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PAT VAN PE

Tang san thuong than bam sinh (TSTTBS) (Congenital adrenal
hyperplasia - CAH) 1a mot nhém céc bénh di truyén 1in nhidm sic thé thuong
do thiéu maot trong cac enzym can thiét cho qua trinh tdng hop cortisol ti
cholesterol cua vo thugng than. Khoang 95% cac truong hop 1a do thiéu hut
21-hydroxylase (21-OH) dan dén thiéu cortisol kém theo (hoic khéng) thiéu
hut aldosterone va tang tiét androgen thuong than. Biéu hién 1am sang cua
bénh duoc chia ra thanh hai thé 1a thé nang (thé co dién) va thé nhe hon
(khdng co dién). Thé co dién co ty Ié mai mac la 1:10 000 + 1:16 000 tré dé
séng ddi véi hau hét cac chang toc va bao gom thé mat mudi (MM) va thé
nam hoa don thuan (NHDT) [1],[2],[3].

Nhitng tién bo cua khoa hoc di gitp chung ta hiéu biét va dat dugc
nhitng thanh tuu quan trong vé chan doan va diéu tri TSTTBS. Tur mo ta 1am
sang dau tién cua De Crecchio vé mot bénh nhan nit mac TSTTBS (1865),
tiép theo 1a cac méc quan trong bao gém diéu tri noi khoa dau tién dugc tién
hanh bai Wilkins va cong su (1950). Cac phan tich di truyén dau tién duoc
tién hanh bai Levine va cong su bang phan tich lién két HLA halotype (1978),
ti viéc xac dinh hau hét cac gen ma hoa cho cac enzym tong hop steroid vao
nhitmg nim 1980 [2],[4],[5],[6]. Phan tich di truyén gen CYP21A2 ma hda cho
21-OH 1a phuong phap chuan muc dé gop phan chan doan, diéu tri va phong
bénh. Céc tién bo vé phan tich di truyén khdng nhitng gidp cai thién kha nang
chan doan céac thé nhe nhat cua bénh ma con cho phép hiéu biét 6 hon vé
tuong quan kiéu gen - kiéu hinh trong bénh TSTTBS. Tién bo hon nira la viéc
phan tich gen CYP21A2 sir dung bénh pham 1a cac giot méau thim kho tir cac
dia cua gidy tham trong chuong trinh sang loc so sinh, nhu 14 xét nghiém

budc 2 dé tang tinh tin cay va giam ty 1é duong tinh gia. Chan doan va diéu tri



trude sinh cho cac gia dinh c6 nguy co mic thé ¢b dién caa bénh can duoc tién
hanh chu dong mang y nghia du phong. Nhitng khia canh néu trén dugc nghién
ctu rong rai ¢ nhidu nudce trén thé giGi tir hon 30 ndm nay [7],[8],[9],[10],[11].

O Viét Nam, ty 18 méi mac cia TSTTBS chua duge xac dinh do ty Ié
thap cé4c tré duoc sang loc so sinh. Nhitng bénh nhan dau tién mac TSTTBS
dugc chan doan tir diu nhitng nim 1980, va sd luong bénh nhan ting 1én 1o
rét do mdi nam c6 khoang tir 40 - 60 bénh nhan méi duoc chan doan tai Bénh
vién Nhi Trung vong. Pay ciing la mot trong cac trung tdm hién dang quan ly
s6 luogng 16n nhat cac bénh nhan mac TSTTBS trén thé gisi. Trong s6 842 bénh
nhan dugc chan doan va diéu tri trong 17 nam (1999-2016) thi thé thiéu 21-OH
chiém 98,3% (828 bénh nhan); thiéu 11p-hydroxylase chiém 1,3% (11 bénh
nhan) va thiéu 3p-hydroxysteroid dehydrogenase chiém 0,4% (3 bénh nhan) (Vi
Chi Diing va cong su).

Cac nghién ciu vé di truyén phan ti trong d6 co xac dinh cac dot bién
cua gen CYP21A2 & cac bénh nhan Viét Nam ciing dwoc bit dau tir nhiing
nam 2000, tuy nhién han ché chi ung dung k¥ thuat PCR dé sang loc mot sé
dot bién phd bién. Cac ki thuat sinh hoc phan tir tién tién da bat dau duoc
nghién ctu ung dung trong chan doan truéc sinh va sau sinh TSTTBS. Tuy
nhién chua c6 nghién ctu ndo trén sé lugng da 16n cac bénh nhan Viét Nam
méac TSTTBS dé phét hién cac dang dot bién gen va phan bé cua cac dot bién
trén gen CYP21A2, va ciing chua c6 nghién ctitu ndo vé kiéu gen va tuong
quan gitta kiéu gen - kiéu hinh cua cac bénh nhan TSTTBS véi sé lugng bénh
nhan du I6n. Hon nita, viéc phan tich dot bién gen gay bénh TSTTBS Ia can
thiét trong thuc hanh 1am sang dé: i) khang dinh chan doan va cho phép diéu
tri som, phong tranh dugc con suy thuong than cip trong cac truong hop xét
nghiém vé hormon khoéng rd rang; ii) chan doan trudc sinh va diéu tri trudc

sinh cho thai nhi gai mac bénh dé phong va lam giam nam héa gay mo ho gioi



tinh sau sinh; iii) x4c dinh nguoi 1anh mang gen, phuc vu tu van di truyén; iv) ap
dung céc liéu phap mai dé tdi wu hoa diéu tri bao gdm viéc quyét dinh liéu
luong steroid thay thé trén co s& mdi twong quan kiéu gen - kiéu hinh, do d6
gilp giam duoc hau qua uc ché tang truang do qua liu streroid.

Xuat phat tir cac 1y do trén day, nghién cau nay duoc tién hanh véi cac
muc ti€u sau day:

Muc tiéu 1: Phat hién cac dot bién cua gen CYP21A2 va mo ta ban do
dot bién gen CYP21A2 & cac bénh nhan mac ting san thuong than bam sinh
thé thiéu 21-OH.

Muc tiéu 2: Phan tich mdi twong quan giira kiéu gen va kiéu hinh cua

bénh nhan ting san thuong than bam sinh thé thiéu 21-OH.



Chuong 1
TONG QUAN

1.1. Lich sir md ta bénh ting san thweng than bam sinh

Bénh nhéan dau tién co cac triéu chung 1am sang cua TSTTBS duoc mo
ta trong y vin vao nam 1865 boi nha giai phau ngudi Y 1a Luigi de Crecchio;
ong da dé cap dén mot bénh nhan ngoai hinh nam, tir vong lic 44 tudi véi cac
biéu hién dot cip suy thuong than Addison. Két qua giai phau bénh cho thay
tuyén thuong than co kich thudc 16n, chidu dai duong vat 1a 10 cm, tat I3 tiéu
thap do 1, khdng c6 tinh hoan, hai budng tring binh thuong, ¢ voi trang, c6
tr cung va am dao [1],[2],[3]. Ké tir khi ca bénh dau tién nay duoc cong bd
cho dén nay c6 hon 5 thé bénh TSTTBS dugc mé ta, trong d6 thé thiéu 21-
OH 1a phé bién nhat. Cudc song caa cac bénh nhan miac TSTTBS da dugc cai
thién rd rét ké tir khi hydrocortisone duoc str dung trong diéu tri mot cach co
hiéu qua vao nhitng nam 1950 [4]. Nhirng nam sau d6 cua cung thap ky thi
viéc diéu trj thay thé bang mineralocorticoid ciing dugc ap dung va tiép tuc
cai thién két qua diéu tri [5]. Viéc 1am sang to co sé phan tir cua bénh ly di
truyén don gen nay vao nhimng nam 1980 va 1990, ciing nhu phat trién cac ki
thuat va quy trinh xac dinh cac dot bién gay bénh da 1a cong cu trong chan
doan ciing nhu gitp hiéu biét vé sinh 1y bénh hoc cua bénh. Cac phan tich di
truyén cua bénh dugc tién hanh lan dau vao nhitng nam 1980 va dwa trén co
s vé mat lién két cac gen HLA [6]. Trong nhitng nam 1990 thi viéc xac dinh
nhanh kiéu gen cta bénh ddi véi cac dot bién phé bién va giai trinh tu toan bo
gen CYP21A2 da duoc nghién ciu rong réi [7],[8]. Viéc chan doan bénh di tix
mo ta, thim kham 1am sang dén xét nghiém cac dau an sinh hoc va phan tich
phan tir. Nhu vay, trai qua hon 60 nam, dén nay khoa hoc da c6 nhimng budc
tién noi bat vé hiéu biét TSTTBS, dic biét vé di truyén, sinh ly bénh, 1am

sang, diéu tri va phong bénh.



1.2. Pinh nghia, co s& hda sinh, sinh ly bénh hoc cia ting san thwong
than bam sinh thiéu 21-OH
1.2.1. Dinh nghia TSTTBS va cac enzym tham gia téng hep cortisol

Tang san thuong than bam sinh (TSTTBS) (congenital adrenal
hyperplasia - CAH) bao gdm mot nhém cac bénh di truyén lan nhidém sac thé
thuong, do khiém khuyét mot phan hoic hoan toan cua mot trong sé céc
enzym tham gia téng hop cortisol tir cholesterol ¢ tuyén thuong than. Kiéu
hinh 1am sang va hoa sinh phu thudc vao khiém khuyét enzym dac hiéu va
giam hoat d6 cia enzym dac higu.

Céc enzym sau day tham gia tong hop cortisol vo thuong than: P450scc
(CYP11A1), P450cl17 (CYP17Al1), P450c21 (CYP21A2), P450cll
(CYP11B1), 3BHSD (HSD3B2). Ngoai ra ngay ¢ budc dau tién cua tong hop
steroid thuong than, cholesterol di vao trong ty thé 1a nho mot protein van
chuyén tén 1a StAR (steroidogenic acute regulatory protein) (STAR). Hon nita,
dot bién bat hoat gen POR ma hda enzym cho dién tir P450 oxidoreductase
cling gy ra cac biéu hién cia TSTTBS véi cac triéu ching két hop caa thiéu
P450c17 va P450c21 (hinh 1.1 va bang 1.1) [3],[9],[10],[11]. Thiéu hut 21-
OH (CYP21A2) va 11B-hydroxylase (CYP11B1) chi gay tén thuong tong hop
steroid thuong than, trong khi thiéu 17a-hydroxylase (CYP17A1) va 3p-
hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (HSD3B2) ciing giy ton thuong tong
hop steroid & tuyén sinh duc.

1.2.2. Co so hba sinh cia TSTTBS

Cytochrome P450 la thuat ngt chung chi mot nhom cac enzym oxy
hoa, tat ca cac enzym nhém nay déu co khoang 500 axit amin va c6 mot
nhom HEME don doc. Cac enzym nay duoc goi 1a P450 (pigment 450) vi tat
ca déu hap thy anh sang & budc séng 450 nm. Hé gen ngudi bao gom 57

enzym thudéc nhém cytochrome P450. Mot vai hé thong danh phap qudc té da



dugc dé xuat cho cac gen va cac enzym nhdm nay trong céc thap ky qua. Hién
nay, cac gen c6 thuat ngir chinh thuc 1a cac gen CYP va c6 mot hé théng danh
phap hop ly cho cac enzym va cdc gen nay da dugc md ta
(http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html); cac protein dugc ma hoda
boi céc gen c6 thé co cung tén nhung khong viét nghiéng [10].

Sinh téng hop steroid duoc bat dau véi nguyén liéu 1a cholesterol
khong ester hda, mot phan tir gdm 27 carbon c¢d ngudn gdc tir lipoprotein
phan tir thap (low-density lipoprotein: LDL) luu hanh trong tuan hoan [12].
Cholesterol duoc van chuyén tir bao tuong vao mang trong cua ty thé thong
qua protein phosphor (steroidogenic acute regulatory protein - StAR) [13].
Enzym tach nhanh bén P450 (CYP450scc) co tén gen la CYP11Al xuc tac
chuyén cholesterol thanh steroid trung gian la pregnenolone biang cach
hydroxyl héa carbon 20 va 22 sau d6 tach lién két giita hai carbon hydroxyl
hoa nay [14]. Pregnenolone vi khdng phai 14 co chét trong ty thé nén di ra
luGi ndi bao va tai day dugc chuyén thanh céc steroid dac hiéu phu thudc vao
enzym va cac yéu té dong van dic hiéu. Tuyén thuong than cd vai trd thiét
yéu cho sy song s& san xuét ra cac steroid tai phan vo. Vé miat cau tric mo
hoc thi vo thuong than duoc chia thanh 3 I6p riéng biét: mdi 1op nay lai so
hitu hoic bi thiéu nhitng enzym can thiét dé tong hop steroid dac hiéu: l6p cau
ngoai cung khi bi thiéu 17a-hydroxylase thi chuyén pregnenolone sang huéng
san xuit mineralocorticoid 21 carbon 1a aldosterone. Sy c6 mat cua 17a-
hydroxylase & 16p bo (16p gitra) s& cho phép san xuét ra cortisol (bao gom 21
carbon); hoat do cua 17,20-lyase & 16p ludi cho phép san xuat steroid 19
carbon la dehydroepiandrosterone (DHEA) va testosterone (T) (hinh 1.1)
[11]. San xuat steroid thugng than bi kich thich boi hormon thuy trude tuyén
yén la adrenocorticotroph hormon (ACTH). Hormon giai phdng hormon

hudng vo thugng than (corticotropin releasing hormone - CRH) duoc san xuat



boi ving dudi dbi diéu khién hoat dong cua thuy trude tuyén yén tiét ACTH
theo nhip [15].
1.2.3. Sinh Iy benh ciia TSTTBS do thiéu 21-OH

Khi thiéu hut enzym dic hiéu tong hop cortisol thi ndong d6 thip cua
cortisol kich thich san xuat qud mic CRH ¢ ving dudi doi va ACTH cua
tuyén yén, va kich thich lién tuc tuyén thuong than gy ting sinh cua mod
tuyén. Tuy thudc vao enzym nao bi thiéu hut ma viéc tong hop cac hormon
steroid bi ton thuong khac nhau. Hon 95% céc bénh nhan TSTTBS la do thiéu
steroid 21-hydroxylase (21-OH, OMIM +201910). Steroid 21-hydroxylase
con cé tén P450c21 la mot enzym cytochrome P450 cé mat ¢ ludi noi bao.
21-OH xlc tac chuyén 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) thanh 11-
deoxycortisol, mot tién chat caa cortisol, va chuyén progesterone thanh
deoxycorticosterone, mot tién chat cua aldosterone (hinh 1.1 va 1.2). O vo
thugng than, enzym nay hydroxyl hda steroid & vi tri 21. Thiéu hut 21-OH
gay thiéu hut tong hop cortisol va thém vao 1a thiéu hut mineralocorticoids &
cac bénh nhan mac thé nang. Céc tién chat steroid ngay phia trudc vi tri
enzym bi thiéu hut (progesterone va 17-OHP) bj tich tu va chuyén huéng sang
tong hop androgen cua thuong than, dan dén san xuat qua mac androgen
thuong than (hinh 1.1) [11],[16],[17],[18].



Cholesterol
P450scc
+ StAR
3 P450c21 P450c11AS
Pregnenolone —— Progesterone —— 11-Deoxycorticosterone —— Aldosterone
P450c17 P450c17
3BHSD P450c21 P450c11p
170H-Preg —— 170H-Progesterone 11-Deoxycortisol Cortisol
(170HP)
P450c17+ b,
3BHSD
DHEA SO0 Androstenedione
17BHSD : 17BHSD
.
R2
Androstenediol PRS0 Testosterone -ﬁ——. DHT
Cholesterol
P450scc
+ StAR
Pregnenolone
P450c17
38HSD P Reductive
Sa-Pregnan- 3gHSD 170H-
170H-Preg 170HP 17a-01-3,20-dione —* Allopregnanolone
P450c17+ bg P450c17+ by P450c17
3HSD
DHEA SpHSD Androstenedione Androsterone
178HSD 178HSD 178HSD
Oxidative
3BHSD 5aR 3aHSD

2
Androstenediol ——— Testosterone ——— DHT

Androstanediol
Hinh 1.1. A) Téng hop steroid thwong than & thai nhi binh thwong.
B) Tong hop steroid trong truwdong hep thiéu 21-OH

A) 21-OH thuong than, P450c21, 1a enzym thiét yéu cho ca hai con
duong tong hop aldosterone va cortisol. Tuyén thugng than c6 thé tong hop
mot lugng nho testosterone dudi tac dung caa 173-HSD.

B) trong trudong hop thiéu hoat d6 21-OH cua P450c21 thi c6 ba con
duong din dén tong hop androgen: i/ con duong tir cholesterol dén DHEA



van con hoat dong, ting san xuit DHEA s& dan dén mot luong DHEA bi
chuyén thanh testosterone va dihydrotestosterone (DHT). ii/ lwong lén 17-
OHP dugc san xuét & thuong than bénh nhan TSTTBS sé& cho phép mét luong
17-OHP chuyén thanh androstenedione va sau d6 thanh testosterone. iii/ con
duong phu thuoc vao 5o va 3a reduction cua 17-OHP thanh 170H-
allopregnanolone. Steroid nay d& dang duoc chuyén thanh androstanediol, ma
sau d6 c6 thé bi oxy hda thanh DHT béi enzym 30-HSD [11].

