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XAC DINH DOT BIEN GAY BENH TREN GEN FGFR3 O NGU Ol
MAC HOI CHIPNG LOAN SAN SUN ACHONDROPLASIA

Dinh Thuy Linh'2, Lé Thi Phwong', Tran Thi Quynh Trang'
Tran Thi Thuy Hang"® va Tran Van Khanh"*

"Trrong Pai hoc Y Ha Noi

2Bénh vién Phu san Ha NGi

3Bénh vién 198 - B6 Céng An

Loan san sun (Achondroplasia-ACH) Ia dang lun phd bién nhat & ngudi. Bénh di truyén tréi trén nhiém
séc thé thuong va duoc gay ra béi cac bién thé gy bénh sai nghia trén gen FGFR3 (thuong la dét bién
méi phét sinh - de novo mutation), ma héa thu thé yéu té tang trudng nguyén bao soi 3 (FGFR3). 98 - 99%
cé nhén bj loan sén sun mang bién thé p.Gly380Arg. Xét nghiém di truyén cé thé giip phan biét ching
loan san sun véi cac chirng loan san xwong khéac, cho phép tdang dd chinh xac trong cac nghién ctru va
thuc hanh 1dm sang. Bén canh d6, phat hién dét bién gen FGFR3 & nguoi mic ACH la co sé khoa hoc
quan trong cho tw van di truyén, chén doén truéc sinh va chan doéan tién lam t6. Nghién ctu duoc tién
hanh trén 10 truong hop ACH khéng cé quan hé huyét théng, bé me va anh chi em ruét bang phuong
phép gidi trinh tw Sanger. Két qué da xac dinh duoc 10/10 (100%) bénh nhadn mang dét bién dj hop to
¢.1138G>A(p.Gly380Arg) trén exon 10 gen FGFR3. Céc thanh vién gia dinh khéng mang dét bién géy bénh.

T khéa: Loan san sun, ACH, FGFR3, c.1138G>A.

I. DAT VAN DE

Loan san sun Achondroplasia (ACH) (OMIM
100800) la dang Iun phd bién nhat & nguoi,
xay ra v&i tan suét ttr 1/10.000 - 30.000 ca sinh
sbng. Kiéu hinh dac trung, rat dé& nhan dang
bao gdm: dau to v&i phan tran nho ra, thiéu san
gitra mat, chan tay ngan, ban tay hinh dinh ba
va trwong lwc co thap, chiéu cao trung binh
cla nam gidi trwdng thanh la 131 £ 5,6cm; va
nir gidi la 124 £ 5,9cm. Thong thwdng, nhivng
ngwdi mac ACH dé bj nhiém trung tai gitra tai
phat, cham phat trién van dong va chan vong
kiéng, d& mac cac bénh ly vé cot séng cho dén
khi trwdng thanh; tri théng minh binh thwdng,
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tudi tho trung binh gidm khoang 10 ndm so v&i
ngwoi binh thwong.™

Cac trwong hop ACH bat gdp & moi Ira
tudi. Do ban chat dé& thdy cla véc dang thap
bé lien quan dén chirng loan san sun, nhirng
ngwdi bi anh hudng va gia dinh ho c6 thé gap
khé khan trong sinh hoat hang ngay cling nhw
thich nghi v&i xa héi va trwong hoc. Trén 56%
nhitng ngwdi méc chirng loan san sun dwoc
chan doan mac bénh tam than. Bénh nhan gép
phai nhitng han ché vé chirc nang thé chéat va
chét lwong cudc sbng kém hon trong subt cudc
doi khi so sanh véi nhirvng nguwdi ¢ voc dang
trung binh.® Phy n@ binh thuwdng mang thai con
bi loan san sun, chirng dau to cla thai nhi c6
thé gay mat can déi dau chau, cé kha nang
phai sinh mé. Phu nir mac chirng loan san sun
mang thai luén phai sinh mé vi khung xwong
chau clia ho rat nhd, thai nhi ctia ho ciing cé
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nguy co suy hd hap cao hon.!

