trang nam hda cé thé tranh duoc phau thuat
chinh hinh sau sinh cho tré. Néu thai nhi bi bénh Ia con trai tién hanh diéu tri
ngay sau sinh, dé tranh con suy thuong than cp va dem lai su phét trién binh
thudng vé sau cho tré [1],[11],[12].

Nghién ctiru vé bénh TSTTBS d4 duoc cdng bd nhiéu ¢ Viét Nam, nhung
cac nghién cau chu yéu tap trung vao phan tich vé dic diém 1am sang, xét
nghiém, dic diém di truyén, didu tri, dot bién gen CYP21A2, nghién ciu
ngudi 1anh mang gen bénh va chan doan truéc sinh bénh TSTTBS con rat t.

Hién nay, nhiéu k¥ thuat sinh hoc phan tir phat hién dot bién gen da duoc
sir dung, trong d6 hai k¥ thuat hién cho két qua nhanh va chinh xéc 1a giai
trinh tu gen dé phét hién dot bién diém va MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) dé phat hién x6a doan, lip doan va chuyén
doan gen ¢ bénh TSTTBS [11]. Viéc phat hién dot bién gen trén bénh nhan va
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phat hién nguoi lanh mang gen bénh sé gitp: 1) Khiang dinh chan doan va cho
phép diéu trji sém, phong tranh duoc con suy thwong than cép trong cac
truong hop xét nghiém vé hormon khéng rd rang. 2) Tu van tién hén nhan
nham giam tré sinh ra bi mic bénh. 3) Chan doan va diéu tri truge sinh cho
thai nhi gai mic bénh dé phong va lam giam bét thuong bo phan sinh duc gay
mo hd gidi tinh sau sinh. Xuat phat tir y nghia thyc tién trén dé tai: “Phat hién
nguoi lanh mang gen dgt bién CYP21A2 va chan dodn truéc sinh bénh ting
san thuong bam sinh thé thiéu enzym 21-hydroxylase” dugc thuc hién véi hai
muc tiéu:

1. Phét hién ngwoi lanh mang gen bénh cho cdc thanh vién gia dinh
bénh nhan bi bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-hydroxylase.

2. Chdn dodn trwéc sinh cho mgt sé thai phu mang gen dgt bién gay
bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-hydroxylase va fw vin di truyén cho gia
dinh bénh nhan.
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Chuong 1
TONG QUAN

1.1. BENH TANG SAN THUQNG THAN BAM SINH
1.1.1. Pinh nghia

Tang san thuong than bam sinh 12 mot bénh naoi tiét di truyén do dot bién
gen lan NST thudng, gy ra do giam hoic mat hoan toan mét trong nim
enzym tham gia vao qua trinh tong hop cortisol, aldosteron va testosteron dan
dén réi loan qué trinh tong hop hormon vé thuong than. Trong d6, thé thiéu
enzym 21-OH 1a thé bénh hay gap nhat chiém ty 16 90-95%, thir hai 1a thé
11p-hydroxylase chiém 5-9%; con cac thiéu hut enzym khéc gy cac thé
bénh: 3B-HSD, 17a-hydroxylase va 20, 22-desmolase it gap hon [12].

Tuy theo ting loai dot bién dan dén muc do thiéu hut enzym 21-OH mot
phan hay hoan todn ma gay ra cé4c thé 1am sang: mat mudi, nam héa don thuan,
khong cb dién hay thé khai phat muon [1],[7],[13].

1.1.2. Tén suat

Nhiing két qua nghién ctru vé ty 16 méi mic cia TSTTBS do thiéu enzym
21-OH tir 6,5 triéu tré so sinh duoc sang loc tai nhiéu nuée trén thé gioi cho théy
ty 16 m&i mac véi thé ¢d dién 13 1/13.000 — 1/15.000 tré dé séng [4],[14].

Tan suat mac bénh trén thé gigi 1a 1/10.000 — 1/15.000. Ty Ié mac bénh
cao nhat ¢ hai quan thé ngudi Eskimo Yupik (Alaska) va Phap tan suit mic
bénh 1a 1/282 va 1/2141 trong khi ty 1& mac bénh & chau Au l1a 1/14.000 [1],
[15]. Nghién ctu cta Concolino va CS (2010) ty 1& mac bénh 1a 1/15.000 tré
sinh ra & thé mat mudi va nam héa don thuan, thé khong dién hinh: 1/1000
[16]. Nam 2011, nghién ctru cia Wichel va CS nhén thdy ¢ cac nudc chau A
c6 ty 1é méc bénh: 1/44.000 [17].

Bang 1.1. Tan suat mic bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH



STT Tén nuwéce Tén suat
1 | Thuy Dién [1] 1/ 9.800
2 Hoa Ky (Bang Wisconsin) [1] 1/11.000
3 | Phép (thanh phé Lille) [1] 1/13.000
4 Nhat Ban [14] 1/21.000
5 Dai Loan [14] 1/28.000

Tai Viét Nam, TSTTBS chiém ty 1¢ 60,7% bénh Iy cua tuyén thuong
than va chiém 2% cac bénh di truyén diéu tri tai khoa Néi tiét - Chuyén hoa-
Di truyén Bénh vién Nhi Trung uong [18].

1.1.3. Lich sir nghién ctru

Nam 1672, Reinier de Graf 13 nguoi dau tién mé ta 1am sang cua bénh
TSTTBS 6 1 bé so sinh c6 bd phan sinh duc ngoai bat thuong khdng phan
biét duoc la nam hay nir [14].

Nam 1865, De Crecchio mo ta l1am sang bénh nhan TSTTBS va nhan
thay c6 kém theo hién twong ting san cia tuyén thuong than. Trong dau thé
ky XX nhiéu tac gia tiép tuc md ta bénh va goi tén bénh theo biéu hién 1am
sang cua bénh 1a “Héi ching sinh duc thugng than” vi bénh tén thuong ¢
tuyén thuwong than nhung biéu hién bén ngoai la triéu ching cua co quan
sinh duc [1].

Niam 1963, Bongiovani va Root mé ta c4c thé 1am sang cta bénh TSTTBS
do nguy@n nhan thiéu hyt cac enzym chuyén hoa vo thuong than [14].

Nam 1951, quy luat di truyén caa bénh TSTTBS duogc xéac dinh 13 do di
truyén don gen 13n, nam trén NST thuong [1],[19].

Nhung phai dén ba thap ky sau, nam 1984, bénh TSTTBS d3 duoc Xac
dinh boi gen CYP21A2 va gia gen CYP21A1P c6 kich thudc 3,4kb; nam trén
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nhanh ngan NST s6 6 [15], [19]. Nam 1986, Higashi va CS d4 phan tich trinh
tu nucleotid toan bo gen CYP21A2 va gia gen CYP21A1P. Cac dot bién dic
hiéu cua gen CYP21A2 d4 duoc tim thay 1a nguyén nhan chinh gay thiéu hut
enzym 21-OH [20], [21].

Nam 1965, Jeffcoate va CS da chan doan trudc sinh thanh cong dau tién
bénh TSTTBS bing viéc do ndong d6 cac hormon 17-ketosteroid va
pregnanetriol, 17-OHP trong dich 6i [21], [22].

Nam 1970, cung véi su phat trién cia Ky thuat di truyén phan tir, nguyén
nhan giy bénh TSTTBS do cac dot bién trén gen CYP21A2 ngay cang duoc
sang to. Hién nay viéc chan doan truge sinh bang do ndng do cac hormon
trong dich 6i d& duoc thay thé bang cac ky thuat di truyén phan tir, phan tich
truc tiép dot bién gen CYP21A2 tir c4c té bao gai rau hodc té bao 6i cua thai
nhi [11], [23].

Nam 1978, mot nghién ctru duogc tién hanh tir nam 1978 dén nim 2001
tai mot bénh vién cta Truong Dai hoc Y thudce Dai hoc Téng hop New York,
da chan doan trudc sinh cho 624 thai phu c¢6 nguy co cao sinh con bi bénh
TSTTBS. Bit dau tir nam 1986, phac d6 diéu tri trudc sinh cho bénh TSTTBS
m&i duge ap dung cho mot sb thai phu, trong d6 532 thai phu dugc chan doan
trude sinh bang phuong phap choc 6i va sinh thiét gai rau, sau d6 DNA ciia
thai nhi duoc sir dung bang phuong phap tim dau an HLA hodc giai trinh tu
gen [22].

Chan doan trudc sinh cho bénh TSTTBS di dugc &p dung & mot sé nudce
nhu tai Nhat Ban (1988), sau d6 dén Phap (1989) va Duc (1991) [1],[14],[23].
Hién nay, diéu tri va chan doan trudc sinh bénh TSTTBS d4 dugc trién khai ¢
nhiéu quéc gia trén thé gisi [7],[11],[14].[24].

1.1.4. Co ché bénh sinh

Qua trinh téng hep hormon cia vé thueng than
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e Qua trinh chuyén hoa tir cholesteron tao thanh aldosteron, cortisol va
testosteron, trong d6 enzym 21-OH xic tic cho sy chuyén héa progesteron
thanh deoxycorticosteron va 17—-hydroxyprogesteron thanh 11- desoxycortisol
va cudi cung 14 tdng hop cortisol va aldosteron. Khi thiéu hut enzym 21-OH
s& dan dén giam ndng do cua hai hormon nay trong co thé.

e Nong d6 cortisol giam s& kich thich tuyén yén ting san xuat ACTH
(co ché diéu hoa nguoc am tinh) va lam tién chét steroid ting cao hang trim
lan so véi binh thuong. Mot trong sé céc chat do 1a 17- hydroxyprogesteron
(17-OHP) va progesteron.

e Nong d6 17-OHP ting s& dan dén ting tong hop androgen, dau tién
lam tang androstenedion, sau d6 chat nay dugc chuyén thanh testosteron (san
xuat hormon theo con duong khdng tic) 1am cho ndng d6 chat nay ting cao
hon rét nhiéu so vaéi tré binh thudng. Chinh sy du thira androgen dan dén cac
biéu hién cua day thi sém gia nhu ting téc do phat trién co thé, truong thanh
cia xuwong, 16ng mu, 16ng nach, ting phat trién duong vat...Hon nita,
androgen ting cao s& uc ché sy phét trién cua budng tring gay nam hoa nhu
phi am vat va kém phat trién tuyén va, rdi loan kinh nguyét & tré gai. Ngoai ra
cling ¢ gia thuyét cho riang du thira androgen ¢ ché truc tiép hoac gian tiép
I&n su rung trirng va lam giam kha nang sinh con sau nay [25],[26].

e Téac dung sinh hoc cua hormon testosteron cua vo thugng than

- Lam xuit hién va bao ton dic tinh sinh duc thir phat ké tir tudi day thi
nhu phat trién dwong vat, tuyén tién liét, tai tinh, dudng dan tinh, moc 1dng

mu, 16ng néch, rau, tring ¢4, giong tram do thanh quan mé rong.

- Hé xwong: Tang tao khung xuong, phat trién va cbt hoa sun lién hop
& dau xuong dai, ting sirc manh cua khung xuong, ting lang dong mudi canxi

photphat trong xuwong, hep duong kinh khung chau.
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- Chuyén hoa protein va cau tao co: Tiang dong hoa protein, phat trién

manh khéi co [15],[17],[27],[28].
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So @6 1.1. Réi loan tong hep hormon do thiéu enzym 21-OH [13]

Vi tri, cau tric, chire ning gen CYP21A2

Bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH la do d6t bién trén gen CYP21A2.
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Hinh 1.1. Vi tri va cu tric cia gen CYP21A2 trén NST s6 6 [16]

A) Vi tri ciia ving RCCX nhénh ngdn ciia NST sé 6. B) Vi tri cua cac
gen thugc viing RCCX. C) Cau tric cua gen CYP21A2: C4c sé & phia trén
moi exon hay intron chi kich thuéc ciia cac exon va cac intron.

Tang san thuong than bam sinh 1a bénh di truyén don gen lan NST
thuong. Gen CYP21A2 1a gen duy nhat ma hoa dé tong hop enzym 21-OH cua
hormon tuyén thuong than. Cac gen cua hé théng HLA nam trén nhanh ngén
ciia NST s6 6 (6p21.3), bao gom cac gen cua I6p 1, 16p 11 va 16p 111 Trong do,
gen CYP21A2 va gen khéng chirc nang CYP21A1 (nonfunctional pseudogene),
nam trong lép 111 caa hé théng HLA, trong ving phtc hgp hda hgp mé cha
yéu (major histocompatibility complex-MHC), xen k& véi hai gen ma hoa cho
bo thé C4A va C4B. Gen CYP21A2 I thanh vién cia nhom P450 ma dic hiéu
boi C21 trong tién chit steroid vo thuong than. M&i gen CYP21A2 va
CYP21A1P bao gém 10 exon, co kich thuéc 30kb. Trinh tu cac nucleotide cua
hai gen nay tuong dong 98% trong cac exon va khoang gan 96% trong céc
intron do vay trong qua trinh phan bao giam nhiém, do su thay di cua trinh

tu nucleotid hoic do sy dot bién mat doan giira hai alen hoic nhan doan,
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chuyén doan mot cach hoan toan din dén thay di cau tric cua gen CYP21A2
bi thay thé biang mot doan cua gen CYP21A1P. Cac thay ddi cdu trac bat
thuong cua gen CYP21A2 gy nén khong tong hop dugc enzym 21-OH, hoic
enzym 21-OH dugc tong hop khong c6 hoat tinh dan dén bénh Iy trén 1am
sang [4],[24],[29].

C4c dang ddt bién caa gen CYP21A2

Hau hét cac dot bién gen trén gen CYP21A2 1a hau qua cta mot trong
hai kiéu tai t6 hop giita 2 gen CYP21A2 va CYP21A1P. Trén thé gioi da tim
thiy hon 100 kiéu dot bién khéac nhau gy bénh TSTTBS do thiéu hut enzym
21- OH. Céc dang dot bién tim thay hay gap 1a dot bién diém, mat doan, lap
doan, chuyén doan 1am thay d6i cau tric caa gen. Dot bién diém duoc tim
thy trén gen CYP21A2 c6 ty 1é tir 80- 90%, trong d6 hay gip nhat 1a dot bién
méat 8bp & exon 3, ¢.656A/C>G & intron 2, dot bién vo nghia & exon 6 [1],
[13],[30].

Bang 1.2. Ty 1¢ ddt bién hay gip trén gen CYP21A2 do thiéu enzym 21-OH

Téng Mt Chuyén
Tén nuée | 129 | A8nt | 1172N | V281L | Q318X | R356W
soalen | doan | doan lén
Hoa Ky 394 26 5 31 3 10 9 4 4
Phap 258 19 4 21 3 9 17 4
Nhat ban 102 18 29 0 13 1 0 13
Trung Quéc | 40 20 25 28 8 10
Thuy Dién 102 34 6 12 29 3 2

Mt doan va chuyén doan gen CYP21A2

Trong qua trinh giam phan, sy trao d6i chéo khong twong xting da gay nén
su mat doan gen c6 chiéu dai khoang 30kb gdm dau 3’cua gen CYP21A1P,
gen C4B va dau 5' cua gen CYP21A2 hoic gay chuyén doan gen khién cac dot
bién tir gia gen CYP21A1P chuyén sang CYP21A2 hoic lap doan mot céch
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khong hoan toan cua gen CYP21A2 gay nén cac alen khéng ¢ chirc nang. Su
thay doi cau trac cua gen CYP21A2 dan dén su sao ma dé tong hop mRNA bi
sai 1éch gy roi loan qua trinh tong hop enzym 21-OH, gay nén bénh Iy trén
lam sang. Nhitng x6a doan 16n gdm C4B va cic vi tri exon trén gen CYP21A2
chiém khoang 20-30% & bénh nhan TSTTBS thé mat mudi trén 1am sang.
Nhung & My Latin, ty 1& tim thy cac dot bién x6a doan 16n thdp (<1%). Cac

dang dot bién x6a doan déu c6 kiéu hinh ¢ thé mat mudi [4],[8],[31].

R 707-714del 1994C>T
MAT Mudt |
2108C>T
655A/C>G
NAM HOA PO'N THUAN 999T>A
HORECEEIEN 89C>T 1683G>T 2578C>T
1 2 3 4| s 6 7 g| o 10
PGt bién
(Hoat tinh P30L 172N V28iL | Rasew  P453S
enzym21-0H)  (00-00%)  (<5%) (1%) (20-50%) | (0%) (20-50%)
G110_Y112delfs Q318X
(0%) (0%)

Hinh 1.2. Nhirng dot bién hay gip trén gen CYP21A2 [17]

Dot bién ¢ vi tri Intron - 12g (656A/C>G)

Nucleotid & vi tri 13 base trude diém cudi caa intron 2 1a A hoic C. Dot
bién A -G hay C — G la dang dot bién & vi tri cét ni (splicing), tao nén
alen don 1¢, thuong gap nhat gy thiéu enzym 21-hydroxylase. Dot bién nay
duoc ky hiéu 1 12g, su bat thuong trong qua trinh cit ni intron 2 ¢ dot bién

12g da giit lai 19 nucleotid ma binh thuong phai tach khoi mRNA, két qua lam
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cho dich khung doc dich ma va ngan can tong hop protein c6 hoat tinh. Hau
nhu tit ca cac mMRNA bi cit ndi bat thuong nhung & céc té bao nudi cay mot
s6 luong nho MRNA cit ndi binh thudng duoc phat hién. Do vay, néu chi c6
dot bién 12g thi van c¢6 mot lugng nho enzym 21-OH duoc tong hop binh
thuong, do vay dot bién gay biéu hién ca hai thé bénh trén 1am sang: thé mat
mudi va thé nam hoa don thuan [4],[32],[33],[34].

Dot bién vo nghia (nonsense)

Pot bién & trén gen CYP21A2 tai vi tri GIn318Stop ¢ exon 8 hoac mat
doan 8bp ¢ exon 3 gy ngan can hoan toan sy tong hop enzym 21-OH. Trén
exon 8, dot bién xay ra & vi tri nucleotid 1994, T bi thay d6i thanh C, lam
xuat hién ma két thiic sém do vay trén 14m sang khong do duoc hoat dong cua
enzym. Bénh nhan mang hai dang dot bién GIn318Stop & exon 8 hodc mat
doan 8bp (8 basepair) & exon 3, kiéu dong hop tir lubn biéu hién kiéu hinh 1a
mat mubi [1],[24].

Dot bién sai nghia (missense)

- Ba dang d6t bién Ile236Asn, Val237Glu, Met239Lys & trén gia gen
CYP21A1P, trong qua trinh chuyén doan hodc trao d6i chéo khong twong
xtng, ba dot bién s& xudt hién & exon 6 trén gen CYP21A2 gay pha huy hoan
toan hoat tinh caa enzym 21-OH. Su thay thé T bai A vi tri nucleotid 1380 s&
dan dén thay ddi Isoleusin & vi tri 236 thanh Asparagine: thay thé T thanh A ¢
vi tri nucleotid 1383 dan dén thay d6i Valin & vi tri 237 thanh Glutamic acid
va thay thé T thanh A & vj tri nucleotide 1389 s& dan dén thay d6i Methionine
¢ vi tri 239 thanh Lysin. Theo b&o cao cua Speiser.P.W ty I¢ gap dang dot
bién nay khoang 10% trén cac alen dot bién [1].

- Dot bién Ile172Asn trén exon 4 cua gen CYP21A2 c6 ty 1& dao dong tir
14% - 19,8%. Pay 1a mot trong nhitng dot bién ¢ 2 biéu hién kiéu hinh: thé
nam hoa don thuan tao nén enzym 21-OH c6 hoat tinh khoang 1% hoic thé

mat mudi vai hoat d6 enzym rét thap [35]. Nam 1988, Amor va CS d4 phan
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tich gen CYP21A2 bang giai trinh ty gen nhan thiy c6 su bién d6i ¢ vi tri 172
tir bo ba nucleotide ATC méa hoa Isoleucine thanh AAC ma hda Asparagine.
Dot bién nay binh thuong ton tai & gen CYP21A1P c6 thé chuyén sang
CYP21A2 bai chuyén doan gen [36].

- Dot bién Val281Leu, nam 1988, Speiser va CS da tim thay trén exon 7, dot
bién d6i ma 281 tr GTG méa hoa valine thanh TTG ma héa leucine ¢ bénh
nhan thiéu enzym 21-OH thé khdng cb dién lién két véi typ HLA-B14, DR1
[1]. Dot bién Val281 Leu trén gen CYP21A2 nhung van tong hop dugce enzym
21-OH, ndng d6 enzym do duoc khoang hon 50% hoat tinh binh thuong gay
bénh canh 1am sang & thé khong c¢6 dién. O mot sé quan thé nhu nguoi Do
thai géc Pong Au thi day 1a tinh da hinh gen rat phd bién véi ty 16 >10%. Tuy
nhién, d6i véi mot sé chung toc nhu Yugoslavia va Nhat Ban ty & dot bién
Val281Leu it gip hon [1],[20].

- Dot bién Arg356Trp, & exon 8, dot bién do thay thé CGG thanh TGG dan
dén hau qua Arginine thay thé thanh Tryptophan, gay nén pha huy hoan toan
hoat tinh cua enzym 21-OH. Nguoi ta cho rang dot bién gay anh huong dén
su twong tac vai enzym khir cytochrome P450. Bénh nhan mang dot bién kiéu
nay thuong c6 kiéu hinh thé mat mubi. Tuy nhién dot bién Arg356Trp ciing
d4 duoc phat hién & bénh nhan thé nam hoa don thuan [1],[37].

- Dot bién Pro30Leu ¢ exon 1 trén gen CYP21A2, l1a dang dot bién hay gap
voi ty 1€ 5-15% [39]. Nam 1991, Tusie- Luna va CS da phan tich gen
CYP21A2 va nhan thdy dot bién Pro30Leu trén gen CYP21A2 nhung co thé
van tao ra duoc enzym 21-OH véi hoat tinh do duoc 30- 60% binh thuong
trong méi treong nudi cy té bao, nhung cac enzym nay d& bj phan giai khong
bén vitng do vay ¢ thé nay thuong cé hoi chirng thira androgen trong thé
khong co dién [1],[38].

Cdc dét bién khac

Céc dot bién diém khac 1a nhitng dot bién khong phai do chuyén doan
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gen tir gia gen CYP21A1P sang gen CYP21A2. Ty 1¢ gip dang dot bién nay 1a
5-10% trén cac alen gdy bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH ¢ hau hét cac quan
thé. Trong d6 kiéu dot bién p.P453S hay giap nhat. Nho k¥ thuat giai trinh tu
gen ma trong nhitng nim gin day cac dot bién mai ngay cang duoc phat hién
nhiéu. Mot sé dot bién khac hay gap: p.V280L....

Méi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh da dugc nghién ctru nhiéu trén
thé gioi. Nam 2013, mot nghién ctru cia New. M. | va CS vé mdi lién quan
kiéu gen va kiéu hinh cho 1.507 gia dinh c6 con bi bénh TSTTBS thé thiéu
21-OH nhan théy kiéu gen va kiéu hinh cua mdi bénh nhan phu thudc vao mdi
chung toc va qubc gia. CO 21/45 kiéu gen da xac dinh c6 lién quan véi kiéu
hinh. Cac dang dot bién p.P30L, 12g, p.1172N thudng cho kiéu hinh rat khac
nhau trén 1am sang. Médi quan hé giita kiéu gen va kiéu hinh trén bénh nhan
TSTTBS ¢6 y nghia quan trong cho cac bac si 1am sang co6 thé phan loai va
tién luong duge cac mirc do ning cua bénh gitp cho tu van di truyén va can

thiép diéu tri sém ngay sau sinh cho bénh nhén [33].