17-OH Progesterone 11-Deoxycortisol

Hinh 1.2. Cac phan wng xdc tac béi P45021A2 (21-hydroxylase) [19]
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Bang 1.1. Cac thé bénh TSTTBS va thiéu hut téng hep cortisol do thiéu
enzym vé thweng than [3]

Ty 18 méi mic

Triéu chirng

Enzym thiéu hut | Gen/ NST o N DAu 4n sinh hoc
va chiing tgc lam sang
21-hydroxylase | CYP21A2/ | Co dién 1:16 000 | Suy thuong than ¢ thé | 170HP; AD; T
(P450c21) 6p21.3 | Khongcd dién< | cb dién, nam hoa & cac
1:1000 mure do khac nhau
Gap nhiéu hon &
Ashkenazi Jews,
va Yupik
Eskimos
11B-hydroxylase | CYP11B1/ | 1:100 000 & Tang huyét 4p ¢ hau | DOC,
(P450c11p) 8024.3 | chung toc da hét cac bénh nhan; ha | 11-deoxycortisol,
trang; 1:7000 & | kali mé&u; nam hoa AD, T
Moroccan Jews
3p- HSD3B2/ | Hiém Mat nudc, ha natri | Pregnenolone,
hydroxysteroid 1p13.1 mau va tang kali mau. | 170H-
dehydrogenase 46,XX: nam héa pregnenolone,
type 2 46,XY: nam hoakém | DHEA, DHEAS
17-hydroxylase/ | CYP17A1/ | 1:50 000 toan thé | Cao huyét ap, ha kali | Progesterone,
17,20-lyase 10g21- | gidi, pho bién mau, thiéu niang sinh | DOC,
(P450c17) g22 hon ¢ Bra-xinva | duc 46,XX; 46,XY: | corticosterone;
chau A nam hoa kém, tinh | LH vaFSH
hoan trong 6 bung
Steroidogenic STAR/ | Hiém,phobién | Suy thuong than, | Giam tat ca cac
acute regulatory 8p11.2 | hon & Nhat Ban, | thuong than phi dai, | steroid
protein (StAR) Palestine, thuong than bi tham
Han Quéc nhiém lipid, ca hai
gigi c6 bo phan sinh
duc ngoai gidng ni
Cholesterol side- | CYP11A1/ | Hiém Suy thuong than, c6 Giam tat ca cac
chain cleavage 15023- thé khdng co tuyén steroid
enzym (P450scc) q24 thuong than
Thiéu P450- POR/ | Hiém, Giam thé tich tuan | Mirc d¢ cao khac
oxidoreductase 7q11.2 | phd bién hon ¢ | hoan, di tit xuong | nhau, thiéu hut

(POR)

Nhat va

(Antley-Bixler); nam

moét phan nhiéu
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y Ty 1é méi mic Trigu ching oA
Enzym thieu hut | Gen/ NST R N Dau an sinh hoc
va chuang tgc lam sang
Han Quéc hoa & me. steroid

46,XX: nam hoéa nhe
dén trung binh.
46,XY: nam hda kém

DOC, 11-deoxycorticosterone; AD, androstenedione; T, testosterone; DHEA,
dehydroepiandrosterone; DHEAS, DHEA sulfate; LH, luteinizing hormone; FSH, follicle
stimulating hormone.

Vé mit bao thai hoc, ¢ thai nhi géi binh thuong vé kiéu gen s& khong
c6 hormon khang thé Muller (anti-Mullerian hormon - AMH), va cau tric
Muller binh thuong sé biét hoa thanh voi tring, tir cung, co ta cung, 2/3 trén
ciia am dao. O thai nhi gai binh thuong ciing khong c6 mo tinh hoan va
androgen nén cau tric Wolffian s& thodi trién va cac buong tring sé o vi tri
tiéu khung. Trong truong hop thiéu 21-OH thi thai nhi c6 kiéu gen 1a géi ciing
khdng ¢ hormon khang thé Muller nén su phat trién caa cu tric Muller van
binh thuong va budng tring van ¢ & vi tri tiéu khung. Testosterone cé thé
tang 1én nhung khong phai c6 nguon gbc tir té bao Leydig cua tinh hoan ma tir
ngudn androgen cua thuong than. Su tich tu cac tién chat steroid phia trudc
enzym bi thiéu hut (21-OH) s& chuyén huéng sang con duong tong hop
testosterone (hinh 1.1) [11]. Mic d6 rdi loan chirc niang enzym s& quy dinh
murc d6 chuyén hudng tong hop nay. Su phat trién cua bo phan sinh duc ngoai
nhay cam véi androgene, do vay ndng d6 cao cua testosterone trong tuan hoan
s& dan dén nam hoéa bo phan sinh duc ngoai & bao thai gai ¢ cac muc do khac
nhau tir I d&én V nhu phan loai cia Prader (phy luc 2) [17].

1.3. Kiéu hinh 1am sang va ty 1é méi méc cia TSTTBS do thiéu 21-OH
1.3.1. Kiéu hinh 1am sang cia TSTTBS do thiéu 21-OH
Muc d6 nang cuaa cac triéu chang 1am sang khac nhau va phu thuoc vao

hoat d6 21-OH con lai. Mac du ranh gigi khac nhau vé biéu hién kiéu hinh doi
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khi kh6 phan biét nhung kiéu hinh 1am sang duoc chia ra thanh thé cé dién
hay thé ning va thé khdng cé dién hay thé nhe cua bénh. Thé c6 dién lai duoc
chia ra thanh thé c6 dién mat mudi (MM) (salt wasting - SW) va nam hoa don
thuan (NHDT) (simple virilizing - SV) phan &nh muac d6 thiéu hut
aldosterone. Thé c6 dién MM chiém 75% cac ca mac thé co dién [16],[17].
Thiéu hut hoan toan hoat &6 enzym gay nguy hiém dén tinh mang va ttr vong
do mat nuéc, ha natri mau (thé MM), va céc tré gai mac thé ning thiéu 21-OH
c6 biéu hién nam hoa bd phan sinh duc ngoai tir thoi Ky bao thai va dugc phét
hién sau sinh, day 1a hau qua cua tiép xdc véi nong do androgene cao tir trong
tr cung. Py ciing 1a nguyén nhan phd bién nhat ctia mo hd gidi tinh & tré so
sinh. C4c triéu chimg dic trung bao gom: am vat phi dai, hai mdi 16n dinh lién
véi nhau va c6 nép nhin, niéu dao va am dao riéng ré nhung do vao xoang
niéu duc chung, co quan sinh duc bén trong caa nit binh thuong bao gom tir
cung, voi tring, budng trang; khong co cau tric caa dng Wolff. Tré trai mac
thé c6 dién khong c6 triéu ching khi sinh ngoai trir xam da kin déo va duong
vat cd thé co kich thuéc 16n hon. Do vay, tudi chan doan & tré trai thé cb dién
MM khac nhau tiy theo mic dd niang cua thiéu hut aldosterone. CAc tré trai
méc thé c6 dién MM thudng xuat hién triéu ching tir 7 - 14 ngay sau sinh véi
cac biéu hién ndn, sut can, li bi, mat nudc, ha natri, ting kali huyét thanh va
c6 thé c6 sbc. Cac tré gai mac thé co dien MM néu khéng duge diéu tri som
sau sinh cd thé xuat hién cac triéu chung suy thuong than cap, mat mudi trong
giai doan so sinh. Tuy nhién, mo ho giéi tinh phét hién khi sinh 1a ly do gitp
chan doan va diéu tri sém hon. C4c tré trai mac thé c6 dién NHDT (khdng
mat mudi) ¢ céc triéu chirng nam hoa, day thi sém ngoai bién ¢ tudi tir 2 dén
4 tu6i. Nhu vay, cac thé nhe hon biéu hién véi mic do khac nhau cua ting
androgen sau ndm dau sau sinh [16],[17],[18].

O thé khdng cb dién, cortisol va aldosterone duoC san xuat bai vo
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thuong than giup ngin ngira dugc cac biéu hién 1am sang can phai diéu tri
bang liéu phap thay thé glucocorticoid hoic mineralocorticoid. Cho di khéng
can diéu tri dé duy tri sy séng nhung san xuat cortisol cua tuyén thuong than
cling khong du dé ¢c ché thoa dang viéc san xuat qua mac ACTH, cac tién
chat steroid s& chuyén sang tong hop androgen va gay tiang androgen trong
méu. Tai thoi diém méi sinh, cac bénh nhan méc thé khdng c6 dién c6 bo
phan sinh duc ngoai binh thudng va ¢ nong do 17-OHP ¢ diéu kién co ban
trong gidi han binh thuong. Céc triéu chang cua thé khong co dién ¢ tré em
c6 thé bao gom: 16ng mu sém [20], cac biéu hién cia tang androgen, tring c4,
tang chiéu cao nhanh va/hoic tudi xuwong phat trién som. Tang trudng chiéu
cao ¢ thé két thiic sém gay hau qua chiéu cao cudi cung thap. Céc triéu
ching muon hon bao géom: ram 16ng (60-78%), roi loan kinh nguyét (55%),
triing ca (33%) va vo sinh (12%) [21]. Céc triéu ching nay la hau qua cua
tang androgen & tuan hoan. C&c triéu chimg kin dao ¢ bénh nhan nam tham
chi khéng c6 triéu chitng hozc chi c6 nhiéu triing cé va/hoic khé khin vé sinh
san [22],[23],[24],[25].

Tiéu chuan dé phan loai kiéu hinh dua trén cac triéu chung 1am sang va
xét nghiém hormon: nam hoa b phan sinh duc ngoai ¢ tré gai dugc danh gia
theo c4c mirc do cua Prader dé chan doan thé c6 dién (bao gom ca & thé MM
hoic NHDT); ¢ thé c6 dién MM (hoat d6 21-OH con < 2%) bénh nhan c6 cac
biéu hién syt can hoic cham ting can sau dé, ndn, dau hiéu mat nuéc tham chi
séc giam thé tich; cling véi khuyén céo caa Pang va Clark (1993) trong mot
nghién cau hop tac quéc té thi xép cac bénh nhan vao thé MM khi Na* huyét
thanh < 130 mmol/I hoac 130-135 mmol/l két hop véi K* > 5,5 mmol/l [26],
hoac bat ky khi nao xét nghiém thay hoat do renin huyét thanh ting bat
thuong. Thé NHDT (hoat d6 enzym tang khoang 1 - 2% so véi thé co dién
MM) bao gom day thi sém gia va ting phat trién chiéu cao, tudi xwong. Thé
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khong ¢ dién (hoat do enzym con 20-50%) duoc dinh nghia & tré gai khong
cd nam héda bo phan sinh duc ngoai Itc sinh hoac nam héa & muc d6 nhe, ¢ ca
hai gidi c6 16ng mu va léng nach som (bang 1.2). Nong do 17-OHP & diéu
kién co s& va sau kich thich ACTH Ia mét tiéu chuan bd xung cho chan doan
[11],[16],[17]. 17-OHP duoc st dung nhu ddu an sinh hoc dé chan doan va
theo doi diéu tri TSTTBS thiéu 21-OH, va dugc phan tich bang ky thuat mién
dich phong xa lan dau giita nhitng nam 1986 va 1990, va tir nhitng nam 1991
vé sau thi bang ky thuat mién dich huynh quang (Delfia; Wallac Oy
Corporation, Turku, Finland) [27].
Bang 1.2. Biéu hién 1am sang cia bénh nhan TSTTBS thiéu 21-OH [28]

L Thé bénh thiéu 21-OH
Bieu hién Iam sang

Thé co dién Thé khong co dién
Nam hoa trudc sinh Biéu hién ¢ tré gai Khong c6
Nam hoéa sau sinh Ca tré gai va tré trai Murc d6 khéac nhau
Mat muoi 75% cac ca Khong
Thiéu cortisol 100% cé4c ca Hiém

1.3.2. Ty & méi mac cua thiéu 21-OH

Dit liéu tir mot s6 chwong trinh sang loc so sinh cho thay TSTTBS do
thiéu 21-OH 1a mot trong nhiing bénh di truyén don gen pho bién. Tur két qua
sang loc so sinh cho khoang 6,5 triéu so sinh ¢ 13 nudc khac nhau (My, Phép,
Y, Niu Di-Lan, Nhat Ban, Anh, Bra-xin, Thuy si, Thuy Pién, Dtc, B6 Dao
Nha, Ca-na-da, Tay Ban Nha) cho thay ty ¢ mai mac 1a 1:15000 tré dé song
di vai thé cd dién [17],[26],[29],[30]. Do vay, ty Ié nguoi lanh mang gen caa
thé co dién wdc tinh khoang 1:60. Ty 1&6 mai mac tly thudc vao ching toc va
vung dia ly. Ty 16 mgi mic cia thé nhe hon hay thé khong c6 dién thi phd
bién hon nhiéu (khoang 1:500 - 1:1000 & c4c chung toc khac nhau), mot
nghién ctu & cong ddong New York cho thay thé khong c6 dién cua TSTTBS
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phd bién hon & mot sé chung toc nhu ngudi gbec Do Théi ¢6 ngudn gbc Pong
Au, nguoi goc La Tinh va gbc Nam Tu (1,0 - 3,7%) [31].

1.4. Co s& di truyén phan tir caa bénh TSTTBS do thiéu 21-OH

1.4.1. Gen CYP21A2 va céu triic RCCX (RP-C4-CYP21-TNX)

Thiéu hut 21-OH gay nén boi cac dot bién caa gen CYP21A2 (trudc kia
dugc goi la gen CYP21 hoiac CYP21B, GenelD 1589, GenBank
NC_000006.10), gen nay nim ¢ ving HLA class 1l phic hop hod hop mé
cha yéu (major histocompatibility: MHC) hay phuc hop khang nguyén bach
cau ngudi trén nhanh ngin nhiém sic thé 6 (6p21.3), clng Vi gia gen
CYP21A1P (trudc kia goi 1a CYP21P hozc CYP21A) ma c6 sy giong nhau 16n
so véi gen chirc niang. Hai gen nay cach nhau khoang 30 kb va déu c6 10
exon, co kich thuéc 3,4 kb va giéng nhau vé trinh tu dén 98% ¢ cac exon va
khoang 96% ¢ cac intron. CYP21A1P Ia gen khdng hoat déng vi mang mét sb
dot bién gay mat chirc ning cua gen. Pon vi C4/CYP21 nam xen k& vai gen
RP (serine threonine nuclear protein kinase) ¢ phia telomer va gen TNX phia
centromere, tao nén module RCCX (RP-C4-CYP21-TNX). RP1 méa hoa cho
protein nhan twong ty nhu chudi xoan DNA hién chua rd chirc nang va co tén
la serine-threonine kinase 19 (STK19), RP2 Ia dang cat ngan va khéng co6
chic nang nhu RP1, TNXB ma hoa cho protein dém & ngoai bao co tén la
tenascin X, gen ndy nam canh vai gen CYP21A2, con gen TNXA 14 ban sao bi
cit cut cia TNXB va nam canh CYP21A1P & phia d6i dién. Hau hét haplotype
c6 dang bimodular bao gém hai b ciia bon gen duoc sap xép nhu sau: RP1 -
C4A - CYP21A1P - TNXA - RP2 - C4B - CYP21A2 - TNXB (hinh 1.3)
[9],[16],[17],[32]. Tuy nhién, s6 luong module ciing c6 thé thay ddi tir 1 dén 4.
Khoang 70% & chung toc da trang c6 s6 module 1a 2 [33] va bao gom mot
module chtra gen CYP21A2 va module khac chira gen CYP21A1P. CAu tric
dang 3 module chiém 14% céc nhidm sic thé [34] va hau hét cac truong hop
mang 2 ban sao cia CYP21A1P va 1 ban sao cua CYP21A2, nhung 2 ban sao
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cia CYP21A2 va 1 ban sao cua CYP21Al1P ciing di duoc mo ta. Dang
haplotype cta don vi RCCX ¢6 sb luong 16n hon mot gen CYP21A2 (trén 1
nhigm sic thé) duoc ghi nhan ¢ cac chung toc khac nhau nhu ching toc da
tring Tuy-ni-di 12,5% (trong s 272 nhidm sic thé); Tay Ban Nha 7% (trong
s6 288 nhidm sic thé); Thuy Dién < 2% (trong s6 186 nhiém sic thé); Ao
13,2% (trong sb 38 nhiém sac thé); Ha Lan 1% (trong sé 286 nhiém sac thé);
Trung Quéc 2,5% (trong sé 200 nhiém sic thé) [35],[36],[37],[38].[39].

Theo trinh ty cia ving RCCX tir ngudn cia ngan hang gen (GeneBank)
(AF019413 va AL049547) thi chiéu dai trinh tu cua bimodule 1a khoang 120
kb [35]. Gen CYP21A2 mé hda cho protein gom 494 acid amin ¢ trong luong
phan tir 1a 55 Kilo Dalton (kDa) [40].

RCCX bimodule RCCXmodule (long) RCCX module (short)

Centromere

‘ - I
4 THXA TNXB
L |

L |

cveair2 g1 e s oo 7 {3 fo{ o -

Hinh 1.3. Ving nhiém sic thé 6p21.3 bao gém gen CYP21A2 ciia cau tric
RCCX module [32]
1.4.2. Lich s nghién ciru vé di truyén phan ti cia bgnh TSTTBS trén thé

gioi

Nam 1986, White va cong su da tién hanh nghién ctu cloning va biéu
hién gen va nhan thay cDNA tuong tng véi 21-OH dai 2 kb, protein la san
pham cua gen dugc wdc tinh ¢ 494 acid amin véi trong luong phan tir 55 000
Dalton. Enzym nay c6 tinh dong nhit cao (28%) so véi cac enzym
cytochrome P450 khac da dugc nghién cuu [40]. Cling nam 1986, Higachi va
cong su di nghién ctru cau tric cta gen va chi ra rang gen ma héa cho 21-OH
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bao gom 10 exon, trong khi d6 cac gen ma hoa cho cac enzym P450 khac c6
7, 8 hoic 9 exon. Gen bat hoat A c6 dot bién 8 bp (base pair) & vi tri md hoa
110 va 112 géy nén léch khung dich ma va ngung phién ma tai vi tri 130. Hai
gen P450C21 c6 9 intron va c6 chiéu dai khoang 3,4 kb [41].