Nguyén nhan gay bénh |a do dét bién gen
ma hoa thu thé yéu té tang trwdng nguyén
bao so¢i 3 (Fibroblast Growth Factor Receptor
3 - FGFR3), nam trén nhanh ngén cla nhiém
sac thé sb 4 (4p16.3), cé chiéu dai 16,5kb gdm
19 exon, ma hoéa protein gébm 840 acid amin.
FGFR3 biéu hién trong cac té bao sun téng sinh
va tién phi dai trong qua trinh phat trién phéi thai
va sau sinh; trong qua trinh hinh thanh dia téang
trwdng xwong trwdc khi hinh thanh trung tam
cbt hoa th cép, tin hieu FGFR3 thic day sy
tang sinh té bao sun. Tuy nhién, trong qua trinh
phat trién bé xwong sau sinh, tin hiéu FGFR3
tang tao nén tin hiéu diéu hoa nguwgc am tinh,
rc ché sy tang sinh va biét hoa té bao sun. Cac
dot bién hoat héa & gen FGFR3 lam t&ng biéu
hién cla protein FGFR3 trc ché qua trinh sinh
sun la co s& gay ra bénh ACH va céc rbi loan
lién quan. 98 - 99% cac trwong hop ACH mang
dot bién ¢.1138G>A, chi 1 - 2% con lai mang
dot bién ¢.1138G>C, ¢.1123G>T hodc modt sb
dot bién hiém gap khac, cac dot bién nay déu
la d6t bién lam t&ng hoat hdéa gen FGFR3.236

Trén 80% cac trwdng hop méac ACH la
do d6t bién mai phat sinh (de novo) trén gen
FGFR3, 20% con lai thira huwéng bién thé gay
bénh tr cha me. Bénh di truyén trdi trén nhiém
sac thé thuong, ca thé chi cdn mang moét dot
bién di hop t&r 1a chac chan (100%) sé cé biéu
hién I[am sang ctia ACH. Khi mét trong hai cha
me bij loan san sun, xac suét di truyén cho thé
hé con la 50%. Va néu ca hai cha me déu méac
loan san sun, xac suét sinh duwoc 25% con co
chiéu cao binh thwéng, 50% con méac bénh va
25% con mang dét dong hop t& (thuwéng gay tor
vong trwédc khi sinh).” Phan tich dét bién & cac
trudng hop ACH cho thdy hau hét cac dot bién
de novo va thudng phat sinh trén nhiém séc thé
clia bé. Cac nghién ctvu trén thé gidi da chirng

minh, nguy co tré méc bénh di truyén do dot
bién de novo ty 1& thuan v&i tudi ngudi bb. Bb
cang 16n tudi, nhat 1a sau 40 tudi mai sinh con,
thi nguy co phat sinh ddt bién & té bao sinh tinh
cang cao, nén nguy co sinh con mac bénh di
truyén trdi cao hon binh thwéong.2

Mot sb liéu phap diéu tri dwoc ap dung voi
cac bénh nhan ACH nhw phau thuat kéo dai chi,
st dung hormon tang trwdng. Tuy nhién, quy
trinh nay gay dau dén va c6 nhiéu bién chirng
bao gédm nhiém tring, co cirng co’ va tang nguy
co gdy xwong, gay tén kém, a&nh hwéng l&n
dén tam ly cGia ngwoi bénh va gia dinh ho. Xac
dinh dét bién gen FGFR3 la co s& khoa hoc dé
phan biét chirng loan san sun ACH vé&i chirng
loan san cac chirng loan san sun xwong va
céac bénh lun khac, gép phan tang dé chinh xac
trong thwc hanh va nghién ctru ldm sang. Bén
canh d4, viéc phat hién dot bién gen FGFR3 &
nguoi mac ACH la co s& khoa hoc quan trong
cho tw van di truyén, chan doan truwdc sinh va
chan doan tién 1am té, gilp cac bénh nhan va
gia dinh ho c6 thém kién thirc va lwa chon dé
sinh dwgc nhirng dra con binh thwdng.”

