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Hypohidrotic ectodermal dysplasia (HED) (OMIM # 305100) is a rare
genetic disorder caused by mutations in EDA, EDAR, and EDARADD
genes. Patients with HED present the abnormal development of
epidermal structures, including sparse hair, abnormal or missing teeth,
and no sweat glands. Here, mutations in the EDA gene were screened
for a Vietnamese family with a child affected with hypohidrotic
ectodermal dysplasia using Sanger sequencing. A hemizygous
mutation NM_001399.4: ¢.2T>C was found in the proband. Patient’s
father and sister had a homozygous wildtype. The mutation was
known to be pathogenic and inherited from the mother who was
heterozygous for the mutation. The results contribute to molecular
studies on hypohidrotic ectodermal dysplasia and can be used for
genetic counseling and clinical management.
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Loan san ngoai bi thiéu tuyén mo héi (Hypohidrotic ectodermal
dysplasia - HED) la bénh di truyén hiém gap do dot bién trong céac
gen EDA, EDAR va EDARADD gay nén. Bénh nhan HED c6 biéu
hién 1am sang bao gém toc thua thét, bat thuong hoic thiéu rang, va
khong c6 kha nang d6 mo héi. Trong nghién ctu ndy, ching toi tién
hanh xac dinh dot bién trong gen EDA & gia dinh nguoi Viét ¢6 con
trai mac hoi ching loan san ngoai bi sir dung phuong phap giai trinh
tu Sanger. Dot bién ban di hop tr NM_001399.4:¢.2T>C duoc tim
thidy & mau bénh nhan. B va chi gai bénh nhan khoé¢ manh khéng
mang dot bién. Dot bién ¢.2T>C duoc di truyén tir me ngudi mang
dot bién ¢.2T>C dang di hop tir. Pay 1a dot bién gy bénh. Két qua
nghién ctru nay thém maot dong gop nghién ctu bénh loan san ngoai
bi ¢ muc do phan tir, co y nghia 16n trong cong tac diéu tri 1am sang
va tu van di truyén.

DOI: https://doi.org/10.34238/tnu-jst.5397

* Corresponding author. Email: tdnguyen@igr.ac.vn

http://jst.tnu.edu.vn

146 Email: jst@tnu.edu.vn


http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn
https://www.omim.org/entry/305100?search=HED&highlight=%28haed%7Ched%29
https://doi.org/10.34238/tnu-jst.5397

TNU Journal of Science and Technology 227(01): 146 - 151

1. Giéi thiéu

Loan san ngoai bi (HED, OMIM # 305100) la bénh di truyén hiém gap dac trung boi su thiéu
hut hoac ri loan phat trlen cua it nhat hai trong sé cac co quan bat nguon tir ngoai bi nhur ring,
toc, mong tay va tuyén mé héi [1], [2]. Bénh xuat hién véi tan suat khoang 1/17000 ngudi trén
toan thé gisi [3]. Dot bién trén cac gen EDA, EDAR, EDARADD [4], WNT10A [5], TRAF6 [6],
NEMO va IKBKG [7] dugc ching minh gy bénh HED, trong d6 riéng dot bién trén gen EDA
duoc tim thay & 95% bénh nhan HED [8].

Ectodysplasin-A (EDA, OMIM # 300451), nam trén nhiém sac thé X (Xq13.1) gay bénh HED
dang XLHED, c6 kich thudc khoang 423 kb, bao gom 8 exon [9]-[11]. Qué trinh phién ma va
dich ma cua EDA tao ra 13 dang RNA (tat ca déu chtra exon 1) va 8 loai protein khac nhau. Cac
protein nay déu chira mot ving nodi bao ngan, moét ving xuyén mang va 73 amino acid (aa) cua
chudi protein ngoai bao. Phan ngoai bao cua hai dong phan protein dai nhat, EDA-A1 (391aa) va
EDA-A2 (389aa), déu chira mot ving collagen va mot motif TNF-ligand & dau C. Motif TNF
gilp protein lién két véi cac thy thé TNFR tuong tmg 1a EDAR va XEDAR d¢ kich hoat céc yéu
t6 NF-kB. Trong d6, twong tac giira hai proteln EDA-A1 va EDAR c0 lién quan téi hinh thanh,
phét trién va biét hoa cac co quan c6 nguon goc ngoai bi [12]. Do do, nhitng dot bién trén EDA
tao ra phan tu protein ectodysplasin-A bat thuong s& dan dén nhirng sai hong trong qua trinh phét
trién ngoai bi va hinh thanh nén nhimg dic diém 1am sang dién hinh cho bénh nhan mac loan san
ngoai bi.