Cac nghién ciru vé mapping cua gen trong d6 c6 nghién ctu caa Carrol
va cong su di xac dinh hai gen 21-OH nam canh céc gen C4A va C4B: 5-
prime--C4A--2-OHA--C4B--21-OHB--3-prime [42]. White va cong su (1985)
d3 bao cdo bang ching vé sy ton tai cua 2 gen ma hoéa cho steroid 21-OH &
vung caa gen C4, trong phac hop cac gen MHC class 1ll. Gen 21-OH B va
viing tiép gidp gen C4B bi mat doan trén nhidm sic thé mang HLA-BwWA47 va
allele gay thé mat mudi do thiéu 21-OH. Nguoc lai, nhiém sic thé mang
haplotype HLA-A1; B8; DR3 thi khéng két hop voi thiéu 21-OH va két luan
cuia White va cong su (1985) dya trén phan tich enzym gigi han va co thé c6
mat doan cua cac gen C4A va 210H A [43]. biéu nay goi y gen A khdng c6
chtrc nang. Higashi va cong su (1986) ciing goi ¥ rang ¢ cau tric dic biét
cua hé gen khién gen chirc niang tré nén dot bién 1a do hoan vi gen hoic xda
doan gen bai tai t6 hop ddng nhat va trao doi chéo khong can xang [41].

Cac nghién cau vé di truyén phan t bao gém nghién cau cua
Rodrigues va cong su (1987) di khang dinh rang gen 21-OH A a gia gen do
c6 3 dot bién & exon. So sanh vai cac cong bd vé trinh tu gen va da xac dinh
rang gen 21-OH B la dang da hinh. Céc tac gia ciing goi y 12 4 thé 1am sang
riéng biét cua thiéu 21-OH 1a thé NHDT, MM, xuat hién mudn va thé kin dao
rat co thé 1a hau qua caa cac dot bién allele khéac nhau cua gen 21-OH B [44].

Str dung ‘multiple restriction enzymes’ dé phan tich gen ma hoa cho
21-OH & 10 gia dinh, va mdi gia dinh c6 tir 2 ngudi bi bénh tré 18n, Matteson
va cong su (1987) da két luan rang: x6a doan 1a dot bién thuong gap & bénh
nhan TSTTBS va c6 thé do hién tuong hoan vi gen, hién tuong trao doi chéo

khong can hon la cac x6a doan don thuan [45]. Harada va cong su (1987) da
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st dung phan tich Southern blot DNA hé gen str dung dau dd DNA cua 21-
OH va da phat hién vang mit ciia doan giéi han tuong ung véi 21-OH. Cac
tac gia ciing chirng minh rang su vang mat nay khéng phai do xéa doan gen
ma do sy hoan vi ctia gen chirc nang va gia gen [46]. Olney va cong su (2002)
da phat trién ky thuat “real-time quantitative PCR” dé phét hién x6a doan cua
CYP21A2. K¥ thuat nay cho phép phét hién x6a doan gen di hop tir véi sai s6
alpha < 5% va véi mot luc > 95%. Khi so sanh vai ki thuat “allele-specific
PCR” dé phan tich 9 dot bién pho bién thi ¢d thé hoan thanh trong 2 gio dbi
véi mau mau [47]. Turkel va cong sy (2003) da tién hanh k¥ thuat “allele-
specific PCR” cho 8 ddt bién phé bién nhat da duoc bao cdo 1a cac dot bién
diém cua CYP21 ¢ 31 gia dinh c6 it nhat mot nguoi thiéu 21-OH. Ty 1é cac
allele dot bién pho bién nhat bao gom 12g (22%); p.1172N (11,4%); p.R356W
(9,6%) va p.Q318X (8%) [48]. Kharrat va cong su (2004) sir dung ky thuat
cat enzym giéi han va giai trinh tu gen CYP21A2 cho 51 bénh nhan thé co
dién cua thiéu 21-OH va phét hién duoc dot bién & 94% cac nhiém sic thé
phan tich va nhan thiy dot bién phd bién nhat 1a p.Q318X; xéa doan 16n
(35,3%); 12g (17,6%) va p.1172N (10,8%). Bbn dot bién méi phat hién duoc
& 4 bénh nhan thé MM [49].

C&c nghién ciru vé ngudn géc ciia cac dot bién bao gom:

Mornet va cong su (1991) uéc tinh rang hoan vi gen bao gom cac doan
nho DNA chiém 74% cac bénh nhan thiéu 21-OH. Xda doan hoan toan cta
gen chiém khoang 20% cé4c bénh nhan cua thé co dién. Xoa doan hoan toan
cia CYP21A2 két hop vai thé MM gidng nhu mat 8 bp trén exon 3. Dot bién
p.V281L trén exon 7 két hop vai thé xuat hien muon [50]. Ghanem va cong
su (1990) két luan rang khoang 70% cac dot bién ¢ gen CYP21A2 gay bénh
thé c6 dién va khong cd dién 1a cac dot bién diém [51]. Do ving gen nay co

s6 lugng cac don vi lap lai cia C4/21-OH nén khac nhau vé chiéu dai giira
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cac halotype. Nhitng halotype mang mot don vi C4/21-OH véi mot gen
CYP21A1P thi mac thé ning cua thiéu 21-OH. Haglund-Stengler va cong su
(1991) phat hién su két hop gitta 3 don vi lip lai cua C4/21-OH va thé nhe
cua thiéu 21-OH [52].

Tajima va cong su (1993) két luan rang khoang 90% cac dot bién & bénh
nhan thiéu 21-OH 1a do cac dot bién tir gia gen hodc do xdéa doan va chi
khoang 10% 1a do cac dot bién khong ton tai trén gia gen [53].

Araujo va cong su (2007) nghién ctru ving promoter/diéu hoa cia gen
CYP21A2 & 17 bénh nhan chua c6 kiéu gen mac thé khong co dién cua thiéu
21-OH va 50 truong hop dbi chimg. Cac dot bién ving promoter dugc phét
hién va di hop tir kép véi dot bién p.V281L & mot bénh nhan va véi dot bién
12g ¢ bénh nhan khac. Céc tac gia da két luan rang cac hoan vi nho cua gen
gitra promoter cua CYP21A2 va CYP21A1P c6 thé gy ra thé khong co dién
va phan tich promoter cia CYP21A2 nén dugc tién hanh trong nghién cau di
truyén TSTTBS [54].

1.5. Cac dot bién ciia gen CYP21A2 gay thiéu 21-OH

Céac dot bién ¢ gen CYP21A2 gay bénh TSTTBS dugc chia lam ba
nhom: i/ hién twong hoan vi nho caa gia gen CYP21A1P sang gen chirc nang
CYP21A2; ii/ cac dot bién tu phat sinh tai gen chirc nang CYP21A2; iii/ don vi
RCCX ¢ dang két hop (chimeric RCCX module) bao gém: dang két hop cua
CYP21A1P/CYP21A2 va cac gen TNXA/TNXB [35]. Cac dot bién pho bién
ctia gen CYP21A2 dugc phat hién trén 95% cac bénh nhan TSTTBS do thiéu
21-OH. Khoang 20-25% céac allele dot bién 14 x6a doan gen CYP21A2 va
trang thai két hop (chimera) cua gen CYP21A1P/CYP21A2 (thuét ngit cii 1a
hoan vi 16n cua gen) gay nén bai hién tuong trao d6i chéo khong can xang &
viing RCCX [37]. Hau hét cac dot bién phat hién duoc & CYP21A2 cho dén
nay la do hodn vi nho cua CYP21A1P sang CYP21A2 trong qua trinh gian



20

phan va giam phan, va chiém khoang 70-80% cac dot bién gay bénh cua gen
CYP21A2 bao gém 7 dot bién diém, dot bién x6a doan 8 bp cua exon 3, va
mot nhdm gém 3 dot bién diém trén exon 6 [41],[55]. Hon nita, c6 khoang
hon 100 cac dot bién tu phat sinh & gen CYP21A2 khéng phu thudc vao gia
gen da duoc liét ké tai dir liéu cua uy ban danh phap “Cytochrome P450
allele” nguoi. (http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm). Cac dot bién hiém
hoic d6t bién mai tu phat sinh & gen CYP21A2 chiém khoang 3-5% céc allele
dot bién qua cac nghién ctu vai sé lugng 16n cac bénh nhan thiéu 21-OH.
Khoang 1% cac dot bién khong di truyén tir b6 me (de novo mutation)
[7],[56],[57],[58].

Kiéu gen cua CYP21A2 duoc phan loai thanh cac nhdm khac nhau dya
trén hoat do 21-OH trén nghién ctu in vitro; khi sit dung phan loai nay thi
mbi twong quan chit ché giita kiéu gen va kiéu hinh da duoc thiét lap voi gia
tri du bao dwong tinh cao [57]. Lich str phét hién va céc nghién cau vé chic
nang protein cta cac dot bién phd bién co ngudn gbc tir gia gen va twong quan
véi kiéu hinh dugc tom tit tai bang 1.3.

Bang 1.3. Cac dot bién pho bién & CYP21A2 gay thiéu 21-OH

Cac dét bién vitri | ohoatde | Mircad Tham khiio
enzym invitro | nang

Xoba doan lon 0 Nang | White PC. 1984 [60]

c.89C>T (p.P30L) Exon 1 30 - 60 Nhe | Tusie-Luna MT. 1991 [61]

€.290-13A/C>G (129) Intron 2 <5 Nang | Higashi Y. 1991 [62]

del 8 bp E3 (E3A8bp) Exon 3 0 Nang | White PC. 1994 [63]

c.515T>A (p.1172N) Exon 4 1 Vira | Amor M. 1988 [64]
Tusie-Luna M. 1990 [65]

€.841G>T (p.vV281L) Exon 7 20 - 50 Nhe | Tusie-Luna M. 1990 [65]
Speiser PW. 1988 [66]

€.952C>T (p.Q318X) Exon 8 0 Nang | Globerman H. 1988 [67]

p.R356W (c.1066C>T) | Exon 8 0 Nang | Chiou SH. 1990 [68]
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Cung véi dot bién xo6a doan Ion 1am mat toan b gen CYP21A2 va su
hoan vi 16n cuaa gen, thi 9 dot bién cua gia gen dugc chuyén sang gen chuc
ning chiém khoang 95% cua tat cac cac allele trong bénh TSTTBS ¢ hau
hét cac chung toc. Co vai khac biét vé tan suat cua cac dot bién cu thé gita
cac chung toc. Cac dot bién xuat phat tir gia gen bao gém: p.P30L
(c.89C>T), 12g (IVS2-A/C>G hay c.290-13A/C>G), del 8 bp E3
(c.329 336delGAGACTAC), p.1172N  (c.515T>A), Cluster E6
(c.707T>A+710T>A+716T>A), p.V281L (c.841G>T), p.L307FfsX6
(c.920 921insT), p.Q318X (c.952C>T), and p.R356W (c.1066C>T) (hinh
1.4; bang 1.3) [59]. D6t bién p.P453S (c.1357C>T) ciing xudt hien véi ty 16
thap & CYP21A1P do vay ciing chuyén sang gen chirc ning véi cung co ché.
Thém vao cac dot bién xuat phat tir gia gen thi cac dot bién hiém phat sinh ¢
gen chic nang va xuat hién ¢ cac gia dinh riéng biét hoac c6 nhing allele

hiém dac biét luu hanh ¢ nhitng chung toc dac biét.

CYP21A2:

(4] (6] (8o} 10 ]
cveziare: | Tt 1 M n
, Y o & g
& \W&\\i@& & Of% 4“3;\;3\‘& S e»‘:’@

Hinh 1.4. CYP21A2 va CYP21A1P
CYP21A1P la gen khdng hoat dong do cac dot bién gay bat hoat gen, céc
dot bién nay co thé duoc chuyén sang CYP21A2 qua su tai to hop hoic hoan
vi gen [59].
1.5.1. Cdc dgt bién x6a dean va hoan vi lén cia gen
X06a doan I6n bao gbm C4B va CYP21A2 va chiém khoang 20 - 25%
cua cac allele ¢ cac bénh nhan thiéu 21-OH thé co dién & hau hét cac chiang
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toc nhung hiém hon & vai nuéc chau My La tinh [17]. Nhiéu allele bi x6a
doan két hop véi haplotype HLA A3; Bw47; DR7. Céac x6a doan thudng co
kich thudc khoang 30 kb niam gitta exon 3 va exon 8 cia CYP21A1P kéo dai
dén C4B va tiép tuc dén mot diém nhat dinh caa gen CYP21A2 va tao ra phan
con lai cia gen CYP21A2 trong d6 dau 5’ twong ung vi CYP21A1P va dau 3’
tuong @ng véi CYP21A2. Dot bién x6a doan tao ra mot gen khdng c6 kha
ning ma hod cho enzym hoat dong. T4t ca cac bénh nhan mang dot bién dong
hop tir x6a doan déu cé kiéu hinh 12 thé c6 dién MM.

Su trao d6i chéo khong can xtng c6 thé xuat hién bat ké & vi tri nao
trong vung lip doan 30-kb bao gém cac gen RP, C4 va TNX, va thuong xuat
hién cac nhiém sic thé voi 1 hodc 3 ban sao cua ving 30-kb, va viéc tai cau
tric nay duoc phét hién & 16% va 12% tuong tng & cac nhiém sac thé 6. Chi
nhitng diém giy Xxay ra trao dbi chéo nam gitra hoic & dau 3’ cta gen
CYP21A2 gay thiéu 21-OH; cac diém giy o cac gen C4 s& xoa doan gen
CYP21A1P va mot trong sé cac gen C4 va duogc xac dinh ¢ cac haplotype
HLA phé bién 1a A1; B8; DR3 (hinh 1.5 va 1.6) [59],[69].
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Hinh 1.5. Hién twong téi cau tric gen CYP21A2
Gom céc gen lap lai va ving RCCX bj thay doi rat 16n do su sap xép lai
cua c4c gen. Phu thudc vao diém bi dtt gdy ma cac dang khac nhau caa gen
dugc tao thanh [59].
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RP1 C4A  CYP21AIP TNXA Chr.6p21.3
—— —

> —> — -~
RP2 C4B  CYP21A2 TNXB

Hinh 1.6. X0a doan cua gen CYP21A2
Hién tuong tai sap xép trong qua trinh giam phan gay nén x6a doan 30
kb va gay ra tinh trang két hop (chimera) CYP21A1P/CYP21A2. Bén nay c6 9
dang két hop (CH1-CH9) véi céc vi tri ndi khac nhau gitra hai gen da dugc xac
dinh. Cac exon cua CYP21A1P va CYP21A2 duogc ky hiéu 1a cac hop trang va
den tuong ing [69].

1.5.2. Cdc dét bién vé nghia va dat bién gay léch khung dich ma (nonsense
va frameshift mutations)

Hai d6t bién dugc phat hién ¢ CYP21A1P gay thiéu hut hoan toan tong
hop enzym va gay nén thé MM néu cac dot bién nay xuat hién & CYP21A2 Ia dot
bién v6 nghia & ma 318 (p.Q318X) [67] va x6a doan 8 bp & exon 3 [70]. Dot
bién thém 1 nucleotid & exon 7 (€.920_921insT) cua gen CYP21A1P nhin chung
khong duoc phét hién mot cach don doc & bénh nhan thiéu 21-OH [17].
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Dot bién intron 2
A hoic C duoc thay thé bang G & intron 2. Nucleotid cach 13 bp tir vi

tri tan cung cua intron 2 (nt 656 trén genome) la A hoac C ¢ nguoi binh
thuong. Dot bién thanh G va day 1a allele dot bién phd bién nhat gay thiéu 21-
OH thé c6 dién. Dot bién nay gay ton thuong gan ndi & intron 2 va gitr lai 19
nucleotid ma binh thudng sé bi loai khoi mMRNA qua qué trinh gan ni va hau
qua la 1am léch khung dich ma. Hau hét mRNA bi thay d6i qua trinh gan ndi
nhung trén té bao nudi cay con luong nho MRNA c6 gan néi binh thudng, néu
khong c6 thém dot bién niang khac thi mot lugng nho enzym van duoc san
xuat. Cho du khéng biét duoc ty 1¢ bao nhiéu mRNA c6 qua trinh gin ndi
binh thuong ¢ thuong than cia bénh nhan mang dot bién nay, nhung hau hét
bénh nhan mang dong hop tir dot bién nay hoic mang mot dot bién nay co
kiéu hinh 1a thé MM, diéu nay cho thay cé su thiéu hut ning hoat d6 enzym
thich hop dé tong hop aldosterone. P6i khi ¢ thé gap cac biéu hién mat mudi
muon hon vai thang sau sinh ¢ c4c bénh nhan mang dot bién nay [17],[71].
Kha ning ngudi mang dong hop tir dot bién nay dugc coi 1a khong co biéu
hién triéu chung cling da duoc bao céo [72].
1.5.3. Cdc dét bién diém phé bién khac

Pot bién Pro-30—Leu (p.P30L): Dot bién nay dan dén hoat do enzym
giam con 30-60% so vai binh thuong khi nghién ciru biéu hién gen trén té bao
nudi cay [61]. Tuy nhién, hoat 46 enzym nhanh chdéng bi mat khi té bao bi
dung giai, goi y enzym khong 6n dinh khi mang dot bién nay. Bénh nhan
mang dot bién ndy cé cac biéu hién nam hoa ning hon cac bénh nhan mang
dot bién pho bién hon gay thé 1am sang khong c6 dién p.V281L [7]. Dot bién
nay duogc phat hién ¢ 1/6 cac allele & cac bénh nhan thé khong co dién nhung
gap cao hon ¢ cac bénh nhan Nhat Ban [73].
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Dot bién lle-172—>Asn (p.1172N): Pay 1a dot bién duy nhét két hop véi
thé 1am sang NHDT va hoat ¢ enzym con khoang 1% so véi binh thudng voi
ai luc co chit binh thuong (Km). Binh thuong acid amin isoleucine & vj tri
trén xoan E dugc bao tén & nhiéu enzym P450 khac nhau, va ¢ viing nay cua
protein P450 twong tac khac voi mang cua ludi noi bao [74]. Bot bién & vi tri
ky nudc nay dén cuc dbi dién cd thé gay pha v su tuong tac, lam giam su két
hop enzym véi luéi nodi bao. Dot bién ndy ¢ thé pha hay sy tuong tac ky
nuéc bén trong phan tir va tinh 6n dinh caa ciu tric enzym; enzym dot bién
nhay cam bét thudng voi protease phan cét va khdng két hop chat ché véi
heme mot cach thich hop.

