TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

DAC PIEM LAM SANG VA BPOT BIEN GEN RB1

O BENH NHAN U NGUYEN BAO VONG MAC MOT MAT
Pao Nguyén Ha Linh', Nguyén Vin Huy?
Pham Trong Van' va Tran Van Khanh'~
"Trrong Pai hoc Y Ha Noi
2Bénh vién Mat Trung wong

U nguyén bao véng mac (UNBVM), mdt bénh ac tinh ndi nhan thuong duwoc chén doén & tré em, phén
I6n la do dot bién bét hoat cta cé hai alen ctia gen RB1. Chan doan UNBVM chi yéu dwa vao bénh cénh
1am sang va can lém sang. Pay la khdi u khéng thé sinh thiét truéc khi mé cat bé nhan cédu do nguy co
gay phat tan té bao é&c tinh ra ngoai, do dé chan doén hinh énh va xét nghiém di truyén cé y nghia quan
trong. Trong nghién ctru nay, 16 bénh nhén bi bénh mét méat cén cat bé nhan céu cho thdy tudi phat hién
trung binh la 26,3 + 18 thang. Triéu chirng déu tién hay gap nhét la anh dbng to trdng véi 81,3%. Pa sb
bénh nhén mac bénh & giai doan E (chiém 93,7%) va cé duy nhéat 1 bénh nhén cé tién st gia dinh (chiém
6,3%). Ty Ié bénh nhén bi bong véng mac cao chiém 56,3%. Nghién ctru phat hién 14 loai dét bién trén 12
bénh nhan, trong dé c6 phat hién cé dét bién trén exon (11/14) va dét bién vi tri cat néi exon - intron (3/14).
Trong 11 dét bién trén exon cé 10 dét bién diém (2 doét bién léch khung, 7 dét bién tao méa két thuc va 1 dot

bién sai nghia) va 1 dét bién mét doan I6n. Trong 14 loai dét bién, c6 1 dot bién méi chua duoc céng bé.

Twr khéa: u nguyén bao vong mac, gen RB1.

I. DAT VAN DE

U nguyén bao vong mac (UNBVM) la mét
loai khéi u véng mac (retinoblastoma) ac tinh.
Day 1 loai ung thw ndi nhan hay xuét hién nhat
& tré em voi ty 1€ 1a 1/15.000 hay 1/18.000 tré
so sinh con séng. UNBVM chiém 4% trong sb
céc khdi u &c tinh & tré em. Chan doan UNBVM
chd yéu dwa vao bénh canh Iam sang (anh
ddng t&r trAng, lac mét, xuat huyét nodi nhan tw
phat, 16i mat hay swng né dau nhirc mét) va can
ldam sang co hinh &nh u co calci hoa trén siéu
am hodc cong hudng tir. Day 1a khdi u khéng
thé sinh thiét treéc khi md cét bé nhan cau do
nguy co’ gay phat tan té bao ac tinh ra ngoai, do
dé viéc kham sang loc va xét nghiém di truyén
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c6 y nghia quan trong."

UNBVM xay ra khi dot bién bat hoat ca
hai alen ctia gen ap ché khéi u RB71.2Bénh di
truyén trén nhiém séc thé thwdng, gay nén bdi
dot bién gen RB1. RB1 la gen ap ché khéi u
dau tién dwoc tim thay, nam tai vi tr 13q14.2, ¢
kich thwéc DNA la 183 kb gdm 27 exon ma héa
928 acid amin. Dé&n nay, hon 1000 cac bién thé
khac nhau, ndm rai rac trén vung promoter va
toan b6 27 exon gen RB1 da dwoc phat hién &
bénh nhan UNBVM va cong b trén ngan hang
dir liéu cac bién thé gen RB1 bao gdm cac dot
bién diém nhw dot bién tao ma két thuc, dot
bién sai nghta, dot bién vi tri ct ndi intron-ex-
on, dot bién léch khung, va mét phan nhé 1a dot
bién mét doan I&n.34 Tilé phat hién cac dot bién
trén mau mo ung thw 1a 94,9% trong khi ti 18
phat hién dét bién trén mau mau chi 1a 42,4%;
xac dinh dot bién soma trén mau mé ung thw la
chi diém dé xac dinh dét bién té bao mam trén
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mau mau.5

