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Tiing Cholesterol mau gia dinh dang di hop tir két hop gen LDLR:
Chudi ca bénh, di truyén va xét nghiém sang loc phén ting

Hoang Thi Yén'™, Vi Purc Anh?, Lé Thi Yén?, Pdng Thi Ngoc Dung’

TOM TAT

Bénh ting cholesterol c6 tinh chit gia
dinh (Familial Hypercholesterolemia - FH) la
mot bénh di truyén troi nhiém sic thé thuong
dic trung boi ndng dd6 LDL-cholesterol (LDL-
C) trong mau ting cao bat thuong. Cac nghién
cuu phat hién hon 1.000 dot bién cua gen
LDLR da dugc xac dinh trén nhom bénh nhan
FH véi ty 1& mac tir 1:500 dén 1: 300. Dot
bién gdy bénh xay ra chu yéu trén cac gen:
LDLR, ApoB, PCSK9, LDLRAPI1, 80% trong
d6 phat hién dot bién gen LDLR. Hién nay
bénh FH con chua dugc quan tdm mdt cach
thuc sy, dan t6i sy cham tré trong diéu tri. Pbi
tuong va phuong phap nghién ctru: 14 thanh
vién trong gia dinh bénh nhan FH dugc phan
tich va xac dinh dot bién & exon 4, 9 gen
LDLR. Muc tiéu: xac dinh dot bién & cac
thanh vién trong gia dinh bénh nhan FH. Két
qua: 11/15 thanh vién trong pha hé gia dinh
bénh nhan mang d6t bién di hop tir trén exon 4
va exon 9 gen LDLR. B¢énh nhéan va 1 nguoi
nha phat hién, diéu tri mudén dan dén bién
chimg nhdi mau co tim. Vi vay, sang loc phan
tang cac thanh vién trong gia dinh bénh nhan
FH c6 vai tro quan trong trong viéc phat hién
sém, tu van va diéu tri di truyén, ngay ca
trong trudong hgp cac thanh vién trong pha hé
khong cé biéu hién u vang. Két luan: Pay la
co s& dé tu van va diéu tri sém cho céac thanh
vién bi dot bién gen, giam nguy co mic cac
bénh mach vanh trong tuong lai.

T khoada: exon 4, exon 9, dot bién gen

LDLR
DOUBLE HETEROZYGOUS FAMILIAL
HYPERCHOLESTEROLAEMIA: CASE
SERIES, GENETICS AND CASCADE

SCREENING OF FAMILIES
ABSTRACT
Background: Background: Familial

hypercholesterolemia (FH) is an autosomal
dominant disorder of lipoprotein metabolism
characterized by high levels of LDL-cholesterol
(LDL-C) in the blood. Studies identified more
than 1,000 mutations of the LDLR gene in FH
patients with incidence rates between 1: 500 and
1: 300. The mutation that occurs primarily in:
LDLR, apoB, PCSK9, LDLRAP1 genes, 80% of
which were detected the LDLR gene mutation.
Nowaday, FH disease has not been paid much

attention, leading to a delay in treatment.

Objectives: 1identify mutations in other

family members of the patient FH.
Subjects and Methods: 14 family members

of FH patients were gene analyzed, identified

mutations on exons 4, 9 LDLR genes.
Results: 11/15 family members carrying

heterozygous mutations on exon 4 and exon 9

of LDLR gene. Patient and 1 family member
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detected and treated late, leading to

complications of myocardial infarction.
Conclusion: Therefore, Cascade screening of
patient's family members has an important role
in early detection, genetic counseling and
treatment, In cases

even where pedigree

members do not have xanthomas and no

sang loc phan tang

increase or slight increase in blood lipids. This
is the basis for early counseling and treatment
for members with mutations, reducing the risk

of coronary artery diseases in the future.