Binh thudng thi aldosterone duoc bai tiét voi mot luong nho hon 100-
1000 1an so véi cortisol, diéu rat rd rang 1a hoat 6 21-OH c6 thé giam dén
muc rat thap trude khi dat dén mac gigi han ma anh huéng dén tong hop
aldosterone. Trén thyc té, hoat do chi con 1% so véi binh thuong 1a du dé
tong hop aldosterone va tranh dwgc mat mudi & hau hét bénh nhan [17].

Cac d6t bién p.1235N; p.V236E va p.M238K trén exon 6:

Nhém ndy gom ba dot bién sai nghia & xoian G va phéa huy hoat do
enzym [62],[65] va gia thuyét 1a gay bat thuong viéc gan véi co chat (dya trén
co s& sy bao ton trinh ty v&i enzym phan cat chudi nhanh cholesterol 1a
cytochrome P450 khac) nhung khong duoc khang dinh boi viéc md hinh hoa
phan tir CYP21 trén co s& cau tric tinh thé caa CYP102.

Pot bién Val-281—>Leu (p.V281L): Pot bién nay xuat hién ¢ tat ca
hoac gan tat ca cac bénh nhan thé khéng co dién thiéu 21-OH mang haplotype
HLA B14; DR1. G mét vai ching toc nhu ngudi Do Thai & Dong Au thi day
la mot da hinh di truyén pho bién voi tan suat gen 1a hon 10%. Nguoc lai,
sang loc phan tu truc tiép cua tré so sinh binh thuong & Niu Di-Lan dé phat

hién tan suat 1a 2%. Nhin chung khoang 70% cua tat ca cac allele cua thé
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khong c6 dién mang dot bién p.V281L [75]. Tuy nhién, két hop haplotype
HLA-B14, DR1 thi it phd bién hon & cac bénh nhan thé khong co dién & mot
vai nhém chuang toc nhu Yugoslavs [76] va ¢ ngudi Nhat [73]. Dot bién nay
lam giam hoat do enzym con 50% so vé&i binh thuong ddi véi co chat 1a 17-
OHP, nhung chi con 20% so v&i binh thuong ddi véi co chat 1a progesterone.
Nghién ctru dd cho thay enzym d6t bién khong cd mit binh thuong ¢ ludi noi
bao trong khi d6 co gia thiét khac 1a lién két heme bj tén thuong. Mot kha
nang khac 1a dot bién ndy nam & vi tri lién quan dén xoin | ma c6 chua cac
acid amin dugc cho la tham gia chuyén proton [65],[77].

Pot bién Arg-356—>Trp (p.R356W):

Dot bién nay pha hay hoat d6 enzym khi biéu hién trén té bao dong vat
c6 Vi [62],[68]. Dot bién nay ndm & vi tri cia gen ma héa cho xoian K cua
enzym va gia thiét 1a dot bién da gay t6n thuong su twong tac voi cytochrome
P450 reductase, nhung chwra dugc chang minh bang thuc nghiém [78].

1.5.4. Cdc dét bién hiém gap

Céc dot bién khdng do hoan vi gen (khdng ludn phat hién dugc trén gen
CYP21A1P) chiém khoang 5-10% céc allele gay thiéu hut 21-OH ¢ hau hét
cac chung toc. Dot bién thuong gap nhat trong s6 nay 1a p.P453S va xuat hién
& cac chung toc khac nhau. Piéu ndy goi ¥ rang CYP21A1P c6 thé mang
p.P453S d6i khi nhu mot da hinh va dot bién nay duoc chuyén sang gen
CYP21A2 cing co ché nhu cac dot bién khac hay gap ¢ thiéu 21-OH
[69],[79].
1.6. Céac tién bd k¥ thuat cia phan tich phan tir phat hién cac ddt bién
gen CYP21A2
1.6.1. Phan tich cdc dét bién x6a dogn va hoan vi lén cia gen

C6 khuyén cao cho rang thuat ngir hodn vi 16n cua gen “large gene

conversion” nén ngurng st dung baoi vi ca x0a doan 16n va hoan vi 16n cua gen
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déu xuat hién do hau qua cua trao doi chéo khdng can xing trong qua trinh
giam phan [80].

Ca hoén vi va x6a doan 16n cua gen 1a do su trao ddi chéo khong can
xang va di dugc phan tich bang k§ thuat Southern blotting. Ky thuat nay
duoc sur dung trong moét thoi gian dai va dugce coi nhu khong co ky thuat khac
thay thé dé ¢am bao cd cuing tinh chinh xac [80],[81],[82]. Nhung day 1a mot
tiép can vat va va tén kém thoi gian, khong thich hop cho cac truong hop can
c6 két qua tra 161 nhanh nhu chan doan trugc sinh, hon nita nhuoc diém 16n
ctia phuong phap nay 1a can sir dung phong xa, yéu cau cé luong lén DNA c¢6
chat luong cao. Mac du Southern blotting khéng sir dung phéng xa trong phan
tich CYP21A2 da khac phuc dugc nhuoc diém nhung chi dugc sir dung ¢ quy
trinh tai labo nghién cuau [79].

Cac ky thuat khac da duoc nghién ciru dé phat hién sé luong cac ban sao
nhu “real-time quantitative PCR” [83], va di gép phan rdt ngin thoi gian
phan tich, c6 thé xac dinh duoc sé lugng cic ban sao cua gen va tinh trang tai
t6 hop gitta gen chic ning va gia gen mot cach tin cay. Tuy nhién, ky thuat
nay ciing khong thich hop dé xac dinh mot cach chi tiét cac sap xép lai phuc
tap cta gen chang han khi c6 hon 2 ban sao cua gen/hoic gia gen ciing nhu
khi can nhac sy da dang cuaa gia gen.

Céc phuong phap “locus-specific PCR amplification” Vi su két hop céc
primer khac nhau di dwoc nghién cau nhu mot tiép can khac thay thé cho
phan tich Southern blot [84],[85]. Tuy nhién, phuong phap nay khong phai la
tiép can thich hop cho tat ca cac labo [84],[86].

Mot tiép can moi gan day di ching to 6 su tién bo rd rét vé mat ky
thuat dé phat hién cac xéa doan/hoan vi gen, sap xép lai cua gen va hop nhat
cua gen |a phuong phap khuéch dai dau do da mdi dya vao phan ung ndi

(multiplex ligation-dependent probe amplification — MLPA) (www.mrc-
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holland.com). K§ thuat ndy c6 nhimg vu diém ndi bat 1a tiét kiém thoi gian dé
phan tich (48 gio), chinh xac, va thich hop dé phét hién sé luong céc ban sao
ctia gen va chi can luong nhé DNA (25 - 250 ng). Cac dau do dic hiéu cho
cac vi tri khac nhau duoc cho vao miu bénh phiam DNA, sau d6 dugc
khuyéch dai va duoc lwgng hoa va so sanh véi mau DNA chuan. Khuéch dai
PCR dau do phu thudc vao sy ¢6 mat cua trinh ty ma dau do huéng téi coa
bénh pham. M&i mot dau do bao gom 1 primer tong hop va mot primer M13
chuan, ma sé& lai véi cac vi tri sét ngay vai trinh tw mong muébn. Cac primer
dau do lai duoc ndi va sau d6 duoc khuyéch dai PCR. Su khuéch dai két hop
ddng thoi cung l0c bei mot ciap primer PCR dugc dién ra thuan tién boi
primer va trinh ty dung. Mdi dau do s& cho ra san pham khuéch dai c6 chiéu
dai nhat dinh ma c6 thé phan tich dugc trén may sequencer ty dong [87]. Kit
thuong mai cho locus cua CYP21A2 bao gom cac dau do dic hiéu cho 5’
CYP21A2 va 3° CYP21A1P. Mot thir nghiém bao gom 15 dau do dac hiéu dé
phan tich locus cua gen CYP21A2 véi 5 dau do dic hiéu cho gen CYP21A2 va
3 dau do dic hiéu cho gen CYP21A1P. Ciing nhu mot dau do cho mdi C4 (A
va B), 3 dau do cho TNXB va 1 dau do cho gen CREBL1. Cac dau do cho
CYP21A2 va CYP21A1P duoc thiét ké trén nhimg diém dic trung dé phan
biét giira hai gen. MLPA di chiing to su tién loi dé phat hién céc x6a doan/lip
doan hoic sap xép lai phic tap caa gen & cac bénh nhan co6 sé lugng khac
nhau cta don vi RCCX & trén 2 allele. Tuy nhién ciing can luu ¥ dén viéc
nhan dinh két qua cia MLPA doi hoi kinh nghiém toan dién trong phan tich
gen CYP21A2, dic biét 1a can danh gia can than hai khia canh: sy bién d6i cua
trinh ty gia gen c6 thé 1am thay d6i két qua mong doi va van dé sir dung noi
kiém. Mot loat cac nghién ctru gan day da st dung k¥ thuat nay dé phat hién
cac dot bién xda doan/lap doan cua gen CYP21A2 ¢ nhiéu nudc khac nhau
[88],[89],[90],[91].
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Han ché cua ky thuat MLPA bao gdm: han ché 16n nhit 1a duong tinh
gia xdy ra trong cac truong hop cac dot bién/da hinh c6 vi tri & ving gan véi
dau do va & vi tri ndi, diéu nay sé ngin can qua trinh lai dau do va ndi [92].
Bai vay, “long - range PCR” hoic giai trinh ty truc tiép nén dugc tién hanh dé
xac dinh lai cac x6a doan mot exon duoc phat hién boi MLPA.

Dbi v6i mdi phuong phap thi viéc phét hién nhiéu ban sao cua gen gap
3 hay 4 lan thi déu c6 kho khan [93].

1.6.2. CAc tién bé vé phat hién cdc dgt bién diém va cac bién déi nhé pho
bién va hiém gap cia gen CYP21A2

Nhu di duoc dé cap ¢ c4c phan trén day thi gen CYP21A2 bao gdm 10
exon Va céc intron ngan, diéu nay cho phép khuéch dai toan bo ving bao gom
exon-intron. Hon nira, 9 dot bién c6 nguon gbc tir gia gen CYP21A1P chiém
téi 90 - 95% cac dot bién diém/xoa doan nhé/thém doan nho & cac bénh nhan
thiéu 21-OH. Tuy nhién, hién tuong nay lai gay ra mot khé khan 16n cho céac
ki thuat dé phan tich dot bién boi vi ching ta phai khuéch dai dic hiéu gen
chtrc ning CYP21A2 va phai tranh khuéch dai phai gia gen khdng c6 chirc
nang CYP21A1P.

Céac phuong phap nhanh khac nhau dé phat hién cac dot bién phé bién
nay va cac ky thuat ciing da dugc nghién ctu nhu: “allele-specific
oligonucleotide hybridization” (ASO) [41],[94], “allele -specific PCR
amplification” (ARMS) [95], “real-time PCR” dé phat hién cac dot bién phd
bién da duoc mo ta [47] va ¢ wu diém 1a s& khdng phai tién hanh cac ky thuat
sau phan ung. Céc ky thuat nay déu c6 han ché 1a can nhiéu thao tac bang tay
so véi nhirng tiép can két hop nhu “ligation detection reaction” (LDR) [96] va
“multiplex minisequencing” [85],[97]. Tat ca cac k¥ thuat déu phai can nhac
t6i van dé kho khan khi khuéch dai dac hiéu gen CYP21A2 do trinh tu giéng

nhau véi gia gen. Su gidng nhau nay co thé gay nén sai léch két qua va allele
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hiém khi ma trinh ty cua bénh nhan c6 mit caa nucleotide c6 ngudn gdc tir
gia gen ¢ ving da duoc sir dung dé thiét ké primer dac hiéu.

Mot trong cé&c quy trinh sang loc nhanh va chinh xac nhat d6i voi cac dot
bién nay di duogc tién hanh bai Krone va cong su (2002) [97]: trong nghién
ctru nay thi trudc hét PCR dic hiéu cho CYP21A2 duoc tién hanh, sau d6 1a
phan &ng minisequencing 12-plex. Nghién ctru nay ciing bao gdm PCR phét
hién nhanh d6t bién mat 8 bp cuia exon 3 dé loai trir X6a doan va hoan vi 16n
ctua gen. Phuong phap nay da dua dén két qua sanh voi phuong phap PCR
dinh lugng cia Olney va cong su [47]. Phuong phap minisequencing chi yéu
cau mot phan tmg ddi voi mau DNA; viéc nhan dinh cac kiéu dinh don gian
va c6 thé ty dong hoa. Do uu diém rut ngan duogc thoi gian va gia thanh thap
nén phuong phap da dugc str dung nhu budc thi phat dé khang dinh bénh &
cac ca duong tinh gia ciia chuong trinh sang loc so sinh [98].

Lién quan dén van dé gia thanh va tan suat xuat hién cac dot bién & mot
s6 chung toc vi du ¢ cac bénh nhan ngudi Y, ty 1& rat thap cac bénh nhan
mang mot sé dot bién trong s 9 dot bién phd bién (dic biét hiém dbi véi dot
bién del(8) bp E3, cluster E6 va p.L307FfsX6 chiém dudi 0,8%) va ty 1é cao
cac bénh nhan (khoang 5%) mang hon mot dot bién gay bénh, trong do c6
nhitng do6t bién rat hiém ma Balsamo A va cong su (2010) di dé xuat quy
trinh phan tich dot bién gen CYP21A2 & céac bénh nhan thiéu 21-OH [93]:
Trong quy trinh nay thi:

i/ O cac ca bénh chi diém (proband): khuéch dai dac hiéu gen
CYP21A2 & ba doan chdng Ién nhau st dung primer PCR dic hiéu sau d6 giai
trinh tu truc tiép ty dong hoa toan bo gen va ving proximal promoter (tir nt. -
420 dén nt. +2907), st dung bd primer chuan da dugc thiét ké trude do boi
Barbaro va cong sy (2004) [99]. Hon nita, cac primers dé giai trinh tu duoc sir

dung cho cac allele dic hiéu va khang dinh dot bién trén ca hai soi. Véi
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phuong phép nay tac gia c6 thé xac dinh duoc: (a) tat ca cac dot bién gay
bénh bao gom céac dot bién phd bién, dot bién hiém, va dot bién méi chua bao
céo trong y van; (b) su ¢ mat caa cac nucleotid c6 ngudn gdc tir gia gen co
thé hinh thanh hién tuong allele khong dugc phat hién (allele dropout), quy
trinh PCR/giai trinh tu ¢ thé duoc tién hanh dé phan tich céc allele an nay.
Hon nita, Sy vang mit cia doan PCR cho thay sy vang mat hoan toan cua gen
CYP21A2 (ddt bién x6a doan 16n ddng hop tir), va déng hop tir cho tat ca cac
nucleotide da hinh (single nucleotide polymorphisms - SNPs) di biét goi y
kha nang x0a doan CYP21A2 trén mot allele (di hop tir x6a doan).

ii/ Phan tich DNA ciia bd me khong nhiing khang dinh cac dot bién da
dugc phéat hién va sy phéan ly cta cac dot bién nay va xac dinh tinh trang
ngudi lanh mang gen, ma con cé y nghia phan tich tinh phan ly cua cac SNPs
trong timg gia dinh cu thé, diéu nay s& hd tro gia thiét co su ton tai cua xda
doan hay hoan vi l16n cia gen trén mot allele;

iii/ Phan tich MLPA & tat ca cac truong hop nghi ngd x6a doan/lap
doan cua gen, hoac co tai sip xép phuc tap cua gen hoic khéng cé su phu hop
giira kiéu gen va kiéu hinh.

Su khuéch dai phuc hop gen CYP21A2/CYP21A1P [84] duoc tién hanh
thuong quy trong quéa kha dan dan bi loai bo nho do tin cay ting 1én cua di
lisu MLPA.

Vai quy trinh nay, cac tac gia da xac dinh duoc trén 98% cac allele gay
thiéu 21-OH va da phan tich > 1000 allele va da nhan thay c6 mdi tuong quan
l6n vé kiéu gen - kiéu hinh. Piéu nay c6 ¥ nghia 16n trong thuc hanh 1am
sang, dic biét khi c6 chi dinh chan doan trudc sinh cho cac truong hop co
nguy co cao mang thai ngoai ¥ muén [93].

