TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

XAC PINH BOT BIEN XOA DOAN GEN RB1 O' BENH NHAN
U NGUYEN BAO VONG MAC BANG PHUONG PHAP MLPA
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U nguyén bao véng mac (Retinoblastoma - UNBVM) la bénh ung thw &c tinh & mét thudng gap & tré

em dué6i 5 tubi, gay ra béi dot bién trén gen RB1. Bénh x3dy ra & hai dang: dang ngéu nhién va dang gia

dinh. Bénh géy ra nhiing tén thuong nghiém trong vé maét, cé thé ddn dén khoét bé mat, di can va tr vong

béi nhiéu kiéu dot bién gen RB1 khac nhau, trong dé khodng 20% sé truong hop cé6 mét doan Ién hon 1kb

va 30% c6 mat doan nhé hon hay 1ap doan. Hién nay, ky thudt MLPA la phuong phéap duwoc wu tién chon

Iwra trong chén doén dot bién xéa doan I6n, Idp doan véi dé chinh xac cao va cho két qué nhanh chéng.

Nghién ctru duoc thuc hién trén mdu mau ngoai vi va méu mé cda 20 bénh nhéan u nguyén bao véng mac

nhdm phét hién céc dot bién té bao mam di truyén va dét bién soma bang ky thuat MLPA. Két qué da phat

hién 2/20 bénh nhén (10%) c6 dét bién x6a doan dj hop ti toan bé gen RB1 trén cd méu méu va méu mé.

Tir khéa: Retinoblastoma, u nguyén bao vong mac, RB1, MLPA.

I. DAT VAN BE

Bénh u nguyén bao véng mac do dot bién
gen RB1 trén nhiém sic thé 13 gay nén. Khi
gen RB1 bi dot bién, san phdm cla gen la
protein RB bi méat chirc nang kiém ché lam cho
cac té bao nén véng mac tang sinh mét kiém
soat va tao thanh khdi u. Bénh xuét hién véi ty
1& 1/15000 dén 1/20000 tré sbng, twong dwong
v&i khodng 8000 ca méi nam trén toan thé gisi.”
Tai Viét Nam, khodng 90 dén 100 ca dwoc chan
doan mdi nam.2 Viéc chan doan s&m bénh u
nguyén bao vong mac cé vai trd quan trong
trong viéc didu tri, tién lwong giup co thé bao
tdn mét bi bénh va tdng kha ndng séng cta
bénh nhan.

Cac nghién ctru trén thé gidi da chi ra rang
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u nguyén bao véng mac do dot bién bat hoat
ca 2 ban sao cua gen RB1. Khoang 40% cac
trwong hop u nguyén bao véng mac nguyén
nhan do di truyén, kiéu di truyén 1an trén nhiém
sac thé thwong, tuy nhién cé dac diém giéng
nhw la mét gen troi, b&i vi cac dot bién gen RB1
& cac ca thé mang dot bién di hop tir sé& bi mat
alen th& hai va phat trién thanh u nguyén bao
vdng mac; khoang 60% cac trwong hop con
lai 1a dang ngau nhién, khéng co tinh chét di
truyén gia dinh, chi phéat hién dot bién trén mau
mo6 u nguyén bao vong mac.®* Ty |é phat hién
cac dot bién trén mau mé ung thu 1a 94,9%,
trong khi ty I& phat hién dét bién trén mau mau
chi la 42,4%; xac dinh dot bién soma trén méu
mé ung thw 1a chi diém dé xac dinh dot bién té
bao mam trén mau mau.’