Keyword: exon 4, exon 9, LDLR gene
mutation

I. DAT VAN BE

Tang cholesterol dong vai trd quan trong
trong viéc hinh thanh, phét trién va nut v& cia
mang xo vita, lam ting cic nguy co mic bénh tim
mach (coronary heart disease: CHD) nguyén phat
va to vong. Bénh mach vanh 1a nguyén nhan gay
tr vong hang dau trong 10 nim tré lai day [1].
Tang cholesterol trong mau c6 thé do nhiéu
nguyén nhan khac nhau: ché do6 an giau
cholesterol, it van dong, do hau qua cua 1 s6 bénh
chuyén héa. Mot nguyén nhdn v cing quan
trong 1a do d6t bién gen giy nén.

Bénh tiang cholesterol ¢6 tinh chit gia dinh
(Familial Hypercholesterolemia - FH) la mot
bénh di truyén trdi nhiém sic thé thuong dic
trung boi néng d6 LDL-cholesterol (LDL-C)
trong mau ting cao bit thudng. Mot sb nghién
ctru trén thé gidi cho thdy hon 1.000 dot bién cua
gen LDLR da dugc xac dinh & bénh nhan ting
cholesterol co tinh chit gia dinh. Ty 16 méic bénh
udc tinh trén toan thé gidi tir 1:500 dén 1: 300.
Pay 1a bénh di truyén don gen, nguyén nhan chu
yéu lién quan dén dot bién gen LDLR voi ty 1& dot
bién trén 80% [2].

Vién qudc gia vé y té va lam sang cua
Anh (NICE) di dua ra khuyén cdo vé sang loc

phén tang d6i v6i nhimg nguoi than c6 quan hé

huyét thong gan v&i bénh nhan di duoc chan
doan lam sang FH, gitip giam ty 1¢ bénh tat va
tr vong do bénh tim mach & nhiing nguo1 FH
thong qua chan doan bénh sém va quan 1y bénh
hi¢u qua [3].

Trong nghién clru nay, chung t6i mod ta
mot trudng hop dién hinh di dwoc chan doan
FH theo tiéu chuin cia Simon Broome va di
phéat hién c6 dot bién di hop tu trén exon 9 gen
LDLR. Ching toi ciing tién hanh xac dinh dot
bién gen LDLR & cac thanh vién con lai trong
gia dinh ciia bénh nhén, két qua rat c6 y nghia
trong viéc phat hién sém, tu van va dy phong
bién chimg kip thoi cho cac thanh vién trong
gia dinh mang gen bénh.

II. POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién civu:

> Bénh nhan duoc chan doan FH theo tiéu
chuén Simon Broome [3] va duoc xac dinh c6 1
loai d6t bién: c.1285G>A (p.V429M) nam trén
exon 9 cua gen LDLR.

Tién hanh xéc dinh dot bién trén 14 thanh
vién con lai trong gia dinh bénh nhan bi FH.
Céc thanh vién nay nam trong 3 thé h¢ gia dinh

bénh nhan.
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2.2. Thiét ké nghién civu:

Bénh nhan FH

(tiéu chuin Simon Broome)

. Thu thap mau tinh mach “
(4mL chong dong EDTA)

77

Tich chiét DNA

exon gen LDLR

. By

LR L A= g
dot bién trén 5 exon gen

LDIR

Phan tich cic dot hién v

Phan img PCR khugch dai §

Xiic dinh dat hién & cic
thanh vién trong gia dinh
cua henh nhiin
(tién hanh trén cic exon
c6 dot hitn)

cic dic diem Jim sang, cin
lam sang lién quan

So do nghién ciru

2.3.Phwong phap nghién ciru:

> Lay mau: 14 thanh vién trong gia dinh s&
dugc lay 4ml mau tinh mach (2ml chéng dong
bang EDTA va 2ml chong dong bang heparin).