Nam 1993, dot bién dau tién trén gen EDA gy bénh HED 1a mat doan tai locus DXS732 duogc
tim thiy ¢ 1 bénh nhan nam va 3 ngudi than ciia me bénh nhan [13]. Tir d6, nhiéu nghién ciru xac
dinh dot bién gay bénh HED di duoc thuc hién. Nghién ctru cua Kere va cong su (1996) trén 15
bénh nhan HED da phat hién dugc mot sb loai dot bién khéac nhau trén gen EDA, gom dot bién
diém, mat doan nho va chuyén doan gitra nhidm sic thé thuong véi nhiém sic thé X [10]. Mot
nghién ctu khac trén 10 bénh nhan HED Viét Nam di phat hién dugc 2 dot bién diém
¢.1133C>T (p.T378 M) va ¢.1045G>A (p.A349T) trén 8 bénh nhan bang phwong phéap giai trinh
tu Sanger [14]. Theo thdng ké ciia Co s¢ dit lidu dot bién gen nguoi (The Human Gene Mutation
Database), cho t§i nay di c6 hon 350 dot bién cac loai (46t bién diém, thém hoic mat doan
nucleotide) gay bénh HED dugc tim thiy trén gen EDA. Trong d6, dot bién diém, dot bién
thém/mat nucleotide va dot bién anh huéng téi qua trinh cat ndi exon va intron chiém lan luot 1a
khoang 50%, 30% va 20% tong sb dot bién [15]-[17].

Trong nghién ciu ndy, chdng toi sir dung ky thuat PCR dé phat hién dot bién ban di hop tir
¢.2T>C trén exon 1 caa gen EDA & mét bénh nhan nam méc hoi ching loan san ngoai bi. Su ¢6
mit cta dot bién nay trong cac thanh vién gia dinh da dugc kiém tra bang ky thuat giai trinh ty
Sanger. Két qua nay g6p phan vao cong tac tu van di truyén cho gia dinh bénh nhan.

2. Poi twong va phuong phap nghién ciru
2.1. Péi twong nghién ciru

Sau khi b me ctia bénh nhan méc loan san ngoai bi ky vao giay ddng y cho mau mau dé sir
dung cho nghién ctru, mau mau cia ca gia dinh bénh nhan va cau bénh nhan da duoc thu nhan,
dung vao 6ng chong dong EDTA va bao quan & -20°C. Viéc tién hanh lay mau va nghién ctu
trén nguol bénh da dugc Hoi dong dao duc trong nghién ciru y sinh hoc cua Vién Nghién ciu hé
gen dong y thong qua (No: 2-2019/NCHG-HDDD).

Céc cap mdi sir dung dé nhan cac doan exon cua gen EDA duoc thiét ké dua trén trinh tu gen
da duogc cong bd trén GenBank voi ma s NM_001399.4 va anh huong vi tri ciia cac dot bién.
Céc cap mdi duoc thiét ké ¢ vung intron cach exon khoang 150-250 bp (Bang 1).
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Bang 1. Trinh ti cac cdp moi nhan cac exon cua gen EDA

Exon Trinh tw Kich thuge san o 46 (oC)

phiam PCR (bp)
1 F: 5°-ACCCCTCGGAGTAGAGCTG-3’ 701 60
R: 5’>-TGGTCCTGCCCTCTAAATTG-3’