T6m lai, 6 nhiéu céch tiép can khac nhau dé phat hién hau hét cac dot

bién phd bién di dugc nghién ctu va tng dung bao gdm: “allele specific
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oligonucleotide hybridization” (ASO) [94]; “allele specific PCR
amplification” (ARMS) [95]; “ligation detection reaction” (LDR) [96]; “Real-
time PCR” [47]; “phéan tich DHPLC” [100] va “multiplex minisequencing”
[85],[97]. Tuy nhién, giai trinh tu truc tiép gen CYP21A2 I cach tiép can tot
nhat dé dam bao cac dot bién hiém gap va dot bién méi khong bi bo st va
phuong phép nay cho phép phat hién 100% cac dot bién hiém. Ngay nay, nhiéu
labo trong d6 c6 nhdm nghién cau cua chdng ti da s dung phuong phap giai
trinh  ty truc tiép dé phan tich dot bién gen CYP21A2
[90],[101],[102],[103],[104],[105],[106],[107]. Nhiing nim gan day, k¥ thuat va
hé théng giai trinh tuy méi da duoc Gng dung cho phép phan tich két qua
nhanh véi vat liéu st dung lon [108].
1.7. Nghién ciru vé vai tro ciia phén tich dot bién gen CYP21A2
1.7.1. Dur béo kiéu hinh

Kiéu hinh cta cac bénh nhan thiéu 21-OH lién quan chit ché voi hoat do
enzym, cac dot bién gay thiéu 21-OH Ia tiéu chuan chinh dé dy bao muc do
nang cua bénh [7],[109], chi it 14 kha ning gitr mudi. Mot phuong phéap co
tinh thuc hanh dé danh gia twong quan kiéu gen - kiéu hinh da duoc dé xuat
boi Krone va cong sy (2000) [57], tac gia phan kiéu gen lam 4 nhom dot bién
(“null” hay 0, A, B, va C) dua trén hau qua vé chtc ning duoc dy doan va
tinh gi& tri du bao duong tinh (predictive positive value - PPV) cho 4 nhom.
Kiéu hinh dugc du béo két hop véi cac nhom 0 va A 13 thé cd dién MM,
véi nhom B 1a ¢6 dién NHPT, va nhém C la thé khong c6 dién. Thé co dién
MM két hop véi cac allele dot bién x6a doan/hoén vi gen hoidc cac dot bién
diém cd hoat do enzym <1% so véi binh thuong (nhém 0 va A trén hinh 1.7);
c4c thé 1am sang khac phu thudc vao su c6 mit cua cac allele dot bién ¢ hoat
d6 enzym tang dan: khoang 1-5% ddi véi thé cb dién NHDT (dot bién nhom B)
va 15-60% d6i véi thé khdng co dién (dot bién nhém C) (hinh 1.7)
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Mét doan I¢n/Chimera

A8bp
E6 cluster
p.L307PfsX6
p.Q318X
p.R356W
12G
0% p.I172N
0-1%
p.P30L
1-5% p.V281L
P453S
20-30%
30-50%
Nhom dot bién 0 A B C
Thé 1am sang Mat muéi  Nam hoa don thuan Khéng cb dién

Hinh 1.7. Hoat d§ enzym theo cac nghién ctru in vitro caa gen CYP21A2.

Cac nhom ddt bién theo phan loai ciia Krone va coéng sw (2000) [57].

Bang 1.4. Biéu hién nam hoa b phan sinh duc ngoai theo mire dd niing

cia Prader (0-V) cia tirng nhom kiéu gen

Nhém dét bién 0 A B C
Thé 1am sang . - Nam héa Khéng cé

_ Mat muoi \ R
Tac gia don thuan dién
Speiser 1992 [109] -1V (IV) | 11V (1V) -1V (111) 0-1V (0)
Wedell 1994 [7] In-1v I-v -1V
Jaaskelainen 1997 [110] -V 0-v -v 0
Krone 2000 [57] H-v (Iv) | 11V (Iv) -V (111) 0-1V (0)

Vé mit hinh thé cua bd phan sinh duc ngoai: trong khi nhdm dot bién C

cé kha nang du bao cao la khéng c6 nam hoa bo phan sinh duc ngoai. Tuy

nhién, khéng cé kha ning dy bao ro rang d6i véi mirc do nam hoa ddi véi cac

dot bién thuoc nhom “0°, A’, va ‘B’. Trén thuc té thi mic d6 nam hoé nang
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hon thuong c6 & cac bénh nhan c6 kiéu gen ning nhat [111]. Cac mic do nam
hod tir Prader II dén V dugc bdo cdo & mdi nhom dot bién [9] (bang 1.4).

Déi voi cac dot bién maéi dugc phat hién thi danh gida mdi twong quan véi
kiéu hinh cta bénh nhan 1a mét tha thach, hau hét cac bénh nhan c6 dot bién
méi 1a cac dot bién sai nghia. P& danh gia chirc ning cua protein véi cac dot
bién mai thi can thir nghiém gy dot bién (mutagenesis) & vi tri truc tiép, tiép
theo 1 phan tich biéu hién gen in vitro. Cac phuong phap nay réat cé ich gilp
danh gia mirc do nang cua 1am sang véi hoat do enzym bi mat do dot bién gay
ra [78],[99],[112]. Tuy nhién c&c phuong phap trén kho thuc hién thuong quy
& cac labo. Thay vao do cac thir nghiém cd thé duoc hoan thién nho cac
nghién ctu dua vao mdy tinh dé danh gia hau qua vé mat cau tric va chic
nang cua cac dot bién cua CYP21A2 trén cac protein P450c21. Cau tric va
chtic nang cua enzym d6t bién c6 thé duoc du bao dua trén khuén mau phan
tc va cac phuong phap mdé phong dong hoc phan to
[113],[114],[115],[116],[117]. Két qua cta cac phan tich ndy cho phép nghién
ctru twong quan kiéu gen/kiéu hinh va gip phan biét thé khdng co dién véi
thé c6 dién NHPT [113].

Vi hau hét cac bénh nhan 12 di hop tir kép véi 2 hoic nhiéu hon cac dot
bién khac nhau trén 2 allele, mac d ning caa bénh phu thude chinh vao dot
bién gay ton thuong hoat do enzym it nhat (tic 1a dot bién nhe nhat) [7],[109].
Tuy nhién, vai trd caa dot bién tha hai dugc ghi nhan ddi véi cac bénh nhan co
kiéu gen di hop tir kép trong d6 mot dot bién nhe va dot bién nang thuong c6
kiéu hinh 1am sang nang hon 14 kiéu hinh ciia cac bénh nhan mang hai allele dot
bién nhe [118].

Mot s6 nho céc bénh nhan kiéu gen va kiéu hinh khong c6 su twong quan
véi nhau rat cd thé 1a do céc ly do sau: trang thai an cua allele kém vai du bao
qua mirc dac biét véi dot bién dong hop ta trén intron 2 (12g) [71]; khac nhau

vé s6 luong ban sao véi lip doan CYP21A2, diéu nay dan dén thiéu sot khi
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nhan dinh két qua cac allele thiéu 21-OH [37]; va khong phan tich ving
promoter két hop véi dot bién p.P30L, bat thuong ndy dan dén chuyén kiéu
hinh sang dang nang hon ctua bénh [119].

Kiéu gen phan tir caa CYP21A2 ciing c6 mdi tuong quan voi ndng do
metanephrine 1a chat danh gia chirc ning tiy thuong than. Trén thyc té, nong
d6 metanephrine (< 18,5 pg/ml) dy b&o cac dot bién ning [120]. Tham kham
mb bénh hoc cua tuyén thuong than tir 3 bénh nhan TSTTBS cho thay ting
sinh vo thuong than, thAm nhiém qua muac cua ving vo va cac té bao
chromaffin. Do vay, thiéu hut cortisol & bénh nhan TSTTBS gay phat trién bat
thuong tay thuong than va thiéu hut epinephrine. Gia thiét rang day ciing 1a
yéu té gop phan gay ha duong mau ¢ bénh nhan suy thuong than cap [121].

Nghién ctru mdi twong quan gitra kiéu gen va kiéu hinh s& cung cip cac
thong tin rat hitu ich dé hiéu rd hon vé thé 1am sang, dac biét phan biét gitra
thé khong co dién va thé NHPT ¢ mot so tré trai va gitra thé NHDT vai thé
MM & mot sb bénh nhan ¢ ca hai gigi dugc phat hién qua sang loc so sinh
trudc khi xuét hién cac triéu chitng mat mudi. Sy c6 mit cua cac dot bién
nhom “null” ciing bao ham réi loan chic ning cua tay thuong than va can
thiét ¢é phong tranh ha glucose méu trong céc hoan canh sang chan.

1.7.2. Tinh phiec tap cia tw van di truyén déi véi thiéu 21-OH

Hau qua cua sy bién doi vé s6 luong ban sao ¢ locus cia gen CYP21A2
khong chi gay rac rdi trong viéc xac dinh cac allele & cac bénh nhan ma con
gdy kho khin trong viéc xac dinh nguoi lanh mang gen va trong tu van di
truyén. Phan Ién cac nhidém sac thé véi 3 modules RCCX mang 2 ban sao cua
gia gen CYP21A1P va 1 ban sao cua gen CYP21A2. Tuy nhién, mét halotype
c6 3 don vi véi 1 ban sao cia CYP21A1P va 2 ban sao cia CYP21A2 ciing
dugc mé ta, didu nay cho thay 1a viéc hiéu biét thuc trang dot bién caa mdi

gen CYP21A2 trén cting mot nhidm sac thé 1a co tinh quyét dinh.



36

Mot trudng hop cu thé, cac allele voi mot gen CYP21A2 mang dot bién
nang p.Q318X va mot gen CYP21A2 binh thudng nam trén cung nhidm sac
thé theo cac nghién ciru trude day thi hiém gap [80],[122], nhung nghién ctu
gan day hon lai thay chiém ty 18 t6i 7% [37]. Str dung MLPA thi Balsamo A
va cong su (2010) ciing ghi nhan nhu vay [93]. Do vay, mdi khi mot dot bién
p.Q318X duogc phat hién thi kha nang con mot gen CYP21A2 binh thuong
phai dugc tinh dén.

Hon nita, lap doan cua gia gen da dwoc bdo cdo két hop véi dot bién
p.V281L & 78% cac allele [123]. Thong tin nay phai duoc tinh dén khi sir
dung céc ky thuat dé xac dinh sé luong cac ban sao caa gen (MLPA, Southern
blot) hodc dé xac dinh tinh trang két hop CYP21A2/CYP21A1P. Hon nita, lap
doan ctia gen CYP21A2 dugc béo cao nhu yéu td nguy co cia dot bién moi
xuat hién (de novo mutation) [124]. Su phiic tap néu trén day nhan manh su
can thiét dé phan tich cau tric RCCX bang viéc si dung cac ky thuat hién dai
dé tranh su nham Ian trong chan doan bénh nhan va danh gia nguy co mac
bénh ddi vai nhitng thanh vién trong gia dinh ¢6 lién quan.

1.7.3. Vai tro caa di truyén phan ti déi véi chwong trinh sang loc so sinh
TSTTBS

sang loc so sinh dugc coi 1a phuong phap hitu ich dé chan doan thé c6
dién cia TSTTBS. Nhung dbi khi gip kho khan khi nhan dinh két qua dwong
tinh véi viéc dinh luong 17-OHP don thuan & tré so sinh chua c6 triéu ching.
Hon nita, so sinh dé non khée manh ciing c¢6 néng d6 cac hormon cao hon
binh thudng, va cho du ¢6 gié tri gigi han cho tudi thai, can nang d6i véi cac
dau an sinh hoc thi van c6 khoang 1-1,2% c6 duong tinh gia. Nhimg truong
hop nay can theo déi vai thang cho t&i khi c6 chan doan xac dinh hoic nong
d6 17-OHP tro vé tri s6 binh thuong. Tinh hudng ndy gop phan 1am cing

thang tam ly cho cha me va lam ting gi4 thanh cua chwong trinh sang loc so
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sinh. Dé cai thién gié tri du bao duong tinh ctia Xét nghiém sang loc thi 2 tiép
can khac nhau gan day da dugc dé xuat nhu buéc sang loc thir 2 & nhiing
truong hop sang loc so sinh duwong tinh: sir dung phé khéi rong (tandem mass
spectrometry - TMS) [125],[126] va phan tich phan tir d6i véi gen CYP21A2
[98]. Cac phuong phap nay dd gop phan 1am giam xét nghiém lai bang mién
dich héa sinh trong 90% céc truong hop. Phuong phép str dung giot mau tham
kho trén dia gidy thim dé phan tich dot bién CYP21A2 c6 thé duoc trién khai
véi trang thiét bi it ton kém hon & nhiéu don vi xét nghiém phan ti. Hon nita,
uu viét cua phuong phap phan tich phan tir gen CYP21A2 nhu la budc sang
loc thir hai nhung ciing giup khang dinh chan doan di truyén doi véi TSTTBS
[93],[98],[127],[128],[129],[130]. Tom lai, viéc ap dung phan tich phan tx
CYP21A2 trong chuong trinh sang loc so sinh s& gilp giam thiéu ty I¢ duong
tinh gia, gidp chan doan xac dinh nhanh hon va chinh x4c hon & nhiing tré so
sinh ¢6 17-OHP tang lién tuc, gilp chan doan phan biét giita cac thé 1am sang
cua bénh dac biét ¢ tré trai, va giup cho viéc theo ddi cac tré nhii nhi khong ¢
triéu chimg duoc tot hon.
1.7.4. Chédn dodn va diéu tri trwéc sinh 6 nhitng gia dinh cé nguy co cao
thiéu 21-OH

Tu van di truyén trude sinh duoc khuyén céo cho tat ca cac gia dinh c6
con mac TSTTBS. Tinh hudng thuong gap 12 mot gia dinh c6 con méc thé cb
dién cua TSTTBS va b6 me 14 di hop tir bat budc cua cac dot bién gay thé co
dién cua gen CYP21A2. Trong tinh huéng nay thi nguy co ctia mdi lan sinh
con mac TSTTBS la 1/4 va nguy co 1/8 cho mét tré gai mac bénh. Tuy nhién
tu van trude sinh cling dugc khuyén cdo cho ngudi nao cua mot cip ma da
duoc biét 1a di hop tir véi dot bién nang cua CYP21A2 hoic tham chi co nguy
co mang dot bién nang. Piéu nay co thé xay ra véi cac anh chi em rudt caa

cac bénh nhan TSTTBS hoic ¢ cac bénh nhan méc thé khong c6 dién ma
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chua duoc phan tich di truyén trude d6 (ho c6 thé di hop tur kép véi mot dot
bién ning cua CYP21A2). Bdi vai nhitng tinh hudng nhu vay thi can chi dinh
phan tich di truyén cho vo hoic chong [11],[17]. Kiéu gen cua xda doan hoac
hoan vi gen hoic cac dot bién nang 1 chi dinh dé chan doan trude sinh va co
thé diéu tri trudc sinh trong khi d6 néu kiéu gen 1a cac dot bién nhe hon (hoic
ddng hop tir hodc di hop tir) thi s& khdng cé chi dinh. Gigi tinh thai nhi 1a mot
phan cua chan doan trude sinh thiéu 21-OH va s& duge xem xét khi diéu tri
trude sinh duoc can nhic [131].

