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PAT VAN PE

Bénh ting cholesterol mau c6 tinh chit gia dinh (familial
hypercholesterolemia: FH) 1a mét réi loan chi phdi tu phat, dic trung bai su
gia tang sudt doi caa cholesterol trong huyét thanh lién quan dén lipoprotein ti
trong thap (LDL) [1]. Ti Ié méc bénh FH wéc tinh trong quan thé trén toan thé
gidi tir 1:500 dén 1:300 [2],[3]. Nguyén nhan chinh trong khoang 85% truong
hop FH 1a dot bién gen ma hda receptor cia LDL (LDLr), chiu trach nhiém
lam sach LDL-cholesterol (LDL-C) khéi mau tuan hoan nho qué trinh thodi
hoa trong té bao to chirc ngoai bién. Hon 1000 dot bién khac nhau trén gen
LDLR & nhanh ngan cta nhiém sic thé 19 (p13.1 - pl13.3) di duoc nhiéu
nghién ctu trén thé giéi mo ta cho dén nay [4]. Mot s6 gen khéc chiu trach
nhiém cho 20-26% truong hop FH con lai 1a gen Apolipoprotein B (ApoB),
Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) la nhirng gen khi bi dot
bién l1am giam gan két LDL-C vai LDLr hoic giam s6 lugng LDLr dan dén
tang cholesterol trong mau va gay bénh FH [5].

FH 1a bénh di truyén troi trén nhiém sic thé thuong. Nhimg dot bién gay
bénh FH phan 16n 1a do di truyén tir b6, me hoidc ca hai cho bénh nhan. Bénh
nhan FH c6 dot bién gen LDLR biéu hién muc cholesterol toan phan (TC) va
LDL-C trong mau ting cao rd rét dan dén lang dong cholesterol trong long
do6ng mach & lta tudi rat som, gy xo vita dong mach va dic biét lam ting
nguy co mac nhdi mau co tim (NMCT). Pic diém nhdi mau co tim & bénh
nhan FH thuong tién trién tbc do nhanh, c6 thé gay dot tir hoic cac bién cd
tim mach khac trong thap ky th tu hoac thir nam cua cudc doi [6],[7]. Pac
biét 1a thé dot bién phic tap (dot bién ddng hop tir hodc di hop ti két hop...),
hau hét cac bénh nhan trong nhém nay déu mac CHD nghiém trong & tudi 20
va ti 1& tr vong hodc phau thuat bic cau mach vanh trong nhitng nim thiéu

nién 1a rat cao, hep dong mach chi ning ciing pho bién [8],[9].



Mic du c¢6 nguy co mac bénh tim mach rat cao, nhung hau hét nhiing
nguoi mac bénh FH van khong dugc chan doan va diéu tri kip thoi hodc diéu
tri khong day du. Bénh nhan FH duoc phat hién som va diéu tri kip thoi c6
thé ngan ngtra hoic giam mic d6 niang caa bénh ly mach vanh.

Chi riéng ndng d6 cholesterol 1a khéng du dé xac nhan chan doan bénh
FH vi ndng do cholesterol trong mau thay doi theo tudi tac, gisi tinh va dic
trung dan s6 [4]. Ngoai ra, pham vi ndng do cholesterol mau trong bénh FH
tring 13p voi nhimg ngudi bi ting cholesterol mau da yéu té khong di truyén,
lam giam d6 chinh xac chan doan. Do d6, tiéu chuan chan doan cua FH bao
gom cac triéu ching 1am sang va két qua xét nghiém ciing nhu tién st gia dinh
vé kiéu di truyén troi doi véi bénh tim mach sém hoic tang cholesterol mau.

Hién nay ¢ Viét Nam, nhom bénh nhan FH chua duoc thuc sy quan tam
day du, cac xét nghiém vé gen hau hét chua duoc thuc hién, nhiéu trueong hop
tré dén vién vi cac bién cé tim mach ning né. Nhitng cong trinh nghién cau
vé sinh hoc phan tir nham xac dinh céc dang dot bién caa gen, dic biét 1a gen
LDLR ¢ bénh nhan FH con nghéo nan, do dé viée tu van diéu tri du phong
cho bénh nhan va céc thanh vién trong gia dinh nham giam cac nguy co bién
chirng sém cac bénh ly mach vanh con chua duoc thuc hién.

Xuat phét tir nhitng ly do trén, chiing t6i thuc hién nghién ctu dé tai:
“Nghién cizu dét bién gen LDLR 6 ngwoi ting cholesterol mdu cé tinh chit
gia dinh” v&i 2 muc tiéu chinh:

1. Xdc dinh @t bién trén mét sé vung gen LDLR & bénh nhi ting
cholesterol mau co tinh chdt gia dinh.
2. Phdt hién djt bién gen LDLR va mét so dic diém lam sang, cén lam sang

& cdc thanh vién trong phd hé ciia bénh nhi FH mang dot bién gen.



Chuong 1
TONG QUAN

1.1. Bénh tiing cholesterol mau cd tinh chét gia dinh
1.1.1. Lich sir phdt hi¢gn bénh

Nam 1938, nha khoa hoc Norwegian Dr Carl Mdller nhan ra su lién hé
giira ting nong d6 TC huyét thanh, u vang ¢ gan va vira xo dong mach & cac
thanh vién ctia mot nhom gia dinh va dua ra gia thuyét day 1a mot bénh di
truyén don gen [10].

Nam 1960, Khachadurian khi nghién ctru trén mot dong ho ¢ Li Bang da
mo ta sy khac biét vé kiéu hinh gitra dang dong hop tir va di hop tir va khang
dinh rang cau tric pha hé phd hop véi di truyén troi don gen. Nam 1964, FH
duoc xac dinh nhu mot bénh di truyén troi trén nhiém sic thé thuong va mé ta
su khéc biét vé 1am sang giita dang dong hop tir va di hop tir [11].

Trong giai doan nay Fredrickson va cong su da dua ra gia thuyét kiéu
hinh cua bénh FH c6 lién quan véi rdi loan chuyén héa LDL-C [12]. Nim
1970, véi sy phdi hop cua Ott va cong su [13], Elston va cong su [14], Berg
va Heiberg di chi ra gen lién quan vai kiéu hinh bénh FH nam trén nhiém sac
thé 19 [15]. Nam 1986, Brown va Goldstein nhan thay receptor trén bé mat té
bao cé lién quan véi viéc thu nhan nhirng manh con lai cia LDL luu hanh
trong mau, cac nha khoa hoc da kham pha ra sai s6t vé phan tir gay bénh FH
1a do dot bién chic nang ¢ gen ma hoa LDLr [16]. Phat hién caa céng trinh
nghién ctu nay da cung cap nén tang co sd cho cong tac du phong va diéu tri
hién tai dé 1am giam LDL-C. Tiép budc nhitng thanh céng nay, nhiéu nghién
ctru da duogc tién hanh tai nhiéu quéc gia trén thé gioi.

Ngoai ra bénh FH do dot bién lin dang dng hop tir ciing duoc phat hién
(ARH - Autosomal Recessive Hypercholesterolemia: La dang dong hop tir vé



dot bién gen ma hoa cho LDLr adaptor protein 1 — LDLrAP1) [17]. Mot sb
dang hiém khac cua di truyén lin gy taing TC méau gom sitosterolemia do
ATP gan cassette subfamily G member 5 (ABCG5) hoic thiéu hut ABCGS8 va
thiéu cholesterol 7 alpha hydroxylase (CYP7A1) 1a enzym cua budc dau tién
tong hop acid mat din t§i nong 6 TC cao trong té bao gan va giam sy hién
dién bé mat cua LDLr [18].
1.1.2. Dich té bénh FH

Qua nhiéu nghién ctu thay rang FH 1a mot trong nhitng bénh di truyén
pho bién nhat. Ti 1& mac udc tinh trén toan thé gisi 1a 1:500 dén 1:300 (0,2 —
0,3%) [19]. Ti 18 wdc tinh nay twong (ng véi khoang 13 triéu ngudi khap thé
gidi va khoang 600.000 ngudi My mac bénh FH. Ti & nay con cao hon ¢ mot
s6 quan thé: Quan thé ngudi Li Bang 1a 1: 85 [20], nguoi Nam Phi gbc au 1a
1:100 dén 1:72 [21], ngudi Tuynidi 1a 1:165 [22], ngudi Phap goc Canada 1
1:270 [23]. Tuy nhién, s6 bénh nhan duoc chan doan bénh FH rat thap, udc
tinh dudi 25%, phan Ién bénh nhan khong dwoc chan doan cho téi khi vao
vién vi xo vira dong mach (XVDM) hay nhitng bénh tim mach khac. Bénh
nhan c6 thé duoc diéu tri ting cholesterol ma khong biét minh mac bénh FH,
dan dén diéu tri khdng phd hop va hiéu qua diéu tri rat thap, ti 1é ta vong
tuong dbi cao [24],[25].

Phan 16n nhitng truong hop méc 1a di hop tir (dugc di truyén mot dot bién
gay bénh). Mot s6 nho bénh nhan 1a di hop tir két hop (dwoc di truyén hai dot
bién gay bénh khac nhau), trong khi d6 nhiing bénh nhan dong hop tir bénh
FH duoc di truyén hai dot bién gay bénh gidng nhau.

Do ti 16 mac bénh FH cao giita cac thanh vién trong cung gia dinh (50%
thanh vién c6 quan hé huyét théng bac 1 voi nguoi FH di hop tir bi mac
bénh), viéc sang loc phan tang dugc cho thay 1a phuong phap hiéu qua vé
chi phi dé xac dinh ngudi mac bénh FH [26],[27],[28]. Viéc phat hién va



diéu tri sém vai statin cho thay Iam giam ti & bénh tat va ti 18 tir vong &
nhitmg nguoi FH di hop tr [29].

Mic du dd c6 mot nd luc toan cau nhiam ting cudng viéc phat hién va
quan ly bénh nhan FH, nhung dén thoi diém hién tai chi c6 mot vai quéc gia
thiét 1ap nhitng chuong trinh quy mé 16n dé xac dinh mot cach hé théng tinh
trang FH & nhiing thanh vién trong gia dinh caa bénh nhan FH [30],[31].
1.1.3. Tiéu chudn chin dodn bénh FH

Bénh nhan FH dic trung boi ndng do cao caa TC va LDL-C trong mau,
c6 thé din dén lang dong & mo gay ra nhitng biéu hién trén 1am sang nhu: U
vang ¢ da, gan va day chang hay gap nhat & khuyu tay, gan achille, ban tay.
Cholesterol c6 thé lang dong quanh mat va co thé xuat hién ¢ ca giac mac dan
ti 130 hoa giac mac hinh vong cung [32]. Tuy nhién, nguoi chau A it gap dic
diém ndy so véi cac nudc khac trén thé gigi [33]. Mot diéu vo clng quan

trong 1 sy ling dong LDL-C & dong mach khi sinh ra 1a nguyén nhan dan dén

bénh tim mach tir khi con rat tré va nhat 12 bénh mach vanh & bénh nhan FH.

R TG

U vang da U vang gan \Vong giac mac
Hinh 1.1. Cac hinh thai 1am sang néi bat ciia bénh FH [32]

Viéc chan doan bénh FH dya vao su két hop: Tién str gia dinh, dau hiéu
1am sang (ddc biét 12 u vang) va nong do cholesterol méau. Hién nay, tiéu
chuan duoc st dung phéd bién trén thé giéi dé chan doan FH 1a tiéu chuan
Dutch lipid clinic network (DLCN) caa Ha Lan; tiéu chuan Simon Broome
cua Anh va tiéu chuan MEDPED (Make Early Diagnosis to Prevent Early
Death) caa My [19].



Tiéu chuian DLCN:

Bdng 1.1. Tiéu chud@n chan doedn DLCN cho bénh FH

Tiéu chuan Score
Ho hang bac 1 c6:
- S6m méc bénh mach vanh hoic bénh mach mau khéc
(nam <55 tudi; nix <60 tudi). 1
Lich sir | - P ting c6 két qua LDL-C cao, trong nhém >95% phan
gia dinh | b6 theo tudi va gisi.
- Ho hang bac 1 co6 hinh anh u m& bam gan va/hoac vong
giac mac 2
- Hoic tré <18 tudi c¢d két qua LDL-C cao, trong nhém >
95% phan bé theo tudi va gigi
Bénh - Nguoi s6m mac bénh mach vanh (nam < 55 tudi, nit <| 2
canh 1am | 60 tuoi)
sang - Ngudi bi tai bién mach ndo hoac bénh dong mach ngoai | 1
bién som (nam<55 tudi, <60 tudi)
Kham - Co u md bam gan 6
lam sang | - C6 vong giac mac tir trude 45 tudi 4
LDL-C LDL-C >8.5 8
(mmol/L) | LDL-C 6.5-8.4 5
chua LDL-C 5.0-6.4 3
dieutri [ p|_c4049 1
Xét nghiém gen: C6 dot bién gen LDLR, ApoB, hoic PCSK9 8

Chan doan Tong diém
Chac chan >8
Co thé 6-8
Nghi ngo 3-5
It kha nang <3




Tiéu chuan Simon Broome va DLCN c6 nhiéu diém twong dong khi co
két hop thém triéu chiing 1am sang, tién sir bénh mach vanh va tim thay dot
bién gen LDLR, ApoB, hoic PCSK-9.

Tiéu chuin chan doan Simon Broome:

(1) Chi s6 TC mau > 7.5 mmol/L hoiac LDL-C >4.9 mmol/L & nguoi I6n

TC mau > 6.7 mmol/L hoic LDL-C >4.0 mmol/L & tré em <16 tudi
(2) Triéu ching kem theo:

+ Xanthoma gan xuat hién & bénh nhan hoic cé & thé hé c6 mbi quan hé
huyét thong bac 1 véi bénh nhan (cha me, anh chi em rugt) hoic cé & thé hé
c6 méi quan hé huyét thong bac 2 véi bénh nhan (6ng ba, cha, di).

(3) Hoac: Xét nghiém co dot bién gen (LDLR, ApoB, hoic PCSKO).

(4) Tién sir gia dinh c6 ngudi Nhdi mau co tim trude 50 tudi & ho hang bac 2
hoic truge 60 tudi & ho hang bac 1.

(5) Tién sir gia dinh c6 chi s6 TC méau > 7.5 mmol/L & nguoi 16n ¢6 quan hé
huyét thdng bac 1 hoac bac 2 vai bénh nhan hoac chi sé TC mau > 6.7
mmol/L & con hoic & anh chi em ruét <16 tudi.

* Theo Simon Broome:

- Puoc chan doan xéac dinh bénh FH khi ¢6 tiéu chuan (1) + (2) hoic (3)

- C6 thé bj bénh FH khi ¢6 tiéu chuan (1) + (4) hoac (5)

+ Nghién ctiu thuc hién trén d6i tuong bénh nhi nén tiéu chuan (1) + (2)
ctia Simon Broome duoc ching tdi 4p dung dé chan doan xac dinh bénh FH
trong nghién curu nay.

Chén doan FH chinh xac nhat 1a phdi hop gitra tiéu chuan 1am sang va xét
nghiém DNA, tuy nhién nguyén nhan gay bénh FH c6 thé do mot dot bién van
chua dugc danh gia. Do d6 khong phat hién thiy dot bién van khong loai trir
dugc chan doan bénh FH [2].



Tiéu chuAn MEDPED:
Bdng 1.2. Tiéu chudn chdn dodn MEDPED cho bénh FH

Nong d§ TC (LDL-C) (mmol/L)

Tudi | Quan hé huyét | Quan hé huyét|Quan hé huyét| Céng
thdng bac 1 véi | théng bac 2 véi | thong bac 3 véi|  dong
bénh nhan FH | bénh nhén FH bénh nhan FH

<20 5.7 (4,0) 5.9 (4,2) 6,2 (4,4) 7.0(5,2)
20-29 6,2 (4,4) 6,5 (4,7) 6,7 (4,8) 75 (5,7)
30-39 7.0 (4,9 72(5,2) 75 (5,5) 8,8 (6,2)

>40 75 (5,3) 7.8 (5,6) 8,0 (5,8) 9,3 (6,8)

Vi cac gia tri cut-off nay MEDPED c6 d6 nhay 54-88% va d¢ dac
hiéu 98%.

Tiéu chuan MEDPED ngi rong pham vi chan doan do chi dua vao nong
d6 cholesterol mau cua ban than trong cong dong hoac c6 quan hé huyét
théng bac 1, bac 2 hoac bac 3 véi ngudi da dugc chan doan mac bénh FH voi
muc 6 thap hon. O Viét Nam viéc chan doan FH chua duoc rong réi trong
1am sang vi thé néu str dung tiéu chuan nay s& bo sot rat nhiéu bénh nhan c6
mtc ting cholesterol thap nhung c6 ngudi trong gia dinh mac FH.

1.1.4. Hgu qua réi loan chuyén héa lipid mdu

Hau qua cua rdi loan chuyén héa lipid tha phat xay ra hau hét céc
truong hop khi tudi cao va c6 bénh 1y di kém nhu dai thao dudng, bénh
than...trong khi d6 hau qua cuaa réi loan chuyén hda lipid nguyén phat
thuong xay ra & do tudi con tré néu khong duoc phét hién som va diéu tri
kip thoi: Nam giéi khong dugc diéu tri ¢ nguy co 50% mac bién co mach
vanh tudi 55; phu nir khong duge diéu tri c6 nguy co 30% & tudi 60, dic

biét cac truong hop nguyén nhan do di truyén dot bién dang nang (dong




hop tir, di hop két hop...) c6 nguy co mac bénh mach vanh nghiém trong ¢
tudi 20 va ti Ié tir vong hodc phiu thuat bac cau mach vanh trong nhiing
nam thiéu nién 1a rat cao [34],[35].

1.1.4.1. Bénh tim mach

- Tang huyét &p

Huyét ap 1a &p luc mau ¢ trong 16ng dong mach. Huyét ap duoc tao ra
bai luc co bop cua tim va stirc can cua dong mach. Khi tim co bop, mau sé
duoc bom ra ngoai va ép vao thanh dong mach 1am mach méau cang 18n. Sé do
huyét ap & thoi diém nay goi la huyét &p tam thu hay huyét &p t6i da. Sau khi co
bop, tim s& gidn ra va thanh dong mach s& co lai vé trang thai ban dau. Sé do
huyét ap tai thoi diém nay goi la huyét ap tam truong hay huyét ap t6i thiéu.

Theo T6 chuc Y té Thé gidi, tang huyét 4p khi huyét ap tam thu > 140
mmHg va hoic huyét ap tam truong > 90 mmHg.

Tang lipid mau co thé tao ra cac mang xo vira, khién 1ong mach hep lai,
thanh mach kém dan hdi lam ting sic can Ién 1ong mach mau. Bé cung cap
day du nhu cdu méu, co thé ¢ nhitng dap tng nhu ting nhip tim, ting sic €O
bop co tim, tang hap thu giir nudc trong co thé... dan dén ting huyét ap.

Bén canh do, tang lipid mau con lam tang d6 nhét ctia mau. Pay cling 1a
mot yéu té gop phan lam tiang huyét ap. Ban than ting huyét ap lai lam ton
thuong n6i md mach mau, cac LDL du thira trong mau bi oxy hoa dé dang
xam nhap va lam nang hon tinh trang xo vira.

- Xo vira dong mach
Nguyén nhan cha yéu gay nhdi mau co tim cip 1a do XVDM vanh, nhiing
mang xo vita duogc tao ra do ting cholesterol mau kéo dai s& 1am hep va dan
gy tic mach vanh, 1am cho mau khong dén dé nudi co tim, c6 thé dan dén
hoai tir ving co tim d6 néu khong dugc can thiép kip thoi. Tuy nhién mang

x0 vira thuong khong phat trién tir tr ma nd c6 thé bi nut vd ra dot ngdt. Khi
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mang xo vita bi v0 ra, qua trinh hinh thanh cuc huyét khéi duge khéi dong.
Céc anh hudng tuong tu ciing c6 thé xay ra khi huyét khéi hinh thanh trong
dong mach gan, dong mach than, dong mach vé cac chi, dong mach da day,
ruot ...[36],[37].

- Nhoi mau co tim (NMCT): Tang TC trong mau 1a nguyén nhan chu
yéu ctia qua trinh xo vita va dan 1am hep cac dong mach cung cap mau cho
tim. Pac biét, khi cholesterol va triglyceride cung tang thi nguy co nay cao
hon gép nhiéu lan va thic diy nhanh hon qua trinh XVBM, dan dén hau qua
nghiém trong giy thiéu mau co tim, nguy hiém hon 1a NMCT. Cé dén 90%
truong hop NMCT 14 do bién ching clia mang xo vira. Mang xo vita tién trién
dan gay hep long dong mach vanh va cudi ciing gy tac han. Bénh canh 1a con
dau that nguc khong 6n dinh voi tan suat, cuong do va thoi gian ting dan dan
tGi NMCT. Mit khac, mang xo vira khong vimg co thé bi bong ra va huyét
khéi thanh 1ap nhanh chéng gay nén hdi chimng vanh cap [38],[39].

Két qua mot s6 nghién cau cho thiy, ngudi co luong TC trong mau cao ¢ ti
16 mac bénh mach vanh cao gap 2-3 lan so véi nguoi binh thuong, cu thé néu
nong do TC tang cao quéa 10% gia tri binh thudng, nguy co mac céac bién ching
tim mach s& tang thém 30%. Nong d6 LDL-C trong mau cao 1am ting nguy co
XVPM va dé gay bién ching. Nguoc lai, HDL-C trong mau cao thi ti 16 XVDM
thap. Néu giam 1mg/dL LDL-C thi giam duogc 2% ti Ié tir vong. Néu mac HDL-
C tang 1%, thi sy nguy hiém cta bénh tim mach giam 2-3% [40].
1.1.5. Diéu tri
£ Nguyén tic diéu tri bénh FH:

Kiém soat chat ché nong do cholesterol mau trong sudt qua trinh diéu tri,
két hop cac k¥ thuat (siéu &m mach, chup mach) nham chan doan sém nguy
co mac cac bénh ly tim mach nhu XVDM, NMCT, dic biét véi cac bénh nhi
FH do dot bién gen dang nang (d6ng hop tu, di hop tir két hop...) [41]. Céc
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bién phap diéu tri bénh FH can hudng toi hiéu qua diéu tri voi LDL-C muc
tiéu tdy ting lta tudi nhu sau:
LDL-C muc tiéu:

<2,5 mmol/L cho nguoi truong thanh

<1,8 mmol/L cho nguoi truong thanh co bénh mach vanh hoac dai thao duong

8 — 10 tudi: <4 mmol/L

>10 tudi: < 3,5 mmol/L

Muc LDL-C dich diéu tri can duoc ha thip hon & nhiing tré co tién s
gia dinh c6 bénh mach vanh hoic cé cac yéu to nguy co tim mach khac [42].
+ Bién phap diéu tri:

e Ché dé dinh dwéng khoa hoc, luyén tap phil hop:

- Giam chat béo: Han ché hoic giam thit, m& dong vat, tring, sita toan
phan, phu tang dong vat, cac loai pho mat...

- Khuyén khich an déu dan hoa qua, rau, gao lat, hanh nhan, c4c san
pham khdng hoic chira it chat béo, cac loai dau, ca va thit nac [43].

Ché d6 an rat quan trong, ché d6 an it chat béo da chi ra lam giam LDL-
C tir 8-10 % va tich lily <200mg/ngay ctia cholesterol tir thirc an c6 thé lam
giam 3-5% LDL-C. Guideline cua NLA khuyén cao bénh nhan FH nén giam
lwong acid béo no chi chiém <7% ning luong an vao va giam cholesterol
trong ché do an <200mg/ngay [44].

- Hoc vién Nhi khoa My khuyén céo riang viéc phong ngtra bién ching
do tang lipid méau & tré em FH di hop tir nén tap trung vao thay doi ché do an
uéng, tuy nhién néu khéng lam giam LDL-C xuéng muac chap nhan duoc thi
nhitng tré nay sé& 1a tng vién cho can thiép bang thubc [45].

- Hoat dong thé chat thuong xuyén, phd hop véi lra tudi va tinh trang
stc khoe, kiém soéat can ning. Ché do sinh hoat, 1am viéc diéu d¢, tranh cang

thang than kinh, nghi ngoi, giai tri.
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e Gidm cac yéu té nguy co:

- Tranh va ngirng ngay hat thudc 14 chu dong hoic thu dong

- Tuan tha diéu tri cac bénh kém theo nhu ting huyét ap, béo phi...
e Si dung thuéc:

Thudc diéu tri hang dau cho bénh nhan FH 4 statin - thudc tc ché tong
hop cholesterol. Mt nghién ctu thuan tap dai trén cac bénh nhan FH cho
thay nguy co khoi phét 1an dau cua bénh tim mach ¢ nhém diéu tri statin giam
khoang 80% so v6i nhom khéng diéu tri [46].

Néu viéc dung statin véi lidu toi da khong dat duoc muc dich diéu tri thi
can sir dung statin két hop thudc khac nhu Ezetimibe lam tang sy dap tng
diéu tri. Ezetimibe Ia thudc tc ché hap thu cholesterol véi co ché &c ché chon
loc hap thu cholesterol va phytosterol. Tac dung cua Ezetimibe rat hiéu qua
ngay ca khi khong an cholesterol vi chiing ¢ ché tai hap thu cholesterol bai
tiét trong mat [47].

Nhitng nghién ctru khac da wac tinh ti I¢ nguy co tir vong do bénh tim
mach trong vong 5 nam, ti 1& ndy & cac thanh vién tir 20-79 tudi c6 quan hé
huyét théng bac 1 véi bénh nhan FH 1a 44% d4i véi nam va 57% ddi véi nit.
Pang cha y 1a nghién ctru nay udc tinh 96-98% cac truong hop tir vong do
bénh tim mach trong s nhitng nguoi <40 tudi c6 thé dy phong bang cach
diéu tri giam cholesterol mau [48]. Hoi Tim mach My va NICE khuyén céo
xem xét diéu tri giam lipid mau ddi véi tré em tir 10 tudi tro 18n (va véi tré nix
day thi) cd nong d6 LDL-C ting cao nghiém trong; do tudi hoic nong do
LDL-C bit dau diéu tri co thé thip hon & nhitng tré c6 thém céc yéu té nguy
co tim mach [26]. Truong hop bénh FH do d6t bién dang ning can st dung
statin manh (Atorvastatin, Rosuvastatin) két hop véi cac thudc khac va xem
xét loc méau apheresis hoac gui dén trung tdm chuyén khoa [32],[49],[50].

Thay doi 16i song 1a van @ quan trong trong quan ly bénh FH ¢ ca tré em va



13

ngudi 16n do céc yéu td moi trudng va chuyén hoa co thé anh huong dén kiéu
hinh bénh FH [51],[52]. Bénh nhan FH (bao gém ca tré em) dugc khuyén
khich tap luyén thé luc phi hop, ché d6 an lanh manh va khéng hut thuéc 14.
1.1.6. Co ché gay bénh

4 Chuyén héa lipoprotein:

Lipid ti Ngoai sinh No&i sinh
anHeng \ acid mat i
[ cholesterol ] i r LDL _\
intestines 7 e

Y LDLR
L Md& ngoai vi

Chylomicron

Chylomicron 2an du

Mao mach y

e STV

FFA

?‘

M& ma i Co M& ma

Hinh 1.2. Chuyén hda lipoprotein ngi va ngoai sinh [53]
LPL: Lipoprotein lipase; FFA: Free fatty acids; VLDL: Very low density
lipoproteins; IDL: Intermediate-density lipoproteins; LDL: Low-density

lipoproteins; LDLR: Low-density lipoprotein receptor.

Con dwong ngogi sinh: Lipid tir thire dn dugc hap thu qua niém mac rudt non
tao thanh chylomicron (CM). CM vao hé tuan hoan rdi téi mé md va co. Tai
cac mo, TG duoc tach ra nho enzym LPL thanh glycerol va acid béo, c&c acid
béo duoc dy trit hodc duoc cdc md sir dung 1am ngudn cung cap ning luong.
Qua trinh nay xay ra lién tuc va tao thanh CM tan du giau cholesterol. CM tan

du duoc gan bit & té bao gan nho cac thu thé dac hiéu véi ApoB va ApoE c6
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trong thanh phan CM tan du. O gan, cholesterol duoc chuyén thanh acid mat
va dao thai theo duong mat xudng rudt non, mot phan cholesterol va TG tham
gia tao VLDL. VLDL nay roi gan vao hé tuan hoan dé bat dau con duong
chuyén hoa lipid néi sinh.

Con dwong néi sinh: VLDL dugc tao thanh ¢ t& bao gan, 1a dang van
chuyén triglyceride noi sinh vao hé tudn hoan. Apo cia VLDL bao gdm
ApoB-100, ApoC-I, ApoC-I11, ApoC-I11l va ApoE. VLDL sau khi giai phong
TG, nhan thém cholesterol este va mat di ApoC s& chuyén thanh IDL va chit
nay nhanh chong thoai hoa thanh LDL boi tac dung cua lipase gan hoac dugc
gan bat giir qua LDLr. LDL du thira c6 thé dugc gt vao thanh mach, noi no

c6 thé gy XVDM.

+ Qua trinh chuyén héa LDL

Chirc niang chu yéu cua lipoprotein ty trong thap (LDL - low density
lipoprotein) 1a van chuyén cholesterol cho cac mé. LDL trong méau cé
ApoB-100 trén bé mit, LDLr 1a mot glycoprotein c6 trén bé mit té bao gan
va gan ApoB-100 ctia LDL-C. Khi phitc hop LDL-C va LDLr duoc hinh
thanh, thu thé va chét gén LDL-C déu dugc dua vao trong thé ndi bao
(endosome) cung v&i nhitng protein khac thong qua twong tac li€én quan
dén protein chuyén d6i LDLr (LDLRAP1). Sau khi phtrc hop chéat gan thu
thé phan ly, LDLr duoc tai str dung trén mang té bao, con cholesterol tu do

duoc sir dung bén trong té bao.
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Tui Clathrin

Ludi noi
nh chat

T&k

Hinh 1.3. Qua trinh chuyén héa LDL [54]
A: LDLr duoc tong hop & ludi ngi chat, sau dé duwa t6i bé Golgi va vdn
chuyén téi bé mat té bao. LDLr gdn ddc hiéu véi ApoB cia manh LDL. Phic
hop LDLr-LDL dwoc diea vdo trong té bao.
B: Khang thé ngan gan PCSK9 vao phic hop LDLr-LDL. PCSK9 gan Vdi
phitc hop LDLr-LDL & bén ngoai té bao va bdo vé n6 khai bi phan tach trong
tui clathrin, ma sé bi giang hoa ¢ lysosome.

PCSK9 ¢6 vai tro gan vai phicc hop LDLr-LDL ¢ bén ngoai té bao va
bao vé nd khai bi phan tach trong tui clathrin, ma sé bi giang hda ¢ lysosome.
Piéu hoa cua nhan ddi véi san xuat LDLr bao gom 2 con dudng, con duong
thir nhat 1 viéc gan cua protein gin yéu t dap ¢ng steroid (steroid response
element binding protein: SREBP) véi mot yéu té dap tng steroid (steroid
response element) trén DNA s& kich thich su phién ma cia LDLR nhiam dap

g V&i sy giam ndng do cholesterol ndi bao [55]. Con duong nay duoc hoat
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héa trong qua trinh diéu tri bang cac chat tc ché HMG-CoA Reductase. Con
duong th hai trong diéu hoa LDLr 1a mét thy thé caa nhan qua trung gian
sterol khac (LXR), cho thay lam giam phién ma cua chat thodi giang cam tng
ctia LDLR. Con duong nay gilp hap thu LDL-C trong mau. Bat ky thiéu hut
nao trong con dudng nay ciing tao ra sai sot trong qué trinh hap thu va LDL-C
ting cao trong mau, gay nén cac triéu chung trén 1am sang cua bénh FH.

1.2. Gen LDLR va protein LDLr

1.2.1. Vai tro ciia protein LDLr trong duy tri nong d¢ cholesterol mdu

O LOL
#Apobs Cholesterol
LDLR
LDLRAP1 I
* thuc bao clathrin
3a? / 1
2a

©

~ _nhan
/Qy ,‘;‘*\'S“.a
[ \ GRS | 3b
A h (g
6 5 \Y 4 O * e
(e .f‘_»....
o ‘f _—
©
O 7 PCSK9

Hinh 1.4. Chac nang sinh ly cia protein LDLr [55].

Cac thu thé LDL (LDLr) lién két véi ApoB trong céc hat LDL, tiéu hoa
noi bao ching (1). Phac hop receptor-phéi tir tach ra va LDLr duoc tai ché
(2a va 3a) hoic bi suy thoai (2b va 3b). Mic cholesterol du diéu chinh phién
ma cia LDLr (4). PCSK9 duoc tiét ra noi sinh tir bo may Golgi, noi né lién
két véi LDLr (5). Ngoai ra, PCSK9 c6 thé lién két ngoai sinh véi LDLr (6).

Sau khi duoc tiép xtc vai té bao gan, PCSK9 dan truc tiép LDLr tsi lysosome
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dé 1am suy thodi. Bang chung gan day cho thdy PCSK9 c6 thé lién két véi
LDL qua ApoB trong luu thong tu do (7) [55].

Sai s6t trong cau tric cua LDLr din t6i giam van chuyén LDL-C vao
trong té bao, 1am ting ndng do LDL-C trong mau va gay nén cac triéu ching
trén 1am sang caa bénh FH. Gan day ngudi ta thay rang LDLr hap thu khdng
chi LDL-C ma con san pham khéac cia VLDL va cic san pham giang hoa
chylomicron. Vi vay, giam chtic ning ctia LDLr ciing c6 thé 1am suy yéu su
chuyén héa phan con lai cia CM va c6 thé dong gop vao vira xo dong mach
sém [56]. Carneiro va cong su da chi ra rang sy thanh loc phan con lai cua
CM trong huyét thanh bi giam mét cach rd rét & ngudi FH di hop tir ma c6
dot bién gen LDLR khi sir dung nhil trong nhan tao gibng CM dé chang minh
su chuyén héa nay [57].

1.2.2. Céu triic gen LDLR

Gen ma hoa LDLr nam trén nhanh ngan cua NST 19 ving 13.2
(19p13.2) dai 45kb gdom 18 exon va 17 intron. Chra 11.089.361 dén
11.133.829 d6i base. Ma hoa cho mARN dai 5,3kb [18].

Gen LDLR gém 6 doan chtc ning:

- Exon 1: Chire ning kiém soét dich ma (promoter translation signal) va
trinh tu tin hiéu (21 acid amin), can thiét cho van chuyén qua mang té bao va
chia tach trong khi chuyén vao luéi noi bao.

- Exon 2-6: Chirc nang 1a doan gan phdi ta, 1 trung gian cho su tuong
tac véi lipoprotein. M&i modul LR gém 1 doan dai 40 acid amin (a.a) chta 6
Cysteine va 1 vung acid dao nguoc gan dau C tan ma duoc xem 12 vi tri gan
calci. Nghién cau dot bién cia 7 modul LR cua LDLR chi ra rang modul 3-7
dong gop dang ké téi viéc gan manh LDL. Motif LR5 d4 duoc chi ra 1a duy
nhat trong 7 motif LR c6 kha ning gan 2 phdi tir cia receptor gom ca ApoB

va ApoE, trong khi 6 motif khac chi gan ApoB. Vi vay, nhitng dot bién anh
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huong dén motif ndy co lién quan t6i viéc anh hudng tram trong hon viéc di
hoa lipoprotein va vi vay c6 khuynh hudng cao hon duoc lya chon bai tiéu
chuan xac dinh bénh FH [58].