» Thyc hién cac xét nghiém lipid mau:
cholesterol, triglycerid, HDL-C, LDL-C

> K¥ thuat tach chiét DNA; K¥ thuat PCR;
K¥ thuat giai trinh tu gen

2.4. Cong cu:

Bénh 4n nghién ctu, héa chit — VTTH,
trang thiét bi xét nghiém phuc vu cho nghién ctru

2.5. Xur Iy s6 ligu:

Két qua giai trinh tu gen thu dugc phan tich

trén phan mém Sequencing Scanner 2.0 va so
sanh v6i trinh tu cdc a.a trén gene bank bang
phin mém ApE. Phan tich xac dinh vi tri dot
bién, loai

dot bién hay SNP, két hop véi cac phan mém
du béo kha ning gy bénh ctia dot bién hay SNP.

St
thong ke.

2.6. Dao dirc trong nghién cuu:

Dé tai tuyét dbi tuan thu dao dirc trong
nghién ctru y sinh, d6i twgng tham gia nghién ctru

dung phin mém Excel dé phan tich

hoan toan ty nguyén va cé quyén roi khoi nghién
ctru khi khong dong y tiép tuc tham gia. Céc
thong tin ca nhan s€ dugc dam bao gitr bi mat.
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IIL. KET QUA
3.1. Bénh nhédn FH:

sang loc phén tang

Bénh nhan nam sinh nam 1980 vao vién véi ly do dau tlirc nguc trai

(a)

<+ Luc vao vién:

Pau nguc trai, K&t qua xét nghiém mau:
Cholesterol:14,1 mmol/L; LDL-L: 11,8 mmol/L;
HDL: 1,6 mmol/L; Triglycerid: 1,4 mmol/L.

Két qua chup mach vanh: cé ton thuong 3
than mach vanh

Pi duoc diéu tri hat huyét khdi va thude
tiéu soi huyét vao thang 8.2016. Bénh nhan thoa
min cac tiéu chuan Simon Broome [3] dugc chan
doéan 1a FH

3.2. Tién sir gia dinh

Con trai sinh nim 2006 xuit hién nhiéu u,
mang san mau vang dudi da 2 bén mong, khuyu
tay, khop gbi 2 bén. Phat hién cac tén thuong
xanthomas tir 4 thang tudi.

- B6 vo cua bénh nhan dugc chin doan

(b) (c)
Hinh 1. Hinh dnh xanthoma ngodi da tgi (a) viing moéng, (b) diu goi, (c) khuyu tay

NMCT va dat 3 stend vao thang 6.2019.

3.3. Két qua xac dinh dot bién gen LDLR

Bén cip moi dic hiéu duoc st dung dé
khuéch dai exon 3, 4, 9, 13, 14 clia gen LDLR
trén bénh nhan va con trai cia bénh nhan. Kich
thudc san pham PCR ciia exon 3 — 400 bp, exon 4
— 529 bp; exon 9 — 448 bp; exon 13,14 — 638 bp.

Két qua san phém PCR xuét hién mot vach
don dic hiéu, dam bao diéu kién cho k¥ thuat giai
trinh tu tiép theo.

Tién hanh giai trinh tu xac dinh dot bién
gen LDLR ctia bénh nhan va con trai cua bénh
nhan, két qua nhu sau:

Bénh nhan: phat hién dot bién ¢.1285 G>A
(p-V429M) nim trén exon 9 la dot bién da cong
b 1a gay bénh.
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c.1285 G>A
Hinh 2. Hinh dnh dgt bién c.1285 G>A trén exon 9 gen LDLR (méi xuéi)
- Con trai cua bénh nhan: phat hién 2 loai dot bién 1a c.664 T>C (p.C222R) nam trén exon 4 va
c.1285 G>A (p.V429M) nam trén exon 9, 1a 2 dot bién da cong bo 1a gay bénh.

i |

Binh thuong ¢.1285G ¢.1285 G>A (111.3)
Hinh 3. Hinh dnh dot bién c.1285 G>A trén exon 9 gen LDLR (méi ngwoc)

