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Tom tit:

U nguyén bao vong mac, mdt bénh ung thw mit & tré em, da phin 1a do dt bién bat hoat ca 2 béan sao ciia gen RBI.
Chién don sém va xac dinh dot bién gen RBI giip cai thién két qua diéu tri va quéan 1y bénh nhan t6t hon. Nghién
ciru dwge thye hién trén 10 miu khdi u ciia bénh nhin u nguyén bao véng mac bing phwong phap giai trinh ty truc
tiép. 11 dot bién khac nhau da dwoc tim thiy & 9/10 miu mé nghién ctru bao gdm 6 dot bién vo nghia, 1 dot bién sai
nghia, 1 dot bién vi tri cit ndi intron-exon va 3 dot bién 1éch khung dich ma, trong dé ¢é 1 dot bién méi chwa dwge
ma ta trweée d6. Can 1am thém phwong phap MLPA dé xac dinh dét bién xoa doan 16n trén gen RBI va nghién ciru
mé rong trén c& miu 16m hon dé dwa ra birc tranh vé cac dot bién gen RBI trén cac bénh nhan u nguyén bao vong

mac tai Vi¢t Nam.

Tir khéa: dot bién, gen RB1, gidi trinh tw gen, u nguyén bio vong mac.

Chi s6 phén logi: 3.2

Pat van de

U nguyén bao vong mac (UNBVM) hay ung thu vong
mac 1a mot loai khdi u nguyén bao than kinh ac tinh, noi
nhan, phd bién & tré em véi ty 16 mac 1a 1/16000 tré so sinh
con song. Bénh gay tir vong do di can néu khong dugc didu
tri kip thoi, vi vdy phat hién sém va ap dung cac phuong
phap diéu tri pht hop 14 yéu t6 quyét dinh sy sdng con cua
tré, gitip cuu van thi Iyc cho 1 hodc ca 2 mit. Tuy nhién,
viéc nhén thirc vé nhitng déu hiéu ban dau cia bénh con han
ché, dic biét 1a & cac nude dang phat trién trong d6 co Viét
Nam. Phan 16n cac truong hgp UNBVM 6 tré em duoc phat
hién muon, khi khbi u dd phat trién ra ngoai nhin ciu hay
di can nén rat it kha nang giir lai mat va duy tri thi lyc [1].

Céc nghién ctru trén thé gidi da chi ra ring UNBVM la
do dot bién bat hoat ca 2 ban sao cta gen Uc ché khdiu RBI
(Retinoblastoma Transcriptional Corepressor 1). Day la gen
nam trén nhanh dai nhiém sic thé sé 13 vi tri 13q14.2, co
kich thuéc DNA 1a 183 kb gém 27 exon mi héa 928 acid
amin, 1an dau tién duoc duoc mo ta boi Fung va cs vao
nam 1987. Khoang 45% cac truong hgp UNBVM 1la do di
truyén, kiéu di truyén troi trén nhidm sac thé thuong, nhiing
ngudi mang dot bién gen RBI di truyén ciing lam ting nguy
co mic cac khéi u khong phai mét trong subt doi séng cua
ho; khoang 55% cac truong hop con lai chi phat hién dot
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bién trén mau md ung thu vong mac, va khong c6 khuynh
hudng phat trién khéi u ¢ cac vi tri khac. Dén nay, hon 1000
dot bién gen RBI da duoc ghi nhan trong cac mau UNBVM,
bao gém cac dot bién tao ma két thuc sém, dot bién sai
nghia, dot bién vi tri cit ndi intron-exon, dot bién léch
khung, va mdt phan nho 1a dot bién mat doan 16n nam rai
rac trén vung promoter va toan by 27 exon [1-3]. Ty 1¢ phat
hién cac dot bién trén mau mo ung thu 1a 94,9%, trong khi
ty 1€ phat hién dot bién trén mau mau chi 1a 42,4%; xac dinh
dot bién soma trén mau mod ung thu la chi diém dé xac dinh
dot bién té bao mam trén mau mau. Chin doan phan tir dé
xac dinh dot bién gen RBI cho nhiing bénh nhan UNBVM
1a rét can thiét, khong chi gitup bac s lam sang lya chon ligu
phap diéu tri thich hop va c¢6 ké hoach quan 1y bénh nhan
hiéu qua, ma con co ¥ nghia to 16n ddi véi viée tu van di
truyén va du doan rui ro cho cac gia dinh bj anh huong [4].