- Exon 7-14: Poan twong dong véi tién than cua yéu t phat trién biéu
md EGF (400 a.a dugc ma hoa boi exon 7-exon 14) duoc tao boi 40 a.a nhic
lai twong dong vai tién than EGF va c6 lién quan véi su tach ra cua receptor
va lipoprotein & noi bao. Hai doan 13p lai dau tién nam lién tiép nhau va ngin
cach véi doan thr 3 bai mét trinh tur 280 a.a ma chtra 5 copy cua 1 motif lap
lai ma mdi doan l3p lai chira 40 - 60 a.a. Poan lip lai dau tién giéng yéu t6
phat trién biéu md ¢ chudi tién than EGF twong tac v&i mot trinh tu dic hiéu
véi PCSK9. PCSKO tinh tién theo sau diéu hoa LDLr ctia gan bang cach gan
véi ching trén bé mat té bao va dan tsi sy thoai hda ching. Cac dot bién lam
tang cuong chirc ning hay 1am tang ai lyc cia PCSK9 vai receptor két qua 1a
lam tang nong do LDL-C huyét thanh & nguoi. Cac dot bién giam chic nang
tac 12 1am giam ai luc cia PCSK9 véi receptor dan téi nong do thap LDL-C.

- Exon 15: M4 hda cho 1 trinh ty gém 58 a.a rat giau serine va threonine,
no la vi tri gan cho lién két O caa chudi duong.

- Exon 16 va dau 5 cua exon 17: M4 héa cho 22 a.a c6 vai tro dac hiéu
cho viéc gan cua receptor vao mang té bao.

- Exon 17-18: La doan bao tuong, trong d6 phan con lai cia exon 17 va
dau 5 cia exon 18 ma hoa cho doan dudi gdm 50 a.a 1a doan nodi bao cua
protein. Pay 1a vi tri twong tac véi bo phan tiép hop clathrin AP-2. Vi vay
quan trong trong viéc tao 16m &o trén bé mit té bao va dong vai trd tuong tac
véi chudi gan phosphotyrosine cua 1 protein tiép néi clathrin dic hiéu duoc
ma hoa boi gen LDLRAP1. Poan con lai cia exon 18 dai 2,6kb ¢ dau 3 1a
vung khong dugc dich ma caa mARN [58],[59].
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Hinh 1.5. Cdu truc cia gen va protein LDLr [60]

1.2.3. Cdc logi dt bién gen LDLR

Dot bién ¢ gen ma hda LDLr 14 nguyén nhan phd bién nhat gay bénh FH
(chiém khoang 80%). Hién nay, gen LDLR c6 trén 1700 dot bién, trong do
1295 dot bién dugc biét 1a cac bién thé doc 1ap (1064 gay bénh, 143 khong
gay bénh, 88 chua ro) [60].
Can ct theo co ché tac dong, dot bién & LDLR chia lam 5 loai chinh:

- Loai 1: ot bién gen LDLR dan t6i khong tong hop dugc LDLr. Nguoi
di hop ti chi san xuét dugc mot nira s6 LDLr.

- Loai 2: Van téng hop duge LDLr nhung nhiing thy thé nay khong thé
roi khoi ludi noi sinh chat dé téi bo Golgi dé thé hién trén bé mat té bao va s&
bi giang cap. Lép 2A thiéu hut hoan toan khi di chuyén téi mang té bao va I6p
2B khi di chuyén c6 thé thiéu hut nhung tc d6 bi han ché dang ké.

- Loai 3: Dot bién dan toi san xuat LDLr bat thuong, LDLr ndy c6 thé di
chuyén téi bé mit té bao nhung khong thé gan véi LDL-C.

- Loai 4: Loai hiém, LDLr tong hop duoc nhung khéng t6i duoc 18m ao
& mang té bao do d6 khong van chuyén dugc LDL-C vao trong té bao. Dot
bién anh huong dén don chudi trong bao tuong 1a 4A, con loai dot bién anh
hudng dén ving bac qua mang 13 4B.

- Loai 5: LDLr khi di vao trong té bao khong tach ra dugc, do d6 LDLr
khong thé quay tré lai mang té bao va bi giang cap [18],[61].
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Sy lién quan gitta loai chirc niang cua dot bién va mic d6 ning caa bénh
da duoc thiét 1ap va bénh nhan mang dot bién 16p 1 thi bi anh huéng ning
hon nhiing ngudi mang 1 dot bién cia cac nhdm con lai. Trong dit liéu co so
cia UMD-LDLR trong s6 288 d6t bién don nucleotide thi c6 42% (121/288)
2 16p 2B; 31,9% (92/288) Ia 16p 1; 13,5% (39/288) 14 16p 5: 7,6% (22/288) 1a
16p 2A:; 3,8% (11/288) 13 16p 4A va 1% (3/288) Ia I6p 3. Dot bién 16p 1 chu
yéu 1a dot bién vo nghia va dot bién dich khung (66,3% 1a v6 nghia va 30,4%
1a dot bién dich khung va 3,3% la sai nghia); 62% cua ching nim & exon 2
dén exon 6 ma hoa cho mot nira chudi gan phéi tir cho mot nira va ¢ exon 7
dén exon 14 ma hda cho chudi gibng EGF cho ntra con lai. Dot bién 16p 2B
chu yéu 1a dot bién sai nghia (92,6% sai nghia va 7,4% la dot bién dich
khung) va 71% cuia chliing nam & exon 2 dén exon 6 ma hoa cho chudi gan
phdi tir. Dot bién 1op 5 chi yéu 1a sai nghia (95% sai nghia va 5% la dot bién
viing néi) va 95% caa chldng nam & exon 7 dén exon 14 ma hoa cho chudi
gidng EGF. Dot bién 16p 2A, 3 va 4A chi yéu 1a sai nghia (59% 1a sai nghia
va 22% vo nghia va 19% dich khung) va 67% cua ching nam ¢ exon 7 dén
exon 14 ma hoa cho chudi giéng EGF [58].

Ban dau mot sé thiéu hut dau tién ¢ gen LDLR c6 dic trung 13 cac mat
doan 16n duogc xac dinh bang Southern blooting. Sau d6 véi sy ra doi cua cac
phuong phap méi va don gian hon trong viéc chi ra nhimg thay dbi nho (thay
d6i ¢ 1 base ctia gen) nhu: Giai trinh tu tu dong truc tiép san pham PCR,
SSCP (single strand conformational polymorphism), RFLP (hién tugong da
hinh vé chiéu dai cac doan DNA)... Ngay cang nhiéu dot bién & gen LDLR
duoc chi ra, bao gom: Sip xép lai doan 16n, codon két thic sém, thay thé 1
a.a, dot bién ¢ ving promoter tic dong dén su sao chép gen, dot bién anh
huong dén sy kéo dai cuia pre-mARN. Biéu rat thi vi 1a cac dot bién cua gen

LDLR anh huéng dén chirc ning cua no trai dai sudt chiéu dai cia gen va hau
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hét mdi thay thé amino acid don ma dd duoc tim thiy déu c6 tac dong co hai
Ién chirc nang cua receptor [61]. Theo bao cao cua Hoi Tim mach Anh dua
trén sb liéu dot bién gen LDLR trén toan thé gidi tinh dén nam 2005 tan suat
dot bién gen LDLR gip chu yéu la thay thé nucleotide chiém 73,5% (76,6%
trong sb nay Ia thay thé don nucleotide) va mat nucleotide chiém 19,4%: thém
nucleotide va lip doan gap véi ti 1& thap. Dot bién sai nghia gen LDLR do
thay thé nucleotide cing loai chiém 55,9% tan suit gip cao hon su thay thé
nucleotide khac loai (42,5%) [58].

Vi tri 3CpG5 duoc biét 1a hot spot cho dot bién ¢ nguai vi n6 ¢é thé trai
qua phan tng kha amin oxy hda cua 5methyl Cytosine. Gen LDLR gém 123
CpG dinucleotide chiém 4,8% trinh tyw m4 hoa. Ti Ié nay ciing twong tu ti I&
cac CpG (3,7%) o trinh tuw ma hda caa phan 16n cac gen lién quan vai bénh tat
ciia con ngudi nam trén nhidm sic thé thuong. Cysteine, Tryptophan va
Aspartat ¢6 vai trd dic hiéu vai hoat dong cua protein vi vay cac dot bién sai
nghia lién quan t&i Cac a.a nay thuong gay anh huong hon so véi cac a.a con
lai [58].
1.2.4. Anh hwéng dén kiéu hinh ciia dgt bién gen LDLR

Kiéu hinh biéu hién trén 1am sang caa bénh FH do dot bién gen LDLR
rat thay doi, n6 phu thudc vao loai dot bién va mic do6 hoat dong con lai
cia gen LDLR c6 lién quan véi mdi phan cua alen dot bién. C6 thé chia
muc ¢ biéu hién kiéu hinh trén 1am sang bénh FH do d6t bién gen LDLR
thanh 2 loai:

+ Dot bién dang nang:

Dot bién dang nang bao gom: Dot bién dong hop tir, dot bién di hop tu
két hop, dot bién stop codon, hau hét cac dang dot bién nay c6 biéu hién kiéu
hinh rat ram rd, u vang & nhiéu vi tri véi dién rong trén co thé. Nong d6 TC

va LDL-C tang cao 10 rét trong mau.
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+ Dot bién di hop tur:

Bénh nhan FH di hop ta biéu hién kiéu hinh it ram rd, triéu chiing u
vang trén 1am sang va ting TC, LDL-C trong mau c6 thé khdng gip ¢ bénh
nhan FH di hop tir [62]. Tuy nhién, tic dong cua mdi truong hoic yéu td di
truyén khac sé lam ting nguy co mac cac bénh tim mach & bénh nhan FH di
hop tir c6 biéu hién kiéu hinh tiém tang [52].

Nhiéu nghién ctiu da duoc thuc hién chi ra rang su thay d6i ¢ cac locus
gen khac nhau cd thé anh huong dén kiéu hinh 1am sang bénh FH ¢ bénh
nhan dot bién gen LDLR, nhung hau hét trong s6 nay chua két luan dugc vi
nghién cau chi thuc hién trén sé lugng nho bénh nhan [62]. Miac du cac dot
bién & cac doan dic hiéu caa gen LDLR Iam suy giam chirc niang dac hiéu cua
doan twong ung trén LDLr, van dé nay chi co thé giai thich mot phan su biéu
hién kiéu hinh ndi bat c6 gia tri caa bénh. Biéu hién kiéu hinh caa bénh FH
chiu su tac dong cua rat nhiéu yéu té, chinh vi vay cac dot bién khac nhau
trén cung mot doan va tham chi cung 1 loai dot bién & cac bénh nhan khac
nhau thé hién su khac nhau vé dic diém 1am sang [63].

Nghién cu trén 86 bénh nhan FH chau A: Bénh nhan vai dot bién gen
LDLR c6 noéng d6 LDL-C cao hon c6 ¥ nghia (p<0,05), ti Ié mic u vang cao
hon ¢6 ¥ nghia (p<0,05) va bénh tim mach cao hon 2 1an so vé&i bénh nhan
khong co dot bién gen LDLR [33].

1.2.5. Pa hinh kiéu gen LDLR va méi lién quan dén bénh FH
1.2.5.1. Pa hinh don nucleotide (SNP- single nucleotide polymorphism)

Su khéc biét cho mdi ca thé duoc tao boi da hinh thai cua cac gen. Hién
tuong da hinh thai don nucleotide 12 su khéac nhau vé trinh ty DNA xay ra khi
mot nucleotide don A, T, G, C ¢ trong b gen (hay trong céac trinh tu duogc
phan Iap khac) khac nhau giira céc ca thé ciia mot loai hay giira cac cip nhiém

sac thé cia mot ngudi. Bo gen nguoi voi 23 cap NST (22 NST thudng va cap
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NST gigi tinh) chira khoang 3,2 ti bp. Gidng nhau giira cac ca thé dén trén
90% va khoang 1% sy khac biét con lai chu yéu biéu hién boi cac SNP [64].
Pa hinh don nucleotide 1a mot hién twong phd bién, duge coi 13 hau qua
cua nhiing dot bién diém thay thé mot cap nucleotide. bé phan biét dot bién
va SNP thi ngudi ta dua vao tan s xuat hién trong cong dong. Néu nhimg dot
bién xuét hién > 1% trong quﬁn thé dan cu thi duoc coi la SNP. Theo dit lidu
ciia Trung tdm Thong tin Cong nghé sinh hoc Qudc gia (NCBI) tinh dén
thang 6.2012 c6 khoang gan 19 triéu SNP trong bd gen ngudi. Cac da hinh
don nucleotide ¢ tinh chung toc. Ciing mdét SNP nhung ti 18 cic bién thé
(variant) trong quan thé, khac nhau giita cac toc nguoi. Tham chi co nhiing

SNP c6 va khong c6 trong bo gen cua nhitng toc ngudi khac nhau.

Hinh 1.6. M6 phéng hién tweng da hinh don nucleotide
Nguon tzr http://www.dnabaser.com/

Hién tuong da hinh don nucleotide c6 thé xay ra trén ving ma hoa (exon)
va khéng ma hoa (intron) cua gen. C6 nhitng SNP lam thay doi a.a, dan dén
c6 thé anh huong dén ciu tric va chirc ning phan tir protein. Nhitng SNP nay
thuong 1a do thay d6i nucleotide tai vi tri dau tién hoac thir hai cua bo ba ma
hoa. Vi du CGC chuyén thanh CCC, hay GCT chuyén thanh CCT. Con nhiing

thay thé nucleotide ¢ vi tri thir 3 trong bd ba mé hoa thuong khdng lam thay
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d6i a.a. Vi du CCT chuyén thanh CCG. Nhiing thay thé nay duoc goi 1a cac
silent SNP. Céc silent SNP khong lam thay doi trinh tu a.a, nhung néu nam
trén cac ving chirc ning quan trong, ciing c6 thé gy ra cac tic dong dén chirc
nang sinh hoc ctua gen do.

Su khac biét trong trinh tu DNA ¢ ngudi ¢6 thé anh huong dén sy phat
trién bénh tat, sy dap ung voi cac tac nhan gay bénh, hoa chat, thude, vacxin,
stress. Tuy nhién, tng dung I6n nhat caa SNP trong nghién ctu y sinh hoc 1a
so sanh c&c vlng gen giira cac nhom ngudi V6i nhau (chang han gitra nhom
nguoi bi bénh va khong bi bénh), tir d6 xac dinh mdi lién quan gitta SNP voi
su hinh thanh va phat trién caa bénh va tién hanh sang loc, tu van di truyén
cho cac ca nhan mang nhitng bién thé c6 nguy co mac bénh cao [65].
1.2.5.2. Tinh da hinh cua gen LDLR

Céac da hinh thai don (SNP) c¢6 thé tac dong riéng & hoic nhiéu SNP ¢d
thé hoat dong hiép dong dé gay ra su khac biét vé chirc nang giita cac kiéu
hinh (haplotypes). Tuong tac giita nhiéu SNP c6 thé cing anh hudng dén
nguy co mac bénh. Néu chi danh gia SNP c4 nhan doc lap ma khdng xem xét
cac hinh thirc tuong tac SNP-SNP (ngay ca trén cac SNP cho thay mdéi lién hé
rat yéu vai ti 18 chénh léch uéc tinh) s& kho phat hién ra cac mirc do tuong tac
gitta cac SNP lén kiéu hinh [66],[67]. Céac bién thé khdng c6 chiic ning
thuong duoc phat hién trong truong hop tang cholesterol mau tién phat, so
v6i cac bénh nhan FH kiéu hinh ting cholesterol thudng nhe hon, muc do
biéu hién kiéu hinh trong gia dinh thuong thap hon. Trén thyc té, hau hét cac
nhém d6i tuong trén dugc chan doan 1a tang cholesterol mau da gen, va dugc
cho rang cac SNP di truyén pho bién trong dan sé lién quan téi kiéu hinh nay
[68],[691,[70].

Gan day mot sd luong dang ké cac bénh nhan FH khong cé cac dot bién

gay bénh di biét trudc, 1am ting s6 lwong SNP lién quan dén ting cao LDL-



25

C, do d6 c6 thé nguyén nhan lién quan dén da gen [71],[72],[73]. Mot s6
nghién ctru trén toan bo hé gen - Genome Wide Association Studies (GWAS)
duogc thuc hién trong thap ky qua da tiét 16 rang sy bién doi & mot s6 vi tri
LDLR c6 lién quan d&n mic do LDL-C [74],[75]. Cac GWAS chi ra LDLR Ia
mot gen @ng ctr vién cho ting cholesterol mau da gen. Vi du, kiéu gen thi
phat SNP rs6511720 gen LDLR c6 lién quan dén viéc giam 6,99 mg/dL trong
téng muc cholesterol [76] va bién thé nay di duoc dua vao diém sé gen LDL-
C do Talmud dé xuat, tuy nhién chtic ning ctia nd van chua rd [71].

Trong nghién cau vé cac SNP pho bién va hiém trén gen LDLR & quan thé
nguoi da den Nam Phi ndm 2013 [77], cho thdy mot SNP hau nhu rat hiém
rs17249141 (c.-217C>T) tai viing promoter lién quan téi giam nong do LDL-
C c6 y nghia thong ké (p=0,05). Trong khi d6 4 SNP khac (rs2738447,
rs14158, rs2738465 va 1s3180023) lién quan c6 y nghia théng ké véi ting
nong do LDL-C trong méau. Nghién ctu chi ra rang su két hop tuong tac giita
cac SNP: block 1 (rs11669576; rs72658862; rs5930; rs1569372; rs5929) cho
2 kiéu gen tuong tic GCGGC lién quan voi su giam LDL-C (p=0,03) va kiéu
gen GCAAC lién quan toi tang LDL-C (p<0.01), block 3 (rs5927; rs14158;
rs3826810) 2 trong 3 kiéu twong tic gen nay lién quan toi ting LDL-C Ia
AGG (p=0,03), GAG (p=0,01), kiéu tuong tac gen thtr ba (GGG) trong block
3 xuat hién trong nhém chang cha yéu va c6 maéi lién quan véi nong do thap
LDL-C. Chi duy nhat kiéu tuwong tac gen GC trong block 4 (rs2738465;
rs1433099) cho thidy méi tuong quan Véi néng do thap LDL-C. Hay trong
nghién ctu cua Rafigq va cong su cho thay 2 bién thé rs688 (c.1773 C>T) va
rs5925 (c.1959 T>C) trén gen LDLR duoc xac dinh la nhiing bién thé c6 chic
nang tang kha nang ghép ndi exon, ¢ lién quan mat thiét véi tinh trang tang
LDL-C trong mau [78].



26

Do d6, ngoai xac dinh cac dot bién xuat hién trén bénh nhan FH, cac bién
thé SNP ciing can dugc xem xét khi danh gia mdi twong quan giira kiéu gen
va tinh trang tang TC va LDL-C trong mau.

1.2.6. Chwong trinh qudn 1y va chién lwgc sang lec bénh FH

Cac qudc gia trén Thé gidi da co nhiéu chuong trinh sang loc bénh nhan
FH trong cong ddng nham han ché thiét hai vé sic khoe va kinh té do bénh
FH gay ra [79]. Mot sb chién luoc sang loc bénh nhan FH tai cong déng duoc
duara dola[7]:
(1) Sang loc co hoi (cho bénh nhan kham ban dau)
(2) Sang loc hé thdng (cho tré em va thanh thiéu nién- NICE khuyén c4o)
(3) Sang loc phan tang (sang loc chu dich cho gia dinh bénh nhan FH)

nam
. nam FH

. ni¥

Hinh 1.7. M6 hinh sang lgc phan tang bénh FH [80]

Sang loc phan tang dugc danh gia 1a ¢6 hiéu qua trong phét hién va diéu
tri sém bénh FH va lam ting tudi tho, giam nguy co mac bénh mach vanh va
mang lai loi ich vé mat kinh té trong viéc giam chi phi diéu tri [81].

Tai Uc, md hinh nghién ctu Markov véi tam nhin 10 nim di duoc xay

dung dé md phong su khoi dau cia CHD lan dau tién va cai chét trong nhiing
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ngudi than cua bénh nhan FH dugc xac nhan di truyén. M6 hinh bao gém 3
trang thai sac khoe: "séng khéng c6 CHD", "séng véi CHD™ va "tir vong".
Phan tich so sanh cac hau qua 1am sang va chi phi sang loc phan tang so Vi
khong sang loc. M6 hinh wdc tinh rang sang loc bénh FH s& 1am giam ti 16
mac CHD trong 10 nam tir 50% xudng 25% & nhiig ngudi mac bénh FH, chi
phi diéu tri tiét kiém duoc 4155 d6 la mdi nim cho bénh nhan FH so voi
khong sang loc. Ctir 100 nguoi duoc sang loc, ¢ tong thai gian séng thém 1én
24,95 nam. Do d6, sang loc bénh nhan FH theo tang, st dung xét nghiém di
truyén bo sung do nong dd LDL-C trong huyét twong va diéu tri bang statin,
la bién phép hiéu qua vé chi phi dé ngin ngira CHD & céc thanh vién trong
gia dinh c6 nguy co mac bénh FH [82].

Mot nghién cau tong quan hé thong phan tich chi phi hiéu qua ciaa sang
loc phan tang bénh FH tai chau Au tir 119 nghién ctu (2002 — 2015) dua ra
két luan: Sang loc phan tang va xét nghiém di truyén cac ngudi than cua bénh
nhan FH két hop véi chi sé 1am sang va xét nghiém lipid mau dé chan doan
bénh FH da dugc chiing minh 1 rat c6 hiéu qua vé chi phi trong cac nghién
ctru dugc thu thap [83].

1.2.7. Cdc nghién cuu trong va ngoai nwoc lién quan
a, Nuoc ngoai:

Nhiéu nghién ctu duoc thuc hién trén thé gisi va trong khu vyc trén
bénh nhan FH cho thiy ti I& dot bién chiém ti I& cao & cac exon 3, 4, 9, 13 va
14. Nghién ctru cua Humphries S E va cong su & Anh (2006) trén 409 bénh
nhan FH, trong d6 158 bénh nhan (38,6%) c6 CHD, sang loc dot bién trén
exon 3,4,6-10 va 14 cua gen LDLR, exon 26 cua gen ApoB, két qua phat hién
ra dot bién & 253 bénh nhan (61,9%), trong d6 c6 236 bénh nhan (57,7%)
mang d6t bién gen LDLR, 10 bénh nhan (2,4%) mang d6t bién gen ApoB va 7
bénh nhan (1,7%) mang dot bién PCSK9. Bénh nhan FH phét hién dot bién
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trén gen LDLR, PCSK9 ¢6 nguy co mac CHD cao hon do su khac biét co y
nghia thong ké vé nong do cholesterol mau so voi nhitng nguoi khong phét
hién dot bién véi p = 0,001 [84]. Mot nghién ciu khac trén quan thé nguoi
Anh cho thay ti I& dot bién & exon 4 1a cao nhat (28%), tiép theo la exon 14
(21%), exon 3 1a 10% [85]. Mot nghién ciru thuan tap cua Cristina Maglio va
cong su & Thuy Dién (2014) trén 77 bénh nhan FH theo tiéu chuan DLCN, c¢6
29% bénh nhan cé u vang gan, 23% c6 tién sit CHD, 87% cd tién sir gia dinh
tang cholesterol mau, thuc hién sang loc dot bién gen LDLR, ApoB, PCSK9
phat hién 50 bénh nhan (64,9%) mang 26 loai dot bién khac nhau trong d6 co
23 dot bién ¢ gen LDLR tap trung chi yéu & exon 3 va exon 4; c6 2 dot bién
trén ApoB, 1 dot bién trén PCSK9. Trong 26 dot bién khac nhau, co 12 dot
bién sai nghia (46%) dan dén su thay doi a.a trong chudi protein, 7 dot bién
(27%) vo nghia (ca dot bién dung codon hoic dich khung). Mét trong cac dot
bién pho bién nhat, duoc tim thay trong 12 bénh nhan (24%) 14 mot stop-
codon & vi tri 99 trén gen LDLR [86]. Nghién ciru thuan tap cua Jannes C E
va cong su ¢ Brazil (2015) trén 248 bénh nhan FH, xac dinh dét bién trén gen
LDLR, exon 26 cia ApoB, exon 7 cua PCSK9, két qua cho thay 70 dot bién
khac nhau trén gen LDLR nam chu yéu trén exon 4 va 14; 2 d6t bién trén gen
ApoB, khong tim dugc dot bién nao trén gen PCSK9 [87]. Két qua nghién cau
cua Henderson va cong su (2016) cho thay nong d¢6 TC va LDL-C cao hon
d6i voi ngudi mang dot bién dong hop tir so véi ngudi di hop tir. U vang duoc
quan sat cO tan suat cao hon v&i ngudi mang dot bién dan téi 1 protein kich
thugc bat thuong (dot bién vo nghia, 1éch khung va dot bién vi tri ndi) hon 13
ngudi di hop tir mang dot bién sai nghia. Khong c6 su khac nhau nao dugc
quan sat vé sy xuat hién cua bénh mach vanh gitta dot bién sai nghia va céac
dot bién dan t6i protein co kich thuéc bat thuong. Cac dot bién dan téi mot

protein ¢ kich thudc bat thuong 1a nguén goc caa kiéu hinh tram trong hon
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dot bién sai nghia. Nghién ctru ndy phan tich dot bién & 18 exon gen LDLR va

két qua dugc thé hién nhu sau:
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Hinh 1.8. Ti 1¢ cac logi dgt bién ¢ cac exon cia gen LDLR [60]

Nghién ctru cua Fouchier va cong su (2001) thuc hién trén 1641 bénh
nhan FH nguoi Ha Lan dugc lam xét nghiém gen trén 18 exon cua gen LDLR
bao gom: DGGE, giai trinh tu gen, Southern blotting cho két qua phat hién

159 @6t bién, tan suat dot bién cao nhat 12 & exon 4 va 9 [88].

Nghién cuu cua Mahdis Ekrami va cong su (2018) ¢ Iran trén 80 bénh
nhan FH duoc chan doan theo tiéu chuan Simon Broom, tat ca bénh nhan
trong nghién ctiru déu c6 tién str gia dinh méic bénh CHD. Sang loc dot bién
trong 4 exon (3,4,9,10) ctia gen LDLR cho thay mot dot bién mai trong exon 3
(C95W, ¢.285C>G) va 1 dot bién dugc mo ta trude ddy trong exon 4 (D139H,
¢.415G>C). Bénh nhan mang dot bién ¢.285C>G 1a mot dira tré chin tudi, ni,

c6 tién sir mac bénh CHD va c6 u vang, dot bién ¢.415G>C ¢ mot bénh nhan
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nit, 65 tudi co ca CHD va u vang gan. Tién hanh 1ap pha hé cho 2 bénh nhan
nay thay phu hop véi kiéu di truyén troi trén NST thuong [89]. Nghién ciu
cua Ying-Tat Mak va cong su nam 1998 trén 30 bénh nhan FH ngudi Trung
Qudc bang phuong phap SSCP va giai trinh tu gen ca ving promoter va 18
exon cua gen LDLR dua ra két luan: C6 18 loai dot bién gen trong cac
promoter va 10 exon & 21 bénh nhan c6 dot bién, tan suét cao nhit 1a exon 4
va exon 9; 9 bénh nhan khong c6 dot bién [90]. Nghién ctu ctia Khoo KL va
cong su nam 2000 gém 86 bénh nhan Nam A (Malaysia, Trung Quéc, An Do)
duoc chan doan bénh FH dua vao triéu chang 1am sang, sau khi lam DGGE
va giai trinh tu gen toan b6 18 exon cua gen LDLR va exon 26 cua gen ApoB
thi 73% (64 bénh nhan) khong tim thay dot bién, 22 bénh nhan co dot bién
gen LDLR, trong d6 dot bién & exon 4 chiém ti 1¢ cao nhat [33]. Nghién cuu
cuia Ashavaid va cong su (2000) trén 14 bénh nhan FH & An D9, két qua cho
thay tan suat dot bién gen LDLR cao nhat & exon 4, sau d6 1a exon 3, 9, 14
[91]. Nghién ciru cua Wenxin Yu va cong su (2002) trén 200 bénh nhan FH ¢
Nhat Ban, c6 37 bénh nhan c6 dot bién gen LDLR, tan suat dot bién cao nhét
& exon 3, 4,9, 14 vai ti 1€ twong tmg nhu sau: 9/200 = 4,5%; 3/200 = 1,5%;
3/200 = 1,5%; 3/200 = 1,5% [92]. Nghién ctru cua Jui-Hung Chang va cong
sy (2003) trén 58 bénh nhan FH ¢ Trung Qudc, xac dinh dot bién trén 18
exon gen LDLR, phat hién duoc 10 dot bién & cac exon 3, 4, 9, 13 va ti & dot
bién phét hién duoc trén exon 4 va exon 13 14 cao nhat déu chiém 5,1% [93].
Nghién ctu ciia Samia Perwaiz Khan va cong su (2011): Trong tong s6 120
bénh nhan FH ¢6 42 truong hop bénh nhan di hop tr véi xanthoma va LDL-C
> 160 mg/dL. Hai dot bién da dugc ghi nhan trong exon 3 va exon 4 gen
LDLR [94]. Nghién ctu cta So Min Han va cong su (2015) trén 69 bénh nhén
FH Han Qudc, xac dinh dot bién trén 18 exon gen LDLR d3 phat hién 23 dot
bién, trong d6 dot bién trén exon 4 chiém tan suat cao nhat 11,6% [95].



31

b, Trong nuoc:

Nghién ciu cta Pham Thi Minh Huyén (2016) thuc hién giai trinh tu
exon 3, 4 gen LDLR trén 50 bénh nhan FH nguoi I6n, theo tiéu chuan
MEDPED d3 phat hién duoc 4 loai dot bién: 1 dot bién c.78G>A trén exon
3; 8 bénh nhan c6 dot bién trén exon 4 véi 3 loai dot bién: ¢.368C>G;
c.191G>T; ¢.351T>C va chua thidy méi lién quan vé ti 16 mac bénh mach
vanh, u vang, cac chi sé lipid mau (TC, triglyceride, HDL-C, LDL-C) &
nhom co6 dot bién va khong dot bién [96].

Két qua nghién ctu cua Lé Thi Yén (2019) thuc hién trén 50 bénh nhan
FH ngudi 16n (theo tiéu chuan chan doan cuia MEDPED), nghién cau phan
tich dot bién trén exon 4, 14, 17 gen LDLR, két qua di xac dinh duoc 3 dot
bién trén exon 4 géom: c.664T>C di hop tu, ¢.502G>T di hop tir va
¢.694+1G>C di hop ti (ghép ndi); trén exon 14 c6 2 dot bién: ¢.2030G>A di
hop tir va ¢.1991_1997delinsAGGCAGACCTCTCCT di hop tir; trén exon 17
c6 2 dot bién: c.2544dupC di hop tir va ¢.2480T>A [97].

Do @6, trong nghién ctru nay chung toi lya chon 5 exon cua gen LDLR
c6 tan suat xuat hién dot bién cao nhat dé tién hanh phan tich dot bién gen I
exon 3, exon 4, exon 9, exon 13 va exon 14.

1.3. Mt s6 ky thuat SHPT ng dung trong phat hién dét bién gen

Véi sy phét trién caa SHPT, hién nay cd rat nhiéu ky thuat dé xac dinh
kiéu gen. Mot s6 ki thuat dugc sir dung trong nghién ciru dot bién gen LDLR
nhu: Ky thuat khuéch dai gen PCR, k¥ thuat giai trinh tuy gen san pham PCR
(DNA sequencing of PCR products), phan tich tinh da hinh chudi don SSCP
(Single-strand conformation polymorphism analysis), phan tich DGGE
(Denaturing gradient gel electrophoresis), phuong phap MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification), Real-time PCR, Southern blooting,

giai trinh tu gen thé hé méi NGS (Next generation sequencing). Phuong phap
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SSCP wu diém Ia ré hon nhung c6 mot sé han ché: Cac dot bién can phat hién
1a cac dot bién cua vung hostpot, thiét ké enzyme cat dung vi tri xay ra dot
bién. Phuong phap DGGE thi khong dac hiéu nén van phai kiém tra lai bang
giai trinh tu gen. MLPA va southern blooting thi hiru hiéu cho viéc phat hién
thém, mat doan 16n. Giai trinh ty gen thé hé mai 1a mot cong cu hién dai voi
cac vu diém: (1) Khong doi hoi thao tac khuéch dai cac doan gen dich. (2) Co
thé dé dang bao phu ving c6 mat 6 GC cao hoic c6 d lap lai cao (d6 chinh
xac cua SMRT sequencing Ién t6i 99.999%). (3) C6 d0 chinh xac cao hon
trong viéc dinh luong cac dot bién cé tan sé thap. (4) Cé thé doc duoc trinh ty
tir DNA khudn dai (vi du trung binh chiéu dai trinh tu duoc doc cia SMRT 12
8-15kb va 1én dén tsi 40-70kb). (5) Téc do doc nhanh, toc do giai trinh tu
hiéu qua theo thoi gian. (6) Xac dinh tryc tiép cac bién doi vat chat di truyén
co s& trén bo gen. Tuy nhién nhugc diém 16n nhat cua ky thuat NGS 1a k§
thuat v cing phac tap, doi hoi nguoi thuc hién phai co trinh do vé ky thuat
va chi phi cho héa chat trang thiét bi cao [98]. Con giai trinh ty truc tiép cac
san pham PCR c6 nhiéu wu diém: Cho phép phat hién tit ca cac dot bién, dac
biét 14 cac dot bién diém vi vay day ciling 1a phuong phap dugc lya chon trong
nhiéu nghién ctu vé dot bién gen LDLR [46] va ciing 1a phuong phéap duoc
lua chon trong nghién ctru cua chang téi. Vi vay trong nghién cau nay ching
t6i chi trinh bay vé ky thuat PCR va giai trinh ty gen bang may giai trinh tu tu
dong theo nguyén tic cua Sanger.

1.3.1. Ky thudt khuéch dai gen - polymerase chain reaction (PCR)

Nguyén tic chung: Dya vao hoat tinh cua cac DNA polymerase c6 kha
nang tong hop mach DNA méi tir mach DNA khuon, véi nguyén liéu 1a bon
loai nucleotide. Phan tmg nay doi hoi su ¢ mat caa nhitng moi xudi va moi
nguoc c6 trinh ty bd sung véi hai dau cua trinh tu DNA khudn. Phan tng

PCR 1a mot chudi nhiéu chu ky ni tiép nhau, mdi chu ky gém ba budc:
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- Budc 1: La giai doan bién tinh (denaturation), phan tir DNA duoc bién
tinh & nhiét do cao hon T,, (nhiét do néng chay) cua phan ta, thuong la 94°C -
95°C trong vong 30 gidy - 1 pht.