Khodng 40% trwdng hop RB 1a di truyén
bao gém tat ca bénh nhan UNBVM hai mét va
15% céac trudng hop UNBVM mét mét. Trong
khi 60% trwong hop con lai la UNBVM khéng
di truyén (85% UNBVM mét mét), xay ra trong
gia dinh khong c6 tién st mac bénh va gay ra
b&i dot bién séma bat hoat ca hai alen gen RB1
xay ra & t& bao véng mac trwdng thanh. O Viét
Nam, dbi v&i bénh UNBVM, cho dén nay cac
nghién ctru chd yéu tap trung vao dac diém lam
sang, can lam sang, theo déi va diéu tri bénh.
Chén doan bénh va tw van di truyén déi ltc con
gép rat nhiéu kho khan do chwa ap dung rong
réi cac xét nghiém di truyén phan t&. V&i nhém
bénh nhan mot mat, cac dét bién chd yéu dwoc
phat hién trén t& bao khéi u trong khi théng tin
vé nhirng dét bién nay hau nhw chwa dwoc ng-
hién ctru tai Viét Nam. Nghién ctru nay dugc
thwe hién véi 2 muc tiéu: 1) M6 ta dac diém 1am
sang cla bénh nhan u nguyén bao véng mac
mot mét. 2) M6 ta d&c diém gen dot bién RB1
& bénh nhan u nguyén bao vong mac mét mat.

Il. DOl TWUONG VA PHUONG PHAP

1. Déi twong

Tiéu chudn lwa chon: 16 bénh nhan cé do
tudi < 6 tudi, dwoc chan doan lam sang UNBVM
1 mét va co chi dinh phau thuat khoét nhan cau
cét thj than kinh dai tai khoa Mé&t tré em Bénh
vien Mat Trung wong giai doan 2020 - 2022.
Bénh nhan dwoc chan doan gidi phau bénh la
UNBVM. Cac bénh nhan duwoc thu thap mau
khéi u nguyén bao véng mac.

Tiéu chuén loai tree: bénh nhan/gia dinh bénh
khéng déng y dworc loai trir khdi nghién ctru.
2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru: mé ta cét ngang.

Céac ky thuéat str dung trong nghién ctru:

- Tach chiét DNA: DNA dwoc tach chiét
t» khdi u nguyén bao véng mac bang kit

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

The QIAamp DNA Mini Kit (hang Qiagen - Dlrc),
quy trinh tién hanh theo hwéng dan ctia nha san
xuét, nébng dd va do tinh sach DNA duoc kiém
tra nh& phwong phap quang phé (OD 260/280).

- Ky thuat PCR khuéch dai 27 exon cua
gen RB1 st dung cac cip mdi da coéng bd cia
Hana Abouzeid va céng s [5]who were seen
between March 2004 and January 2006 and to
report undescribed retinoblastoma 1 (RB1 bang
bo kit GoTag® Hot Start Master Mixes - Prome-
ga.

- Kiém tra két qud PCR bang dién di san
ph&dm PCR trén gen agarose 1,5%.

- Phan (rng giai trinh ty Sanger toan bd gen
RB1 str dung bo kit BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (ABI - My).

- Tinh sach sdn phdm PCR sequencing
bang kit BigDye XTerminator™ Purification Kit
(ABI - My).

- Dién di san pham giai trinh tw trén hé théng
phan tich di tryén ABI3500 (Applied Biosystem
- My).

- So sanh két qua gen RB1 clia bénh nhan
vé&i trinh tw chuén trén GeneBank (NG_009009)
b&ng phan mém CLC main workbench dé phat
hién cac dét bién.

3. bao dirc nghién ciru

M&u nghién ctru dwoc lay khi bé me bénh
nhan hoan toan tw nguyén tham gia vao ng-
hién clru va cé quyén rat lui khdi nghién ctru
khi khéng déng y tiép tuc tham gia vi bat ky ly
do nao. Két qua xét nghiém gen sé dwoc théng
bao cho bé me bénh nhan dé giup cho cac bac
sy tw van diéu tri va tw van di truyén. Cac théng
tin ca nhan sé dwoc ddm bdo bi mat.