O Viét Nam, cac nghién ciru chii yéu tap trung vé ty 18
méc bénh, biéu hién 1am sang va cac bién ching ciia bénh,
mot vai nghién curu xac dinh dot bién gen RB1 da dugc tién
hanh trén bénh nhan & mién Bic va mién Nam Viét Nam.
Tuy nhién, nghién ctru trén bénh nhan mién Bic mai chi
phan tich phat hién dot bién gen RBI té bao dong mam trong
mau mau ma chua tién hanh x4c dinh déi chiéu trén ca mau
mo sau phau thuat. Do d6, birc tranh vé dot bién gen RB1 ¢
bénh nhan UNBVM Viét Nam van chua duoc nghién ctru
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Abstract:

Retinoblastoma, a type of eye cancer in children, is
mostly caused by inactivating mutations of both copies
of the RBI gene. Early diagnosis and identification of
RBI gene mutations would improve treatment outcomes
and patients’ management. This study was performed on
10 tumour samples of retinoblastoma patients using the
direct sequencing technique. 11 different mutations were
found in 9 out of 10 tumour samples, including 6 nonsense
mutations, 1 missense mutation, 1 splice site mutation,
and 3 frameshift mutations with 1 novel mutation that
has not been reported before. The MLPA method was
required to identify large deletion mutations in the RB1
gene and the study on more samples to provide a picture
of RBI gene mutations in Vietnamese retinoblastoma
patients.
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day du va con nhidu khé khan dé tu van di truyén, quan ly
hiéu qua nguoi mang gen bénh ciing nhu cham sdc, theo doi
bénh nhan UNBVM sbng sot sau khbi u dau tién.

Tir nhitng thyc tidn trén, nghién ctru nay dugc tién hanh
v&i muyc tiéu: “Phat hién cac dot bién gen RBI trén mau mo
ung thu ctia mot s6 bénh nhan UNBVM tai mién Béc Viét
Nam nam 2020 bang k¥ thuat giai trinh tu gen Sanger”.

Doi tuong va phuong phap
Déi twong

- 3 mau DNA tach tir mau méu ngudi khoe manh dé 1am
mau déi chimg va t6i wu quy trinh k§y thuét sinh hoc phan
tur, phan tich gen.

- Nhém bénh: 10 mau dich choc hiit khéi UNBVM cua
bénh nhan di dugc chan doan xac dinh ung thu vong mac
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theo tiéu chuan nhan khoa.

- Cac mau bénh nhan duoc thu thap tai Bénh vién Mit
Trung wong nam 2020, cac ky thuat sinh hoc phan tir dugc
thyc hién nghién ctu tai Trung tdm Nghién ciu Gen -
Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi.

Phuwong phap
Thiét ké nghién ciru mé ta cdt ngang:
Céc k¥ thuat sir dung trong nghién ctru:

- Tach chiét DNA: DNA duoc tich chiét tir khdi
UNBVM bing bo kit The QIAamp DNA Mini Kit (hing
Qiagen - Pirc), quy trinh tién hanh theo huéng dan ctia nha
san xuat; kiém tra néng dd, do6 tinh sach DNA sau tach chiét
bang phuong phap quang pho.

- K thuat PCR khuéch dai 27 exon ciia gen RBI sir dung
cac cap moi di cong bd cuia Abouzeid va cs (2007) [5] bang
bd kit GoTaq® Hot Start Master Mixes - Promega, vdi chu
trinh nhiét nhu sau: 95 do 15 pht, (95 d6 30 giay, 58 do 30
gidy, 72 do 30 giay) x35 chu ky, 72 6 10 phaut.

- Kiém tra san phdm PCR bang dién di trén gel agarose
1,5%.

- Phan g giai trinh tu Sanger toan b gen RB/ st dung
bd kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ABI - My).

- Tinh sach san phém PCR sequencing béng kit BigDye
XTerminator™ Purification Kit (ABI - M¥).

- Pién di san pham giai trinh ty trén hé thong phén tich
di tryén ABI3500 (Applied Biosystem - M¥).

- So sanh két qua gen RBI cia bénh nhan véi trinh ty
chuan trén GeneBank (NG_009009) bing phan mém CLC
main workbench dé phat hién cac dot bién.