Bang 1.3. Méi lién quan kiéu gen va kiéu hinh bénh

TSTTBS thé thiéu 21-OH

A - X Vi tl’l' > 1A0 =R 3
Dot bien nucleotide Exon/Intron | Ty 1€% Kieu hinh
Mat doan gen 25-30 | Mat mudi
p.P30L c.89C—T Exon 1 5-10 | Khdng cb dién
129 c.656A/C—G Intron 2 20-25 | Mat mudi/Nam hoa
don thuan
Mat 8bp c.A708-715 Exon 3 5-10 | Mat mudi
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p.I1172N c.1001T—A Exon 4 5-10 | Nam hoa don thuan
p.1236A, c.1382T—A, Exon 6 5-10 | Mat mudi
p.V237G, C.1385T—A,

p.M239L c.1391T—A

p.V281L .1685G—T Exon 7 5-10 | Khdng cb dién
p.P306+T C.1759+T Exon 7 <5 Mat mudi

p.G318S c.1996C—T Exon 8 5-10 | Mét mubi

p.A356T c.2110C—T Exon 8 10 Mat mudi

Dot bién méi phat sinh (De novo mutation)

Tang san thuong than bam sinh khong phai 1a mot bénh ly c6 ty 1é cao
cac alen bi dot bién méi phét sinh, ma bénh xuat hién cha yéu 1a do bé me
mang gen di hop tir di truyén bénh cho con. Dot bién mat doan méi va chuyén
doan gen méi da dugc ndi dén, trong d6 chuyén doan gen mai thuong lién
quan dén dot bién & intron 2 véi ty 16 khoang 1% céc alen gay thiéu enzym
21-OH, bénh nhan mang gen dot bién hoan toan khéng do di truyén tir bé me.
Ty Ié cac alen gay thiéu enzym 21-OH trong quan thé khoang 2%, nén ty 1¢
alen mang chuyén doan gen méi tai intron 2 trong quan thé xap xi:1/(2x10%
[1], [39].

Tai t6 hop méi lién quan dén gen CYP21A2 d4 duoc ching minh bing
phan tng PCR véi DNA tach tir tinh tring va bach cau. Trao dbi chéo khong
twong xitng gay mat doan gen chi dugc phat hién & DNA tinh trung (1/10° -
10° trén hé gen (genomes)). Chuyén doan gen xay ra véi tin sé tuong tu
(1/10°-10° trén hé gen) & DNA céc té bao tinh tring va bach cau. Biéu nay
chung té rang mat doan gen chi xay ra & trong quéa trinh giam phan, trong khi

chuyén doan gen xay ra ca trong qua trinh giam phan va nguyén phan. Tan s6
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chuyén doan gen theo céch thirc nay (1/10%) phu hop véi ty sudt chuyén doan
gen méi ¢ bénh nhan thiéu enzym 21-OH [1],[4],[24]. Trong bénh TSTTBS,
do hai gen CYP21A2 va gia gen CYP21A1P c6 cu tric twong dong kha cao,
nén dot bién thuong gip 13 do sy chuyén doan gen, mot doan gen tir gia gen
CYP21A1P s& chuyén sang gen CYP21A2, su chuyén doan nay hay gip & vi
tri intron 2 va exon 8, it gip & exon 10, do vay co thé c¢6 2 vi tri cung bj dot
bién trén 1 alen hodc mot vi tri d6t bién trén 1 alen [40].
1.1.5. Pic diém l1am sang va can 1am sang

Do giam hormon cortisol, aldosteron va tang hormon testosteron nén
triéu ching 1am sang dic trung ctia bénh gdm hai nhém triéu ching:

=Suy thuong than cip: mat nude, rdi loan dién giai, trong trudng hop

nang dan dén sc.

Hinh 1.3 Bénh nhan bi bénh TSTTBS thé mat mudi
Bénh nhan niz 3 tuan tudi vao vién Vi con suy thwong than cap. Non nhiéu sau sinh, mat
nieéc man tinh, xam da, réi logn dién gidi.
= Bit thudng bo phan sinh dyc: day thi sém gia ¢ tré trai: moc 16ng mu,
ram 16ng, moc tring ¢4, xam da sém trudc tudi, duong vat to va dai hon so
Vi tudi, nhung thé tich tinh hoan van trong dwong so véi tui. Nam hoa ¢ tré
gai: am vat phi dai theo 5 typ cua Prader, xam da, ngoai hinh nam, néi giong
om, thiéu ning sinh duc nit. O tré trai va gai déu tiang phat trién co thé: Ion

nhanh, ¢t héa sém cac dau xuong dai nén vé sau tré bi lun.
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Hinh 1.4 Bénh nhan nix bj bt thwong bd phan sinh duc trong bénh TSTTBS

Am vat phi dai typ 5 theo Prader. NST46,XX. Da khd, mdt nuéc man tinh.

Hinh 1.5 Bénh nhan TSTTBS thé nam don thuin
Bénh nhan nam 4 tugi, ddy thi sém gid, diong vt phét trién aong img tré 12-13 tudi, thé tich
tinh hoan twong dwong véi tudi thuc, chiéu cao > 25D, tudi xirong tirong dwong 8 tuoi.

Can lam sang: cortisol va aldosteron mau giam, testosteron mau tang,
17-OHP mau ting, progesteron ting. R4i loan dién giai do: dic trung Natri
mau va Clo mau giam, Kali mau tang. Xét nghiém sinh hoc phan tir phat hién
dot bién gen CYP21A2 [2],[12],[41],[42].

1.1.6. Piéu tri bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH

Diéu tri trwéc sinh

Trong bénh TSTTBS liéu phap thay thé hormon glucocorticoid ngoai
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sinh véi muc dich dua cortisol trong co thé vé binh thuong, dé khéng lam
tang ACTH, din dén ngin ngira ting san xuat androgen. Viéc phat hién ra
cortisol tir ndm 1950, hiéu qua dau tién trong lidu phap diéu tri thay thé
corticosteroid da cai thién cudc sdng sau khi sinh cua bénh nhan TSTTBS thé
thiéu 21-OH [43],[44].

Cho dén nam 1984 viéc diéu tri truéc sinh bing dexamethasone méi
duoc ghi nhan. Dexamethasone véi mot lugng thap (udng 20pg/kg/ngay) sau
khi vao co thé me s& gin két véi mot protein mang trong mau me di qua hang
rao rau thai vao co thé thai nhi dé ngin chin su ting androgen bao thai wrc ché
su nam hoéa co quan sinh dyc nit. Do vay, diéu tri tir trong thoi ky bao thai
phai duoc bit dau cang sém cang tét ngay sau khi c6 thai cho thai nhi nit. Sy
hinh thanh va biét hoa co quan sinh duc nir caa thai nhi dién ra rat sém, ngay
tir tuan thai thir 5 — 6 cua thai ky va su phat trién co quan sinh duc ngoai gan
nhu hoan tit vao thoi diém thai khoang 10 tuan tudi. Bé diéu tri dat hiéu qua
ngudi me mang thai phai duoc dung thudc dexamethasone truéc tuan thai thir
9 cua thai ky [23],[44],[45].

Hién nay, hiéu qua ctia phuong phap diéu tri trude sinh da duoc 4p dung
& mot s6 nudc. Mot s6 nghién ciru da va dang tim hiéu anh huong lau dai cua
glucocorticoid trén bao thai va nhitng anh huang cua thudc déi voi thai nhi
nhu thé nao? [19],[36]. Khi so sanh nhitng chi em cling mic bénh trong mot
gia dinh, sy nam hoa bo phan sinh duc ¢ nhiing tré diéu tri bang
dexamethasone trudc khi sinh c6 giam theo typ phan loai ctia Prader. Hi¢u
qua cua dexamethasone trong diéu tri trudc sinh bénh TSTTBS thé thiéu 21-
OH da dugc nhiu tac gia cong b nhung hién nay van con mot sd tranh cii
vé van dé tac dung cuia thude 1én thai nhi, cAn phai dwgc nghién ctru va theo
doi trong thoi gian dai [19],[46],[47].

Diéu tri sau sinh

Muc dich: diéu tri bénh 1a bu du luwong hormon cortisol, aldosteron thiéu
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hut, han ché t6i da luong testosteron thugng than thira do ting san xuat dé
ngan ngua tinh trang nam hoéa [42],[48].

Nguyén tac diéu tri: Sir dung liéu phap hormon thay thé suét doi.

Thude dugc st dung chinh 1a hydrocortison. Trong thé mat mudi suy
thuong than cdp can tiém Hydrocortisol (Solucortef), két hop véi udng thudc
Florinef, ngoai ra khan truong bu nude va didu chinh dién giai ting natri mau,
ha kali mau va chéng nhiém toan. B4i véi tré gai bi nam héa sau diéu tri 6n
dinh tién hanh phau thuat chinh hinh b phan sinh duc.

Trong 50 ndm qua, tir khi phét hién ra cortison diéu tri bénh TSTTBS ¢6
nhiéu tién bo. Mac du, quan Iy 1dm sang bénh nhan TSTTBS thuong phirc tap
bai cac tac dung phu cua thude nhu hoi chung Cushing, khéng tuan thu diéu
tri, cudng androgen va vo sinh. Hién nay, tiép can phac do diéu tri cho bénh
nhan TSTTBS thé ¢6 dién c6 mot sb giai phap mai duge dua ra [5],[49]:

4+ Phéi hop thudc.

Tai vién Quéc gia Y té My, mot nghién ctu vé hiéu qua ciia mot phac do
méi trong diéu tri 12 két hop hydrocortison véi mot khang androgen va mot
chét &rc ché enzym aromatase. Uc ché sy hoat dong cua noi tiét té androgen
cling c6 hiéu qua trong diéu tri & phu nixr bi TSTTBS véi hoi ching budng
tring da nang [5].

Mot phuong thirc méi két hop 4 thube diéu tri TSTTBS gom flutamide
(tc ché thu thé androgen), testolacton (ic ché enzym aromatase), liéu thap
hydrocortison va fludrocortison, d& cho thay két qua haa hen: nhu binh
thudng hoa tde d6 ting trudng va tudi xuong sau 2 nim diéu tri [5],[50].

White and Speier (2003) dé& xuat phuong phap diéu tri hormon ting truéng
cho tré em bi TSTTBS voéi chét twong tw GnRH dé cai thién chiéu cao cudi cua
bénh nhan. Phuong phéap sir dung hormon ting truéng GnRH 1am cai thién chiéu

cao cudi, tudi xwong trong tng Véi tudi thuc va trong lugng xuong [5].
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Theo nghién ctu cia Madeleine (2011) 31 bénh nhan duoc diéu tri GH
so v&i nhdm ching nhan thiy thoi gian diéu tri LHRHa voi con gai (n=15)
trung binh 12 4, 5 ndm c6 chiéu cao cudi trung binh: 162,1cm, trong khi chiéu
cao dy doan ban dau: 153,0cm; con trai (n=16) thoi gian diéu tri 1a 4.9 nam,
chiéu cao cudi trung binh 1a 172,4cm, so véi chiéu cao dy doan ban dau la
166,3cm. T4c gia nhan thay, hiéu qua cua liéu phap diéu tri GH cho bénh
nhan TSTTBS c6 thé cai thién dwgc chiéu cao cubi [51].

+ Diéu tri gen

Nam 2002, Merkel va CS d3 ung dung mot phuong phap diéu tri méi va
thir nghiém bao goém diéu tri bang Corticotrophin hormon ddi khang va liéu
phap gen [52]. Theo tac gia New |. M d4 dat ra cau hoi: TSTTBS thé thiéu
21-OH 14 bénh ly do réi loan chuyén héa, do vay liéu phap gen c6 hiéu qua
khong? Mot nghién cau trén chudt gay bénh thiéu hut enzym 21-OH, sau d6
chuot bi bénh da duogc diéu tri bang phuong phap chuyén gen CYP21A2, hiéu
qua, chudt bi bénh sdng binh thuong. Muc tiéu khé khin nhét cua gen tri liéu
1a dat duoc su uc ché tot androgen thuong than, do d6 sé luong gen phai da
l6n ¢é cho phép sinh téng hop cortisol & mic gan nhu sinh 1y co thé trong
diéu kién binh thuong va khi cang thang [52].

Tuy nhién, liéu phap gen dang con trong giai doan thuc nghiém. Hién tai,
phuong phép noi khoa 1a chii yéu, do tinh chat caa bénh man tinh, bénh nhan
phai diéu tri suét doi do vdy anh huodng cua cac tdc dung phu cua thudc con
chua duoc kiém soat tot nhung thudc d& mua, rat c¢6 hiéu qua va chi phi
khong cao. Muyc dich cua diéu tri thudc 1a dua ndong d6 hormon cortisol,
aldosteron vé murc binh thuong theo sinh ly, nhung thyc té dé diéu chinh
duoc hormon theo nhip sinh hoc, theo nhip sinh Iy cua co thé con ngudi con
giip kho khan [31,[52].

Piéu tri bang thudc thay thé hormon thiéu hut theo phac db cia khoa Noi

tiét —Chuyén hoa — Di truyén Bénh vién Nhi Trung wong (phu luc 2).
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Diéu tri phdu thudt tao hinh cho tré gai

Muc dich: phau thuat dé 1am am vat tro vé kich thuéc binh thuong, tach
roi cdc moi am vat bi dinh vao nhau va maé rong cira am dao.

Phau thuat tao hinh cho tré gai, sau diéu tri bénh 6n dinh 3 thang. M6
som giup giam ganh nang tam ly cho bénh nhan va gia dinh va cai thién duoc
chirc nang sinh duc sinh san cho bénh nhan sau nay [53],[54].

1.1.7. Phong bénh

Tang san thuong than bam sinh thé thiéu 21-OH 1a mot bénh 1y di
truyén don gen 1an, bénh tuan theo quy luat di truyén cia Menden. Nguy hiém
cua bénh gay lan truyén cac gen lan trong quan thé véi ty 1é cao (theo nghién
ctru vé ty 1& nguoi lanh mang gen ¢ Trung quéc cong bé: 1/83) [55]. Do vay,
T6 chirc Y té thé gioi da dé ra cac bién phap dé phong va giam ty 1& méic bénh
tir nhitng nam 1980 gdm cé4c bién phép; phét hién ngudi lanh mang gen bénh
dé tu van di truyén, chan doan truéc sinh va gido duc y té [4]. Bién phap
phong bénh hiéu qua nay da duoc &p dung cho cac bénh Iy di truyén noi
chung va cho bénh TSTTBS néi riéng da cho hiéu qua cao va duoc ap dung
trong cac nudc phét trién trén thé gisi: Anh, Phap, My...

O Viét Nam, nhitng nim gan dy, nho su phat trién cua ky thuat di
truyén phan te, cac dot bién trén gen CYP21A2 da dugc phat hién voi do
chinh xac cao la tién dé cho cac bac si tién hanh chan doan ngudi lanh mang
gen bénh trong gia dinh dé tu van di truyén va chan doan trudc sinh cho céc
thai phu c6 nguy co sinh con bi bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH. Khi phéat hién
thai nhi c6 mang gen dot bién gy bénh, cac bac si s& thong bao cho gia dinh
dé gia dinh tu lya chon phuong phap diéu tri. Hiéu qua cua chan doan truéc
sinh s& gilp giam ty 1é mac bénh trong cac gia dinh c6 nguy co, giam ty 1é
méc bénh cho cac dong ho ¢6 mang gen bénh va trong cong dong [2],[4],[54].

Phong bénh TSTTBS bang sang loc ngudi mang gen duoc tién hanh ¢
cac gia dinh, dong ho c6 bénh nhan bi bénh TSTTBS hoic trong quan thé c6
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ty 16 mac bénh cao dé quan ly ngudi mang gen va ngudi bénh. Qua viéc sang
loc, bac si s& dua 1o khuyén di truyén phi hop nham tranh kha nang két hon
can huyét, tranh két hdn cing nhitng ngudi mang gen bénh hoic gitta ngudi
mang gen bénh va nguoi bi bénh, nhung néu két hdn phai quan ly thai nghén
dé chan doan va diéu trj trude sinh [3].
1.2. PHAT HIEN NGUOI LANH MANG GEN BENH
1.2.1. Pic diém di truyén caa bénh

Bénh chi xay ra ¢ nguoi mang déng hop tir gen lan (minh hoa la: rr).
Néu mot ngudi mang 1 gen binh thuong (minh hoa 1a: R) va 1 gen dot bién (r)
goi 1a di hop tir. Trong mdi cé thé déu duoc di truyén 1 alen tir bd va 1 alen tir
me, do vdy & ca thé mang gen gay bénh dang ddng hop tir (rr) thi b me 12 hai

di hop tir (Rr) bét budc. Truong hop dot bién mai xay ra rat hiém gap.

BO MANG ME MANG
GEN BENH GEN BENH
®) 0\_

0@ ®©® @@ (G]G)]

Hinh 1.6. So' @6 quy luat di truyén gen lin nam trén NST thwong

Dic diém cua bénh di truyén theo qui luat 13n 1a bénh xay ra khong lién
tuc qua céc thé hé. Thuong gap bénh xuat hién trong cling mot thé hé. Ty 1é
nam va nir bi bénh 1a nhu nhau.

+ Néu cha me 12 hai di hop tir (Rr x Rr) kha nang sinh con bi bénh (rr) 1a
25%, con di hop tr (Rr) mang gen lan la 50%, con binh thuong hoan toan

(RR) 1a 25%. Trong quan thé trudng hop nay hay gap nhat.
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+ Néu cha (hodc me) 1a nguoi binh thuong (RR) két hon voi ngudi mang
gen di hop tu (Rr) thi kha nang sinh ra con binh thuong (RR) la 50%, con bi
di hop tir (R) 12 50%.

+ Néu cha (hoac me) 1a ngudi binh thudng két hdn véi nguai bi bénh (rr)
thi kha nang sinh con mang gen di hop tu (Rr) 1a 100%.

R4t nhiéu dot bién di truyén lin duoc mo ta tr xwa dén nay lién quan
dén cau trdc va hoat dong cua enzym, trong d6 co thé di hop tar véi 1 alen
binh thuong va 1 alen dot bién cho biéu hién cac enzym hoat dong binh
thuong. Bénh chi biéu hién véi co thé mang 2 alen dot bién lin va cac biéu
hién kiéu hinh phu thudc vao su hoat dong caa enzym [22],[52],[56].

1.2.2 Pha hé gia dinh

Trong bénh 1y di truyén don gen lan, bé me phai 1a ngudi mang gen di
hop tir gdy bénh, khi sinh con s& truyén gen gy bénh cho con. Khi xay dung
pha hé cua gia dinh, dau tién phai xac dinh ca thé bi bénh (proband hoic
index case), sau d6 1a nhitng nguoi mang gen co lién quan dén nguoi bénh
trong gia dinh, dong ho, it nhat 1a 2 hoic 3 thé hé [56].

Céc ky hiéu sir dung dé vé so dd pha hé (phu luc 3).

I [l__Q I:I?_O

1 4

II A ; |h3 (ic]. A 6
|
v D m O
1 2 3 4 g
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Hinh 1.7. Pha h¢ gia dinh mang gen lan trén nhiém sic thé thwong.

6

Théhél, 11, 111 khong co nguoi bi bénh, thé hé IV ¢6 nguroi bi bénh 1IV2 bénh nhan nghién
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ciu (proban), biéu hién bénh di truyén. Bénh nhan ¢6 1 chj gai (IV1) la nguoi lanh mang
gen bénh va 1 em gai rugt(1V3) khong mang gen bénh. B6 me bénh nhan la nguroi mang
gen di hop tir. O'thé hé thir 3 ¢6 hai chi em ho két hon can huyét 1a 1115 va 1116, ho c6 2

ngueoi con, trong dé ¢é 2 ngwoi IV4 mang gen bénh va V5 biéu hién bénh [56].
1.2.3. Nguy co truyén bénh di truyén lin trong quan thé

Bénh di truyén lan NST thuong 1a khi nguoi lanh mang gen bénh, bé
ngoai la nguoi hoan toan binh thuong, khée manh nhung xay dung gia dinh
v6i nhau, néu sinh con thi truyén bénh cho con theo ty 18 phan ly gen bénh
cua qui luat Menden. Bénh truyén tir thé hé nay sang thé hé khéc.

Trong cac quan thé ma viéc két hon cung huyét théng hozc két hén trong
cac quan thé cb lap s& 1am ting kha ning sinh con bi bénh va ting ty 18 nguoi
méc bénh trong quan thé vi céc gen lan di truyén tiém an trong dong ho hoic
trong cac quan thé ¢ 1ap d& c6 co hoi dé té hop véi nhau [1],[56].

Tan suat nguoi lanh mang gen bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH la
1/60 tiy thudc vao chang toc. Tan sé dot bién ty nhién mai phéat sinh can co
ca hai dot bién trén cing mot gen & ca hai bén bé me nén xac suit xay ra vo
cung nho, do vay su két hon trong dong ho hoic trong quan thé co lap 1a rat
nguy hiém [11],[56],[57],[58].

1.2.4. Cac phwong phap phat hién ngwoi lanh mang gen bénh

C6 mot sb phuong phap phat hién nguoi lanh mang gen bénh thuong
duoc st dung nhu sau:

o Str dung phén tich so dd pha hé cua gia dinh dé tim ra di hop tir bét
budc, vi du: con bi bénh TSTTBS trén so @4 pha hé thi bé me phai 1a nguoi
mang gen di hop ttr bat budc theo quy luat Menden [59].

e Phuong phap xét nghiém sinh hda cho thanh vién gia dinh.

Céac ca thé mang gen di hop tir gdy bénh TSTTBS c6 thé c6 cac triéu
ching cua thtra androgen hon nhitng nguoi khong mang gen nhung cac

nghién ciu bénh chiing chwa dong nhat vé quan diém trén. Khi lam nghiém



25
phap kich thich ACTH ngudi mang gen di hop tir gdy bénh TSTTBS c6 két
qua tang nhe ndng d6 17-OHP, cortisol sau khi kich thich thwong than hon
nhirng nguoi khdng mang gen [59],[60],[61].