- Budc 2: La giai doan bat cap (annealing). Nhiét do duoc ha thap cho
phép cac mdi bat cap vai khuon, dao dong trong khoang 40°C - 70°C, tuy
thudc T, ciia c&c mdi sir dung va kéo dai khoang 30 gidy - 1 pht.

- Budc 3: La giai doan téng hop hay kéo dai (extension). Nhiét do duoc
taing 1én 72°C dé DNA polymerase 1a cac polymerase chiu nhiét (Taq
polymerase, Tth polymerase, Pfu polymerase, ...) hoat dong tong hop tét nhét.
Thoi gian phu thude vao do dai cua trinh tw chudi DNA can khuéch dai,
thuong kéo dai tir 30 gidy dén nhiéu phut.

Sau mdi chu ky cac chudi d6i DNA mdi tao thanh s& tiép tuc dugc ding
lam c4c DNA nén dé tong hop cac DNA méi trong chu ky tiép theo. San
pham cubi cua phan (ing PCR 1a nhiing doan DNA mach kép c6 chiéu dai la
khoang céch gitta hai doan gen mdi va hai dau tan clng cua san pham dugc
xéac dinh boi dau tan cung 5° cia hai doan gen méi [99].

S6 lugng san pham DNA tao thanh khi hoan thanh phan tmg PCR duoc
biéu thi bang cong thae: N = A.2"

Trong d6 N: S6 lugng san pham DNA tao thanh
A: S6 DNA khuén ban dau trong mau
n: Sb chu ky caa phan tng.
1.3.2. Gidi trinh tw gen biang mdy tw djpng theo nguyén tic Sanger

Giai trinh tu gen 1a k§ thuat phat hién duoc tha tu siap xép cua 4 loai
nucleotide trén phan tr DNA. Nam 1977 Sanger va cong su da phat minh ra
k§ thuat giai trinh tu gen bang phuong phap enzyme.

Hién nay, cac phong xét nghiém thuong sir dung may giai trinh tu gen tu

dong hoan toan thiét ké trén nguyén tac cua Sanger. B¢ thuc hién duogc giai
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trinh tu gen biang may tu dong thi cdc mach DNA don san sinh trong 6ng
phan @ng giai trinh tu phai duge ddnh dau huynh quang dé cac vach dién di
cua cac mach don nay phat sang khi di qua mot chim tia sang laser. Cau tao
cia mot may giai trinh tu ty dong gom 2 phan chinh: Phan dién di véi gel
polycrylamid va phan phét hién cac vach dién di. Phan dién di polycrylamid
c6 thé 1a mot ban gel hay 1a mot dng mao quan chira gel. Phan phat hién vach
dién di 1a nhitng con mat cam quang va mét chum tia laser di qua truéc no.
Nguyén tic hoat dong cua may la trong sudt qua trinh dién di, mdi khi c6
vach dién di di qua chum tia laser thi vach dién di s€ phat sang Ién va sy phat
s&ng nay s& duoc con mat cam quang ghi nhan va luu lai thanh mot dinh
cuong do sang trong biéu do. Tir biéu d6 cua cac dinh cuong do sang nay,
may s& so dong cua cac dinh tuong (g véi cdc mau, cudi cling phan tich
thanh trinh tu cua doan DNA.

Véi cac may thé hé mai sau nay, ngudi ta ding 4 mau huynh quang khéc
nhau dé danh dau 4 loai ddNTP. Nho vay phan ¢ng giai trinh tu ¢6 thé thuc
hién trong 1 6ng nghiém va chi can dién di trén 1 hang ma khdng phai trén 4
hang nhu trude ddy, hé théng dién di thuong 1a dién di mao quan. Phuong
phap giai trinh tu gen cho phép phat hién tat ca cac dot bién, dic biét la cac
dot bién diém.

Nhitng két qua phan tich gen trén may giai trinh ty ty dong cua ting
bénh nhan va nguoi than trong gia dinh bénh nhan sé& gilp chan doan xac
dinh bénh FH; toan bo cac d6i twong nghién ctu trén s& duoc tu van di truyén
va tu van phong bénh phi hop.

Viéc 4p dung sang loc phan tang va xét nghiém gen gay bénh FH da
duogc thuc hién ¢ nhiéu nudc trén thé gidi. O Viét Nam, thdng tin vé gen gay
bénh ciing nhu sir dung sang loc phan tang dé phét hién bénh van chua c6

nhiéu nghién ctu duoc thuc hién, déng thoi ciing chua thiét 1ap dugc ban d6
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dot bién gen LDLR & nhimg gia dinh c¢6 bénh nhan FH; nhiéu nha khoa hoc
nudc ngoai quan tdm va mudn cong tac nghién ctu van dé nay trén quan thé
nguoi Viét Nam, do d6 kha niang cong bd két qua nghién ctu trén cac tap chi
qudc té 1a chic chan.

Dé tai thuc hién két hop gitra ba co so ¢6 bé day vé 1am sang va nghién
cau y hoc la Truong Pai hoc Y Ha Noi, Bénh vién Nhi Trung wong va Bénh
vién Tim Ha Noi. Ba co sé nay co day du diéu kién thuan loi dé sang loc, lua
chon bénh nhan ciing nhu cac trang thiét bi, khoa Xét nghiém hién dai dé thuc
hién nghién ciru. Cac diéu kién nay sé gitp nghién ciru c6 dugc thanh cong va
nhitng két qua co6 gia tri va dong thoi trong twong lai két qua caa nghién cau

s& duoc tng dung va phét trién hon nia.
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Chuong 2
POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Pbi twong nghién ciru
2.1.1. NhOm bénh nhi:

Bénh nhi < 16 tudi dugc kham va chan doan bénh FH tai bénh vién Nhi
Trung uong theo tiéu chuan lua chon va loai trir sau:

£ Tiéu chuan lya chon:

- Bénh nhi dap ng tiéu chuan Simon Broome:

(1) TC méau > 6.7 mmol/L hoic LDL-C >4.0 mmol/L & tré em <16 tudi.

(2) Triéu chung kém theo:

+ Xanthoma gan xuat hién & bénh nhan hoic cé & thé hé c6 mbi quan hé
huyét théng bac 1 v&i bénh nhan (cha me, anh chi em rudt) hoic c6 & thé hé
c6 méi quan hé huyét thong bac 2 véi bénh nhan (6ng ba, cha, di).

- B6, me hoic nguoi bao trg va bénh nhi FH déng y cho bénh nhi tham
gia nghién cuu.

& Tiéu chudn loai triv:

- Bénh nhi mic mét trong cac bénh sau: Cuong giap, suy giap, hoi ching
than hu, dai thao duong, bénh gan man.

2.1.2. Nhom céc thanh vién trong gia dinh bénh nhi:

- Cac thanh vién trong pha hé 3 gia dinh bénh nhi FH (MS02, MS03, MS15)

+ Gom 45 thanh vién trong pha hé 3 gia dinh

+ Trong d6 30/45 thanh vién trong pha hé 3 gia dinh c6 quan hé huyét
théng di truyén bénh FH.

+ C4c thanh vién trong pha hé 3 gia dinh dong y tham gia nghién cqu.
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2.2. Phuong phap nghién curu
2.2.1. Thiét ké nghién civu

Nghién cau thyuc hién theo phuong phap nghién ciu hdi ciu két hop mo
ta cat ngang.

2.2.2. Bién so6 va chi so trong nghién civu

- Tubi, gidi tinh ciia nhém bénh nhi trong nghién cau

- Triéu ching va chan doan trén 1am sang cia cac ddi twong trong 2
nhoém nghién ctu: U vang, dau nguc kiéu mach vanh, ting huyét ap, xo vira
dong tinh mach, NMCT,

+ Chan doan u vang: Ton thuong 1a ca, mau vang nhat, néi cao 1én mat
da, gii han r® rét, hinh tron hoic hinh bau duc. Céc ton thwong lac dau nho,
c6 thé I6n dan, duong kinh cé thé 1én dén 2-3 cm. Khong kém theo trigu
chimg co ning nao. Vi tri thuong gap & gan Achille va gan khép dudi ¢ khép
ngon tay, doi khi co thé gap o khap goi, khuyu tay, mong, giac mac [100].

+ Pau nguc kiéu mach vanh: Theo AHA/ACC xac dinh con dau that
nguc dién hinh do bénh DMV dua trén céc tinh chat:

(1) Pau thit chen sau xuong Gc Vi tinh chat va thoi gian dién hinh

(2) Xuét hién khi gang suc hoac xdc cam

(3) b dau khi nghi hoac dung nitrates

Pau that nguc khong dién hinh: Chi géom 2 trong 3 yéu té trén.

Khong phai dau that nguc: C6 nhiéu nhat 1 trong 3 yéu t noi trén.

- Xo vita dong tinh mach: Trén 1am sang c6 két luan chan doan xo vira
d6ng tinh mach (c&c bac si chan doan hinh anh két luan dya vao cac két
qua siéu &m mach mau).

- Nhbi mau co tim: Trén 1am sang c6 két luan chan doan NMCT (cé4c béac

sT diéu tri chan doan dua vao cac két qua xét nghiém mau, dién tam do).
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Chi s6 lipid mau: TC, LDL-C, HDL-C, triglyceride.
Mot s chi sé hoa sinh - mién dich: AST, ALT, creatinin, glucose,
FT4, TSH.

Két qua dot bién trén exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR.

2.2.3. Phwong tién nghién ciru

a.
>

Hoa chat:

Hoa chét taich DNA tir méu toan phan: Phuong phap Exgene Blood SV
mini (GeneAll, Han Qudc), hoa chat theo kit cua nha san xuat.

Hoa chat PCR:

Mastermix Goldtaq green, mastermix hotstart (trong thanh phan chua
dNTP, Taq polymerase, buffer toi wu phan @ng).

Cac cap moi xudi, nguoc.

Nudc cat khdng co nuclease.

Hoa chat dién di:

Agarose

Dung dich TBE (boric acid EDTA), Ethidium bromide.

Thang DNA chuan.

Hoa chat tinh sach san pham PCR: Theo phwong phap cua Promega
Wizard SV gel clean up system (Promega Inc) gom dung dich gin két
mang, dung dich rira mang, nudc cat khdng cé nuclease.

Hoa chat giai trinh ty gen: Str dung BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) gom:

BigDye Terminator v3.1 (dATP, dCTP, dGTP, dUTP).

BigDye Seq.buffer va cap mdi dac hiéu.

Trang thiét bj nghién ciu

Pipet va dau con cac loai 1000ul, 200ul, 100ul, 20ul, 10pul

Ong PCR
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- Ong eppendorf 1,5 ml, ng Falcon
- Gang tay, gidy thim da duogc vo tring tuyét doi.
- Ong nghiém pha héa chat
- Céc thay tinh, dng dong, binh nén
- Khay db gel
- Candién tur
- May vortex
- M@y hap vo trung dung cu, ti lanh am sau -30°C, ta 4m.
- May ly tim dé ban Eppendorf (D).
- May xét nghiém sinh hoa — mién dich: May C501, C702, E601, E602
cua héng Roche.
- Hé thong dién di ngang Mupid, may PCR Eppendorf (Dic).
- May soi gel va chup anh tu dong.
- May do néng d6 DNA Nano Drop 1000 (M¥).
- Budng u nhiét, budng hdt, 10 vi séng.
- May giai trinh tu gen tu dong.
2.2.4. Cdc ky thudt nghién ciru

Bénh nhan théa man tiéu chuan lua chon duoc thu thap sé liéu theo mau
bénh &n nghién ciu théng nhat. Cac bénh nhan duoc ldy mau 1am mot s xét
nghiém sinh hda, mién dich va tién hanh phan tich gen.

+ Lay mau tinh mach xét nghiém:

Céac d6i twong nghién ctu duoc ldy méau ldc déi (sau khi bénh nhan da
nhin an tir sau 8 tiéng), mot sé bénh nhi qua nho ¢ thé 1dy mau sau khi bénh
nhi da nhin an khoang 3-4 tiéng, gém 4 ml mau tinh mach ngoai vi (2ml mau
chéng dong bang EDTA, 2 ml mau chdng dong bang heparin). Thuc hién mot
s xét nghiém sinh hoa, mién dich, tach chiét DNA. Phan con lai bao quan
trong ta lanh & nhiét do - 30°C.
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+ Phuwong phap, nguyén ly dinh lwong mét sé chi sé xét nghiém

- Phuong phap enzyme so mau: Triglyceride (mmol/L), TC (mmol/L),
HDL-C (mmol/L), LDL-C (mmol/L), ALT (U/L), AST (U/L), creatinin
(umol/L).

- Nguyén ly dién cuc hoa phat quang: FT4 (pmol/L), TSH (uIU/L)

Céc xét nghiém thuc hién trén may phan tich hoa sinh - mién dich tu
dong C702, C501, E601 va E602 tai khoa Xét nghiém, Bénh vién Tim Ha Noi
véi thudce thir, chat chuan cua hdng Roche, kiém tra chat lugng xét nghiém
duogc thuc hién boi hdng Randox.

+ Ky thuat taich DNA tir mau toan phan:

» Téch chiét DNA 1a khau dau tién dé thuc hién quy trinh chan doan xéac
dinh dot bién gen. Pay 1a budc rat quan trong quyét dinh sy thanh cong cua
cac ky thuat tiép sau. DNA tach chiét phai dam bao tinh sach, khong 13n hoa
chat va céac thanh phan khac cua té bao. Quy trinh tach chiét theo phuong
phap Exgene Blood SV mini (GeneAll, Han Quéc) nhu sau:

1- Cho 20 pl dich Proteinase K vao 6ng eppendorf 1,5 ml.

2- Thém 200 pl mau toan phan chéng dong EDTA.

3- Thém 200 ul buffer BL, vortex dé tron hoan toan, u ¢ 56°C trong 10 phit.

4- Thém 200 pl ethanol tuyét dbi va tron.

5- Chuyén hdn hop vao cot SV va li tam 8000 vong/1 phut rdi loai bo dich loc.

6- Thém 600 pl buffer BW, li tam 8000 vong/1 phut roi loai bo dich loc.

7- Thém 700 pl buffer TW, li tam 8000 vong/1 phut rdi loai bo dich loc.

8- Li tam tdc do toi da 13000 vong trong 1 phut va chuyén cot SV vao
tube 1,5 ml.

9- Thém 50 pl buffer AE hodc nudc tiét trung, u ¢ nhiét d6 phong trong 1
phat, li tdm 13000 vong trong 1 phdt.
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> Rura tua bang con 70°. Tua DNA dugc hoa tan bang 50 ml nuéc tinh
khiét. DNA thu duoc s& duoc kiém tra nong do va do tinh sach bang cach do
mat d6 quang ¢ budc song 260/280 nm va kiém tra bang dién di trén gel
agarose.

+ Kiém tra chat lwong DNA

> Phwong phdp quang phé:

v' Nguyén ly do mat do quang: Gia tri mat do6 quang hoc & budc séng
260 nm (OD260) cua cac mau cho phép xac dinh néng do acid nucleic c6
trong mau nghién ctu. Protein hap thy anh sang tir ngoai ¢ budc séng 280nm do
c6 su hap thu cia a.a thom va di vong (tyrosin, tryptophan, phan nho nho
phenylalanine).

v Tién hanh do mat do quang DNA téng so: Lay 1,0 pl DNA tong sb
tach duoc do trén may Nanodrop. Két qua OD ctia mau DNA duoc coi la dat
khi nong d6 khoang 20 ng/pl tro 1én. Véi nhitng mau c6 nong do qua cao (>
300 ng/pl) s& dugc pha lodng dé dwa nong d6 < 100 ng/ul. PO tinh sach cua
DNA duoc do bang ti s6 OD260/ OD280 va mau DNA tinh sach khi ti s6 nay
tr1,8-2,0.

> Dign di DNA

v Muc dich: Kiém tra chat lugng va udc lugng nong do DNA tach
chiét duoc. Bén canh d6 dién di DNA con la phuong phap danh gia két
qua phan tng PCR, xem doan gen duoc khuéch dai c6 dung kich thuéc,
c6 dac hiéu khoéng.

v'Nguyén ly: O pH = 8, acid nucleic mang dién tich am, dudi tac dung
cua dong dién mot chiéu acid nucleic s& di chuyén vé cuc duong. Cac doan
DNA c6 kich thudc khac nhau s& di chuyén khac nhau. Ty muc dich, co thé
sir dung cé4c chat khac nhau dé dién di DNA, pho bién nhat 1a st dung gel
agarose 1,5%.
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v Panh gia két qua: Khi vach dién di rd nét, bang gon, ding kich thudc
doan can khuéch dai chting té phan @ng PCR t6i wu. San pham PCR c6 thé
duoc st dung & cac cong doan tiép theo (giai trinh tu...). Nguoc lai, phan ta
DNA bi dut gdy, 13n nhiéu protein hoic cac tap chat khéc thi hinh anh dién di
la mot vét trai dai khong tao thanh bang gon.

+ Ky thuat PCR khuéch dai exon 3, 4, 9, 13, 14

> Thiét ké moi:

Thiét ké moi dong vai tro quyét dinh thanh cong cua nghién ciu. Myc dich
cua thiét ké moi nhiam khuéch dai dugc cac exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR.

Trong nghién cau ndy ching t6i sir dung moi ty thiét ké, trinh tu moi cho
cac doan exon trong nghién ctu duoc thiét ké dic hiéu voi cac ving trinh tu
dich mong muon. Viéc thiét ké moéi dugc tuan tha chat ché theo nguyén tac
thiét ké mdi cu thé nhu sau [101],[102]:

1. Chiéu dai cua mdi: Mbi téi wu cho phan ung khuéch dai PCR va cho
phan tng giai trinh tu tir 18-24bp, du dé gan dac hiéu va gan vao vai khuon o
nhiét d6 gan moi.

2. Nhiét do nong chay caa moi (T): Téi wu trong khoang 52-58°C, T, >
65°C thuong dé xay ra cac san pham phu thi cap.

> T nén duoc tinh toan can trong, néu T, gia hai moi chénh
nhau qué 5°C phan ung khuéch dai rat kho xay ra.

3. Nhiét d6 gan méi (T,) quyét dinh tinh dic hiéu quan trong cua
phan ung khuéch dai PCR. T, qua cao dan dén viéc gian khong hiéu
qua gitra moi va DNA gdc dan téi hiéu suat san pham PCR thap. T,
quéa thap c6 thé dan toi viéc gan khong dic hiéu gay ra boi viéc bat
cap nham véi san pham phu khéc. T, dugc tinh

Ta=0.3X Ty (Mdi) + 0.7 Ty (san pham PCR) — 14.9

Trong d6: Ty (Mbi): Nhiét d6 ndng chay cua moi

T (san pham): Nhiét d6 ndng chay cua san pham PCR



43

4. Ti lé G, C trong mdi: Ham lugng base G, C trong tong sb base
trong mdi mdi nén trong khoang 40-60%.

5. Kep GC: Su hién dién cua base G, C & 5 base cudi cuing tai dau 3’ cua
mdi mdi vo cuing quan trong quyét dinh kha ning lién két do lién két G va C
thuong manh hon. Tuy nhién dé tranh viéc gin khong dic hiéu, luong base
G,C khéng nén 16n hon 3 trong 5 base cudi dau 3’.

6. CAu tric bac 2: Su hién dién caa cac ciu tric thir cap cua mdi dugc
tao ra boi cac twong tac gitra c4c phan tir moi hoic ndi phan tir moi ¢o thé dan
dén kém hoac khong c6 ning suit cua san pham. Ching anh huéng xau dén
qua trinh @ mau moi va ca qua trinh khuéch dai, do d6 1am giam dang ké “sé
luong thuc” san ¢d cua moi cho phan tng.

- CAu truc kep toc (Hairpins): La cau trdc thir phat duoc tao ra do sy
tuong tac lién két gitra chinh cc base trong moi d6. Nén han ché ciu tric kep
toc nay. Diéu kién toi wu AG kep tdc tai vi tri 3’ nén 16n hon -2 kcal/mol, AG
kep toc bén trong (ngoai trir 5 base dau 3”) nén 16n hon -3 keal/mol.

AG: Nang lugng tu do Gibbs (G) 1a nang luong do dugc tir qué trinh
hoat dong lién két ¢ ap suat khong ddi. N6 1a thude do tinh ty phét cua phan
tmg. D6 6n dinh cua kep toc thudng dugc biéu thi biang gia tri AG cua no,
nang luong can thiét dé pha v& cau trdc tha cap. Gia tri am Ion hon cho AG
biéu thi cap téc on dinh, khéng mong mudn. Su hién dién cua kep toc & dau
3” anh huong xau nhat dén phan tng.

AG = AH - TAS

- Lién két tu than cua moi (Self-dimer): Cau tric nay hinh thanh do sy lién
két gitta 2 mdi don cung loai (vi du mdi 2 mdi xudi ty lién két véi nhau trong
chinh ng stock ban dau). Khi cac méi hinh thanh cac lién két self-dimer s& giam
hiéu qua bat cap voi DNA dich, chung 1am giam ning suét san pham. Diéu kién
t6i vu AG cua lién két tu than tai vi tri 3’ nén 16n hon -5 kcal/mol, AG lién két tu

than bén trong mdi (trir 5 base dau 3°) nén 16n hon -6 kcal/mol.
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- Lién két chéo giira 2 modi (Cross-dimer): Lién két hinh thanh gitta moi
xudi va moi nguoc. Pidu kién téi wu AG cua lién két gitra 2 moi tai vi tri 3
nén 16n hon -5 kcal/mol, AG lién két gitra 2 moi bén trong moi (trir 5 base dau
3”) nén 16n hon -6 kcal/mol.

7. Lap cap: Nén tranh cac doan di-nucleotide lap di 1ap lai nhiéu lan
trong cac moi c6 thé gay bat cap nham. VD: ATATATATAT. Sé lugng cip
di-nucleotide c6 thé chap nhan trong mdi nén dudi 4 cap.

8. Lap nucleotide: Han ché cac nucleotide l3p lai lién ké& qué nhiéu lan
ciing dé dan téi su bat cip nham. VD: AGCGGGGGATGGGG sb
nucleotide Iap 1an lwot 12 5 va 4 trong 1 mdi. Sé6 luong nucleotide
don 1ap lién tuc tdi da cho phép nén khong qua 4.

Trinh tu gen LDLR duoc lay truc tiép tir trinh tu FASTA trén kho dit liéu
NCBI thong qua phién ban gi¢i han phan mém CLC Main Workbench 8.1.2.
cua hang QIAGEN [103]. Trén phan mém hién thi rd cac vung exon, cé4c

vung ma hoéa protein (coding DNA sequence), intron...

B CLC Main Workbench 8.1.2 - View ot
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Hinh 2.1. Hinh dnh trinh te exon 13 va c4c ving intron lién ké théng qua

phan mém CLC Main Workbench 8.1.2 phién ban gidi hgn.
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Nhom nghién ctu tién hanh thiét ké cac cap méi bao trim ca exon va
mét phan intron lién ké dé dam bao cac yéu cau vé chiéu dai doan DNA dich:

(1) C6 thé kiém tra cac dot bién ghép néi splicing can ké néu co

(2) Pam bao khi giai trinh ty bang phuong phap Sanger co thé han ché
nhitng ving tin hiéu nhiéu ban dau cd thé anh huong téi doan exon va ria
intron mong mudn.

(3) Thuc hién trén hé théng Prism 3730xI — ABI ¢6 thé giai trinh tu dugc
doan 1000bp, do d6 doan dich mong muébn chiéu dai dudi 1000bp.

Cac exon trong nghién ciru c6 kich thuéc lan luot 1a:

exon 3: 123 bp; exon 4: 381 bp; exon 9: 173 bp;

exon 13: 142 bp; exon 14: 153 bp.

Poan lién ké trudc exon 14 1 intron 13 dai 136 bp, nén nhém nghién cau
tién hanh thiét ké cap mdi bao trum ca doan exon 13-intron13-exon14 dai 431 bp.

Céc doan bao trim trinh tu dich tir NCBI duogc dua vao phan mém Primer-
BLAST [101] luya chon doan trinh tu dai khoang 900 bp bao trum doan exonl3-
intron13-exon14 dai 431 bp ciing doan dich mong mudn dai tbi thiéu 500 bp.

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Resetpage Save search paramsters Refrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

A
CGAAGCCATTTTCAGTGCCA

Primer Parameters

Use my own forward primer ) i

(5>3 on plus strand) . =

Use my own reverse primer ] Clear

(5"-»3" on minus strand) ; T
Min Max

PCR product size 1000

# of primers to retum 10 Lwa chon chiéu dai dich mong muén i thigu Ia 500bp
Min Opt Max Max Tm difference

Primer melting temperatures |57 50.0 63.0 3 )]

(T}

Hinh 2.2. Hinh dnh chen méi déc hiéu dwa trén phan mém Primer-BLAST
(NCBI).
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< (] @ ncbinlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1585510548&job_key=bGazkU35QFFnblpgVwp-WCORb20AANR3AQ B @ 0 (2]
i Ungdung G Google P Gmai Nhat ky tim mach 2. Ultra Purevs Fead.., & Shest Lich gidng dudngxds.. @ MutationTaster Mhat ky HS 2019 - G...
= queny_t- | Fint v (:] E> & [ @ i = A Tools - # Tracks= @ 9 -
remplate ] |16@ J150 2] Jesa |30 358 400 |45 |566 [ 666 [ |760 750 08 [ 366 |96
|
(U) Primer pairs for job bGazkU3SQFFnblpgVwp-WCORbZORANR3RAQ *
Priner | = =
Priner 2= =
10 - A .l Priner 3 =2 =
c@p mol gQ’l yPrimer = =
Priner S E=2, —
Priner &S, =
Priner 7 =
Priner & B2 =
Priner 9 % g
Priner 18 % %
i Ea |12 |15 208 ] 308 |35 [4e |45 |sm [s58 [ |esa 720 e [ |esa 388 | . osd
Query_1: 1..988 (388 nt) ; # Tracks shown: 2/10

©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ CAGCCAAGAGGTAAGGGTGG Plus 20 428 447 6004 6000 3.00 0.00
Reverse primer ~ GGGAAAGAGGAAACCAGGCA Minus 20 929 910 59.89 5500 3.00 0.00

Product length 502

Products on potentially unintended templates
>NC_000019.10 Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly

Hinh 2.3. C4c cap méi gei Y Vi mét sé ddc tinh cu thé sau khi si dung
phan mém Primer-BLAST ciia NCBI

Céac doan mdi goi y duoc kiém tra nguoc lai ting cap trén BLAST cua
NCBI so sénh véi toan bo hé gen ngudi dé kiém tra d6 dac hiéu [101]. Ngoai ra
cac dic tinh vat Iy AG cho phép vé hairspin, self-dimer, cross-dimer duoc kiém
tra bang phan mém hd tro OligoAnalyzer Tool [104] tinh toan nhiét &6 gan moi
dua trén nong d6 mudi trong thé tich va thanh phan phan tng dé lya chon nhiing

cap moi dic hiéu va ti wu nhat, cling véi cac T, va Ty, du doan trudc.



47

Bdang 2.1. Trinh ter méi khuéch dai exon 3, 4, 9, 13, 14 ciia gen LDLR

Kich
Moi Trinh tw thwéc
(bp)
Exon| Moixudi LDLR (5-3) | CTCAGTGGGTCTTTCCTTTG
3 | Mdinguoc LDLR (3-5)| CCTGACTGTGCGTGACAA 400
Exon| MO&ixudiLDLR (5-3) | TGTTGGGAGACTTCACACGG
4 | Mbinguoc LDLR (3-5) | TCCACTTCGGCACCTAAATCA >
Exon| M®ixudi LDLR (5-3) CTCTTTTTCTGGGTGCCTC
9 | Méinguoc LDLR (3-5) | CTGGATGTCTCTGCTGATGA 8
Exon| MO&ixudi LDLR (5-3) | TAGTTGTGGAGAGAGGGTGGC
13, 14| Méi nguoc LDLR (3-5) |AAAGTATGGTTATCCCGACTCA o8

Bdng 2.2. Thanh phdn phdn i#ng PCR khuéch dai exon 3, 4, 9, 13, 14

Thanh phan Thé tich (uI)
Master mix hotstart 17,5
Mbi xubi (tly theo exon) 0,5
Mbi nguoc (tiy theo exon) 0,5
DNA 1,0
Nudc khong cé nuclease 55

Tong s6 25,0
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Bdng 2.3. Chu trinh nhigt ciia phan i#ng PCR khuéch dai exon 3

Nhiét do Thot gian

95°C 5 phat

95°C 30 giay

Tm 55°C 30 giay 35 chu ky
72°C 30 giay

72°C 5 phut

4°C V6 cling

> Tuong tu tién hanh cing chu ky nhiét do va sé chu ky twong tu véi
exon 9, 13, 14 tai T,, = 55°C, exon 4 tai T,, = 57°C.
> Tién hanh dién di san pham PCR trén gel agarose 1,5% dé kiém tra
chat luong san pham.
+ Giai trinh tw gen
» Phan rng giai trinh tu gen
Bdng 2.4. Thanh phdn phdn #ng gidi trinh t gen

Thanh phan Thé tich (ul)
DNA dich da duoc tinh sach 2
BigDye Terminator v3.1 4

Mbi xudi (hoic mdi nguoc) 10 pmol 3,2
BigDye seq.buffer 5X 2
Nuéc khu ion 8,8

Tong so 20,0
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Bdng 2.5. Chu trinh nhiét cia phdan @ng gidi trinh te gen

Nhiét do Thoi gian

96°C 1 phut

96°C 10 giay

50°C 5 giay 25 chu ky
60°C 4 phit

4°C Luu trir

- San pham PCR giai trinh tu sau khi tinh sach, tién hanh giai trinh ty

gen trén may giai trinh tu tu dong Prism 3730x1 — ABI (My).

2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciru

+ Thoi gian nghién ciu: Nghién ctru thyc hién tir thang 10/2015 — 9/20109.
+ Dia diém nghién cau:

- Bénh vién Nhi Trung wong: Thyc hién kham va lay miu mau cac doi
twong trong nhém bénh nhi tai khoa Nbi tiét - Chuyén hda, Bénh vién Nhi
Trung vong.

- Bénh vién Tim Ha Noi:

+ Thyuc hién lay mau mau mot sé thanh vién trong nhém pha hé 3 gia
dinh bénh nhi MS02, MS03 va MS15 (cac doi tuong nghién ctu khéc trong
pha hé gia dinh 3 bénh nhi MS02, MS03, MS15 duoc 1y mau tai gia dinh cta
cac ddi twong nghién ciu).

+ Thyc hién mot sé xét nghiém héa sinh - mién dich cua cac d6i tuong
trong 2 nhom nghién cuau.

- Trung tam kiém chuan chét lugng xét nghiém - Truong PH Y Ha Noi:

thuc hién k¥ thuat sinh hoc phan tu.
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- Bo mdn Héa sinh-Pai hoc Y Ha Nai: Thuc hién phan tich két qua
nghién citu, hop nhém nghién ctru va béo céo tién do nghién cuu.

2.4. Pao duc trong nghién ciru:

- Viéc thuc hién nghién ciu nay da duoc thong qua boi Hoi dong Pao
duc theo Quyét dinh s6 187/HPDDPHYHN, ngay 20/02/2016 caa Hoi dong
Pao duc Y hoc, Truong Pai hoc Y Ha Noi.

- Bénh nhan hoan toan ty nguyén tham gia nghién ciru va cung cap day

du, trung thuc cac théng tin lién quan dén tinh hinh bénh caa bénh nhan.

- Bénh nhan duoc thdng bao két qua xét nghiém dot bién gen thdng qua
béc si diéu tri.

- Céc thdng tin vé bénh nhan, két qua chan doan dugc hoan toan giir bi
mat. Nghién ctru duoc tién hanh hoan toan vi muc dich khoa hoc, khéng vi
bat ky muc dich nao khac.

2.5. Phwong phap xir Iy s6 liéu

Két qua giai trinh ty gen thu duoc phan tich trén phan mém Sequencing
Scanner 2.0 va so sanh véi trinh tu c4c a.a trén gene bank bing phan mém
ApE. Phén tich xac dinh vi tri d6t bién, loai dot bién hay SNP, két hop véi cac
phan mém dy bao kha ning gay bénh caa dot bién hay SNP.