2 F: 5-CTTAAGGTACAGGTAGACTGTC-3’ 203 55
R: 5’-CATGCCCTACCAAGAAGGTA-3’

3 F: 5>-TCTTGGGGATCCCTCCTAGT-3’ 226 58
R: 5’-CAGACAGACAATGCTGAAAGAA-3’

4 F: 5>-AACTCCAGCCTGGGCAACAG-3’ 307 60
R: 5’-GCTCTCAGGATCACCCACTC-3’

5 F: 5°-GGTGAGGGGAAAAGGAAGTC-3’ 235 59
R: 5>-GCTGTGAGTGAAAACCGTCA-3’

6 F: 5’-AGGATGGAAACATGGGACTG-3’ 211 59
R: 5’-GGCTGGGTGATTATTTGGAG-3’

7 F: 5°-GGGGTTGTGAACTCCTTGGT-3’ 284 63
R: 5’-CCCCTATGTGGCCTGCACC-3’

8 F: 5’-CCCATCCATGGGGTATACTAA-3’ 459 58
R: 5>-CTCACTCCACAGCAGCACTT-¥»

2.2. Déi twong nghién ciu

DNA tong sé duoc tach chiét tir mau mau dong lanh, sir dung kit GeneJET Whole Blood
Genomic DNA Purification (Thermo Fisher Scientific, USA) theo hudng dan cua nha san xuat.
Nong do va chat lugng cia DNA duoc kiém tra bing dién di trén gel agarose 0,8% va phuong
phap quang phd trén may Nanodrop Lite (ThermoFisher Scientific, USA).

2.3. Nhén va xdc dinh trinh tw gen

Céc doan exon cua gen EDA duoc nhan Ién bing ky thuat PCR. Téng thé tich cua mot phan
rng 12 25 pl, bao gébm cac thanh phan: 0,125 ul Tag DNA polymerase (5U); 2,5 ul dém 10X; 0,5
ul NTPs (100 mM); 1 pl mdi loai moi (10 pmoles); 1,5 ul DNA tong s6 (100 ng/ pl) va 18,375
ul H20. Phan tmg duoc tién hanh trén may GeneAmp® PCR System 9700 (M) véi chu trinh
nhiét nhu sau: 96°C 3 phat, 35 chu ky (96°C/20 gidy, 55°C - 64°C/45 gidy, 72°C/45 giay), 72°C
10 phat, gitt & 4°C. San pham PCR sau d6 duwoc tinh sach bing kit Gene JETTM PCR
purification cua Hang Thermo Scientific theo hudng dan cua nha san xust.

Trinh tu cac doan exon cua gen trén duoc xac dinh trén hé théng may giai trinh tu ty dong
ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer sir dung bo kit BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems). Xir ly va so sanh céc trinh ty nhan dugc véi cac trinh tu da duoc cong bd trén
GenBank v&i ma s6 NM_001399.4 cua EDA bing phan mém sinh hoc BioEdit. Ngoai ra, su c6
mit ciia diém dot bién trong cac thanh vién gia dinh bénh nhéan ciing dwoc kiém tra ca bang
phuong phap cat enzyme giGi han Ncol.

2.4. Phén tich va ddinh gid diém dét bién

Anh huong cua dot bién Ién‘céu trlc va chirc néng protein dugc du doén in silico st dung cac
cbng cu dy doan online, bao gom MutationTaster, REVEL and MetalLR. Ngoai ra, d¢ danh gia
murc do bao thu caa axit amin methioniqn tai vi tri 1, trinh tu doan amino acid chira p.M1 cua mét
s0 loai khac nhau cling dwoc sir dung dé so sanh vai nhau.
3. Két qua
3.1. Nhdn cac dogn exon cia gen EDA

Céc cip moi ddc hiéu DNA duoc sir dung dé nhan céc exon cua gen EDA bing phan ing
PCR. Két qua cho thay, cac san pham PCR cua 8 doan exon tir 1 dén 8 cua gen EDA thu dugc la
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céc bang dac higu co kich thuéc khoang tir 200 bp dén 800 bp (Két qua dién di san pham PCR
khong trinh bay trong bai bao nay). Toan bo san pham PCR dugc tinh sach cho phan ung doc
trinh ty tiép theo.

3.2. Xdc dinh trinh tw cdc doan exon cia gen EDA

Céc doan exon cua gen EDA sau khi dugc tinh sach dugc tiép tuc xac dinh trinh tu nucleotide.
Trud6ce tién, ching toi tién hanh doc trinh ty truc tiép tir san pham PCR tat ca cac doan exon cua
gen trén ddi vai mau bénh nhan.