Cho dén nay, da c6 hang nghin dét bién gen
RB1 khac nhau dwoc phat hién & bénh nhan u
nguyén bao véng mac va da dwoc cong bd trén
ngan hang dir liéu dét bién gen RB1 (RB1 Gene
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Mutation Database). Cac dot bién gen RB1 gay
bénh u nguyén bao véng mac khéng déng nhét,
xuét hién rai rac trén viing promoter va 27 exon,
khodng 45% la dét bién diém, 20% sb truong
hop c6 méat doan I&n hon 1kb va 30% c6é méat
doan nhé hon hay lap doan.®® Trong nhirng
nadm gan day, véi nhitng wu diém ndi troi, kj
thuat MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) dwoc wu tién s&v dung dé
phat hién cac dot bién xo6a doan, |&p doan. Ky
thuat MLPA dwoc mé ta 1an dau vao nam 2002
b&i Schouten J.P. va CS, day la phién ban méi
ctia phan &ng PCR, trong d6 nhiéu doan DNA
dich dwoc khuéch dai chi bang 1 cdp mbi.5 Ky
thuat nay c6 thé phan tich trong 1 phan tng
PCR hon 50 viing DNA va xac dinh sé luvong
ban sao khac nhau cla cac gen dac hiéu, bao
gdm ca nhirng sy tai sép xép nhé trong ndi bod
cta 1 gen. Do d6, MLPA thwong dwoc str dung
trong chan doan & cip do phan ti cac bénh ly
di truyén ma nguyén nhan gay bénh do sy x6a
hay Iap doan cac gen dac hiéu.

T nhirng ludn chirng trén, nghién ctru xac
dinh d6t bién x6a doan trén gen RB1 & nhirng
bénh nhan u nguyén bao véng mac |a rat can
thiét. D@ liéu cha nghién clru nay khong chi la
théng tin di truyén quan trong cho bénh nhan
UBNVM ciling nhw thanh vién gia dinh bénh
nhan ma con gép phan bd sung, khang dinh hé
théng di liéu dot bién gay bénh tai Viét Nam.
Vi vay, nghién ctru nay duoc thiee hién véi muc
tiéu: Xéc dinh doét bién xoé doan trén gen RB1
& bénh nhéan u nguyén bao véng mac bang
phuwong phap MLPA.

I. DOI TWQNG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong

M&u mau ngoai vi (3mL dwgc chdng déng
bang EDTA) va mau md ung thw clta 20 bénh
nhan da dwoc chan doan xac dinh u nguyén
bao véng mac tai bénh vién Mat Trung Uong

theo tiéu chuan nhan khoa (dwa trén tién st
gia dinh, tham kham lam sang, chan doan can
lam sang va loai trr cac bénh can chan doan
phan biét).

Tiéu chuan loai tror

Bénh nhan va gia dinh khéng ddng y tham
gia nghién curu.

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru

Nghién ctru mé ta cét ngang.

Thoi gian nghién ciru

T thang 08/2022 dén thang 07/2023.

Dja diém nghién ctru

Trung tdm Nghién ctru Gen - Protein,
Trwong Pai hoc Y Ha Nbi.

Quy trinh thwc hién:

+ Tach chiét DNA: DNA téng s6 dwerc tach
chiét tir mau toan phan chéng déng EDTA bang
kit The Wizard® Genomic DNA Purification Kit
cla hang Promega, USA va tir mau mé bang
kit The QlAamp DNA Mini Kit ciia hang Qiagen,
Pirc. Quy trinh tach chiét tuan theo hwéng dan
clia nha san xuét.

Né“)ng do va do tinh sach ctia DNA duwoc xac
dinh bang phwong phap do mat dé quang trén
may Nanodrop. Mau dat tiéu chuan OD,.._ /

260nm

oD = 1,8 — 2,0 dwoc st dung dé phan tich

280nm
gen.

+ Quy trinh ky thuat MLPA: nghién ctru st
dung bd kit SALSA MLPA Probemix P047 RB1
ctia hang MRC Holland (Ha Lan) dé phat hién
dot bién gen RB1. Bo kit gdm 55 dau do (probe)
khac nhau dé khuéch dai toan bd gen RB1 va
mot sd gen tham chiéu, san phadm khuéch dai
c6 do dai tr 129 dén 500 nucleotit; 9 dau do
ndi chuan cé kich thwéc sdn pham khuéch dai
tlr 64 - 105 nucleotit trong d6 cé 2 dau do dac
hiéu cho nhiém séc thé gisi tinh. Quy trinh k¥
thuat tuan theo quy trinh chung clia nha san
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xuét, gdm cac buéc co ban nhw sau: bién tinh
DNA, gén probe vao gen dich, néi 2 probe béng
enzym ligase, khuéch dai cac probe bang phan
&ng PCR, dién di san pham trén hé thdng dién
di mao quan ABI3500.

