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TOM TAT

Cd sé nghién ciiu: O nhém bénh co tim vé cin,
su trung lap trong biéu hién 1am sang gay han ché
cho viéc chdn dodn va diéu tri, do d¢, viéc nghién
cttu di truyén vé céc gen gy bénh la rit can thiét.

Phuong phap nghién citu: Chung toi ting dung
ky thuat giai trinh ty thé hé méi (NGS) nhim khao
sat 142 gen c6 lién quan dén cic bénh co tim 6 9
bénh nhén thu¢c Bénh vién Nhi déng 2.

Két qua: Bing chién lugc gidi trinh tyu toan bo
ving ma hod (WES), qua qué trinh phan tich va
sang loc phén t, ching t6i da xic dinh dugc 63
bién thé hiém thudc 19 gen, bao gom 27 bién thé
doéng hop ti va 36 bién thé di hop ti. Tan s6 bién
thé cta gen TI'N chiém nhiéu nhét véi 13 bién thé.
Tiép theo la cic gen SYNEI va MYPN lan lugt c6
9 va 7 bién thé. Méi gen NDUFV2 va SCNSA ¢ S
bién thé, cic gen COX15 va SYNE2 déu c6 4 bién
thé. Chung t6i xac dinh dugc 2 bién thé ctiaméi gen
DMD, KCNE1, NEBL, RBM20 va 1 bién thé caa
cac gen ACADVL, AKAP9, CAV3, DSC2, DSG2,

DSP, MYH6 va NEXN. Trong d¢, c6 1 bién thé méi
la dot bién di hop tt c.197G>A ctia gen ACADVL.

Kétluan: Cic két qua nghién ctu di truyén trén
s€ gop phan vao viéc chin dodn phén ti va tim soat
bénh tim mach dugc triét dé hon.

DAT VAN BE

Bénh co tim v6 cin (cardiomyopathy) 13 nhém
bénh da gen gy réi loan & nguyén bao co tim, dan
dén suy tim, loan nhip tim hoidc dot t [1]. Cic
nhom bénh da dugc phén loai bao gém: bénh co
tim gian né (DCM), bénh co tim phi dai (HCM),
bénh co tim han ché (RCM) va bénh co tim that
phai gay loan nhip (ARVC) [2]. Nhiing bénh nay
c6 tinh da dang di truyén va lién quan dén cac dot
bién hiém & mot s6 lugng I6n cic gen, nhiéu loai
gen nay trung lap véi cc bénh Iy co tim khac nhau
[2]. Sy trung l3p trong biéu hién 1am sang gitia cic
bénh tim mach da gy han ché cho viéc chin doan
va diéu tri.

Gidi trinh ty Sanger la mot ky thudt chdn doan
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phan t& chinh xdc déi véi cac réi loan cha yéu lién
quan dén mot gen gay bénh don 18 [3]. Tuy nhién,
phuong phép sang loc nay rit mat thoi gian va cho
muic d6 khong dong nhit di truyén cao. Cho dén
nay, v6i hon 100 gen lién quan dén bénh co tim
dugc xac dinh, c6 thé dugc giai quyét hiéu qua hon
bang céch sip xép trinh ty thong tin cao, dugc goila
gidi trinh tu thé hé méi (NGS). Trong d¢, ky thuat
gidi trinh ty gen toan b viing ma hod (WES) lamot
ung dung ctia cong nghé NGS nhim xac dinh cic
bién thé cua it ca cdc viing ma hoa (exome) ctia cac
gen muc tiéu theo tiing loai bénh da biét, giup sang
loc, chén doan va dénh gid bién thé [4,5].

MUC TIEU NGHIEN CUU

Trong nghién ctiu nay, chung toi sé thiét ké mot
“Pan 146 Cardiomyo” tuy chinh cé chia 142 gen
lién quan dén cic bénh co tim. Ching toi sé tién
hanh sang loc phan t& & cic d6i tugng nghién ctiiu
nhdm tim ra cic bién thé méi lién quan dén bénh
co tim tuong dng, gop phan vao viéc chdn dodn
phén ti d6i vé6i bénh co tim dugc chinh xac hon,
nhim xdc dinh s6m qua trinh phat trién loan nhip
tim va quan ly lam sang t6t hon déi v6i bénh nhin

Co tim.