Piéu tri trwéc sinh: Thai nhi gai mac thé co dién thiéu 21-OH biéu hién
muc d6 khac nhau caa nam hoa bo phan sinh duc ngoai. Quéa trinh nam hoda
bat dau tir tuan thir 8 cua thoi ky bao thai khi ma truc dudi doi - tuyén yén -
tuyén thuong than bat dau hoat dong. Viéc sir dung dexamethasone ¢ cac ba
me mang thai ¢ nguy co cao sinh con mac thé ¢ dién thiéu 21-OH duoc tién
hanh tir nhitng nam 1980 [132], va ¢6 hiéu qua ngin ngira mo ho gidi tinh do
nam hda bo phan sinh duc ngoai dén 85% céc thai nhi géi thiéu 21-OH. Tuy
nhién, chi nhiing thai nhi gai mac bénh can diéu tri (1/8 thai nhi), viéc diéu tri
bang glucocorticoid can bat dau truéc 8 tuan thai dé phong nam hoa bo phan
sinh duc. Cac k§ thuat sinh hoc phan tir hién dai da dugc nghién cau dé phan
tich DNA thai nhi luu hanh ty do (free fetal DNA - ffDNA) tir mau me, hoac
tir nude 6i dé xac dinh gidi tinh thai nhi va gop phan thay d6i tiép can diéu tri
truéc sinh. Trén thyc té, xac dinh giéi tinh thai nhi bang phuong phap khong
xam nhap da duoc bao céo co thé thanh cdng ngay tir tuan tha 5 caa thai ky
dua trén dau do DAZ lap lai dac hiéu trén nhidm sic thé Y; mac chinh xac
cua ky thuat nay c6 thé dat 100% vao tuan thir 8 cua thai ky. Viéc xac dinh
gidi tinh thai trudc khi bat dau diéu tri va sb luong céc thai dugc diéu tri
khéng can thiét giam xudng tir 3 trong 4 truong hop. Phat hién cff DNA di
duogc sir dung dé loai trir trugc sinh TSTTBS trong cac nghién ctru dau tién
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cua Chiu va cong su (2002). Véi viéc st dung cac ky thuat mai thi phan tich
CYP21A2 tir dich co thé nguoi me c6 kha nang ddi véi ca hai gidi, va nhiing
tién bo hon nita vé diéu tri trudc sinh bang dexamethasone cho cac gia dinh
c6 nguy co mac TSTTBS s& dat dugc hiéu qua. Tém lai, tién bo vuot bac
trong nhimg nam gan day 1a viéc tng dung cac k¥ thuat tién tién da cho phép
chon loc diéu tri truéc sinh chi ¢ thai nhi gai mac bénh bang viéc phan tich
CYP21A2 cua thai nhi tr mau me ¢ giai doan som cua thai ky
[15],[133],[134],[135],[136].
1.8. Nghién ciru vé di truyén phan tir trén cac bénh nhan TSTTBS ¢ Viét
Nam

Nhitng nghién ctu vé dot bién gen CYP21A2 trén cac bénh nhan
TSTTBS ¢ Viét Nam duoc bat dau tir nhimg nam 2000. V6 Kim Hué va cong
su (2000) [137], Thai Thién Nam (2002) va cong su da ung dung ky thuat
PCR dé sang loc dot bién mat 8 bp & cac bénh nhan mac TSTTBS & Viét
Nam ciing nhu cac thanh vién trong gia dinh cta nhirng bénh nhén nay [138].
Tran Kiém Hao va cong su (2006) ciing tng dung ki thuat PCR dé sang loc
mot s6 dot bién phd bién trén cac bénh nhan TSTTBS tai Bénh vién Nhi
Trung uong [139]. Nghién ctu phat hién di hop tir va chan doan trudc sinh
cho cac bénh nhan TSTTBS duoc tién hanh tai Trung tdm nghién ctu Gen -
Protein, Truong Dai hoc Y Ha Noi va tai Bénh vién Nhi Trung wong tir nam
2008 va tr¢ thanh thuc hanh 1am sang thuong quy. Ngoé Thu Huong va cong
su (luan &n nghién cau sinh. 2015) da nghién ctu phéat hién ngudoi lanh mang
gen va chan doan trude sinh cho cac ngudi me cd nguy co sinh con thiéu 21-
OH. Céc k§ thuat sinh hoc phan tir hién dai nhu MLPA da duoc (ng dung dé
phat hién cac dot bién x6a doan, va ki thuat giai trinh tu gen di duoc &p dung
dé phat hién cac dot bién diém trén cac bénh nhan, thanh vién gia dinh va

DNA thu dugc tir bénh pham nuéc 6i trong céc truong hop chan doan va diéu
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tri truge sinh [140],[141]. Nhitng nghién ctu vé kiéu hinh hiém, dic biét nhu
khdi u thuong than ciing duoc nghién ctu & cac bénh nhan TSTTBS thiéu 21-
OH di dugc khang dinh bang két qua phan tich dot bién gen CYP21A2 [142].
Trong nhitng ndm gan day, cac nghién cau vé diéu tri cho céc lia tudi khac
nhau ciing duoc tién hanh, trong dé ¢ tng dung cac ky thuat sinh hoc phan
tir trong chan doan va diéu trj tir giai doan bao thai (diéu tri truéc sinh) ciing
nhu diéu tri ¢ giai doan truong thanh. Diéu dic biét va ciing 1a niém hy vong
cho hon 400 bénh nhan nit mac TSTTBS dang duoc quan ly tai Bénh vién
Nhi Trung wong 1a da c6 3 ngudi me mac bénh di sinh con binh thuong va
khoe manh [141]. Ngoai cac nghién cau vé dot bién gen CYP21A2 ¢ng dung
trong chan doan va diéu tri trudc va sau sinh thi cac nghién cau di truyén
phan tir va kiéu hinh ciing duoc tién hanh doi voi cac thé hiém cua TSTTBS
nhu thiéu 11B-hydroxylase [143],[144],[145]; va thiéu 3B-hydroxysteroid
dehydrogenase typ 2 [146]. Nhiing nghién ciru nay cung cap buc tranh toan
dién hon vé céc thé bénh TSTTBS do thiéu cic enzym khac nhau dang luu
hanh ¢ Viét Nam. Vii Chi Diing va cong su c¢éng bd chan doan phan loai thé
thiéu cac enzym dic hiéu khac nhau trén 715 bénh nhan TSTTBS bao gém
375 tré trai (52%) va 340 (48%) tré gai tai Bénh vién Nhi Trung wong, trong
d6 thé thiéu 21-OH 1a 703 bénh nhan (98,3%); thiéu 11-OH 1a 9 bénh nhan
(1,3%) va thiéu 3p-hydroxysteroid dehydrogenase typ 2 14 3 bénh nhan
(0,4%) [147]. Ca 3 bénh nhan mac thé hiém cua thiéu 3p-hydroxysteroid
dehydrogenase typ 2 déu duoc khang dinh bang phan tich dot bién gen
HSD3B2 va di phat hién dwoc cac bénh nhan ndy mang dot bién méi dong
hop tir cua gen [146]. Nhitng nghién ciu nay bé sung cho dit liéu ngan hang
gen dic biét véi cac bénh hiém bai cho dén nay chi khoang 60 bénh nhan mac
thé TSTTBS hiém do d6t bién HSD3B2 dugc bao cdo trén y vin thé gidi.
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién ciu
212 bénh nhan thudc 204 gia dinh (8 gia dinh c6 2 con mac bénh), tudi

tir 3 gior dén 31 tudi duwoc kham, chan doan TSTTBS thiéu 21-OH, diéu tri va
theo d&i tai khoa Noi tiét - Chuyén hoéa - Di truyén, Bénh vién Nhi Trung
wong tir 01/1/2011 dén 31/ 10/2016.
2.1.1. Tiéu chud@n chen bénh nhan
- Tiéu chuan 1am sang va xét nghiém: theo tiéu chuan cua Nimkarn S, New
MI va cong su (cap nhat 2016) [28]:
+ Tré gai: ¢6 nam hoa dugc phat hién khi sinh hoac nam hoa sau sinh, ting
trudng sém chiéu cao va tudi xuong.
+ Treé trai: day thi sém gia, tang s6m chiéu cao va tudi xuong.
+ Ca hai giéi: c6 biéu hién mat mudi nhitng tuan dau sau sinh: mat nuéc, ha
natri va clo, ting kali huyét thanh.
+ Tang 17-OHP huyét thanh vao Ilic sang sém:

Tré so sinh > 1 ng/ml (binh thuong < 1 ng/ml) (Speiser PW va White

PC. 2003) [16].

Sau tudi so sinh: > 2 ng/ml (Speiser PW va cong su. 2010) [11].
- Gia dinh chap thuan tham gia vao nhém nghién ctu.
2.1.2. Tiéu chudn logi trie
- Loai trir c4c thé ting san thuong than bam sinh khac (duoc khang dinh bang
chan doan phén tir) bao gom thiéu 11B-hydroxylase; thiéu 3p-hydroxysteroid
dehydrogenase typ 2.
- Loai trir cAc bénh nhén suy thuong than bam sinh do cac nguyén nhan khac
nhu giam san thuong than bam sinh, suy thugng than bam sinh do suy yén.
- Loai trir cdc bénh nhan nam day thi sém gia va bénh nhan nir nam hoa do

cac nguyén nhan khac nhu u vo thugng than nam hoa.
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- Céc bénh nhan khdng chap thuan tham gia nghién cuu.
2.2. Trang thiét bi, dung cu va héa chat sir dung cho phat hién dét bién
gen CYP21A2
2.2.1. Trang thiét bj nghién ciu
- May PCR (Eppendorf)
- May dién di: Mupid (Nhat Ban).
- May soi gel va chup anh tu dong (Dolphin Chemi Wealtec, USA).
— May quang pho ké Nano- Drop (Nhat Ban).
- May ly tdm lanh Beckman (USA) va ly tdm céc loai (buc).
— Lo visong.
— Tu lanh am sau: -30°C va - 80°C (Sanyo-Nhat Ban)).
— May doc trinh tu gen 3100-Avant Genetic Analyzer cua hang ABI-PRISM
— Tu am.
2.2.2. Dung cu nghién ciru
Dung cu dugc vo tring tuyét ddi bang hap uét 120°C trong 20 phit.
— Pipet, dau con cac loai.
— Ong Eppendorf cé4c loai.
2.2.3. Hoa chat nghién cizu
2.2.3.1.Hoa chdt tach chiét DNA tir mau ngogi vi:
— Dung dich lysis buffer
— Dung dich K
— Dung dich SDS 10%
- Proteinase K (10 mg/l)
— Dung dich phenol: cloroform: isoamyl co ty 1é: 25: 24: 1
— Dung dich cloroform: isoamyl co ty I¢: 24: 1
- Sodium acetate 3M, PH 5,2
— Ethanol tuyét d6i (100%) va Ethanol 70%
— Dung dich TE dé hoa tan DNA va bao quan DNA sau khi tach
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2.2.3.2. Hoa chdt cho phdn #ng PCR

- GoldenTag,

— CAc cap mdi (xudi va nguoc),

— Nuéc céat khtr ion.
2.2.3.3. Hoa chadt dién di

- Agarose

- Dung dich TBE 10X (Khi str dung pha thanh 1X): Tris 0,89 M, Acid
Boric 0,89 M, EDTA 0,02M, dung dich Ethydium bromide.
2.2.3.4. Hoa chadt gidi trinh t gen

Str dung Kit giai trinh tw cho may ABI 3100

- BigDye® Terminator v3.1

- BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer (5X)

- Hi-Di™ Formamide
2.2.3.5. Hoa chdt MLPA

Str dung SALSA kit bao gom 9 thanh phan sau

- MLPA buffer: 200:1

- Ligase-65: 120.1

- Ligase-65 buffer A: 400.1

- Ligase-65 buffer B

- PCR buffer: 600.1

- PCR primer mix: 250.1

- Tag polymerase: 75.1

- Bém hoa lodng enzym - Enzym dilution buffer: 250.1

— Probemix: 160.1 (dat trudc theo trinh tu doan gen dich).
2.3. Phwong phap nghién ctiru

Nghién ciru mot loat cac ca bénh (case series study), noi dung nghién

ctru bao gém: kiéu hinh (danh gia tai thoi diém chan doan, theo ddi tién cau
va hoi cau), phat hién dot bién gen CYP21A2, phan tich kiéu gen va tuong
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quan kiéu gen — kiéu hinh. Chon mau theo phwong phap thuan tién trén co s
bénh nhan c6 du tiéu chuan lya chon va cac tiéu chuan loai tru.

Kiéu hinh 1am sang: duoc tién hanh tai Khoa Noi tiét — Chuyén hoa —
Di truyén, Bénh vién Nhi Trung wong, mdi bénh nhan c¢é hd so nghién ciu
riéng: v& pha hé gia dinh, khai théc tién sir, bénh sir, kham 1am sang toan dién:
do chiéu cao dimg ddi véi tré > 2 tudi va chiéu dai nam vai tré < 2 tudi hoic
tré khong thé dang biang thudc SECA, can ning, phat hién céc triéu ching
xam da, mat nuéc, kham bo phan sinh duc ngoai gom phan loai mic d6 nam
hoa theo Prader (phu luc 2), danh gia cac giai doan day thi cta Tanner bao
gom: cac giai doan phat trién 16ng mu ¢ ca hai gidi; cac giai doan phat trién
tuyén v & bénh nhan nit; do chiéu dai va chu vi duong vat; do thé tich tinh
hoan bang b dung cu orchidometer; phat hién cac biéu hién khac nhu: giong
om, ria mép & bénh nhan nit; co bap phat trién, trang ca ¢ ca hai gidi.

Di truyén té bao: karyotype bang G, tién hanh tai Khoa Xét nghiém Di
truyén, Bénh vién Nhi Trung wong, chi dinh dé xac dinh gigi khi c6 mo hd
gidi tinh: bénh pham 2 ml mau ngoai vi chdng déng bang heparin.

Chan doan hinh anh: tai Khoa chan doan hinh anh, Bénh vién Nhi
Trung wong bao gom: siéu am tiéu khung phét hién tir cung va buong tring
cho tré mo ho gidi tinh, siéu 4m thuong than, chup Xquang tudi xuwong cho tré
> 3 tu6i va nhan dinh két qua dya trén atlat cua Greulich va Pyle.

Cac xét nghiém sinh hda duoc tién hanh tai Khoa Sinh héa, Bénh vién
Nhi Trung wong, bénh pham 2 ml méau ngoai vi chéng dong bang heparin
duoc thu thap trude khi diéu tri hormon thay thé, bao gém: dién giai do huyét
thanh (ndng do Na*, K* va CI") theo phwong phap dién cuc chon loc ion gian
tiép, str dung may tu dong Beckman Coulter AU2700/ AU 680. Dinh lugng
cac hormon ACTH, cortisol, testosterone, androstenedione dugc tién hanh vai
cac kit thuong mai. Dinh lwgng 17-OHP & diéu kién co ban va sau kich thich
ACTH (1 gid sau tiém tinh mach 250 ug ACTH téng hop — Cortrosyn) &
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nhitng bénh nhan ma xét nghiém & diéu kién co ban khéng rd chan doan bang
phuong phap ELISA, kit cua hdng DRG va may doc EIx808.

Phan tich dot bién gen CYP21A2 duoc tién hanh tai Trung tam Nghién
ctru Gen-Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi va tai Khoa Di truyén, Bénh vién
Nhi Trung wong. Cac budc tién hanh theo hinh 2.1.

Lwa chon 212 BN TSTTBS thé thiéu 21-OH
thudc 204 gia dinh BN

|

Thu thap mau mau cua BN,
tach chiét DNA

!

Phan tich MLPA dé xac dinh dot
bién x6a doan gen CYP21A2

BN chi c6 dét bién di hop tir x6a doan C6 dot bién dong hop tir
hoac khéong c6 doét bien x6a doan x6a doan
4
\

Giai trinh tw xac dinh doét bién diém

)

C6 dot bién diém gen CYP21A2

Cac dang dét bién gen CYP21A2
Ban do6 dot bién gen CYP21A2

l

Phan tich méi twong quan giiva
kiéu gen va kiéu hinh

Hinh 2.1. So @0 thiét ké nghién ciru
2.3.1. Thu thdp va tach chiét mdu nghién ciru
2.3.1.1. Quy trinh thu thdp mdu mdu tinh mach
Cac ddi twong nghién ctu bao gom: bénh nhan (proband hay ca chi

diém), anh chi em rudt c6 triéu ching 1am sang va xét nghiém cua TSTTBS



46

thiéu 21-OH, b6/me bénh nhan va nhom ddi chung dugc thu thap 2 ml méau
tinh mach, chéng déng bang EDTA 1,5 mg/mL. Quy trinh dam bao tuyét doi
vO trung.
2.3.1.2. Ky thugt tach chiét DNA téng sé tir mau ngogi Vi

DNA duoc tach chiét theo phuong phap thuong quy Phenol/Chloroform
- Cho 0,5 ml mau toan phan chéng dong EDTA vao 6ng eppendorf 1,5 ml;
thém vao 0,5 ml dung dich lysis buffer, dé trén da 10 phat, ly tam 8000
vong/phut trong 10 phit & 4°C, bo dich va thu cin.
- Cho vao 0,5 ml dung dich K, ly tam 8000 vong/phut trong 10 phut ¢ 4°C,
loai bo dich va thu can.
- Cho vao 0,5 ml lysis buffer; 12,5ul SDS 10%; 10 pl Protease K; u & 56°C
trong 2+3 gio. Cho 0,5 ml dung dich Phenol: Chloroform : Isoamyl; ly tdm
10000 vong/phut trong 10 phit ¢ 4°C; hdn hop dugc chia lam 3 phan: 16p
dung dich phia trén ¢ chira DNA, [16p giita gdm céc thanh phan cua té bao,
16p dudi cung la dich chiét. Hut 1ay phan dich trén cting chira DNA va tién
hanh 1ap lai budc chiét suat nay mot lan nita dé dam bao khong con tap chat
trong mau DNA.
- Cho vao dung dich mau DNA 0,5 ml chloroform: Isoamyl, ly tdm 10000
vong/pht trong 10 phat ¢ 4°C. Hat lay phan dich trén cuing va tién hanh lap
lai mot lan nita.
- Ttia DNA bang 1ml alcol tuyét d6i, thém 50 ul Na acetat, dé lanh qua dém ¢ -
20°C. Ly tam 13000 vong/phut trong 20 phit & 4°C, bo dich trén, thu taa.
- Rura tua bang con 70°. Tua DNA duoc hoa tan bang 50 microlit nudc tinh
khiét hoic TE. Dung dich DNA s& dugc kiém tra do tinh sach bang phuong
phap do mat d6 quang ¢ budc song 260/280 nm.
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2.3.2. Xdc dinh dét bién gen CYP21A2
2.3.2.1. Ky thudt PCR

Toan bd chiéu dai gen CYP21A2 duoc khuéch dai bang phan tmg PCR
V01 cac cap mdi dic hiéu P1-P10; P3-P5; P6-P4.

TNF-B CYP21A1P
CYP21A2
|5 eX cx X X eX CX] X eX 1 eX eX 3 !
nl e mE B 3]0 T [ 8 AnmLE
| — : BT T I 1 . !
I | | 1 1 1 !
1 j 1 1 : 1 1 :
: [ S ! : : . p10
: b ! i 2083bp ! !
| P3 <_n_P_.|414'i' P5 ! | :
1 1
A ! 1 1
P6—35app P4 D v '
Pll_i_> P13 i—> P15
«—P9 <«—P12 <«——P14

Hinh 2.2. Vi tri cac mai sir dung cho PCR va giai trinh tw gen

- Thanh phan phdn img: thé tich 20 pl gdm: 100 + 150 ng DNA, 5 pmol
primer, 200 umol/l ANTP, 2 don vi enzym Taq polymerase va 2 ul GeneAmp
10 x buffer.
- Chu trinh nhiét: 94°C/5phut, [94°C/1phat, 60°C/1phdt, 72°C/1phit] x 35 chu
ky, 72°C/2 phat, gitr & 15°C.