Xuét phat tr nhitng ly do trén, nghién ctru
“X&c dinh d6t bién FGFR3 & bénh nhan méc
loan san sun xwong Achondroplasia” dugc tién
hanh véi muc tiéu: M6 ta dac diém dot bién trén
exon 10 gen FGFR3 & mét sb trwéng hop loan
san sun ACH Viét Nam.

Il. DOl TWVONG VA PHUONG PHAP

1. Déi twong

10 trwdng hop dwoc chan doan mac bénh
loan san sun Achondroplasia b&i cac bac si nhi
khoa va di truyén va 20 thanh vién gia dinh cé
quan hé huyét thédng v&i bénh nhan (gém bd
me, anh/chi/em rudt).

Tiéu chuén Iwa chon bénh nhén: dwa vao
cac dac diém lam sang dién hinh nhw mo ta
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ctia Richard M. Pauli bao gém: véc dang thap
khong can x&ng, chan tay ngan lai (cac doan
gan cla xwong canh tay va xwong dui ngan
hon nhidu so v&i cac doan xa), cac ngén tay
hinh dinh ba, dau to va cac dac diém khudn mat
d&c trwng v&i phan tran nho ra, phan gitra mét
thut vao, séng miii phéng.?

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru: M6 ta cét ngang.

Dja diém nghién ctru: Trung tdm nghién
cru Gen-Protein, Trwdng Dai hoc Y Ha Nai.

Ky thuéat tach chiét DNA: DNA duogc tach
t mau mau toan phan c6 chéng déng EDTA
str dung bo kit QlAamp DNA Mini Kit cda Hang
Qiagen, D&c. Quy trinh tach chiét tuan theo
hwéng dan cla nha san xuét, gdbm cac buéc
chinh: ly gidi mau, tia DNA, loc va rira tha DNA
trén cot loc, hoan nguyén DNA. Kiém tra ndng
do va do tinh sach cia DNA sau tach chiét
bang phwong phap do quang phd trén may
NanoDrop: néng d6 DNA 50 - 200 ng/ulL, danh
gia do tinh sach bang ty 1& A260/A280 = 1,8 -
2,0.

Ky thuat PCR khuéch dai exon 10 cta gen
FGFR3 béng bo kit GoTag® Hot Start Master
Mixes - Promega, v&i cadp moi tw thiét ké
(5>3") F: GCGTTACTGACTGCGAGACC; R:
TACATGGTGAGCAGAGACGAG. Chu trinh
nhiét nhw sau: 95 d6 15 phut, (95 dé 30 giay, 58
dé 30 giay, 72 do 30 giay) x 35 chu ky, 72 do 10
phut. Kiém tra s&n phdm PCR bang dién di trén
gel agarose 1,5%.

Tinh sach san phdm PCR (ExoSAP-IT
PCRproduct Cleanup Reagent, Thermo, Hoa
Ky).

Phan (rng gidi trinh tw Sanger s dung b6
kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (ABI - M¥).

Tinh sach san phdm PCR sequencing bang
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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 gidi trinh tw exon 10 gen
FGFR3 cta bénh nhan véi trinh tw chuan trén
GeneBank (NG_012632) béng phan mém CLC
Main Workbench dé phat hién cac dét bién.

3. bao dirc nghién ctru

MAu nghién ciru duoc lay khi b6 me bénh
nhan hoac bénh nhan hoan toan déng y tham
gia nghién cru; gia dinh cé quyén roi khoi
nghién ctru khi khong mudn tiép tuc tham gia
vi bat ky ly do ndo. Két qua xét nghiém gen
sé duwoc thdng bao cho gia dinh bénh nhan dé
gilip cho cac bac sy tw van diéu tri va tw van
di truyén. Cac thong tin ca nhan sé dwoc dam
bdo bi méat.