Pao dirc nghién ciru trong y hoc: mau nghién ciru duoc
liy khi b me bénh nhan hoan toan déng y tham gia nghién
clru; gia dinh ¢6 quyén roi khoi nghién ctru khi khong mudn
tiép tuc tham gia vi bat ky 1y do nao. Két qua xét nghiém
gen s& dugc thong bao cho bd me bénh nhan dé gitip cho cac
bac s§ tu van diéu trj va tu van di truyén. Céac thong tin ca
nhan s€ duoc dam bao bi mat.

Keét qua

Bang ky thuét giai trinh tu gen toan bo 27 exon ciia gen
RBI trén mau DNA tach tir khdi UNBVM, nghién ctru di
phat hién duogc 9/10 (90%) bénh nhan céd dot bién trén gen
RBI, trong d6 c6 6/9 bénh nhan mang dot bién dong hop
tr, 3/9 bénh nhan mang 2 d6t bién di hop tir két hop. 11 dot
bién khac nhau da dugc tim thay nhu bang 1 dudi day:
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Bing 1. Két qua xac dinh dot bién gen RBI trén cic bénh nhan nghién
ciru.

Bénh nhan

STT  Dét bién Bién d6i acid amin Vi tri o
mang dot bien
Dt bién tgo ma két thiic sém (nonsense)
1 c.179T>A p.Leu60Ter Exon 2 RB7
2 c.1333C>T p.Argd45Ter Exon 14 RB5, RB10
3 ¢.1363C>T p.Argd55Ter Exon 14 RB4
4 ¢.1399C>T p.Argd67Ter Exon 15 RB6
5 c.1654C>T p.Arg552Ter Exon 17 RBI10
6 c.2415T>A p.Tyr805Ter Exon 23 RB3
Dot bién sai nghia (missense)
7 c.1981C>T p.-Arg661Trp Exon 20 RB9
Dt bién vi tri cit néi (splice)
8§ c252045GeA Matvitdcatnoicde o o4 gy
exon/intron
Dot bién lgch khung (frameshift)
9 c.32 63del p.AlallGlyfs*9 Exon 1 RBI1
10 c.1044delA p.lle348Metfs*19 Exon 10 RB2
11 ¢.2330delC p-Pro777Leufs*33 Exon 23 RB3

11 @6t bién khac nhau bao gdm: 6 dot bién tao ma két
thuc sém hay con goi la dot bién v nghia (nonsense), 1 dot
bién thay doi acid amin (missense), 1 dot bién vi tri cét nbi
exon-intron (splice) va 3 dot bién léch khung (frameshift).

Dot bién thay thé nucleotide

Nghién ctrudaxac dinh dugc 8 dot bién thay thé nucleotide
bao gébm 6 dot bién tao ma két thuc soém hay con goi la
d6t bién vo nghia (nonsense), 1 dot blen thay d6i acid amin
(missense) va 1 dot bién vi tri cit ndi exon-intron (splice).

Dot bién thay thé dong hop tir:

¢.1981C ¢.1981C>T(R661W)

¥ N
TATCTCCGGCTAA TATCTCHEGGCTAA

Ngudi binh thudng Bénh nhan RBY.tis

Hinh 1. Dot bién thay thé nucleotide ddng hop tir.

Hinh 1 cho thdy, vi tri 1981 trén cDNA gen RBI tuong
Gmg v6i trinh tu nucleotide C ¢ ngudi binh thuong da bi
thay thé bang nucleotide T ¢ bénh nhan RB9 trén ca 2 alen,
dicu nay lam thay d6i b 3 CGG ma hoa acid amin Arginin
6 vi tri codon 661 thanh b 3 TGG ma hoa Tryptophan, day
la dot bién dong hop tir hay dot bién sai nghia (missense).

Dot bién thay thé di hop tik:

c.2415T ¢.2415T>A(Y805%)

v
CATCTATATTTCAI CATCTAWATTTCA

Bénh nhan RB3.tis

Nguwoi binh thudng

Hinh 2. Dot bién thay thé nucleotide di hop tir.
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Hinh 2 cho théy, tai vi tri ¢.2415 cua gen RBI c6 trinh tu
1a nucleotide T & ngudi binh thuong di dugc thay thé bang
nucleotide A & bénh nhan RB3, sy thay thé chi xay ra trén 1
alen nén két qua giai trinh tu tai diém nay c6 2 dinh chong
1én nhau. Dot bién thay thé di hop tir T bang A dan dén su
thay thé bd 3 TAT ma ho4 tyrosine (Y) & vi tri codon 805
bang bo 3 két thuc TAA.