+ Két qua dién di dwoc phan tich bang phan
mém Coffalyser dé tinh gia tri DQ (Dosage
Quotients - thwong sb gitra dién tich dinh cla
mau bénh pham va dién tich dinh ctia mau déi
ching) va dwa ra két qua theo hudng dan cua kit
theo bang du¢i day:

Bang 1. Tinh trang gen va gia tri DQ

Tinh trang gen DQ
Binh thuwong 0,70<DQ <1,20
X6a doan déng hop DQ=0
Xbéa doan di hop 0,40<DQ<0,65
Lap doan DQ > 1,30

M@i probe twong (rng véi mét exon va twong
(rng v&i mot dinh; exon 1 ¢6 dd dai Ién nén dwoc
chia thanh 5 dinh; 26 exon con lai, mdi exon (rng
voi 1 dinh.

Vi ty 1&é phat hién dot bién gen trén mau md
cao hon, day da hon trén mau méau nén trong
nghién clru nay sé tién hanh k§ thuat MLPA trén

mau mé trwdc, nhivng bénh nhan ndo phat hién
dot bién sé tiép tuc thuc hién xét nghiém trén
mau mau. Qua doé giup nghién ctu phat hién
va phan tich dwoc cac dot bién soma ciing nhw
cac dot bién t& bao mam di truyén trén gen RB1
cla cac bénh nhan u nguyén bao véng mac

3. bao dirc nghién ciru

Nghién clru tuan tha chat ché theo dao dirc
nghién ctu trong Y hoc. Bénh nhan va gia dinh
bénh nhan hoan toan tw nguyén tham gia vao
nghién ctu, dwoc thong bao vé két qua xét
nghiém gen théng qua bac sy giup tw van di
truyén hodc lwa chon phac dé diéu tri phu hop.
Cac thong tin ca nhan, két qua chan doan hoan
toan dwoc bao mat.

ll. KET QUA

Cac mau DNA dwoc phan tich toan bo 27
exon bang probemix P047. M&i phan trng MLPA
déu chay kém mau dbi chirng 1a ngudi khong
mang dot bién gen RB1.

Béng ky thuat MLPA, nghién ctu da phat
hién 2/20 bénh nhan (10%) cé dot bién xo6a
doan di hop t&r toan bd gen RB1 & cd mau méau
ngoai vi va mau md. Cac mau dot bién dwoc tim
thay nhuw bang 2:

Bang 2. Két qua xac dinh dét bién gen RB1 trén cac bénh nhan nghién ciru

STT Ma bénh nhan Mau bénh phdm Mabénh pham  Détbiéngen Mo ta dot bién
Mau RB11BL-P47 EX1-EX27 Del Di hop tir
1 RB11
Md RB11TIS-P47 EX1-EX27 Del Di hop tur
Mau RB13BL-P47 EX1-EX27 Del Di hop tr
2 RB13
M& RB13TIS-P47  EX1-EX27 Del Di hop tir

TCNCYH 169 (8) - 2023



Két quéa xdc dinh dét bién cta bénh nhan RB11
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Hinh 1. Két qua MLPA dét bién xé6a doan di hop tir exon 1 — 27 trén gen RB1
ctia bénh nhan RB11

A: MAu chirng; B: M&u mau ngoai vi cia RB11; C: Mau mé clia RB11
Két qua xdc dinh dét bién cia bénh nhan RB13

HHHBBHH :
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Hinh 2. Két qua MLPA dot bién xéa doan di hop tir exon 1 — 27 trén gen RB1
cua bénh nhan RB13

A: MAu chirng; B: Mau mau ngoai vi cia RB13; C: Mdu mé ctia RB13
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O mau chirng (mau A) cho thay tat cac cac
exon clia gen RB1 déu cé gia tri DQ nam trong
khoang 0,7 dén 1,2, chirng t& mau ching la
ngudi khéng co dot bién gen RB1.

