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Tom tit:

Loan san ngoai bi (Hypohidrotic ectodermal dysplasia - HED) (OMIM # 305100) 1a bénh di truyén hiém gap do dot
blen gen EDA (NM_001399) niim trén nhiém sic the X gy nén. Tré mac bénh nay c6 cac biéu hién bat thuong ¢ cac
céu triic biéu bi nhw da, téc, mong tay, rang va tuyen mo hoi. Trong nghién ciru nay, cac tac gia tién hanh xac dinh
dot bién trong gen EDA tir cac thanh vién cia mot gia dinh nguwoi Viét Nam c¢6 con trai cé 5 ring va khong cé tuyen
mo hoi béng ky thudt gidi trinh ty h¢ gen méi hoa (Whole exome sequencing - WES) va multiplex PCR. Két qua cho
thiy, bénh nhian mang ddt bién ban di hep tir mit doan toan b exon 1 ciia gen EDA (c.2 _396del) duoc di truyen tir
me. Ket qua nay dong gop cho nghién ciru vé hoi chirng loan sin ngoai bi & mirc d9 phan tir, hd tro cong tac diéu tri

va tu vén di truyén y hoc.

Tir khéa: Aot bién, EDA, gidi trinh ty h¢ gen ma ho4, loan sin ngoai b, Viét Nam.

Chi s6 phén loai: 3.1

HED (OMIM # 305100) 1a mot nhom cac rdi loan bam sinh
dac trung boi sw suy giam phét trién cia toc, ring, mong tay
hodc tuyén md hoi [1]. Cho dén nay, hon 200 loai loan san
ngoai bi (Ectodermal Dysplasia - ED) da dugc miéu ta, trong
d6 dang phd bién nhét 1a loan san ngoai bi HED véi tin suat
xuét hién 13 1/17.000 trén toan thé gioi [1, 2]. Hoi ching HED
dwoc chimg minh 14 ¢6 lién quan dén dot bién trén mot sd gen
gdom EDA, EDAR, EDARADD, WNT104, TRAF6, NEMO va
IKBKG. Trong d6, cac dot bién trén gen EDA nam trén nhiém
sic thé X gy bénh dang XLHED dugc tim thay & 95% bénh
nhan HED [3]. Theo théng ké cua Trzeciak va cs [4], tinh dén
nam 2016, c6 345 trudng hop mic HED dugc ghi nhén, trong
d6 206 truong hop 1a do dot bién & gen EDA gay ra.

Gen EDA (NM_001399) c6 kich thuéc khoang 425 kb ndm
trén nhanh dai ctia nhiém sic thé X (Xq12-13.1), bao gdbm 12
exon nhung chi ¢c6 8 exon ma hoéa cho protein xuyén mang
ectodysplasin-A. Qua 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. Hai protein dai nhét cia gen EDA 1a EDA-A1 ¢6 391 axit
amin va EDA-A2 c¢6 389 axit amin. Chung la cac thanh vién
cta ho yéu t6 hoai tir khdi u (Tumor necrosis factor family -
TNF) va la cac protein xuyén mang trimeric loai II. Céc protein
nay déu chira 7 ving, gdm viing ndi bao nho ¢ d4u N-terminal,
ving protein xuyén mang, ving cudng c¢6 chitc ning chua
duoc xac dinh, ving trinh tu phan cit dong thuan furin cho
qua trinh phén giai protein cia EDA, vung trinh ty ngén mang
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dién tich dwong can thiét cho cac tuong tac voi heparan-sulfat
proteoglycan vung collagen & giita ¢6 19 lan lap lai Gly -X-Y
va ving cdu trac twong dong TNF & dau C dai 150 gdc axit
amin (TNF homology domain - THD) [5]. Dé c6 thé lién két
voi thy thé EDAR, EDA-A1 phai dugc xir Iy bang sy phan
cét protein tai vi tri furin gan ving collagen, tir 46 giai phong
phdi tir EDA vao khoang ngoai bao dudi dang mot protein hoa
tan [6]. Protein EDA-A1 va EDA-A2 lién két v6i cac thu thé
TNFR (The tumor necrosis factor receptor) thong qua motif
TNF, trong d6 protein EDA1 (EDA-A1) lién két voi thy thé
EDAR, con EDA2 (EDA-A2) lién két véi thu thé XEDAR.
Mic dii ca 2 thy thé nay déu kich hoat cac yéu t NF-kB nhung
c6 thé chi ¢6 twong tac EDAI-EDAR 1la co lién quan t6i sy
hinh thanh, phat trién va bi¢t hoa cua cac co quan ¢ co nguon goc
ngoai bi [7]. Cac dot bién gen EDAI va EDAR dan dén cac sai
hong trong qua trinh phat trién ngoai bi va gdy nén hoi chimg
HED, tuy nhién cac dot bién & gen XEDAR van chua dugc tim
thay & bénh nhan HED [7].