Str dung phan mém SPSS 16.0 dé phan tich théng ké. Kiém dinh va so
sanh gia tri trung binh cua cac bién theo phan phéi chuan bang T-test, khong

chuan bang kiém dinh Mann-Whitney test.
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Hinh 2.4. So dé thiét ké nghién ciru
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

Két qua nghién ctu thu duoc trén 26 bénh nhi dugc chan doan ting

cholesterol méau c6 tinh chat gia dinh va 45 thanh vién trong cac gia dinh cua

3 bénh nhi mang dot bién dugc ching téi trinh bay trong cac bang va biéu d6

dudi day:
3.1. Mot sb dic diém chung cia déi twong nghién ciru

3.1.1. Dic diém vé tuéi

Bdng 3.1. Pic diém vé tugi ciia nhom bénh nhi trong nghién ciru

Nhém bénh nhi X+ SD (tudi) | Min | Max
(1) Nhém bénh nhi FH (n1 = 26) 6,66+3,92 | 0,1 | 15
(2) Nhom bénh nhi co dot bién trong pha hé (n2 = 9) 533%3,3 2 11
Tong (n=35) 0,1 | 15

p(1)&(2) 0,41

Két qua bang 3.1 cho thay d6 tudi trung binh cia nhom ddi twong bénh
nhi FH ban dau (n=26) khi dugc phét hién bénh 12 6,66 + 3,92 tuoi, tir mot sb

bénh nhi c6 dot bién trong nhém nay chung toi da thuc hién sang loc phan

tang 3 pha hé gia dinh va phat hién thém 9 bénh nhi c6 dot bién, do tudi trung

binh cta 9 bénh nhi thap hon d6 tudi trung binh cia nhém dbi twong bénh nhi

FH ban dau, tuy nhién sy khéc biét khong cé y nghia (p>0,05).
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3.1.2. Pic diém vé gici

Bdng 3.2. Pic diém vé gidi ciia nhom bénh nhi trong nghién cru

Nhom 26 bén‘h nhi th:)m bénh nhi dot Téng
Gigi FH ban dau bién trong pha hé¢
n % n % n %
Nam 16 61,5 4 44 20 | 57,1
N 10 38,5 5 56 15 | 429
Tong 26 9 35

Bang 3.2 bao gom 2 nhdém véi tong s6 35 bénh nhi, trong d6 nhom 26
bénh nhi FH c6 ti 1& bénh nhan nam (61,5%) nhiéu hon han ti 1é bénh nhan nit
(38,5%), con nhdm 9 bénh nhi duoc phat hién dot bién hoan toan chu dong thi
s6 bénh nhan nam va nit trong d6i dong déu nhau. Tir d6 ti 16 vé gidi cua toan
b6 s6 bénh nhi (n=35) cho thay ti Ié nam > nit nhung khac biét khéng lon.
3.1.3. Dic diém vé triéu chirng lam sang Va cdn lim sang

Nhém nghién ctru cua chung t6i da thuc hién kham va xét nghiém 26
bénh nhi FH, tit ca 26 bénh nhi déu khong c¢6 cac tri¢u chirng 1am sang nhu:
dau nguc, NMCT, ting huyét ap. Cac triéu ching khac nhu u vang va xét

nghiém duogc thé hién theo bang sau:
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Bdng 3.3. Péc diém u vang va chi sé lipid mau cia nhém bénh nhi

Ma BN U vang TC LDL-C HDL-C | Triglycerid
MS01 + 6,1 4,5 0,95 1,4
MS02 + 24,7 20,6 1,3 1,2
MS03 + 8,5 6,7 1,0 0,8
MS04 + 19,37 12,6 1,25 23,8
MS05 + 9,67 7,53 0,94 1,5
MS06 + 18,95 15,4 1,05 1,4
MS07 + 6,47 4,9 0,79 1,51
MS08 - 10,4 8,7 1,4 0,6
MS09 + 6,1 4,6 0,9 1,4
MS10 + 14,0 12,0 1,2 1,1
MS11 + 11,3 10,4 0,5 1,7
MS12 + 12,68 9,65 1,13 1,86
MS13 + 12,5 10,4 0,7 4,1
MS14 + 17,92 15,23 1,39 2,15
MS15 + 19,1 15,4 1,72 1,3
MS16 + 6,83 4,5 1,1 1,6
MS17 + 12,7 10,6 0,9 1,73
MS18 + 12,2 10,1 0,7 2,79
MS19 + 12,53 11,02 1,14 0,82
MS20 + 8,85 7,03 1,29 1,09
MS21 + 12,36 10,1 0,9 3,84
MS22 + 10,2 8,3 1,5 0,92
MS23 + 18,75 13,86 1,1 1,25
MS24 + 7,36 5,03 1,99 0,84
MS25 + 15,04 10,82 1,29 0,82
MS26 + 9,06 6,11 1,47 1,15
X+SD

. 24125 | 1217+4,77 | 9,74+4,1 | 1,13+0,34 | 1,55+0,87
(n=25)
X+ SD
(n=26) 25/26 | 12,45+4,88 | 9,85+4,06 | 1,14+0,33 | 2,38 £4,45

* Khdng bao gém bénh nhi MS04 (Triglyceride ting cao)
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Tai bénh vién Nhi Trung wong trong thoi gian nghién ctru chi ¢ 26 bénh
nhi dap @ng tiéu chuan chan doan bénh FH caa Simon Brome va d¢oéng y tham
gia nghién ctu. Triéu ching u vang trén Iam sang chi c6 mot truong hop
MS08 khéng cé biéu hién, con lai 25 bénh nhi ¢ u vang & nhiéu vi tri trén co
thé: viing gbi, khuyu tay, ving méng 2 bén va biéu hién véi cac mirc do khac
nhau. Néng d6 TC va LDL-C ting cao & tit ca 26 bénh nhi véi cac mic do
khac nhau, nong d6 HDL-C nam trong gi6i han binh thuong. Cu thé, Véi
n=25 (khéng bao gém bénh nhi MS04): Nong d¢6 TC trung binh trong mau
tang cao & muc 12,17+4,77 mmol/L (min: 6,1 mmol/L va max: 24,7 mmol/L).
Tuong ty ndng do6 LDL-C trung binh trong méu caa nhitng bénh nhi FH nay
cling ting cao rd rét va cao nhat 1a két qua xét nghiém LDL-C cua bénh nhi
MS02 (20,6 mmol/L) va thap nhat 1a 4,5 mmol/L, nong d6 TG va HDL-C
trong gidi han binh thuong. Khi thém sé liéu xét nghiém lipid mau cuaa bénh
nhi MS04 dé tinh gi4 tri trung binh thi cac chi s6 TC va LDL-C khéng thay
d6i nhiéu, chi cd gia tri TG trung binh ting cao, 1y do ndng do TG trong mau
ctuia bénh nhi MS04 ting cao bat thudng voi gié tri 1a 23,8 mmol/L.

Sang loc phan tang pha hé gia dinh cua 3 bénh nhi c6 dot bién trong nhom
26 bénh nhi FH ban dau, két qua da phat hién duoc thém 9 bénh nhi co dot
bién dang di hop ti trén gen LDLR, tat ca 9 bénh nhi déu khéng c6 biéu hién
trén 1am sang nhu: U vang, ting huyét 4p hay NMCT. Két qua xét nghiém
lipid mau ¢ 9 bénh nhi nay duoc trinh bay ¢ bang 3.4.
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Bdang 3.4. Pdc diém chi sé lipid mau ciza nhdm bénh nhi phat hién FH
trong qué trinh nghién cau

Pha hé stt | Ma BN TC LDL-C | HDL-C TG
1 1.1 7,6 6,0 1,5 1,49
Pha h¢ MS02 | 2 1.5 4,1 2,9 1,2 0,61
3 1.6 5,2 3,9 1,2 0,95
PhahéMS03 | 4 | 1113 7,57 6,06 0,85 1,43
5 1.6 6,1 47 1,3 0,83
6 1.6 7,0 5,6 1,3 1,65
Pha h¢ MS15 | 7 111.6 53 45 0,8 1,02
8 1.6 6,9 5,3 1,1 1,85
9 1.6 73 6,1 1,2 1,14

n=9 | X+SD | 6,34 +1,16 | 5,0 +1,04 | 1,16 +0,21 | 1,19 +0,4

Két qua xét nghiém lipid mau cta nhém 9 bénh nhi c6 dot bién trong pha

hé cho thay nong do TC va LDL-C trung binh déu ting cao so véi gia tri binh

thuong, véi gia tri 1an luot 14 6,34 +1,16 mmol/L va 5,0 +1,04 mmol/L, tuy

nhién trong 9 bénh nhi nay c6 2 bénh nhi c6 néng d6 TC va LDL-C binh

thuong hoac chi tang nhe.

Bdng 3.5. So sanh chi sé lipid mau cia 2 nhém bénh nhi

Nhém bénh nhi TC (1) LDL-C(2) | HDL-C TG
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) | (mmol/L)
Nhom 26 bénh nhi | 12,45+4,88 | 9,85+ 4,06 1,14+0,33 | 2,38 +4,45
Nhom 9 bénh nhi 6,34 £1,16 501,04 1,16 +0,21 1,19+04
p 0,00 0,00 0,64 0,27

Bang 3.5 cho thay nhom 26 doi twong bénh nhi FH ban dau cé chi s6
trung binh cholesterol mau toan phan (12,45 + 4,88 mmol/L) va LDL-C (9,85




+ 4,06 mmol/L) ting cao, su khac biét vé 2 chi s nay so voi nhém 9 bénh nhi

phat hién c6 dot bién trong pha hé co y nghia véi p<0,05, chi s6 HDL-C va

TG khong co su khac biét gitra 2 nhom bénh nhi nay (p>0,05).
3.2. Xac dinh d¢t bién trén exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR
3.2.1. Tdch DNA tir mdu toan phan

DNA cua cac d6i tugng nghién ciu duoc tach chiét theo quy trinh

bang phuong phap Exgene Blood SV mini (GeneAll, Han Quéc). Sau khi

tach chiét, cadc mau DNA duoc kiém tra do tinh sach va nong o DNA bang

phuong phap do mat d quang hoc.
Bdng 3.6. Két qud do dé tinh sach va néng dé DNA ciia 26 bénh nhi FH ban dau

Bénh nhi | Nong @6 DNA | Pg tinh sach | Bénhnhi | Nong @6 DNA | Do tinh sach
(mé s6) ng/pl) (A260/A280) | (ma& sb) ng/pl) (A260/A280)
MS01 110,9 1,89 MS14 34,8 1,95
MS02 41,6 1,89 MS15 49,5 1,89
MS03 48,4 1,91 MS16 92,6 1,87
MS04 66,1 1,81 MS17 45,2 1,85
MS05 44,2 1,9 MS18 51,9 1,85
MS06 76,1 1,82 MS19 41,1 1,86
MS07 81,1 1,87 MS20 58,4 1,91
MS08 47,5 1,83 MS21 40,3 1,83
MS09 40,1 1,87 MS22 44,1 1,9
MS10 69,6 1,84 MS23 60,7 1,87
MS11 114,1 1,8 MS24 50,3 1,9
MS12 35,4 1,91 MS25 42,5 1,91
MS13 34,7 1,91 MS26 39,2 1,87
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Két qua bang 3.6 cho thiy nong do DNA thap nhat 1a 34,7 ng/ul, cao
nhat 1a 114,1 ng/pl. Két qua do quang cua tat ca cic mau DNA déu dat do
tinh sach cao (OD260/0D280 nam trong khoang 1,8 — 2,0). Tat ca cac két qua
DNA tach chiét déu du tidu chuan dé sir dung cho céc xét nghiém khuéch dai
va giai trinh tu tiép theo.

Két qua do tinh sach va nong d6 DNA cua 45 d6i twong nghién cau thuoc
nhoém pha hé 3 gia dinh bénh nhi mang d6t bién trén exon 4, exon 9 gen
LDLR (bénh nhi MS02, MS03 va MS15) thu dugc trong qua trinh nghién cau
trinh bay tai phu luc 2.
3.2.2. Phin ieng khuéch dai exon 3, 4,9, 13, 14 gen LDLR

Céc exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR duoc khuéch dai bang phan tmg PCR
v6i cac cap moi ty thiét ké dat yéu cau chat lugng, qua trinh ty thiét ké moi
luon dam bao tuan thu chat ché theo nguyén tac thiét ké mdi (dugc mo ta cu
thé & myc 2.2.4). Pién di trén gel agarose 1,5% dé kiém tra san pham PCR,

két qua thu duoc nhu sau:

-— ey e e e

Marker MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 ‘MS6 MS7 MSS MS9 MSI10 MSI1 MSI2 MSI3 MSI4 MSISMSI6MS17 () ()

Hinh 3.1: Hinh dnh dién di sén pham PCR cia exon 3 véi moi LDLR (400 bp)
Marker: 100 bp; (-): Chang &m; (+): Chung duong; MS1-MS17: Mau bénh
nhi tr MS1 — MS17
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Exon 4 kich thuéc 629 bp

MK MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7  MS8 MS9

929 bp

Hinh 3.2: Hinh dnh dién di san pham PCR cia exon 4 véi moi LDLR (529 bp)
MK: Marker 100 bp; (-): Ching am; (+): Ching dwong; MS1-MS9: Mau bénh
nhi tr MS1 — MS9

MaFRe: SIST 3152 XIS3 XIST MSS MSE MST MSS MSOMS10 MS11 MSI2 MS13MS14(H) ()

=

R--—-..—.- Sl SR SRR S e e e R e

448bp

100bp

Hinh 3.3: Hinh dnh di¢n di sén pham PCR ciia exon 9 véi méi LDLR (448 bp)
Marker: 100 bp; (-): Chung &m; (+): Chung duong; MS1-MS14: Mau bénh
nhi tr MS1 — MS14
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DE:ToDo@e S kR

. — -
- Ead —— -

Marker MS1 MS2 MS3I MS4 MS5 MS6 MST MSE MSS MS10 MS11 MS12 MS13 MS14  (+) =)

Hinh 3.4: Hinh anh di¢n di san phdam PCR cia exon 13, 14 véi méi LDLR
(638 bp)
Marker: 100 bp; (-): Chang am; (+): Chung duong; 1-14: Mau bénh nhi tur

MS1 — MS14

Bang dién di cua cac exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR ¢ cac hinh tir 3.1 —
3.4 thé hién rd nét, dang kich thudc, khong cé san pham phu. Mau déi chang
am (-) khdng c6 san pham khuéch dai PCR, chirng to san pham PCR khong bi
nhiém san pham ngoai lai. C4c giéng ctia mau nghién ciru déu xuat hién san
pham khuéch dai cua céc exon cd kich thuéc twong wng véi mau chang
duong, diéu nay cho thay khuéch dai dang san pham va khéng cé hién tuong
bién d6i bat thuong trén cac exon cia cdc mau nghién cau. Cac san pham
PCR nay du chat lugng dé tién hanh giai trinh tu gen dé xac dinh dot bién.
3.2.3. Két qud gidi trinh tw exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR
3.2.3.1. Két qua xdc dinh dét bién gen LDLR

Cac san pham PCR cua céc exon 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR duoc giai trinh
tu ty dong trén may Prism 3730xI - ABI (M) theo nguyén tac Sanger. Cac

mau PCR cua bénh nhi duoc diing mdi xudi hodc nguoc dé phat hién dot bién.
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Két qua giai trinh tu néu xuat hién nghi ngo dot bién thi s& duogc giai trinh tu
lai bang moi con lai dé khang dinh dot bién. Sau day Ia nhitng hinh anh két qua

giai trinh ty dugc phan tich bang phan mém Sequencing Scanner 2.0 sau d6

duoc so sanh vai trinh tu gen LDLR trén gene bank.
£ Dot bién di hop ta trén exon 4 (¢.664T>C)

Binh thwong c.664T €.664T>C

Hinh 3.5. Hinh d@nh dgt bién ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR

Hinh 3.5 cho thay két qua giai trinh ty exon 4 gen LDLR mau MS02 thu
duoc 2 dinh: mau mau do6 va xanh da troi twong tng vai nucleotide Thymin
va Cytosin cua kiéu gen di hop tir TC tai vi tri ¢.664 trén exon 4 gen LDLR.
Dot bién nay gay ra su thay d6i a.a & vi tri 222 tir Cysteine thanh Arginine.
Dot bién nay duoc tim thay trén 4 bénh nhan trong nhom 26 ddi tuong bénh
nhi FH (MS02, MS03, MS08 va MS18).

+ Dot bién dong hop tir trén exon 4 (c.664T>C)

350
C G A C T G C A 4 C G

Binh thwong c.664T €.664T>C
Hinh 3.6. Hinh dnh dét bién dong hep tir ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR
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Hinh 3.6 thé hién két qua giai trinh ty mau MS15 thu duoc 1 dinh duy
nhat mau xanh da troi teong tng véi nucleotide Cytosin caa kiéu gen dong
hop tir CC tai vi tri ¢.664 trén exon 4 gen LDLR. Dot bién nay gay ra sy thay
d6i a.a tir Cysteine thanh Arginine. Dot bién nay dwgc tim thiy trén bénh
nhan MS15 trong nhém 26 d6i twong bénh nhi FH.

£ Dot bién di hop tir trén exon 9 (c.1285G>A)

Binh thudng ¢.1285G c.1285G>A

Hinh 3.7. Hinh dnh dét bién c.1285G>A trén exon 9 gen LDLR

Hinh 3.7 thé hién két qua giai trinh ty trén exon 9, mau MS02 ¢ 2 dinh:
mau xanh 14 va mau den tuong ung véi nucleotide Adenin va Guanin caa kiéu
gen di hop tir AG tai vi tri ¢.1285. Dot bién nay gay ra su thay doi a.a ¢ vi tri
429 tir Valine thanh Methionine. Pay 1a dot bién da duoc cong b cb tén 1
€.1285G>A va duoc tim thay trén bénh nhan MS02 trong nhoém 26 d6i tuong
bénh nhi FH.
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+ Dot bién di hop tar trén exon 9 (¢.1335C>T)

G T C T G A C C T G T G T C T G A T C T G
Binh thwong €.1335C>T

Hinh 3.8. Hinh dnh dét bién ¢.1335C>T trén exon 9 gen LDLR
Hinh 3.8 cho thay két qua giai trinh tw mau MS19 thu dugc 2 dinh: mau
d6 va mau xanh da troi twong ang véi nucleotide Thymin va Cytosin cuaa kiéu
gen di hop tir TC tai vi tri nucleotide 1335 trén exon 9 gen LDLR. Dot bién
¢.1335C>T khong gay ra su thay ddi a.a va 1a dot bién méi chua timg duoc
cong bé trude day. Dot bién nay dugc tim thay trén bénh nhan MS19 trong
nhoém 26 doi tugng bénh nhi FH.

+ Dot bién exon 13 (¢.1978C>T)

Binh thwong €.1978C>T stop codon (CAG->UAG)

Hinh 3.9. Hinh dnh dét bién ¢.1978C>T
Hinh 3.9 cho thay két qua giai trinh ty mau MS23 thu duoc 2 dinh: mau

d6 va mau xanh da troi twong ung véi nucleotide Thymin va Cytosin cua kiéu
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gen di hop tir TC tai vi tri nucleotide 1978 trén exon 13 gen LDLR. Trong dot
bién nay c6 su thay thé tir nucleotide Cytosin thanh Thymin, tir d6 gay ra su
thay d6i bo 3 ma hda o vi tri a.a 660, tir bo ba CAG thay bang UAG (UAG la
1 trong 3 bo ba két thuc). Day 1a dot bién méi duoc phat hién trong nghién
ctru ¢6 tén 1a ¢.1978C>T stop codon, 1a dang dot bién vo nghia. Dot bién nay
duogc tim thay trén bénh nhan MS23 trong nhém 26 bénh nhi FH.

3.2.3.2. Két qud xdc dinh cdc da hinh gen LDLR

+ Da hinh thai don SNP rs1003723 (intron 9)

c ¢c 1T 6 6lcle ¢ T 6 A

(a) Binh thwong

(b) ¢.1359-30C>T di hop tir (c) ¢.1359-30C>T ddng hep tir
Hinh 3.10. Hinh d@nh SNP rs1003723 di hep ti va déng hep ti.
Hinh (a) cho thay két qua giai trinh tu tai vi tri nucleotide 1359 trén intron
9 gen LDLR (trudc exon 9 mot khoang cach 30 nucleotide) binh thuong sé thu
duogc 1 dinh duy nhat mau xanh da troi twong @ng vai nucleotide Cytosin.
Hinh (b): Giai trinh ty mau MS02 thu duogc 2 dinh: mau xanh mau do va

mau xanh da troi twong @ng véi nucleotide Thymin va Cytosin cua kiéu gen
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di hop tir TC tai vi tri ¢.1359-30 trén intron 9 gen LDLR (truéc exon 9 mot
khoang cach 30 nucleotide). Pay 1a SNP di duoc cong bd co tén 1a SNP

rs1003723. SNP nay duogc tim thay trén 11 bénh nhi trong nhém 26 bénh

nhi FH.
Hinh (c): Két qua giai trinh ty mau MS15 c6 duy nhat 1 dinh mau do

tuong ung vaGi nucleotide Thymin cua kiéu gen ddng hop te TT tai vi tri
¢.1359-30. Pay 1a SNP di dugc cong bd cb tén 1a SNP rs1003723. SNP nay
duogc tim thay trén bénh nhan MS15 trong nhdém 26 dbi twong bénh nhi FH.

+ Da hinh thai don SNP rs5925 (exon 13)

(a) Binh thwong

TR R TEETR R R
GATAT G GT|CICTCTTCCACAA| |6 ATATGGT|clcTCT TCCACAA
i 55 g0 g5 il il 1] g5
] ] | ] | ] | ]

(b) ¢.1959T>C dij hop tir (c) ¢1959T>C ddng hep tir

Hinh 3.11. Hinh @nh SNP rs5925 dj hep ti va déng hop ti

Hinh (a) cho thay két qua giai trinh ty tai vi tri nucleotide 1959 trén exon

13 gen LDLR & mdi xudi binh thuong sé& thu dugce 1 dinh duy nhat mau do

twong ung véi nucleotide Thymin.
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Hinh (b): Giai trinh tw mau MS02 thu duoc 2 dinh: Mau d6 va mau xanh
da troi twong ung véi nucleotide Thymin va Cytosin cua kiéu gen di hop tir
TC tai vi tri ¢.1959 trén exon 13 gen LDLR. Pay 1a SNP di duoc cong b c6
tén 12 SNP rs5925, SNP nay khong 1am thay doi a.a (p.Val653Val) va dugc
tim thay trén 7 bénh nhan trong nhoém 26 d6i twong bénh nhi FH.

Hinh (c): Két qua giai trinh ty mau MS15 c6 duy nhat 1 dinh mau xanh da
troi twong ¢ing vai nucleotide Cytosin caa kiéu gen dong hop tir CC. SNP nay
dugc tim thay trén bénh nhan MS15 trong nhom 26 dbi twong bénh nhi FH.
3.2.3.3. Két qud phan tich ddic diém céc dét bién va SNP

Két qua giai trinh tu truc tiép cac exon duoc so véi trinh tu gene bank
ma NG_009060 bang cong cu ApE va Bioedit dé xac dinh vi tri dot bién va
SNP. Két qua giai trinh ty 5 exon phat hién nhiéu kiéu dot bién, SNP khéc
nhau xuat hién trén nhém bénh nhi trong nghién ctu bao gom: Dot bién sai
nghia, dot bién tao ma két thiic va SNP trén exon hay intron. Nhdm bénh nhi
c6 thé co kiéu gen dot bién di hop tir, dong hop tir, két hop cac dot bién di
hop tir hoic c6 két hop véi cac SNP (bang 3.7).
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Bdng 3.7. Cac loai dét bién va SNP tim thdy trong nghién ciu

STT Ma n* | Exon Dot bién/SNP n Thid(‘)t Cha thich
BN : bien
E4 |c.664T>C (p.C222R) Di hop | Pdtbién gay
bénh
1 Imso2| 9 | E9 |c.1285G>A (p.V429M) | 1 | Dihgp | Pétbiéngay
bénh
19 |c.1358+1-30C>T Di hop SNP
(rs1003723)
E13 |c.1959T>C (rs5925) Di hop SNP
MS03| 3 | E4 |c.664T>C (p.C222R) Di hop | Dot bién gay
2 3 bénh
MS08 19 |c.1358+1-30C>T Di hop SNP
E4 |c.664T>C (p.C222R) pong | Dot bién gay
hop bénh
3 |MS15| 13 | 19 |c.1358+1-30C>T 1| bong SNP
(rs1003723) hop
E13 |c.1959T>C (rs5925) DPong SNP
hop
4 | MS19 E9 |c.1335C>T (p.D445D) | 1 | Dihep | Dot bién
moi
5 | MS23 E13 [c.1978C>T (p.Q660*) | 1 | Dihep | Dot bién
moi
6 | MS06 c.1358+1-30C>T Di hop SNP
MS14 19 | (rs1003723) 4
MS17 E13 |¢.1959T>C (rs5925) Di hop SNP
MS22
7 | MS04 E13 |c.1959T>C (rs5925) 1 | Dihop SNP
8 | MS05 19 |c.1358+1-30C>T 2 | Dihop SNP
MS10 (rs1003723)
Tong 25 3 exon va 1 intron 14

n*: Bénh nhan c6 dét bién trong phd hé 3 gia dinh
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Bang 3.7 cho thay trong nhém 26 bénh nhi FH c6 14 bénh nhi mang cac
dot bién va SNP trén mot sé exon duogc phan tich cia gen LDLR:

- Dot bién ¢.664T>C trén exon 4 ¢4 & 5 bénh nhi (MS02, MS03, MS08,
MS15 va MS18), day 1a dot bién da duoc cong bd, trong d6 4/5 bénh nhi 1a
dot bién di hop tir va 1 bénh nhi mang d6t bién dong hop tu.

- Dot bién ¢.1285G>A va ¢.1335C>T dang di hop ta clng trén exon 9,
trong d6 dot bién ¢.1285G>A 1a dot bién di dugc cong bd va tim thay trén 1
bénh nhi; ¢.1335C>T 1a d6t bién ma&i chua dugc cong bd va phét hién trén 1
bénh nhi khac trong nhom 26 bénh nhi FH.

- Dot bién ¢.1978C>T dang di hop tir trén exon 13 dugc phat hién & 1
bénh nhi, 1a dot bién méi chwa duoc cong bd, day 1a dot bién stop codon - loai
dot bién vo nghia.

- SNP rs1003723 trén intron 9 ¢6 ¢ 11 bénh nhi, SNP nay c6 thé xuat hién
& dang dong hop tir (01 bénh nhi) hoic di hop tir (10 bénh nhi); SNP rs1003723
cd thé xuat hién don 1é hoac phdi hop ciing dot bién hoac SNP khac.

- SNP rs5925 trén exon 13 dugc phat hién ¢ 7 bénh nhi, SNP nay c6 thé
xuat hién ¢ dang dong hop tir (6 1 bénh nhi) hoac di hop tir (& 6 bénh nhi);
SNP rs5925 c6 thé xuat hién don Ié (6 1 bénh nhi) hodc phdi hop cung dot
bién hodc SNP khéc.

Phan tich @6t bién chi tiét trén nhdm 26 d6i tuong bénh nhi FH ban dau
cho thay c6 nhitng bénh nhi mang nhiéu dot bién va SNP, ¢ bénh nhi chi
mang 1 dot bién hoac chi mang 1 SNP, cu thé két qua phan tich dot bién trén
ting bénh nhi nhu sau:

- Bénh nhi MS02 phat hién dong thoi 2 dot bién di hop tir ¢.664T>C
(exon 4) va dot bién di hop tir ¢.1285G>A (exon 9). Hai dot bién nay ting
dugc cong bd trude day va dugc cho 1 lién quan téi bénh FH. Cung véi d6
bénh nhan MS02 xuat hién 2 SNP rs5925 (exon 13) va rs1003723 (intron 9)
déu & dang di hop ti.
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- Bénh nhi MS15 phét hién dot bién dang dong hop tir ¢.664T>C (exon
4), kém theo 2 SNP rs5925 va rs1003723 ciing dugc phéat hién dudi dang
dong hop ti.

- C6 3 bénh nhi MS03, MS08, MS18 cuing phat hién dot bién ¢.664T>C
két hop SNP rs1003723 ¢ dang di hop tr.

- Bénh nhan MS19 phat hién dot bién di hop tir ¢.1335C>T trén exon 9;

- Bénh nhi MS23 phét hién dot bién ¢.1978C>T dj hop tir trén exon 13 12
mot dot bién tao ra stop codon.

- 7 bénh nhi chi co SNP dang di hop tu:

SNP rs1003723 (MS05, MS10) hoic rs5925 (MS04) hoic két hop ca 2
SNP (MS06, MS14, MS17, MS27).

Khi phan tich pha hé, trén exon 4, ching t6i phat hién thém 20 bénh
nhan c6 dot bién ¢.664T>C dang di hop t&, nhitng bénh nhan nay mang dot
bién tring véi dot bién cua cac bénh nhi da phat hién dot bién trong cay pha
hé twong rng. Tuong tu trén exon 9, cling phat hién thém 5 bénh nhan mang
dot bién ¢.1285G>A & dang di hop tir gidng véi dot bién trén exon 9 gen
LDLR cua bénh nhi MS02.
3.2.3.4. Két qud céc chi so lipid mau trén bénh nhi phat hién dét bién va SNP

Cac xét nghiém TC, LDL-C, HDL-C, TG duoc thuc hién tai thoi diém
bénh nhan vao vién va duoc chan doan bénh FH theo tiéu chuan caa Simon
Broome. Tiéu chuan xét nghiém lipd mau dé chan doan bénh FH va lua chon
vao nhém bénh nhi trong nghién ciru caa ching toi bao gom chi sé6 TC > 6,7
mmol/L, LDL-C > 4,0 mmol/L. Két hop giita két qua dot bién gen LDLR va
két qua xét nghiém lipid méau, nhém nghién ctru phan tich diac diém cac chi sd

nay ¢ 26 bénh nhi FH qua céc bang sau:
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n TC LDL-C
Nhom Bénh nhi B B
X+ SD (mmol/L) | X+ SD (mmol/L)
C6 SNP 5 14,98 + 6,75 12,3 +5,65
~ |Khéng SNP 2 15,64 + 3,99 12,44 +20
C6 dot bién -
Tong (1) 7 15,17 5,8 12,34 + 4,68
C6H SNP 7 14,69 + 4,09 11,66 + 3,09
Khong dot bién |Khong SNP (2) | 12 9,55 + 3,1 7,34 £27
Tong (3) 19 11,44 + 4,23 8,93+35
p(1) & (2) 0,04 0,01
p(1) & (3) 0,188 0,06

Bang 3.8 cho thdy 7 bénh nhi FH mang d6t bién gen LDLR c6 nong do

chi s6 TC va LDL-C trong mau cao hon rd rét so véi gia tri trung binh cua 2

chi s6 nay & nhom bénh nhi khong phat hién dot bién va khdng co6 SNP, su

khac biét c6 y nghia véi p<0,05. Tuy nhién khi so sanh 2 chi sé ndy ¢ nhém

c6 dot bién va khong dot bién (tong) thi khdng cé su khac biét vai p>0,05.
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Bdng 3.9. Pdc diém vé cac chi sé lipid mau giira nhom dgt bién dang ngng

V6i nhém dgt bién di hop tir

) ) Lipid mau (mmol/L)
Ma Dot bién Tuoi| Gioi
TC LDL-C | HDL-C| TG
MS03 5 |[Nam| 85 6,7 1,1 1,62
MS08 Dot bién 5 | Nir | 104 8,7 1,4 0,6
MS18 di hop tur 13 |Nam| 122 10,1 0,7 2,79
MS19 7 | N | 1253 11,02 1,14 0,82
X+ SD 10,91+1,86| 9,13+1,88 |1,09+0,29|1,46+0,99
MS02 (Dot bién dong hop tur 10 | Nam| 24,7 20,6 1,3 1,2
MS15 |Dét bién di hop tirkéthop| 5 | Nir 19,1 15,4 1,72 1,3
MS23 [Pt bién stop codon 5 | N | 1875 13,86 1,1 1,25
X+ SD 20,85+3,34| 16,62+3,53 | 1,37+0,32[ 1,25+0,05
p 0,00 0,01 0,26 0,74

Bang 3.9 thé hién nhom dot bién dang nang (bao gom dot bién dong hop

tar, di hop tir két hop hay stop codon) c6 néng do cholesterol toan phan
(20,85+3,34 mmol/L) va LDL-C (16,62+3,53 mmol/L) cao hon han so v&i nhém
dot bién di hop tir gen LDLR véi tuong tng 2 chi sb lipid nay 1a 10,91+1,86

mmol/L va 9,13+1,88 mmol/L. Su khéc biét co ¥ nghia véi p<0,05. Céc chi sb
HDL-C va TG khdng thay c6 su khac biét & 2 nhém bénh nhi nay.
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3.3. Két qua phan tich pha hé

Tir cac dot bién duoc xac dinh ¢ 7 bénh nhi trong nhdm nghién ctu dugc
trinh bay ¢ phan 3.2.3, chiing toi da dugc sy chap thuan caa 3 gia dinh bénh
nhi MS02, MS03, MS15 cho thuc hién nghién ctu ¢ cac thanh vién, cac thanh
vién trong pha hé 3 gia dinh dugc kham, xét nghiém mau va phat hién dot
bién gen LDLR va&i céc két qua duoc trinh bay chi tiét o ting pha hé nhu sau:
3.3.1. Phd h¢é gia dinh bénh nhi MS02 va MS08

Bénh nhi MS02 va MSO08 1a hai anh em rudt cung dén kham va diéu tri
tai bénh vién Nhi Trung wong. Muc do biéu hién trén 1am sang va céc chi s6

xét nghiém rat khac nhau ¢ hai bénh nhi nay.
* Chdn dodn bénh nhi MS02

Bénh nhan nam sinh nim 2006 vao vién vi xuat hién nhiéu u, mang san

mau vang dudi da ving khép gbi 2 bén. Phat hién cac u vang tir 4 thang tudi.

(a) (b)
Hinh 3.12. Hinh dnh u vang ¢ da bénh nhi MS02
(a) viing mong (b) ddu goi (c) da khuyu tay.
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Tinh trang bénh nhi MS02 lGc vao vién: C6 nhiéu u vang & 2 bén
moéng, khuyu tay, khop gdi 2 bén. Két qua xét nghiém mau thoi diém vao
vién: TC mau tang cao (24,7 mmol/L); LDL-C tang cao (20,6 mmol/L).

£ Chan dodn bénh nhi MS08

Bénh nhi MS08 khong c6 cac biéu hién trén 1am sang nhu: Tang huyét
ap, u vang, dau nguc, tuy nhién két qua xét nghiém chi s6 TC va LDL-C trong
mau ting cao két hop vai tién str gia dinh nén du tiéu chuan chan doan bénh
FH theo tiéu chuan caa Simon Broome.

& Tién sir gia dinh

B4 cua bénh nhi ting phat hién NMCT di duoc diéu tri bang thude tiéu
soi huyét tir thang 8.2016 khi 36 tudi. Ong ngoai cua bénh nhi dugc chan
doan NMCT va dat 3 stend tir thang 6.2019 (64 tudi). Phan tich céc biéu hién
lam sang ram ro caa bénh nhi MS02 két hop voi tién sir gia dinh, nhom
nghién ctru da tu van di truyén bénh FH cho gia dinh MS02.

Giai trinh tu 5 exon (exon 3, 4, 9, 13, 14) gen LDLR cua 2 bénh nhi
MS02 va MS08 da phat hién 2 loai dot bién di hop ta: ¢.664T>C nam trén
exon 4 (hinh 3.5) va ¢.1285G>A nam trén exon 9 (hinh 3.7). Tiép theo chlng
t6i phan tich xac dinh 2 loai dot bién nay trén exon 4 va exon 9 gen LDLR &
cac thanh vién trong pha hé gia dinh 2 bénh nhi nay. Két qua phan tich 1am
sang, can lam sang dugc trinh bay ¢ bang 3.10 va két qua xac dinh dot bién
gen theo pha hé ¢ hinh 3.13.
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4+ Pha hé gia dinh

- /Fﬂ n ¢

Chui gidi:
O I:] : nit, nam khéng phat hién dét bién : chua phén tich gen

O I] : nir, nam c6 phat hién dot bién E4 : tang cholesterol miu

O I:| : nit, nam ¢6 phét hién dot bién E9 / : bénh nhén nghién ciru

Hinh 3.13. P4t bién exon 4, 9 ¢ phd h¢ gia dinh bénh nhi MS02

Hinh 3.13 cho thay pha hé gia dinh bénh nhi MS02 gom 3 thé hé voi 16
thanh vién, trong d6 c¢6 15 thanh vién tham gia nghién ctu, ti 1& di truyén
bénh trong pha hé tinh & 12/15 thanh vién tham gia nghién ctu. Két qua phan
tich dot bién trén exon 4, exon 9 gen LDLR & céc thanh vién da xac dinh dugc
2 loai dot bién di hop tir trén gen LDLR d6 13 ¢.664T>C va ¢.1285 G>A, 2 dot
bién nay da dugc xac dinh trude d6 ¢ bénh nhi MS02. Két qua ¢ 11 thanh
vién tham gia nghién ciru mang dot bién bao gém: 5 thanh vién mang dot bién
di hop tir trén exon 4; 5 thanh vién mang dot bién di hop tir trén exon 9 va
bénh nhi MS02 mang ca 2 d6t bién dang di hop t trén exon 4 va exon 9 gen
LDLR, md ta chi tiét kiéu di truyén cua ting loai dot bién nhu sau:

- Pot bién trén exon 4 - ¢.664T>C xuat hién & dng ngoai (1.1) va di truyén
cho me (11.3) va bac rudt (11.2) cua bénh nhi, sau dé tiép tuc di truyén cho

bénh nhi (111.3) va em gai (I11.4) caa bénh nhi. Mot nguoi anh ho (111.1) cua



75

bénh nhi nhan dét bién ¢.664T>C tir bac rudt (11.2) cua bénh nhi; 1 ngudi con
Gt (111.2) cua bac rudt bénh nhi khdng phat hién cé dot bién.