Ill. KET QUA

Nghién ctru tién hanh trén 10 bénh nhan
ACH db tudi tir 2 dén 30 tudi, trong d6 c6 6 nam
va 4 nir. 7 trwdng hop la tré em (< 18 tudi) va 3
nguwoi tredng thanh.

Két qud PCR khuéch dai exon 10 gen
FGFR3 & 10 bénh nhan biéu dién trong hinh 1:

Két qua PCR cho thay, marker dwoc phan
tach ré rang cho phép nhan dinh két qua chinh
xac. Két qua & mdi giéng dién di twong (rng Vi
mdi bénh nhan cho 1 bdng sang duy nhéat, ré
nét, khéng cé cac bang phu, kich thuéc déng
déu twong &ng véi kich thwéc can khuéch dai
la 491bp. Phan &ng PCR dat hiéu qua, san
phdm PCR thu dwoc dac hiéu, dat yéu cau dé
tién hanh giai trinh tw gen.

Bang ky thuat gidi trinh tw gen Sanger
trén exon 10 gen FGFR3 da xac dinh 10/10
bénh nhan cé dot bién sai nghia (missense)
¢.1138G>A(p.Gly380Arg) (Hinh 1).
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Hinh 1. Két qua PCR khuéch dai exon 10 gen FGFR3
M: Marker DNA ladder 100bp; (1)-(10): Sdn phdm PCR ctia 10 bénh nhén;
(-): Béi chirng &m

c.1138G

AGCTAC(%GGGTGG
S Y G V

MAau nguwdi binh thuwéong

c.1138G>A(G380R)

y
AGCTACAGGGTGG

S Y R V

MAau bénh nhan

Hinh 2. Hinh anh giai trinh tw dét bién ¢.1138G>A(p.Gly380Arg)

Két qua giai trinh tw rd nét, cac dinh twong
trng v&i ttrng nucleotid A, T, G, C rd rang, khong
c6 tin hiéu nhiéu. Cacch cai S, Y, G/R, V twong
trng vo&i cac acid amin Serin, Tyrosin, Glycin/
Arginin, Valin dwgc ma héa b&i cac bd ba twong
rng la AGC, TAC, GGG/AGG, GTG. Miii tén chi
vi tri c.1138 trén exon 10, gen FGFR3 & nguwoi
binh thwéng 1a nucleotid G, & mau bénh nhan vi
tri c.1138 xuét hién dinh nucleotid A (mau xanh
l& cay) trung véi tin hiéu clta dinh nucleotid G
(mau den), diéu nay c6 nghia 1a bénh nhan bi
dot bién di hop tlr c.1138G>A lam bién dbi bo
ba GGG ma hdéa acidamin Glycin (G) thanh bd
ba AGG ma hdéa cho acid amin Arginin (R), ky
hiéu c.1138G>A(p.Gly380Arg).

Két qua phan tich 20 thanh vién gia dinh cla
10 bénh nhan khéng phat hién dwoc tred'ng hop
nao mang dot bién c.1138G>A(p.Gly380Arg).

Bénh nhan ma sb A2.0 (11.5) la con thir 3
trong gia dinh; bb (1.1), me (1.2), anh trai (1l.1)
va chj gai (11.3) c6 chiéu cao va ngoai hinh binh
thwdng. Khi gidi trinh tw exon 10 gen FGFR3 thi
chi phat hién dot bién ¢.1138G>A & bénh nhan
1.5, b6 me va chi gai bénh nhan khéng phat
hién dot bién gen FGFR3, nhw vay bénh nhan
mang dét bién de novo (Hinh 3). C4c thanh vién
con lai khéng tham gia nghién ctru.