DOI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Doi tuong

Bénh nhén tim mach: dugclap hé so héi ching,
di truyén va quan ly 1am sang tai Bénh vién Nhi
doéng Thanh phé H6 Chi Minh.
Phuong phap tach chiét va tinh sach DNA tong s6

DNA tir 200 pl mau méu bénh nhén dugc tach
chiét va tinh sach bang bo kit Qiagen theo hudng
dan ctia nha san xuat. Sau khi tich chiét, cicmau DNA
dugc do bing mdy NanoDrop c6 néng do trong
khoang 100 - 200 ng/uL va gia tri OD 260/280
trong khoang 1.8 - 1.9. Mau DNA sau d6 duogc
chuyén di giai trinh ty toan bo viing ma hda trén hé

théng HiSeq 4000 (Illumina) tai cong ty Macrogen.
Phuong phap chuin bi va thiét ké mau hé gen

Phin manh st dyng nén tang Illumina nhu
sau: 1pg gDNA dugc cit thanh 100-900 bp manh
v6i Covaris E210 (Covaris, Inc.,, Woburn, MA) dé
chay trén thu vién NGS. Thu vién cho gidi trinh tu
dugc dya trén nguyén tic s6 mau do (probe) dugc
thiét ké cho hé gen hodc cho nhém gen muc tiéu
Agilent SureSelectRT Reagent. Chiing t6i caing tao
s6 lugng mau do cho nhém gen muc tiéu 142 gen
cta bénh co tim. Pay la mau do thu vién dugc ky
hiéu “Pan 146 Cardiomyo”. Trong budc nay ching
t6i thu thap trinh ty ma héa (exon) ctia toan bo
142 gen, sau d6 st dung phian mém Afident Probe
Library Select d€ chay tim mau do. Téng cong cd
2.072.000 mau do bao phu cho 142 gen dugc dit
hang riéng cho nhém nghién Thu vién c6 thé dugc
dinh lugng bing PCR dinh lugng (QPCR) béng
cach st dung B¢ dinh lugng thu vién Kapa (Kapa
Biosystems, Inc., Wilmington, MA) trén 7900HT
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Gidi trinh
tu dugc thuc hién trén méy HiSeq 4000 véi bo kit
TruSeq 3000/4000 SBS Kit v3 (protocol HiSeq
3000/4000 System User Guide Part # 15066496,
Rev. A HCS 3.3.20). Dt liéu sau ciing dugc xudt ra
va gtii vé & dang file *.Fastq.

KET QuA
Thong tin ciia nhém d4i tugng nghién ciu

T4t ca cic mau trong nghién cttu nay dugc thu
thap tai Bénh vién Nhi déng TP. H6 Chi Minh khi
da dugc chin dodn 1a cé biéu hién mic bénh tim va
da dugc sy dong y ctia bénh nhén.

Nhiéu nghién ctiu cho thdy c6 mét méi lién hé
mat thiét gitta cic bénh co tim va bénh 1y vé da vi do
viing chic ctia cic cau ndi bam dugc quyét dinh boi
phan 16n nhiing protein lién két 6 ca té bao tim va da
[6 - 8]. Do d¢, chung t6i tién hanh khéo sat ca trén
mot d6i tugng bénh nhén cé bénh Iy vé da.
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Bdng 1. Thong tin ciia nhém doi tugng nghién ciiu

! Gen (s6 lugng bién thé) Bién thé
SIT | Masé | Gigitinh A
DONGHQP/DIHQP tiém nang
R N COX15 (1) HET; MYPN (1) HOM; SCNSA (1) HET; | MYPN (1) HOM;
' " | SYNEI (7) 6HOM, 1 HET; SYNE2 (1) HET; TTN (1) HOM |  SYNE2 (1) HET
N N AKAP9 (1) HET; NDUFV2 (1) HOM; SYNEI (1) HET; | AKAP9 (1) HET;
] ™ TN (1) HOM SYNEI (1) HET
3 | NH3 Nam | DSC2 (1)HET; NDUFV2 (1) HET; TIN (1) HET DSC2 (1) HET
DSG2 (1) HET; NDUFV2 (1) HOM; SCNSA (1) HOM; | DSG2 (1)HET
4 NH-4 Nam
TIN (1) HOM
CAV3 (1) HET, DMD (2) HET; DSP (1) HET; KCNEI (1)
S | ARVC-1 | Nam | HOM; MYH6 (1) HET; NEBL (1) HET; RBM20 (1) HOM;
SCNSA (1) HET; TIN (6) HET
KCNEI (1) HOM; NEBL (1) HET; RBM20 (1) HOM;
6 | ARVC-2| Nam
SCNSA (1)HOM
COX15 (1) HET; MYPN (1) HET; NDUFV2 (1) HOM; MYPN (1) HET;
7 | ARVC-3| Nam
SCNSA (1)HET; SYNE2 (1) HET SYNE2 (1) HET
MYPN (2) HOM,;
COX1S (1) HOM; MYPN (5) HOM; NDUFV2 (1) HET;
8 | SD- Nam SYNEI (1) HET;
SYNEI (1) HET; SYNE2 (2) HET; TTN (2) 1 HET, | HOM
SYNE2 (2) HET
ACADVL (1) HET; COX1S (1) HET; NEXN (1) HET; TIN | ACADVL (1) HET;
9 | SCID-1 | Nam
(1)HOM NEXN (1) HET