- Dot bién exon 9 - ¢.1285G>A tim thdy & dng noi (1.3) di truyén cho b
(11.4) va c6 ruét (11.5) caa bénh nhi. Bénh nhi MS02 va hai nguoi em ho (111.5
va 111.6) déu nhan dot bién c.1285G>A tir b6 va ¢d cua bénh nhi. Ba ngoai
(1.2) va ba noi (1.4) cua bénh nhi déu khdng phat hién thiy dot bién trén exon
4 va exon 9 gen LDLR.

So dd pha hé gia dinh bénh nhi MS02 cho thay 10 thanh vién c6 quan hé
huyét théng bac 1, 2, 3 véi bénh nhi MS02 mang d6t bién, cu thé:

Dt bién trén exon 9:

Ho hang bdc 1: Bao gém bénh nhan 1.4 va 111.4; c6 1/2 thanh vién
(50%) mang dot bién; 1/2 thanh vién c6 NMCT.

Ho hang bdc 2: Bao gom bénh nhan 1.3 va 11.5; ca 2 thanh vién (100%)
mang dot bién; 1/2 thanh vién khéng tang lipid mau.

Ho hang bdc 3: Bao gom bénh nhan 111.5 va 111.6; ca 2 thanh vién
(100%) mang dot bién va 2 thanh vién nay déu khong tang lipid mau.

Dét bién trén exon 4:

Ho hang bdc 1: Bao géom bénh nhan 11.3 va 1l1.4; ca 2 thanh vién
(100%) mang dot bién.

Ho hang bdc 2: Bao gom bénh nhan 1.1 va 11.2; ca 2 thanh vién (100%)
mang dot bién, trong d6 1 thanh vién khong tang lipid mau, 1 thanh vién co
NMCT.

Ho hang bdc 3: Bao gém bénh nhan 111.1 va l1.2; c6 1/2 thanh vién
(50%) mang dot bién.
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Bdang 3.10. Mgt sé ddc diém 1am sang, cdn 1am sang cia cac thanh vién
trong phd hé gia dinh bénh nhi MS02

7 Lipid mau (mmol/L) U |Pau nguc/ THA
STT Ma | Tuei | Gié¢i| TC |LDL-C| HDL-C | TG |vang| NMCT
1 1.1 61 |[Nam| 8,3 59 11 1,6 - + +
2 1.2 60 | N | 3,8 2,0 15 1,6 - - -
3 1.3 64 |Nam| 7,4 6,3 1,2 1,38 | - - +
4 1.4 58 | No | 3,2 18 1,2 096 | - - -
5 1.2 35 | Nir | 5,7 3,9 1,9 1,06 | - - -
6 1.3 33 | Nir | 8,1 5,6 2,3 0,6 - - -
7 1.4 36 |[Nam| 10,4 | 8,7 1,6 14 | + + +
8 1.5 34 | Nir | 6,4 4,8 1,2 1,94 - - -
9 11.6 36 |Nam| 4,8 1,2 1,1 1,7 - - -
10 1.1 9 |Nam| 7,6 6,0 15 1,49 | - - -
11 1.2 2 |Nam| 3,3 2,0 1,2 0,84 | - - -
12 1.4 5 Nir | 10,4 8,7 14 0,6 - - -
(MS08)
13 1.5 9 |Nam| 4,1 2,9 1,2 0,61 - - -
14 111.6 6 Nir | 5,2 3,9 1,2 0,95 - - -
15 1.3 10 [Nam| 24,7 | 20,6 1,3 1,2 + - -
(MS02)

Co0 11 thanh vién trong pha h¢ gia dinh bénh nhi MS02 tham gia nghién

ctru duoc xac dinh mang d6t bién trén exon 4, exon 9 gen LDLR. Trong d6

bénh nhan 1.3 (6ng noi cta bénh nhi) mang dot bién trén exon 9, cé ting

huyét ap trén 1am sang. B4 cua bénh nhi MS02 (11.4) nhan dét bién trén exon

9 tir 6ng ndi cua bénh nhi, trén 1dm sang vira c6 u vang trén da, THA va

NMCT & thoi diém truéc nghién ciru (ndm 2016; 36 tudi).
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Bénh nhan 1.1 (6ng ngoai cua bénh nhi) mang dot bién trén exon 4, c6

tang huyét ap va NMCT va di dat 3 stend ndm 64 tudi. Me bénh nhi (11.3) nhan

do6t bién trén exon 4 tir 6ng ngoai bénh nhi, tuy nhién trén 1am sang khdng cé
u vang, 2 chi s6 TC va LDL-C ting trong mau. Bénh nhi MS02 (111.3) nhan 2

dot bién tir bd va me (dot bién di hop tir két hop), chinh vi vay biéu hién u

vang trén 1am sang ¢ bénh nay rét dién hinh va két qua TC va LDL-C trong

mau ting rat cao twong tng la 24,7 mmol/L va 20,6 mmol/L.

Hau hét cac thanh vién mang dot bién trén exon 4 hay exon 9 déu c6 ting TC

va LDL-C, tuy nhién c6 4 thanh vién mang dot bién nhung chi s6 lipid mau

hoan toan binh thuong hoac chi tang nhe (11.2; 11.5; 11.5 va 111.6).

Bdang 3.11. So sanh chi sé lipid mau gia cac thanh vién mang 2 dét bién

khac nhau
Izle(i(ggzi';l Ho noi (exon 9)

Thanh 2. Thanh 2. n=5

vien Tuol n=>5 vien Tuol p

LDL-C LDL-C
TC(1 TC (3
(1) @) 3) @)

1.1 61 8,3 59 1.3 64 7,4 6,3

1.2 35 5,7 3,9 1.4 36 10,4 8,7

1.3 33 8,1 5,6 1.5 34 6,4 4,8

.1 9 7,6 6,0 1.5 9 4,1 2,9

.4 5 10,4 8,7 1.6 6 5,2 39
X+SD p(1)&(3)=0,34

8,02+1,68 |6,02+1,72 7,44+3,92|5,94+3,51

mmol/L) pP(2)&(4)=0,6

Bang 3.11 thé hién sé thanh vién trong gia dinh ho noi va ho ngoai mang

gen dot bién gay bénh trén exon 4 va exon 9 gen LDLR chiém ti I¢ cao, cu

thé: C6 5 thanh vién trong pha hé gia dinh bénh nhi MS02 mang d6t bién trén

exon 4 (ho ngoai) va ciing c¢6 5 thanh vién mang dot bién trén exon 9 (ho noi)
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gen LDLR. Chi s TC va LDL-C trung binh & ca 2 nhém déu ting gap khoang
2 1an so véi gia tri binh thuong, su khac biét cua 2 chi s6 ndy ¢ 2 nhom dot

bién exon 4 va exon 9 khong cd ¥ nghia théng ké (p>0,05).

Bdang 3.12. Dic diém cac chi sé lipid mau gidga nhém dét bién di hop ti

va khéng dpt bién
Pot bién TC LDL-C HDL-C TG
X+ SD (mmol/L)
(1)Dot bién di hop
24,7 20,6 1,3 1,2

tr két hop (n=1)

(2) C6 dot bién di

7,36 £2,08 | 567+1,93 | 1,47+£0,38 | 1,22+0,43
hop tir (n= 10)

(3) Khéng phat

_ . 3,78+0,73 | 1,75+0,38 | 1,25+0,17 | 1,27+0,44
hién dot bien (n=4)

P(2)&(3) 0,00 0,00 0,45 0,65

Bang 3.12 cho thay nhom dot bién di hop tir trén exon 4, exon 9 gen
LDLR c6 két qua 2 chi s TC va LDL-C trong méau cao, lan luot cac gi tri 1a
7,36 mmol/L va 5,67 mmol/L. Trong khi d6 nhom khong co dot bién cé két
qua TC va LDL-C trong gidi han binh thuong, su khac biét c6 y nghia khi so
sanh 2 chi s6 nay ¢ 2 nhom c6 dot bién di hop tir va khong c6 dot bién
(p<0,01).

3.3.2. Phd hé gia dinh bénh nhi MS03

+ Chan dodn bénh nhi MS03

Bénh nhan nam, sinh nam 2011, bénh nhi vao vién vi xuat hién 1 vai u
vang dudi da canh tay, khuyu tay. Bénh nhi MS03 xuat hién u vang vao nim
5 tudi. Két qua xét nghiém mau thoi diém ldc vao vién: TC 8,5 mmol/L;
LDL-C 6,7 mmol/L.
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Hinh 3.14. Hinh d@nh u vang ¢ da bénh nhi MS03
(vung khuyu tay va canh tay)
Tién hanh giai trinh tu 5 exon (exon 3, 4, 9, 13, 14) gen LDLR cua bénh
nhi MS03 phat hién c6 dot bién c.664T>C di hop tir trén exon 4, dot bién nay
da duoc cong bd va dugc cho 1a dot bién gay bénh [105]. Tiép theo nhom

nghién ctu phan tich xac dinh loai dot bién nay trén exon 4 gen LDLR & céc
thanh vién con lai trong gia dinh bénh nhi MS03.
4 Pha hé gia dinh bénh nhi MS03

o1 o0

53380% bo O G
Lo

1.

O D : nik, nam khéng phét hién d6t bién @ : chua phén tich gen
O l:J  nii, nam €6 phat hién dot bién E4 /. : bénh nhan nghién ctru
 tang cholesterol méu
Hinh 3.15. P4t bién trén exon 4 phd hé gia dinh bgnh nhi MS03
Hinh 3.15 cho thay pha hé 3 thé hé trong gia dinh bénh nhi MS03 (111.4)
gom 18 thanh vién trong d6 c6 12 thanh vién tham gia nghién ciu. Cac thanh
vién tham gia nghién cau duoc thuc hién xét nghiém mot s chi sé héa sinh
mau va phan tich xac dinh dot bién trén exon 4 gen LDLR. Do diéu kién dia ly
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va hoan canh gia dinh nén c6 4 thanh vién trong pha hé gia dinh c6 mdi quan
hé bac 2 vai bénh nhi MS03 khong tham gia nghién cau (11.1; 11.2; 11.3 va
11.4). Ti I& di truyén bénh trong pha hé tinh ¢ 5/12 thanh vién, két qua giai
trinh tu X4c dinh dot bién co 4 thanh vién trong pha hé gia dinh mang dot bién
di hop tir trén exon 4 gen LDLR. Bénh nhan MS03 nhan dot bién c.664

T>C di hop ttr theo ho me dién hinh di truyén gen troi trén nhidm sic thé
thuong. Ba ngoai (1.1), me (11.6) va anh trai (111.3) bénh nhi déu mang dot
bién cung loai va c6 tang cholesterol mau.
Pot bién di hop tir trén exon 4 gen LDLR & pha hé gia dinh bénh nhi MS03
duoc phat hién ¢ 3 thanh vién c6 quan hé huyét théng bac 1, 2 véi bénh nhi,
cu thé: Ho hang bac 1 gém c¢6 bénh nhan 11.6 va 111.3; ca 2 thanh vién nay déu
mang d6t bién (100%); ho hang bac 2 gdm c6 bénh nhan 1.1 va 11.5; c6 1/2
thanh vién mang dot bién (50%).

Bdang 3.13. Mét sé ddc diém 1am sang, cdn 1am sang cia cac thanh vién
trong phd hé gia dinh bénh nhi MS03

Lipid mau (mmol/L) Pau
STT| MA& |Tudi|Giéi| TC |LDL-C|HDL-C| TG |Uvang| nguc/ | THA
NMCT
1 1.1 75 | Nir | 8,1 4,7 0,8 7,33 - -
2 1.3 67 | N | 7,4 5,2 1,2 3,28 - -
3 1.4 69 |[Nam| 4,5 2,9 0,7 2,82 - -
4 1.5 49 |Nam| 4,8 3,1 0,9 3,23 - -
5 16 | 35 | Nir | 7,0 50 1,4 1,1 - -
6 1.7 42 |Nam| 6,83 | 4,82 1,49 | 0,92 - -
7 1.9 39 |Nam| 6,0 3,8 1,1 3,56 - -
8 .10 | 34 |Nam| 5,7 4,1 1,2 1,49 - -
9 .1 4 | Nt | 35 2,1 1,3 0,98 - -
10 | HI.2 2 | Nt | 50 3,5 1,4 1,71 - -
11 | 1.3 | 11 |Nam| 7,57 | 6,06 0,85 | 1,43 - -
12 | 1114 5 |[Nam| 7,35 | 5,48 1,03 | 2,03 + -

(MS03)
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Bang 3.13 cho thiy trong 4 thanh vién tinh theo ti 18 di truyén bénh cua
pha hé gia dinh bénh nhi MS03 ¢6 3 thanh vién mang dot bién trén exon 4 gen
LDLR nhung khéng cd biéu hién triéu chiing trén 1am sang nhu ting huyét &p,
u vang, dau nguc hay NMCT, chi ¢ duy nhat bénh nhi MS03 (111.4) c6 biéu
hién u vang trén 1am sang véi sé luong it va chi yéu ¢ ving cénh tay va
khuyu tay. O ca 3 thé hé déu cd céc thanh vién c6 ting cac chi sb lipid mau
véi mic do gap 2-3 1an so véi gid tri binh thuong. Ca 4 thanh vién mang dot
bién di hop tur trén exon 4 gen LDLR déu ting TC va LDL-C. Mét thanh vién
bén ho nodi cua bénh nhi (1.3) ting TC méau nhung khong tim thay dot bién
trén exon 4 gen LDLR.

3.3.3. Pha h¢ gia dinh bénh nhi MS15
+ Chdn doan bénh nhi MS15

Bénh nhan nit sinh nam 2011 vao vién vi xuat hién nhiéu u vang dudi da

viing mong va khop géi 2 bén, ¢o tay va khuyu tay 2 bén. Khoang 1 tudi bénh

nhi da xuat hién u vang dudi da.

Hinh 3.16. Hinh d@nh u vang ¢ da bénh nhi MS15
(viing mdng, ddu géi, khuyu tay)
Tinh trang bénh nhi MS15 ldc vao vién: C6 nhiéu u vang duéi da khép
g6i, ving mdng, co tay va khuyu tay 2 bén. Két qua xét nghiém mau thoi
diém vao vién: TC mau ting cao (19,1 mmol/L); LDL-C ting cao (15.4
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mmol/L). Bénh nhi MS15 théa man céc tiéu chuan Simon Broome va duoc
chan doan méac bénh FH.

Tién hanh giai trinh tu 5 exon (exon 3, 4, 9, 13 va 14) gen LDLR cua
bénh nhi MS15 phat hién c6 dot bién ¢.664T>C ddng hop tu trén exon 4, day
la dot bién da dugc céng bd va duge cho 1a @6t bién gay bénh [105]. Tién
hanh phan tich xac dinh loai dot bién nay trén exon 4 gen LDLR & cac thanh
vién con lai trong gia dinh bénh nhi MS15. Két qua phan tich 1am sang, can
lam sang duoc trinh bay & bang 3.14 va két qua xac dinh dot bién gen theo
pha hé ¢ hinh 3.17.

4 Phd hé gia dinh bénh nhan MS15

Pha hé gia dinh bénh nhi MS15 gom 3 thé hé véi 26 thanh vién, trong d6
c6 22 thanh vién tham gia nghién cuu, ti 1¢ di truyén bénh trong pha hé tinh &
16/22 thanh vién. Do diéu kién dia ly va hoan canh gia dinh nén cé 3 thanh
vién trong pha hé gia dinh c6 méi quan hé bac 3 véi bénh nhi MS15 khong
tham gia nghién cau (111.2; 111.3; va 111.10). C4c thanh vién tham gia nghién

ctru duoc thuc hién xét nghiém mot sé chi s6 hoa sinh mau va phan tich xac dinh
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Hinh 3.17. KQ dgt bién Exon 4 cia phda hé gia dinh bénh nhi MS15
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Hinh 3.17 cho thay pha hé c6 14 thanh vién déu mang ciing 1 loai dot bién
(c.664T>C), trong d6 13 thanh vién mang d6t bién di hop tir, 1 thanh vién
mang dot bién ddng hop tir, md ta chi tiét kiéu di truyén caa loai dot bién nay

trong pha hé nhu sau:

Bén noi c6 dng cua bénh nhi (1.3) mang dot bién di hop tt trén exon 4
gen LDLR di truyén cho tat ca cac con bao gdm: bé (11.6), 2 chd (11.7 va 11.9)
va c6 (11.11) cua bénh nhi. Thé hé tiép theo bao gdm bénh nhi MS15 (111.1) va
cac em ho (111.6; 111.7; 111.8; 111.9) déu nhan dot bién tir b, chi hoac cd cua
bénh nhi MS15.

Bén ngoai cua bénh nhi: Phat hién dot bién di hop ¢.664T>C trén ba
ngoai bénh nhi (1.2), dot bién nay di truyén lai cho me (11.1) caa bénh nhi va
cau rudt (11.4), di truyén cho thé hé tiép theo 1a bénh nhi MS15 va nguoi em
ho (111.5) caa bénh nhi. Bénh nhi MS15 (111.1) nhan d6t bién tir ca b6 va me
nén mang dot bién & dang dong hop tir trén exon 4 gen LDLR. Ba thanh vién
c6 quan hé huyét théng bac 2 vaéi bénh nhi khdng phét hién c6 dot bién, bao
gom: Ong ngoai (1.1), ba ndi (1.4) va di rudt (11.3) caa bénh nhi. 1 thanh vién
c6 quan hé huyét thong bac 3 véi bénh nhi khéng phat hién co dot bién, dé 1a

em ho (I11.4) con cau ruét cua bénh nhi.

So d6 pha hé thé hién 13 thanh vién cé quan hé huyét thong bac 1, 2, 3
véi bénh nhi MS15, cu thé: ho hang bac 1 gom c6 2 thanh vién (11.1 va 11.6);
ca 2 thanh vién mang dot bién (100%). Ho hang bac 2 gém c6 7 thanh vién
(1.2; 1.3; 11.3; 11.4; 11.7; 11.9; 11.11); ¢6 6/7 thanh vién mang dot bién (85,7%);
2 trong 6 thanh vién mang dot bién nhung khdng tang lipid mau. Ho hang bac
3 gém c6 6 thanh vién (111.4; 111.5; 111.6; 111.7; 111.8; 111.9); c6 5/6 thanh vién
mang dot bién (83,3%).
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Bdng 3.14. Mgt sé ddc diém 1am sang, cdn 1am sang cia cac thanh vién
trong pha hé gia dinh bénh nhi MS15

STT| Masé |Tudi|Gisi| TC |LDL-C|HDL-C| TG U Daungyc/|_ |
vang| NMCT
mmol/L
1 11 59 [Nam| 57 | 38 | 1,1 |299] - - i
2 12 56 [N | 91 | 76 | 14 |097] - : i
3 13 52 [Nam| 84 | 68 | 12 |162] - - i
4 1.4 52 [N& | 44 | 30 | 13 |073] - - i
5 N1 | 3L [N | 60 | 44 | 12 |08 - - i
6 13 | 30 [N& | 43 | 23 | 18 |066| - - i
7 N4 | 28 [Nam| 82 | 65 | 10 |19l - - i
8 05 | 21 [N& | 53 | 35 | 19 |071| - - i
9 16 | 28 [Nam| 65 | 50 | 1,1 | 09 | - . i
10| 117 | 30 |[Nam| 54 | 44 | 11 |087]| - - i
11| 18 |25 |Nw | 45| 32 | 15 |061| - - i
12| 119 |28 |Nam| 83| 62 | 09 |479] - : i
13| 1110 | 28 [N& | 45 | 30 | 12 | 14| - - i
14| 111 | 26 |N& | 59 | 48 | 11 |056]| - - i
15| 1112 | 28 [Nam| 52 | 34 | 13 |413] - - i
16 [IN1(MS15)| 5 |N& |19.1| 154 | 1,72 | 1.3 | + : i
17| 14 | 4 |[Na | 38| 24 | 12 |079] - - i
18| m5 | 2 |N& | 61| 47 | 1,3 |083] - - i
19| 116 | 3 |[Nam| 70 | 56 | 13 |165| - - i
20 M7 | 2 |N&|53]| 45 | 08 |102] - - i
21 m8 | 3 |Ni¥| 69| 53 | 11 [185] - - i
21 m9 | 3 |Ni¥| 73| 61 | 12 [114] - : i
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Ti Ié di truyén bénh trong pha hé gia dinh bénh nhi MS15 tinh & 16/22
thanh vién, c6 14 thanh vién mang dot bién trén exon 4 gen LDLR, trong d6
13/14 thanh vién mang dot bién di hop tir nhung khéng c6 biéu hién triéu
chtng trén 1am sang nhu: ting huyét ap, u vang, dau nguc va NMCT, chi ¢6
duy nhat bénh nhi MS15 (II1.1) mang dot bién dong hop tir c6 biéu hién u
vang trén 1am sang véi dién rong va & nhiéu vj tri trén co thé. O ca 3 thé hé
déu c6 cac thanh vién c6 tang cac chi s6 lipid mau voi mic do gap 2-3 lan so
Vi gia tri binh thudng. Trong s6 14 thanh vién mang dot bién trén exon 4 gen
LDLR c06 3 thanh vién khong tang hodc tang nhe lipid mau (TC va LDL-C) va

chua dat theo tiéu chuan cua Simon Broome (11.1; 11.7 va 11.11)

Bdang 3.15. Péc diém vé chi sé lipid mau é nhém dét bién di hop ti va
khéng dat bién cia phd hé MS15 (mmol/L)

Pt bién TC LDL-C HDL-C TG
X+ SD (mmol/L)
C6 dot bién trén exon 4 gen| 6,95+1,23 | 553+1,03 | 1,13+0,17 | 1,45+1,09
LDLR (n=13)
Khong c6 dot bién trén 4,71+0,63 3,07+0,52 1,41+0,29 15+1,33
exon 4 gen LDLR (n=8)
p 0,00 0,00 0,02 0,30

Bang 3.15 cho thdy nhom c6 dot bién di hop tir trén exon 4 gen LDLR ¢6
két qua cac chi s6 lipid méau cao, lan luot gia tri TC va LDL-C 14 6,95
mmol/L va 5,53 mmol/L, trong khi d6 nhém khéong c6 dot bién c6 két qua TC
va LDL-C trong gidi han binh thuong. Su khac biét c6 y nghia khi so sanh 2
chi s6 nay & 2 nhom c6 dot bién va khong co dot bién trén exon 4 gen LDLR
(p<0,01).
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CHUONG 4
BAN LUAN

Bénh ting cholesterol co tinh chét gia dinh 1a mot bénh di truyén troi
nhidm sic thé thuong dic trung bai nong do LDL-cholesterol (LDL-C) trong
mau tang cao bat thudng. Mot s nghién ctu trén thé gisi cho thiy hon 1.000
dot bién cua gen LDLR d3 duoc xac dinh & bénh nhan tang cholesterol co tinh
chat gia dinh. Day 1a bénh di truyén don gen, nguyén nhan c6 thé do dot bién
& cac gen: LDLR, ApoB, PCSK9, LDLRAP1, trong d6 chu yéu lién quan dén
dot bién gen LDLR vai ty 18 dot bién trén 80% [5].

Téang cholesterol dong vai tro quan trong trong viéc hinh thanh, phat
trién va nut v& ciia mang xo vira, lam ting cac nguy co mac bénh tim mach
(Coronary Heart Disease: CHD) nguyén phét va tir vong. Bénh mach vanh la
nguyén nhan gay tir vong hang dau trong nhitng nam gan day [6],[7]. Tang
cholesterol trong mau c6 thé do nhiéu nguyén nhan khac nhau: Ché d6 in
giau cholesterol, it van dong, do hau qua caa 1 s6 bénh réi loan chuyén héa.

Mot nguy@n nhan vé cling quan trong 1a do dot bién gen gay nén.

Bénh tang cholesterol mau c6 tinh chat gia dinh 1a mot bénh ly dién bién
tham lang va triéu chung 1am sang khong dic hiéu, dac biét d6i véi cac the
bénh FH di hop ta, chinh vi vay ti Ié bénh nhan FH khong dugc chan doan
s&m van con cao dan dén viéc diéu tri va du phong bién chizng cho bénh nhan
con han ché. Hau hét cac bénh nhan FH chi dugc chan doan khi da xuét hién

c4c bién chimg nhu NMCT hay dot quy.

Vién quéc gia vé y té va 1am sang cua Anh (NICE) dé dua ra khuyén co
vé sang loc phan tang d6i véi nhitng ngudi than co quan hé huyét théng gan

v6i bénh nhan da dugc chan doan 1am sang FH, gitip giam ti I¢ bénh tat va to
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vong do bénh tim mach & nhimg ngudi FH thdng qua chan doan bénh sém va

quan ly bénh hiéu qua [26].

O Viét Nam, hién nay cac nghién ciu vé gen lién quan téi bénh nhan FH
con han ché, dic biét chua c6 nghién cttu vé cac dot bién trén mot sé gen gay
bénh FH ¢ dbi tuong tré em — ddi tuong dang trong do tudi phét trién c6 nhu
cau dinh dudng cao. Tuy nhién bénh nhi FH néu khong dugc chan doan sém
dé c6 su kiém soat dinh dudng phil hop va diéu tri kip thoi, c6 thé dan dén cac
bién cb tim mach & @6 tudi rat tré, nhat 1a cac bénh nhi FH nguyén nhan do
thé dot bién phic tap. Bé gop phan hiéu ré vé méi lién quan gira bénh voi
cac dang dot bién cia gen LDLR gilp hd tro chan doan va dua ra cac bién
phap diéu tri sém, gilp giam thiéu cac bién c6 tim mach va dem lai chat
luong cudc séng tét hon cho bénh nhan, nghién ctu cia ching toi duoc thyuc
hién trén 26 bénh nhi dugc chan doan FH theo tiéu chuan Simon Broome va
45 thanh vién trong pha hé 3 gia dinh bénh nhi c6 dot bién nham xac dinh dot
bién gen LDLR trén mot s6 exon ¢ ti 1é dot bién cao [60],[95],[93]. Nghién
ctru da thu duoc mot sé két qua tha vi vé dot bién méi chua ting dugc cong
bé trén thé gigi cling nhu mbi lién quan giita dot bién véi cac biéu hién can
lam sang. Nhitng két qua duoc ban luan trong tong hoa két qua cua céc
nghién ctu trong khu vuc va trén thé giéi. Duéi diy chung toi s& ban luan
toan bo két qua nghién ctru thu dugc theo hai muc tiéu chinh: (1) Xac dinh
dot bién trén mot sb vung gen LDLR ¢ bénh nhi tang cholesterol mau co
tinh chat gia dinh; (2) Phét hién dot bién gen LDLR va mét sé dic diém
lam sang, can lam sang ¢ cac thanh vién trong pha hé cua bénh nhi FH

mang dot bién gen.
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4.1. Ban luan vé cac dt bién va SNP tim dwoc trén bénh nhi FH

Dbi tuong nghién ciru 12 26 bénh nhi dwgc chan doan bénh FH dya trén
tiéu chuan chan doan cua Simon Broome. D6 tudi trung binh cia nhom 26
bénh nhi FH 1 6,66 + 3,92 tudi, cao nhat 1a 15 tudi, thdp nhat 1a 1,2 thang.
25/26 bénh nhi FH vao vién Nhi Trung wong khdm véi ly do c6 u vang trén
1am sang véi cac mirc do khac nhau, tai thoi diém do cac bénh nhi dugc kham
va lay méau xét nghiém, mot bénh nhi tuy khdng c6 biéu hién cac triéu ching
trén 1am sang nhu: U vang, dau ngyuc hay ting huyét ap nhung c6 tién st gia
dinh dién hinh (anh trai c6 biéu hién u vang va ting lipid mau). Nghién cau
thuc hién lay s6 liéu trong 3 nam tai bénh vién Nhi Trung wong, chi c6 26
bénh nhi dap tng du tiéu chuan chan doan bénh FH ctia Simon Broome va
dong y tham gia nghién ctu. S6 lugng nay dé tinh ti I bénh FH ¢ quan thé
nguoi Viét Nam thi chua chinh x4c. Trong thuc té, & Viét Nam ciing chua c6
nhiéu nghién cau dé dua ra ti 16 mac bénh FH trong cong dong vai sé liu cu
thé. Vi diéu kién kinh té xa hoi va nhan thic ctia ngudi dan vé bénh FH con
han ché, tdm 1y e ngai, dau bénh di truyén, nén c6 thé ti 1& bénh FH trong
cong dong kha cao nhung s6 bénh nhan dén kham va diéu tri thi rat thap.
Trong qua trinh nghién ctu, khi phan tich gen cia cac thanh vién gia dinh
bénh nhi mang d6t bién gen LDLR, ching t6i phét hién thém 9 tré mang dot
bién gen nay. 9 tré co do tudi trung binh khi dugc phét hién bénh FH (thoi
diém xét nghiém phat hién co dot bién) 1a 5,33 #+ 3,3 tudi, thap hon so véi do
tudi trung binh cta 26 bénh nhi FH trong nghién ctu. Gia dinh cta 9 tré nay
hoan toan khéng biét tré ¢ mac bénh, céc tré déu khéng co biéu hién trigu
ching u vang, dau nguec. .. trén 1am sang. Két qua xét nghiém TC va LDL-C &
9 tré c6 ting nhung chua cao nhu tiéu chuan cua Simon Broome hoic khong

tang. Piéu nay cho thay viéc xac dinh dot bién gen gilp phat hién bénh som
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tir 6 tudi con rat nho. Mat sé nghién cau trén thé gisi thuc hién sang loc voi
s6 lwong 16n bénh nhi FH cho két qua d6 tudi trung binh thap hon so véi do
tudi trung binh cia nhém 26 bénh nhi FH trong nghién ctu caa ching toi.
Nghién cau cua Groselj (2018) trén 280 bénh nhi FH c6 do tudi trung binh 1a
5,61+0,68 tudi [106]. Két qua sang loc 100 bénh nhi FH & Phép cua Benlian
(2009) c6 dd tudi trung binh cua bénh nhi trong nghién ctu 1a 6,1+3,5 tudi
[107]. Hai nghién ctu trén dugc thuc hién & cac nudc chau Au co diéu kién
kinh té phat trién, c6 su dau tu 16n vé kinh phi cho céc dy &n, chién lugc sang
loc bénh FH, chinh vi vay viéc khdam va chan doan bénh FH & tré em hoan
toan chu dong va tré duoc phat hién bénh ¢ do tudi con rat nho, dan dén do
tudi trung binh thip hon han so véi cac bénh nhi FH trong nghién ctu caa
ching t6i. Tur cac két qua nghién ciu cho thay chu dong sang loc gilip phat
hién som bénh FH ¢d vai trd rat quan trong trong viéc tu van, diéu tri va du

phong cac bién cd cd thé xay ra.

Tap hop nhém nghién ctu ban dau 1a 26 bénh nhi va 9 bénh nhi dugc
phat hién thém trong nghién cuu thi ti 18 gigi tinh nam va nir lan luot 14 57,1%
va 42,9%. Két qua nay khong turong ddng véi mot sé két qua nghién ciu trén
thé gidi, nhu & Italy cua Guardamagna (2009) trén 264 bénh nhan cho két qua
véi ti 1€ nam va nir tuong tng la 50,76% va 49,24% [108]. Theo nghién cuu ¢
Anh trén 207 bénh nhan cia Ramaswami (2017) ¢ ti 1€ nam la 45,41% va ti
I& nit chiém 54,59% [109]. Nghién ctu cia Minicocci ¢ Italy (2017) trén 39
bénh nhan FH ciing dua ra ti I1¢ nam va nit la 43,6% va 56,4% [110]. Mot
nghién ctu tong hop lay sé liéu tir 8 nudc chau Au ciing cho thay hau hét két
qua ti & vé gidi & cac bénh nhi FH tir 42 — 51% la nam va 49 — 58% la nix
[111]. Nguyén nhan cua sy khong twong déng nay co thé do cac nghién ctu
nay thuc hién & cac nudc chau Au nén ti 1& gigi tinh & tré em khong tuong

d6ng véi chau A (ti Ié tré nam cao hon tré nit), c& mau trong cac nghién cau


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guardamagna%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19446849

90

nay ciing I6n hon so véi ¢c& mau trong nghién ciru cua ching toi, chinh vi vay

phan bd vé gigi trong nghién ctu caa ching t6i ¢ su chénh léch so véi hai

nghién cuau trén.

Diic diém vé xét nghiém lipid mau ¢ nhom bénh nhi FH ban ddu

26 bénh nhi FH dén bénh vién Nhi Trung wong kham véi triéu ching u

vang trén 1am sang, biéu hién sé luong va cac muc do khac nhau, két qua xét

nghiém lipid trung binh trong mau ting cao ¢ 2 chi s TC va LDL-C. Nang

d6 hai chi sb lipid mau nay ciing ting cao & nhiéu bénh nhan FH va duoc thé

hién & két qua caa nhiéu nghién ciu trén thé gigi va trong khu vuec.

Bdng 4.1. Chi sé lipid mau ¢ mét sé nghién cru

o TC LDL-C TG HDL-C
Téac gia Chiing tgc n
mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
Hoang Thi Yén Viét Nam 26 |12,45+4,88| 9,85+4,06 | 2,44+4,44 | 1,1+0,37
Fairoozy [112] Iran 16 | 16,3+5,7 | 12,0+4,6 - -
Ramaswami [109] Anh 207 | 7,61+1,48 | 5,67+1,46 - -
Guardamagna [108] Italia 264 7,65 5,79 0.9 1,37
Groselj U [106] Slovenia 280 | 7,36+1,46 |5,56+1,48 - 1,4+0,27
Klancar G [113] Slovenia |155| 7,3%1,2 | 5,4+1,3 1,4+0,4
Norway 250 | 7,26+1,39 |5,35+1,34|0,93+0,48 | 1,46+0,36
UK 298 | 7,45+1,51|5,51+1,49|1,04+0,54 | 1,4+0,33
The 343 | 7,02+1,56| 5,3+1,5 | 1,0+0,53 |1,34+0,42
Netherlands
o Belgium | 171 |7,41+1,485,51+1,41|1,06+0,65 |1,43+0,38
Ramaswami va
. 111 Czech 647 | 7,48+1,49 |5,63+1,44|1,03+0,56 (1,39+0,39
cong sy [111] Republic
Austria 64 (6,76%+1,74|4,87+1,61|0,95+0,52|1,39+0,35
Portugal 291 |7,23+1,55| 5,3+1,46 | 1,0+0,55 | 1,46+0,4
Greece 1000| 8,13+1,22 |6,21+1,25|0,83+0,39 |1,51+0,29
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Bang 4.1 cho thdy ndng d6 chi s6 TC (12,45+4,88 mmol/L) va LDL-C
(9,85+4,06 mmol/L) caa nhdm 26 bénh nhi FH ban dau trong nghién ciu cua
ching t6i thap hon so véi nghién ctu cia Fairoozy va cong su (2017) véi ¢&
mau 16 bénh nhi & Iran; nhung két qua cua chung t6i cao hon han so véi két
qua nghién ctru cua Ramaswani (2009), Guardamagna (2017), Groselj (2018),
Klanéar (2015) va dic biét so vai két qua nghién cau trén 3064 bénh nhi FH
tir 8 nuwdc chau Au (2020). Su khong tuwong dong gitra cac nghién ciru trén vé
két qua 2 chi sé TC va LDL-C c6 thé:

(1) Do su khac biét vé diéu kién kinh té, x& hoi & cac nudc thuc hién
nghién cau: Cac nghién ctu véi ¢d mau lén duoc thuc hién & cac nudc phat
trién & chau Au co diéu kién vé kinh té, x hoi phat trién, nhan thac cua nguoi
dan vé y té va cham soc stc khoe cao hon han so véi Viét Nam va Iran, nén
c6 nhiéu dau tu kinh phi thuc hién xét nghiém sang loc phan tang di véi
thanh vién c6 quan hé huyét théng véi bénh nhan FH ciing nhu cac du &n
sang loc bénh FH thyc hién ¢ cong ddng. Chinh vi vay d6i tuong duoc phat
hién bénh FH thuong som, & do tudi con rat tré, 2 chi s TC va LDL-C trong
mau c6 thé bién d6i chwa nhiéu. Trong khi d6 nhém 26 bénh nhi trong nghién
ctru cua ching t6i chi dugc xét nghiém va chan doan bénh FH khi dén bénh
vién kham va da c6 biéu hién triéu ching u vang trén 1am sang.