IV. BAN LUAN

Trong sb 10 trwéng hop tham gia nghién
clru c6 6 (60%) nam va 4 (40%) nlr, phu hop
v@i nghién clru clia XinZhong Zhang va cdng
s, trong sd cac trwdng hop cung cap théng tin
vé gidi tinh, c6 83 (83/138, 60%) la nam va 55
(55/138, 40%) la niv. Day la bénh di truyén trén
nhiém sac thé thwdng, khéng cé sw khac biét vé
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Chu thich

D Nam khéng bi bénh

¢.1138G>A(G380R) c.1138G

6 O N@ khong bi bénh
. Nam bi bénh
4 ~
D O Khéng cé mau

c.1138G c.1138G

AGCTACAGGGTGG AGCTACGGGGTGG AGCTACGGGGTGG AGCTACGGGGTGG

Hinh 3. So’ d6 pha hé va két qua giai trinh tw gen gia dinh bénh nhan ma s6 A2.0

gi¢i tinh clhia cac ca nhan bj bénh. Nghién ctru
clia chung téi cling xac dinh 10/10 (100%) la
trwdng hop duy nhét trong gia dinh méc bénh,
khong cé trwdong hop nao cd nguyén nhan di
truyén. Cac nghién ctu trén thé gi¢i da théng
ké 80% cac trwong hop ACH la do dot bién
de novo. Nghién ctru tbng hop ctia XinZhong
Zhang da cho thay rang, trong sb 385 bénh
nhan cung cép thong tin vé tién st gia dinh,
chi 47 (47/385, 12%) trwdng hop co tién st gia
dinh mé&c ACH, 338 (338/385, 88%) bénh nhan
la trwong hop duy nhét trong gia dinh. Trong
mot nghién clru khac ciia DK Walker va céng
sy (2008) dwa trén di liéu thuéc 7 chuong
trinh theo dai dj tat bAm sinh cla cac tiéu bang
va thanh phé & Hoa Ky, 73/79 trwérng hop méc
ACH & Texas (92,4%) la do dot bién de novo,
va 3/79 ca (3,8%) la bénh nhan mang dét bién
di truyén. O’ Chau A va Viét Nam chwa c6 thdng
ké trén toan dan sb vé théng ké ti 1& bénh nhan
mang dot bién gay bénh loan san sun xwong la
tw phat hay do di truyén.2®

Sau khi khuéch dai exon 10 FGFR3 gen
bang PCR va giai trinh gii trinh tw bang bo kit
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing,

phan tich va so sanh két qua thu dworc véi trinh
tw chudn (NG_012632) bang phan mém CLC
Main Workbench phat hién 10/10 (100%) bénh
nhan mang dét bién c.1138G>A(p.Gly380Arg),
20 thanh vién gia dinh khdéng phat hién dwoc
dot bién. Sy thay thé Glycin bang Arginin & vi
tri codon 380 gay anh hwdng dén mién xuyén
mang clia protein FGFR3. Dot bién nay lam tang
hoat dong clia protein FGFR3 va tang cudong
hoat déng cla tyrosine kinase lam (¢ ché sy
tang sinh va trwdng thanh cta té bao sun tai dia
tang trwdng dan dén gidm kich thwéc dia tang
trwdng, giam thé tich xwong x6p va do dé lam
giam sy kéo dai xwong.