Nghién ctru cia Lee va CS niam 2000, nhan thdy c6 thé phat hién nguoi
mang gen di hop tir bang phuong phap sinh héa. Nhém nghién ctru dinh
lugng 17-OHP cho nhitng ngudi thanh vién cua gia dinh nguoi bénh va dua
nhan xét rang, sau nghiém phap kich thich corticotropin gié tri 17-OHP <300
ng/ml Ia binh thuong va gié tri 17-OHP >300 — 1499 ng/ml la nguoi mang
gen di hop tir [58]. Do dot bién gen gay thiéu hut enzym 21-OH c6 lién quan
dén typ HLA, nén c6 thé gian tiép xac dinh dot bién gen CYP21A2 hoic phét
hién nguoi lanh mang gen dot bién bang cach phan loai typ huyét thanh HLA.,
Nho két qua typ huyét thanh HLA bénh nhan so véi HLA cua té bao i thai
nhi hodc dbi twong c6 nguy co cao. Néu két qua typ HLA giéng nhau thi c6
thé chan doan thai nhi bi bénh TSTTBS thé thiéu hut enzym 21-OH hoic

nguoi lanh mang gen véi do tin cay cao [22],[62].

e Xét nghiém sinh hoc phan tir tim gen dot bién cho cac thanh vién cua

gia dinh nguoi bénh khi d4 xé4c dinh dugc gen dot bién caa bénh nhan.
1.2.5. Quan ly va tw van di truyén cho nguoi 1anh mang gen bénh

Tu van di truyén 12 mot bién phép hét sic quan trong trong viéc phong
bénh Iy di truyén ndi chung, ciing nhu bénh ly cua bénh TSTTBS. Hob so bénh
ly cua bénh nhan va cac thanh vién trong gia dinh, dong ho sé duoc quan ly
tai phong tu van di truyén. Cac thong tin caa mdi bénh nhéan va gia dinh gidp
cho cac bac si co co s& khoa hoc dé tu van tién hon nhan, tranh két hon can
huyét, tranh két hon véi nguoi bi bénh hoic mang gen di hop tir. Néu hai
ngudi mang gen di hop tir két hdn vai nhau can phai dugc quan ly thai nghén

va tu van di truyén truge khi két hon va can thiét phai chan doan trude sinh dé
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tranh sinh ra con bi bénh [28],[63],[64].
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1.3. CHAN POAN TRUGC SINH
1.3.1. Pinh nghia

Chan doan trudc sinh 1 sir dung cic phuwong phap xét nghiém phat hién
bénh ly, di tat khi thai con trong tir cung trude khi dtra tré duoc sinh ra. Cac
phuong phéap thuong ding cho chan doan trudc sinh 1a nudi cay té bao i
hoac té bao gai rau, sir dung phuong phap di truyén té bao, di truyén phan tu
dé tim dot bién cua nhidm sic thé hodc dot bién gen, chan doan bénh cho thai
nhi [65],[66].

Ap dung cho chan doan truéc sinh bénh TSTTBS 1a sir dung cac phuong
phap xét nghiém di truyén phan tir &é xac dinh xem thai nhi c6 bi dot bién gen
CYP21A2 gay bénh hay khong, khi thai con trong tir cung bang phwong phép
sinh thiét gai rau hoic phwong phap choc 6i [67],[68].

1.3.2. Chi dinh chan do4n trwéc sinh cho bénh TSTTBS

Muc dich chan doan trudc sinh bénh TSTTBS khong phai phat hién bénh
dé dinh san ma phéat hién bénh sém dé diéu tri vi day 1a mot bénh di truyén
diéu tri dwoc bang phuong phap thay thé hormon subt doi [5], [69].

Déi tuong can chan doan trudc sinh:

+ Nhitng cip vo chong dd dugc xac dinh 12 di hop tir mang gen
CYP21A2. Khi c6 thai bat bugc chan doan trudc sinh.

+ Mt trong hai vo chong bi bénh TSTTBS, con nguoi kia 1a di hop tir
khi c6 thai bit budc chan doan trude sinh.

+ C4c thai phu da mot 1an sinh con bi bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-
OH nhiing lan ¢4 thai tiép theo can thiét chan doan trugce sinh.

Hiéu qua caa chan doan trudc sinh s& gilp giam ty 1& mac bénh trong
cac gia dinh c6 nguy co, dé giam ty 1é mac bénh cho céc dong ho c¢6 mang
gen bénh va trong cong dong [5],[24].

1.3.3. Cac phwong phap chin doan trwéc sinh



28

Str dung cac phuong phap chan doan trude sinh,can phai lay duoc chit
lieu di truyén cua thai nhi tir cac té bao nudc 6i, tua rau, mau hoic da...cua
thai nhi sau d6 phai dua vao cac xét nghiém di truyén. Cac xét nghiém di
truyén c6 thé phén tich & mac do té bao (phan tich NST), & muc do phan tir
(phan tich DNA, RNA). Cac k¥ thuat ldy mau té bao thai nhi c6 hai loai trc
tiép va gian tiép. Céc ky thuat 1y té bao thai truc tiép 1a cac ky thuat c6 xam
pham dén thai nhi bao gdm choc hat dich di, sinh thiét tua rau, méau day rén...
K3 thuat gian tiép, duoc goi la cac ki thuat khéng xam pham thai nhi tim cac
té bao mau cua thai trong mau me nhung gia tri chan doan va do tin cay
khdng cao [65],[66].

Trong bénh TSTTBS phuong phép ldy mau DNA cua thai nhi ¢6 thé si
dung k¥ thuét sinh thiét gai rau hodc choc i. Thoi gian dé tién hanh choc hat
nuéc 6i thuong o tudi thai 15-18 tuan, khi d6 trong budng bi co khoang 150-
250ml nuée 6i, lwong nudc bi can hat ra trung binh 10-15ml [55].

Céc xét nghiém di truyén trong bénh TSTTBS: tach chiét DNA cua thai
nhi dé phan tich gen CYP21A2 tim dt bién gay bénh va két hop xac dinh giéi
tinh cua thai nhi dé quyét dinh hudng diéu tri sém.
1.3.3.1. Cic phwong phdp liy mdu té bao thai nhi

Choc hat dich oi

Cach choc hat dich 6i: dua vao siéu am dé xac dinh budng 6i, sau d6
choc kim vao dang budng 6i, thdo nong kim va hdt tir tir nwde 6i, bo di 0,5-
1ml nuéc 6i dau tién, thay bom tiém vo khuan khac va hat cho du luong nuéc
bi theo y&u cau. Khi hut du dich i, thi thao bom tiém, dit lai nong kim choc
bi va rat kim ra ngoai. Sau dé theo ddi tinh trang cua thai phu va siéu am
kiém tra lai tim thai. Dé loai trir hong cau cua nguoi me 1an vao nude 6i, mot

s6 tac gia sir dung ky thuat loc hong cau khi hat dich 6i [65].
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Sl cung

Hinh 1.8. Hinh anh choc i dwéi sw chi din cia siéu am [28]

Cac tai bién cua choc hat dich 6i gdm cd sdy thai (0,5-1%), ri di (1%),
nhiém tring 6i sau khi choc hat nudc 6i kha hiém gap (0,5- 1,5/1000 trudng
hop) 1am ting nguy co lay truyén mot s bénh nhidm tring tir me sang con
[671,[68].

Sinh thiét gai rau

Kim sinh thiét

Siéu am
Rau thai
Thai nhi = Xuong chiu
T cung £ -
Cot sdng - 3 Co ti cung
o .

Hinh 1.9. Sinh thiét gai rau bang catheter [30]

K¥ thuat sinh thiét gai rau dugc thuc hi¢n dAu tién vao nhirng ndm 1960.
Dudi sy huéng dan cua siéu am, tién hanh sinh thiét gai rau c6 hai duong
gom qua duong ¢b tir cung va qua dudng bung. Hai duong choc déu co d6 an
toan va két qua nhu nhau. Sinh thiét gai rau qua co tir cung khi rau bam & mit

sau tir cung, choc hat tua rau qua thanh bung khi rau bam ¢ mat trugc hay ¢
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day tr cung [45],[69].

K§ thuat sinh thiét gai rau duoc tién hanh sém trong 3 thang dau cua thai
ky, khoang tir ngay thir 70-90 tinh tir ngay dau caa ky kinh cudi. Cac bat
thudng cua thai nhi c6 thé phat hién sém hon so voi choc 6i. Do d6, cac bénh
Iy di truyén bat thuong can phai quyét dinh cham dit thai ky s& dugc thuc
hién thuan lgi hon, tranh cic ganh ndng vé tim ly va strc khoe cho thai phu.
Nhuoc diém cua ki thuat sinh thiét gai rau 1a cac tai bién gay say thai (2- 3%),
chay mau qua duong am dao (7-10%), nhidm khuan va di tat cho thai it gap.
Nghién ciru gan day nhan thay ty Ié say thai khoang 1% [69],[70].
1.3.3.2. Ky thudt sinh hoc phdn tw

- Str dung cac phuong phap di truyén phan tir nhu phuong phap giai trinh
tr gen va MLPA ...dé phat hién cac dot bién gen CYP21A2 cua thai nhi tir
mau té bao thai nhi [71].

1.3.4. Chén doan tién lam té - PGD (Preimplantation Genetic Diagnosis)

Chan doan di truyén phdi trude 1am té (PGD- Preimplantation Genetic
Diagnois) 1a ky thuat dung dé xac dinh cac rdi loan vé gen di truyén hay bat
thudng trong bo nhidm sic thé cua giao tir hay phdi ¢ giai doan truéc khi phoi
duoc chuyén vao noi mac tr cung dé lam t6. Qua trinh chan doan di truyén
truéc 1am t6 bao gom cac giai doan chinh 14 thy tinh nhan tao, sinh thiét va
chan doan di truyén. Nhiéu nghién ciru trong 20 nim qua cho thdy qué trinh
sinh thiét phdi bao khdng 1am anh huéng dén kha niang lam to ciing nhu sy
phét trién ctia em bé sinh ra tir phuong phap nay. Tuy nhién, phuong phap
chan doan di truyén trude 1am t6 doi hoi ki thuat cao, chi phi ton kém, nguy
co tir vong chu sinh con cao hon nhom ching, nén chua dugc &p dung cho
bénh TSTTBS va phuong phap con can phai duoc nghién ciu thuc nghiém
lam sang ¢ dién rong hon dé danh gia chinh xac hiéu qua [47].

1.4. MOT SO KY THUAT SINH HQC PHAN TU BPE PHAT HIEN POQT
BIEN GEN CYP21A2
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1.4.1. Xac dinh dot bién diém

C6 nhiéu k§y thuat dung dé phat hién dot bién diém bao gom giai trinh tu
gen, SSCP- Single Strand Conformation Polymorphism, RFLP-Restriction
Fragment Length Polymorphism, khuéch dai alen dic hiéu (allele specific
polymerase chain reaction). Mdi ky thuat déu c6 cac wu nhugc diém khac
nhau. Ky thuat SSCP, RFLP c0 gia thanh ré nhung chi la ky thuat phat hién
do6t bién gian tiép nén can phai kiém tra lai bang ky thuat giai trinh tu gen tryc
tiép; ky thuat khuéch dai alen dic hiéu chi xac dinh duoc nhitng dot bién da
biét truge. Ky thuat giai trinh tu gen 12 ki thuat phét hién dot bién truc tiép va
c6 thé phat hién duoc tit ca cac dot bién trén gen, tuy nhién dit hon cac ky
thuat khac. Ngay nay do k¥ thuat giai trinh ty gen cé gia thanh ré hon trudc
day nén da duoc sir dung kha rong rdi dé phét hién dot bién diém [56]. Céc
dot bién diém phd bién dugc phat hién trén gen CYP21A2 bao gdbm: ¢.293-
13A>G; ¢.293-13C>G; p.P30L; p.1172N; p.1237A; p.V238G; p.M240L;
p.V282L; p.L308P; p.G319X; p.357T; va mat doan 30-kb.

Duya vao két qua cta bénh nhan da biét duoc vi tri dot bién va dang dot
bién trén gen CYP21A2, ky thuat giai trinh tu gen la phuong phap phat hién
dugce 99-100% cac dot bién cho cac trudng hop ngudi lanh mang gen bénh.

Poan DNA can giai trinh ty dwoc st dung nhu trinh tw mau cho phan
rng khuéch dai gen (PCR) bt dau tir vi tri gan moi. Sir dung may giai trinh ty
gen tu dong duoc thiét ké trén nguyén tic st dung dideoxynucleotid (ddNTP)
do Sanger va CS phat minh. Dya vao mau huynh quang may sé¢ nhan dién
dugc cac nucleotid, tir d6 biét dugc trinh tu cia DNA dich.

So sanh trinh tu gen caa mau DNA bénh nhan vai trinh tu gen chuan
cua GenBank (National center for biotechnology information, NCBI) va
phuong phap ABI Prism 3100 genetic anylyzer (Applied Biosystems) [11],
[57].[72].
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656A/C>G 656A/C>G
636A/C (129) (120)

e e e e

Ngudi binh thuong Bénh nhan 24 Me bénh nhan 24

Hinh 1.10. Hinh anh giai trinh tw gen CYP21A2 & Intron 2
(két qua gidi trinh tw gen theo chiéu nguroc)
Trinh tw binh thuwong tai vi tri 656 ¢ intron 2 1a A hodc C, ¢ mdu bénh
nhan bi chuyén thanh G; me bénh nhén xudt hién hai dinh twong ing véi
nucleotid C va G ching to la nguoi me mang gen di hop tit.

1.4.2. X4c dinh @6t bién mat doan/Iip doan

Céc ky thuat dé phat hién dot bién mat doan hay lip doan gen bao gém:
PCR, PCR dinh lugng, Southern blots.... Gan day, mot phuong phap méi 1a
MLPA- Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification da dugc su dung
mot cach rong réi. Pay la phuong phap nhanh va chinh xac dé phat hién xoa
doan va dot bién lap doan ¢ bénh TSTTBS ndi riéng va mot sé bénh Iy di
truyén noi chung [11].

Phuong phap MLPA duogc sir dung cho phat hién cac dot bién mat doan,
lip doan hodc chuyén doan trén gen CYP21A2. Bé chan doan bénh TSTTBS
do cac dot bién mat doan cé thé st dung nhiéu phwong phap khac nhau,
nhung dé phat hién cho chan doan di hop tir thi k§ thuat MLPA v&i d6 chinh
xéac cao va cho két qua nhanh hon. Trong mot nghién ciru méi nam 2014, &
Ptc trén 161 bénh nhan bi bénh TSTTBS bang phwong phap MLPA d4 phat
hién trén 30% cac dot bién xoa doan va cac chuyén doan nho cho két qua

nhanh hon phuong phap Sounth blot. Néu cac dot bién mat doan nho thi ding
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phuong phap giai trinh ty gen s& cho két qua chinh xac hon [11],[26],[73],
[74].

260 280 300 320 136 sas 4% wes 1re sme iee S6e e 530 336 Ses 5o See Ite ses see 30e 3ie die 33
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Nguoi binh thuong Nguoi di hop tir

Hinh 1.11. Hinh anh két qua dét bién gen bing ky thuat MLPA
1.5. TU VAN DI TRUYEN (genetic counseling)
Dura trén két qua chan doan bénh bang cac phuong phap:
- Triéu chirng 1am sang, xét nghiém, két qua phan tich sinh hoc phan tir té
bao: NST, két qua phan tich gen...dé chan doan nguyén nhan gay bénh.
- Lap pha hé dé tim quy luat di truyén. Phan tich cac ty 1¢ phan ly gen bénh
trong so d6 pha hé, tinh nguy co di truyén, mic dé nguy hiém cuaa bénh trong
gia dinh, trong quan thé.
- Chan doan trudc sinh cho thai nhi.
Loi khuyén di truyén duoc cac bac si dua ra cho cap vo chong vé kha ning bi
bénh cua con ho, cho mot ca thé trude khi két hon va su lva chon kha ning
sinh con cua ho. Loi khuyén di truyén gom: Phuong phap diéu tri, nudi dudng
cua tré bi bénh, phuong phap phong bénh cho gia dinh, cho céc thanh vién
khac cua dong ho, kha ning diéu tri bénh di truyén cua thai nhi dé gia dinh
quyét dinh lya chon sinh con hay dinh san.

Bénh TSTTBS la mot bénh di truyén don gen 1in, bénh diéu tri duoc
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bang hormon thay thé sudt doi, do vay noi dung tu van gom:
1. Théng bao két qua chan doan bénh bang cac dot bién gen da tim thay trén
gen CYP21A2.
- Cac phuong phap diéu tri: liéu phép thay thé hormon sudt doi cho ca hai
gidi, ké hoach phau thuat chinh hinh b phan sinh duc cho tré géi bi bénh.
- Cac cach cham séc va theo ddi tranh cac bién chang cho tré khi ¢ nha va
truong hoc...
2. Su can thiét va phuong phap xét nghiém phét hién ngudi lanh mang gen
bénh cho cac thanh vién gia dinh dé quan ly va tu van di truyén.
3. Chan doan truéc sinh cho :
- Céc cap vo chong la di hop tor mang gen bénh TSTTBS.
- Gia dinh da sinh con bi bénh TSTTBS.
- Cap vo chong c6 mot ngudi mang gen di hop tir gy bénh TSTTBS lay mot
nguoi bi bénh TSTTBS.
Khi thai nhi bi bénh, béc si s& thong béo cho gia dinh biét va ké hoach diéu tri
cho thai nhi. B4c si giai thich ké hoach diéu tri thubc dexamethasone tiép tuc
cho thai nhi nit bi bénh dén khi sinh va ké hoach diéu tri hormon thay thé sau
khi sinh. Néu thai nhi bi bénh 1a con trai, bac si thong bao va giai thich ké
hoach diéu tri sém cho tré ngay sau khi sinh.
4. Cung cép théng tin va giai thich cho cac thanh vién gia dinh vé su nguy
hiém lam tang ty 1 bénh khi két hdn can huyét hoic trong cac quan thé cd lap
ctia bénh di truyén lan nhiém sic thé thuong dé tir d6 gido duc y té cho cong
dong [2],[64].
1.6. TINH HINH NGHIEN CUU BENH TSTTBS O VIET NAM

Nam 1991, Nguy@n Thu Nhan va cong su d4 tong két 36 bénh nhan méc
hoi chirng sinh duc thugng than trong giai doan 1981-1990, chiém ty 1€ 1,9%

téng sé bénh nhan noi tiét, c6 ty Ié tir vong la 5,5% [75].
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Nam 1996, Nguyén Thi Phuong d4 nghién cttu vé phuong dién di truyén
trén 31 bénh nhan hoi chang sinh duc thuong than tai Bénh vién Nhi Trung
wong tir nam 1980 — 1990. T4c gia d& nhan thiy bénh mang du cac dic tinh di
truyén lan nam trén NST thuong [64].

Nam 1994, Nguyén Thu Nhan tong két cac dau hiéu 1am sang, can l1am
sang chung cta 55 bénh nhan TSTTBS diéu trj tai Bénh vién Nhi Trung wong
V6i phac @6 diéu tri cip ctu con suy thuong than hién nay, gan 95% bénh

nhan dugc ciru séng [76].

Nghién cttu vé nguyén nhan gay bénh do dot bién gen duoc bt dau bing
dé tai cua V6 Kim Hué. Nam 2000, V6 Thi Kim Hué, Nguyén Thu Nhan va
Nguyén Thi Phuong cdng bb nghién ctru chan doan va diéu tri bénh TSTTBS
thé thiéu enzym 21-OH & 43 bénh nhan kham va diéu tri tai Bénh vién Nhi
Trung wong 1989-1997. Nghién ctru dua ra cac dau hiéu 1am sang va gia tri
cua 17-OHP, progesteron va testosteron dé gitp chan doan, theo ddi bénh.
Nghién ctu st dung hydrocortison va florinef diéu tri bénh thay cho
prednisolon, dic biét tac gia da s dung ki thuat khuéch dai gen dé phat hién
dot bién mat doan 8bp & exon 3 cho 9 bénh nhan [29].

Nam 2001, Thai Thién Nam, Nguyén Thi Phuong va V6 Thuong Lan
nghién ctru phat hién dot bién mat doan & exon 3 cua gen CYP21A2 cho bénh
nhan bi bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH va phan tich gen cho 3 gia
dinh phat hién dugc 1 gia dinh c6 nguoi lanh mang gen bénh [77], [78].
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Nam 2006, Tran Kiém Hao, Nguyén Thi Phuong va V& Thuong Lan lan
dau tién cong bd dot bién diém gay bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH ngoai
dot bién mat doan ¢ Viét Nam. T4c gia d4 phat hién trén10 bénh nhan cé dot
bién mét doan 8bp & exon 3 va 8 bénh nhan cé dot bién diém 12g don thuan, 5
bénh nhan két hop 12g véi mat doan 8bp,1 bénh bi dot bién p.P30L va phat hién
nguoi lanh mang gen bénh cho 5 gia dinh ¢6 4 nguoi mang gen bénh [79].

Nam 2012 bao cédo cua Vi Chi Diing va CS phén tich gen cho 81 bénh
nhan TSTTBS phat hién cac dot bién gen CYP21A2 d4 phat hién thém nhiéu
dot bién mat doan va dot bién diém khéc & Viet Nam [80].

Nhu vay nghién cau phat hién nguoi lanh mang gen bénh cho bénh
TSTTBS thé thiéu 21-OH di c6 hai dé tai cua Thai Thién Nam va Tran Kiém

Hao con chan doan trude sinh cho bénh TSTTBS chua c6 dé tai dugc cong bd.
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1 Péi twgng nghién cliu cia muc tiéu 1: Xac dinh ngwoi lanh mang
gen bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH

130 thanh vién trong gia dinh bao gém bd, me, anh, chi, em rudt cua
bénh nhan TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH da dugc phat hién mang dot bién
trén gen CYP21A2.

2.1.2 Poi tweng nghién cieu cia muc tiéu 2: Chan doan trwéc sinh bénh
TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH

12 thai phu mang gen di hop tir ¢6 nguy co cao sinh con bi bénh (c6 con
va chong da duogc xac dinh dot bién).
2.1.3 Tiéu chuan loai trir

+ Céc thanh vién cua gia dinh khéng dong y hop tac tham gia xét nghiém
va chan doan truée sinh.

+ Nhirng bénh nhan va gia dinh da dwoc cong bd trong nhirng dé tai
nghién ctru trudc.

+ Nhiing thai phu dugc phat hién 1a nguoi lanh mang gen nhung dang bi
cac bénh vé rbi loan déng mau, viém gan B, HIV ...va cac bénh Iy ¢6 nguy co
gay sy thai khi 1am tha thuat choc 6i.

2.2 PIA PIEM NGHIEN CUU

- Pé tai duoc tién hanh tai khoa Noi tiét-Chuyén hoa-Di truyén va phong
xét nghiém sinh héa, huyét hoc, khoa chan doan hinh anh cua Bénh vién Nhi
Trung wong 13 noi chan doan, diéu tri va quan Iy bénh nhan.

- Tha thuat choc dich i duoc thuc hién tai Trung tim Chan doan truge

sinh, Bénh vién Phuy san Trung uwong.
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- Cac xét nghiém sinh hoc phan tir thuc hién tai Trung tdm Nghién ctru
Gen va Protein, Truong Dai hoc Y Ha Noi.
2.3 THOI GIAN NGHIEN CUU
Thoi gian 3 nam: tr thang 9 nam 2011 dén 9 nam 2014,
2.4 PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.4.1. Thiét ké nghién ciru. Nghién cu tién cru mé ta, cat ngang.

N
56 bénh nhan TSTTBS da
tim thay dot bién gen
CYP21A2

A 4
Xay dwng pha hé

A 4
e N

Phét hién 130 ngwoi la
thanh vién gia dinh
(bo, me, anh, chi, em rugt)
. J

!