)
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Binh thuwong ¢.664T ¢.664 T>C (I11.3)
Hinh 4. Hinh dnh dot bién c.664 T>C trén exon 4 gen LDLR (moi nguwoc)
- Tién hanh phan tich x&c dinh cac loai dot bién nay trén gen LDLR & cac thanh vién con lai

trong gia dinh.
Tién hanh gidi trinh ty exon 4, 9 xac dinh dot bién & 13 thanh vién con lai trong gia dinh. Két qua
cho thdy 9/13 thanh vién con lai trong gia dinh bénh nhan FH phat hién dot bién gen LDLR véi 2 loai dot
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sang loc phén tang

bién: ¢.664 T>C di hop tir lam bién ddi acid amin Cysteine thanh Arginine tai codon 222 nam trén exon 4
va ¢.1285G>A di hop tir 1am bién ddi acid amin Valine thanh Methionine tai codon 429 (p.V429M) nim
trén exon 9 giéng nhu loai dét bién duoc tim théy trén bénh nhan va con trai ctia bénh nhan.
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Hinh 5. Pha hé cua gia dinh bénh nhin FH

Trong 15 thanh vién gia dinh, dot bién xuét
hién & 11/15 ngudi gdm:

- Dot bién trén exon 4 - p.C222R xuét
hién & bd vo (1.1) va di truyén cho vo (IL3) va
chi gai cua vg bénh nhan (II.2). V¢ bénh nhan
(IL3) truyén lai cho con trai (IIL.3) va con gai
cua bénh nhan (II1.4). Mot chau ho (II1.1) nhéan
dot bién p.C222R tir chi gai cta vg bénh nhan
(I1.2), 1 chau ho khong xuét hién dot bién.

- Dot bién trén exon 9 - p.V429M tim thay
trén bd bénh nhan (L.3) di truyén cho bénh nhan
(IL4) va em gai bénh nhan (IL.5). Bénh nhan di
truyén dot bién cho con trai (IIL3).

Hai nguoi chau ho (IIL.5 va IIL6) déu

nhan dot bién p.-V429M tr em géi bénh nhan.
Me dé cua bénh nhan (1.4) va me¢ vo cua bénh
nhan (L2) khong phat hién c6 dot bién trén
exon 4 va exon 9.

3.4. Mt 56 biéu hién lam sang va bién co
tim mach

- 11/15 thanh vién trong gia dinh c6 dot
bién: Trong d6 5 thanh vién mang dot bién di
hop to trén exon 4; ndm thanh vién mang dot
bién di hop tr trén exon 9 gen LDLR; 1 thanh
vién la con trai cua bénh nhan mang 2 dot bién
di hop tir trén exon 4 va exon 9 (di truyén tir bd
va me) v6i chi sé TC va LDL-C tang rat cao.
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Bang 1. Dic diém lam sang va xét nghiém cua cac thanh vién cé dot bien

- Exon ... | Nam U Tan NMC | Chole
STT| Ma s6 BN Pbién Giod sinh vang | HA : T S LDL
1 I.1 E4 Nam | 1955 - + + 6,6 4,7
2 1.2 E4 N 1981 - - - 5,7 3,9
3 IL.3 E4 Nix 1983 - - - 8,1 5,6
4 1.1 E4 Nam | 2005 - - - 7,6 6,0
5 111.4 E4 N 2011 - - - 10,4 8,7
6 I3 E9 Nam | 1952 - + - 7,4 6,3
7 | 11.4 (BN) E9 Nam | 1980 + + + 14,1 11,8
8 IL.5 E9 N 1982 - - - 6,4 4,8
9 1.5 E9 Nam | 2005 - - - 4,1 2,9
10 1.6 E9 N 2008 - - - 5,2 3,9
11 I11.3 E4+E9 | Nam | 2006 + - - 24,7 20,6