San pham PCR dugc dién di trén gel agarose 1%, 90V trong 30 phut.
2.3.2.2. Ky thugt gidi trinh ty gen

San pham PCR sau khi dién di trén gel agarose dugc tinh sach bang Gel
purification Kit trudc khi tién hanh giai trinh tu gen. D¢ giai trinh ty dugc
toan bo gen CYP21A2, sir dung cdc mdi nhu di mé ta & bang 2.1. Quy trinh
duoc thuc hién theo phuong phap BigDye terminator sequencing (Applied
Biosystems, Foster city, USA).
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Két qua giai trinh tu gen dugc phan tich bang phan mém CLC Main
Workbench. MAu DNA cua bénh nhan duoc so sanh véi mau DNA ddi chung
va trinh tu cua CYP21A2 trén GeneBank (Accession number NM_0005002)

Bang 2.1. Trinh tw méi dung cho phan &ng PCR va giai trinh tw gen

Tén moi Trinh tw méi (5’ - 3°) Vi tri
P1 GGACCTGTCCTTGGGAGACTAC Exon 3
P3 AGGTCAGGCCCTCAGCTGCCTTCA Exon 3
P4 GGCTTTCCAGAGCAGGGAGTAGTC Exon 3
P5 TCTCCGAAGGTGAGGTACCAG Exon 4
P6 TCGGTGGGAGGGTACCTGAA Promoter
P9 AGCTGCATCTCCACGATGTGA Exon 6
P10 CTGAGGTACCCGGCTGGCATCGGT Intron 10
P11 CCTTCCCACAGCTGCATTCTCATGC Intron 5
P12 GTGAGCCTGAGTGCCGGTGAGG Intron 7
P13 GCAAAAGGCTCCTTCCCAGCAAC Intron 7
P14 CCTGGCTCCAGGAACGATC Intron 9
P15 CGTGAAAATGTGGTGGAGGCTGGT Intron 9

2.3.2.3. Ky thudt MLPA
- Nguyén tgc: Trong phan tng MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) viéc thiét ké cac probe gan dac hiéu véi cac doan DNA dich
dong vai trd cuc Ky quan trong. Thong thuong, mdi probe chira hai phan tir
oligonucleotid c6 kich thudc khac nhau (hinh 2.3).
+ Phan tir oligonucleotid ngan gém 2 doan:

e Doan 1 c¢6 trinh tu nucleotid dac hiéu vdi doan DNA dich va sé lai voi
DNA dich khi tién hanh phan tng lai. Poan nay c6 khoang 21 + 30 nucleotid
nam & dau 3’ cua probe.
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e Doan 2 nam ¢ dau 5°, chtra khoang 19 nucleotid. Trinh tu nucleotid
cia doan ndy giéng nhau cho cac probe. Py 1a vi tri gan véi méi Y dé
khuéch dai probe khi tién hanh phan ang PCR.

Poan1: Doan 1"

géan primer Y\ gan primer X
Poan 2: lai véi Doan 3" doan
oan £ lal vel Py
DNA dich dém (Stuffer)

DPoan 2" lai v&i
DNA dich

X

5.Y :fr Hai phan tw oligonucleotid
cua moi probe lai véi doan
\— DNA dich & vi tri sat nhau

Poan DNA dich A

Doan DNA dich B 5§

2 phan cia probe dwoc noi
v&i nhau boi enzym ligase
5.y Chi str dung 1 cap mai dé
. uyéch dai tat ca cac
5 5 \f khuyéch dai ta
Boan DNA dich A probe bang p.w PCR

Doan DNA dich B

Bién tinh
Xg 4
5
Y;/ 5
PCR X

X v $an pham khuyéch dai caa
5 moi probe ¢6 mét chiéu dai
Y 5 nhét dinh (130-480bp)

San pham khuéch dai cia cac probe dworc phan tach bang dién di, sé lwong san
pham khuéch dai ctia mdi probe ty & thuan véi s6 ban sao ctia doan DNA dich

Hinh 2.3. Cac giai doan cia ky thuat MLPA
(Schouten JP va cgng su 2002) [87]
+ Phan tir oligonucleotid dai gdém 3 doan:

e Doan 1’ chita 25+43 nucleotid, gén dic hiéu véi DNA dich & dau tan 5°.

e Poan 2’ gom 36 nucleotid & dau 3°, trinh tu nucleotid gidng nhau cho
céc probe. Pay 1a vi tri gdn voi méi X dac hiéu dé khuéch dai probe.

e Doan 3’ con goi 1a doan nucleotid dém (stuffer) nam giira hai doan 1’
va 2°, cau tao gom tir 19 dén 370 nucleotid. Trinh tu nucleotid khéng dic hiéu
v6i DNA dich nén n6 khong gan vao DNA dich. Chiéu dai doan stuffer khac

nhau & cac probe, vi vay cac probe khéac nhau sé& c6 chiéu dai khac nhau.
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Do d6, san pham khuéch dai ciia cc probe s& dugc phan tach bang dién di.

Trong mdi phan &ng cé chira cac probe ndi chuan, khi probe noi chuan
lén dinh twong Ung 1a diéu kién dam bao d¢ tin cay khi nhan dinh két qua.
Ngoai ra trong ky thuat MLPA cé sir dung chang la DNA cta nguoi binh
thuong, chay song song cling mau bénh nhan dé so sénh.

Sau phan ung PCR, mdi probe s& duoc khuéch dai thanh nhiéu ban sao.
Céc probe khac nhau s€ cé kich thudc khac nhau do d6 dai doan dém cua
ching khéc nhau. Do vay, chling s& dugc phan tach bang phuong phéap dién di
(thuong st dung phuong phap dién di mao quan). S6 luong san pham khuéch
dai cia mdi probe sé ty 16 thuan vai sé ban copy ciia doan DNA dich dac hiéu
V&1 probe do.

Nghién ciu nay sir dung kit MLPA (MRC- Holland): Kit gom cac probe
st dung trong chan doan dot bién gen CYP21A2 goi 1a PO50B2. Hon hop
probe nay bao gom 5 probe cho gen CYP21A2 (Ex1, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8)
tuong duong véi cac dot bién xo6a doan doan 8 bp, 1172N, E6 cluster va
Q318X. Hdn hop probe ndy con bao gdom 3 probe dic hiéu cho gen
CYP21A1P (E1P, 12P, E10P), 2 probe cho bo thé C4A, C4B (C4A, C4B).
Ngoai ra, c6 22 probe dac trung cho gen cia nguoi cling duoc sir dung trong
hdn hop dé lam d6i ching va 2 probe cho nhiém sac thé X va Y dé xéac dinh

giai tinh. Vi tri va kich thudc caa cac probe dugc mo ta nhu bang 2.2.
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Bang 2.2. Tén, kich thwéc va vi tri cia cac san pham PCR
trong Kit MLPA P050B2 (MRC- Holland)

STT Tén probe Vi tri cta probe trén gen |Kich thudc (bp)
1 [X-fragment X chromosome 100
2  |CAB probe 02357-L02586 C4B Exon 19 154
3 |CYP21A2 probe 01974-L01507 Exon 3 172
4  |CAA probe 04802-L04177 C4A Exon 26 178
5 |CYP21A2 probe 04804-L04179 Exon 1 202
6 |CYP21A2 probe 01975-L01508 Exon 4 210
7 |CYP21A2 probe 01976-L.01509 Exon 6 229
8 |UTY probe 01071-L00464 Yqll 240
9 |CYP21A1P probe 04805-L.04180 5’ exon 1 265
10 |CYP21A2 probe 05477-1L.04895 Exon 8 283
11 |CYP21A1P probe 04807-L04182 Exon 10 352
12 lcyp21A1P probe 04806-1.04181 Intron 2 382
. C4A CYP21A1P c48 CYP21A2
s —

| |
C4A E1P Ex3)
e C4B Ex4)
v Ex6
E10P Ex8

Hinh 2.4. So @6 va vi tri mét s6 probe cia Kit MLPA P050B2
Exl, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8, la cdc probe twong 1ng Vi cac exon 1, 3, 4, 6,
8 cua gen CYP21A42; EIP, I2P, EI0OP la cdc probe twong ung Vai Vi tri exon
1, intron2, exon 10 cua gen CYP21A1P; C4A, C4B la probe tuwong ung voi
gen C4A, C4B.
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Hinh 2.5. Hinh anh minh hoa két qua MLPA
Truc hoanh biéu hién kich thuwéc san pham PCR ting dan theo chiéu tir
trai sang phdi. Truc tung thé hién néng dé cia cac san pham pham PCR ti 1¢
thudn véi chiéu cao cia cde dinh. Bénh nhan ¢é dét bién xéa doan khi khéng
xudt hién dinh twong 1ng véi exon bj xéa doan va hodc dét bién dang di hop
ti# khi chiéu cao dinh bang 1/2 so Véi chiéu cao dinh cia mau doi chirng. Ex1,
Ex3, Ex4, Ex6, ExS8, la cdc dinh twong ung voi vi tri exon 1, 3, 4, 6, 8 cua gen
CYP21A42. EIP, I2P, E10P la cdc dinh twong ung Voi vi tri exon 1, intron2,
exon 10 cua gen CYP21A1P. C4A, C4B la dinh twong ung voi gen C4A, C4B.
Y la dinh twong g Véi nhiém sdac thé Y.
- Tién hanh phdn ng MLPA
+ Budc 1: Bién tinh DNA
Cho 5ul dung dich DNA (néng d6 10+20 ng/pl) can phan tich vao éng
PCR, bién tinh & 98°C trong 5 phat, chuyén vé giit & 25°C.
+ Budc 2: Gan (lai) probe vao gen dich
e Chuan bi hdn hop lai: tong s6 thé tich hdn hop lai 1a 3 pl bao gom:
dung dich dém MLPA (1,5 ul) va hdn hop probe (1,5 pl).
e Cho 3 pl hdn hop lai vao mau DNA d3 bién tinh, nang nhiét do 1én
95°C trong 1 phat dé bién tinh probe, ha nhiét do xudng 60°C, & qua dém
(12+24h). Pay la nhiét do dé probe gan dic hiéu vao doan gen dich.

+ Budc 3: N6i 2 dau probe
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e Chuan bj dung dich dém gan probe: c4c dung dich hda chat can vortex
nhe cho déu trudc khi pha dung dich dém
Bang 2.3. Thanh phan dung dich dém gin probe

Thanh phan Thé tich
Dung dich dém A 3ul
Dung dich dém B 3ul
Nudc 25 ul
Enzym ligase 65 1l

Téng sé 32 ul

e Cho 32 pl dung dich ¢ém gan probe vao hdn hop lai u qua dém & trén khi
mau & 54°C, tiép tuc chay theo chu trinh nhiét sau: 54°C/ 15 phat — 98°C/ 5 phut
— 4°C/ o0, San pham lai ndy s& luu trit duoc 1 tuan/ 4°C, hoic 1au hon & -20°C.

+ Budge 4: Khuéch dai san pham lai (probe)

e Dung dich dém phan ttng PCR: 4pul dung dich dém PCR, 26l nudéc.
Cho thém vao hdn hop 10l san pham lai, dua vao may giir & 60°C.

e Pha hdn hop phan ung PCR gom primer (c6 gan huynh quang) 2ul,
dung dich dém 2ul, nuéc 5,5ul, Tag polymerase 0,5ul. Cho 10ul hdn hop
phan tng PCR nay vao hdn hop dang trong may gitt & 60°C. Tiép tuc chu trinh
nhiét: (95°C/ 30 gidy, 60°C/ 30 giady, 72°C/ 1 phut) x 35 chu ky, 72°C/ 20 pht,
gitt & 4°C.

San pham khuéch dai probe s& duoc dién di mao quan huynh quang trén
may giai trinh tu gen dé phan tich két qua.
2.3.3. Nhdn dinh va ddnh gid cdc dét bién cia gen CYP21A2
2.3.3.1. Viét danh phdp cdc dét bién

Céac dot bién phat hién duoc ¢ cac bénh nhan dugc viét theo danh phap &
dang thay ddi cua nucleotid trong phan t¢r cDNA va & dang thay ddi cua
protein dot bién theo danh phap “Genome Variation Nonmenclature”
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(http://www.hgvs.org/mutnomen/). Déi véi cDNA thi danh phap dugc danh
s6 bit dau tir nucleotid A cua bd ba ma hda cho acid amin dau tién (HGVS
Recommendations for the description of sequencing variants: 2016 update.
Hum Mutat. 2016).
2.3.3.2. Nhdn dinh cac d@gt bién

Trinh tu gen CYP21A2 thu dugc sau khi giai trinh tu cho cac bénh nhan
nghién ctru s€ duoc so sanh vaéi trinh tu gen CYP21A2 tham khao ¢ “reference
sequencing NM_000500.2”
Cac dot bién ctia CYP21A2 phat hién dugoc & cac bénh nhan nghién ctru sé
duogc so sanh véi dir liéu tr Human Gene Mutation database (HGMD)
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=CYP21A2 va so sanh vdéi dir
liéu cia uy ban danh phap Cytochrome P450 allele nguoi. Gen CYP21A2 tai
http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm

Ddi v6i cac dot bién chua duogc bao cdo tai cac co sé dit lidu trén day sé
duoc kiém tra d6i chiéu véi dir liéu tai 1000 genomes database tai
"MutationTaster". http://www.mutationtaster.org. Dot bién nao chua duoc
b4o céo tai cac co so dir lidu trén day s& dugc coi 1a dot bién méi (novel
mutation) hay d6t bién chua dugc béo céo (unreported mutation).
2.3.4. Pdnh gid kiéu hinh cia cac bénh nhan va méi twong quan giiia kiéu
gen - kiéu hinh
1.3.4.1. Bdnh gid kiéu hinh

Panh gia kiéu hinh: dua trén két qua cac dit liéu nghién ctru 1am sang
(tai thoi diém chan doan, tién st va dién bién trong qué trinh theo ddi diéu
tr1), chan doan hinh anh va xét nghié¢m sinh hoa. Pdi v6i cac bénh nhan duge
chan doan sém (< 5 ngay sau sinh) va duoc diéu tri hormon thay thé sém,
trude khi c6 cac biéu hién mat mudi trén 1am sang, va bat thuong dién giai dd
huyét thanh thi ddnh gia thé mat mudi dua trén theo ddi dién bién trong qua

trinh theo d&i diéu tri, va khang dinh thé MM khi bénh nhan c6 cac biéu hién


http://www.hgvs.org/mutnomen/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HGVS+Recommendations+for+the+Description+of+Sequence+Variants%3A+2016+Update
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=CYP21A2
http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm
http://www.mutationtaster.org/
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suy thuong than cdp, mat nudc, mat mudi (Na* huyét thanh ha va K* huyét
thanh ting cao). Phan loai kiéu hinh: theo tiéu chuan 1am sang va hoa sinh cua
Pang S, Clark A. 1993 [26].

- Thé ¢6 dién mat mudi (MM): ca & tré trai va tré gai co biéu hién cham ting
can/sut can sau dé, ndn, mat nudc, Na* huyét thanh < 130 mmol/l, hozic 130-
135 mmol/l két hop véi K* huyét thanh > 5,5 mmol/l, ting hoat d¢ renin. Két
hop vé6i nam hoéa bo phan sinh duc ngoai, mo hd giéi tinh (mtc d6 nang theo
phan loai cua Prader) & tré gai (phu luc 2) [17]. Nong d6 17-OHP huyét thanh
tang > 100 ng/ml.

- Thé c6 dién nam hoa don thuan (NHDT): mo hd gidi tinh & tré gai, day thi
s&m ngoai bién ¢ tré trai, ting chiéu cao va tudi xwong & ca hai gigi, khdng co
biéu hién 1am sang cta mat mudi, hoat do renin khong tang, dién giai do
huyét thanh binh thuong. Nong do 17-OHP huyét thanh tang > 100 ng/ml.

- Thé khdng cb dién: khong c6 hoic ham héa nhe bd phan sinh duc ngoai sau
sinh ¢ tré géi, cac triéu chiing cua tang androgen sau sinh nhu: moc 16ng mu
va 16ng nach sém & tudi tién day thi & ca tré trai va gai, ram 16ng va roi loan
vong kinh & tudi vi thanh nién. Nong d6 17-OHP huyét thanh truéc kich thich
bing ACTH tur 2 - 100 ng/ml, 60 phut sau kich thich bang ACTH tir 10 - 100
ng/ml.

2.3.4.2. Ddnh gid moi twong quan kiéu gen - kiéu hinh

Pé danh gia tuong quan kiéu gen - kiéu hinh, cac dot bién gay bénh duogc
chia thanh 4 nhom dua theo dit liéu vé hoat d6 21-OH da dugc nghién ciru in
vitro va da duoc dé xuat boi Krone N va cong su co bo xung [57].

- Nhém “null” (0): bao gdm cé&c bénh nhan mang cac dot bién gay mat
toan bo hoat do enzym: x6a doan, exon 6 cluster, p.L307FfsX6, p.Q318X,
p.R356X, va cac dot bién méi gay léch khung dich ma trén ca 2 allele.