Sau khi phan tich va so sanh trinh ty 8 doan exon cua gen EDA vai trinh tu trén GenBank
(NM_001399.4), mét dot bién ban di hop tir ¢.2T>C trén exon 1 duoc tim thdy ¢ bénh nhan
(Hinh 1A). Su c6 mit ciia dot bién EDA ¢.2T>C nay trong cic thanh vién gia dinh dugc xac dinh
bang phuong phap cit enzyme gigi han Ncol. Néu san pham PCR cua thanh vién mang dot bién
¢.2T>C dang ddng hop hoic ban hop tir khdng bi cat boi enzyme Ncol, san pham cit dién di s&
thu dugc 1 bang DNA véi kich thuée 701 bp. Trong khi, san pham cit enzyme cua mau khong
mang dot bién hoic c6 dot bién ¢ dang di hop sé& thu duoc cac bang DNA véi s6 luong fuong tng
1a 2 bang (515, 186 bp) va 3 bang (701, 515 va 186 bp). Két qua dién di san pham cit cac mau
PCR nhan viing exon 1 cho thay: bénh nhan va cau bénh nhan mang dot bién & dang béan hop tu
(giéng 1 va 4 hinh 1B), bd va chi gai bénh nhan khong mang dot bién (giéng 2 va 5 hinh 1B), me
bénh nhan mang dot bién dang di hop (gleng 3 hinh 1B). Dé khang dinh két qua ciia enzyme gioi
han, chdng tdi tién hanh doc trinh tu truc tiép san phdm PCR exon 1 caa cac thanh vién gia dinh
bénh nhan bang phuong phap gidi trinh tu Sanger (Hinh 1C). Két qua doc trinh ty Sanger hoan
toan glong véi két qua cat enzyme gigi han. Bénh nhan mang dot bién béan di hop tir ¢.2T>C di
truyén tir me. BS va em gai bénh nhan khéng mang dot bién.

A | c c.2T>C

G G GG CC CG G G C1 c C
- D——d n

S P - M "\ /W\/\/L W\
- O U T

c.2T>C c.2T/c.2T
B N\ |
bp M 1 2 3 4 5 bp /\/\ / \ /\A

1000 G GGCC YIG GG CT
500 1
100 / ’/\\ W\

Hinh 1. Pha hé cua gia dinh nghién ciru. (A) Pha hé cho thay s di truyen ciia dot bién ban dj hop ti
¢.2T>C trong gia dinh; (B) Anh dién di san pham cat enzyme Ncol c&c mdu cia gia dinh bénh nhan HED,
giéng 1-5: san pham cdt enzyme cia cac mau bénh nhan, chi gai bénh nhan, me, cdu va bo; (C) Trinh ty
nucleotide ciia doan gen EDA, trong dé bénh nhan va cdu bénh nhdn mang dét bién ban dj hop tiz ¢.2T>C,
bé va chj gai bénh nhan khée manh (1-1, 11-2) khéng mang dét bién, me bénh nhan (1-2) mang dgt bién ¢
dang di hop tir

Két qua danh gia chirc ning dot bién ¢.2T>C cua ca 3 cong cu du doan online REVEL,
MetaLR va MutationTaster déu cho thay dot bién ndy cé kha ning giy bénh véi diém danh gia
cao (Hinh 2A). Ngoai ra, két qua cho thay muc do tuong dong cua trinh tu doan amino axid chta
vi tri pM1 gitra nguoi va 7 loai khac kha cao (Hinh 2B).
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A B 1 10
Homo sapiens M G Y P E V ERRE

= i . o Pan troglodytes M G Y P E V ERRE

Cong cu biém/ Danh g Pongo pygmaeus abelii M G Y P EV ERRE
REVEL 0,689/ Gay bénh Mus musculus M G Y P EV ERRE

Sus scrofa M G Y P EV ERR RD

MetalR 0,919/ Gay bénh  Felis catus M G Y P EV ERR RE
Loxodonta africana M G Y P E V ERRE

Mutation Taster Gay bénh Trichechus manatus latirostris M G Y P E V E R R E

Hinh 2. Két qua phan tich in silico anh huong dot bién EDA ¢.2T>C. (4). Mirc dé bdo ton qua tién hoa
cua methionin tqi vi tri amino axid mo dau giira cdc lodi khdc nhau; (B) Danh gia anh hwong cua dot bién
lén cdu truc va chirc nang cua protein EDAI