Dot bién dau tién trén gen EDA, mat doan trén locus
DXS732, gay bénh HED di dugc miéu ta nim 1993 [8]. Tiép
theo d6, nhiéu nghién ctru phat hién dot bién gay bénh HED
da dugc thyuc hién [9-11]. Nghién ctru xac dinh dot bién & gen
EDA trén 1 ca bénh nhi nguoi Trung Quéc da phat hién mot
dot bién diém c.896G>A (p.G299D) trén gen EDA sir dung k¥
thudt giai trinh ty h¢ gen ma héa WES [9]. Nghién ctru khac ¢
10 bénh nhan HED Viét Nam st dung giai trinh tu Sanger cho
thay, da phat hién dwoc 2 dot bién diém 1133C>T (p.T378 M)
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Abstract:

Hypohidrotic ectodermal dysplasia (HED) (OMIM
# 305100) is a congenital genetic disorder caused by
mutations in EDA (NM_001399) on chromosome X.
Children with HED have the abnormal development
of epidermal structures such as skin, hair, nails, teeth,
and sweat glands. The present study aimed to detect
mutations in EDA of a Vietnamese family with a son
having only five teeth and no sweat glands, using whole
exome sequencing (WES) and multiplex PCR. The
results showed that patient had a deletion of exon 1 in
EDA (c.2_396del), which is likely to be inherited from
the healthy mother. The results will partly contribute to
molecular studies on HED, helping in genetic counseling
and disease treatment.

Keywords: EDA, hypohidrotic ectodermal dysplasia,
mutation, Vietnam, whole exome sequencing.
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va ¢.1045G>A (p.A349T) trén 8 bénh nhan [10]. Nghién cuu
trén 2 bénh nhan HED nguoi Trung Qubc di tim dugc 2 dot
bién 1a ¢.1127C>T (p.T376M) va mat doan ¢.648 683del & gen
EDA st dung WES [11]. Cho t6i nay, theo thong ké cta Co s&
dit liéu dot bién gen ngudi di ghi nhan ¢6 357 dot bién dugce
tim thay trén gen EDA, trong d6 hon 50% la cac dot bién sai
nghia va vo nghia, khoang 25% la cc dot bién mat doan 16n
va nho (www.hgmd.cf.ac.uk). Cac dot bién con lai 1a cac chén
doan 16n nho va cac dot bién co anh huong t6i qué trinh cét ndi
exon va intron [1]. Hau hét cac dot bién tim thdy cho t6i nay
duoc x4c dinh bing phwong phap giai trinh tu Sanger va WES.

Trong nghién ctru nay, chiing t6i str dung k¥ thuat giai trinh
tw toan bo hé gen ma hoa dé tim hiéu cac dot bién gen EDA &
mot bénh nhi mac hoi chting loan san ngoai bi. Két qua phat
hién dot bién mét toan bo exon 1 (c.2_396del) cua gen EDA &
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bénh nhan. Dot bién nay di dugc kiém tra lai trén céc thanh
vién gia dinh bang ky thuat multiplex PCR. Két qua nay s& gop
phén cho nhitng nghién ciru hoi chimg loan san ngoai bi & mirc
d6 phan tir tiép theo.

Déi tugny va phuong phap nghién ciiu
Doi twong nghién ciru

Mau mau cua bd me va bénh nhéan loan san ngoai bi dugc
liy, dung trong dng chdng déng EDTA va bio quan ¢ -20°C.
Viéc tién hanh 1iy mau va nghién ctru trén nguoi bénh da
duoc Hoi dong dao dirc trong nghién ciru y sinh hoc cta Vién
Nghién ciru Hé gen dong y thong qua (S6: 2-2019/NCHG-
HDDD).

Téch chiét DNA tong 5o

DNA tong sb duoc tach chiét tir mdu mau dong lanh, sir
dung kit GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification
(Thermo Fisher Scientific, USA) theo huéng dan ciia hing.
Néng d6 va chét lugng cua DNA dugc kiém tra bﬁng dién di
trén gel agarose 0,8% va phuong phap quang phd trén may
Nanodrop Lite (ThermoFisher Scientific, USA).