(2) Do sy khéc biét vé ¢c& mau nghién cau: Cac nghién ctiu véi ¢ mau
I6n ¢6 chi s6 TC va LDL-C gan tuong duong nhau.

Két qua bang 3.1 va bang 3.5 cho thay 9 bénh nhi duoc phat hién chu
dong qua sang loc phan tang tir 3 bénh nhi FH chi diém ban dau (MS02,
MS03, MS15) ciing c6 do tudi thap hon so véi nhom 26 d6i tegng bénh nhi
FH, khi so sanh 2 chi s6 TC va LDL-C & 2 nhém bénh nhi nay thay su khéc
biét co y nghia véi p<0,05. Pong thoi két hop véi bang 4.1 cho thay chi s6
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TC va LDL-C trung binh trong mau cua 9 bénh nhi FH dugc phét hién cha
dong qua sang loc phan tang tir nghién ciru cua ching toi c6 su tuong dong
véi két qua nghién cau cia cac tac gia Guardamagna [108], Groselj U [106],
Klancar G [113], Ramaswami va cong su [111]. Diéu nay ly giai boi vai tro
ctia sang loc phan tang trong viéc phéat hién sém bénh nhan FH trong cong
ddng, nhitng bénh nhan FH dugc chu dong phét hién sém tir bénh nhan FH
chi diém trong gia dinh din dén viéc két qua xét nghiém TC va LDL-C trén
bénh nhan FH c6 dot bién c6 thé ting nhe hoic tham chi khong tang so Vi

tiéu chuan chan doan bénh FH.
Ban lud@n vé cdc dat bién, SNP trén nhém bénh nhi FH

Pé phét hién cac dot bién trén gen LDLR & cac d6i twong trong nghién
ctru, chung t6i da lya chon va sir dung mot sé ki thuat tach chiét DNA va
phan tich gen tién tién. Toan bo qué trinh tir viéc ldy mau, bao quan van
chuyén va tach chiét miu can duoc tuan tha tuyét d6i theo mot quy trinh da
chuan hoa. Khi miu mau duoc xir 1y, giai doan tach chiét DNA 1a khau dau
tién dong vai trd quan trong. Néu cac phan tir DNA duoc tach chiét tét, khdng
bi dat gay, khong bi nhiém thi cac phan tng tiép theo méi co do chinh xéac
cao. C4c mau mau toan phan caa nhém bénh nhi FH va nhdém céc thanh vién
trong pha hé 3 gia dinh bénh nhi c6 dot bién duoc tién hanh tach chiét theo kit
thuong mai cta hang Gene All (Han Quéc). Uu diém cua viéc st dung
phuong phap tach chiét theo kit nay d6 1a quy trinh don gian, dé thuc hién,
thu dugc két qua DNA kha dong déu va co do tinh sach cao so voi phuong
phap tach thu cdng bang ethanol/chloroform [114]. Nong d6 va do tinh sach
dugc do bang may quang phd véi nong do thap nhat 1a 34,7 ng/ul, cao nhat 13
114,1 ng/ul, do tinh sach thé hién qua gia tri A260/A280 ludn nam trong
khoang 1,8-2,0.
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Tiép d6 khuéch dai doan DNA dich véi cip moi duogc thiét ké dac hiéu
cho 5 exon: 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR. Nhitng cip mdi nay duoc thiét ké tuan
theo nguyén tic thiét ké méi, dugc kiém tra ki ludng cac dac tinh vat ly
[104] cling nhu kha ning bét cap, khuéch dai dic hiéu cho doan exon dich
cia gen LDLR tryc tiép bang phan mém hd tro NCBI [101]. Pic biét doan
gen dich voi exon 14, cap mdi duoc thiét ké bao trum toan bo exon 13 do 2
exon trén gen LDLR gan nhau va kich thudc 2 exon khong I6n, do d6 doan
san pham dich c6 thé danh gia duoc toan bo exon 14, intron 13 va exon 13.
Trong qué trinh nghién ctu, ching tdi tién hanh do nhiét dé gdn mdi, ndng do
cac thanh phan phan tng PCR nham téi wu hoa ting phan tmg PCR. Panh gia
két qua doan gen thu duoc tir phan tng PCR khuéch dai théng qua cac vach
dién di trén gel agarose 1,5%. Céc vach dién di déu hién thi rd nét, dung kich
thugc va khong c6 san pham phu. Biéu nay ching minh rang cap méi ching
t6i thiét ké 1a dac hiéu va cac phan ung PCR cua chung toi da duoc ti uu
hoa, san pham du diéu kién tham gia phan wng giai trinh ty tiép theo (hinh 3.1
dén hinh 3.4).

Dé x4c dinh d6t bién gen LDLR ching tdi sir dung giai trinh tu truc tiép
do ¢6 nhiéu uu diém: Cho phép phét hién cac dot bién diém, xéa doan, chén
doan ngan phd hop véi phan bé cac loai dot bién gen LDLR, gia thanh hop Iy.
Pay ciing 14 phuong phap c6 thé phét hién dot bién diém mot cach chinh xac -
loai dot bién chiém ti 1& cao trong cac dot bién gen LDLR va duoc lya chon
trong nhiéu nghién cau vé dot bién gen LDLR. Cac mau giai trinh tu duoc
thuc hién tryc tiép trén hé thong may tu dong Prism 3730x1 — ABI (M¥). Cac
két qua giai trinh tu gen dugc phan tich truc tiép véi cac phan mém hd tro
BioEdit, ApE va trinh tu gbc lay tir NCBI. Néu tin hiéu giai trinh tu khéng

dam bao, céc tin hiéu nén nhiéu hoic nghi ngo, ching toi sé thuc hién va danh
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gia lai mau. Nghién ciu chi chap nhan cac két qua khong bi nhiéu, tin hiéu
nén rd. Céc két qua giai trinh ty phat hién dot bién s& duoc tién hanh giai trinh
tu v&i mdi con lai dé khang dinh. Cac két qua dot bién da phat hién s& duoc
tra ctu truc tiép trén cac hé théng dir lieu dot bién cd sin Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), The Human Gene Mutation
Database — HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), LOVD
(https://databases.lovd.nl/shared/genes/LDLR) dé xac dinh d6t bién d3 ting
dugc cdng bd, tiém niang gy bénh. Vai cac dot bién méi, ching toi tién hanh
st dung c4c phan mém du doan tiém niang gay bénh. Nhuoc diém cua
phuong phap giai trinh ty khéng phét hién duoc cac dot bién xoa doan,
chén doan lon, do do trong nghién ctru nay chung téi chi tap trung xac dinh

nhitng d6t bién diém trén nhém bénh nhi dugc chan doan bénh FH.

Pot bién gen LDLR dan dén viéc thiéu céc thu thé c6 chic nang (LDLr)
trén bé mat té bao. Picu nay gay ra su giam hap thu LDL-C vao té bao cua
c4c t6 chuc, dic biét 1a té bao gan, dan dén taing LDL-C huyét thanh, tir d6
lam suy yéu su thanh thai LDL-C. Hau qua qué trinh nay 1am giam su wc ché
tong hop cholesterol noi bao va tich tu LDL-C trong ldng mach [115]. ot
bién gen LDLR duoc chia 1am 5 loai dua trén cac nghién ctu vé dic diém
sinh héa va chic ning cua thu thé. Dot bién loai 1: Ngin can su tong hop
LDLr; dot bién loai 2: Dot bién gay nén toan bo (loai 2A) hoic mot phan (loai
2B) thu thé duoc tong hop khong thé tach roi ludi noi sinh chat; dot bién loai
3: Dot bién gay nén tinh trang thu thé khdng gan duoc véi LDL-C; dot bién
loai 4: Cac thy thé khdng thé noi hoa duoc LDL-C, do d6 khong van chuyén
dugc LDL-C vao trong mang té bao; dot bién loai 5: Khong giai phong va téi
sir dung duoc LDLr [116],[117],[118].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://databases.lovd.nl/shared/genes/LDLR
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Pot bién gen LDLR: Nghién ctu caa chiing t6i da phat hién 7 bénh nhi
mang 4 loai dot bién khac nhau trén gen LDLR, d6 1a: Dot bién ¢.664T>C, dot
bién ¢.1285G>A, dot bién ¢.1335C>T va dot bién ¢.1978C>T.

Pt bien c.664T>C: Dot bién trén exon 4 tai vi tri nucleotide 664
Thymin dugc thay biang Cytosin, dan dén 1am bién d6i a.a Cysteine & vi tri
222 thanh a.a Arginine. Dot bién da dugc phat hién va céng bb & nghién ciu
cua Sozen M.M (2005) [105]. Trong nghién ctru cua ching t6i da phat hién co
5 bénh nhi mang dot bién nay. Pay 1a loai dot bién sai nghia cd su thay thé
a.a, do vay 1am anh hudng dén hoat dong cua protein va lién quan téi viéc gan
LDL-C véi LDLr. Exon 4 ma héa cho ving phdi tir caa LDLr lam trung gian
cho sy twong tac vai lipoprotein. Dot bién trén exon 4 13 mot dot bién gap véi
ti 1& cao trong nhiéu két qua nghién cau [26],[33],[91],[93],[95]. Ly do cua
hién twong ndy mot phan do su troi hon cua céc trinh tu CpG & trén exon nay
[11], mot 1y do khac day 1a vi tri duy nhat m& hoa cho ca doan gan ApoB va
ApoE, cac doan trong ving gan phdi tir chi ma hoa cho doan gan ApoB, vi
vay cac dot bién ¢ ving chia khoa nay thuong anh huong c6 hai mot céch rd
rét dén chirc nang cta LDLr, dan téi nhitng ca thé mang cac dot bién nay
thuong biéu hién rdi loan lipid dién hinh, tir @6 bénh nhan dé dugc phat hién

hon va exon 4 ciing 1a exon dai nhat trong 18 exon cta gen LDLR.

Pé du doan kha ning gay bénh dbi v6i dot bién sai nghia c6 thay doi a.a,
c6 thé sir dung 3 phan mém du doan dé 1a: Chuong trinh PolyPhen 2
(Polymorphism Phenotyping version 2), phan mém MutationTaster va phan
mém SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), 3 phan mém nay di duoc sir
dung dé dy doan kha ning gay bénh FH cua nhiéu dot bién méi duoc phat
hién trong cac nghién ctu trén thé gioi [105],[119], [120], [121].
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Chuong trinh PolyPhen 2 duya trén chién lugc két hop; phan tich ky tu
chudi (vi du: Lién két disulphide, vi tri lién két), so sanh twong ddng, duong
kinh cau tric (vi du: cau tric thir cap) va cac vi tri tiép xUc véi cac vi tri (vi
du: Phéi tir hoic tiéu don vi peptide) dé dy doan su tac dong cua viéc thay thé
a.a dén tinh 6n dinh va chitc ning cua protein nguoi [122]. Dy doan két qua
bang phan mém du doan kha ning gy bénh chwong trinh Polyphen-2 cho két
qua dot bién ¢.664T>C hau nhu chic chin gay bénh véi diém s téi da 1a 1
(d6 dic hieu 100% - hinh 4.1):

PolyPhen-2 prediction of functional effects of human nsSNPs

PolyPhen-2 report for P01130 C222R

Query

Protein Acc m Description p.C222R mikc ﬂ'{f g{"!y
PO1130 222 C R ] Canonical; RecName: Full=Low-density lipoprotein receptor; Shart=LDL receptor; Flags: Precursor; Length: 860 bénk riit cao

Results ’

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398

HumDiv
This mutation is predicted to b with a score of 1.000 (senspiagy: 0.00; specificity: 1.00)
8.00 0,28 0,48 0.60
HumVar
Details
Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Hinh 4.1. Dw dodn khd nang gay bénh dgt bién ¢.664T>C bang phan mém
Polyphen 2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/cgi-bin/ggi/ggi2.cgi)

Phan mém MutationTaster tich hop thong tin tir cac co so dit liéu y sinh
khac nhau va st dung cac cong cu phan tich d dugc thiét 1ap. Phan tich bao
gom bao ton tién hoa, thay ddi vi tri ghép ndi, mat tinh ning protein va thay
d6i o6 thé anh hudng dén luong MRNA. Sir dung phan mém MutationTaster
s& mang lai do chinh xac va téc do nhanh vé phan tich di liéu dé du doan kha

nang gay bénh caa dot bién [123].


http://genetics.bwh.harvard.edu/cgi-bin/ggi/ggi2.cgi
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Str dung phan mém MutationTaster dy doan kha ning gdy bénh cua dot
bién ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR ciing cho két qua twong tu vai két qua

gay bénh, diém sb d6 bao ton a.a 1a 194 véi do tin cay cao (hinh 4.2);

Mutz documentation

% = mutation t(sting

Prediction disease causing Model: simple_aae, prob: 1 (esdlain

Summary hyperlink
« amino acid sequence changed
+ known disease mutation at this position (HGMD
CM055385)
+ known disease mutation at this position (HGMD
CM995133)
« known disease mutation at this position (HGMD
C€X108058)
+ protein features (might be) affected
+ splice site changes

analysed issue analysis result

name of alteration no title

alteration (phys. location) chr19:11216246T>C show variant in all transcripts  1GV
HGNC symbol LDLR

Ensembl transcript ID ENST00000558518

Genbank transcript ID NM_000527

UniProt peptide P01130

alteration type single base exchange

alteration region CcDs

DNA changes € 664T>C

CONA851T>C
016200

AAchanges C222R Score: 180 g)olain score(s)
position(s) of altered AA

if Adalteratien in CDS
frameshift no
known variant Reference ID: [s577934998

Hinh 4.2. Dir dodn khd nang gay bénh dgt bién ¢.664T>C bang phan mém

MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/)

SIFT (Scale-Invariant Feature Transform) tinh toan mot s6 diém két hop
c6 dugc tir sy phan bd cac a.a tai mot vi tri nhat dinh trong su lién két trinh tu
cua c4c a.a tir 46 dua ra du doan kha nang gay bénh caa dot bién [124]; tuong
ty nhu 2 phan mém trén khi s dung phan mém SIFT dy doan kha ning gay
bénh cua dot bién ¢.664T>C ciing dua ra két luan vé kha ning cao giy bénh
véi dot bién nay (hinh 4.3).


http://www.mutationtaster.org/
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. ||Known . .| Seqs . .
) RefSeq Protein Protein || Substitution [Region oS SNP Type Prediction  ||Score| Median at G'eue Gene Dese Protein Family ID Protein Fanly |l
D D [nfo Name Desc (
D [position
EXON low density
INP_001182731 C101R D3 novel |Nonsynonvmous|DAMAGING|0 (277 (97 ILDLR |lipoprotein
ireceptor 1soform 5
BADI3 |CTSR %‘?‘ novel |Nonsynonymous|DAMAGINGl0 278 05
low density LOW
EXON lipoprotein IDENSITY
J[NP_001182728|[B4DTQ3||C181R. D3 novel |Nonsynonvmous|DAMAGING|0 276 (98 ILDLR|receptor [ENSFM00300000269677|[LIPOPROTEIN|
[Source: HGNC RECEPTOR
Symbol:Ace:6347] RECEPTOR
EXON low density
INP_001182727||Q59EQ] |C222R DS novel |[Nonsynonymous(DAMAGING| 281 |95 ILDLR|[lipoprotem
ireceptor 1soform 2
low density LOW
EXON lipoprotein DENSITY
HNP_000518 || COJYYE |C222R DS novel |[Nonsynonvmous|[DAMAGING 281 |95 ILDLR/|receptor [ENSFM00500000269677|LIPOPROTEIN|
[Source: HGNC RECEPTOR
Symbol:Acc:6547] RECEPTOR

Hinh 4.3. Dir dodn khd ning gay bénh dgt bién ¢.664T>C bang phan mém

SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html)

Dot bién ¢.1285G>A: Dot bién trén exon 9 thay thé Guanin thanh
Adenin tai vi tri ¢.1285 1am thay doi bo ba ma héa cho a.a Valine tai vi tri 429
thanh Methionine. Trong nghién cuu chdng toi phat hién co 01 bénh nhi mang
dot bién nay va day la dot bién da timg duogc phat hién va cong bd tir két qua
nghién ctu cua Ranheim T (2006). Exon 9 ma hda cho ving gidng nhu EGF
(yéu té phét trién biéu md), khi pH noi bao thap s& tac dong vao ving nay va
LDLr s€ tach ra khoi phic hop LDLr - LDL, sau d6 LDLr sé dugc tai sir dung
trong mot vong tuan hoan méi. Valine 1a mot a.a khdng phan cuc, Ky nudc
khi bi thay thé boi a.a Methionine 1a mot a.a phan cuc sé& 1am thay d6i sy phan
cuc vé mat cau tric cua ving giéng nhu EGF nay. Dot bién ¢.1285G>A la
mot dot bién sai nghia di duoc khang dinh 1a gay bénh bai vi cac lipoprotein
lien két voi LDLr, duoc noi hoa nhung khong thé tai ché, do khiém khuyét tai
ché & thy thé dot bién [125],[126]. Néu qué trinh tai ché khong xay ra, tat ca
céc LDLr s& bi tiéu thu trong vong 10 phut sau khi tiép xdc véi LDL-C [93].
Nghién ciu cua Ranheim T va cong su (2006) mé ta cac dic diém kiéu hinh

ciia mot s6 dot bién gen LDLR bang ca kinh hién vi va cac xét nghiém té bao


https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html
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dong chay trén hé thdng md hinh té bao CHO va HepG2 da cho thay, dot bién
c.1285G>A [125]:

- Puoc xac dinh 1a dot bién loai 5 khdng phai loai 2 (tich tu cac tin hiéu
LDLr duoc tao ra boi bién thé ¢.1285G>A trong c4c endosome s6m).

- Khi nhuém mién dich huynh quang véi khang thé dac hiéu va danh gia
qua céc tin hiéu té bao cho thiy ¢.1285G>A ma hoa cho mdt protein chi nam
trong noi bao.

- CA4c tin hiéu LDLr truéng thanh duoc tao bai bién thé xuét hién trong
vong 1 gio, sau dé cuong do tin hiéu giam dan va bién mat.

Chinh vi vay dot bién c.1285G>A dugc khang dinh 1a dot bién gay
bénh FH; dot bién nay duoc tim thay trén bénh nhi MS02 trong nghién ciu
cua ching toi, khéng nhiing thé bénh nhi MS02 nay dong phét hién dot bién
c.664T>C trén exon 4; c4c triéu chirng vé 1am sang va can 1am sang cua
bénh nhan xuat hién sém va rat ram ro. Bay 1a mot truong hop két hop 2 dot
bién gay bénh dang di hop tir va 14 thé bénh niang, nhém nghién cau da tién
hanh phan tich sang loc phan tang tat ca cac thanh vién trong pha hé gia dinh
bénh nhi MS02.

Dt bién ¢.1335C>T: Dot bién trén exon 9 gen LDLR, day 1a dot bién
méi duoc phét hién trong nghién ctu va c6 1 bénh nhi FH mang dot bién nay.
Dot bién cd sy thay thé nucleotide Cytosin thanh Thymin tai vi tri ¢.1335 lam
thay doi bo ba ma héa GAC thanh GAU. Tuy c¢6 su thay doi vé nucleotide,
nhung 2 bd ba ma héa GAU va GAC déu ma hoa cho a.a Aspartat.
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Mut: documentation

;3 mutation tsting

Prediction disease causing Model: without_aae, prob: 1 (exslain)

Summary hyperlink
« known disease mutation at this position (HGMD
CM350764)

« splice site changes

analysed issue analysis resuit
name of alteration no title
alteration (phys. location) chr19:11224102C>T show variant in all transcripts 1GY
HGNC symbol LDLR
Ensembl transcript ID ENST00000558518
Genbank transcript ID NM_000527
UniProt peptide P01130
alteration type single base exchange
alteration region CDs
DNA changes €.1335C>T
CDNA 1522C>T
Q.240685C=T
AA changes no AA thanges
frameshift no
known variant Variant was neither found in EXAC nor 1000G
Search ExAC

known disease mutation at this position, please check HGMD for details (HGMD ID CM350764)

regulatory features DNase1, Open Chromatin, DNase1 Hypersensitive Site
H3K36me3, Histone, Histone 3 Lysine 36 Tri-Methylation -

Hinh 4.4. D dodn khd ning gay bénh dgt bién ¢.1335C>T bang phan mém
MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/)

Pa phan cac dot bién khong lam thay doi a.a déu la cac dang dot bién
trung tinh, tuy nhién khi sit dung phan mém du doan kha niang dot bién
MutationTaster cho thay ¢.1335C>T I1a mot dot bién cd kha ning gay bénh
(hinh 4.4) va dugc cho 1a gay bénh tai vi tri CM950764 da duoc cong b
trong ngan hang dir liéu dot bién gen & nguoi (The Human Gene Mutation
Database - HGMD:
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=LDLR&accession=CM950764)

Maic di céc thuat toan du doan vé kha ning gay bénh c6 d6 nhay va do
dac hiéu cao, tuy nhién van can cé4c thi nghiém in vivo va in vitro dé khang
dinh dot bién trén c6 phai gy bénh hay khong.

Dét bién ¢.1978C>T: Dot bién trén exon 13 gen LDLR & dang di hop t,
day 1a dot bién méi duoc phat hién trén 01 bénh nhi FH vai biéu hién u vang

va xét nghiém lipid mau tang cao dién hinh.


http://www.mutationtaster.org/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=LDLR&accession=CM950764
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c.1978C>T
LDLR gene
Exon number 1. 2 3 4 56 7-10 11 12 13114 15 i6 ‘i? 18
i i -
LDLr protein 3
Domain Signal Ligand binding EGF precursor—ﬁ(e OLS TM Cytoplasmic
peptide with cys-rich repeats

Hinh 4.5. Vi tri dét bién ¢.1978C>T tgo ma stop codon va viing ma héa cho
protein LDLr fwong ung.

O ngudi binh thuong, tai vi tri nucleotide s6 1978 trén exon 13 gen
LDLR Ia nucleotide Cytosin, trong qua trinh dich ma dé téng hop protein
LDLr s& tao ra bo 3 md hoa CAG tai vi tri a.a 660. Khi xuat hién dot bién thay
thé nucleotide Cytosin bang Thymin tai vi tri nucleotide s6 1978 thi qua trinh
dich m4 tai vi tri a.a 660 s& bi thay d6i thanh bo 3 ma héa UAG la mét trong
ba bo 3 két thic (UAG, UAA, UGA), ngay lap tic qua trinh dich ma bi ding
lai va két thic qua trinh tong hop protein LDLr tai vi tri nay. Viéc diung lai
qué trinh dich m& khién cho cac ciu trdc phia sau vi tri 6t bién cua protein
LDLr (bao gém 1 phan caa ving giong EGF, ving OLS, ving xuyén mang
TM va vung trong bao tuong) khong dugc hinh thanh, tao nén mot protein
bat thuong va gay dot bién vo nghia. Nhitng dot bién dang vo nghia thuong
duoc khang dinh 1a dot bién gay bénh [127],[128]. Cac nghién ctu cho
thay tinh trang phan rd mRNA qua trung gian d6t bién vo nghia (Nonsense-
mediated mRNA decay - NMD) 1a mét trong nhiéu co ché kiém soat boi
cac té bao dé ngan chin tac dung doc hai cua céac peptid bi cit cut hoic bi
bién doi so véi protein duoc sinh ra binh thuong [129],[130]. Cac dot bién vo
nghia nam & vi tri dai hon 50 - 55 bp so v&i vi tri ndi chirc nang exon-exon

(huéng vé phia ving promoter va cic exon, intron trudc) thudng gay ra tinh
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trang phan rd mRNA qua trung gian dot bién vo nghia (NMD) [131]. Nghién
ctru cua Weiss (2000) va Dedoussis (2004) da ching minh nhém bénh nhén
mang d6t bién vo nghia dang di hop tir & gen LDLR d4 loai bo hoan toan chic
ning cua thu thé va TC, LDL-C khi chwa diéu tri cao hon c6 ¥ nghia thong ké
so v&i nhom khiém khuyét thu thé trong nhém bénh nhan FH c6 u vang
[132],[133]. Dot bién vo nghia ¢.1978C>T trong nghién ctu cua ching toi
nam & vi tri 133 bp so véi vi tri ndi chiic ning exon-exon, do d6 dot bién co
kha ning gay ra tinh trang phan rd mRNA qua trung gian d6t bién vo nghia va
gay thiéu hut protein LDLr ¢ chirc ning mic du 1a dang dot bién di hop tu.
@ystein Lunde Holla va cong su (2009) da thuc nghiém véi 4 loai dot bién vo
nghia di hop trén gen LDLR trén té bao cho thay lugng thu thé LDLr va tinh
trang hap thu LDL-C vao trong té bao giam c6 y nghia thong ké véi p<0,05
va p<0,005 tuong trng [134].

Shu H va cong su (2017) da chitng minh cac anh huong téi LDLr boi dot
bién tao m& két thic tai exon 13 bang thuc nghiém trén dong té bao Hep G2.
Dot bién trén da tao ra protein dot bién c6 khéi lwong 120 kDa do khong duoc
trai qua qué trinh glycosyl hoa, do d6 thu thé duoc hinh thanh khong thé van
chuyén tir lugi noi sinh chat téi bo may Golgi (thiéu hut mot phan — dot bién
loai 2B). Khi dugc nhuom danh gia bang mién dich huynh quang cho thay
luong LDLr trén mang giam dang ké, qua trinh van chuyén LDL-C vao trong
té bao ciing giam rd rét [135]. Dot bién vo nghia nay duoc xép vao nhom 1
(nhom @6t bién vo nghia, dich khung, vi tri ndi, dot bién bat hoat ving
promoter) nén ndng d6 LDL-C cao hon va doi hoi diéu tri liéu Atorvastatin
cao hon so v&i cac nhom dét bién con lai [136]. Bénh nhi MS23 phat hién dot
bién ¢.1978C>T vao vién vai biéu hién u vang ¢ ving khuyu, mong, dau goi;
cac xét nghiém ban dau c6 néng 6 TC va LDL-C tang rat cao. Hién tai bénh

nhi duoc diéu tri déu voi Simvastatin liéu 10mg/ngay, két hop véi kiém soat
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ché @6 an va tap thé duc, két qua xét nghiém lipid mau vao thang 10.2019
nong d6 TC 14 15,29 mmol/L; LDL-C 14 12,93 mmol/L;

Theo mét hudng dan diéu tri &p dung gan day véi nhitng bénh nhan FH
dang ddng hop tu/di hop tir két hop/dot bién vo nghia, muc tiéu LDL-C trong
mau can dat <2,5 mmol/L, muc tiéu diéu tri & tré em c6 phan cao hon (<3,5
mmol/L) hoic <1,8 mmol/L ¢ nguoi Ién bi XVDM [137],[138], thi két qua
diéu tri & bénh nhi MS23 cho thay khong dat hiéu qua diéu trj va phi hop véi
két qua nghién cau caa Schuff-Werner (2012) vé hiéu qua diéu tri trén bénh
nhan FH dang dot bién phuc tap (dong hop ta/di hop tir két hop /dot bién vo
nghia) [139]. Tuy nhién, theo nghién cau cua @ystein Lunde Holla va cong
su (2009) trén cac chung té bao c6 chira cac dot bién vo nghia di hop ta lai
cho thay hiéu qua diéu tri caa cac chat uc ché cac phac hop ribosome RNA
nhan biét cac ving stop codon sém nhu Emetine, Cycloheximide va
Gentamicin [134]. Thuc nghiém tién hanh véi ching té bao c6 dot bién vo
nghia tao ma stop codon sém c¢.296C>G cho thdy voi liéu luong
Gentamicin (300 pg/mL) sau 20 gi& diéu tri va Emetine (300 pg/mL) sau 2
gio diéu tri thi LDLR mRNA va protein LDLr ting 1én ngang bang voéi té
bao binh thuong (hinh 4.6). Do d6, két qua xét nghiém xac dinh dot bién
gen két hop véi nhitng hiéu biét vé tinh trang NMD va cac chat tc ché
NMD v cling quan trong véi diéu tri 1am sang khi céc can thiép di truyén
ngay cang phat trién. B4i v6i bénh nhan MS23 nhém nghién ciu c6 thé tu
Van véi bac sy diéu tri 1am sang can nhac st dung thtr nghiém cac nhom
thudc trén khi that bai véi céc thudce diéu tri khac va theo dbi hiéu qua diéu

tri.
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Gentamincin 300 pg/mL (GM) truéc va sau 20 gio
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Hinh 4.6. Hiéu qud ciia chdt fec ché NMD trén higu qud dich mé cia LDLR
MRNA dugc xac dinh véi Realtime-PCR va Northen blots dwet thuc
nghigm trén té bao binh thwong va té bao co dét bién vo nghia di hop ti
¢.296C>G [134].

Pa hinh thai don (SNP)

2 SNP rs5925 va rs1003723 xuét hién véi ti 1 cao trong nghién ctru cua
ching toi twong Gng 1a 26,92% (7/26) va 42,31% (11/26). SNP rs1003723
duoc tim thay véi tan xuit cao trong cong déng ngudi Pan Mach (44%) duoc

chtng minh c6 lién quan dén sy bao ton hiéu qua ghép néi khi biéu hién trén
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in vitro [140]. Hai SNP nay di timg dugc cdng bd c6 lién quan téi tinh trang
tang triglyceride va cholesterol trudc day.

SNP rs1003723 (¢.1359-30C>T hay 1VS9-30C>T) phat hién trén intron
9 gen LDLR trong nghién ctu da duoc nhiéu nghién ciu ching minh nhém
mang alen T (CT hoac TT) co lién quan téi tinh trang taing TC va LDL-C cao
hon so véi kiéu gen CC c6 ¥ nghia thong ké véi p=0,002 va p=0,01 twong
tng [141]. Mot diéu dang quan tdm 1a nguoi mang alen T cua rs1003723
duogc tim thay trong nghién ctu cua chdng toi timg dwoc chitng minh c6 lién
quan dén nguy co méc ung thu dudng mat cao gap 1,5 lan so véi nhém CC
[142]. Tinh trang ting TC va LDL-C ciing di duoc chi ra c¢6 lién quan dén
nguy co ung thu duong mat trude do [143]. Do d6, moi lién quan gitra SNP
rs1003723 va ung thu 6ng mat mot phan lién quan dén anh huong cia SNP
nay d6i voi tong lugng cholesterol va LDL. DPiéu dang luu y 1a SNP
rs1003723 la bién thé duy nhét van c6 ¥ nghia thong ké sau khi kiém soat
nhiéu so sanh tir cac nghién cau, diéu nay cang 1am noi bat tim quan trong
cta SNP rs1003723. Do vay dau an nay can duogc luu y trén nhitng cé thé
c6 mang SNP vai kiéu alen T trong nhém nghién ctru voi tinh trang TC va
LDL-C tang cao.

SNP rs5925 (c.1959T>C) duoc phat hién trén mot s6 bénh nhi trong
nghién ctu cta chidng t6i, SNP nay voi kiéu alen T (TT hoic TC) ¢ lién
quan toi nong do triglyceride trong méau thap hon & nhém bénh nhan réi
loan lipid mau, ting huyét ap [144]. O cong dong nguoi Trung Qudc, kiéu
hinh alen nay con lién quan tryc tiép téi ndng d6 thip hon cua céc chi sé TC,
LDL-C, triglyceride trong méau so véi kiéu alen CC [145],[146].

Trong 14 bénh nhan phat hién c6 dot bién, SNP: 7 bénh nhan mang
rs5925 kiéu alen TC (giam nguy co) va 11 bénh nhan mang rs1003723 Vi
kiéu alen CT (ting nguy co). Trong d6 c6 bénh nhan MS15 khong nhiing
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mang dot bién ddng hop ¢.664T>C exon 4 con phat hién dong thoi 2 SNP
rs5925 (kiéu alen CC) va rs1003723 (kiéu alen TT). Pay c6 thé la nguyén
nhan cang 1am nang 1&n va khé kiém soat tinh trang réi loan lipid mau ¢ bénh
nhan ndy. Tuy nhién dé danh gia duoc chinh xac hon su tac dong giira kiéu
alen caa cac SNP véi kiéu hinh bénh, can c6 cac nghién ctru sau hon trén
nhom bénh véi nhom chitng véi ¢& mau lén.

Cac nghién ctu tai khu vue chau A nhw Han Quéc, Nhat Ban, An Do va
cac nghién cau khac trén thé giéi chi ra rang, dot bién gen LDLR phat hién
cha yéu tai exon 3, exon 4, exon 9, exon 13, exon 14 [60],[95],[93],[92],[91].
Trong nghién ciu cua ching tdi cd 14/26 bénh nhan phét hién dot bién, SNP
chiém ti 1& 53,85%. Dot bién va SNP xay ra chu yéu ¢ exon 4, exon 9, intron
9 va exon 13. Cac dang dot bién sai nghia, vo nghia, khong thay doi a.a, Cac
da hinh thai don - SNP va trong nhom cac dot bién gay bénh, dot bién trén
exon 4 chiém ti I¢ cao nhat. Tuy nhién c6 12/26 bénh nhan khong phét hién
cac dot bién, SNP tai cac exon, intron trén. Két qua nghién ctu ciing khong
phat hién co cac dot bién trén exon 3 va exon 14, mic du tat ca cac bénh nhan
trong nhém nghién ciru déu ¢ céc triéu chimg dién hinh va du tiéu chuan
chan doan bénh FH theo tiéu chuan Simon Broome. Ly giai cho van dé nay cé
thé do kinh phi nghién cau con han ché nén chua thuc hién khao sét trén toan
bo cac exon gen LDLR ciing nhu cac gen khéac ¢6 lién quan dén co ché bénh
FH (ApoB, PSCK9) [147]. Do d6 12 bénh nhan con lai c6 thé c6 dot bién
nhung trén cac ving, cac gen chua duoc thuc hién. Mat khac su phan bd cac
dang dot bién khong ddng nhat gitta cac khu vuc dia ly, 13nh tho. Tai Nhat
Ban, dot bién xuat hién cha yéu 1a dot bién p.K790X trén exon 17 chiém
27,7% [148], hay tai Nam Phi gap dot bién ¢.368C>G chiém 65% cac dot

bién xuat hién trén gen LDLR [149]. Két qua ciia chung t6i ciing twong duong
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véi két qua nghién ctu caa Pham Thi Minh Huyén nim 2016 cac dot bién
duogc tim thay chua yéu trén exon 4 trong d6 c6 dot bién ¢.664T>C [96].
Ban luan vé chi sb lipid mau giira nhém c6 dot bién va khong dot bién

26 bénh nhi trong nghién cau thoa man cac tiéu chuan vé 1am sang va
can lam sang dé chan doan bénh FH caa Simon Broome duoc kham, xét
nghiém cac chi s lipid mau va phan tich xac dinh dot bién trén mot sé exon
thuong gap nhu exon 3, 4, 9, 13, 14 [93],[92],[91]. Két qua cho thay hau hét
cac chi s6 vé TC va LDL-C trong nhdm nghién ctru déu ting cao, chi s6 TC va
LDL-C ¢ nhém c6 dot bién ting cao dang ké so v6i nhom khong co dot bién
(tong) trén 5 exon: 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR, tuy nhién su khéac biét khdng c6
nghia théng ké & ca 2 théng s6 TC va LDL-C véi p>0,05 (bang 3.8).