Két qua thu dwoc & bénh nhan RB11, RB13
thi tat cd cac san phdm khuéch dai cla cac
probe twong (rng v&i 27 exon clia gen RB1 déu
c6 gia tri DQ nam trong khoang 0,4 dén 0,65
(mau B, C clia hinh 1, 2). Nhw vay, 2 bénh nhan
trén c6 dot bién x6a doan di hop tor toan bod 27
exon clia gen RB1.

IV. BAN LUAN

U nguyén bao vong mac la bénh u ac tinh
thwéng gap & tré em dwéi 5 tudi, khoang 40%
tré méac bénh thudc thé di truyén cho thay vai trd
quan trong cla xét nghiém gen RB1 dbi vai viéc
quan ly bénh. Viéc phat hién dot bién gen RB1
trén bénh nhan u nguyén bao véng mac sé lam
co s& cho viéc chan doan trwdc sinh cling nhw
liéu phap diéu tri gen, ddng th&i giup sang loc,
phat hién nhirng ngwoi lanh mang gen gay bénh
nham gidm ty 1& mac bénh. Nghién cru nay da
ap dung ky thuat MLPA dé phat hién dot bién xéa
doan/ |ap doan trén 27 exon clia gen RB1.

T nam 2006 dén nay & nhiéu cong trinh
nghién cru clia cac nha khoa hoc trén thé gidi
da phat hién khoang 15 — 25% cac trwong hop
u nguyén bao véng mac do dét bién x6a doan/
[3p doan I&n trén gen RB1. Nghién clru cla
Shahar Frenkel (nam 2016) trén 149 bénh nhan
cho thdy ty 1& phat hién x6a doan I&n bang
phwong phap MLPA la 15,8%.° Nam 2018,
nghién clru ctia Nguyén Hai Ha va cong su trén
mau mau ctia 34 bénh nhan u nguyén bao véng
mac da phat hién 6/34 (17,65%) trwdng hop
c6 dot bién xoa toan bd hodc mot phan gen &
trang thai di hop t&.® Trong nghién ctru nay, két
qua cho thay da phat hién 2/20 bénh nhan cé
dot bién xdéa doan Ién, chiém 10%. Tat ca déu
la dot bién x6a doan di hop ti toan bd gen RB1,
dot bién nay da dwoc cong bd trén ngan hang

dot bién gen RB1 trén LOVD3 (Leiden Open
Variation Database 3.0). Két qua nghién ctru
da bé sung di liéu cho phd dot bién cta bénh
nhan m&c u nguyén bao véng mac tai Viét Nam.

Cac nghién cru cling da chi ra rang ca thé
mang thé dot bién di hop tir gen RB1 sé bi méat
alen tht hai va phat trién thanh u nguyén bao
véng mac do gia thuyét tai té hop trong nguyén
phan. Hai nhiém sic thé twong ddng mang 2
alen di hop, tai giai doan pha S, bd gen nhan
déi, ddng thoi nhiém séc thé mang gen RB1 dot
bién ciing dwgc nhan d6i; tai pha G2 va M xay
ra hién twong tai té hop trong nguyén phan mot
phan cha hai nhiém séc thé twong déng. Khi
cac nhiém séc thé sap xép trén mat phéng xich
dao cla thoi vo séc, qua trinh phan chia nhiém
sac thé mot cach ngdu nhién dién ra va cé thé
tao thanh té bao mang ddng thdi hai doan gen
chtra 2 alen dot bién cta gen RB1. Gen RB1
c6 chirc nang diéu hoa chu trinh t& bao bang
cach san xuét protein RB tham gia truc tiép vao
chu trinh té bao cua té bao véng mac. Vi vay,
khi ca 2 alen bj dot bién sé& 1am mat chirc nang
cla gen RB1, két qua |a cac té bao tién than
vdng mac tang sinh khéng kiém soat va tao ra
khdi u. Do d6, & 2 bénh nhan RB11, RB13 cua
nghién ctru cé dot bién xéa doan di hop tlr toan
bd gen RB1 sé hinh thanh nén u nguyén bao
vdng mac.