Ill. KET QUA
1. Dac diém lam sang cua d6i twong nghién
clru

Gi&i nam, nir co ty 1& 1an lwot 14 75% va 25%
(khdéng c6 y nghtia théng ké p > 0,05).
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Tudi phat hién bénh: 56,3% bénh nhan dwoc
phat hién & Ia tudi dwdi 24 thang va 43,6%
bénh nhan dwoc phat hién & Ira tudi trén 24
thang. Tubi phat hién trung binh 1 26,3 + 18,8
thang.

D4u hiéu l1am sang & bénh nhan UNBVM
lan lwot 1a: anh ddng t&r trdng chiém 81,3%, lac
chiém 12,5% va dé mét chiém 6,2%.

Giai doan bénh trong nghién clru cla ching
t6i chi cé 1 mét (chiém 6,3%) & giai doan D, con
lai 15 mat (chiém 93,7%) & giai doan E.

Tién st gia dinh chi c6 1 bénh nhan (chiém
6,3%) c6 anh trai bi bénh da mét, con lai 15
bénh nhan khéng c6 tién st gia dinh.

Triéu chirng 1am sang trong 16 mét nghién
ctu clha chung téi déu chi ¢ 1 mat c6 nhiéu
khdi u, con lai tt ca cac méat déu chico 1 u
duy nhét va chiém gan toan bo nhan cau. Qua
soi day mat, chung t6i nhan thay c6 1/16 bénh

nhan cé mat bénh bj xuat huyét dich kinh (chiém
6,3%), 9/16 bénh nhan c6 mét bénh bong véng
mac (chiém 56,3%).
2. Két qua xac dinh dét bién gen RB1
Nghién ctru da phat hién dwoc 12/16 (75%)
bénh nhan cé dot bién trén gen RB1, véi tong
sb 14 loai dot bién, trong d6 co6 phat hién ca dot
bién trén exon (11/14) va dét bién vi tri cat néi
exon - intron (3/14). Trong 11 ddt bién trén exon
cé 10 dot bién diém va 1 dot bién mat doan
Ién (di hop EX18-23 DEL). Trong 10 dét bién
diém co6 2 dot bién léch khung, 7 dét bién tao
ma két thic va 1 dot bién sai nghia. Trong 12
bénh nhan cé tim thay dot bién, c6 6 bénh nhan
mang dot bién déng hop ttr, 5 bénh nhan mang
dot bién di hop t& va dac biét c6 1 bénh nhan
mang 2 loai dét bién: trong d6 c6 1 ddt bién &
trang thai ddng hop t&r va 1 dot bién & trang thai
di hop tr.

Bang 1. Két qua dot bién dot bién gen RB1 trén cac bénh nhan nghién ctru

STT ot bién Bién déi acid amin viti  MaséBN Donghov/
Di hop tw
Dot bién tao ma két thic (nonsense)
1 C.2415T>A p.Tyr805* Exon 23 Rb3 Di hop
2 c.1363C>T p.Arg455* Exon 14 Rb4 DPdng hop
3 c.1333C>T p.Arg445 * Exon 14 Rb24, Di hop
Rb58
4 c.1654C>T p.Arg552* Exon17 Ro24 DI hop
Rb45 bong hop
5 €.1399C>T p.Arg467* Exon 15 Rb30 DPoéng hop
6 c.880A>T p.Lys294* Exon 9 Rb49 Di hop
7 c.341C>A P.Ser114* Exon 3 Rb52 Déng hop
Dot bién sai nghia(missense)
1 c.1981C>T p.Arg661Trp Exon20 Rb22 DPéng hop
Dot bién léch khung (frameshift)
1 c.1044delA P.lle348MetFs*19 Exon 10 Rb2 DPdng hop
2 C2330delC p.Pro777Leufs*19 Exon 23 Rb3 Di hop
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N o a o . % Dong hop/
STT Dot bien Bien doi acid amin Vi tri Ma s6 BN . .
Di hop twr
Dot bién vi tri cat ndi (splice)
Ml\t z . t - 6t L.
1 C2520+5G>A o cac Vi catnol Intron 24 Rb2 Di hop
intron-exon
MAt cac vi tri cat ndi .
2 c.1215+1G>A | ) Intron 12 Rb32 bong hop
intron-exon
1421+1_1421  Mét céc vi tri cat nbi
¢ — viat cac VI cat nol Intron 15i Rb34 Di hop
+2delGT intron-exon
Dot bién x6a doan I&n
1 EX18-23 DEL Rb65 Dij hop

Hinh dnh minh hoa bénh nhéan cé dét bién tao ma két thic sém

c.2415T

|
ACATCTATATTTCAC

c.2415T>A(Y805%)
!