Thai phu ¢6 nguy co sinh con

bi bénh TSTTBS
Chéan doén Tu vz‘iQ
trwdc sinh di truyen

Hinh 2.1. So db thiét ké nghién ciu

2.4.2. Mau nghién ciru
S6 lugng bénh nhan theo phuong phap chon mau tién ich.
2.4.3. Chi s6 nghién ctu

Noi dung nghién ciu cho muc tiéu 1:
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- Lap pha hé gia dinh bénh nhan TSTTBS.

- Tudi cuia cac thanh vién gia dinh bénh nhan.

- Két qua phan tich dot bién gen CYP21A2 cho bd, me, anh, chi, em bénh
nhan TSTTBS d4 tim thiy dot bién.

Noi dung nghién ciéu cho muc tiéu 2:

- C4c thong tin vé tinh trang thai san cia cac thai phu dang mang thai
tuan thir 6-16 tuan: tudi cua thai phy, tudi thai nhi (tinh theo ky kinh cudi ciia
thai phu)

- Choc 6i cho céc thai phu vao 15-16 tuan.

- Phén tich gen CYP21A2 cho thai nhi.

2.5. CAC BUOC TIEN HANH NGHIEN CUU CHO MUC TIEU 1

Lwa chon bénh nhan dugc chan doan xac dinh bénh TSTTBS thé thiéu hut
enzym 21-OH dura theo dic diém 1am sang va xét nghiém sinh héa (phu luc 1).

Bénh nhan da duoc xac dinh co dot bién gen CYP21A2.

2.5.1. Pic diém ddi tweng nghién ciu

¢ Bénh nhan bi TSTTBS: Tubi. Gigi: nam, nit. Thé bénh: mat mudi,
nam héa don thuan.

¢ Khai thac xay dung pha hé gia dinh cho tirng bénh nhén theo ky hiéu
qui uéc qudc té cua hoi di truyén nguoi qui dinh (bang phu luc 3)[56]

¢ Tit ca cac thanh vién trong gia dinh gdm: cha, me, anh, chi, em ruot
ctia bénh nhan dugc kham xét 1am sang theo phuong phap mo ta, tuw van dé

tién hanh xét nghiém phat hién dot bién gen CYP21A2.

¢ Thanh vién gia dinh: B, me, anh, chi, em rudt sau khi c6 két qua dot

bién gen duogc chia 1am ba nhom:
- Khong mang gen dot bién CYP21A2 tic 14 nguoi lanh hoan toan.

-C6 mang mot 1 gen dot bién CYP21A2 13 nguoi lanh mang gen bénh

hay con goi la di hop tur.
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- C6 mang 2 alen dot bién khéc nhau trén gen CYP21A2 1a ngudi bénh
mang gen di hop tur kép.

¢ Lap pha hé cho gia dinh bénh nhan téi thiéu 3 thé hé: dng, ba, cha, me
va céc con theo ky hiéu d& duoc qui dinh.

MJdi gia dinh nghién ciru c6 mot hd so gdm cac théng tin vé bénh nhan:
Tudi cta bénh nhan va cac thanh vién gia dinh, 1dm sang, chan doan, két qua
dot bién gen va pha hé cua gia dinh, céc thdng tin vé anh, chi, em rudt cua
bénh nhan.

2.5.2 Tién hanh xét nghiém
2.5.2.1. Quy trinh thu th@p mdu nghién ciu va tach chiét DNA

Tat ca céc thanh vién caa gia dinh bénh nhan lay 2ml - 5ml méu ngoai
bién. Tach chiét DNA bang Phenol/Chloroform theo phuong phap thudng
quy cua Trung tdm Nghién ciru Gen-Protein. Po va kiém tra ndng d6 DNA
bang may do nong dé Nano Drop 1000, chi nhitng mau DNA c6 db tinh sach
1,8-2 méi duoc sir dung phat hién dot bién gen.
2.5.2.2 Ky thudt PCR

Toan bo chiéu dai gen CYP21A2 duoc khuéch dai bang phan ung PCR
V61 céc cdp moi dic hiéu P1-P10; P3-P5; P6-P4.

CYP21A2

: L\ E]L‘t: & DU\DL\EL\I I f.\ (X l:] L\[:] “]
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ii
py
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| (- .
1
!
i :
Py :
Moi | et P 2083bp
- P ]
H . N y
{8 : :

—
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1
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4
i
¥
i

P4

g54bp
Hinh 2.2. Vi tri cac méi cho phan ing PCR khuyéch dai gen CYP21A2 [4].

- Thanh phan phdn #ng PCR
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Thanh phan Thé tich (ul)

Nuéc cat PCR 11,9

Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
MGi xudi 0,5
M&i nguoc 0,5
Taq polymerase (5 u/ul) 0,1
DNA 3,0
Téng 20,0

Chu trinh nhiét phan #ng PCR

Chu trinh Bién tinh Bit cip Tong hop
1 95°C - 10 pht
2-34 95°C - 50 giay 55°C - 50 giay 72°C - 2 phat
35 72°C - 10 pht

Bdo quan ¢ 10°C

San pham PCR duoc dién di trén gel agarose 1%, 90V trong 30 phit.
2.5.2.3. Ky thudt gidi trinh tee gen xdc dinh dét bién diém

Quy trinh theec hién gidi trinh tw gen:

Thyc hi¢n theo qui trinh va st dung phuong phap BigDye terminator
sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA).

+ Giai doan 1: Chuan bj master mix cho phan &ng PCR

- Chuan bj effendorf 0,2ml da danh d4u sin thtr tu cac mau.

- Chuén bi héa chat dé thuc hién phan ung.

- Lam tan hoan toan hoa chét, tron déu sau d6 ly tam nhe dé toan bo dich
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trén nap dng roi xubng.

- Tién hanh pha master mix theo bang sau:

Thanh phan Thé tich ()
San pham sau PCR d4 duoc tinh sach 1,0
Big Dye Buffer 5X 3,0
Big Dye terminator V3.1 (2,5X) 2,0
Nudéc cit PCR 13,0
Mbi don (5pmol/pl) 1,0
Tong 20

+ Giai doan 2: Chu trinh nhiét cia PCR Sequencing

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

B4o quan ¢ 10°C
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- Céc san pham sau khi duoc khuéch dai bang Big dye kit s& dwogc tinh
sach bang big Dye temination dé loai bo toan bo big dye thira va dem doc trén

may giai trinh tu gen ABI (Applied Biosystem).

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

mau twong duong véi 4 loai nucleotid A,T,G,C.
2.5.2.4. Phwong phdp phén tich két qud

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

mau twong duong véi 4 loai nucleotid A, T, G, C.

Két qua giai trinh tu gen dugc phan tich bang phan mém CLC Main
Workbench. Mau DNA cua bénh nhan duge so sanh véi mau DNA dbi ching

va trinh tu cia CYP21A2 trén GeneBank (Accession number NM_0005002).

2.5.2.5. Ky thudt MLPA xdc dinh dgt bién xéa doan

- Nguyén tic: Trong phan tng MLPA (Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification) viéc thiét ké cac probe géan dic hiéu véi cac doan DNA
dich dong vai tro cuc ky quan trong. Thong thudng, moi probe chira hai phan

tir oligonucleotid co6 kich thudc khac nhau.
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Poan1: BPoan 1":

gén primer Y \ gan primer X

B 2: lai véri Doan 3": doan
oan Z: lal vori 2
DNA dich dém (Stuffer)

Poan 2": lai ve&i
DMA dich

X

5.Y Hai phéan tlr oligonucleotid
N\ 5 cua moi probe lai vé&i doan
=

DMA dich ¢ vi tri sat nhau
Doan DNA dich A 5\Y

Boan DNA dich B 5’

X 2 phan cia probe dwoc ndi
v&i nhau b&i enzym ligase

X
5Y _ Chi str dung 1 cap moi dé
. 5 5{ X khuyéch dai tat ca cac
3

Doan DNA dich A S probe bang p.w PCR

Poan DNA dich B
Sk .. X
Bién tinh
X
5
w

X San pham khuyéch dai cua
5 moi probe co mot chieu dai
b 5 N nhat dinh (130-480bp)

San pham khuéch dai ctiia cac probe dwerc phan tach bang dién di, sé lwong san
pham khuéch dai ciia méi probe ty 1& thuan v&i sé ban sao ctia doan DNA dich

Hinh 2.3. Cac giai doan cua ky thuat MLPA

+ Phan tur oligonucleotid ngan gom 2 doan:

e Doan 1 c6 trinh tu nucleotid dac hiéu véi doan DNA dich va sé lai
v6i DNA dich khi tién hanh phan tng lai. Poan nay c6 khoang 21+30
nucleotid nam & dau 3’ cua probe.

e Doan 2 nam & dau 57, chira khoang 19 nucleotid. Trinh tu nucleotid
ctia doan nay gidng nhau cho céc probe. Day 1a vi tri gan voi moi Y dé
khuéch dai probe khi tién hanh phan ung PCR.

+ Phan tir oligonucleotid dai gom 3 doan:
e Doan 1’ chtra 25+43 nucleotid, gin dic hiéu véi DNA dich ¢ dau tan 5.
e Doan 2’ gom 36 nucleotid ¢ dau 3’, trinh tu nucleotid gibng nhau

cho cac probe. Pay 1a vi tri gan vai mdi X dac hiéu dé khuéch dai probe.
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e Doan 3’ ¢on goi 1a doan nucleotid dém (stuffer) nam giira hai doan
1’ va 2°, cu tao gom tir 19 dén 370 nucleotid. Trinh ty nucleotid khong dic
hiéu voi DNA dich nén n6 khong gin vao DNA dich. Chiéu dai doan stuffer
khac nhau & cac probe, vi vdy cac probe khac nhau s& cé chiéu dai khac nhau.
Do d6, san pham khuéch dai caa cac probe s& dugc phan tach bang dién di.

Trong mdi phan (ng c6 chira cac probe ndi chuan, khi probe ndi chuan
lén dinh twong ung 1a diéu kién dam bao d6 tin cay khi nhan dinh két qua.
Ngoai ra trong ky thuat MLPA c0 sir dung ching la DNA cua nguoi binh
thudng, chay song song cling mau bénh nhan dé so sanh.

Sau phan tng PCR, mdi probe s& duoc khuéch dai thanh nhiéu ban sao.
Céc probe khac nhau sé ¢o kich thudc khac nhau do do dai doan dém cua chuing
khéac nhau. Do vy, chiing s& duoc phan tach bing phuong phap dién di (thuong
sir dung phuong phap dién di mao quan). S lwong san pham khuéch dai cua mdi

probe s& ty 1¢ thuan véi s6 ban copy cua doan DNA dich dic hiéu véi probe do.

C4A CYP21A1P c4B CYP21A2
5
§'-promoter
C4A E1P : Ex 3
C4B Ex 4
2P v
M Ex6
E10P Ex8

Hinh 2.4. So' d6 va vi tri mat so6 probe caa Kit MLPA P050B2 [4]

Chu thich: Ex1, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8, la cac probe twong ung voi cac
exon 1, 3, 4,6, 8 cua gen CYP21A2; EIP, I2P, EIOP la cac probe twong
ung voi vi tri exon 1, intron2, exon 10 cua gen CYP21A1P; C4A, C4B la
probe tuwong ung voi gen C4A, C4B.
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Nghién ctiu ndy sir dung kit MLPA (MRC- Holland): Kit gém céc probe sir
dung trong chan doan dot bién gen CYP21A2 goi 12 PO50B2. H3n hop probe nay
bao gom 5 probe cho gen CYP21A2 (Ex1, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8) twong duong voi
cac dot bién mat doan A8 bp, 1172N, E6 cluster va Q318X. Hon hop probe nay
con bao gdm 3 probe dic higu cho gen CYP21A1P (ELP, I2P, E10P), 2 probe
cho b thé C4A, C4B (C4A, C4B). Ngoai ra, co 22 probe dic trung cho gen cua
ngudi cling duoc st dung trong hdn hop dé lam ddi ching va 2 probe cho nhidm
sic thé X va Y dé xac dinh gidi tinh.

- Tién hanh phan iing MLPA

+ Buéc 1: Bién tinh DNA.

Cho 5ul dung dich DNA (ndng d6 10+20 ng/ul) can phan tich vao dng
PCR, bién tinh & 98°C trong 5 phat, chuyén vé gitt & 25°C.
+ Budc 2: Gan (lai) probe vao gen dich.

e Chuan bi hdn hop lai:

Thanh phan Thé tich
Dung dich dém MLPA 1,5 ul
Hon hop probe 1,5 ul

Tong sé 3ul

e Cho 3 pl hdn hop lai vao mau DNA d3 bién tinh, nang nhiét d6 I1&n
95°C trong 1 phut dé bién tinh probe, ha nhiét d6 xudng 60°C, i qua dém
(12+24h). Pay la nhiét 46 dé probe gén dic hiéu vao doan gen dich.

+ Budc 3: N6i 2 dau probe

e Chuan bj dung dich dém gén probe: cac dung dich hoa chat can vortex

nhe cho déu true khi pha dung dich dém

Thanh phan Thé tich
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Dung dich dém A 3ul
Dung dich dém B 3ul
Nudc 25pl
Enzym ligase 65 1ul
Téng sé 324l

e Cho 32ul dung dich dém gin probe vao hdn hop lai t qua dém & trén

khi mau & 54°C, tiép tuc chay theo chu trinh nhiét sau: 54°C/ 15 phit—
98°C/5 phlt— 4°C/co. San pham lai ndy s& luu trir duge 1 tuan/4°C, hoic 1au
hon ¢ -20°C.

+ Budc 4: Khuéch dai san pham lai (probe).

e Dung dich dém phan ang PCR: 4ul dung dich d¢m PCR, 26ul nudc.

Cho thém vao hdn hop 10ul san pham lai, dua vao may giit & 60°C.

e Pha hdn hop phan tng PCR gom primer (c6 gan huynh quang) 2ul,
dung dich dém 2 pl, nuéc 5,5 pl, Tag polymerase 0,5 ul. Cho 10 pl hén hop
phan tng PCR nay vao hdn hop dang trong may giit ¢ 60°C. Tiép tuc chu

trinh nhiét: (95°C/30 gidy, 60°C/30 gidy, 72°C/1 phut) x 35 chu ky, 72°C/20
phat, gitr ¢ 4°C.

San pham khuéch dai probe s& dugc dién di mao quan huynh quang trén

may giai trinh ty gen dé phan tich két qua.
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Hinh 2.5. Hinh anh minh hea két qua MLPA

Chu thich: Truc hoanh biéu hién kich thuéc san pham PCR ting dan
theo chiéu tir trai sang phdi. Truc tung thé hién nong dé cua cac san pham
pham PCR t7 1¢ thudn véi chiéu cao ciia cde dinh. Bénh nhén c¢é dot bién x6a
doan khi khdng xudt hién dinh twong img véi exon bj xéa doan va la nguoi
lanh mang gen bénh khi chiéu cao dinh bang ¥ so véi chiéu cao dinh cua
mau déi ching. Exl, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8, la cdic dinh twong ung Voi vi tri
exon 1, 3, 4, 6, 8 cua gen CYP21A2. EIP, I2P, EIOP la cac dinh twong ung
voi vi tri exon 1, intron2, exon 10 cua gen CYP21A1P. C4A, C4B la dinh
fwong g Véi gen C4A, C4AB. Y la dinh twong g véi nhiém sdac thé Y.

2.6. CAC BUOC TIEN HANH CHO MUC TIEU 2: CHAN POAN TRUOC SINH

Thu thap thong tin nghién ciru ctia mdi thai phu c6 nguy co cao sinh con
bi bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH bang cac phuong phap tién hanh sau:

+ MGi thai phu nghién citu c6 mot hd so bao gdm céc thdng tin vé tinh
trang sicc khoe cua thai phu: 1am sang, chan doan, xét nghiém sinh hoa, siéu
am, két qua dot bién gen va pha hé cua gia dinh.

+ Sir dung phuong phap 1dy mau xam pham thai: choc 4i ¢ tuan thai 15-
16 dé xéac dinh té bao thai nhi, sau d6 phan tich gen bang ky thuat giai trinh tu
gen va MLPA dé tim dot bién gen CYP21A2.

2.6.1. Chi sé nghién ciu
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- Tudi me, tudi thai.

- D4u hiéu 1am sang:

+ Can nang: chi s6 can ning trudc mang thai va sé can nang hién tai.

+ D4u hiéu phu: c6 hay khdng?

+ Pém mach: bit mach canh tay, dém trong 1 phat. Mach binh thudng
80-90 lan/ phut.

+ Do huyét ap: do huyét &p 1 thang/ 1 lan.

+ Hinh dang bén ngoai cua thai phu: c6 dau hiéu bat thuong khdng?

+ Kham cac bo phan khac nhu nghe tim, phoi, tiéu hoa.... tim dau hiéu
bat thudng.

- Xét nghiém: glucose mau va protein niéu ldy cing mot lGc va xét
nghiém tai phong xét nghiém sinh hoa cta bénh vién noi dang ky kham thai.

- Tinh trang cua thai:

Do chiéu cao tir cung (don vi cm).

Po vong bung (don vi la cm).

Nhip tim thai.

Tinh trang nuéc di.

+ Qua trinh kham va theo ddi thai do cac bac si san khoa noi san phu
dang ky theo ddi thai dam nhié¢m.
2.6.2. Phwong phap 1dy miu 6i va k¥ thuat phan tir dé phat hién dét bién
gen CYP21A2

Tién hanh 1am hd so choc i tai khoa Chan doan truge sinh - Bénh vién
Phu san Trung wong & tuan thai thir 14-16. MJi thai phu s& duoc 1am hd so
xin choc 6i theo quy dinh cia bénh vién. Céac bac si san khoa s& kham toan
dién vé 1am sang va siéu am thai dé loai trir cac tinh trang nhidm tring cap

tinh, c4c tinh trang bat thuong cia me va thai. Dé tranh cac tai bién co thé xay
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ra trong qua trinh 1am thu thuat choc 6i gay nguy hiém cho me va thai. H6 so
sau khi duoc théng qua tai Hoi ddong chuyén mén cua Bénh vién, thai phu s&
duoc hen lich choc i tai Trung tdm Chan doan trude sinh. Phuong phap choc
61 dudi sy hudng dan cua siéu am, do cac béac si tai Trung tdm Chan doan
trudc sinh Bénh vién Phu san Trung wong tién hanh.

Dich i duoc bao quan va van chuyén vé Trung tdm Nghién ciru Gen —
Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi trong vong 1-2 gio.

+ Tach chiét DNA tir té bao 6i.

+ Xac dinh dot bién gen CYP21A2 bang ki thuat MLPA va giai trinh tu
gen. Qui trinh dugc mod ta @ muc 2.5.

Mau DNA dbi chimg duong, DNA déi chizng &m va DNA cua anh hoic
chi thai nhi dugc phan tich cling v&i mau DNA thai nhi dé x4c dinh dot bién.
Két qua thu dugc, 1a co sd khoa hoc dé tu van di truyén va c6 ké hoach diéu
tri cho thai nhi.

= Thai nhi bi bénh mang dot bién gen CYP21A2, sau khi sinh duoc thim
kham va diéu tri sém theo phac do tai Bénh vién Nhi Trung wong (phu luc 2)

= Thai nhi mang gen di hop tir s& dugc thong bao cho gia dinh va lap hd
so theo ddi, quan ly va tu van di truyén.

= Thai nhi binh thuong, khéng mang gen gay bénh thong bao cho gia dinh.
2.6.3. Tw van di truyén
- Thdng béo két qua chan doan bénh cua thai nhi cho gia dinh.

- Néu thai nhi bi bénh huéng dan gia dinh theo di va 1ap ké hoach diéu tri bénh
cho thai nhi sau khi sinh. Lap hd so diéu tri va quan Iy bénh di truyén.

- Néu thai nhi mang gen di hop tir, 13p hd so cung voi céc thanh vién trong gia
dinh dé quan ly bénh di truyén.

- Néu thai nhi bi bénh, gia dinh xin dinh san, chung t6i huéng dan va gitip d& gia

dinh 14p hd so, thuc hién dinh san tai Bénh vién Phu san Trung uong.
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- Giai thich va huéng dan gia dinh tham gia sinh hoat hoi “ Cau lac bo bénh Ting
san thuong than bam sinh” dé céc thanh vién va bénh nhan duoc tr van day du vé
bénh cua tré va hop tac vai cac bac si dé diéu tri co hiéu qua tét va phong bénh
cho cac thanh vién khac trong gia dinh va dong ho.
2.7. XU LY KET QUA

Cac sb lieu duoc nhap bang phan mém EPIDATA 3.1.

Tat ca céc s lieu va két qua nghién ctu duoc xir Iy theo phuong phép
thdng ké y hoc. Phan tich théng k& md ta, so sanh, ty 1& phan trim (%).
2.8. PAO PUC TRONG NGHIEN CUU

Dé tai tuan thu chat ché theo dao dirc nghién ciu trong Y hoc. Cac

thanh vién gia dinh hoan toan ty nguyén tham gia vao nghién ctru. Cac gia
dinh va bénh nhan c6 thé rat khoi nghién ciru khi khéng mudn tham gia. Cac
thanh vién cua gia dinh dugc thong béo vé két qua xét nghiém gen, dong thoi
giai thich vé kha nang diéu tri va phong bénh caa con ho dé gia dinh sin sang
hop tac Vi cac bac si trong qué trinh diéu tri va thuc hién tu van di truyén.
Béc si di truyén sé& 1ap hd so theo ddi 1au dai cho thai nhi va c4c thanh vién gia

dinh. Cac théng tin ctia bénh nhan va gia dinh s¢ dugc dam bao bi mat.

Chuong 3
KET QUA
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Trong thoi gian tir thang 9. 2011 dén 9. 2014, chlng toi tién hanh xét
nghiém gen cho 130 thanh vién cua 56 gia dinh c6 con bi bénh TSTTBS thé
thiéu enzym 21- hydroxylase va chan doan truéc sinh cho 12 thai phu la
ngudi me ¢4 mang gen di hop tir cia cac gia dinh, thu dugc két qua sau:

3.1. PAC PIEM NHOM NGHIEN CUU

Sau khi phan tich gen va 1ap hd so nghién ctru cho 56 gia dinh bj bénh
TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH c6 céc dic diém sau:
3.1.1. Phan bé theo giéi va tudi ciia bénh nhan

Bang 3.1. Phan bé theo gidi va tudi caa bénh nhan tai thoi diém nghién ciu

. Nam Nir Chung hai giéi
Nhom tuoi
n Ty 18% n Ty 18% n Ty 186%
Tu < 1 tudi 19 63,3 12 46,2 31 55,4
Tur 1-5tudi 8 26,6 10 38,4 18 32,1
>5 tudi 3 10,1 4 15,4 7 12,5
Tong sb 30 100 26 100 56 100
Nhdn xét :

Nhom tré dudi 5 tudi chiém nhiéu hon 87,5%, nhom tudi trén 5 tudi it
hon 12,5%, trong d6 16n tudi nhat 1a 9 tudi. Bénh nhan nam mic bénh chiém
ty 1& cao hon so v&i nit 12 53,6%, sy khac biét vé giéi khong cd y nghia thong
ké (p>0,05).

3.1.2. Phan bd thé 1am sang cia bénh nhan
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83.9% 16.1%

N=47

W Thé mat mudi [1Thé nam héa don thuan
Biéu d0 3.1. Phan bé theo thé 1am sang cia bénh nhan nghién ciu

Nhdn xét:
Bénh nhan thé mat mudi hay gap hon chiém ty I 83,9%, thé nam hoa don
thuan chiém ty 1 thap hon 1a 16,1%. Khong c6 bénh nhan thé khdng c6 dién.