Co ché phat sinh u nguyén bao véng mac
c6 thé do di truyén hodc khong di truyén, trong
do khong di truyén chiém 60% va phan I&n cac
trwdng hop khéi u 14 rai rac (90%), ton tai trong
cac mo cla bénh nhan hoéc trong céc té bao
giao t&r ctia bd me. Do do, ty I& phat hién dot
bién gen RB1 trong mau md u cao hon nhiéu so
v&i trong mau mau ngoai vi (94,9% va 42,4%).
Nghién clru nay dwoc thwc hién trén cd mau
mo6 va mau mau ngoai vi ciia bénh nhan nhdm
phéat hién day da nhat tat ca cac dot bién va la
co s& cho tw van di truyén gia dinh. Dot bién
phéat hién trong nghién cru Ia nhirtng dot bién
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x6éa doan I&n, phat hién twong dong trén ca 2
loai m&u bénh phdm. Biéu nay ciing chirng té
rang, 2 bénh nhan déu mac u nguyén bao véng
mac thé di truyén, dwoc thira hwéng gen RB1
dot bién tr bd hodc me. Cac bénh nhan nay
sé di truyén gen dot bién cho doi con vi dot
bién gen RB1 thé di truyén xuét hién trong tat
ca cac té bao cta ngwdi bénh, bao gdm ca té
bao sinh san. Két qua la cac trwong hop méc
thé di truyén thwéng bi hai mét va da &, cé mot
phan nhd bi mot mat da dwoc quan sat. ™

Nghién ctu cadn mé& réng trén nhiéu bénh
nhan dé dwa ra day du hon vé dét bién gen
RB1 & bénh nhan u nguyén bao véng mac tai
Viét Nam, déng thoi khao sat dwoc sw khac biét
khi thwc hién xét nghiém git)a mau mau ngoai
Vi va mau mo.

V. KET LUAN

Bang ky thuat MLPA, nghién clru da phat
hién dwoc 2/20 bénh nhan (ty 1é 10%) mang
dot bién xdéa doan di hop ti toan bd gen RB1
trén cd mau mau ngoai vi va mau mé ung thuw.

LOI CAM ON

Nghién ctru dwoc tai tro kinh phi bdi Pé tai
nghién ctru khoa hoc va cong nghé capBoY
té “Nghién clru d&c diém di truyén dot bién gen
RB1 trén bénh nhan u nguyén bao véng mac
va cac thanh vién gia dinh; dé xuét quy trinh
xét nghiém di truyén sang loc va chan doan
s&m” theo quyét dinh sb6 2358/QD-BYT ngay
14/5/2021. Nhém nghién ctu xin chan thanh
cam on.
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Summary

IDENTIFY DELETION MUTATIONS IN THE RB1 GENE IN
RETINOBLASTOMA PATIENTS BY MLPA METHOD

Retinoblastoma (RB) is a common ocular malignancy in children under 5 years of age, caused by
mutations in the RB7 gene. The disease occurs in two forms, sporadic and familial form. The disease
causes severe ocular damage, which can lead to ophthalmectomy, metastasis, and death by many
different RB1 gene mutations, of which about 20% of cases have deletions greater than 1kb and
30% have smaller segment loss or repeats. Nowadays, the MLPA technique is the preferred method
of choice in diagnosing large deletion mutations, repeating segments with high accuracy and quick
results. The study was carried out on peripheral blood and tissue samples of 20 UNBVM patients to
detect genetic germ cell mutations and somatic mutations by MLPA technique. The results detected
that 2/20 patients (10%) had a heterozygous deletion mutation of the whole RB7 gene in both blood
and tissue samples.

Keyword: Retinoblastoma, RB7, MLPA.
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