ACATCTAWATTTCAC

A

Ngwei binh thwong

Bénh nhan RB3.tis

Hinh 1. Hinh anh bénh nhan ma sé RB3 c6 dét bién tao ma két thuc sém c.2415T>A(Y805%)

Két qua hinh 1 cho thay, tai vi tri ¢.2415 cla
gen RB1 cé trinh tw 1a nucleotid T & ngwoi binh
thwong da dwoc thay thé bang nucleotid A &
bénh nhan RB3, sy thay thé chi xay ra trén 1
alen nén két qua giai trinh ty tai diém nay c6 2
dinh chéng 1&n nhau. D6t bién thay thé di hop

c.1044A
TCTATAGACAGGTA
S | D

AN

Ngwdi binh thwdong

tlr A bang T dan dén sw thay thé bo ba TAT méa
hoa tyrosine(Y) & vi tri codon 805 bang bd ba
két thic TAA.

Hinh anh minh hoa bénh nhan co6 dét
bién méat nucleotid A

c.1044delA(1348Mfs*19)

TCTATRRMMRGGAA
S X X

Bénh nhan RB2.tis

Hinh 2. Hinh anh bénh nhan ma s6 RB2 c6 dot bién mat nucleotid A

Két qua hinh 2 cho thay, tai vi tri ¢.1044 cla

gen RB1 & bénh nhan Rb2 mat mét nucleotid A

S0 V&I ngwdi binh thwong, dan dén tao ma két
thic sém & vi tri 348 (1348Mfs*19).
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IV. BAN LUAN

Trong nghién ctru, bénh nhan phat hién
bénh & Ira tudi duwdi 24 thang chiém ti 1& cao
hon (56,3%), phat hién bénh khi trén 24 thang
chiém ti 1& thdp hon (43,7%). Tudi phat hién
bénh trung binh trong nghién ctru cda chung
téidwoc p la 26,3 £ 18,8 thang s&m hon nghién
ctru clia Nguyén Ngoc Chung (2018) véi tudi
phat hién bénh trung binh & nhdm mét mat 1a
32,86 thang.® Tuy nhién, nghién ctru cta ching
t6i c6 tudi phat hién mudn hon nghién ctru ctia
Tomar va céng sy trén 59 bénh nhan Singapor
v&i tudi phat hién bénh trung binh 14 22,1 + 16,5
thang.®Dau hiéu lam sang & bénh nhan UNBVM
lan lwot 1a: anh ddng t& trdng chiém 81,3%, lac
chiém 12,5% va dé mat chiém 6,2%. Nghién
ctru nay tuy sb lwong bénh nhan it nhwng ciing
phu hop véi cac nghién clru khac tai cac nwéce
dang phat trién nhw An Do véi dau hiéu anh
dodng tt trdng dao déng tlr 70 - 96%.7 Vé giai
doan bénh, trong nghién clru cla chung t6i da
sb 1a mat bénh & giai doan E (chiém 93,7%).
Két qua twong ddng véi cac nghién clru & mot
sb6 nuéc khu viee Dong Nam A véi nhém D, E
la hai nhdom giai doan mudn gap > 60%. Ng-
hién clru cla tac gia Kalibi va cong sw cho thay
73% mat khoét bd c6 khéi u nhém D, E. Ciing
cac tac gia nay trong mot nghién cru khac co
100% mét bénh can khoét bd & giai doan D,
E.” Trong nghién ctu cla chung tbi, chi co6 1
bénh nhan (chiém 6,3%) co tién st gia dinh
anh trai bi bénh da mét, con lai 15 bénh nhan
khong cé tién st gia dinh. Theo cac nghién ciru
trén thé gidi, bénh nhan cé tién st gia dinh dao
doéng chung ttr 10 - 18,5%. M6t nghién clru cla
Kalsoom (Parkistan) 5,7% co tién st gia dinh &
nhém bénh nhan thé mot mat.°