3.1.3. Phan bé kiéu gen ciia bénh nhan

Bénh nhan
257 23 (31,9%)
20 - 18 (26,4%)
15 - 13 (18,0%)
10 A 8 (11,1%)
S 1 3 (4,2%) 3 (4,2%)
. 1(1,4%) 1 (1,4%)1(1,4%)
0 I T T T T T T - T - T -_I
a® 3 S > & $ S o &
N\ ‘ 060 Qg()o‘b \,\”\ QP:I, rb'\' . N3 ('g'{'l/ /\(003\0
40 Q ] Q Q R Q N

Biéu d6 3.2.Phan bé kiéu gen cia bénh nhan
Nhdn xét:
Trong 56 bénh nhan, dot bién diém tai intron 2 (12g) c6 ty Ié cao nhat:
31,9%, xo6a doan: 26,4%, p.R356W: 18,0%.
3.1.4. Pic diém thanh vién gia dinh bénh nhan

Bang 3.2. Cac thanh vién trong gia dinh bénh nhan
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Thanh vién gia dinh n Ty 18%

B6 55 42,3

Me 56 43,2
Anh trai 5 3,8
Chi géi 6 4,6
Em trai 5 3,8
Em gali 3 2,3
Téng sb 130 100

Nhdn xét:

Phan tich pha hé cia 56 bénh nhan bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH, c6
130 thanh vién gia dinh dugc phén tich gen. Trong cac thanh vién gia dinh, cé
56 nguoi me va 55 nguoi b ty 16: 85,5,% (1 ngudi bd vi dd mat nén khong
phan tich dugc gen). Anh, chi, em rudt bénh nhan c6 19 nguoi ( ty 1€ 14,5%)
da dugc phan tich gen, trong do: anh trai: 3,8%, chi gai: 4,6%, em trai: 3,8%,

em gai: 2,3%.

3.1.5. Phan bé tudi ciia bd, me khi lam xét nghiém

Bang 3.3. Phan bé tudi cia bd, me khi lam xét nghiém




95

Thanh vién gia dinh n Tudi trung binh
Bé 55 32,6+5,3 nam
Me 56 29,8+6,7 nam
Téng sb 111
Nhdn xét:

BS, me bénh nhan déu trong do tudi sinh dé, bd bénh nhan co do tudi
trung binh 13 32,65,3 nam, bd ¢6 tudi 16n nhat 1a 38 tudi va thap nhat 22 tudi.
Tudi trung binh cua me: 29,8+6,7 nam, tudi me 16n nhat 1a 37 tudi, thap nhat
21 tudi.

3.1.6. Pic diém thai phu dwgc chin doan trwéc sinh

C6 12 thai phu duoc tién hanh chan doan trudc sinh, 1a me da sinh mot

con bj bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH, trong lan sinh con tiép theo.

Bang 3.4. Pic diém tudi ciia me va thai nhi khi chan doan trwéc sinh

Thanh vién gia dinh n Tuéi trung binh
Thai phu 12 32,9+ 3.4 nam
Thai nhi 13 16,3 + 1,5 tuan
Nhdn xét:

Tudi thai phu khi choc 61 dé chan doan trugce sinh trung binh: 32,9 + 3,4
nam, trong d6 me ¢d tudi I6n nhat 1a 37 va tudi nho nhat 1a 23 tudi.

Tudi thai trung binh khi choc i 1a 16,3 tuan.



3.2.

3.2.1. Cac dang ddt bién ciia thanh vién gia dinh va bénh nhan
Bang 3.5. Kiéu dot bién gen cia bénh nhén va thanh vién gia dinh

KET QUA PHAT HIEN NGUOI LANH MANG GEN POT BIEN TREN GEN CYP21A2

Bénh | Kiu gen dot bién ciia bénh Bo Me Anh trai Chigii | Emtrai | Emgai Exon/
nhan (n) nhan (alen/alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) Intron
9 p.129/12g 129 129 intron2
1 p.129/12g 129 129 129 intron2
1 p.129/12g 129 129 129 intron2
1 p.129/12g 129 129 129 intron2
1 p.129/12g 129 129 129 intron2
1 p.129/12g 129 129 129 intron2
1 p.12g/12g 129 129 129 intron2
7 X6a doan/Xo6a doan Xba doan Xba doan -/-
1 X6a doan/Xo6a doan Xba doan Xba doan Xba doan -/-
1 X6a doan/Xo6a doan Xba doan Xba doan Xba doan -/-
02 X6a doan/Xo6a doan Xba doan Xba doan 0 -/-
8 p.R356W/R356W R356W R356W exon 8
1 p.R356W/R356W R356W R356W R356W exon 8
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Bénh Kiéu gen dot bién cia bénh B Me Anh trai Chigii | Emtrai | Emgai Exon/

nhan (n) nhan (alen/alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) Intron
1 p.R356W/R356W R356W R356W R356W exon 8
1 p.1172N/172N 1172N 1172N exon 4
1 p.1172N/172N 1172N 1172N 1172N exon 4
1 p.R426C/R426C R426C R426C exon 10
2 p.12g/Xda doan Xoba doan 129 intron/-
1 p.12g/Xba doan 129 Xoba doan -/intron2
1 p.12g/1763insT 129 1763insT intron2/exon?
1 p.12g/R426C R426C 129 129 intron2/exon10
1 p.12g/1172N 129 1172N 1172N intron2/exon4
1 p.12g/1172N 1172N 129 129 intron2/exon4
1 pR426C/1172N R426C 1172N 0 Exonl0/exon4
1 p.Q318X/1172N Q318X 1172N exon8/exon4
1 p.R356W/Q318X&R356W R356W R356W&Q318X exon 8
1 X6a doan/S125X S125X Xba doan -/exon 3
1 X6a doan/R356W R356W Xoa doan -/lexon 8
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Bénh Kiéu gen dot bién cia bénh B Me Anh trai Chigii | Emtrai | Emgai Exon/
nhan (n) nhan (alen/alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) (alen) Intron
1 Xb6a doan/I1172N Xoa doan 1172N 0 -/lexon4
1 X6a doan/W19X W19X Xba doan 0 -/exonl
1 p.129/Q318X&R356W 129 Q318X/R356W intron2/exon 8
1 p.1172N DA mat 1172N intron2
1 129/12¢ Kh@”f’ tim 129 intron2
thay
56 56 56

0: Khong mang dot bién gen, ngudi hoan toan binh thuong
- Dot bién x6a doan trén gen CYP21A2
Nhdn xét:

Ty 1€ ngudi mang gen di hop tir trong cac thanh vién gia dinh la: 95,4%, khong mang gen bénh la: 4,6%.
Trong do, ty 1& b va me mang gen di hop tir 1a: 84,6%, anh, chi, em rudt mang gen bénh Ia 10,7%, khéng mang
gen bénh 1a: 4,7%. Ty I¢é gia dinh mang dot bién ddng hop tir 1an: 73,2% va mang gen di hop tir kép 1a 26,8%.
Trong d6, 56/56 (100%) me mang gen bénh va 54/55 (98,2%) b mang gen bénh. Trong ddt bién di hop tir kép,
ty 16 cao hay gap la kiéu dot bién intron 2 (12g) va xéa doan két hop véi cac dot bién khac. C6 3 dang dot bién it
gap la: p.W19X, p.S125X va ¢.1763insT.
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Bang 3.6. Ty Ié cac dang ddt bién gen CYP21A2 ¢ bd, me ciia bénh nhan

STT |Dang ddt bién bo(n) | Tylé% | me(n) | Ty 1é%
1 |12g 20 35,7 19 33,8
2 | X6a doan 13 25,0 18 30,4
3 | p.R356W 13 23,2 9 16,1
4 |p.J172N 3 5,4 6 10,7
5 | p.R426C 2 3,5 2 3,6
6 |p.Q318X 3 5,4 1 1,8
7 | p.S125X 1 0 0 1,8
8 | p.Wi9x 1 1,8 0 0
9 c.1763insT 0 0 1 1,8

Téng 55 100 56 100
Nhdn xét:

C6 55 bd duoc phan tich gen trong do, ty & 12g chiém cao nhat 20/56
(35,7%), 01 b4 khong phat hién thiy gen dot bién, c6 02 bé ciing mang 2 gen
dot bién diém p.Q318X va p.R356W trén mot alen. C6 56 me duogc phan tich
gen trong do, ty 1& dot bién 12g chiém 19/56 (33,8%), x6a doan: 30,4%.

3.2.2. Phan bé kiéu gen cia anh chi em bénh nhan

Trong nghién ctu c6 19 anh, chi, em bénh nhan dugc phan tich gen,
trong d6 c6 5 nguoi khong mang gen dot bién va 1 chi gai c6 kiéu hinh binh
thuong, nhung chua dugce phan tich gen, 14 nguoi mang gen di hop tir vai cac

dang dot bién duoc phan tich trong bang 3.7.
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Bang 3.7. Ty 1¢ mang gen ddt bién cia anh, chi, em bénh nhan

Céac anh. chi 129 Xoa doan p.R356W p.1172N
STT PN

em bénh nhan (n) (n) (n) (n)

1 Anh trai 2 1 0 0

2 Chi géi 2 1 1 1

3 Em trai 2 0 1 1

4 | Emgaéi 2 0 0 0
Téng sb 8 2 2 2

Nhdn xét:

C06 14 anh, chi, em bénh nhan mang gen di hop tr. Ba anh trai mang gen

dot bién: 12g: 2 va x6a doan:1. Nam chi gai mang dot bién di hop tir: 12g: 2,
x6a doan: 1, p.1172N: 1, p.R356W: 1. Bbén em trai mang di hop tu: 12g: 2;
p.R356W: 1; p. 1172N: 1. Chi c6 2 em gai mang gen dot bién di hop tir 12g.

3.2.3. Minh hoa kiéu gen dot bién cia thanh vién gia dinh bénh nhan

Trong nghién ctu caa ching tdi c6 9 dang dot bién trén gen CYP21A2

hay gip; dot bién diém chiém ty 18: 69,6%, dot bién x6a doan co ty 1&: 30,4%.

Minh hoa pha h¢ va kiéu gen ddt bién diém biang ky thuat giai trinh

tw gen ciia gia dinh bénh nhan TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH
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% Hinh danh dét bién 12q/129 (c.656A/C>G) ciia gia dinh bénh nhéan

]5

Hinh 3.1. Pha hé gia dinh s6 01

I
1
II 6
1 2 3
L 6 I
III
1 2 3
Nhdn xét:

Pha hé cua gia dinh s6 01 c¢6 3 thé hé, thé hé thir 1 va tht 2 khéng c6

ngudi bi bénh. O thé hé thi 3, 1 con trai (111.5), 4 tudi bj bénh TSTTBS thé
mat mudi. C6 mang gen dot bién CYP21A2 kiéu 12g. Cac anh, chi (111.1, 111.2,

111.3, 111.4) caa bénh nhan khong c6 biéu hién bénh. B6 (11.6) 27 tudi va me

(11.5) 26 tudi theo quy luat di truyén 1a ngudi lanh mang gen bénh.

Kiéu gen ciia gia dinh sé 01

c.656A/C

.

Ngudi binh thudng

- -~ o~ e~
- 2 =2 & -

= =
.- LL - - - 220

C.656A/C>G
IVS2-13A/C>G

v

P~

2

©
(4]
©

o~ o~
e - 53D

. L

Bénh nhan IIIs
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C. 656A/C>G C. 656A/C>G
c.IVS2-13A/C>G c.IVS2-13A/C>G

e

B6 bénh nhéan 116 Me bénh nhan II5

Hinh 3.2. Két qua giai trinh tw gen (chiéu ngwoc) gia dinh 01

Nhdn xét:

Hinh anh giai trinh tu & vi tri intron 2, cho thay xuat hién 2 dinh chong
Ién nhau tai diém dot bién c.656A/C>G c6 hinh anh b, me nguodi mang gen
dot bién di hop tr ¢.656A/C>G (12g). Bénh nhan mang dot bién ddng hop tir
12g do nhan 1 alen d6t bién tir b4 va 1 alen dot bién tir me.

< Hinh inh dt bién p.R356W/R356 W ciia gia dinh bénh nhén
m 07O d

2

o
Hinh 3.3: Pha h¢ gia dinh s6 27

Nhdn xét:
Gia dinh c6 con trai 2 tudi bi bénh TSTTBS thé mat mudi, kiéu gen
dot bién 1a p.R356 W. Trong gia dinh khong ai mic bénh gidng bénh nhan.
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Kiéu gen ciia gia dinh sé 27

ST
¥

e A0y

Nguwoi binh thuong Bénh nhan 1111

c.2110C>T
P-R 356 W

c.2110C>T
P-R 356 W

TGCGCCTGCGGCCG

BS& bénh nhan 111 Me bénh nhan 112
Hinh 3.4. Két qua giai trinh tw gen (theo chiéu nguwoc) gia dinh s6 27

Nhdn xét:

Hinh anh giai trinh ty gen & exon 8, bd 1.1 va me 1.2 ¢6 hinh anh 2
dinh chdng 18n nhau tai diém dot bién & vi tri 2110 nucleotide C bi chuyén
thanh T trén 1 alen, ching to 1a ngudi mang gen di hop tir p.R356W.

% Hinh dnh dot bién p.1172N/1172N ciia gia dinh bénh nhin

O—1L

3 4

1

—Q
OO0 0 O

53 0

Hinh 3.5: Pha h¢ gia dinh s6 08
Nhdn xét:

Pha hé c6 3 thé hé, thé hé thtr 1 va thi 2 khong c6 ai bi bénh. O thé hé
thir 3 ¢6 1 gia dinh c6 con trai 3 tudi bi bénh TSTTBS (111.4) thé nam hoa
don thuan va kiéu gen dot bién 1a 1172N. Chi gai (111.3) c6 kiéu hinh binh
thudng ¢d kha ning 1a nguoi binh thuong hoic mang gen bénh giéng bb me.
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Kiéu gen ciia gia dinh sé 08

C.999T>A
°'9ng p.1172N

CAGCATCATCTGTTACC GCAGCATCAACTGTTACC

bl Rl

Nguoi binh thuong Bénh nhan 1114
C.ATC> AMC C.ATC> AAC C.ATC> AAC
P. 172N P.ILT2N p.I72N

:

BG bénh nhan 13 Me bénh nhan 114 Chi géi bénh nhan I113

Hinh 3.6. Két qua giai trinh tw gen cia gia dinh s6 08
Nhdn xét:
Hinh anh phan tich gen trén exon 4 thay, bénh nhan & vi tri 999 nucleotid
T bi d@ot bién thanh A. B&, me va chi gai déu ¢ hinh anh xuat hién 2 dinh
chdng 18n nhau tai diém dot bién c.999T>A, chang t6 1a nguoi mang gen dot
bién di hop tir p.1172N.
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% Hinh dnh dét bién p.R426C/R426C ciia gia dinh bénh nhin

: O—1

1 2 3 4

II

1 2 3
III ‘
i
Hinh 3.7. Pha hé gia dinh s6 17
Nhdn xét:

Gia dinh cd con gai 3 thang bi bénh TSTTBS thé mat mudi ning véi
kiéu gen dot bién p.R426C. Phan tich pha hé, gia dinh khéng c6 ai bi bénh

giong bénh nhan, b 23 tudi, me 21 tudi 1a nguoi binh thuong vé 1am sang.

Kiéu gen ciia gia dinh sé 17

¢.1276C>T

c.1276C

gl

Ngudi binh thuong Bénh nhan 111
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c.1276C>T c.1276C>T

I

‘Me bénh nhan 113
Hinh 3.8. Két qua giai trinh tw gen cia gia dinh s6 17

Nhdn xét:

Két qua sau khi giai trinh ty gen cho thay hinh anh ¢ vi tri 1276
nucleotid C bi dot bién thanh T, bd me co kiéu gen dot bién di hop tir
p.R456C. Pay 1a dang dot bién it gap.

Minh hoa kiéu gen dot bién xéa doan bing ky thuat MLPA cia gia dinh
bénh nhan TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH

< Hinh dnh dét bién xéa doan tai exon 1 va 3 ciia gia dinh bénh nhéin

‘00 O D
Om O OO O
+b+5_<5 .,

A1 2 3
Hinh 3.9. Pha hé¢ gia dinh s6 34

Nhdn xét:

Gia dinh c6 con gai (111.1) 8 tudi bi bénh TSTTBS thé mat mudi ning,
mang d6t bién x6a doan tai exon 1 va exon 3 trén gen CYP21A2. B6 (11.2) 27
tudi, me (11.4) 25 tudi. Hai em ho (111.2, 111.3) khdng c6 biéu hién bénh va 1
em 111.4 chua sinh (thai 17 tuan). Trong pha hé ca 3 thé hé khdng ai bi bénh
nhu bénh nhan.
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Kiéu gen ciia gia dinh sé 34
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Ngu‘m binh thuong Bénh nhan 1111
||

Exi E:il

|
ML }(U MMA

T o e S s A A TERERAYET IR

B6 bénh nhén II2 Me benh nhan I14

Hinh 3.10. Két qua ddt bién gen ciia gia dinh ma s6 34
Nhdn xét:

Hinh anh phén tich gen bang ky thuat MLPA trén gen CYP21A2 cho
thdy. Chiéu cao dinh cta cac gen & ngudi binh thuong, mau bd, me 1a twong
duong nhau, trong khi d6 chiéu cao cac dinh caa exon 1, exon 3 cua bd, me
bénh nhan chi bang 1/2 so véi ngudi binh thuong, ching to bd, me bénh nhan
la nguoi mang gen bénh.
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% Hinh dnh dét bién xéa doan Ién ciia gia dinh bénh nhéan

.00 O
G

2 3 4

—
. O

Hinh 3.11. Pha h¢ gia dinh s6 43
Nhdn xét: O thé hé thir 3 ¢6 1 con trai 18 thang, mang dot bién xda doan
I6n voi kiéu hinh mat mudi. B4 30 tudi va me 28 tudi. Anh trai 5 tudi khdng
c6 biéu hién bénh. Trong pha hé khong ai bi bénh gibng bénh nhan.

- Kiéu gen ciia gia dinh sé 43

) |§4Bwo 180 [ EX4 240 260 3
53 | LEA] | Ex8 |
J',, Ex6
v vlv ¢

AL

[T ol eg e v vodl 171165 [181]200 506 6220 230 (240 [2awasriows [17 4282 {rarea o6 316 |
Ngudi binh thudng

==
Ex4| Y

[ e
|

iR

B& bénh nhan II2 Me bénh nhan II3

1




69

Cc4aB [ Ex4 » E . -
Ex3 _xl | S
A ‘Jt .,I,w IEf?f’
Hll J.1|'|||
SV L,|' 118 'H_' JUNJUUUUL
[tdrsaasqvagssfasdod veas F1 63 [ 0ii L2000 o0 Eie G230 1248 [eneii Fides [Traad {iuiree 106 (318 |
Anh trai III1

Hinh 3.12. Két qua dét bién gen cia gia dinh ma s6 43

Nhgn xét:

Két qua phan tich gen bang k¥ thuat MLPA cho thdy bd, me bénh nhan 1a
ngudi mang gen di hop tir gay bénh. Phan tich két qua ciia nguoi anh trai cho thiy
chiéu cao dinh cta exon 1, exon 3, exon 4, exon 6, exon 8 va C4B tuong tir mau
nguoi binh thuong chirng to anh trai bénh nhan khéng phai 1a nguoi mang gen bénh.
Minh hoa kiéu gen ddt bién di hop tir kép

% Phd hé gia dinh c6 dét bién diém bién diém S125X /xéa dogn

o O B @

4

Dfé# X

/" 3
Hinh 3.13. Pha he; gia dinh ma s6 25

Nhdn xét:

Gia dinh ¢6 2 con, con gai 1113 bi bi bénh ting san thuong than bam sinh,
thé mat mudi véi kiéu gen p.S125X va x6a doan. Anh trai ciing bi bénh va
kiéu gen di hop tir kép gidng em gai: xoa doan va p.S125X. B4 me 1a nguoi
lanh mang gen bénh. Trong gia dinh khdng c6 ai bi bénh gidng bénh nhan.
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Kiéu gen ciia gia dinh sé 25

¢.752C>G
C-fzc p.S125X

CACCCGCTCAGCCCTGCT CACCCGCTGAGCCCTGCT

et (e

Ngudi binh thudng Bénh nhan II13
c.752C>G c.752C>G
p.S125X p.S125X

|
CACCCGCTGAGCCCTGCT CACCCGCTGAGCCCTGCT

P A

BG6 bénh nhan 114 Anh trai bénh nhan 1112

- @00 10 e B R M W Sunspnigos: L
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Sample 3: 1. Sample 2: 1.
16,000 - _—— 16,000————— B ——————————— —
14,000 14,000 Ex3 Enl Y
12,000 Ex3 Ex1 12,000 i
10,000 10,000 l
8,000 l l, 8,000

= WL =

oks 0 ,
Ucctrctri_ojo[dctdctr_1_ex{{CYP21A2_CICYP21(CYP2TNXB 6926 L|cqctri[cin_ojoqctqctr_1_ex{{CYP21A|CIC CYP21(CYP2 ThXq26]

Me bénh nhan II7 Anh trai bénh nhan 1112

=

Hinh 3.14. Kiéu gen dét bién cia gia dinh s6 25

Nhdn xét:

Sau khi phan tich gen me (11.7) bénh nhan mang gen xé6a doan, bé (11.4)
cho hinh anh trén exon 1, xuat hién 2 dinh chdng Ién nhau tai diém dot bién
€.752 C>G, chlng to bd 13 nguoi di hop ta. B me déu mang gen di hop tir
khac nhau, di truyén cac alen lan gay bénh, kiéu gen cua hai anh em cung
gidng nhau, déu mang dot bién di hop tur kép trong mot gia dinh.