ARVC (arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy): bénh nhin co tim thit phai gay
loan nhip; HET (heterozygous): di hgp tti; HOM
(homozygous): d6ng hop ti; NH (normal human):
déi tugng nghién citu khong biéu hién bénh; SCID
(severe combined immunodeficiency): bénh nhan
c6 hoéi ching suy gidm mién dich két hop nghiém
trong; SD (skin disorder): bénh nhan cé bénh Iy vé da.
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Quy trinh gidi trinh ty gen toan bg viing ma hoa
(exome) valocbién thé

Chung t6i da thiét ké mot pan 146 cardiomyo
tlry chinh c6 chita 142 gen. Bang diéu khién gen tuy
chinh bao gom t4t ci cic exon ctia moi gen va cac vi
tri n6i. Chung t6i ing dung phuong phép gidi trinh
tu gen thé hé méi Illumina. Bang céch st dung bang
diéu khién tuy chinh, chung t6i xdc dinh dugc bo
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s0 liéu cac dot bién gen va bién di di truyén & viing
ma hoa lién quan dén bénh co tim & 9 déi tuong

nghién ctu. Dung lugng gidi trinh ty ctia méi mau

vao khoang 5,9 Gbp, depth coverage tit 65x dén
105x. Phén 1én cac lan doc 6 chit lugng base cao,
v6i Q30 (Phred-score) 1a 96%.

Chudn bi DNA, thu nhén, sip xép, tao miu do |

Loai trit cic bién thé sai léch & cudi doan NGS

v
On dinh khung nén, lap ban d6 nhén dién bién thé
>
>
N

Loai trit cac bién ngoai muc tiéu

C6 dugc béo cdo la bién thé giy bénh trude day?
(ANNOVAR, NCBI, Pan cardiomyo)

cR if;; Phan tich tdn s6 allen thdp, cic da hinh don da c6ng
(o) P 2 a3 A o .
Nguyén nhan dot bién o b6, viing bdo tén va giy hu tén protein (ExAC
database, 1000 Genomes, Exome Variant Server,
Ensembl genome browser, PolyPhen2, SIFT /SIFT-
Indel, Provean, MutationTaster
Loai trif cic bién thé xudt hién véi tin s6 cao <

Loai trtt cac bién thé da hinh d3 cong bs

A

Loai trit cac bién thé viing béo ton thip va
khoéng dugc du dodn gay hu tén protein

A

Loai trit cic bién thé xudt hién & 1 allen néu
nguyén nhédn gay bénh do d6t bién 2 allen ctia mét gen

A

A

Dot bién méi

Hinh 1. Quy trinh phan tich va loc bién thé. NCBI (National Center for Biotechnology Information): Trung tam
Théng tin Cong nghé sinh hoc Quéc gia), Pan cardiomyo: panel bénh co'tim, PolyPhen (Polymorphism Phenotyping):
phan tich tinh da hinh vé kiéu hinh, SIFT: (Sorting Intolerant From Tolerant): cong cu dy dodn chiic ning.

Két qua danh gia bién thé

Trong s6 9 d6i tuong nghién ciiu, ching toi
phat hién 63 bién thé thudc 19 gen. Trong dé o6
27 bién thé & dang déng hop tir va 36 bién thé di
hop tit. C6 2 bién thé thudc nhiém sic thé X ¢ dang
di hop ti. Trong 63 bién thé c6 43 bién thé thudc
loai nonsynonymous (chiém 68,2%), 14 bién thé
missense (chiém 22,2%), 3 bién thé splice region
(chiém 4,8%), 1 bién thé stopgain (chiém 1,6%),
1 bién thé upstream (chiém 1,6%) va 1 bién thé
frameshift (chiém 1,6%).