Phén tich WES

DNA tong sd ciia gia dinh bénh nhan sau khi phan cit thanh
cac doan ngan 150-200 bp bing song siéu am dugc sir dung
cho chuén bj thu vién DNA véi bg kit SureSelectXT Human
All Exon V6 theo huéng dan cua nha san xuét. Tiép dén, thu
vién hé gen ma hoa dugc giai trinh ty trén may HiSeq 4000,
Illumina, USA. Cac doan doc trinh tur ngén dugc dong hang
vao bd gen tham chiéu cta ngudi hgl9 (Build 37.1) st dung
Novoalign (http://www.novocraft.com/products/novoalign/).
Céc ban sao PCR dugc danh diu va loc ra boi Picard V.2.18.7
(http: //broadinstitution.github. To/picard/). Bién thé gen
dugc phat hién bang GATK UnifiedGenotyper (https://www.
broadinstitution.org/gatk/index.php). Tat ca cic bién thé
nucleotide don (SNV) hoic indels ¢ tan suit 16n hon 1% xudt
hién ¢ IGSR va gnomAD dugc loai bo. Sau do, cac bién thé
con lai duge chu giai bang phin mém ANNOVAR

Phwong phap PCR va gidi trinh tuw Sanger

DNA téng s6 ctia bd me va bénh nhan duoc st dung khuéch
dai toan bo 8 exon cua gen EDA bing phan tng PCR vdi cac
cap mdi ddc hiéu. Phan ung multiplex PCR ciing dugc thuc
hién st dung dong thoi 2 cip moi dic hiéu nhan exon 1 cia gen
EDA va exon 4 cua gen ACTB. Céc cap mdi duoc thiét ké dua
trén trinh ty gen EDA va ACTB da duoc cong bd trén GenBank
voi ma s6 tuong mg 1a NM_001399 va NG_007992.1. San
pham PCR dugc danh gia chit lugng bang phuong phap dién
di trén gel agarose 1,2%. San pham nhan gen EDA sau d6 dugc
tinh sach va giai trinh tu Sanger bang kit doc trinh tw ABI Big
Dye Terminator V3.1 (Applied Biosystems, CA) trén may doc
trinh tw ABI 3500 (Applied Biosystems). Két qua giai trinh tyr
Sanger duoc phan tich bang phan mém BioEdit.



Ket qua
Bénh nhan loan sdn ngogi bi

Bénh nhan nhi sinh nam 2012 1a con trai ctia mét gia dinh
¢6 bd me khoé manh (hinh 1A). Bénh nhén ¢6 4 ring & ham
trén va 1 rang & ham dudi, cac rang nhon va c¢6 hinh non, khong
cd tuyén mo hdi, toc moc rat thua thét, trén da dau bénh nhan
¢6 cac mang hoi bat thuong (hinh 1B). Long may va 1ong mi
ctia bénh nhan hoan toan khong phat trién. Nhitng dic diém
ndy ctia bénh nhan déu 1a nhimg biéu hién 1dm sang dién hinh
ctia hoi ching loan san ngoai bi thiéu tuyén mo hoi.

(A) | (B)
1 2
wT WT/c.2_396del?
1]
/V
1
c.2_396del

Hinh 1. Pha hé va anh bénh nhéan loan san ngoai bi. (A) Pha
hé gia dinh bénh nhan. 1.1: bé bénh nhan khdng mang dot bién
c.2_396del; 1.2: me bénh nhan mang dét bién di hop tlr c.2_396del;
I1.1: b&nh nhan mang dot bién ban di hop t&r c.2_396del; (B) Anh
chup mat bénh nhan mac loan san ngoai bi.