% Phd hé gia dinh c6 dét bién diém bién diém p.1172N va Q318X

. O0+0 OO

: |

‘IID_

mﬁéhé

Hinh 3.15. Pha hé gia dinh ma s6 24

Nhdn xét:

Gia dinh c6 con gai 5 tudi bi bénh TSTTBS thé mat mudi vai kiéu gen
dot bién p.1172N&Q318X. Trong gia dinh khéng ai bi bénh nhu bénh nhan.
B 25 tudi, me 25 tudi 1a ngudi mang lanh mang gen di hop to.
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Kiéu gen ciia gia dinh sé 24

C.19960T C. 19960T
€.1996C P- Q318X p.Q318X

GCGACTG(%AGGAGG GCGACTGHAGGAG( GCGACTGGAGGAGG
i n

Ngudi binh thudng Benh ﬂhén 1115 B6 bénh nhan I13
€.9997 C.ATC > AAC C.ATC> AAC
M p.I172N p.I72N

CAGCATCATCTGTTACC GCNGCHTCHTCTG|TA GCAGCATCA\CTGlTAf‘C

Ngudi binh thudng Me benh nhéan 115 Bénh nhan 1115

Hinh 3.16. Kiéu gen cia gia dinh s6 24
Nhdn xét:

Két qua phan tich gen: bé mang dot bién di hop tir dang p.1172N, me
mang gen dot bién dang p.Q318X. Con géi nhan 1 alen tir bd va 1 alen tir me

Hinh 3.17. Anh gla dlnh bénh nhan ma s6 24
B6 me la nguwoi lanh mang gen bénh. Bé mang dét bién di hop tir Q318X me
mang dot bién di hop tir 1172N



Phd h¢ gia dinh mang dgt bién di hop tie kép p.12g / Q318 va .R356W

00 OO
O D O
. eed ﬁ

Hinh 3.18. Pha h¢ gia dinh ma s6 49

Nhdn xét:

Phan tich pha hé c6 3 thé hé, thé hé 1 va 2, khong ai mic bénh gidng
bénh nhan. O thé hé thir 3 gia dinh c6 hai con gai dau bi mat trong thoi ky so
sinh, 1 con trai 2 tudi bi bénh TSSTTBS thé mat mudi véi kiéu gen 12g va 2
dot bién trén cung 1 alen p.Q138X & R356W. B6 me va chi gai (111.3) ¢6
kiéu hinh binh thuong

Kiéu gen ciia gia dinh cé dét bién p.12g va Q138X & R356W

C.656A/C €.1996C>T €.21100T
C.IVS2-13A/C>G D-QSliX p.R356W

CCCCCAACTCCTCC CGACTGCAGGAGGA' CGCCTGCGGCCC

ol

Bénh nhén 1114 Bénh nhan II1 4 Benh nhan III4




74

C.656A/C ¢.1996C>T

IVS2-13A/C>G ¢.2110CT
¢ © p'Qaljx p.R356W
CCCCCABCTCCTCC cGACTGHAGGAGE
Me bénh nhén 114 B6 bénh nhén 113 BG bénh nhan 113

Hinh 3.19. Kiéu gen ciia gia dinh ma s6 49

Nhan xét:

Hinh anh phan tich gen cho gia dinh: dot bién 12g, p.Q318X7& R356W.
Trén exon 8 cua bd, xuit hién 2 dinh chdng 18n nhau tai diém dot bién ¢.1996
C>T va c. 2110 C>T chang to bd mang dot bién di hop tr kép
p.Q318X&R356W, tai intron 2 ctia me mang gen di hop tr 12g. Bénh nhan
nhan 1 alen p.Q318X va p.R356W tir b6 va 1 alen 12g tir me.
3.3. KET QUA CHAN POAN TRUOC SINH BENH TANG SAN THUQNG

THAN BAM SINH

Trong nghién ciru, ¢6 12 thai phu d3 dugc chan doan trudc sinh khi thai
15-16 tuan. Xac dinh kiéu gen cho céac thanh vién gia dinh, céc thai phu va
chdng cua ho déu 1a nguoi lanh mang gen di hop tr gay bénh TSTTBS thé
thiéu enzym 21-OH

MAau DNA duoc tach chiét tir té bao 6i va duoc kiém tra d6 tinh sach trén

may Nano drop thu duoc két qua ¢ bang 3.8,
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Bing 3.8. Phan bo kiéu gen ddt bién caa gia dinh va thai nhi

Kié bénh nha Bo M
sTT | edgen benfvnhan 0 ¢ Thai nhi
(alen) (alen) (alen)

1 | 129/12g 129 129 Thai gai, binh thuong
Thai trai. Nam 2012
p.R356W/R356W

2 | p.R356W/R356W p.R356W p.R356W
Thai gai. Nam 2014
p.R356W/R356W

3 | x6a doan/xda doan x0a doan x6a doan Thai trai, X6a doan

4 | 129/1762inst 129 1762inst Thai trai, binh thuong

5 | p.R356W/X06a doan p.R356W Xoba doan Thai gai, x6a doan

6 | 12g/x6a doan p.12g Xoba doan Thai gai, x6a doan

7 | x6a doan/x6a doan x0a doan x6a doan Thai gai, x6a doan

8 p.Q318X/R356W& p.Q318X& p.R356W Thai trai,

R356\W R356W p.Q318X&R356W
9 | 12g/xda doan Xoba doan 129 Thai trai, binh thuong
10 | 12g/xo6a doan 129 xoa doan Thai gai, x6a doan
11 | x6a doan/xo6a doan x0a doan x6a doan Thai gai, x6a doan
12 | p.1172N/1172N p.1172N p.1172N Thai trai, p.I1172N
Nhdan xét

Sau khi phéan tich gen cho 13 thai nhi; 3 thai nhi binh thuong, 2 thai nhi

bi bénh, 8 thai nhi c6 mang gen dot bién di hop ta. Trong 8 thai nhi mang gen

di hop tir ¢ cac dang dot bién; 6: xda doan, 1: p.1172N va 1 thai nhi mang di
hop tir kép p.Q318X&R356W.
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Mot s6 hinh anh minh hoa gia dinh dwoc chin do4n trwdc sinh trong

nghién ctru
% Két qud chdn dodn trwéc sinh ciia gia dinh bénh nhan ma sé 06

Phd h¢ ciia gia dinh bénh nhan ma sé 06

: O O

1 3 4

5 a4 o

=
e

Hinh 3.20A. Pha h¢ ciia gia dinh s6 06, nim 2012

Nhdn xét:

O thé hé thtr 3, gia dinh c¢6 1 con trai 7 tudi bi bénh TSTSBS thé méat
mudi. P4 duoc xac dinh gen gdy bénh CYP21A2 c6 mang dot bién gen
p.R356W/R356W. B 37 tudi, me 35 tudi 1a ngudi lanh mang gen bénh dang
dot bién p.R356W. Tién sir gia dinh khdng ai bi bénh gidng bénh nhan. Me

bénh nhan duoc chan doan trude sinh ndm 2012, khi thai nhi 16 tuan.
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Kiéu gen caa thai nhi va bé me.

C.2110C>T c.2110C>T
c211oc p. Rsisw p.R356 W
3CGCCTGCGGCCCGTTGTG ‘GCGC:':‘:::::: ****
fgﬂ ibgﬁf:!! ufg Q!K
Ngudi binh thudng Thai phuy 113 B& bénh nhén II2
€. 211007 €.21100T
c.2110C D.R356 W p.R356 W

1GCGCCTGCGGCCCGTTGTG

Ngudi binh thudng Benh nhan 1111 Thai nhi III2

Hinh 3.21A. Kiéu gen cua gia dinh va thai nhi ma s6 06
Nhdn xét:

Phan tich gen bang phuong phap giai trinh tu gen CYP21A2 va nudi cay
nhidm sac thé, thai nhi 12 mot bé trai, ¢ kiéu gen dong hop tir lin dang dot
bién p.R356W gidng anh trai. Gia dinh da duoc cac béc si tu van, sau khi ban
bac voi gia dinh, thai phu xin hay thai khi thai 18 tuan.

Hai nam sau, nim 2014, me mong muén sinh thém con, sau khi mang
thai vai tudi cua me 1a 37 va dugc quan ly thai tai Bénh vién Phu san Trung
wong. Khi thai 16 tuan, thai phu duoc choc i va phan tich gen cho thai nhi .
Pha hé cua gia dinh s6 06 nam 2014 hinh 3.20B
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. O0—0 @,

1 2 3 4
1 2 3 4 8
III i ,/2 *3 =
} 1 binh san thai  Binh san thai
18 tudn 46XY 18 tudn 46XX
Hinh 3.20B. Pha h¢ caa gia dinh s6 06, nim 2014
C.21100T C.2110C>T
C.Zliﬂc p.R356W D.R356 W

’j“r“r’"g"'-‘\""("r\,'\r'\ﬂ(:iﬂr\T‘"lﬁvr\
ULLLL TOLLLLLLLT TG

Ngudi binh thudng Bénh nhan III1 Thai nhi III3

Hinh 3.21B. Kiéu gen ctia me va thai nhi nim 2014
Nhdn xét:

Sau khi phan tich chiét tich DNA tir dich i, hinh anh giai trinh tu gen
CYP21A2 cua thai nhi 1 thai gai nhung ciing mang gen dot bién dong hop tur
dang p.R356W gidng anh trai nén gia dinh xin dinh san lic thai 18 tuan.
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% Két qud chdn dodn trwéc sinh ciia gia dinh bénh nhan ma sé 45

Phd h¢ ciia gia dinh va thai nhi sé 45

1 OO0 O—L0]

1 2 3 4

‘m 0@ Oma oQ

1 1 5 6 7 8

3 a

11 D .
A Oz

Hinh 3.22. Pha h¢ ciia gia dinh mé s6 45

Nhdn xét:

Trong pha hé cua gia dinh ¢6 1 con gai 4 tudi bi bénh TSTTBS thé thiéu
21-OH, mat mudi niang mang gen dot bién x6a doan & exon 1 va exon 3. B6
33 tudi, me 29 tudi 1a hai ngudi mang gen di hop tir x6a doan & exon 1 va
exon 3. Lan c6 thai thir 2 thai phu, di tién hanh chan doan trudc sinh khi thai

16 tuan.
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Kiéu gen ciia thai nhi va gia dinh

150 200 250 300

ctfctr ctfcve214ctctr JovP21[dCyP1ATCC[CY P21, CCYP2TNCI THXTNXICH ICICY -

BG bénh nhan 111 Thai phu 116

BoW W ue W M M D W M M MW
15,000 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

T e T e e ' M

12000 Y Ex3 Ex1

v Exon1l Exon3

11p1 CICYPRI(CYP21A2 0I0LTIO

T e S

Thai nhi I112 (mau &i) Bénh nhan III1

= m © o o © o = o = - o @ a 5 = o o ca i w
Z 2 % 8% @ 3 & 2 % 3 g =2 =z £ 2 & § T 2 2 & o %
o o 2 = (] S5 o T o = = o T b= Ed == w o =] a Ed o
i & = el & = g| i =i g| = E| E =i o g E| i = %
= = 5 [ | = = fal = - 5 % =
a = [ = fal b [ b [ ] Category Axis | © ] = [ =
() [ i i o gory [ = =
by by = = =
] ] i} o i}

Ki€u gen cla thainhi sau khi sinh (mau mau)

Hinh 3.23. Kiéu gen cua thai nhi va gia dinh
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Nhdn xét.

Kiéu gen cua thai nhi mang dot bién x6a doan & exon 1 va 3 di hop tur
gidng vai kiéu gen cua b me da dugc xac dinh .

o A, > R , ’, - > . A A ~ ~ X

% Keét qud chan dodn truwoc sinh cia gia dinh bénh nhan ma so 55

Phd h¢ ciia gia dinh bénh nhan ma sé 55

O—1L]

3 4

—Q
Ly

3 4 5

III

.
y

Hinh 3.24. Pha h¢ ciia gia dinh s6 55

Nhdn xét:

Gia dinh ma sd 55 ¢6 1 con trai bi bénh TSTTBS duoc chan doan khi 3
tuan tudi véi kiéu hinh mat mudi nang. Sau khi phan tich gen bénh nhan mang
dot bién di hop tir kép véi dang dot bién x6a doan va 12g. Trong pha hé gia
dinh khong c6 ai bi bénh gidng bénh nhan, bé me déu 1a nguoi mang gen di
hop tir. Thai phu 28 tudi mang thai lan tha 2, tuan thir 15 dugc chan doan

trudce sinh.
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Két qua phan tich gen ciia gia dinh va thai nhi.

c.656A/C c.656A/C c.656A/C

) } |
CCCCCAACTCC CCCCCAGCTCC cccccAccTCC

oy oY iy

Ngudi binh thudng Bé&nh nhan III.1 Thai nhi III.2

c.656A/C ¢.656A/C->G

| v I
GGAGGAGCTGGGGGCTGGA [6GAGGAGCTGGGGGCTGGA!

Ngudi binh thudng BS bénh nhan 112

Exon1 Exon3 Y

Ex3 Exl

| lh b

[leqerctr_ o1o|qcn1cm 1_exf cvpzmz CICYPA(CYP2TIXB_OLTNXCHI_CCirl_08(¢t  LlcictrCtr_ojo|qCtCtri_1_ex{{CYP21A2_CICYP21(CYP2TNXB_OLTNX(

Thai phu

—

Két qué ki€u gen phan tich bang mau Gi

Hinh 3.25. Kiéu gen cia thai phu va thai nhi gia dinh s6 55
Nhdn xét:

Sau khi tich DNA cua té bao 6i sir dung phuong phap giai trinh tu gen
cho két qua thai nhi 1a ngudi mang gen di hop tir x6a doan exonl va exon 3.
Thai phu dugc tu van gii thai.



83

Hinh 3.26. Thai nhi né dugc chdn dodn trwéc sinh khi 16 tuan, c6 mang

dgt bién di hop tir xéa doan exon 1 va exon 3. Hién tai tré 8 thang.
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. PAC PIEM NHOM NGHIEN CUU

Két qua nghién cau cho thdy c6 56 bénh nhan bi bénh TSTTBS thé thiéu
enzym 21-OH, trong d6 ty 1& nhdm bénh nhan dudi 1 tudi 1a: 55,4%, tré tir 1
dén 5 tudi: 32,1%, tré trén 5 tudi: 12,5%. Bénh nhan nghién ctu chu yéu &
nhom dudi 5 tudi (87,5%), cho thdy bénh TSTTBS d4 dugc chan doan va diéu
tri s& hon. Trong d6, bénh nhan nho tudi nhat I1a 3 tuan tudi, bénh nhan 16n
nhat 1a 9 tudi. Mot nghién cu ¢ Hungary caa Torok (2003) cho thay tudi
duoc chan doan cua thé mat mudi trung binh 12 2 tuan, thé nam héa don thuan
la: 2 - 2,5 nam. Tudi chan doan cua cac tac gia nghién ciru & nudc ngodi sém
hon so véi két qua caa ching toi 12 & cac nudc ndy, chuong trinh sang loc so
sinh bénh TSTTBS d4 duogc ap dung tir nhitng nim 1980 nhd dinh lwong ndng
d6 17-OHP ngay sau sinh dé phat hién bénh sém [81]. Ty I& nam bi bénh Ia
53,6% Vva nit 1a 46,4%, cho thiy khong co su khéc biét c6 y nghia théng ké vé
giéi. Thé mat mudi chiém ty 16 83,9% va nam hoa don thuan chiém ty &
16,1%, phu hop véi mot nghién ciru & Nhat Ban nam 2002, véi thé mat mudi
|a 74,5% va thé nam hoa don thuan 1a 25,5% [82]. Phan tich 56 gia dinh bénh
nhan bi TSTTBS, vé& pha hé cho mdi gia dinh t6i thiéu 3 thé hé cho thay c6
130 thanh vién caa gia dinh gom: 56 ngudi me, 55 ngudi bd (co 1 bd cua
bénh nhan da mat) va 19 anh,chi, em rudt cua bénh nhan. Tudi cua bd va me
déu trong lra tudi sinh dé. BS 16n tudi nhat 1a 38 tudi, thap nhat 1a 22 tudi.
Tudi 16n nhat caa me 1a 37 tudi, nho nhat 1a 21 tudi, nhém me c6 tudi dudi 30
tudi: (78,6%), day 1a Itra tudi sinh dé phi hop cua céc thai phu. C6 19 anh, chi,
em ruot cua bénh nhan, trong d6 ¢6 5 anh trai, 5 em trai, 6 chi gai va 3 em gai.

Tudi cua anh, chi, em rudt Ién nhét 13 8 tudi, nho nhat 14 so sinh.
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Trong qué trinh phan tich dot bién gen cho gia dinh cia 56 bénh nhan bi
TSTTBS trong 3 nam va lap hd so theo ddi va tu van gido duc vé bénh cho
cac thanh vién gia dinh chi c6 12 ngudi me khi mang thai d& lién hé vai cac
bac si xin tu van di truyén va c6 nguyén vong dugc chan doan trudc sinh sém.
Khong c6 chi, em gai bénh nhan duoc chan doan truéc sinh do con nhoé.
Trong cac thai phu dang mang thai du6i 15-16 tuan c6 1 ngudi me duoc chan
doan trudce sinh 2 1an nam 2012 va nim 2014,

Diic diém kiéu gen ciia bénh nhan

Trong két qua phan tich dot bién gen c6 41 bénh nhan mang dot bién
ddng hop tir va 15 bénh nhan mang dot bién di hop tr kép. Vi tri dot bién
tai intron 2 (12g) hay gap nhét véi ty 1é&: 31,9%, dot bién x6a doan: 26,4%,
p.R356W: 18,1%, p.I172N: 11,1% va cac dot bién khac véi ty 1é thip hon
1a; p.Q318X, p.R426C, p.S125X, p.W19X va ¢.1763insT. Dot bién di hop
tar kép hay gap trong nghién ctu cia chung toi 1a 12g va x6a doan két hop
véi dot bién diém khéac. Dot bién 12g 1a mot dang dot bién diém thuong gap
trén intron 2 1am thay ddi qua trinh cit ndi & intron 2 va lam giir lai 19
nucleotide ma binh thuong khéng cé trén phan tr mARN.

Nghién ctu ¢ Viét Nam, nam 2012, cua Vi Chi Diing trén 81 bénh nhén
bi bénh TSTTBS, c6 39% mang dot bién 12g [80]. M6t nghién cau tai Nhat
nam 2002 cho thay ty 1¢ bénh nhan mang d6t bién 12g c6 ting cao hon cac dot
bién khac 1a 39,8% [82]. Nghién cau cua Hoa Ky, nim 2010, tai bang
California khi phan tich gen cho 213 bénh nhan va 232 thanh vién gia dinh
bang ky thuat giai trinh tu gen cho thiy dot bién dong hop tir tai intron 2 1a
23,4% [83], trong cac nghién ciru tai mot sé nude chau A va Chau Au cho ty

I¢ twong tu nhu trong bang 4.1.
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Bang 4.1. Ty 1é dot bién diém 12g [10], [60].

Quéc Gia Pot bién diém 12g (%)
An Do 27,2
Chéau Au 30,3
Nhat Ban 26,5
Singapore 32,7
bai Loan 34,0
Hong Kong. 27,0
Nghién ctru cua chiang to6i 31,9

Dot bién xoa doan trén gen CYP21A2 trong nghién cieu cua ching toi
co ty 1€ la: 26,5%, trong d6 hay gap dot bién tai vi tri exon 1 va exon 3, c6
1 trudng hop dot bién xéa doan 16n tir gen C4B tdi exon 8 cua gen
CYP21A2. Ty Ié mang dot bién x6a doan trén thé gidi khoang 20% trong
cac alen [1], [11]. Nghién cttu & cac nudc cho thdy két qua twong tu nhu:
tai Dc (30,3%), tai My (26%), tai Hong Kong (27%). Ttrén thé giéi phan
tich 3554 allen cho thay ty I& giap dot bién xéa doan 1a 24,4% [84]. Nam
2009, mot nghién cau ¢ Uc d& dua ra ty 16 gap dot bién x6a doan cao hon
cua ching t6i. Cac nha khoa hoc Uc d phan tich gen trén 242 alen va d&
tim thay ty I¢ dot bién Ia 35,5% [60].

Mot nghién ctiu ¢ Y, Paola. C, nam 2009, tac gia phan tich gen cho 18 bénh
nhan TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH bang ky thuat MLPA nhan thay ty 1&
bénh nhan c6 mang dot bién x6a doan 12 7/18 (38,9%). Trong d6 c6 4 bénh nhan
mang dot bién di hop tir x6a doan va dot bién diém nhu p.V281L (2 trudng hop),
p. P453S (1 truong hop) va p.P482S (1 truong hop) [74].
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Dot bién dang p.R356W trong nghién ctu cta chang toi, ty 16 gap la
18,1%. Bénh nhan mang dot bién gen p.R356Wco ty 1& cao, ¢ cac nudc
chau A (9,5% -19,2%) & nguoi Trung Qudc, Nhat Ban, An Do, Malaysia.
Nghién cau tai Nhat Ban: 17,6%, Brazil: 14,3% trong khi c6 mot sé nuéc
c6 két qua thap hon nhu; tai Argentina: 4,2% khi phan tich gen trén 454
bénh nhén, bang California: 3,6% khi phan tich gen cho 182 bénh nhén
TSTTBS [1],[60],[84],[85].

Trong mot nghién ciu gan day tai Macedonia (2010) phan tich gen cho
51 bénh nhan va 70 ngudi than c¢6 lién quan dén bénh nhan nhan thiy dot bién
dang p.R356W c6 ty 18 thap 3,6%. Ty 1é hay gip cua dang dot bién nay tay
thudc vao ting chang toc. Dot bién ndy 1am méat toan bo hoat dong enzym va
gay thé 1am sang nang [9].

C4c dang ddt bién khac

Dot bién cua gen CYP21A2 duoc nghién ciru rong réi & nhiéu nudc trén thé
gi6i, dén nay da c6 hon 150 dot bién khac nhau cua gen CYP21A2 d4 duoc bao
céo. Trong nghién ciu, ching t6i ¢6 9 dang dot bién tim thiy, chu yéu 1a 12g va
x6a doan, con ¢ cac dang dot bién khac vai ty 1é thiap hon p.I172N (11,1%),
p.Q318X (4,2%), p.R426C (4,2%), p.S125X (1,4%) va WIOX (1,4%),
p.1762inst (1,4%), c6 dot biét it gap: S125X, W19X, 1762inst. Ty 1& mdi dang
dot bién co thay ddi tuy thudc vao tirng chang toc [1],[86], [87].

4.2. PHAT HIEN NGUOI LANH MANG PQT BIEN GEN CYP21A2 CHO
CAC THANH VIEN GIA PINH BENH NHAN TSTTBS

Dot bién trén gen CYP21A2 da duoc tim thay cho dén nay 1a hon 100
loai khac nhau. Bénh tuan theo quy luat di truyén don gen lin, viéc phat hién
dot bién gen trén bénh nhan 1a “mii tn” quan trong dé phan tich gen cho cac
thanh vién gia dinh, tim ngudi mang gen trong dong ho dé quan Iy va tu van

di truyén. Trong quan thé s6 nguoi 1anh mang gen bénh 16n hon s6 nguoi bi
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bénh rat nhidu. Tan suit bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH Ia 1/10.000-
1/16.000 tré so sinh, trong khi d6 ty 1€ nguoi mang gen bénh la 1/55, khi hai
di hop tir két hon v6i nhau thi kha ning sinh con bi bénh 25%. Gen bénh dugc
truyén tir thé hé ndy sang thé hé khac. Néu két hon ho hang, hodc & quan thé
cd lap s& tang ty 16 mac bénh vi cac gen gy bénh d& dang c¢6 co hoi to hop lai
v6i nhau dé sinh ra tré bi bénh [9],[88].

Khi con bi bénh (rr) thi chic chan bé me 1a hai di hop tir (Rr). Sau khi
phan tich tim dot bién gen cho 130 thanh vién gia dinh, ¢ 56 (100%) ngudi
me 1a di hop ttr, 54 ngudi bd (98,2%) la di hop tir. C6 mdt ngudi bd khong
tim thdy dot bién nhu cua con.