Dt bién lam léch khung dich ma (frameshift)

C6 3 dot bién xoa nucleotide di dugc tim thdy trong
nghién ctu, bao gdm dot bién dong hop c.32 63del
(p-AlallGlyfs*9) ¢ bénh nhan RBI1, dot bién di hop
c.1044delA (p.lle348Metfs*19) ¢ bénh nhan RB2 va dot
bién di hop ¢.2330delC(p.Pro777Leufs*33) ¢ bénh nhan
RB3.

c.1044A c. 1044delA(1348Mfs*19)

TTCTATXGACAGG TTCTATRRMMRGG

Ngu&i binh thuong

Benh nhan RB2.tis

Hinh 3. Dt bién di hop tir xo4 nucleotide A & bénh nhan RB2.

Tai vi tri nucleotide c.1044 gen RB/ ¢ nguodi binh thuong
1a A, con ¢ bénh nhan RB2 vi tri nay bi mét nucleotide A di
hop tir nén két qua giai trinh ty sau d6 cac dinh bi chong 1én
nhau (hinh 3). Viéc mit nucleotide A s& gay nén léch khung
dich m3 va tao ma két thiic sém & vi tri acid amin tha 19 bét
dau tir vi tri dot bién mét nucleotide.

Ung thu vong mac xay ra khi dot bién bat hoat ca 2
alen cua gen ap ché khdi u RB1 [6]. Cac dot bién trong gen
RBI mang tinh chat khong dong nhat, phan b trén ca ving
promoter ciing nhu 27 exon. Hon 2/3 cac dot bién trong gen
RBI duge dy doan 1a tao nén ma két thic sém (nonsense)
dan t6i hinh thanh protein RB1 khong hoan chinh. Cho dén
nay, trén 1000 dot bién gen RBI da dugc dua vao ngan hang
dit liéu ClinVar [3]. 16 diém nong dot bién cua gen RBI bao
gbm cac dot bién vo nghia, dot bién anh huong toi phan cit
mRNA va dot bién sai nghia dd duoc thong ké thuong xay
ra tai cac exon 9, 10, 14, 17, 18, 20 va 23 trong nghién ctru
tong hop (meta-analysis) cua Valverde va cs (2005) ciing
nhu nghién ctru cua Tomar va cs trén bénh nhan Singapore
nam 2017 [4, 7].

Céc dot bién tao ma két thiic sém la dang dot bién gen
RBI thudng gip nhit, dot bién 1am thay thé nucleotide tao
nén bo 3 két thuc som hay tin hiéu dimng dich ma sém dan
dén hau qua khong tao duoc san phém protein RB1 hodc tao
ra protein RB1 khong cé chtic nang gay nén bénh UNBVM
[4]. C6 6/11 dot bién tao ma két thuc som da phat hién dugc
trong nghién ctru, cac dot bién nay di dugc bao cao trong cac
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nghién ctru trén thé giéi. Dot bién c.179T>A(p.Leu60Ter)
dugc cong bd 1an dau tién boi He va cs (2014) [8] trén cac
bénh nhéan Trung Qudc, sy thay thé T bing A lam thay ddi bo
3 TTA ma hoa Leucin & vi tri codon 60 trén exon 2 thanh bd
3 két thuc TAA. Mot dot bién thay thé nucleotide dang dot
bién sai nghia da dugc tim thay 14 ¢.1981C>T(p. Arg661Trp)
& exon 20, dot bién nay cing da dugc bao cdo ¢ nhiéu bénh
nhan UNBVM trén toan thé gidi, Whitaker va cs (1988) da
ching minh dot bién c.1981C>T(p.Arg661Trp) lam giam
hoat dong cua protein RB1 gy nén bénh Iy UNBVM [9].
Mot dot bién thay thé nucleotide & vi tri cit ndi ciing dugc
tim thdy trong nghién ctru 1a ¢.2520+5G>A ¢ intron 24, tuy
khong truc tiép lam thay ddi trinh tw ma hoa acid amin ciia
protein RB1 nhung anh huéng dén vi tri cit bo intron 24
dé ndi exon 24 va 25 vao nhau tao nén mRNA hoan chinh.
Dot bién nay da dugc cong bd gy bénh va duwoc mo ta trén
ngan hang dit liéu bién thé gen RBI (variant ID: 428703) [3].