Két qua WES

8 doan exon cua gen EDA & bénh nhan va bd me bénh nhan
duoc khuéch dai bang phuong phap PCR. O ca 3 lan khuéch
dai gen, déu khong thu dugc san pham khuéch dai ving exon 1
tir mau DNA ciia bénh nhan. Két qua giai trinh tu céc san phdm
khuéch dai thu dugc bang giai trinh tyr Sanger khong phét hién
dugc dot bién nao & ca bd me va bénh nhan. Do do, tién hanh
k¥ thuat WES ciia ca gia dinh dé xac dinh dot bién gy bénh.
Thong tin trinh ty cac doan doc ngén cua toan bd cac doan exon
nhan dugc ¢ dang file BAM cua ca gia dinh bénh nhan sau khi
duoc so sanh vdi hé gen tham chiéu hg19 dugc st dung deé
kiém tra sb lwong doan doc trén cic mau. Két qua hién thi trén
cong cu truc quan hod dir liéu h¢ gen (Integrative genomics
viewer - IGV) cho thdy, khong c6 thong tin cac doan doc ngdn
o vung exon 1 ctia gen EDA (chrX: 68,836,134-68,836,173) ¢
bénh nhan, trong khi viing gen nay & bd me bénh nhan van co
két qua doc (hinh 2). Do do, két qua phan tich WES cho thay,
bénh nhan mang dot bién ban di hop tir mat doan toan bo ving
exon 1 (c.2 396del) cua gen EDA. Ngoai ra, két qua con cho
thay, sé luvong doan doc ngin & ving exon 1 cua gen EDA &
mau bd va me 1a tuong d6i nhu nhau. Vi vay, me bénh nhan co6
mang d6t bién di hop tir c.2 396del trén gen EDA, do gen nay
nam trén nhiém sic thé X. B bénh nhan khong mang dot bién.
Tuy nhién, dé khang dinh chinh xac me mang dot bién di hop tir
¢.2_396del, can thuc hién thém phwong phéap giai trinh tur toan
bo hé gen hay phuong phap MLPA.
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Hinh 2. Két qua WES cua bénh nhan, b6 va me dwec phan tich
bang coéng cu IGV. HD_HED_SON: mau bénh nhan, HD_HED__
MOTHER: m&u me bénh nhan, HD_HED_ FATHER: méau b6 bénh
nhan.

Két qud multiplex PCR

Dé kiém tra lai két qua WES, tién hanh phan tng nhan gen
st dung déng thoi 2 cap mdi dic hiéu, mot cdp nhan exon 1
ctia gen EDA va 1 cap mdi ndi chuan nhan gen exon 4 ciia gen
ACTB. Két qua phan tmg multiplex PCR cho thy thu dugc 2
bang dic hiéu & ca mau bd me bénh nhan, mau ddi chtrng nam
va nit khoé manh. Day 14 san pham khuéch dai ctia exon 1 gen
EDA va exon 4 gen ACTB véi kich thude phu hgp véi tinh
toan 1y thuyét twong tmg khoang 700 va 500 bp. Tuy nhién, két
qua PCR chi thu dugc mot bang khuéch dai exon 4 gen ACTB
& mau bénh nhan, chting to bénh nhan mang dot bién mat doan
toan bd exon 1 ctia gen EDA (hinh 3).

M

700 bp > E1-EDA

500 bp E4-ACTB

Hinh 3. Anh PCR exon 1 gen EDA va exon 4 gen ACTB trén gel
agarose 1,2%. M: marker 100 bp; 1: san phdm PCR cla bb bénh
nhan; 2: san phdm PCR clia me bénh nhan; 3: san pham PCR cla
bénh nhan; 4: san phdm PCR cla mau nam khée manh; 5: san
phdm PCR clia mau ni¥ khde manh; N: chirng am.

Trong nghién ctru nay, bénh nhan nam cé cac tri¢u chung
dién hinh cua loan san ngoai bi nhu thiéu tuyén md hoi, toe
thwa, thiéu nhiéu rang. Phan tich két qua giai trinh ty hé gen
ma hoa da phat hién dugc dot bién mét doan toan b exon 1
(c.2 396del) cua gen EDA bét dau tir vi tri g.68836154 trén
nhiém sic thé X ¢ bénh nhan. Vi tri nay twong tng voi vi tri
nucleotide T trong b¢ ba khoi dau dich ma ATG trén gen EDA.
Dot bién mat doan nay lam ma mé dau khong dugc nhan biét
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va anh huong dén qua trinh dich mé binh thuong ciia gen. Qua
trinh dich ma c6 thé s& khong xdy ra, hodc dugc bét dau tai
bo ba ATG dau tién dwoc tim théy trén exon 2. Dot bién mét
toan b exon 1 (c.2_396del) lam mét doan trinh ty axit amin
cta chudi polipeptid (132 amino acid), anh huéng 16n dén chirc
ning cua protein. Dot bién nay ciing di dwoc tim thiy ¢ cac
bénh nhan méc bénh khong ring khéc trén thé gioi. Nam 2001,
nghién ciru cua nhom Pédkkénen va cs [12] trén 16 gia dinh
¢6 bénh nhan mic HED, st dung ky thuat giai trinh ty Sanger
da phat hién ra 13 dot bién gdom ca dot bién mat doan toan bo
exon 1. Nam 2011, Schneider va cs [13] da nghién cuu vé kha
nang tiét md hoi va kiéu gen cta 31 bénh nhan nam méc hoi
chimg XLHED. Két qua la da phat hién duoc 25 dot bién trén
EDA, trong do6 c6 15 dot bién gém dot bién diém, mat doan
16n va nho va 1 dot bién mét doan toan bd exon 1 trén 1 bénh
nhan. Nhitng bénh nhan XLHED mang d6t bién mét doan trong
nghién ctru ctia Schneider déu khong ¢ kha nang tiét mo hoi,
giéng nhu tridu ching 1am sang trén bénh nhén trong nghién ctru
nay. Diéu d6 cho thiy mdi lién quan giita dot bién mat doan 1on
trén gen EDA véi ton thuong chirc ning cua tuyén md hoi, mot
trong nhitng yéu td chinh giy bénh va tir vong clia bénh nhin
XLHED. Niam 2019, nghién ctru xac dinh dot bién gy bénh &
4 gen EDA, EDAR, EDARADD va WNTI10A trén 63 bénh nhan
HED ngudi Tay Ban Nha ciing tim thiy dot bién mat doan toan
bd exon 1 ctia gen EDA trén 2 bénh nhan [14]. Trong 63 bénh
nhan mic hoi chiing HED duogc nghién ctru, st dung k¥ thuat
gidi trinh ty Sanger va k¥ thuat khuéch dai da doan do MLPA,
da phat hién dot bién trén 47 bénh nhan véi 36 truong hop dot
bién ndm trén gen EDA. Cac dot bién duoc tim thiy trén gen
EDA déu nam trong cac ving dugc bao ton va co chirc ning.