4.2.1. Phan b6 dang dét bién trén gen CYP21A2 ciaa thanh vién gia dinh

Két qua ¢ bang 3.5 cho thdy 130 thanh vién cua gia dinh da duoc phan
tich gen chdng tdi nhan thiy ty Ié mang gen cua cac thanh vién gia dinh Ia
95,4% va ty & khong mang gen 1a 4,6%. B4 me ¢6 mang gen di hop tu 1a
84,6% anh, chi, em rudt bénh nhan 10,7%, nguoi khdéng mang gen 4,7%.
Nghién ctu tai Macedonia, nam 2010 trén 51 bénh nhan va 70 thanh vién gia
dinh, ty 1& b me co6 mang dot bién gen 1a 45,6% [9]. Trong két qua phan tich
gen cua ching t6i c¢6 1 trudng hop con c6 mang gen dot bién ddng hop tur 12,
me 14 nguoi mang gen dang di hop tir 12g, bd khong phat hién thiy dot bién
gidng nhu bénh nhan. Trong truong hop ndy ching tdi co thé ly giai dot bién
méi ¢6 thé xay ra & qua trinh phan bao, trong qua trinh hinh thanh giao tu, dot
bién thudng xay ra & vi tri intron 2 véi tin sb chuyén doan 1a 1/10* hoac b
cling mang mot gen dot bién khac ma voi phuong phap hién tai cia ching toi
dang st dung chua dugc phat hién. Nam 2011, trong mot nghién ciu tai
Trung Qudc, 1ap pha hé va phan tich gen cho 2 gia dinh c6 con bi bénh
TSTTBS, trong d6 co 1 gia dinh, mang di hop t . Gia dinh ¢ 3 con gai, con

gai dau bi bénh c6 mang dot bién p.I1172N, biéu hién kiéu hinh thé nam héa
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don thuan. Bénh nhan nhan 1 alen dot bién p.1172N tir b6 ma khdng phéat hién
thiy dot bién x6a doan, chuyén doan hay dot bién diém nao khac. Me va em
gai thir 2 cua bénh nhan khong c6 mang gen dot bién, em géi Gt c6 mang gen
di hop tu gidng bd p.1172N (c.1004T>A). Theo tac gia ngudi con gai dau bi
bénh c6 thé mang thém mot dot bién mai xay ra trong qua trinh phién ma lién
quan dén sy chuyén doan cua gen CYP21A2 [53]. Trong 6 gia dinh c6 b, me
1a nguoi mang gen di hop tu, sinh hai con déu bj bénh TSTTBS. Bénh thudng
xuét hién trong ciing mot thé hé, phan tich pha hé cho 3 thé hé nhan thiy bénh
di truyén khong lién tuc qua céc thé he, bénh gap & thé hé tha 3.

Theo nghién ctu cia Tran Kiém Hao (2007), khi lam xét nghiém gen
cho 5 gia dinh tim thdy 3 ngudi me, 2 nguoi bd c6 mang gen dot bién 12g va
dot bién mat doan 8bp. Bac biét c6 hai bé me mang di hop tir kép vira dot
bién diém vira dot bién x6a doan trén cling mot alen [79].

4.2.2. Céc dang dot bién trén gen CYP21A2 & bd, me, anh, chi, em rugt
bénh nhan TSTTBS thé thiéu 21-OH

Dot bién tim thiy trén gen CYP21A2 & bénh nhan TSTTBS la dot bién
chi diém dé phat hién dot bién cho cac thanh vién gia dinh nhanh chéng va it
tén kém. Nho hai ky thuat giai trinh tu gen va ki thuat MLPA dé tim vi tri dot
bién diém va cac dot bién x6a doan, lap doan tir d6 phat hién ra nguoi mang
gen di hop tu. Pay 1a hai ky thuat hién dai va chinh x&c hién nay. Sau khi
phan tich 130 thanh vién gia dinh c6 9 dang dot bién, gém c6; 12g: 47/130
(36,5%), x6a doan 33/130 (25,4%), p.R356W (18,5%) va cac dot bién khac it
gap nhu: p.Q318X, p.I172N, p.R426C, p.S125X, p.W19X két qua nghién ctu
ctia chung t6i twong tu VGi cac nghién ciu khéc trén thé gioi.

Theo nghién ctu cta Krone. N tai Bac (2003) phén tich gen CYP21A2
cho 198 thanh vién cuaa gia dinh ¢ con bi bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH, ty
1&é mang d6t bién 12g 1 30,3%, dot bién x6a doan: 27,4%, dot bién p.R356W:
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4,5%, dot bién p.1172N: 19,3%. Téac gia nhan thiy thé bénh nam hoa don
thuan hay gap ¢ hai dang dot bién 12g va p.I172N, dot bién p.R356W va xoa
doan gy bénh thé mat mudi nang [13].

Nghién ctu tai Nhat Ban (2002) cho 52 bénh nhan va céc thanh vién cua
49 gia dinh nhan thay ty 1& mang dot bién 12g: 39,8%, x6a doan: 5,1%,
1172N: 14,3% va Q318X: 15,3%. Dot bién 12g va Q318X la hai dang dot bién
hay gap trén bénh nhan caa Nhat, dot bién x6a doan it gap hon so vai nghién
ctru cua ching toi ciing nhu trén thé giéi. Nghién ciu céc thanh vién cua gia
dinh c6 mang dot bién 12g dang di hop tir, hodc mang 2 dot bién dang di hop
tir , biéu hién 1am sang khéng c6 triéu chang [82].

Nghién ctru tai My [83] (2011) cho 213 bénh nhan va 232 bé me cua 182
gia dinh. Phan tich kiéu gen cua 182 gia dinh vai tong sé alen 1a 364, ding
dau 13 dot bién x6a doan véi ty 1&: 30,5%, thr hai 1a dot bién diém 12g dang
ddng hop tir 12g: 23,4 va dang di hop tir kép 12g va mot dot bién khac 1a 1,6%.
Tha ba la cac dang dot bién khac: p.1172N:12,6%, p.V281L:12,6%, p.Q318X:
3,6% va p.R356W: 3,6%, trong d6 dot bién p.R356W dang di hop tir kép voi
cac dot bién khac gap nhiéu hon. Trong nghién ctru cia ching toi, khéng co
bénh nhan mang dang dot bién V281L, c6 I& do sé lugng bénh nhan cua
chaing t6i con nho, can phai c6 nghién ctu trén sé lugng 16n hon.

Theo mot bao cao méi gan day caa New. 1. M (3/2013) phan tich sir lién
quan kiéu gen va kiéu hinh caa 1507 gia dinh bi bénh TSTTBS thé thiéu 21-
OH nhan thy dang dot bién dong hop tir 12g: 78,6% & thé mat mudi va 20%
& thé nam hoa don thuan. Dang dot bién x6a doan dang dong hop tir 12 19,1%
& thé mat mudi va dang dot bién p.V218L hay gap. Kiéu dot bién dang di hop
tir kép cua cac dang dot bién trén ciing chiém ty I cao trong nghién ciru. Pay

cling 13 cac dang dot bién hay gap trén thé gidi nhu cac nude chau Au [33].
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Theo nghién ctu cua Lee va CS c6 uéc tinh ty suat mang gen bénh
TSTTBS di hop tir 1a 11,2-12,6%/1.000 hay ty 1& 1/83 ddi véi quan thé ngudi
Trung Quéc [58]. Trong khi cac bdo céo khac trén thé gigi thi ty & chung
ngudi mang gen di hop tir 1a 1/60 [1],[89]. O Viét Nam chua c6 nghién ciru
dua ra ty 1€ nguoi lanh mang gen bénh.

4.2.3. Ban luan vé cac treong hop pha hé gia dinh dwec minh hoa

Su ra doi va ngay cang phat trién cua sinh hoc phan tir da gitp cho chan
doan bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH ngay cang chinh xé&c va c6 thé chan doan
sém tir trong bao thai dé giam ty 16 mac bénh. V&i hon 100 dang dot bién da
dugc cong bd trén thé gidi va nho cac ky thuat hién dai cac két qua xét
nghiém phan tich gen nhanh chong va c6 @6 chinh xac cao.

Tir cac dot bién cua bénh nhan, cac ky thuat vién, dé dang tim thay dot
bién ma khdng can phai phan tich ca doan gen (10 exon va intron) phét hién
ngudi 1anh mang gen bénh va céc thanh vién khac c6 lién quan huyét thdng
trong dong ho.

Phan tich pha hé cia gia dinh s6 01 & hinh 3.1 va 3.2 cho thay gia dinh
c6 1 con trai bi bénh TSTTBS thé mat mudi dugc chan doan khi 3 tun tudi
v6i dién hinh cta con suy thuong than cip. Bénh nhan bi dot bién ¢ intron 2
trén gen CYP21A2 dang dot bién ddng hop tir IVS2-13A/C>G (c.656A/C>G),
bd me ¢ thé 1a nguoi mang gen di hop tir va trong pha hé khdng ai bi mic
bénh giéng bénh nhan. Sau khi phan tich gen cho bd, me ching toi nhan thay
bS bénh nhan c6 mang gen di hop tir IVS2 -13A/C>G (c.656 T/G>C) va me
cling mang dot bién di hop tur tai vi tri IVS2 -13A/C>G (c.656T/G>C). Tir két
qua xét nghiém cho gia dinh bénh nhan sb 01 ching tdi khang dinh bénh nhan

da nhan mot alen bi dot bién tai intron 2 tir b va 1 alen tir me.
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Nghién ctu cua Violeta. A nam 2010 tai Macedona cho bénh nhan va
gia dinh nhan thay ty Ié phat hién mang 12g & thanh vién gia dinh 1a:12,9%.
Nghién cttu nhan thay dang dot bién P30L cd ty 1& cao hon: 20%, ty 1& khac
nhau nay trong cac nghién ctu c6 lién quan dén chung toc [9]. Pay cing 1a
mot dang dot bién hay gap trén thé gigi ciing nhu cac bao cao gan ddy cua cac
nude chau A nhu Nhat Ban, Trung Quéc.

Phan tich pha hé cua gia dinh s6 27 hinh 3.3 va 3.4 cho thay gia dinh c6
con trai bi bénh véi kiéu hinh thé mat mudi, mang gen dot bién diém & vi tri
p.R356W ddng hop tir. B4 me sau khi phan tich gen 1a ngudi mang gen di
hop tu, trong dong ho khéng ai bi bénh nhu bénh nhan. Pay 1a dang dot bién
gay thé 1am sang mat mudi nang. Cham soc cho bénh nhan diéu tri bénh subt
doi 1a mot ganh ning rat 1on vé kinh té va tam Iy cho cha me bénh nhan, dic
biét khi tré con nhd, cac nguy co xut hién con suy thuong than cap, néu
khong duogc diéu tri som va kip thoi 6 thé gy tir vong cho tré. Dot bién dang
nay hay gap trén thé gisi, tly thudc vao ting qudc gia ma ty Ié co thay doi.
Dot bién dang p.R356W ¢6 ty 1& cao hon ¢ cac nudc chau A khac tir 9,5% -
19,2% & ngudi Trung Qudc, Nhat Ban, An Do, Malaysia [84]. ot bién 1am
thay thé nucleotide 2110C>T lam cho bo ba tha 356 CGG ma hda cho
Arginin bi chuyén thanh TGG méi hoa cho Tryptophan (R356W) gay mat kha
nang tong hop enzym, dot bién nay dua dén hau qua lam ndng do enzym giam
nang, khong do duoc, gy bénh canh 1am sang 1a thé mat mudi nang.

Phan tich pha hé cua gia dinh s6 08 vé6i hinh anh 3.5 va 3.6 cho thay gia
dinh c6 hai con; con gai dau c6 kiéu hinh binh thuong, con trai sau khi sinh c6
kiéu hinh binh thuong, khi tré 3 tudi gia dinh thay tré lun I6n hon ban bg,
kém theo bo phan sinh duc, duong vat phét trién ngay cang to hon so véi ban
bé cling lra tudi. Gia dinh dua tré di kham va duoc chan doan day thi sém gia

ctia bénh TSTTBS. Sau khi phan tich gen cua con trai cho két qua mang dang
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dot bién ddng hop tr p.1172N (c.999T>A) & exon 4, véi kiéu hinh thé nam
hoa don thuan. Két qua phan tich gen cua cac thanh vién gia dinh cho thiy b
me bénh nhan c¢6 mang gen dot bién p.1172N dang di hop ta, chi gai (111.4) 1a
ngudi lanh c6 mang gen dot bién gidong bd me. Két qua cho thiy ngudi con
trai thir hai (11.2) nhan hai alen bj bénh, 1 tir b6 va 1 alen tir me, nhung chi gai
chi nhan 1 alen bi bénh tir bé hodc me nén 1a ngudi 1anh mang gen bénh giéng
bd me. Trong gia dinh va cac thanh vién khac khong ai mac bénh gidng bénh
nhan. Dang dot bién p.1172N hay gap trén thé gigi véi ty 1é khoang 1,6- 19%.
Dot bién 1172N & vi tri 9994T>A lam giam hoat dong emzym, nhung c6 thé
do duoc theo béo cdo khoang 0 - 2%, do vay dang dot bién nay cé thé c6 kiéu
hinh mat mudi nhe hoic nam héa don thuan, ty thudéc vao hoat dong cua
enzym trong mdi co thé. Trong nghién ctu cua ching t6i ¢6 3 gia dinh mang
dot bién ddéng hop tir 1172N, c6 hai bénh nhan c6 mang kiéu hinh thé NHDT
va 1 c6 kiéu hinh thé mat mudi, két qua nay cua ching téi phi hop véi nghién
cttu Krone. N, nam 2000 ¢ Btrc cua 155 bénh nhan TSTTBS trong d6 dang
dot bién p.1172N c6 ty 1&: 19,7%, dot bién cho hai kiéu hinh nam hda don
thuan hoac mat mudi [87].

Phan tich pha hé cua bénh nhan ma sé 17 & hinh 3.7 va 3.8 cho thiy, gia
dinh ¢6 1 con gai bi bénh TSTTBS thé mat mudi va mang dot bién diém & vi
tri p.R426C. Trong dong ho khdng ai mac bénh gidng bénh nhan. Pay 13 mot
dang dot bién it gap trén thé gisi, dot bién tai vi tri ¢.1276 C>T, 1am gay bién
dbi cau trdc cua protein, su xuat hién caa acid amin cystein & vi tri ndy sé dan
dén enzym bi thay d6i nghiém trong va khong do dugc hoat tinh gay thé mat
mudi trén 1am sang. Theo Yulia (2006) nghién ctru trén bénh nhan ¢ Nga cho
thiy day 1a 1/4 dot bién moi ¢ Nga, day 1a dot bién duoc tim thay trén mot
bénh nhan nir c6 biéu hién kiéu hinh thé nam héa don thuan va phi dai am vat

typ IV theo Prader, dugc chan doan khi 6 tudi véi biéu hién nam hoéa va tudi
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xuong tuong duong véi tré 13 tudi. Sau khi phan tich gen bénh nhan ¢ mang
dot bién di hop tir kép 1172N/R426C, bénh nhan nhan alen p.R426C tir me va
1 alen p.I172N tir b [90].

Phan tich pha hé gia dinh s6 34 & hinh 3.9 va 3.10, gia dinh séng ¢ Lao
cai, mot tinh mién ndi phia Bic cua Viét Nam, trong gia dinh c6 mot con gai
bi bénh TSTTBS thé mat mudi niang cd phi dai &m vat phan loai theo typ 4
cua Prader, do khong duoc chan doan bénh ding va som, tré sau nhiéu 1an réi
loan dién giai boi con suy thugng than cip d dé lai cho tré di chung bai ndo.
Khi tré 3 thang moi duge khdm va chan doan bénh TSTTBS tai Bénh vién
Nhi trung wong, va dugc phau thuat chinh hinh khi 5 thang tudi. Hién tai bénh
nhan d4 8 tudi, ludn trong tinh trang ting trurong luc co va khong ty sinh hoat
c4 nhan duoc. Bénh nhan duoc phan tich gen bang ky thuat MLPA, két qua
cho thdy bi dot bién x6a doan tai exon 1 va exon 3, trong pha hé thé hé | va
thr 11, khéng ai bi bénh gidng bénh nhan. Khi phan tich gen bang ky thuat
MLPA cho bé me, ca bd va me déu mang gen dot bién x6a doan tai vi tri exon
1 va exon 3. Gia dinh bénh nhan da tham gia cau lac bo TSTTBS t6 chuc
hang nam & Bénh vién Nhi Trung wong, bay nam sau ngudi me méi co thai
lan 2 va mong muédn dugc tham gia chan doan truée sinh.

Phan tich pha hé va kiéu gen gia dinh s6 43 hinh 3.11 va 3.12, ¢c6 mot
con trai bi bénh mang dot bién x6a doan 16n. BS, me 1a nguoi di hop tir mang
kiéu gen dot bién x6a doan 16n nay. Pay 1a dang dot bién gay thay d6i hoan
toan cau tric cua gen CYP21A2 vdi hoat d6 enzym 21-OH khong do dugc dan
dén thé 1am sang mat mudi nang véi con suy thuong than cap. Kiéu dot bién
x6a doan hay gap trén thé gioi véi ty 16 khoang 3,9-34% tly thudc vao ting
quéc gia [1].

Mot nghién ctiru ¢ Brazil, phan tich gen cho 41 gia dinh bénh TSTTBS
thé thiéu enzym 21-OH nhan thiy ty 1é gap dang dot bién x6a doan la 8,1%
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[71]. Trong d6 dot bién mét doan 30kb duoc tim thay vai ty 1¢ thap ¢ bénh
nhan thé mat mubi (4,5%) trong khi ty 1¢ gap trung binh trong cac bao céo
khéac 12 20% ¢ thé mat mudi & chau Au va My. Tan s6 gap dot bién xoa doan
da duoc bédo cdo la ¢ Nhat Ban: 11,8%, Trung Hoa — Dai Loan: 9,5%,
Singapor: 3,9% [1],[84].

Mot nghién ciru khac ¢ Y (2011), da st dung k¥ thuat giai trinh tu gen
dé phat hién dot bién diém va ky thuat MLPA véi 152 bénh nhan nhan thay ty
¢ dot bién x6a doan trung binh 12 25,6% [59].

Dot bién x6a doan 16n, din dén mat toan bo chic ning enzym 21-OH
dan dén hau qua trén 1am sang véi thé cd dién mat mudi niang. Khi xét méi
lién quan gita kiéu gen dot bién xoa doan véi kiéu hinh trén 1am sang, ching
t6i nhan thay hoan toan phi hop ¢ cac bénh nhan trong nghién citu caa ching
t6i. Nhitng nim gan day, ngay cang c6 nhiéu nghién ciu wng dung k¥ thuat
MLPA xéc dinh cac dot bién x6a doan va chuyén doan cua gen CYP21A2. Ky
thuat MLPA cho két qua chinh xac va nhanh, dic biét c6 thé phat hién cac dot
bién ¢ ngudi mang gen chinh xac hon thay thé cho ky thuat phan tich
Southern blot.

Phén tich pha hé cta bénh nhan gia dinh sb 25 vaGi hinh minh hoa 3.13
va 3.14 cho thiy, bd (I14) 1a ngudi mang gen di hop tir dang dot bién S125X,
me mang dot bién x6a doan tai exon 1 va exon 3. Trong dong ho khdng ai
méc bénh gidng bénh nhan. Pay 1a mot dot bién mai ¢ exon 3 vi tri nucleotide
752 C bi chuyén thanh G. Dang dot bién p.S125X it gap, gay thé bénh mat
mudi trén 1am sang. Niam 2012, ¢ Viét Nam, béac si Diing va CS d4 phan tich
gen cho 81 bénh nhan TSTTBS ty 1¢ gap dang dot bién p.S125X 1a 1,2%, la
mot kiéu dot bién méi [80].

Phan tich pha hé va kiéu gen cua gia dinh s 24 & hinh 3.15 va 3.16 cho
thdy, gia dinh c6 mot con gai bi bénh (1115) c6 mang kiéu gen di hop ti kép.
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Sau khi phan tich gen cho bé me, bénh nhan nhan 1 alen gay bénh mang dot
bién p.1172N tir b va me mang dot bién p.Q318X. Pay la cac dang dot bién
hay giap ¢ Viét Nam va cac nudc chau A. Nghién ctru nim 2011, Khan. A
[86], phan tich gen cho 29 bénh nhan TSTTBS nhan thay ty I& gap dot bién
ddng hop tir 13 44%, va dot bién di hop tur kép 1a 34%. Ty 18 nguoi mang di
hop tir kép & bénh nhan TSTTBS cao vi bénh tuan theo quy luat di truyén cua
Menden, nén gen lin gay bénh nam trong cac dong ho, bénh chi biéu hién khi
c6 mit cua 2 alen mang gen gay bénh dang ddéng hop tir hoic 2 alen cung
mang gen gay bénh & hai vj tri khac nhau. Trong két qua nghién ctu cua
chung t61, c6 15/56 gia dinh ¢6 mang di hop tir kép, trong d6 hay gap dot bién
12g két hop véi mot loai dot bién khac.

Pha hé gia dinh s6 49 ¢ hinh 3.17 va 3.18 cho thay, gia dinh c¢6 hai con
gai dau tir vong trong thang dau sau khi sinh, khi 3 tuan tudi, tai bénh vién
huyén. Ca hai bé déu c6 biéu hién ndn sau sinh, da xam va bat thuong bo
phan sinh duc. 1 chi gai hién d4 26 tudi, co gia dinh va 1 con 1 trai c6 kiéu
hinh binh thuong. Nguoi con thir tu, con trai 2 tudi, bi bénh sau khi phan tich
gen, bénh nhan c6 mang 3 loai dot bién 12g, p.Q318X va p.R356W. Sau khi
phan tich gen caa bd va me, cho thiy me bénh nhan mang dot bién 12g va b
mang dot bién Q1318X. Dot bién gen p.Q318X va p.R356W 13 hai vi tri dot
bién cing exon 6 gan nhau, trong qua trinh phan chia hinh thanh giao tu, do
dot bién chuyén doan tir gia gen CYP21A1P chuyén doan sang gen CYP21A2
gay dang di hop tir kép 3 gen dot bién cho bénh nhan. 2006 mot nghién ctu &
Tay Ban Nha, ty 1¢ lap doan hay xay ra & exon 6 nhiéu hon ¢ exon 1 va 10,
trong d6 dot bién gay lap doan & quan thé néi chung 1a 1,6%, cua tac gia trong
nghién ctu ndy gap dot bién p.Q318X 1a 0,8% [24]. Mot nghién cau ¢ chau A,
Chan. O. K. A tai Trung Qubc (2011) phan tich gen caa 35 bénh nhan va gia
dinh cho thay ty 1& gap dot bién p.Q318X va p.R356W kha cao 3/35 truong
hop trong d6 ¢o 2 trudng hop c6 dot bién lap doan [84].
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4.3 CHAN POAN TRUOC SINH CHO THAI PHU PA CcO CON BI BENH
TSTTBS THE THIEU 21-OH

Nam 1965, Jeffcoate va cong su lan dau tién chan doan trude sinh duoc
tién hanh vai nhitng ky thuat tho so. Dén nay chan doan trude sinh da sir dung
cac ky thuat tién tién dé co do chinh xac cao. Pi véi bénh TSTTBS lac dau
dia vao sy ting 1én cta ndng do 17-ketosteroid va pregnanetriol trong nuéc
6i. Nam 1985, Pang va CS thay rang 17-OHP trong nudc 6i ting cao & C4C
thai phu d& sinh con bi bénh TSTTBS thé mat mudi do thiéu hut enzym 21-
OH. Té4c gia d4 sir dung dinh luong 17-OHP trong dich 6i dé chan doan truéc
sinh thai nhi bi bénh. Chan doan truéc sinh biang phwong phap nay con han
ché vi chi chan doan dugc thé mat mudi voi 17-OHP tang cao rd [46]. Ngay
nay, viéc sir dung cac k¥ thuat di truyén phan tir da rat phd bién dé phét hién
dot bién gen CYP21A2 cho két qua nhanh va chinh x4c hon.