IV. BAN LUAN
4.1. Pt bién c.1285 G>A (p.V429M)

La dot bién trén exon 9 thay thé Guanin
thanh Adenin tai vi tri ¢.1285 lam thay ddi bo ba
ma hoa cho a.a Valine tai vi tri 429 thanh
Methionine. Pay 1a dot bién di ting dwoc phat
hién va cong bd tr két qua nghién clru cua
Ranheim T (2006). Exon 9 ma hdéa cho vung
gidng nhu EGF (yéu t§ phat trién biéu mé), khi
pH noi bao thip s& tic dong vao ving ndy va
LDLr s€ tach ra khoi phttc hop LDLr - LDL, sau
dé LDLr s€ dugc tai st dung trong mot vong tuan
hoan mdi. Valine 1a mét a.a khong phan cuc, ky
nudce khi bi thay thé boi a.a Methionine 1a mot a.a
phan cyc s€ lam thay ddi su phan cuc vé mit ciu
trac cia vung giébng nhu EGF nay. Dot bién
c.1285 G>A la mot dot bién sai nghia da duogc
khang dinh 13 gay bénh béi vi cac lipoprotein lién
két véi LDLr, dugc ndi héa nhung khong thé tai
ché, do khiém khuyét tai ché & thy thé dot bién
[4]. Néu qu4 trinh tai ché khong xay ra, tat ca cac
LDLr s€ bi tiéu thu trong vong 10 phut sau khi
tiép xtic voi LDL-C [5]. Nghién ctru ciia Ranheim
T (2006) mb ta cac dic diém kiéu hinh ctia mot s6

dot bién gen LDLR bang ca kinh hién vi va cac
xét nghiém té bao dong chay trén hé thdng mo
hinh té bao CHO va HepG2 da cho thiy, dot bién
c.1285 G>A [4]:

- Puoc xéc dinh 1a dot bién loai 5 khong phai
loai 2 (tich tu cac tin hi¢u LDLr dugc tao ra bdi
bién thé ¢.1285 G>A trong cac endosome sdm).

- Khi nhuém mién dich huynh quang véi
khang thé dic hiéu va danh gia qua céc tin hiéu té
bao cho thiy ¢.1285 G>A mi hoéa cho mét protein
chi ndm trong ndi bao.

- Céac tin hiéu LDLr truéng thanh duoc
tao boi bién thé xuit hién trong vong 1 gid,
sau d6 cudong do tin hiéu giam dan va
bién mat.

Chinh vi vdy dot bién ¢.1285 G>A duoc
khang dinh 1a dot bién gay bénh FH; dot bién nay
dugc tim thy trén bénh nhan trong nghién ctru
ctia chung t6i, bién ¢6 NMCT xuét hién sém vao
nam bénh nhan 36 tudi.

4.2. Pjt bién c.664 T>C

La dot bién trén exon 4 tai vi tri nucleotide
664 Thymin dugc thay bang Cytosin, dan dén
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lam bién d6i a.a Cysteine ¢ vi tri 222 thanh a.a
Arginine. Dot bién di duoc phat hién va cong bd
o nghién ctu cia Sozen M.M (2005) [6]. Pay la
loai d6t bién sai nghia c6 su thay thé a.a, do vay
lam anh huéng dén hoat dong cia protein va lién
quan téi viéc gin LDL-C véi LDLr. Exon 4 ma
hoa cho ving phéi tir cia LDLr lam trung gian
cho sy tuwong tac véi lipoprotein. Dot bién trén
exon 4 1a mot dot bién gip vdi ti 1 cao trong
nhiéu két qua nghién ctu [5]. Ly do cua hién
tuong nay mot phén do su troi hon cua cac trinh
tu CpG ¢ trén exon nay [7], mot ly do khéc day 1a
vi tri duy nhat md hoa cho ca doan gin ApoB va
ApoE, cac doan trong ving gin phdi tr chi ma
hoa cho doan gin ApoB, vi vy cac dot bién &
vung chia khoa nay thuong anh huong c6 hai mét
cach 16 rét dén chirc ning cua LDLr, dan t6i
nhiing ca thé mang cac dot bién nay thuong biéu
hién rdi loan lipid dién hinh, tir d6 bénh nhan dé
duoc phat hién hon va exon 4 ciing 1a exon dai
nhit trong 18 exon cta gen LDLR.