Tan s6 bién thé ctia gen TT'N chiém nhiéu nhit
v6i 13 bién thé. Tiép theo la cic gen SYNEI va
MYPN dugc phat hién 14n lugt c6 9 va 7 bién thé.
Cac gen NDUFV2 va SCNSA déu c6 §S bién thé.
Méi gen COX1S va SYNE2 c6 4 bién thé. Ngoai
ra, ching t6i xac dinh dugc 2 bién thé ciia méi gen
DMD, KCNEI, NEBL, RBM20 va 1 bién thé ctia
cac gen ACADVL, AKAP9Y, CAV3, DSC2, DSG2,
DSP, MYH6 va NEXN (Hinh 2). Trong d9, c6 1
bién thé méi la dot bién di hop ti c.197G>A caa
gen ACADVL.
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Hinh 2. Biéu d6 thé hién tdn s6 xudt hi¢n cia cdc bién thé 6 9 doi tugng nghién citu. O' 9 d6i tugng nghién ciiu,
xdc dinh dugc tong cong 63 bién thé xudt hién & 19 gen. S6 luiong bién thé & gen TI'N la cao nhdt vdi 13 bién the,
gen SYNEI v6i 9 bién thé, gen MYPN véi 7 bién thé. Moi gen NDUFV2 va SCNSA déu c6 S bién thé. Moi gen
COX1S va SYNE2 c6 4 bién thé. Cdc gen DMD, KCNE1, NEBL va RBM20 c¢6 2 bién thé. Cdc gen ACADVL,
AKAP9, CAV3, DSC2, DSG2, DSP, MYH6 vi NEXN ¢6 1 bién thé.

BAN LUAN

Hién nay cong nghé giai trinh tu NGS 1a céch tiép
can manh mé dé khdm pha toan dién cac dot bién di
truyén d6i véi hiangloat cdcbénhly §ngudi [9]. Trong
dé, ky thuat WES la mét ting dung ctia cong nghé
NGS nhim xédc dinh cic bién thé trén tit ca cic viing
ma hoa trong hé gen. WES ngay cang dugc stt dung
rong rai trong nghién citu cic bénh hiém ngheo, kho
chén dodn, khong phat hién r6 nguyén nhén nhu ung
thu, tim mach, than kinh, vv. [10 - 13]. Trong nghién
ctiu nay, ching t6i da st dung cic phan mém va thuét
todn tin sinh hoc dé xac dinh cic bién d6i di truyén
méi ¢6 lién quan dén cic bénh vé co tim va nhiing
bénh ly khéc anh huéng dén hé tim mach.

Déi v6i nhom 4 déi tugng nghién citu khong co
biéu hién bénh Iy co tim (nhém NH), cong nghé gidi
trinh ty NGS da xac dinh dugc 10 gen la AKAPY,
COX15, DSC2, DSG2, MYPN, NDUFV2, SCN5A,
SYNEI, SYNE2, TTN véi 23 bién thé gay bénh co tim
(Bang 1). Gen SYNEI dugc phat hién cé nhiéu bién
thé nhét v6i 8 bién thé, va gen TT'N c6 4 bién thé xuat
hién & tdt ca cic déi tugng dugc khao sét. Két qua cho
thdy phd xudt hién cac dot bién lién quan dén bénh
co tim la kha cao, tuong ting v6i nguy co tién &m mic

bénh 6 nhom d6i tugng trén, thé hién ci & 3loai bénh
ly co tim gém bénh ARVC, DCM va HCM.

O nhém 3 bénh nhan ARVC, ¢6 13 gen dugc xac
dinh bao gébm CAV3, COX1S, DMD, DSP, KCNEI,
MYH6, MYPN, NDUFV2, NEBL, RBM20, SCNSA,
SYEN2, TI'N véi 24 bién thé (Bang 1). Trong d6 gen
ITN chiém s6 lugng bién thé nhiéu nhit véi 6 bién
thé va gen SCNSA véi 3 bién thé, xudt hién & ca 3
bénh nhin. Méi gen KCNEI, NEBL, RBM20 dugc
xac dinh c6 2 bién thé va cic gen con lai c6 1 bién thé.
bangluuyla cic gen CAV3, COX15, KCNEI, MYHG,
MYPN, NDUFV2, NEBL, RBM20 thuong khong
xudt hién 6bénh Iy ARVC, diéu nay cho thdy sy triing
lap ctia nhiéu kiéu gen va kiéu hinh ¢ bénh co'tim.