Mot s6 két qua nghién ctu trén bénh nhan FH ciing khong c6 sy khac
biét gitta nhom co6 dot bién va khong dot bién ¢ chi sé TC va LDL-C. Két qua
nghién cuu cia Fairoozy va cong su tai Iran (2017) thuc hién trén 16 bénh
nhan, trong d6 9 bénh nhan c6 djt bién va 7 bénh nhan khong phat hién co
do6t bién trén gen LDLR thiy rang: Nong d6 TC & nhoém c6 dot bién (18.4 +4.6
mmol/L) khéng c6 sy khac biét véi nhém khéng phat hién co dot bién
(13.7+6.7 mmol/L) véi p = 0,1 va ciing khéng c6 su khac biét gita nong do
LDL-C ¢ 2 nhém nay voi két qua tuong Gng ¢ nhom co dot bién va nhom
khong phat hién thay c6 dot bién 1a 13.6 +3.8 mmol/L va 9.6 +5.0 mmol/L
véi p = 0,09 [112]. Nghién cuu caa Xiang R (2017) trén 219 bénh nhan FH &
Trung Quéc, két qua xac dinh dugc 158 bénh nhan FH c6 dot bién, nhém c6
dot bién cho thdy mic TC rd rang cao hon (11,89 + 4,32 mmol/L so véi 9,24
+ 1,78 mmol/L) va LDL (9,13 + 4,19 mmol/L so véi 6,24 £ 1,23 mmol/L) so
véi nhom khdng cé dot bién, su khac biét khdng c6 ¥ nghia thong ké [119].
Nghién ciu cia Maria Diakou (2011) trén 169 bénh nhan FH c6 dot bién va
85 bénh nhan khong c6 dot bién, ndng d6 TC va LDL-C gitra 2 nhdm nay
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khong c6 su khéac biét (p<0,05) [150]. Cac nghién ctru trén phan tich xac dinh
dot bién trén ca 3 gen: LDLR, ApoB va PCSK9 nhung nghién ctiu thyc hién &
ngudoi 16n - ddi twong co chi sé lipid méau chiu anh huéng boi théi quen an
uéng va sinh hoat. Chinh vi vay, day c6 thé 1a nguyén nhan 1am cho chi s6
lipid mau & cac nghién ctru nay cling khong c6 su khac biét gitra nhom c6 dot
bién va khong dot bién.

Tuy nhién, mot sé nghién cau lai chi ra sy khéc biét vé nong ¢6 TC va LDL-
C & nhom c6 va khong co dot bién: Mot nghién cau duoc thuc hién o
Slovenia cua Groselj trén 280 bénh nhi FH, sy khac biét c6 y nghia (p<0,05)
khi so sanh chi s6 TC va LDL-C gitta 2 nhom c6 dot bién va khong co dot
bién gen LDLR [106]. Sang loc phan tang bang xét nghiém gen LDLR ¢ Italy
(2009)ciia Guardamagna ciing chi ra sy khac biét c6 ¥ nghia o 2 chi s6 lipid
nay gitta 2 nhom c6 dot bién va khong dot bién gen & bénh nhi FH (p<0,05)
[108]. Ly giai cho su khong twong dong nay c6 thé do:

(1) Su thay d6i hinh thai LDLr phu thudc vao nhiéu yéu té: Su tac dong
cua yéu té méi trudng, yéu t di truyén tir cac gen c6 anh hudng dén co ché
sinh bénh FH, tuy nhién trong khuén kho nghién cau nay ching toi chi xac
dinh cac dot bién diém trén gen LDLR & mot s exon c6 ti 1 dot bién cao.

(2) C6 thé c& mau trong nghién ctu caa ching toi chua di 16n (26 bénh
nhi FH va 45 thanh vién trong pha hé 3 gia dinh bénh nhi c6 dot bién).

Tai thoi diém duoc chan doan bénh FH, mot sé bénh nhi trong nghién
ctru khdng phét hién c6 dot bién trén 5 exon: 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR nhung
c6 chi sb lipid méu rit cao nhu MS06 (mang 2 SNP di hop ti) TC 14 18,95
mmol/L, LDL-C 15,4 mmol/L; MS14 (mang 2 SNP di hop tt) c6 nong d6 TC
la 17,92 mmol/L, LDL-C 1a 15,23 mmol/L, rat c6 thé nhiing bénh nhi nay
mang dot bién trén cac exon khéc ctia gen LDLR hoic & cac gen khac ciing co

méi lién quan anh hudng dén co ché sinh bénh FH.
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Bang 3.8 ciing cho thiy khi so sénh chi sé TC va LDL-C giita nhém c6 dot
bién va nhom khong co dot bién khong c6 SNP thi su khac biét c6 ¥ nghia véi
p<0,05; phai ching trén bénh nhan khéng c6 dot bién nhung c6 SNP thi co
thé 1a yéu té 1am ting cao néng d6 TC va LDL-C trong méu so véi nhém
khong c6 dot bién khong c6 SNP. Tuy nhién, can c6 nhitng nghién ctu trién
khai trén s lugng Ion mau bénh nhan FH va mau chiing thi méi cd thé xéc
dinh dugc vai tro caa cdc SNP trong bénh FH.

Chinh vi vay, trong tuong lai thyc hién cac nghién ctu véi pham vi bao
phu toan dién hon vé cac gen c6 lién quan dén co ché sinh bénh FH nhu gen
LDLR, ApoB, PCSK9 & cé4c ving mién, dan toc khac nhau Ia rat can thiét dé
cung cap cai nhin sau sac hon vé tac dong cia cac gen nay doi véi nong do
lipid mau ¢ bénh nhan FH.

Mot diém dic biét & bénh nhi MS04 (1 thang tudi) ngoai 2 chi sé TC va
LDL-C ting cao, chi s6 TG ciing ting cao rd rét (23,8 mmol/L), tuy nhién két
qua phan tich khéng thiy xuét hién dot bién ¢ 5 exon (3, 4, 9, 13, 14) gen
LDLR trén bénh nhi nay. Tang triglyceride mau trén bénh nhi thuong tang
nguyén phét va chu yéu la do dot bién mat chic ning ¢ cac gen lién quan dén
qué trinh di hoa cuaa lipoprotein giau triglyceride, cac khiém khuyét di truyén
chtrc ning ctia gen dan dén sy phan giai lipid chylomicron va do d6 tich liy
triglyceride. Nhimg d6t bién nay chu yéu tap trung & gen Lipoprotein lipase
(LPL). Mot sé nghién cau trong khu vuc va trén thé gisi xét nghiém dot bién
gen trén bénh nhan c6 tang triglyceride mau di xac dinh nguyén nhan cé thé
do céc dot bién gay bénh trén gen LPL, ciing nhu & céc protein khac, ching
han nhu Apolipoprotein C-II va ApolipoproteinA-V (chat kich hoat LPL),
GPIHBP1 (mot yéu té can thiét cho su hinh thanh noi bao cua LPL hoat
dong). Nghién cau & Trung Qudc (2017) caa Lun Y di mé ta mot cach co hé

théng hai dot bién mat chirc nang méi trén gen LPL (c.928 T>C trén exon 6
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va c.1187A>T trén exon 8) tir mot gia dinh Trung Qudc, trong d6 cac bénh
nhan bi anh huong duoc biéu hién bang ting triglyceride mau ning va viém
tuy tai phat [151]. Nghién ctu caa Kassner U ¢ Buc (2015) trén bénh nhan
nam 57 tudi tang triglyceride mau qua muc (23,97 mmol/L), két qua xac dinh
duoc 2 dot bién méi trén exon 8 gen LPL d6 1a dot bién ¢.1302A>T va
c.1306G>A déu cd kha ning gay bénh khi duoc du doan bang phan mém
polyphen-2 va MutationTaster [152]. Nghién curu cua Buonuomo P.S (2017)
thuc hién trén 5 bénh nhi tang triglyceride méu rd rét, két qua xac dinh 3 tré
mang dot bién di hop tir gen LPL, 1 tré c6 dot bién dong hop tir cua gen
ApOAS5 va 1 tré ¢ dot bién trén gen LIPC [153].

Phai chang bénh nhi MS04 trong nghién cttu cua chung toi la mot dang
két hop giita mot dot bién gen gay tang cholesterol mau gia dinh va mot dot
bién gen giy tang triglyceride mau nhu gen LPL. Dé tra loi cho cau hoi nay
rat can c6 nhitng nghién ciru thuc hién trén nhiing bénh nhan tang triglyceride
nham dua ra nhirng két qua tong quan va dy du vé nhitng gen c6 lién quan
dén rdi loan thoai hoa qué trinh thity phan triglyceride.

Ban luan veé chi so lipid mau giira nhém dét bién dang ning va nhém dot
bién di hop tir

T nam 1960, Khachadurian khi nghién cttu trén mot dong ho ¢ Li Bang
d3a mo ta sy khéac biét vé kiéu hinh giira dang dong hop tir va di hop ta, dng
chi ra rang dua vao nong dé TC huyét thanh c6 thé chia thanh 2 nhém nghién
ctru: Nhom dong hop tir ¢6 nong d6 TC cao gap 4 lan binh thuong, nhém di
hop tir cao gap 2 lan binh thuong [11]. Nhitng nam tiép theo, nhiéu két qua
nghién ctru da cho thay phan Ién nhiing trudng hop mac bénh FH 1a di hop tir
(duoc di truyén tir mot dot bién gay bénh) va bénh nhan thuong c6 mirc TC
va LDL-C ting gap 2 1an 3 so véi muc binh thudng trong huyét tuong, twong
ung 1a 9 - 14 mmol/L va 5 - 10 mmol/L, mét ti 1€ nho hon 1a dang di hop tir
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phirc tap (dwgc di truyén mot ban sao cua ting cip hai dot bién khac nhau) va
dang d6ng hop tir 1a nhitng bénh nhan duoc di truyén tir hai dot bién gay bénh
gidng nhau va do d6 c6 sy gia taing mirc TC va LDL-C gip 6 - 8 1an mic binh
thuong trong mau twong trmg khoang 17 - 26 mmol/L va 15,5 mmol/L.

Trong nghién ctu cua chdng ti, nhém bénh nhi mang dét bién ¢6 chi s6
TC va LDL-C giita hai nhom d6t bién di hop tr va nhém dot bién dang ning
(a6t bién ddng hop tir, dot bién di hop ta két hop, dot bién tao ma két thic) co
su khac biét voi p=0,004 va p=0,014 tuong ung. Két qua nghién cau cua
chung t6i hoan toan twong déng vai nhiéu nghién ciu trén thé giéi va trong
khu vuc. Két qua nghién cau cia Kuan-Rau Chiou va cong sy nam 2016 tai
Trung Quéc 2 chi s6 TC va LDL-C giira 2 nhém dot bién di hop tir va dot
bién dong hop tir cho thay su khac biét c6 ¥ nghia théng ké véi p< 0,05 [154].
Mot nghién ciru khéc ciing thuc hién tai Trung Qudc nam 2015 cua Long
Jiang va cong su cho thay su khéac biét ¢ y nghia théng ké ¢ 2 chi sé6 TC va
LDL-C giira 2 nhoém d6t bién di hop tir va ddong hop tir véi p< 0,05 [6]. Hai
chi s6 TC va LDL-C giira 2 nhom dot bién dong hop tir va di hop tir sy khac
biét co y nghia théng ké con dugc chi ra ¢ két qua nghién ciu cua Durst R
(2017) ¢ lsrael [121]. Nghién ctru cua Di Taranto (2020) tai Italy thuc hién
trén 724 bénh nhan FH, két qua chi s TC va LDL-C gitta nhom dét bién
dong hop tar (n1=3) va dot bién di hop tar (n2=19) sy khac biét co6 ¥ nghia
théng ké vai p<0,05 [155]. Mét nghién ciu 16n duoc thuc hién tai Ha Lan cua
Luirink (2019) trén 1903 bénh nhi FH, su khac biét co ¥ nghia & ca 2 chi sd
TC va LDL-C giira 2 nhom ddt bién ddng hop va di hop tir [156]. Nghién ctu
cua Besseling (2014) duoc thyuc hién theo chuong trinh sang loc FH quéc gia
& Ha Lan trén 14.283 bénh nhan FH, két qua nghién ciru ciing chi ra su khac
biét gitra 2 nhom dot bién dong hop tir va di hop tir & ca 2 chi s6 TC va LDL-C
[157]. M4t nghién ctru cua Hartgers (2019) thuc hién sang loc phan tur xac
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dinh do6t bién gen trén 1191 bénh nhan FH di cho thay nhitng bénh nhan dot
bién dang nang nhu: Dot bién dong hop tir hay dot bién 2 di hop tir két hop c6
chi s6 TC va LDL-C tuong duong nhau va khac biét rat c6 y nghia véi nhém
dot bién di hop tur [158]. Nhu vay, hau hét két qua caa cac nghién ciu trén
bénh nhan FH déu cho thay chi s6 TC va LDL-C giita 2 nhém dot bién dang
nang va dot bién di hop tir c6 sy khac biét véi p<0,05.

Tang cholesterol mau gia dinh ddng hop tir, mot trong nhitng dang ning
nhét cua ting cholesterol mau gia dinh. Bénh gay ra bai sy hién dién caa mot
bién thé gay bénh & trang thai dong hop tir hoic hai bién thé gay bénh ¢ trang
thai di hop ttr trong cac gen LDLR, ApoB, PCSK9 va viéc phat hién sém, diéu
tri tich cuc va theo ddi sat sao la vo cung quan trong, giup ngan can qua trinh
tién trién sém céc bién cb tim mach [11].

4.2. Pha hé gia dinh bénh nhi c6 dot bién gen LDLR

Trong nhém bénh nhi FH ban dau, ching t6i phat hién 7 bénh nhan xuat
hién cac dot bién gay bénh hoic ¢ tiém niang gay bénh, trong d6 ¢ 3 bénh
nhan phat hién cac dot bién gay bénh mic do ning nhu bénh nhan MS02 Véi
2 ddt bién di hop tr két hop, bénh nhan MS15 véi dot bién dong hop tir va
bénh nhan MS23 véi dot bién tao ma két thic. Tuy nhién trong qué trinh tién
hanh lay mau, nhém nghién ctu gap phai khong it nhitng khé khan trong viéc
thu thap cdc mau mau trong pha hé, mot phan do céc thanh vién trong gia
dinh sdng va 1am viéc tai khip cac tinh thanh trén ca nuéc, mot phan do
nhitng hiéu biét con han ché va mot sb gia dinh con chua thuc su hiéu rd duoc
hét y nghia ddi véi viéc sang loc bénh. Chinh vi vay, nhdm nghién cau chi
tién hanh phan tich 3 pha hé dugc thu thap twong déi day du va duoc sy chap
thuan hoan toan cua ca 3 pha hé gia dinh bénh nhan MS02, MS03 va MS15.
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Phd hé gia dinh MS02

Bénh nhi MS02 Ia bénh nhan nam, dugc chan doan bénh FH nam 10
tudi Vi cAc ton thuong u vang tai cac vung da khuyu, mong, dau gbi 2 bén.
Xét nghiém méu thoi diém vao vién: TC ting cao (24,7 mmol/L); LDL-C
tang cao (20,6 mmol/L). Trong gia dinh ¢ b6 va 6ng ngoai cua bénh nhi bi
NMCT phai can thiép hoic dung thubc tiéu sgi huyét. Tai thoi diém d6 em
gai cua bénh nhi tuy khéng c6 cac biéu hién ton thuong u vang trén da, nhung
khi 1ay mau xét nghiém thay TC tang (10,4 mmol/L); LDL-C ting cao (8,7
mmol/L) do d6 em gai bénh nhi ciing du tiéu chuan chan doan FH va duoc
dua vao nhom nghién ctru.

Bénh nhi MS02 va MS08 duoc tién hanh phan tich xac dinh dot bién
trén 5 exon: 3, 4, 9, 13, 14 gen LDLR ngay sau d6. Két qua 1a bénh nhi MS02
c6 2 dot bién di hop ta két hop: ¢.664T>C trén exon 4 va ¢.1285G>A trén
exon 9 gen LDLR; bénh nhi MS08 cé dot bién di hop tir ¢.664T>C trén exon
4 gen LDLR. Phan tich dot bién gen LDLR & ca 2 exon 4 va exon 9 trén bd,
me cta bénh nhi MS02 cho thiy bb caa bénh nhi (c6 NMCT) xuat hién dot
bién di hop tir ¢.1285G>A trén exon 9 gen LDLR va me bénh nhi xuat hién
do6t bién di hop tir ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR.

Tién hanh giai trinh tu x4c dinh dot bién trén exon 4 va exon 9 gen
LDLR ¢ céc thanh vién con lai trong pha hé gia dinh bénh nhi MS02.

Bén gia dinh ho ndi ¢ dng noi, cd rudt va khdng may man 1a ca 2 em
(con ¢ rudt cua bénh nhi) déu mang dot bién di hop tr ¢.1285G>A trén exon
9 gen LDLR gidng nhu b cua bénh nhi MS02. Thoi diém hién tai ngoai ong
noi cia bénh nhi MS02 véi chi s6 TC, LDL-C trong mau tang cao va ting
huyét ap, nhung chi duy tri diéu tri thudc ha huyét ap, con c6 3 thanh vién
trong gia dinh ho noi phat hién c6 dot bién di hop tir trén exon 9 gen LDLR
nhung céc chi s6 TC va LDL-C trong mau déu khéng cao, tham chi khoe
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manh hoan toan. Mot s nghién cau trén thé giéi ciing dua ra két qua co 1 ti Ié
nhé bénh nhan FH mang dot bién nhung céc chi sé TC va LDL-C hoan toan
binh thwong. Nghién ctu cua Ibarretxe (2018) ¢ Tay Ban Nha sang loc sinh
hoc phan tu trén bénh nhi FH két qua cd 7 tré (10%) c6 dot bién nhung 2 chi
s6 TC va LCL-C hoan toan binh thuong [159]. Mot nghién ctu & Slovenia
cua Groselj (2018) trén 280 bénh nhi FH, két qua cho thay cd mot ti 1 dang
ké bénh nhi FH c6 d6t bién gen LDLR hay ApoB nhung chi s TC < 4,5
mmol/L va LDL-C < 3,0 mmol/L [106]. Két qua nghién ctu sang loc phan
tang tir bénh nhan FH cua Vohnout (2016) & Slovakia cho thay c6 thanh vién
trong pha hé co dot bién nhung chi sé6 TC va LDL-C hoan toan binh thuong
gia tri twong ung 1a 4,8 mmol/L va 2,9 mmol/L [160]. Tir két qua cua cac
nghién cau trén cho thay tam quan trong cua sang loc di truyén trong viéc
phét hién sém céc bénh nhi FH mang d6t bién nhung khong c6 biéu hién tang
lipid mau. Mat khac, néu phuong phap sang loc ¢ hé thong va chi dong bi
bo qua, s lwong bénh nhan FH dugc phat hién s& giam dang ké.

Mic du chua danh gia day du duoc cac yéu td nguy co, cac tic dong tir
moi truong, tuy nhién viée tu van vé ché do an udng, sinh hoat va theo dbi
kiém tra dinh ky cac théng sé lipid mau dé phong ngura bién cé 1a vo cling can
thiét v4i 4 thanh vién co dot bién trong gia dinh ho ndi cta bénh nhan MS02.

Pot bién ¢.1285G>A trén exon 9 gen LDLR la dang dot bién gay giam sé
lwong thy thé chice nang. BS cua bénh nhi MS02 mang gen bénh di hop tir véi
dot bién ¢.1285G>A trén exon 9 gen LDLR chua ting c6 hoic khdng quan
tam phat hién cac biéu hién trén 1am sang, cing véi théi quen an udng khong
kiém soat do dic thu céng viéc 1am doanh nghiép thuong xuyén udng rugu
bia, ht thudc 14 c6 thé 1a nguyén nhan xuat hién sém cac bién c6 tim mach &
bd caa bénh nhi MS02, bé cua bénh nhi MS02 ciing chua timg diéu tri cho ti
nam 36 tudi xuat hien NMCT,
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Ong ngoai cua bénh nhi MS02 mang dot bién di hop tir ¢.664T>C trén
exon 4 gen LDLR, bji NMCT, da dit stend va dang st dung thudc diéu trj tang
lipid mau (Rosuvastatin 20mg) va thuéc ha huyét ap duy tri déu din hang
ngdy. Me va anh ho déu nhan dot bién tir 6ng ngoai cua bénh nhi MS02, c6
tang TC va LDL-C trong mau, tuy nhién 2 thanh vién nay chua st dung thuéc
diéu trj tang lipid mau. Bac ctia bénh nhi MS02 c6 2 chi s6 TC va LDL-C
trong mau ting nhe nhung chua dat theo tiéu chuan chan doan ciia Simon
Broome mic du c6 mang dot bién ¢.664T>C. Chinh vi vay, viéc theo dbi
kiém tra dinh ky céc chi sb lipid mau dé phong ngira bién ¢ la vo cing can
thiét d6i véi 3 thanh vién trén trong gia dinh ho ngoai cua bénh nhi MS02.

Sau khi c6 két qua phan tich xac dinh dot bién va l1ap so d6 dot bién pha
hé, cac thanh vién co dot bién trong pha hé gia dinh bénh nhi MS02 da duoc
tu van vé kiém soat ché do sinh hoat, an uéng ciing nhu thude diéu tri duy tri
déu din va can phai duoc theo dbi, kiém tra dinh ky bang céc xét nghiém can
1am sang: Xét nghiém lipid mau, siéu &m mach... dé phong ngtra cac bién cd
ma 2 thanh vién trong pha hé MS02 da mac phai (b va 6ng ngoai caa bénh
nhi MS02).

Két qua nghién ctu tai bang 3.11 cho thay khong c6 su khac biét vé chi
s6 TC va LDL-C giita 2 nhom dot bién & exon 4 va dot bién & exon 9 (p>
0,05). Mot sb két qua nghién cau trén thé gidi ciing khong nhan thay ¢ moi
lién quan rd rang gitra cac dot bién trén cac exon gen LDLR va nong do lipid,
dic diém trén 1am sang cua bénh XVDM [33].

Két qua xac dinh dot bién & pha hé gia dinh bénh nhi MS02 cho thay:
Trong 12 thanh vién, tinh theo ti 1¢ di truyén bénh trong pha hé ¢ 11 thanh
vién mang dot bién trén exon 4, exon 9 gen LDLR; trong d6 bénh nhi MS02
mang 2 dot bién di hop tir trén ca exon 4 va exon 9; 5 thanh vién mang dot

bién di hop tur trén exon 9 (ho ndi); 5 thanh vién mang dot bién di hop tu trén
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exon 4 (ho ngoai). 10 thanh vién dugc xac dinh c6 dot bién di hop tu trén
exon 4 hogc exon 9 déu chua dugc chan doan bénh FH tai thoi diém tién hanh
nghién ctu. Két qua xét nghiém TC va LDL-C trong mau cua cac thanh vién
trong gia dinh hoan toan phu hop véi két qua xac dinh dot bién gen LDLR,
véi mac TC trung binh 1a 7,36 mmol/L va mac LDL-C trung binh la 5,67
mmol/L. Két qua phan tich d6t bién phu hop véi bénh canh 1am sang tai thoi
diém duoc chan doan bénh FH va phl hop véi dic diém vé di truyén cua dot
bién: Di truyén troi trén nhiém sac thé thuong. Két qua nghién ciu caa ching
t6i hoan toan phl hop véi nhiéu nghién ctu trén thé gisi vé ti 18 di truyén gen
gay bénh FH khi thuc hién sang loc phan tang. Nghién ciu cua Setia (2018)
thuc hién sang loc phan tang trén 133 thanh vién gia dinh c¢6 bénh nhan FH
mang dot bién, két qua 88 thanh vién & céac thé he c6 mébi quan hé ho hang bac
1, 2, 3 véi bénh nhan FH (66,16%) c6 dot bién [161].

Mic du tién bo y té rt 16n, nhung nhiéu nudc trén thé gidi trong d6 co
Viét Nam, bénh FH van chua duoc chan doan sém dan dén sy cham trd trong
diéu tri. Chan doan sém va diéu tri kip thoi, nhiing bénh nhan nay c6 thé sdng
lau hon va c6 chat lugng séng tét hon. Chan doan bénh FH rat quan trong
khéng chi ddi voi tién lugng ctia bénh nhan ma con ¢d y nghia vo cling quan
trong d6i voi cac thanh vién trong gia dinh cing mac thé bénh FH. Dic biét dbi
v6i 2 d6i tuong nghién ctru 1.1 va 11.4 trong pha hé gia dinh bénh nhi MS02
néu duoc phat hi¢n sém bénh FH s€ co su kiém soét tot vé ché do an uéng, sinh
hoat va thudc diéu tri, giup phong ngira cac bién c6 NMCT, nguy co tir vong
d6ng thoi nang cao chit luong séng cho 2 dbi twong nghién ciru ny.

Nghién ciru cua Sturm (2018) & My cho thay nhiing bénh nhan FH c6
dot bién nhung chi s6 LDL-C thap < 3,36 mmol/L van c6 nguy co giy ra bién
¢ bénh tim mach dén 2,2% [81]. Do d6, tu van di truyén va sang loc phan

tang cac thanh vién trong gia dinh ciia bénh nhi déng mot vai trd quan trong
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trong viéc phat hién va diéu trj bénh sém ké ca trong cac trudng hop thanh
vién trong pha hé khong c6 biéu hién u vang trén 1am sang va khong ting
lipid mau [162],[163],[164]. Vai trd ctia xét nghiém di truyén bénh FH d3
dugc nhiéu nghién ctru trén thé giéi dé cap va nhan manh, déng thoi T chirc
FH tai My phéi hop véi Hoi chuyén gia Qudc té da danh gid tién ich cta xét
nghiém di truyén bénh FH véi cac 1y do:
1) Giup cho viéc chan doan xac dinh sém bénh FH
2) Céc dot bién gay bénh cho thdy nguy co gy bénh tim mach cao hon, diéu
nay cho thdy nhu cau tiém ning ha lipid manh hon trong viéc diéu tri
bénh nhan FH.
3) Tang s6 bénh nhan FH dugc chan doan som tir d6 gia tang sy khoi dau va
tudn thd diéu tri bénh FH.
4) Gilp phét hién sém ngudi than c6 nguy co mac bénh FH tir bénh nhan FH
ban dau.

Hoi dong ciing khuyén nghi xét nghiém di truyén tré thanh tiéu chuan
trong chién lugc quan 1y bénh nhan mic bénh FH va ngudi than bénh nhan
FH c6 nguy co mac bénh. Xét nghiém di truyén phai dugc thuc hién trén céc
gen LDLR, ApoB va PCSK9; cac gen khac ciing c6 thé can dugc xem xét dé
phan tich dua trén kiéu hinh ctia bénh nhan [81].

Pha hé gia dinh MS03

Bénh nhan nam MS03, di kham vi biéu hién u vang duéi da viing canh tay,
khuyu tay, xét nghiém cé tang lipid mau: TC: 7,35 mmol/L, LDL-C: 5,48
mmol/L, bénh nhi da tiéu chuan chan doan FH theo tiéu chuan Simon Broome.

Tién hanh phan tich gen LDLR trén 5 exon: 3, 4, 9, 13, 14 chlng tbi
phat hién bénh nhi mang dot bién ¢.664T>C di hop tu trén exon 4. Sau khi
tu van cho gia dinh vé bénh FH, chung t6i d3 iy duoc pha hé ¢ 3 thé hé
cia gia dinh bénh nhi MS03 véi 12 nguoi (bao gom ca bénh nhi), xét
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nghiém ndng d¢ lipid mau va phan tich gen bang phuong phap giai trinh ty
xac dinh dot bién trén exon 4 gen LDLR cho 11 thanh vién trong pha hé
ddng thoi thu thap cac dic diém 1am sang lién quan dén bénh FH & céc
thanh vién trong pha hé gia dinh.

Két qua cho thay ca 2 bén ho noi, ngoai ciia bénh nhi déu c6 thanh vién
tang lipid mau, tuy nhién thanh vién ho ngoai (me, ba ngoai) va anh trai cua
bénh nhi c6 ndng d6 lipid mau cao hon twong ung vaéi két qua phat hién co
dot bién (dot bién ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR). Chiing t6i da tu van cho
cac thanh vién con lai trong gia dinh ho ngoai cua bénh nhi di kham kiém tra
c4c chi sb lipid mau. Tat ca thanh vién trong gia dinh déu khong c6 biéu hién
dau nguc, ting huyét 4p. Mot s6 thanh vién trong gia dinh khong phat hién c6
d6t bién nhung c6 ting chi s6 TC va LDL-C, vi du nhu ba noi cua bénh nhi c6
tang lipid mau du tiéu chuan chan doan FH; bd va bac trai cua bénh nhi c6
muc lipid mau tang nhe nhung chwa du tiéu chuan chan doan bénh FH (tiéu
chuan Simon Broome), s& di tinh trang nay 1a do ché d6 an udng sinh hoat
thuan loi cho tang lipid mau: B va bac trai voi dic thd nghé nghiép thuong
xuyén udng ruou, ché do an khong kiém soat nhiéu dau ma, hat thudc 14 va
khong c6 ché do luyén tap thuong xuyén, hoic ciing c6 thé trong khudn khd
nghién cau ndy méi tién hanh khao sat trén 5 exon gen LDLR, do dé can thuc
hién thém nhiing nghién ctru sdu hon, mo rong phan tich xac dinh dot bién
trén toan bo 18 exon gen LDLR va mot s6 gen co lién quan dén bénh FH nhu
ApoB va PCSKO.

O Viét Nam, viéc phat hién sém bénh FH, cong tac tu van va chién lugc
sang loc cho cac thanh vién trong pha hé gia dinh bénh nhan FH con rét han
ché. Cu thé bénh nhi MS03: Do su xuat hién u vang trén da nén di kham bénh
da liéu, tuy nhién tai thoi diém d6 bénh nhi MS03 khong duoc phat hién va tu

van diéu tri vé tinh trang ri loan lipid méu cho dén khi kham tai Bénh vién
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Nhi Trung wong méi dugc phat hién va tu van bénh FH. Bénh FH 12 mot bénh
am tham, biéu hién trén da c6 thé bi bo qua néu khéng qua anh huong dén
tham my, tham chi c6 thé di kham da 1iu nhung ciing khong dugc chd trong
bénh 1y nay, khi xuat hién cac con dau nguc hay NMCT mdi phét hién duoc
bénh FH d6i khi 1a qua muon, rat kho khan va tén kém trong diéu tri, do do
can phat hién va diéu tri sém cho bénh nhan.

Trong pha hé gia dinh bénh nhi MS03 c6 4 thanh vién mang dot bién
trén exon 4 gen LDLR, tuy nhién chi bénh nhi dugc phat hién cé u vang ldc 5
tudi trong khi cac thanh vién khac khdng c6 u vang. C6 thé su xuat hién caa u
vang phu thudc vao ting ca thé véi mitc do hoat dong hay e ché biéu hién
ctia dot bién va su tac dong cua ché do an udng, sinh hoat. Sy khéng xuat hién
u vang ciing la 1 1y do lam cho cac bénh nhan FH phat hién bénh mudn,
khéng xét nghiém dé phat hién va diéu tri sém tinh trang tang lipid mau, dan
t6i nguy co xuat hién cac bién cd tim mach, gay anh huong téi chat luong
séng ciing nhu lam ting nguy co tir vong cho bénh nhan FH.

Bai loi ich cua viéc chan doan va diéu tri sém bénh FH 14 rat c6 ¥ nghia,
gilp giam ti 1& mac va tir vong do bénh mach vanh dén 44% va chi phi diéu
tri giam lipid méau thap hon nhiéu so véi diéu tri cac bién chung bang can
thiép mach, phau thuat bic cau cha vanh, loc m& mau, thubc tiéu soi huyét
hay cac chi phi khéac trong hoi strc cap ctu. Do do, cac quéc gia trén thé gioi
d3 c6 nhiéu chuong trinh sang loc bénh FH trong cong dng. Tai Anh vdi tiéu
chuan chan doan Simon Broome va tai Ha Lan ciing dua ra cac tiéu chuan
chan doan bénh FH nham quan Iy bénh nhan FH, chién luoc sang loc di duoc
thuc hién rong rai trong cong dong va cac thanh vién trong pha hé gia dinh
bénh nhan FH. Vi chién luoc sang loc nay da gitip phat hién, tu van, diéu tri
va phong ngtra sém cac bién cb do bénh FH gay ra, mang lai chat lwong cudc

s6ng tot hon cho bénh nhan FH ciing nhu giam thiéu ganh nang chi phi diéu
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tri cac bién cb cua bénh FH cho xa hoi [165]. Tai My, t6 chic MEDPED véi
¥ nghia “chan doan sém dé day I0i cai chét som” dugc thanh lap, website 13
noi két ndi nhitng ddi twong c6 néng do cholesterol mau dat tiéu chuan
MEDPED ding ki vao chuong trinh, c6 thé dugc phan tich gen xac dinh dot
bién va tu van diéu tri [166]. Tai Nhat Ban, trong nta thé ki nghién ctu va
quan If bénh FH di 1ap ra tiéu chuan chan doan dic thu cho ngudi dan gom
hat xanthoma kém tang lipid mau (TC>225mg/dL, LDL-C>162mg/dL) hoaic
tang lipid mau & ngudi c6 quan hé huyét théng bac 1 hoic bac 2 véi bénh
nhan FH. Di véi theé dong hop tir hoic di hop tir két hop mic cholesterol
tang gip 3-4 1an so véi gia tri binh thuong; d6 nhay, do dic hiéu cua bo tiéu
chuan nay 1én dén 98%, bang ching trong xét nghiém gen van duoc coi la
tiéu chuan vang ngay ca khi khong ting cholesterol mau. Sang loc phan tang
1a sang loc ¢6 chu dich tir cac ca bénh chi diém ban dau gidp tiét kiém chi phi
hon va thu thap duogc s6 luong Ién bénh nhan FH trong dan sé. Nghién cau
ctia chang toi két hop gitra sang loc co hoi, xac dinh cac ca bénh chi diém sau
d6 sang loc phan tang, diéu nay co wu diém tiét kiém va thu duoc nhiéu ca
bénh chi diém va mé rong duoc mang lugi FH nhanh chéng. Tac gia Truong
Thanh Huong bang phan tich pha hé chi tir 5 bénh nhan & thé dong hop tir
giup phét hién 56 bénh nhan FH tr viéc xét nghiém gen 107 thanh vién gia
dinh [167].