Trong 16 mat nghién cru cla chung téi déu
chi c6 1 mét c6 nhiéu khéi u. Theo nghién ctru
trén thé gidi, nhirng bénh nhan bi UNBVM da
khéi u thi thwerng cé yéu td di truyén. Tuy nhién,

trong nghién ctu clia chung t6i, bénh nhan cé
nhiéu khdi u trong mét lai khéng cé tién st gia
dinh mac bénh. Qua kham |am sang soi day
mat, ching t6i nhan thay cé 56,3% mét bénh bi
bong véng mac. Diéu nay cho thay ty 1& bénh
nhan bi bong vong mac trong nhém u nguyén
bao véng mac 1 méat can khoét bd 1a twong déi
cao.

Nghién ctvu da phat hién 1 dot bién sai nghia
tai vi tri 1981 trén cDNA cua gen RB1. Du dot
bién sai nghia it khi &nh hwéng nhiéu t&i hoat
tinh nhwng néu xay ra tai nhirng vi tri quan trong
ciing co6 thé gay mét chirc ndng. Mot dot bién
thay thé nucleotid dang dét bién sai nghia da
duwoc tim thy 13 ¢.1981C&gt; T(p.Arg661Trp) &
exon 20, dot bién nay ciing da dwoc bao céo &
nhiéu bénh nhan u nguyén bao véng mac trén
toan thé gidi, Whitaker LL va cong su da chirng
minh d6t bién ¢.1981C&gt;T(p.Arg661Trp) lam
gidm hoat ddng cua protein RB1 gay nén bénh
ly u nguyén bao vdng mac."

Céc doét bién tao ma két thic som 1a dang
dot bién gen RB1 thwdng gap nhéat, dét bién
lam thay thé nucleotid tao nén bd ba két thic
sém hay tin hiéu dirng dich ma sém dén dén
hau qua khéng tao dwoc san phdm protein RB1
hoac tao ra protein RB1 khéng c6 chirc nang
gay nén bénh UNBVM.® Diéu nay la phu hop
véi két qua cla chang toi véi ty 1& dot bién tao
mé két thuc la 7/10 dét bién. Cac dot bién léch
khung cling dwoc tim thdy trong nhiéu nghién
ctu va gibng nhw dot bién vé nghia, cac dot
bién khung cling anh hwéng 1&n t&i chire ndng
cla protein gdy mét hoat tinh. Nhirtng dét bién
nay sé gay léch khung dich m& ngay tai vj tri
nucleotide bi mat va sé tao nén mot tin hiéu két
thuc sdm sau dé mdt hodc mot s acid amin vi
vay sé khoéng tao duwgc protein RB1 hoac tao
ra protein RB1 khéng cé chirc nang gay nén
bénh UNBVM. Khéng chi nhitng dét bién &
exon ma cac dot bién & vi tri cat ndi intron cling
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c6 thé anh hwéng téi protein théng qua sai léch
cac vi tri cat ndi trén mARN. Nghién clru phat
hién 3 dot bién vi tri cat ndi: c.2520+5G>A;
c.1215+1G>A; c.1421+1_1421+2delGT. Trong
dé co 2 dot bién c.2520+5G>A; c.1215+1G>A
da dwoc cong bb gay bénh va dwoc mé ta trén
ngan hang dir liéu bién thé gen RB1 (variant ID:
428703)." Pot bién c.1421+1_1421+2delGT &
Exon 15i Ia moét dot bién mdi xac dinh dwoc
chay thir trén MutationTaster (https://www.
mutationtaster.org/) d& quan sat anh huéng
clia n6é déi véi protein RB. Diéu nay duoc dw
doan 1a dan dén s thay ddi trong vi tri méi ndi
da s dung, ¢ kha ndng lam x&o tron méi ndi
binh thwong, do do, dwoc két luan Ia gay bénh.
Tuy nhién, bénh nhan RB34 dugc chan doan
mac RB & do tudi mudn hon nhidu (72 thang).
Diéu nay c6 thé dwoc gii thich 1a do nhan thire
vé RB & Viét Nam twong di thap dan dén bénh
nhan dén kham muén, ho&c d6t bién nay dwoc
di truyén di hop t& nén khdi u nay can nhiéu
thdi gian hon dé phat trién. Dot bién nay dé
gay ra ung thw thi phai dot bién trén 2 alen, tuy
nghién ctru c6 7/12 bénh nhan c6 d6t bién déng
hop t& va 3 bénh nhan mang dot bién di hop tr
kép va 2 bénh nhan chi phat hién 1 dot bién di
hop t& (rb65 - het EX 18 - 23 DEL va rb27 - het
c.880A>T). C6 thé nghién clru nay van chua
tim thay dot bién con lai.