4. Ban luan

Trong nghién ctru nay, dot bién ban di hop tir ¢.2T>C trén gen EDA duoc phét hién ¢ bénh
nhan mac hoi chiing loan san ngoai bi va cau bénh nhan. Pot bién nay dan dén sy thay d6i ma mo
dau ATG thanh ACG, do d6 thay thé amino acid ma dau methionine bang threonine p.M1T.
Protein EDA1, gbm 391 amino acid, 12 mét protein xuyén mang trimer loai Il ¢6 7 ving chuc
ning, gdbm ving noi bao hho o dau N-terminal, ving protein xuyén mang (Transmembrane
domain - TMD), ving cudng c6 chiic ning chua duge xac dinh, vung trinh tu phan cat dong
thuan furin cho qué trinh phan giai protein EDA1L, vang trinh ty ngan mang dién tich duong can
thiét cho cac tuong tac voi heparan-sulfat proteoglycan, ving collagen & gitra c6 19 lan lip lai
Gly-X-Y va ving ciu tric tuong dong TNF & dau C dai 150 gdc amino acid (TNF homology
domain - THD) [18]. Dot bién ¢.2T>C dan dén qua trinh dich ma téng hop protein EDA1 c6 thé
xay ra tir vi tri amino acid methionine tiép theo trén chudi polypeptide 1a codon 133 va tong hop
protein EDAl ngén hon 132 axit amin & dau N. Do d6, protein EDA1 ¢6 thé s& mét di 132 amino
acid dau tién, gdm viing noi bao nho ¢ dau N-terminal va ving protein xuyén mang TMD [19].
Viung TMD déng mét vai trd quan trong trong chirc nang cua cac protein Xuyén mang, nhu ¢o
dinh protein, truyén tin hiéu hay lam trung gian van chuyén cac chat [20]. Mac dd chic ning
chinh xac cua ving nay trén EDAL van chua duge 1am rd, nhung nhimg dot bién duoc tim thay
trong ving cau trac TMD, furin, collagen hay THD duoc xac dinh déu c6 thé gay ra hoi chimng
HED [4]. Hon nita, cic két qua phan tich anh huong cua dot bién lén ciu tric va chirc niang cua
protein EDAL nhan duoc tir cac ¢ong cu tin sinh hoc déu cho thay dot bién ¢.2T>C l1a dot bién
gay bénh.

Dot bién ¢.2T>C duoc cong bd trude day trong hai nghién ctru trén bénh nhan méc hoi chimng
loan san ngoai bi ngudi Han [15, 21]. O nghién ciru caa Liu va cac cong su, dot bién ¢.2T>C chi
dugc tim thiy ¢ 1 bénh nhan HED. Trong khi d6, nghién ctru cua Zhao phéat hién duge dot bién
¢.2T>C & 6 bénh nhan thudc 2 gia dinh khac nhau. Trong nghién ctru nay, dot bién ¢.2T>C duoc
tim thay & bénh nhan nhi mac HED véi nhimg dic diém 1am sang dién hinh nhu it ring, toc moc
thua thét va khong co tuyén mo hoi. Cac danh gia haplotype dua trén cac marker microsatellite
gan Vvoi gen EDA da chi ra dot bién ¢.2T>C phét hién duoc & 2 gia dinh nay khong c6 chung
nguon goc va dugc phat sinh hoan toan doc lép. Do d6, vi tri ¢.2T trén gen EDA ¢ thé duoc coi
1a vi tri d& xay ra dot bién.

5. Két luan

Dot bién béan di hop tir NM_001399.4: ¢.2T>C, p.M1T & bénh nhan méc hoi chung loan san
ngoai bi da dugc phat hién bang ky thuat PCR va gidi trinh tw Sanger. Dot bién nay di truyén tir
me va di truyén theo thé lan trén nhiém sic thé X. Két qua nghlen clru nay da gop phan vao
nghién cau di truyén bénh mic hoi ching loan san ngoai bi va cung cép thong tin hitu ich cho
cong tac tu van di truyén cho gia dinh bénh nhan.
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Loi cam on
Cong trinh nay hoan thanh véi su ho trg cua Vien Nghién ctu hé gen, Vién Han 1am Khoa
hoc Viét Nam.
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