Phd hé gia dinh MS15

Bénh nhi MS15 (111.1) mang dot bién dong hop tir exon 4 gen LDLR: 1
gen dot bién nhan tir bb (11.6) va 1 gen dot bién nhan tir me (11.1), bénh nhi
MS15 biéu hién trén 1am sang rat dién hinh véi u vang o nhiéu vi tri va dién
rong trén co thé ciing véi ndng d6 TC va LDL-C ting cao trong mau (bang

3.14), ltc vao vién chua c6 biéu hién tang huyét ap va NMCT.
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Ca bb va me bénh nhi MS15 déu c6 cung loai dot bién di hop tir trén
exon 4, thé hé con sinh ra c6 kha ning dot bién dong hop tir exon 4 13 25%,
mang dot bién di hop tir 12 50%, con 25% con lai 1 trudng hop binh thuong.
Bénh nhan MS15 trong nghién ctru cia ching t6i hién tai 1a con gai dau long
va 1a dtra con duy nhat dén thoi diém hién tai nhung that khéng may man,
bénh nhi lai nhan dot bién di hop tir tir ca bd va me.

Mtc d6 tram trong va tién luong & nhitng bénh nhan FH thé ddng hop tir
phu thuoc mirc d6 hoat dong cua thu thé duoc danh gia trong nguyén bao soi
duoc nudi cay, néu < 2% hoat dong binh thudng (dm tinh) thuong kho song
qua dugc 20 tudi, tuy nhién nhém 2-25% thu thé hoat dong binh thuong
(nhom thiéu hut) thuong tién luong tét hon nhém trén va thudng xuat hién
bénh Iy mach vanh nam 30 tudi [115]. Nhitng bénh nhan ¢ dang dong hop tir
thuong dap ung rat kém véi cac bién phap diéu tri thong thuong nhu thay doi
ché do sinh hoat, diéu tri két hop cac nhém thudc statin. Thuong phai can
nhic mot cach nghiém tdc trong van dé ghép gan hoic céc bién phap loc loai
bo LDL-C ra khoi mau [127]. Hién tai bénh nhi MS15 dang duoc diéu tri Voi
statin va Ezetimibe vé&i ché d6 an duoc kiém soat, tuy nhién mic d6 cai thién
dap ng van chua tot thé hién trén két qua xét nghiém TC va LDL-C dinh ky.
Khuyén céo céac bién phap diéu trj tich cuc va theo dbi séat (siéu &m mach
danh gia mic do xo vira, xét nghiém lipid mau...) 1a vo cung can thiét va
quan trong véi bénh nhi MS15 trong viéc ngan ngira NMCT va nguy co tir
vong sém.

Két qua xét nghiém TC va LDL-C trong méau cuaa cac thanh vién trong
pha hé gia dinh bénh nhi MS15 hoan toan phl hop véi két qua xac dinh dot
bién, trong 16 thanh vién tinh theo ti 1¢ di truyén bénh trong pha hé c6 14
thanh vién mang dot bién ¢.664T>C trén exon 4 gen LDLR, trong d6 bénh nhi
MS15 mang dot bién ddng hop tir; 13 thanh vién mang dot bién di hop tir véi
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murc TC trung binh la 6,95 mmol/L va LDL-C trung binh la 5,53 mmol/L. 13
thanh vién nay déu chua dugc chan doan bénh FH tai thoi diém tién hanh
nghién ctru va ciing chua bao gio duoc xét nghiém kiém tra cac chi sb lipid
maéu, cho nén t6i thoi diém hién tai tat ca 13 thanh vién mang dot bién di hop
tir déu khéng c6 ché d6 dinh dudng cling nhu ché d6 luyén tap phu hop. Tiép
theo, ching tdi tién hanh tu van cho cac thanh vién nay vé ché d6 an, sinh
hoat ciing nhu khuyén co cac thanh vién téi bénh vién kham, diéu trj va theo
ddi phong ngtra cac bién cb. Tat ca 13 thanh vién mang doét bién di hop tir &
exon 4 gen LDLR déu khong c6 biéu hién trén 1am sang: U vang, ting huyét
ap, dau nguc hay NMCT, 10/13 thanh vién mang dot bién nay cé két qua chi
s6 TC va LDL-C trong mau ting theo tiéu chuan chan doan cua Simon
Broome, 3/13 thanh vién c6 2 chi so lipid chi ting nhe va chua dat theo tiéu
chuan chan doan cua Simon Broome, bao gdm me, ¢d rudt va chi rudt caa
bénh nhi MS15.

Nham phét hién va ngan ngira som cac bién cb caa bénh FH d6i voi céc thanh
vién trong pha hé gia dinh bénh nhi MS15, van dé can duoc dua ra dé la:

(1) Piéu tri va kiém soat chat ché bang xét nghiém lipid méu, siéu am
mach dinh ky phét hién xo vita d6i voi bénh nhi MS15.

(2) Tu van ché do an ubng, sinh hoat cling nhu thude diéu tri doi véi céc
thanh vién trong pha hé gia dinh bénh nhi MS15 c6 d6t bién di hop tir va co
tang lipid mau.

(3) Tu van vé ché do an udng va xét nghiém lipid mau dinh ky ddi véi 3
thanh vién trong pha hé gia dinh bénh nhi MS15 c6 dot bién trén exon 4 gen
LDLR nhung chua tang lipid mau.

Nghién ctru trudc day trén nhom cac bénh nhan FH tai khu vyc phia Bac
Viét Nam [96], [97] ciing phat hién dot bién di hop tir ¢.664T>C gibng nhu
trong nghién cau caa ching tdi. Bénh nhi MS15 nhan 2 dot bién di hop tu
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.664T>C tir bd va me, gia dinh 6ng ba ndi va dng ba ngoai & cach nhau
khoang 5km (Nghé An), trong qua trinh nghién ctru ching t6i da khai thac
yéu té dich t& va tién sir két hon trong gia dinh, tuy nhién chua xac dinh duoc
mdi lién quan vé cac mdi quan hé ho hang trong pha hé phét hién dot bién
trén. Dot bién nay & dang di hop tir cling dugc tim thiy & gia dinh ho ngoai
cua bénh nhi MS02 (Lang Son). Chinh vi vy, chling t6i du doan rang co thé
dot bién nay da ton tai trong cong ddng nguoi Viét Nam tir trude day rat lau
va cu thé I trong cong dong mién Bic, mién Trung Viét Nam.

Tir két qua nghién ctru cta cac thanh vién trong pha hé gia dinh bénh nhi
MS15 cang nhan manh rang mic du tién bd y té rat 16n, nhung tai nhiéu nudc
trén thé gigi bénh FH van chua dugc chu trong trong chan doan mét cach
dlng muyc, dan t6i sy cham tré trong diéu tri, két qua nghién ctu trén thé gisi
cho thay chi c6 khoang 10% bénh nhan FH dugc phat hién [162]. Néu duoc
chan doan sém va diéu tri kip thoi, nhitng bénh nhan nay c6 thé song lau hon
va c6 chat luong song tot hon. Chan doan bénh FH rat quan trong khong chi
d6i v6i tién luong ctia bénh nhan ma con c6 y nghia vo cling quan trong doi
v6i cac thanh vién gia dinh ciing mic thé bénh FH. Tai Viét Nam, dai gia dinh
thuong séng gan nhau, d& thu thap mau thuan lgi cho viéc 1y mau sang loc
phan tang, tuy nhién rat kho khan trong van dé x& hoi, e ngai su xa lanh va 16
thong tin suc khoe véi cong dong cling nhu chua c6 hiéu biét vé bénh FH.
Pay ciing 1a van dé ching tdi gap phai khi tiép can 1dy mau nghién ctiu pha hé
gia dinh cac bénh nhi FH. Do d6 viéc to chitc cac chuong trinh ning cao su
hiéu biét vé bénh FH va xét nghiém sang loc lipid mau ciing nhu sang loc di
truyén cho cong dong, cho Bac si diéu tri va viéc thanh lap co quan quan Ii
FH, cac nhdm hd trg gia dinh c6 bénh nhan FH 12 rat can thiét [168].

Mic di sang loc di truyén I1a khong can thiét dé chan doan va quan ly

lam sang bénh nhan FH (nghién ctu bdo céo 5-20% bénh nhén FH khong xac
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dinh thdy c6 d6t bién), tuy nhién né cé thé lam ting cac chién luoc sang loc
va gilp du doan nguy co tim mach néu c6 thé xac dinh dugc su bat thuong di
truyén cu thé [169],[170],[171].

Trong mot nghién ciu nhém lén gan 30.000 ngudi Ha Lan, cac bénh
nhan phét hién c6 dot bién gen LDLR gay bénh FH gan nhu 1am tiang gap ba
lan nguy co mac bénh tim mach so véi bénh nhan khéng phat thiy co dot bién
(P <0,001), dir liéu ciing cho thdy do nhay cua chan doan di truyén duogc cai
thién so véi chan doan dua trén phan phdi LDL-C dich t& hoc [170].

Mot nghién ctiu trén 26.000 c& nhan ¢ Ha Lan, LDL-C trén phan vi thu
90 cung cap do nhay 68,5% trong khi xét nghiém di truyén dot bién LDLr cho
thay d6 nhay 91,3%. Sau khi bénh nhan dugc chan doan chinh xac FH bang
xét nghiém di truyén, viéc sang loc phan tang cho tat ca nguoi than caa bénh
nhan 1a téi quan trong [172].

Viéc quan 1y va diéu tri bénh nhan FH van con 1a mot khoang tréng 16n
dbi véi nén y té Viét Nam hién nay. Theo nghién ctu cia Truong Thanh
Huwong va cong su tai Bénh vién Tim mach trung wong (2018) [167], mac du
cac nd lyuc trong viéc phat hién cac truong hop chan doan bénh FH méi, tuy
nhién chi c6 9% trong s6 d6 dugc bat dau diéu tri véi lieu phap giam lipid
trong mau. Nhing ly do cho véan dé nay la:

(1) Thiéu hiéu biét cua bénh nhan vé tinh trang caa ho;

(2) Thiéu kién thirc ciia cac bac si dia phwong quan ly bénh nhan FH;

(3) Chi phi diéu tri, thudc diéu tri ha lipid mau statin con cao so vai thu
nhap trung binh & Viét Nam dac biét trong trudng hop st dung statin liéu cao
c6 két hop thém Ezetimibe va cac ky thuat chan doan hinh anh nhu: Siéu am
cac mach ngoai vi xac dinh xo vira, thém cac khé khin lién quan dén viéc ké
thudc, bao hiém, chi phi di lai cang khién cadc nhdm bénh nhan dugc chan

doan FH gip kho khin nhiéu hon trong tiép can diéu tri. Ngoai ra con thiéu
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nhan thirc va kién thirc vé bénh FH giita cac chuyén gia y té va cong dong noi
chung tai Viét Nam.

Nghién curu cua chang t6i dugc thuc hién mot cdch cong phu véi khao
sat khoa hoc vé cac biéu hién 1am sang, can 1am sang két hop véi phan tich
cac dot bién, SNP & 26 bénh nhi FH, tir 6 dua ra ké hoach ti mi vé thoi gian
tiép can dé khao sat, nghién ciru 45 thanh vién cua 3 pha hé gia dinh bénh nhi
FH c6 dot bién & rai réc trén 10 tinh thanh trong ca nudc. Tuy nhién két qua
thu duoc rat hitu ich, nghién ciu da phét hién nhimg dot bién méi chua ting
cong bb trén thé gisi ¢ bénh nhi FH, da phat hién va chan doan sém bénh FH
cho nhiéu d6i tuong 1a thanh vién trong 3 pha hé, tir 46 nhém nghién ciru da
tu van diéu tri, duy phong bién chung cho bénh nhan FH méi. Tur két qua
nghién ctu, chlng tdi nhan thay, nhitng ngudi than bénh nhan FH thé di hop
tr thuong khong cé triéu chang, thuong khong hiéu khai niém phong ngtra va
viéc thuyét phuc ho vé gia tri ciia cac thuéc giam lipid mau 1a mot thach thuc;
dic biét voi chi phi va thoi gian lién quan dén diéu trj va theo dai lau dai. Mac
du mot s6 bac si da khoa, bac si tim mach va bac si Nhi khoa dugc dao tao rat
t6t trong viéc phat hién va quan Iy bénh nhan FH, nhung thiéu kién thic veé
bénh FH trong cac béac si n6i chung con rat tram trong [173]. So véi mot sb
quéc gia khac trong khu vuc chau A, cac bac st Viét Nam c6 su thiéu hut rat
16n vé kién thirc va nhan thac vé bénh FH [174],[175]. Biéu nay nhan manh
tam quan trong cua viéc thuc hién cac chuong trinh gido duc va nang cao
nhan thicc ¢ Viét Nam sé& thuc day hiéu qua cua viéc quan 1y va diéu tri véi

cac bénh nhan duoc chan doan FH.
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KET LUAN

1. Cac dot bién va SNP trén mét sé ving gen LDLR & bénh nhi FH
+ 4 loai dot bién gap ¢ 7/26 bénh nhi FH (26,92%):

- Hai dot bién da cong bd gay bénh:

+ Pot bién ¢.664T>C trén exon 4: C6 5 bénh nhi, trong d6 4 bénh nhi
mang dot bién di hop tir; 1 bénh nhi mang dot bién ddng hop tir.

+ Dot bién ¢.1285G>A trén exon 9: C6 1 bénh nhi MS02 mang dot bién
¢.1285G>A (ddng thai mang ca dot bién c.664T>C trén exon 4);

- Hai d6t bién méi chua cong bé nhung c6 kha ning gay bénh:

+ Dot bién ¢.1335C>T trén exon 9

+ Dot bién ¢.1978C>T trén exon 13

+ Hai SNP rs1003723 va 155925 c6 lién quan dén bénh FH gap o 12/26
bénh nhi.
2. Tinh di truyén va mét sé dic diém caa bénh FH

Bénh FH ¢ pha hé 3 gia dinh bénh nhi c6 d6t bién déu tuan theo quy luat di
truyén troi trén nhidm sic thé thuong (Céc thanh vién trong pha hé mang dot
bién chiém ti 1¢ cao va khong lién quan toi giGi tinh). Mot s6 thanh vién xuat
hién bién c6 NMCT do khong dugc phat hién va diéu tri kip thoi, tuy nhién c6
nhitng thanh vién c6 dot bién nhung khéng co biéu hién tang lipid mau.

- Gia dinh bénh nhi MS02: Bénh nhi MS02 mang dot bién gay bénh thé
di hop tur ¢.664T>C trén exon 4 va ¢.1285G>A trén exon 9.

Dot bién di hop tir clng loai trén exon 9 di truyén theo ho noi, dot bién
nay phat hién ¢ bo bénh nhi, cé tién sit NMCT (ho hang bac 1). Ong noi phat
hién dot bién, ting lipid mau, cd rudt c6 dot bién lipid mau binh thuong (2/2
nguoi ho hang bac 2). Ca 2 em bén noi déu c6 dot bién va khong ting lipid

mau (2/2 nguoi ho hang bac 3).
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Dot bién di hop tir cuing loai trén exon 4 di truyén theo ho ngoai, gap & me
va em gai rudt cing cé tang lipid mau (2/2 ngudi ho hang bac 1). Ong ngoai co
THA, tién sit NMCT cii phat hién c6 dot bién, bac gai co dot bién nhung khong
tang lipid mau (2/2 nguoi ho hang bac 2). Mot trong hai ngudi con cua bac gai
phat hién dot bién trén kém theo ting lipid mau (1/2 ho hang bac 3).

- Gia dinh bénh nhi MS03: Bénh nhi MS03 mang dot bién gay bénh
C.664T>C trén exon 4, dot bién cung loai nay ciing phat hién dugc & me va
anh trai c6 kém theo tang lipid mau (2/2 ho hang bac 1); 6 ho hang bac 2 hién
c6 ba ngoai phat hién dot bién kém ting cholesterol (chiém 1/2 thanh vién),
ba ndi co tang lipid mau nhung khong phat hién c6 dot bién, 5 thanh vién
trong gia dinh ngoai khong phén tich duoc dot bién.

- Gia dinh bénh nhi MS15: Bénh nhi MS15 mang dot bién gay bénh
déng hop tir ¢.664T>C trén exon 4. Dot bién di hop tir ¢.664T>C trén exon 4
dugc phat hién trén mot sb thanh vién trong gia dinh, cu thé ¢ ca b (tang
lipid mau) va me (2/2 ho hang bac 1). Bot bién di hop trén dugc phét hién ¢
6/7 thanh vién ho hang bac 2 trong d6 chi c6 chu ruot, cb ruot (2/6 nguoi
mang dot bién) khong tang lipid mau. O ho hang bac 3 ¢6 5/6 cac em ho phat
hién dot bién va déu ting cholesterol mau, 1 em con cau khong phat hién dot

bién, 3 ngudi em con lai chua phan tich dugc gen.
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KIEN NGHI

1. Mé rong pham vi phat hién dot bién bang céc nghién ctu véi sb luong
I6n hon trén toan bo gen LDLR, gen ApoB, gen PCSK9 cho cac bénh
nhan FH, nhim hudng t&i xay dung ban do dot bién caa mot s gen lién
quan dén bénh FH trén co s& két qua ma tac gia da thu dugc & nghién
clru nay.

2. Trién khai xét nghiém lipid méau va sang loc phan tang bang xét nghiém
sinh hoc phan tir cho tat ca cac thanh vién trong pha hé gia dinh c6 bénh
nhan mang dot bién, xay dung chién lugc quan Ii FH cong dong nham som

ngin ngira bién ching.
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PHU LUC 1
BENH AN NGHIEN CUU
BENH TANG CHOLESTEROL MAU CO TiNH CHAT GIA PINH
Ma nghién ceuuc............... Ma Bénh dn............

I, Hanh chinh:

I, Ly do vao vién

11, Tién sir:

1, Ban than: Tang huyétap [| DTP [] CHD [] NMCT []

2, Gia dinh: Tang cholesterol mau [ ] THA [] bTb []
CHD [] NMCT []

IV, Triéu chirng 1dm sang:

Tang huyét 4p: [ PTN: []

U vang: [] NMCT: [ ]

Xanthoma gan: [ ]

BMI:

Can ning: Chiéu cao:



V, Can lam sang:

- Cac xét nghiém hoa sinh mau:
Cholesterol total (mmo/L)
LDL-C (mmo/L)

AST (U/L)

Ure (mmol/L)
Glucose (mmol/L)
FT4

- Cac xét nghiém can 1am sang khac:

VI, Két qua xac dinh dot bién:

1, Nong do DNA

2, Do tinh sach

3, Két qua giai trinh tu gen

V11, Chan doan

V11, Piéu tri

Triglycerid (mmo/L)
HDL-C (mmol/L)
ALT (U/L)

Creatine (umo/L)

TSH



Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glutamine
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenyl alanine
Proline
Serine
Threonine
Tryptophan
Tyrosine

Valine

KY HIEU CAC ACID AMIN

ala
arg
asn
asp
Ccys
glu
gin
gly
his
ile

leu

met
phe
pro
ser
thr
trp
tyr
val
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PHU LUC 2

Két qua do d6 tinh sach va ndng dd DNA téach tir mau ngoai vi cia 45 doi
twgng nghién ciru thugc pha hé 3 gia dinh bénh nhi MS02, MS03, MS15

Eﬁg? Ng‘;\’lgf 0 Do tinh sach Bénflnt]én Nong @9 DNA [P tinh sach
(ma s6) ng/ul) (A260/A280) | (ma so) ng/ul) (A260/A280)
Pha hé gia dinh MS02, MS08 (n=13)
1.4 51,5 1,84 1.6 65,6 1,88
1.3 48,1 1,82 1.5 66,4 1,83
1.4 55,2 1,87 1.2 59,9 1,88
1.3 47,5 1,81 1.6 61,5 1,87
1.1 50,5 1,81 .5 51,8 18
1.2 43,7 1,87 1.2 49,7 1,85
.1 58,4 1,86
Pha hé gia dinh MS03 (n=11)
1.1 61,2 1,9 1.8 101,7 1,98
1.3 37,6 1,88 1.9 86,4 1,87
1.4 40,5 1,83 1.1 59,0 19
1.4 42,7 1,91 1.3 78,2 1,86
1.5 39,3 1,97 1.4 49,9 1,91
11.6 45,5 1,84
Pha hé gia dinh MS15 (n=21)
1.6 44,2 1,81 1.8 87,9 1,85
1.1 54,9 1,82 1.7 62,4 1,8
1.4 102,3 1,88 1.3 89,6 1,87
1.3 66,5 1,82 1.4 579 1,82
1.1 97,8 1,84 1.5 88,6 1,89
1.2 60,2 1,93 1.9 69,7 1,82
11.12 78,6 1,84 1.8 64,8 1,83
.11 50,6 1,8 .7 58,6 18
11.10 62,2 1,86 1.6 65,3 18
1.9 67 1,82 1.4 103,7 1,83
1.5 56,6 1,81




PHU LUC 3
KY THUAT PIEN DI SAN PHAM PCR

CHUAN BI GEL AGAROSE 1,5 %

Can 0,8g agarose hoa tan trong 40ml boric acid EDTA 1X (TBE) dun s6i
trong 10 vi song, lic déu dén khi agarose hoa tan hoan toan. Pé ngudi 55-
60°C.

- Do gel tir tir vao khuon.

- Cho gel kho (sau 20 phut) rat luge va dat ban gel vao may dién di.

KY THUAT DIEN DI

- D6 dung dich TBE 1X vao bé dién di cho ngap gel

- Tra mau vao giéng (5 ul/giéng)

- May dién di Mupid (Nhat Ban): Bién di trong 30 phut, hiéu dién thé 120v

- San pham dién di dugc nhuém biang dung dich ethidium bromide, sau

d6 dugc chup hinh bang may chup gel.



PHU LUC 4
KY THUAT TINH SACH SAN PHAM PCR GIAI TRINH TU

Thém vao éng PCR c6 sin 10ul DNA (sau PCR): 5ul EDTA 0,125M va
60p1 con tuyét ddi (tong thé tich 1a 75 pl).

Lac nhe 3-4 lan, dé trong t6i khoang 15 phat dé phan tng xay ra tot hon

Ly tam 15000 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C

Sau khi ly tAm xong, hut bo dich ndi, thu cin

Thém tiép 200ul c6n 70%. Ly tam 15000 vong/phut trong 10 phut ¢ 4°C.

Ly tam xong, hut bo dich ndi, thu cin (thao tic nay nhanh trdnh DNA
tua bi hoa tan)

Lam khé tu nhién hodc dé & nhiét do6 56°C.

Hoa tan DNA tua trong 20ul Hi-di va 1am néng 95°C trong vong 5 pht.

pé ngay vao nhiét do -20°C



PHU LUC 5

Hinh anh d6t bién Exon 4 bénh nhi MS03 (M6i nguoc)

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppData)Local\ Temp\Rar$Dlal 5340.7013\1st BASE 3227489 364 E4R.abl fola =

P erted nong | S2mele: 3227489_3B4 B4R |l C:Users My AppDatalL ocal Temp RasSDI215340.701311st_BASE 3227489 3E4 EAR bl

:

p—
%0 100 110
¢ A G A T TT GTCOCT TG CJGYIG6 7T ¢ 6 6 6 6 € C A C C A T C A C A G

Hinh anh d6t bién Exon 4 bénh nhi MS08 (Mbi nguoc)

5 ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppData\Local\Temp\RarSDIal 5240.13931\1 st BASE_3230633 8E4_EAR.abl = e

= Selected none

ﬂ

Sample: 3230633_8E4_E4R | File: C:Users My\AppDataLocal Temp Rar3DIal 5340.1383111st_BASE_3230633_SE4_E4R.abl

90 00 110
G T ¢ A G A T T T G T C C T T G CJGJG T € G G G G C € A C C A T C A C A

Hinh anh d6t bién Exon 4 bénh nhi MS18 (Mbi nguoc)

¥ ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppDatatLocah Temp\RarSDla1 534017935\ st BASE 3227502 18E4_EAR.abl o e =

"7-% Selected none |Sxmple: 3227302_18E4_E4R |File: C:\Users My\AppDatalLocal Temp RarSDIa13340.17935\1st_BASE_3227502_18E4_E4R abl
p—

90 100 110 120
c A6 AT T T G T CC T T G CjJGGeG T ¢ 6 6 6 6 €C C A C €C A T C A C A G




Pot bién pha hé gia dinh bénh nhi MS02

1. Dgt bién trén exon 9: ¢.1285G>A
B4 bénh nhi — 11.4

$# ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppData\Local\ Temp\Rar$DIad096.17726\1st_BASE_3632631_B02-C11_E9F.abl

noa "-"'i' Selected: none | Sample: 3632631 _B02-C11_ESF |File: C:\Users My AppData Local Temp RarSDIa0096.17726 1st_BASE_3632631_B02-C11_ESF.abl

|
]

180 190 200
¢c € ¢ c A A C C T G A G G A ACQaAaypgr 6 6 T C G C T C T GG G A CA C G G

Ong noi bénh nhi - 1.3

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1 st BASE 3686412 1.2_e9 LDLRedF.abl

=" Selecled: none | S2mele: 3686412_2 129 I DLReOF |File: C:Users My Downloads SsqResnlt-0-171123)1s¢_BASE_3686412_12_e9 [ DRe9F:abl

—
180 50 200
c cAa a Cc C T G A G G G |T G G A C A C G G A G
] E_— 2l
C0 rudt bénh nhi - 11.5
¥ ABICh gram: C\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171133\1st BASE 3686416 112_eD_L DLReIF.abl (=% R =
2N Selected: none | S2mple: 3686416 2 3s9_ LDIReSF |File: C:lUsers My Dovnloads SeqRemit-0-171123 15t BASE_ 3686416 112 9 I DL ReSF.abl
180 180 200 210
r ¢ c c €A A C C T G A A a c|oec G G T T ¢ T G G A €C A C G




Em ho con ¢6 ruot - 111.5

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_ BASE 3686418 T.1_ed_| DLReDF.ab1

e G lscted: none |SmPle: 3686418 2 Te9 IDLRaOF | Fils: C:Users My Downloads SeqRaslt-0-171123 1st_BASE_3686413_[I1.1_s9 I DLR=OF.abl

180 180
cC C A A C C T G A G G A A

I

cl a T G

G

Em ho con c6 rudt - 111.6

y ABI Chrematogram: C:\Users\Miy\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686417_I.2_e8_L DLRe9F.ab1

= W Selected none

180 190
ﬂ !

c ¢ Cc A A C C T G A G G A A

Sample: 3686417 2_62_LDLReSF |File: €/ Users\My Dovnloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE. 3686417 T2 o9 LDLR=SF.abl

/\4
K

2. Dgt bién trén exon 4: ¢.664T>C
Em géi ruot bénh nhi —111.4

}“ ABI Chrematogram: C:\Users\My\AppData\LocalTemp\RarSDlal4356.45240\1st_BASE_3230633_8E4_E4R.abl

= W Selected: nons

¢ T ¢ A G A T T T G T C C T T G

c

G

Sample: 3230633_SE4_E4R |File: - Users My AppDataLocal Temp RarSDL:14356.4524011st_BASE_3230633_8E4 E4R zbl

IO |
G

Me bénh nhi —11.3

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppData\Local\ Temp\RarSDls3044 43266\1st BASE 3665542 Me02-e4_edabl

= W Seleoted none

330 340
T 6 T G A T G G T G 6 C C C C G

A

C

T

G

Sample: 3665542 Me02-24_o4 |File: C:Users'My'AppDatalLocal Temp RarSDI23944 432661t BASE_ 3665542 Me02-24 od.2bl

350
[

>




Ong ngoai bénh nhi - 1.1

ﬂ

¥ ABI Chromatogram: C:AUsers\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1 st BASE 3686378 13 e4 | DLRedF.abl
U2 Gelected: none | Sample: 3686378_2 324 LDLR4F |File: C:iUsers My Downloads SzqRessls-0-17112311st_BASE 3686378 13_=4 LDLRe4Fabl
—
340 35 360 370
T G A T G G T G G C C c ¢ G A C|T G C A A G G A C A A A C G A
] _ bl

Bac gai cua bénh nhi - 11.2

% ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1 st_BASE 3686383 _1.3_e4_L DLRedF.ab1

e ‘-‘ g Selected: none | Sample: 3686383_2_8ed_LDLRe4F | File: C\Users My Downloads SeqRasult-0-1711231st_BASE_3686383_IL3_e4 LDLRe4F.abl

Anh ho con bac - 111.1

5 ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st BASE 3686384 I4_e4 L DLRe4F.abl

 mm Selected none

I

Sample: 3636384 _2_Se4_LDLRe4F |File: C:Users My Dovnloads SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686384_IIL4_o4_IDLRe4Fabl

pr—

340 330 360 370
T G A T G G T G G C ¢ € C G A CJT |G C A A G G A C A A A C G A
— H i




Pot bién pha hé gia dinh bénh nhi MS03
(déu 1a dot bién ¢.664T>C di hop tir)

Me bénh nhi —11.6

cCCcCcCCGACTIGCAAGG ACAAAT
345 350 355 360

PNV A W

Anh bénh nhi - 111.3

i11111.]--1iprirrririrrii
C CCC G ATCITIG CAAGI GACAAAT
3-|1-5 SIEIII 3|55 3I|5‘-IZI

Ba ngoai bénh nhi — 1.1

IIIIII._I.IIIIIIIIIII

C C CCGATCITIGCAAGIGACAAAT

350 355 3e0 3E5




Dot bién ph

(déu 1a dot

<

a

1. Bén ngogi
Me bénh nhi —11.1

hé gia dinh bénh nhi MS15

/4

bién ¢.664T>C di hop tw)

$* ABI Chromategram: C:\Users\My'\AppData\Local\Temp!\RarSDIal 5288.14789\1st_BASE_3665540_Mel5-c4_ed abl

2N Selected: nons | Sample: 3665540 Me15-24_e4 |File: C:iUsers My'\AppDataL ocal Temp RarSDIa15288.14789 1st_BASE_3665540_Mel5-ed_sd.abl
340 330 360 370
G A T G G T G G C C C C G A C T G C A A G G A C A A A T A G G
K| E = ]
Cau rudét bénh nhi 11.4
y ABI Chromategram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686393_1.8_ed_L DLRedF.abl
,‘__\i’ Selected nong | S2mele: 3686393 15 6=4 IDLR4F |File: C:Users My Dowriloads'SeqResult-0-171123\1st BASE 3686393 118 o4 IDLR=4Fabl
340 350 360 370
¢ T 66 A T G G T G G €C € C C G A CyJT |G €C A A G G A C A T G
K f | |
Em con cau ruot - 111.5
y ABI Chromategram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686394_1.6_e4_LDLRedF.abl
,‘7- L Selecled: none | S2mple: 3686394 15 924 IDIRedF |File: C:Users My Downloads SsqRenl-0-171123\1st_BASE 3686394 IIL6_s4 LDLR=4F.sb1
340 350 360
T ¢ A T GG G T GG G C C C C G A Cy) T PG C A A G G A C A A A G C A
K| _ IO
2. Bén nai
: 0
4 -
Bo bénh nhi —11.6
¥ ABI Chromatogram: C:\Users\My\AppData\Local\ Temp\RarSDIa15288.27002\1st_BASE_3665541_B15-e4_ct.abl
2N Selected: nong | Sample: 3665541_B15-e4 ed |File: C:lUsersMy\AppDatalL ocal Temp|Rar$D1al 5288.27002\1st_ BASE,_3665541_B15-24_st.abl
i
340 350 360 370
G A T G G T G G C C C C G A C T G C A A G G A C A A A T A G G
< & = ]




Ong noi bénh nhi - 1.2

% ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1 st BASE 3686391 1.2_e4 LDLRedF.abl

Sample: 3686391_15_lad [ DLRe4F |Fils: C:Users My Downloads'SsqRemlt-0-171123\1st_BASE_3686391_1.2_s4 I DI RadF.sbl

Selected: none

360 370
A

|

Chu rudt thi nhat caa bénh nhi - 11.7

% ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st BASE 3686395 1L6_e4_LDLReF abl

,7‘ — -' “‘i’ Selected: none | S2mple: 3686385_15_10e4_LDLRe4F |File: C:Users0y Downloads'SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686395_I1.6_e4_LDLRe4F.abl

340 350 360 I
T 6 T G A T G G T G G ¢ C ¢ C© G A C cC A A G G A C A A A T cC T G A C
= i

Em ho con cha thi nhét - 111.6

3‘ ABI Chromategram: C\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686396_IIL4_e4_LDLRe4F.abl

r‘i—i’ Selected: none | S2mple: 3686396 _15_1224 LDILR=4F |File: C:Users\My Downloads'SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686396_II4_s4 I DLR=4F.abl

340 350 360 370
T G A T G G T G G C c c cC G A C T G C A A G G A C A A A T C T G A C G

Em ho con cha thi nhét - 111.7

5 ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st BASE 3686397 113 _ed_LDLRedF.abl

Seleted: nong|Semple: 3686397_15_13e4_LDLReAF |File: €' Users My Downloads SeqResolt-0-17112311st_BASE,_3636397_TI1 3_e4_LDLR=4F abl

350 360 370
G 6 T 6 G ¢ € C € G A C T |G C A A G G A C A A A T C T G A C G A G G




Cha rudt thir 2 caa bénh nhi - 11.9

}“ ABI Chromategram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st_BASE_3686400_[14_e4_LDLRe4F.abl

[N Gelsctedt none | Sumeles 3686400_15_17e4_ LDLRe4F | File: C:Usecs My Downloads SecRenli-0-17112311t_BASE_3686400_IL4_e4_LDLRe4F.abl

ﬂ

r

350 360 370
G A T G G T G GG ¢ C C ¢C G A C T G C A A G G A C A A A T C T G A C G A G

[
L
L

Con cha ruét thwr 2 caa bénh nhi - 111.8

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1 st BASE 3686401 .2_ed_LDLRedF.abl

S Gcled: none | SemEle: 3686401_15_19e4 1 DIRe4F |File: C:Users My Downloads SsqRessli-0-1711231s¢_BASE_3686401_I2_s4 L DI RedF bl

340 350 360 370
T G A T G G T G G ¢ C Cc € ¢ A (T G C A A G G A C A A A T c T G A C G A

C6 ruot bénh nhi - 11.11

$ ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st BASE 3686398 112_e4 L DLRedF.abl

 — 4 Selected: none | Sample: 3686398 15_ 1424 IDLRedF |File: C!\Users My Downloads'SeqResult-0-171123'1st_BASE_3686398_IL2_e4 LDLR=4F.abl

340 350 360 370
G A T G G T G 6 C C C C G A C T |G C A A G G A C A A A T C T G A C G A G

Con ¢0 ruot bénh nhi - 111.9

$7 ABI Chromatogram: C:\Users\My\Downloads\SeqResult-0-171123\1st BASE 3686399 II.1_e4 LDLRe4F.ab1

U2 e Selected: none | S2mple: 3636395_15_1624 LDLR=4F |File: C:Users My Downloads SeqResslt-0-1711231st_BASE_3686399_IIL1_e4 1 DLR=4Fabl

I
'

340 350
T G A T G G T G G C C€C ¢ Cc G A C

L]