Dé du doan kha nang gy bénh dbi voi dot
bién sai nghia c6 thay dbi a.a, c6 thé st dung 3
phan mém du doan d6 1a: Chuong trinh PolyPhen
2 (Polymorphism Phenotyping version 2), phan
mém MutationTaster va phan mém SIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant), 3 phian mém nay di
duoc sir dung dé du doan kha ning giy bénh FH
cta nhiéu dot bién méi duoc phat hién trong cac
nghién ctru trén thé gidi [6].

4.3. Pha hé gia dinh bénh nhin FH

Con trai bénh nhan mang dot bién di hop tr
két hop trén exon 4 va exon 9, c6 5/11 thanh vién
gia dinh mang dot bién trén exon 9 (ho ndi); 5/11
thanh vién gia dinh mang dot bién trén exon 4 (ho
ngoai). S6 thanh vién & cac thé hé c6 mbi quan h¢
huyét théng bac 1, 2 va 3 v4i bénh nhan mang dot
bién chiém ti 1¢ cao, khang dinh FH la bénh di
truyén troi trén nhidm sic thé thuong. Két qua xét

sang loc phan tang

nghiém TC va LDL-C cua cac thanh vién trong
gia dinh hoan toan phu hop véi két qua xac dinh
dot bién gen LDLR, 10/15 thanh vién trong gia
dinh c6 dot bién di hop tir trén exon 4 hodc exon
9 vo1 murc cholesterol trung binh 1a 7,56 mmol/L
va muc LDL-C trung binh 1a 5,86 mmol/L. Tuy
nhién, cac thanh vién tham gia nghién ctu déu
chua dugc chan dodn FH tai thoi diém bt dau
tién hanh nghién ctru. Chinh vi vay bénh nhan da
xuét hién cac bién ¢ NMCT & do tudi con rat tré.

Mic du tién bo y té rat 16n, nhung bénh FH
van chua duoc chan doan sém din dén sy chim
tré trong diéu tri. Vi chan doan sém va diéu tri
kip thoi, nhitng bénh nhin nay c6 thé sdng lau
hon va c6 chit luong séng tét hon. Chan doan FH
rat quan trong khong chi dbi véi tién lugng cua
bénh nhan ma con c6 y nghia vo cung quan trong
dbi voi cac thanh vién gia dinh cung méc thé
bénh FH. Do d6, tu van di truyén va sang loc
phan ting cac thanh vién trong gia dinh ctia bénh
nhan dong mat vai tro quan trong trong viéc phat
hién va diéu tri bénh sém ké ca trong cac trudng
hop thanh vién trong pha hé khong c6 biéu hién u
vang trén 1am sang va khong tang lipid mau [6].

V.KET LUAN

Nghién ctru dd xac dinh dot bién di hop tur
exon 9 trén bénh nhan. HAu hét cac thanh vién
trong gia dinh ¢ dong ho ndi mang ddt bién di
hop tir exon 9, hau hét cac thanh vién bén dong
ho ngoai dot bién di hop tir exon 4. Con trai bénh
nhan mang di hop tir két hop exon 4 va exon 9 ¢6
murc ting cholesterol va LDL-C mau rat cao cling
v6i biéu hién xanthomas gan dién hinh trén 1am
sang. Bénh nhan va 1 thanh vién trong gia dinh
phat hién va diéu tri mudn dan dén bién ching
NMCT. Do d6, sang loc phan tang cac thanh vién
trong gia dinh ciia bénh nhan déng mot vai tro
quan trong trong viéc phat hién, tu van di truyén
va diéu tri bénh sém ké cé trong cac truong hop
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thanh vién trong pha hé khong c6 biéu hién u
vang trén lam sang va khong ting hoac tang nhe
lipid méau.
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