T&¢ nam 1994 nhém nghién clu cla
Rousseau va Shiang da phat hién dot bién
¢.1138G>A(p.Gly380Arg) la nguyén nhan chinh
gay bénh ACH."® Nghién ctru ctia Bellus va cdng
siw phat hién 153/154 bénh nhan mang dét bién
& vj tri ¢.1138 trong dé chi 3 bénh nhan cé sy
thay thé G>C, con 150 bénh nhan mang dot
bién thay th& G>A." Nghién clru tan suat dot
bién FGFR3 trén 324 trwong hop twv sb dang
ky loan san sun xwong qubc té ctia Yuan Xue
va cdng sw nam 2014 da chira réng 89,9% cac
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trwong hop ACH la do ddt bién vj tri c.1138 ddi
Glycin thanh Arginin & vj tri acid amin th(r 380;
10,1% con lai 1a do d6t bién ¢.1620 lam bién
ddi Asparagine thanh Lysin & vi tri acid amin
thr 540."2 Nghién ctru tdng hop ctia XinZhong
Zhang trén 467 bénh nhan ACH trén toan thé gidi
ciing cho két qua hau hét cac bénh nhan mang
dot bién p.Gly380Arg, ngoai ra con 10 dang
dot bién hiém gap khac ciing da duwoc bao cao
bao gém ¢.831A>C, ¢.1031C>G, ¢.1043C>G,
¢.375G>T, c.1133A>G, c.1130T>G, ¢.833A>G,
c.649A>T, ¢.1180>T va c.970_971insTC.2 Cac
dot bién nay déu lam tang biéu hién cia FGFR3
gay trc ché sy tang sinh va biét hoa té bao sun
dan dén tinh trang bénh ACH. Nghién ctu cla
chung t6i phat hién 100% bénh nh&n mang dét
bién ¢.1138G>A(p.Gly380Arg), cao hon so v&i
két qua nghién clru ctia Yuan Xue va XinZhong
Zhang. Khéc biét nay Ia do ¢c& mau nghién clru
con nhd, can mé rong nghién ciru trén c& mau
Ién hon dé thiét 1ap dwoc ban dd phan bd dot
bién gen FGFR3 cia bénh nhan ACH Viét Nam.

Cho dén nay, trén thé giéi van chuwa co
phwong phap diéu tri dit diém nao cho ACH,
phwong phap diéu tri ACH chi yéu bao gdm
diéu trj triéu chirng, can thiép phau thuat kéo
dai chi, va liéu phap hormon téng truéng. Chan
doan sém va diéu tri sém khong chi cé hiéu qua
diéu tri tét ma con gidm ganh néng ctia bénh va
tiét kiém chi phi cham séc y té. Mac du chirng
loan san sun cé thé dwoc chan doan trén co s&
lam sang, tuy nhién xét nghiém di truyén gitp
xac nhan nhanh chéng khi cac d4u hiéu 1am
sang han ché trong cac trwdng hop nghi ngd
tir trwére khi sinh. Chan doan di truyén con gidp
nhirng gia dinh va ca nhan méc chirng ACH c6
co s& khoa hoc cho viéc chan doan tién lam td
dé sinh dwoc nhirng dira tré binh thwéeng, tranh
duoc nhivng bién chirng va ganh néng vé thé
chét, tinh than va xa hoi.

V. KET LUAN

Bang ky thuat giai trinh tw gen ving exon
10 cla gen FGFR3, nghién clru da phat
hién 10/10 (100%) bénh nhan mang dot bién
¢.1138G>A(p.Gly380Arg). Khéng phat hién dét
bién gen FGFR3 trén 20 mau thanh vién gia
dinh cé quan hé huyét théng véi bénh nhan. Tt
cé bénh nhan déu do dot bién maéi phat sinh.
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Summary

DETERMINATION OF FGFR3 GENE MUTATIONS IN PEOPLE WITH
ACHONDROPLASIA

Achondroplasia (ACH) is the most common form of dwarfism in human. The disease is
transmitted in an autosomal dominant manner and is caused by pathogenic missense variants
in FGFR3 (often de novo mutation), which encodes fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3).
The p.Gly380Arg variant is found in 98 - 99% of ACH individuals. Genetic testing can distinguish
ACH from other skeletal dysplasias and can enable increased precision in clinical studies and
practices. In addition, detecting FGFR3 gene mutations in ACH individials is an important scientific
basis for genetic counseling, prenatal diagnosis, and pre-implantation. The study was conducted
on 10 unrelated ACH cases and their parents and siblings using Sanger sequencing. The results
identified 10/10 (100%) cases carrying the heterozygous mutation c¢.1138G>A (p.Gly380Arg)
in exon 10 of the FGFR3 gene. Family members did not carry the disease-causing mutation.

Keywords: Achondroplasia, ACH, FGFR3, c.1138G>A.
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