Trong nhiéu nghién ctru true day, anh huong ciia dot bién
trén gen EDA tdi cac bénh nhan khong rang ciing da dugc nghién
ctru. Cac dot bién trén gen EDA chi yéu ndm ¢ 4 ving chirc ning
quan trong, bao gdm ving protein xuyén mang (Transmembrane
domain - TM) ¢6 lién quan dén su phan cuc ciia cic amino acid,
vung trinh ty phan cat déng thuén furin tham gia vao qua trinh
phén cit va giai phong dang hoa tan cua céc protein EDA, viing
collagen giup lién két nhidu chudi protein EDA vai nhau kich
thich con duong tin hiéu xudi dong va ving tuong dong TNF
& dau C-terminal (C-terminal THD) ¢6 vai trd trong viéc hinh
thanh trimer va lién két dic hidu véi cac thy thé [15]. Bat ky
dot bién gen EDA nao dugce tim thay trong ving ciu triic THD,
collagen, furin hay mién protein xuyén mang déu c6 thé gay ra
hoi chimg HED [1]. Theo cac nghién ctu truge day, exon 1 1a
noi chira ving ndi bao nho ¢ dau N-terminal va mién protein
xuyén mang TM [5, 12]. Do d6, dot bién mat doan exon 1
(c.2_396del) s& lam mat di ving chirc ning quan trong ciia gen,
tir d6 anh huong dén ciu trac va chirc ning cua protein. Hién
nay, cac bénh nhan HED dugc chén doan dya trén cac dic diém
lam sang biéu hién ngay tir giai doan so sinh. Cac xét nghiém
chan doan dot bién trén cac gen EDA, EDAR, EDARADD hoac
WNT104 dugc tién hanh dé kiém ching cac chan doan 1am sang
va sir dung cho sang loc trude sinh cho cac gia dinh co tién st
méc bénh. Hién nay, chua c6 cach diéu tri cu thé cho bénh nhan
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HED, nguoi bénh chi co thé khic phuc céc triéu ching 1am sang
nhu sinh sdng trong moi truong mat mé dé tranh thoi tiét nong
va ting than nhiét, cham séc nha khoa tir nho va cdy ghép ring.
Chinh vi vay, viéc chan doéan va xac dinh dot bién co thé gitip tu
van di truyén cho bénh nhan va gia dinh, tir 46 ¢6 nhimg phuong
phép cai thi¢n strc khoe va chét luong cudc séng [16].

£ a
Ket luan

Nghién ctru da phat hién mot dot bién mét doan toan bo
exon 1 cua gen £DA (c.2_396del) gay hdi chiing loan san ngoai
bi HED ¢ mot bénh nhan nhi nam. Dot bién nay dugc di truyén
tir me cua bénh nhan. Két qua nghién ctru cho thdy tinh tng
dung cao cua ky thuat WES trong xdc dinh nguyén nhan gay
bénh di truyen Két qua nay ciing cung cap thong tin hitu ich
cho viéc diéu tri bénh nhan va tu van di truyén trong lwong lai.
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