Nhitng d6t bién léch khung dugc tim thdy trong
nghién cou la c¢.32 63del(p.Alal1Glyfs*9) & exon 1,
c.1044delA(p.1le348Metfs*19) & exon 10 va ¢.2330delC(p.
Pro777Leufs*33) & exon 23. Nhiing dot bién nay sé giy
léch khung dich ma ngay tai vi tri nucleotide bi mat va s&
tao nén mot tin hi¢u két thiic sém sau d6 mot hodic mot sb
acid amin vi vay s€ khong tao dugc protein RB1 hodc tao ra
protein RB1 khong c6 chlic nang gay nén bénh UNBVM.
Dot bién ¢.32_63del(p.Alal1Glyfs*9) ¢ exon 1 da dugc mod
ta gdy bénh UNBVM trén cac cong bb khac nhau [3]. Dot
bién ¢.2330delC(p.Pro777Leufs*33) & exon 23 chwa dugc
ghi nhén trén cac ngan hang dit liéu dot bién gen RBI trong
bénh UNBVM, tuy nhién da dugc George va cs (2015) [10]
tim thdy trong ung thu phoi khong té bao nho c.1044delA(p.
[le348Metfs*19) & exon 10 1a dot bién m&i 1an dau tién duge
tim thay trong nghién ctru, vi tri c.1044 bi mét nucleotide A
di hop tu lam cho m¢t mach ciia mRNA bi Iéch khung dich
mi, cac acid min tir vi tri codon 348 s& bi thay thé bang cac
acid amin khéc, sy thay thé nay s& dimg lai sau d6 19 acid
amin do tao thanh ma két thic. Dot bién nay dugc tim théy
& bénh nhan mi s6 RB2, ngoai dot bién di hop tir lam léch
khung dich ma ¢ exon 10, bénh nhan con mang mot dot bién
di hop ttr ¢.2520+5G>A lam mat vi tri cit ndi & intron 24.

Nghién ctru méi chi tién hanh dugc trén 10 mau dich
choc hut khdi UNBVM nhung da phét hién dugc 11 dot bién
khac nhau trén 9 bénh nhan. Viéc xdc dinh dot bién té bao
soma trén mau mo ung thu 14 chi diém cho viéc xac dinh dot
bién té bao mam trén mau mau & cac bénh nhan UNBVM,
lam co s¢ dé xac dinh tinh trang mang gen trén cac thanh
vién gia dinh bénh nhan. Viéc nay khong chi giap bac si
1am sang khang dinh chin doan, lya chon phuong phap didu
trj kip thoi, ma con gifip tang nhan thirc vé nguy co mic dé
kham day mit dinh ky & nhiing thanh vién gia dinh. Ddng
thoi, déy cting la co s¢ dé tu van di truyén, tu van truge hon
nhan, chan doan trude sinh hay trude lam t6 d6i v6i nhiing
nguoi mang gen nhom bénh 1y nay.
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Mot bénh nhéan chua tim thay dot bién bang phuong phap
giai trinh tu gen truc tiép c6 thé do bénh nhan mang dot bién
x04 doan 16n gen RB1 hodc dot bién & mot gen khac, can lam
thém phuong phap MLPA hoac giéi trinh tu gen thé hé méi
(Next Generation Sequencing) dé khang dinh thém. Nghién
clu cling can mé rong trén nhiéu bénh nhan hon dé dua ra
blrc tranh vé cac dot bién gen RBI trén bénh nhan UNBVM
tai Viét Nam.

£ ~
Két luan

Nghién ctru da phat hién dugc 9/10 (90%) bénh nhan
c6 dot bién trén gen RBI & mau UNBVM. 11 d6t bién khac
nhau da dugc phat hién, trong d6 co6 6 dot bién vo nghia
(nonsense), 3 dot bién léch khung (frameshift), 1 dot bién
thay dbi acid amin (missense) va 1 dot bién vi tri cit ndi
intron-exon (splice).
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Nghién ciru nay dugc tai trg kinh phi boi Dé tai nghién
ctru khoa hoc va cong nghé cap Bo Y t& “Nghién ciru dic
diém di truyén dot bién gen RBI trén bénh nhan u nguyén
bao vdng mac va cac thanh vién trong gia dinh; dé xuat quy
trinh xét nghiém di truyén sang loc va chan doan sém” theo
Quyét dinh sé 2385/QD-BYT ngay 14/5/2021. Nhém tac
gia xin chan thanh cam on.
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