Viéc xac dinh dot bién té bao soma trén mau
mo6 ung thw la chi diém cho viéc xac dinh dot
bién té bao mam trén mau mau & cac bénh
nhan U nguyén bao véng mac, lam co s& dé
xac dinh dwoc tinh trang mang gen trén cac
thanh vién gia dinh bénh nhan. Viéc nay khéng
chi gilip bac sTlam sang khang dinh chan doan,
lwa chon phwong phap diéu tri kip thoi, ma
con gilp tadng nhan thirc vé nguy co méc dé
kham day mét dinh ky & nhirng thanh vién gia
dinh. N6 ciing 1a co s& dé tw van di truyén, tw
van trwdc hon nhan, chan doan trwde sinh hay

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

trwdc lam té ddi véi nhivng ngwdi mang gen
nhém bénh ly nay.

IV. KET LUAN

Nghién ctru trén 16 bénh nhan gém 12 nam
(75%), 4 ni (25%). Tudi phéat hién trung binh |a
26,3 + 18 thang. Triéu chirng dau tién hay gap
nhét la anh déng t& trdng véi 81,3%. 93,7%
bénh nhan mac bénh & giai doan E va 6,3%
& giai doan D. 1 bénh nhan cé tién st gia dinh
(6,3%). 56,3% BN c6 bong vong mac, 6,3% BN
c6 xuét huyét dich kinh, 6,3% BN c6 khéi u da
b.

Nghién ctru da phat hién dwoc 12/16 (75%)
bénh nhan cé dot bién trén gen RB1, véi téng
s6 14 loai dét bién, trong dé co phat hién ca dot
bién trén exon (11/14) va dot bién vi tri cat ndi
exon - intron (3/14). Trong 11 dét bién trén exon
c6 10 dot bién diém (2 dot bién léch khung, 7
dot bién tao ma két thac va 1 dot bién sai nghia)
va 1 dot bién mat doan I&n. C6 1 dot bién maoi
da dwoc phat hién trong nghién ctru.

L&i cam on

Nghién ctu dwoc tai tro kinh phi bdi Dé tai
nghién ctu Khoa hoc va cong nghé cp Bo Y
té “Nghién clru dac diém di truyén dot bién gen
RB1 trén bénh nhan u nguyén bao véng mac va
cac thanh vién trong gia dinh; Dé xuét quy trinh
xét nghiém di truyén sang loc va chan doan
sém” theo Quyét dinh sb 2385/QD-BYT ngay
14/5/2021.
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Summary
CLINICAL CHARACTERISTICS AND MUTATIONS OF
RB1 GENE IN UNILATERAL RETINOBLASTOMA PATIENTS

Retinoblastoma (RB), an intraocular malignancy commonly diagnosed in children, is largely due
to inactivating mutations of both alleles of the RB7 gene. Diagnosis of UNBVM is mainly based
on clinical and subclinical conditions. This is a tumor that cannot be biopsied before enucleation
due to the risk of spreading malignant cells, so imaging and genetic testing are important. In
the rearch, 16 patients with unilateral retinoblastoma, the mean age of diagnosis was 26.3 + 18
months. The most common first symptom was leukocoria (81.3%). The majority of patients had
stage E disease (93.7%) and only 1 patient had a family history (6.3%). 56,3% patients with retinal
detachment. 12/16 patients have mutations on the RB1 gene (75%), with a total of 14 different
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mutations, including mutations on exon (11/14) and splice site mutations (3/14). In 11 exon
mutations, there are 10 point mutations (2 frameshift mutations, 7 nonsense mutations and 1
missense mutation), 1 deleted mutation with 01 novel mutation that has not been reported before.

Keywords: retinoblastoma, RB1 gene mutation.
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