Motbénh nh4n SD mangbénhly vé dama ching
t6i nghi ngd ¢6 lién quan dén bénh tim mach dugc
phat hién c6 6 gen gom COX15, MYPN, NDUFV?2,
SYNEI, SYNE2, TTN véi 12 bién thé (Bang 1).
Gen mang nhiéu bién thé nhét Ia MYPN véi S bién
thé, tiép theo la cic gen SYNE2 va gen TI'N véi 2
bién thé. Bénh nh4n nay mang s6 lugng bién thé gay
cdc bénh co tim cao nhét trong s6 4 nhom ddi tugng
nghién ctiu dugc khao sat. Két qua cho thdy bénh
nhan trén c6 nguy co cao mic bénh tim mach.
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Bénh nhén cudi cing mang hoi ching SCID
dugc xac dinh c¢6 4 gen ACADVL, COX1S, NEXN
va TI'N v6i 4 bién thé c6 kha ning giy bénh co tim
(Bang 1). Dang luu y 1a chiing t6i da tim thdy mot
dot bién méi nonsynonymous & dang di hop ti la
c.197G>A 6 gen ACADVL. Gen ACADVL ma hoa
cho enzyme acyl-CoA dehydrogenase chuéi rat dai
(ACADVL) nim trén nhiém sic thé 17p13.1 [14].
Dot bién nay xdy ra ¢ exon thit 3, trong d6 G dugc
thay thé bang A & vi tri 197 trong cDNA, dan dén
viéc thay d6i mot amino acid & vi tri 66, noi Gly(G)
thay thé cho Asp(D) trén protein ACADVL. Dét
bién nay c6 tan s6 allen 1a 0.0328 theo ExAC. Dot
bién c6 kha niang dnh huéng dén bénh tim mach va
bénh SCID [15 - 17]. P4y la nguyén nhan dan dén

16i loan chuyén hoéa acid béo, la con dudng quan

trong dé san xuit ning lugng cho tim [18].

KET LUAN

Két qua nghién ctiu di truyén ctia cong trinh nay
cho théy 16 vai tro cta cic bién thé lién quan dén cic
bénh Iy co tim, gép phéan vao viéc chdn doan phan ti
va tAm soat bénh tim mach dugc triét d€ hon. Viéc
gidi trinh ty va sang loc phéan ti 6 ngusi binh thudng
hoac bénh nhan tim mach 1 rit quan trong, giup cho
viéc xéc dinh s6m qua trinh phat trién loan nhip tim
va quan Iy 1am sang t6t hon d6i v6i bénh nhén co tim.

LOI CAM ON

* Nghién cttu nay dugc tai trg bsi Quy phat trién
khoa hoc va cong nghé Quéc gia (NAFOSTED)
trong dé tai ma s6 106-YS.01-2016.39.

ABSTRACT

Whole exome sequencing identified a novel acyl-CoA dehydrogenase very long chain (ACADVL)

gene mutation in a cardiomyopathy patient

Background: In cardiomyopathies (CMs), a heterogenous group of disorders that affects the heart
muscle, phenotypic overlap among the inherited cardiovascular diseases (CVDs) limits the ability to establish a

diagnosis based solely on clinical features.

Objectives: To provide a genetic study of pathogenic genes of cardiomyopathies.

Methods: We developed a next generation sequencing (NGS) assay to analyze a panel of 142 known

cardiomyopathy genes in 9 Vietnamese patients from Children Hospital 2.

Results: Whole exome sequencing (WES) - a technique which determines the variations of all coding

regions (exons) of the known genes - validated a total of 63 rare variants in 19 cardiomyopathy genes among
the studied Vietnamese unrelated patients. Of 63 variants identified, 27 variants were homozygous and the
other 36 ones were heterozygous. Among the 63 variants, TTN gene variants accounted the most for 13
mutations, which are known to be benign. Other groups of 9 and 7 mutations belong to SYNE1 and MYPN
genes, respectively. Ten out of 69 mutations distributed equally to NDUFV2 and SCNSA gene variants.
We detected 4 variants for each gene of COX1S and SYNE?2 genes and 2 variants for each gene of DMD,
KCNE1, NEBL and RBM20. A single variant was detected for ACADVL, AKAP9, CAV3, DSC2, DSG2,
DSP, MYH6 and NEXN genes. Especially, among them, we found a novel heterozygous nonsynonymous
mutation ¢.197G>A on the ACADVL gene.

Conclusions: These genetic results support the “pan-cardiomyopathy panel” approach, by which the
molecular diagnosis of cardiomyopathies, early identification of arrhythmia development and better clinical
management of cardiomyopathic patients are applied.
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