Chan doan trugc sinh 1a mot trong nhiing bién phap phong bénh di
truyén c6 hiéu qua. Bénh TSTTBS s& dugc phat hién sém tir trong thai. Bénh
diéu tri dugc bang thudc dexamethasone khi con trong thai. Néu chan doan
trude sinh thai nhi bi bénh 12 gai sé tién hanh diéu tri ngay, sau khi tré sinh ra
tiép tuc diéu tri sém theo phac dd dé két qua diéu tri dat dugc hiéu qua cao va
tranh phau thuat chinh hinh cho bénh nhan gai sau sinh.

Khoa Noi tiét - Chuyén héa- Di truyén Bénh vién Nhi Trung wong da
thanh 1ap cau lac bo “Bénh TSTTBS” hon 16 nim nay. Tai c4c budi sinh
hoat cua cau lac bo “Bénh TSTTBS” dugc t6 chirc hiang nam & Bénh vién
Nhi Trung wong, cac gia dinh bénh nhan TSTTBS déu duoc giai thich rd vé
bénh cua con ho. Cac phuong phap diéu tri va cham soc, cach phat hién cac
bién chiring cua bénh cho tré. Bong thoi giai thich cach di truyén bénh trong
gia dinh cho cac thé hé con chéu tiép theo cua ho. Tur sy hiéu biét d6 ho s&

tw nguyén hop tac véi béac si trong viéc tudn thu diéu tri cho tré bi bénh, hop
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tac tham gia xét nghiém phat hién ngudi 1anh mang gen bénh va chap nhan
chan doan trugc sinh khi me bénh nhan c6 thai tiép theo. Hozc nhiing thanh
vién khac cua gia dinh la nguoi lanh mang gen bénh xdy dung gia dinh khi
ho mang thai. Trong thoi gian 3 nam, chung toi tu van di truyén cho cac
thanh vién cua 56 gia dinh, méi tién hanh chan doan trude sinh cho 12 thai
phu c6 mang gen di hop t, c6 nguy co cao sinh con bi bénh. 12 nguoi me
bénh nhan déu mang thai lan thir > 2 1an. Con sb chi em géai khdng c6 vi
dang con bé tudi. S6 lwgng cac me va chi, em gai cua bénh nhan duoc phan
tich gen 65 trong d6 c6 56 ba me, s6 lwgng nay van con it can tiép tuc véi sb
luong 16n hon.

C6 nhiéu bién phap ldy mau DNA cua thai nhi, nhung & nuéc ta hién nay,
phuong phap 14y mau chu yéu dé chan doan trude sinh cac bénh Iy di truyén
bang dich 6i & thai 15- 16 tuan dudi sy hudng dan cua siéu am. Pay 1a bién
phép can thiép c6 anh huéng t6i sy an toan cua thai nhi va thai phu nhu: ri 6i,
say thai, 1ay truyén cac bénh nhu viém gan B, HIV...Do vay, theo ddi thai san
va ky thuat lay dich 6i duoc thdng qua va tién hanh tai Bénh vién Phuy san
Trung wong, dich 6i thu dwoc s& van chuyén ngay vé Trung tim Nghién ciu
Gen va Protein cua truong Pai hoc Y Ha Noi dé phan tich.

Két qua phan bd kiéu gen cua thai nhi va gia dinh ¢ bang 3.8, ¢6 12 thai
phu dugc chan doan trudc sinh ¢é 1 thai phu dwgc chan doan 2 1an, 13 thai
nhi d4 dugc xét nghiém gen, trong d6 c¢6 8 thai nhi mang gen dot bién di hop
tir va 2 thai nhi bi bénh, 3 thai nhi hoan toan binh thuong. Hai thai nhi mang
dot bién dong hop tr p.R356W trong ciing mot gia dinh. Trong nhém thai nhi
mang do6t bién di hop tir c6 6 thai nhi mang dot bién di hop tir x6a doan, 1 dot
bién p.I172N va 1 dot bién di hop tir kép 2 dot bién diém trén cing 1 alen (p.
Q318X & R356W). Pay la cac dang dot bién hay gap ¢ bénh nhan Viét Nam

va trén thé gioi.
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Phan tich pha hé gia dinh ma sb 06 véi hinh minh hoa 3.20 (A&B) va
3.21 (A&B), gia dinh khéng co ai bi bénh nhu bénh nhan, anh trai mang dot
bién p.R356W trén exon 8 gay thé mat mudi ning. B6 va me déu 1a nguoi
mang gen di hop tr pR356W. Nam 2012, me bénh nhan duoc chan doan
truce sinh khi thai 16 tuan. Phan tich DNA mau 6i cua thai nhi va nudi cy
NST, két qua 1a mot thai nhi trai c6 mang dot bién dong hop tir p.R356W
giong anh trai. Dang dot bién p.R356W & exon 8 s& gay thé mat mudi niang
v6i hoat do enzym khong do dugc. Sau khi duoc cac bac si tu van, sau vai
ngdy suy nghi va thdng nhit véi gia dinh, thai phu dd quyét dinh hay thai,
dudi sy giap d& cua cac bac si san khoa Bénh vién Phu san Trung wong. Hai
nim sau, nam 2014 gia dinh mong muédn cd thém maot em bé va ty nguyén xin
chan doan trudc sinh, sau khi theo ddi thai san va choc 6i khi thai 16 tuan tuoi,
két qua phan tich gen CYP21A2 va NST, cho thay mat thai nhi gai, khong
may man lai mang d6t bién déng hop tr p.R356W gidng anh trai. Sau khi
duoc tu van thai phu xin dinh chi thai tai Bénh vién Phu San Trung wong khi
thai 18 tuan tudi.

Phan tich pha hé gia dinh ma s 45 véi hinh minh hoa 3.22 va 3.23 cho
thdy con gai bi bénh TSTTBS thé mat mudi véi kiéu gen dong hop tir xo6a
doan & exon 1 va exon 3. BS, me bénh nhan 13 ngudi mang gen di hop tir x6a
doan tai exon 1 va 3. Chan doan trude sinh duoc thuc hién cho thai phu khi
thai 16 tuan. Sau khi phan tich bang ky thuat MLPA cho thay thai nhi la con
trai va mang gen di hop tir x6a doan. Thai phu dwgc tu van di truyén, dong
thoi thai nhi dugc 1ap hd so quan 1y dé cé bién phap tu van tién hdn nhan sau
nay. Hién tai bé trai d 16 thang va phat trién khoe manh.

Phan tich pha hé gia dinh chan doan trudc sinh ma s 55 voi pha hé va
kiéu gen & hinh 3.24 va 3.25, gia dinh ¢6 1 con trai bi bénh TSTTBS thé mat
mudi véi kiéu gen di hop tr kép I2g va x6a doan. Pay 1a 2 dang dot bién hay
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gap trén thé gisi va mot sé nghién ctru & Viét Nam. BS ¢6 mang gen dot bién
x6a doan, me c6 mang gen dot bién 12g. Sau khi duoc theo ddi thai san va
choc 6i dé chan doan truéc sinh khi thai 16 tuan, két qua phan tich gen cho
thdy thai nhi la con gai c6 mang gen di hop tir x6a doan do nhan alen gay
bénh tir b, vi tri 12g cua thai nhi cho két qua hinh anh hoan toan binh thuong.
Gia dinh duoc tu van giit thai, sau khi tré sinh ra 12 mot bé gai c¢6 kiéu hinh
hoan toan binh thuong.

Céc gia dinh dugc chan doan trude sinh déu co con mang dot bién hay
gap vé6i kiéu hinh 1a thé mat mudi nang. Do vay, mong mudn cua mdi gia dinh
sinh dugc mot em bé binh thuong. Nghién ctru cia B. Ezquieta ¢ Tay Ban
Nha (2006) phan tich gen cho mét gia dinh c6 con gai dau bj bénh ting san
thuong than bam sinh thé thiéu 21-OH, mang gen dot bién ddng hop tur
Q138X v&i biéu hién 1am sang thé mat mudi niang. Két qua chan doan trudc
sinh ngudi me cho thay thai nhi 13 nam mang do6t bién di hop tr nén ngudi me
duoc tu van giir thai. O Tay Ban Nha chan doén truée sinh cho cac gia dinh
c6 nguy co sinh con bi bénh TSTTBS c6 vai tro rat quan trong, dac biét
nhitng gia dinh mang gen dot bién Q138X, dang dot bién gay mat hoat tinh
ctia enzym hoan toan vai biéu hién 1am sang thé mat mudi nang [24].

Nam 2014, Deniz va CS d& phan tich gen cho 124 bénh nhan TSTTBS
nhan thay, chan doan trudc sinh, tw van di truyén va phat hién ngudi mang
gen c6 vai tro rat to Ion trong phong bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH.
Bén canh dé, nhirng dot bién méi van dang duoc phét hién tai cac vi tri phirc
tap va c6 su khac nhau trong méi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh trong
cac nghién ciru ¢ céc chung toc khac nhau. Hiéu qua cua diéu tri va chan doan
trude sinh 1am giam ty 1é bat thuong bo phan sinh duc caa bénh rat nhiéu [11].

Trong nghién ctu nay caa chung toi chi cd 2 thai nhi con cua mot ba me
dugc chan doan bénh TSTTBS, trong d6 c6 1 thai nhi 1a gai. Vi gia dinh da co

1 con bi bénh nén ca hai lan gia dinh déu quyét dinh dinh san. Do d6 ching
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t6i khong c6 trudng hop nao dé diéu tri trude sinh cho thai nhi géi. Trong s6 8
thai nhi la di hop tir va 3 thai nhi binh thuong hoan toan co6 2 tré sau sinh c6
diéu kién kiém tra lai dot bién gen déu phu hop véi chan doan trudc sinh. Cac
tré khac déu binh thuong hoan toan nén gia dinh khéng cho dén kiém tra lai.
Tang san thuong than bam sinh 1a mot bénh Iy di truyén don gen 13n
trén NST thuong, bé me mang gen di hop tir s& c6 kha niang 25% sinh con bi
bénh. Nguy hiém cua bénh di truyén lan NST thuong la truyén bénh qua
nhiéu thé hé trong gia dinh lam ting tan s6 bénh TSTTBS trong cong dong.
Sinh ra mot ngudi con bi bénh TSTTBS 13 mot ganh nang rat 16n vé kinh té
nhat 1a cac gia dinh c6 hoan canh khé khan. Phai theo dudi déu tri sudt doi
cho con ho. Hon nita nd con gay mot ganh nang vé tm ly cho bénh nhan va
gia dinh. Do d6 yéu cau dit ra cho ching ta 1a phai thuc hién mot céch tich
cuc bién phap phong bénh chu dong bang phat hién nguoi lanh mang gen
bénh va thuc hién triét dé chan doan trudc sinh chi khdng phai dé ho sinh ra
con bi bénh rdi ching ta méi diéu tri. B6 ciing 1& nguyén vong cua ching toi

khi tién hanh d¢ tai nghién cau nay.
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KET LUAN

Trong thoi gian 3 nam nghién ciu, c6 130 thanh vién cta 56 gia dinh
bénh nhan bi bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH duoc phan tich gen va chan
doan trudc sinh cho 12 thai phu 1a nguoi mang gen di hgp tir trén gen
CYP21A2 két qua thu dugc nhu sau:

1. Két qua phat hién dét bién gen cia ngwoi lanh mang gen bénh cho céc
thanh vién 56 gia dinh bgnh nhan TSTTBS thé thiéu 21-OH do dgt bién
gen CYP21A2:

C6 9 loai dot bién dugc tim thidy gdm dot bién x6a doan va 8 loai dot bién
diém. Trong d6 dot bién diém 12g, p. R356W va dot bién x6a doan 1a hay gap
duoc phan bd nhu sau:

- 56 ngudi me (100%) déu 1a di hop tir mang gen bénh CYP21A2 véi cac
dot bién: 12g: 33,8%, x6a doan: 30,4%, p.R356W: 16,1%, p.1172N: 10,7%,
p.R426C: 3,6%, p.Q318X: 1,8%, 1763insT: 1,8%.

- 54 ngudi b (98,2%) 1a di hop tir mang gen bénh CYP21A2 véi cac dot
bién: 12g: 35,7%, x6a doan: 25%, p.R356W: 23,2%, p.I172N: 5,4%,
p.R426C: 3,5%, p.Q318X: 5,4%, p.W19X: 1,8%, p.S125X: 1,8%. CO 1 nguoi
b chua phét hién duogc dot bién.

- 19 anh, chi, em cta bénh nhan: cé 73,7% di hop tir mang gen CYP21A2
Vi cac dot bién: 12g: 64,3%, x6a doan: 21,5%, p.R356W: 7,1%, p.I1172N:
7,1% va 26,3% khéng mang gen bénh la nguoi binh thuong hoan toan.

2 . Két qud chdn dodn truéc sinh cho thai phu mang gen di hep tiz CYP21A2

Chan doan trude sinh cho 12 thai phu mang gen di hop tir CYP21A2 &
tuan thai 14-16 d4 phat hién: dot bién x6a doan va 3 loai dot bién diém ¢ thai
nhi. C6 2 thai nhi bi bénh véi dot bién dong hop tir p. R356W. C6 8 thai nhi
mang gen di hop tir gdm; 6 thai nhi mang dot bién x6a doan, 1 thai nhi mang
dot bién p.I172N va dic biét c6 1 thai nhi mang di hop tir kép véi 2 dot bién
diém p.Q318X & R356W. C6 3 thai nhi binh thudng hoan toan.
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KIEN NGHI

Can mé rong mang luéi tu van di truyén tir trung wong dén dia phuong
dé c6 diéu kién quan ly bénh nhan va céc thanh vién gia dinh cua bénh nhan
méc bénh TSTTBS thé thiéu 21-hydroxylase. Hudng dan gia dinh hop tac véi
bac si trong viéc diéu tri cho bénh nhan va phat hién nguoi lanh mang gen
bénh cho tat ca thanh vién cac thé hé cua hai bén ndi ngoai dé tu van di truyén,
tién t6i chan doan trude sinh cho nhiing cip vo chdng 1a hai di hop tir dé phét
hién bénh va diéu tri sém tranh tir vong hozc tan tat cho tré.

Gio duc cho cong ddng vé nguy co cao truyén bénh TSTTBS thé thiéu
21-OH néu két hén ciing huyét théng, hodc 1a ¢ cac quan thé cd lap, dé tranh

sinh con bi bénh.
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PHU LUC 1
Tiéu chuin chan doan bénh TSTTBS thé thiéu enzym 21-OH

1. Tri0u cheng suy thweng thEn cEp do thidu hét Cortisol v Aldosteron:
Thé mat mudi

+ Tr1 n«n nhiOu, n«n td nhi2n kh«ng li2n quan ®0n b+a bo, ®«i khi kim
theo fa chfy.

+ Do non nhiéu tré bi mat nudc, da nh™'n nheo, sét con, mkt hec h, c, m¥t trong,
m«i Kh«.

+ X1m da, ®Fc biét 1a bé phEn sinh ddc.

+ Trl trong tinh tring séc: da nzi von tfm, mich nhanh nha kha b¥t, huyOt ,p
t6t, lotn nhbp tim. Trong nh+ng truéng hTp nuy trT d0 bb chEn ®o,n nhCm vii tidu
chfly cEp mEt nuéc, vidm ruét hoti to hofc mét bOnh nhidm tring kh,c.

+ Reéi lotn ®i0n gifi nEng: Na* gifm, CI" gifm, K" t'ng cao trén 5,2 mEq.
Kh«ng x6 tri kbp théi trT s t6 vong do trdy mich hokc ngdng tim.

Tri0u chgng nam ho_ do t'ng Testosteron

* O trl trai: du-ng VEt to, dui h-n so vii tuzi, viing bxu thém, tinh houn b
twong duong véi tudi.

* O trl g,i: b> nam ho_, Om vEt phx ®2i nhu du-ng VEt, n@n cA trT mii sinh tu-
éng nhCm con trai. Hai m«i Iin dfnh vyo nhau, nhxn tr«ng h-i giéng bxu, kh«ng ca
tinh hopn. Trong truong hp npy trT bb khai sinh nh¢m con trai.

ThO nam ho, ®-n thuCn.

BiOu hiOn 16m sung chfl yOu do cudng Testosteron g@y nam ho, .

* Trl trai: dEy thx sim gif, du-ng VEt to, dyi h-n so vii tuzi tuy vEy th0 tich
tinh hopn b tu-ng ®u-ng vii tuzi cia bOnh nhén, kh«ng tu-ng x@ng vii du-ng VEt.
Méc l«ng sinh déc sim.

* Trl g, i: ©m VEt phx @i tr«ng nhu du-ng vEt. ¢m vEt phx @i @uTc chia theo 5

typ cfia Prader. Hai m«i Iin dinh nhau, nh™n tr«ng giéng bxu. Kh«ng ca tinh hopn cf



khi kh_m 16m sung vy ki0m tra b»ng si2u ©m. Ph{i lum xBt nghiOm nhi0m stc th0
mii x,c @nh gifi tinh chinh x,c Iy n+ vii Karyotyp 46. XX.

+ Téc ®¢ 1in nhanh, ¢~ b¥p ph,t tridn treng trT 10c ludng. Tuzi xuw-ng sim so
vii tuzi thic nhung do xu-ng ®4ng sim n2n ®0n tuzi dEy thx trT thEp h-n so vii trT
cing lga tuzi kh,c.

+ Giang am, méc treng ¢, mac l«ng sinh doc sim so vii tuzi.
2. Tri0u chgng xbt nghidm

XBt nghiOm m_u:

+ Cortisol m_u gifm.

+ Aldosteron gifm.

+ Testosteron t"'ng cao >1nmol/l.

+ Progesteron, 17-OH Progesteron t"'ng cao > 6.0 nmol/I.

+ 8i0n gifi ®4 rei lotn: Na* <130mEg/l, CI" gifm, K t 'ng cao >5mEq /I.

+ 8bnh luong enzym 21-hydroxylase thidu hot c& gi, trb chEn ®o,n @%c hilu
nhung hiOn nay & Viot Nam chua Ium ®uorc .

XBt nghi®m gifi trnh t0 gen vit MLPA : ®0 txm ®ét bin gen CYP21A2.




PHU LUC 2
Piéu tri bénh ting san thuwong than bam sinh

1 Nguy2n t¥c ®i0u trb

T 'ng sn thuong thEn bEm sinh Iy bOnh @i0u trb ®uTc b»ng 1idu ph_p thay th0
hormon thiOu hot suét ®8éi, giép sc ch0 hormon Testosteron, nhung tTy theo th0 1om
sung kh, ¢ nhau, ding thuéc kh,c nhau. BOnh cCn ph._t hiOn sim, ®iOu trb sim mii
tr,nh ®uTc t6 vong cho trl vy Gua trT vO cuéc séng bxnh thuéng.

2 8i0u trb c-n suy thTng thEn cEp :

+ Thay th0 hormon thi0u hét:

* Cortisol: thuéng dng Hydrocortison 30 - 50 mg/m? hokc Prednisolon 15 -
30 mg tim tinh mch chEm, chia hai ICn trong ngyly.

* DOCA hokc DCA 5 mg 1 eng ti#m b¥%p sCu hung ngyy.

Khi trT hOt n«n, hOt mEt nuic, trT “n uéng bxnh thuéng, thx th«i kh«ng ti2m n+a.
Chuy0n sang uéng Hydrocortisol vi2n 10mg vii li0u 15-25mg/m2 da. Uéng Florinef
vian 0,1 mg vii li0u 0,05-0,15 mg /24 gié.

+ TruyOn dbch: muéi 9 %, , ®uéng 5% theo t 10 1:1, sau khi c& kOt quf ®i0n
gifli ®& thx b theo ®iOn gifi ®&, ®0n khi Na* t 'ng, K* gifm v0 bnh thuéng, trT kh«ng
n«n, h0t mEt nuic thx thi.

+ NOu K* t'ng cao, phfi xo tri cEp cegu thx tifm Gluconate Canxi 0.5g theo
®uéng truyOn tinh mch.

+ Chéng nhi0m toan chuy0n h&a b»ng Bicarbonate 14% theo k0t quf khY m_ u.
3. 8i0u trb duy trx suét @& :

* Hydrocortison 10 - 25 mg/m?/nguy, dtng vi2n 10mg ueng léc no.

NOu kh«ng c& Hydrocortison thx drng Prednisolon 5mg / 24 gié vien uéng I6¢ no.

* Florinef vin 0,1mg; 0,05 - 0,15 mg/nguy cho th0 mEt mugi. Uéng tham

nuic muei ®uéng hung ngpy vii lurtng Na* 1-5 mmol/l/nguy.

NOu ca yOu té sang chEn nhu nhidm khuEn, chEn thu-ng... t'ng li0u
prednisolon hofc hydrocortison 2-3 ICn truic khi ®ua trT ®0n bOnh vion.
4. PhEu thuEt to hxnh cho trT g i.

NOu bOnh nhon g, i sau khi ®iOu tr> néi khoa @n @nh cCn phfi ma phEu thukt
chinh hxnh c¥%t ba ©@m VvEt phx ®2i, tto hxnh nidu ®20. Truic ®y ma hai thx, hiOn nay
ma mét thx. PhEu thukt ci th0 t6 6 th_ng tuzi giop cfi thiOn txnh tring tom ly cho
bOnh nhon vy gia ®xnh, cfi thin @uTc chec n"ng sinh ddc, sinh sn cho bOnh nhén
sau nyy.



PHU LUC 3

QUY UOGC CAC KY HIEU SU DUNG TRONG SO PO PHA HE THEO QUI PINH
CUA HQI DI TRUYEN NGUOI QUOC TE

O Nam, nit khong bj bénh

. Nguoi mang gen di hgp tur trong
di truyen lién két gidi tinh

[. (. Nguoi mang gen di hop tur trong
bénh di truyén 1an NST thuong

. . Bénh nhan

Khéng rd gigi tinh

({}) Sinh do6i khéc trirng

Sinh d6i cung trang

AN

Mo6i quan hé vo chong

SO thir tu cia con

:O Két hon can huyét
2

& Anh, chi, em ruot

Déi tugng nghién cau

O L
OI Vo sih
pu

A

(0]
om



PHU LUC 4
KINH PHI THUC HIEN DE TAI

Dé tai duoc thuc hién trén co so cia mot dé tai cap Bo: “Nghién ctu quy
trinh phat hién ngudi mang gen bénh va chan doén trudc sinh bénh ting san
thuong than bam sinh (congenital adrenal hyperplasia) bang ky thuat sinh hoc
phan ti”

Chu nhiém dé tai: PGS.TS. TA THANH VAN

Vi su tai trg kinh phi tir ngan sach Sy nghiép Khoa Hoc cap Bo Y Té