- Nhém A: bao gém céac bénh nhan dong hop tr dot bién trén intron 2
(c.290-13A/C>G hay 12g), hoic c6 mot allele 1a dot bién 12g va allele khac 14
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dot bién trong nhém “null”. Dot bién 12g duoc biét 13 con lwgng hoat do
enzym rét nho.

- Nhém B: bao gom cé&c bénh nhan mang dot bién p.1172N (hoat do
enzym con khoang 2%) dong hop tir hodc di hop tir kép véi cac dot bién cua
nhém “null” hoac A, hoac hoan vi gen promoter + p.P30L.

- Nhém C: bao gém céc bénh nhan mang d6t bién p.P30L, p.\V281L (con
khoang 20-60% hoat 6 enzym) dong hop tir hodc di hop tir kép véi cac dot
bién ctia nhém “null”, hoac A, hoic B.

- Nhém D: bao gom cac bénh nhan mang cac dot bién chua danh gia
duoc anh huong cua dot bién trén hoat d6 enzym va cic bénh nhan chua xac
dinh duogc dot bién.

Kiéu hinh duoc du bao két hop véi cac nhom kiéu gen “null” va A 13
thé cd dién MM, véi nhdm kiéu gen B 1a c6 dién NHDT, va nhdm kiéu gen
C la thé khong co dién.

Gia tri du bao duong tinh (positive predictive value — PPV) dugc tinh
bang sé bénh nhan c6 kiéu hinh dung nhu du bao cia mdi nhém kiéu gen chia
cho téng s6 bénh nhan caa nhom dé va nhan véi 100. Cu thé nhu sau:

PPV-0 = n bénh nhan thé MM cuaa nhém “null”/tong sé bénh nhan cé
kiéu gen thuoc nhdm “null” x 100;

PPV-A = n bénh nhan thé MM trong nhom A/tong bénh nhan cé kiéu
gen thuéc nhom A x 100;

PPV-B = n bénh nhan thé NHPT trong nhém B/tong sé bénh nhan cé
kiéu gen thuéc nhdom B x 100;

PPV-C = n bénh nhan thé khong co dién trong nhém C/tong sé bénh
nhan cé kiéu gen thuoc nhom C x 100.
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Pé danh gia trong quan gitra mic d6 niang cua nam hdéa bo phan sinh
duc ngoai voi kiéu gen cua cac bénh nhan nir thi ty 18 caa cac mac do nam
hoa giira cac nhdm kiéu gen khac nhau duoc so sanh.

Dé danh gia twong quan kiéu gen va kiéu hinh dau 4n sinh hoc nong do
17-OHP, testosterone, progesterone va dién giai dd trong huyét thanh thi trj s6
trung binh, trung vi caa nong do cac chit nay trong huyét thanh cua cac bénh
nhan caa tirng nhém kiéu gen “null”, A, B, C duoc so sanh véi nhau.

2.3.5. X ly sé ligu thong ké

Str dung phan mém SPSS version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Cac sb lidu duoc dién ta dudi dang cac phan bd vé tan sé (frequency
distributions) hoac céc tham s6 thong ké mé ta va dugc thé hién dudi dang ty
1& phan tram, hodc tri s6 trung binh + SD va trung vi. Ty 1é nam/nir trong tirng
kiéu hinh duoc so sanh st dung test binomial. Tudi trung vi cua cac bénh
nhan nam va nir cua tirng nhém Kkiéu hinh dugc so sanh vai nhau sir dung test
Wilcoxon ranksum. Gi trj trung binh hoic trung vi cua cac bién lién tuc nhu
nong do 17-OHP, testosterone, progesterone, dién giai d6 (Na*; K* va CI")
huyét thanh cua cac nhom kiéu gen dugc so sanh voi nhau. CAc gia tri trung
binh dugc so sanh véi nhau sir dung test ANOVA néu Ia phan bé chuan (kiém
dinh lai bang test BONFERRONI); so sanh cac trung vi su dung test
KRUSKAL WALLIS néu khdng phai 1a phan b chuan. So sanh ty 18 phan
tram cac triéu ching 1dm sang ¢ cac nhom bénh nhan theo giagi tinh sur dung
test y* va FISHER’S EXACT (néu n nho). So sanh ty I& phan trim mutc do
nam hoa giira cac nhom kiéu gen st dung test FISHER’S EXACT. Gia tri p <
0,05 duoc coi 1a khac nhau cé y nghia thong ke.

2.4. Pao diwrc trong nghién ciru
Loi ich d6i v&i ngudi bénh: ¢6 chan doan chac chin, c6 kiéu gen cua

bénh nhan chi diém trong gia dinh 13 co so chac chan cua viéc diéu tri sudt



58

doi bang liéu phap hormon thay thé, 1a co s cua tu van di truyén, chan doan
va diéu tri trudc sinh.

Loi ich ddi véi khoa hoc: két qua nghién ctru s& 1a bang ching khoa hoc
vé dix liéu dot bién gen CYP21A2 ¢ ngudi Viét Nam méac TSTTBS, dong gop
cho dir liéu vé dot bién gen CYP21A2 & ngan hang gen.

Gia tri ddi véi cong tac dao tao va thuc hanh 1am sang: két qua nghién
ctru s& gilp cac bac sy 1am sang c6 co s chac chan dé diéu tri va quan ly
bénh nhan, co dit liéu vé y hoc ching cé trong dao tao va thuc hanh. Hon nira,
két qua kiéu gen s& gilp cac nha l1am sang ca thé hoa diéu tri dbi vai ting
bénh nhan.

Sy chap thuan: Dé tai duoc chap thuan caa hoi déng Y duc, Bénh vién
Nhi Trung wong, dugc sy déng y cua ban than bénh nhan (tudi truéng thanh),
cha me hodc ngudi cham soc dbi twong nghién ciu va dam bao tinh bi mat

cho cac ddi tugng nghién cuu.
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Chuong 3
KET QUA

3.1. Két qua xac dinh dét bién gen CYP21A2 va ban @ dét bién gen
CYP21A2 cia bénh nhan TSTTBS thé thiéu 21-OH
3.1.1. Pic diém chung ciia nhom nghién ciru

Trong nghién ctru nay, 212 bénh nhan cta 204 gia dinh (8 gia dinh c0 2
con mic bénh) duoc phan tich gen CYP21A2 xac dinh dot bién. Trong sb 204
gia dinh thi 30 gia dinh c6 it nhat 2 con mac bénh (14,7%) trong d6 25/30 gia
dinh c6 hai con mac bénh; 3/30 gia dinh c6 ba con mac bénh va 2 gia dinh c6
4 con méc bénh.

Trong sé 212 bénh nhan thiéu 21-OH dugc phan tich dot bién gen
CYP21A2 thi c6 97 bénh nhan nam (45,8%) va 115 bénh nhan ntr (54,2%);
Kiéu hinh thé c6 dién chiém chu yéu véi 96,7% (205/212) trong tong sé cac
bénh nhan nghién cau, trong d6 thé ¢ dién MM chiém 78,5% (161/205) bénh
nhan, NHDT chiém 21,5% (44/205) bénh nhan; thé khong co dién chi gap &
4/212 bénh nhan (1,9%); con lai la 3/212 (1,4%) bénh nhan chua xac dinh
duoc thé 1am sang. Nhu vay, c6 209 bénh nhan da xac dinh duoc kiéu hinh.
Phan bd vé gidi, tudi chan doan, cac biéu hién 1am sang chinh caa ting kiéu

hinh trong s6 209 bénh nhan duoc trinh bay tom tat tai bang 3.1.
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Bang 3.1. Pic diém chung cia nhdm nghién ciu

Céc thé bénh
Cac diic diém MAat mudi Nam héa don thuén Khong co dién
n=161 n=44 n=4
Giai (n; %) Nam Nir Nam Nir Nam Nir
(86; (75; (8; 18,2%) | (36;81,8%) | (3;75%) | (1;25%)
54,4%) 46,6%)

p (test binomial) 0,4 0,000025 0,6
Tudi chan  doan 32 1590 18,5
(ngdy); trung Vi (1-4740) (4—11220) (1-570)
(Min — Max)
p (test Kruskal- p =0,0001
Wallis)
Tudi chan doan theo 40 25 1710 1545 6 570
gidi (ngay); trung vi | (3-3450) | (1-4740) | (1170- (4-11220) | (1-31)
(Min - Max) 2700)
p (test Wilcoxon 0,0001 0,27 0,18
ranksum)
Mo ho giéi tinh 72 35 1
Suy thuong than cip 79 59 0 0
ltc chan doan
Sang loc/chan doan 1 15 0 1 3
som < 5 ngay tuoi
Tién str gia dinh/xét 15 16 1 6
nghiém di truyén
Day thi sém /1éng 6 8 6
mu sém
Tang truong som 6 8 27

Nhdn xét: Tré gai duoc chan doan nhiéu hon tré trai & thé NHPT. Thé ¢b

dién MM duoc chan doan sém hon thé NHDT. Tré gai dugc chan doan som

hon tré trai & thé MM. Ty 18 suy thuong than cap tai thoi diém chan doan & tré

trai cao hon gai (p = 0,017; test y %). Ty 1é chan doan sém < 5 ngay tudi & tré
gai nhiéu hon tré trai & thé MM (p = 0,0001; test Fisher’s exact).
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3.1.2. Két qud xdc dinh dgt bién gen CYP21A2 ciia bénh nhan TSTTBS
3.1.2.1. Két qua tach chiét DNA

Tat ca cac mau DNA thu duoc cia cac bénh nhan nghién ciu ¢6 nong do
trong khoang 100 + 891 ng/ul, d6 tinh sach & budc song 260/280nm trong
khoang 1,8 + 2,0. Nhu vay, cAc mau DNA duoc tach chiét c6 chat lugng tot dé
thyuc hién cho c&c quy trinh phan tich gen tiép theo (Phu luc 1).
3.1.2.2. Két qud xdc dinh dot bién gen CYP21A2

Tién hanh x4c dinh d6t bién gen CYP21A2 trén 212 bénh nhan TSTTBS
thé thiéu 21-OH. K§ thuat MLPA dugc 4p dung dé xac dinh dot bién xoa
doan, k¥ thuat giai trinh tyu truc tiép duoc 4p dung dé phét hién dot bién diém.

Két qua x4c dinh dot bién xéa doan bing ky thuat MLPA

Phét hién duoc 8 dang dot bién xda doan khac nhau gom cac dot bién

x6a mot dén mot vai exon hoic cd xda doan toan bd gen CYP21A2.

Bénh nhin cé dgt bién xéa doan tir exon 1 dén exon 3 gen CYP21A2:

Ex4
C4B C4A E10P
20 40 60 80 100 120 140 160 om0 w0 %0 | Eeg ln 320 W] W 380 400
2,000 I Ex1 ] 8 * DER i}
1,800 Ex3 1D I:]
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Hinh 3.1. Hinh anh xé6a doan exon 1-3 (exon 1-3 del) gen CYP21A2
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(1) Mdu nguoi binh thwong; (2) Mau bénh nhan ma s¢ 52
Ex1, Ex3, Ex4, Ex6, Ex8, la cdc dinh twong ung Vdi Vi tri exon 1, 3, 4,
6, 8, cua gen CYP21A2

+

+

EIP, I2P, EIOP la cac dinh twong ung Vvoi vi tri exon 1, intron 2, va
exon 10 cua gen CYP21A1P

C4A, C4B la dinh twong ting Véi gen C4A, C4B

+

Y la dinh twong ung voi NST' Y

+

Nhgn xét: Két qua MLPA cho thay bénh nhan ma sé 52 bi dot bién
x6a doan gen tir exon 1 dén exon 3 gen CYP21A2 do khéng xuat hién cac
dinh tuwong tng véi cac exon 1, 3 cia gen CYP21A2 va gen C4B so sanh véi

két qua ciia mau doi ching.
Bénh nhin cé dgt bién xéa doan tir gen C4B dén exon 8 ciia gen CYP21A2:

Ex4
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Hinh 3.2. Hinh dnh xéa doan tir gen C4B dén exon 8 ciaa gen CYP21A2



63

(1) Mdu nguoi binh thuong; (2) Mau bénh nhan sé 90
+ Ex1, Ex3, Ex4, Ex6, EX8, la cdc dinh twong vng voi vi tri exon 1, 3,
4,6, 8, cuagen CYP21A2

+ EIP, I2P, EIOP la cdc dinh twong ung Vi vi tri exon 1, intron 2 va
exon 10 cua gen CYP21A1P

+ C4A, C4B la dinh twong ung vaoi gen C4A, C4B
+ Y la dinh twong ung voi NST Y
Nhgn xét: Két qua MLPA phat hién bénh nhan ma s6 90 bi xéa doan
gen CYP21A2 tir gen C4B dén exon 8 gen CYP21A2 do khdng xuat hién cac
dinh tuong tng vai gen C4B va exon 1, 3, 4, 6, 8 gen CYP21A2 so sanh véi
mau ddi ching.
Két qua xac dinh ddt bién diém bang k§y thuat giai trinh tw gen
Pé xac dinh dot bién diém, trude tién tién hanh khuéch dai toan bo 10
exon caa gen CYP21A2 bang 3 cap moi P4-P6; P3-P5; P1-P10 theo nhu quy
trinh d3 mo ta & phan phuong phap. San pham PCR duoc dién di trén gel
agarose 1,5%. Hinh 3.3 1a hinh anh minh hoa két qua PCR khuéch dai céc san
pham PCR ciia gen CYP21A2 twong ng Véi Cac cap moi.

A) Mau bénh nhan

MK (+) (-)|123 45I

900bp _,
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B) Ma&u bénh nhan

I I
MK 1 2 3 4 5 () ()

500bp_|

400bp—> <—414bp

Q) MAu bénh nhan

< 2083bp

Hinh 3.3. Hinh anh san pham PCR khuyéch dai gen CYP21A2
(A) sdn pham PCR cia doan gen P6-P4, (B) sdn pham PCR ciia doan gen
P3-P5, (C) san phdm PCR cua doan gen P1-P10, M: marker 100 bp va 1kb,

(-) Mdu nuéc, (+) Mdu d@éi ching, 1+5 mdu bénh nhan.

Nhgn xét: Két qua cho thay, san pham PCR ctia cac mau bénh nhan tir 1
dén 5 déu thu duoc vach dac hiéu twong tu nhu mau ddi ching.

San pham PCR duoc giai trinh tu gen dé xac dinh dot bién diém. Két qua
d3 phat hién duoc nhiéu dang dot bién khac nhau nhu: sai nghia, vo nghia, dot
bién & ving khéng ma hoé gen (intron, promoter), dot bién thém hoic mat
nucleotid gay Iéch khung dich ma va dot bién lip doan. Bénh nhan cé dot bién
ddng hop tir tai 1 vi tri; di hop tir, dong hop tir két hop 2 hodc 3 vj tri dot
bién. Nghién ctru cling phat hién duoc 6 dot bién mai gom 2 dot bién tao ma
két thic sém, 2 dot bién sai nghia, 1 dot bién lap doan va 1 dot bién thém

nucleotid.
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Bénh nhan c¢é dgt bién dong hep tir g.655A/C>G (129):

g.655A/C>G
g.655A/C (IVS2-13A/C>G)
IR
Nguwoi binh thuwong Bénh nhan

Hinh 3.4. Hinh anh dt bién dong hep tir g.655A/C>G
(Hinh anh gidi trinh tir gen theo chiéu nguoc)
Nhgn xét: Giai trinh tw gen CYP21A2 phéat hién bénh nhan ma sb 111
c6 dot bién dong hep tir tai vi tri g.655A/C>G trén intron 2.

Bénh nhin cé dgt bién di hep ti p.1172N va p.R426C két hep:

c.515T>A c.1276C>T
c.515T p.1172N €.1276C p.R426C
v v v
Z 287 7
Nguwoi binh thuwong Bénh nhan Ngudi binh thuwong Bénh nhan

Hinh 3.5. Hinh anh ddt bién di hop tir p.1172N va p.R426C két hop
Nhgn xét: Giai trinh tu gen CYP21A2 phéat hién bénh nhan ma sé 57 bi
dot bién di hop tir p.1172N va p.R426C & 2 vi tri: (1) thay thé nucleotid
515T>A dan dén bo ba thir 172 ATC ma hoa Isoleucin chuyén thanh AAC ma
hoa Asparagin (1172N), (2) thay thé nucleotid 1276C>T dan dén bo ba thir
426 CGC ma hoa Arginin chuyén thanh TGC ma hoa Cystein (p.R426C).
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Bénh nhdn cé dgt bién dong hop tiz p.Q318X va p.R356W két hop:

€.952C>T €.1066C>T
c.95\fC p.Q318X €.1066C p.R356W
8 zEs 301 ZB7 298
Nguwoi binh thwong Bénh nhan Nguwoi binh thwong Bénh nhin

Hinh 3.6. Hinh anh dgt bién dong hep tir p.Q318X va p.R356W

Nhgn xét: Giai trinh tw gen CYP21A2 phéat hién bénh nhan ma s6 211
bi dét bién dong hop tir p.Q318X va p.R356W & 2 vi tri: (1) thay thé
nucleotid 952C> T 1am cho bo ba thi 318 CAG ma hdéa Glutamin chuyén
thanh TAG 1a bo ba két thiic (Stop Codon) (Q318X); (2) thay thé nucleotid
1066C>T Iam cho bo ba thir 356 CGG ma hda Arginin chuyén thanh TGG ma
hoa Tryptophan (R356W).
Bénh nhan cé dgt bién di hop ti p.Q318X va dong hop ti p.R356W tgi 2 vi
tri:

€.952C>T €.1066C>T
c.952C p.Q318X €.1066C p.R356W
Z E 287 Z
Ngudi binh thuong Bénh nhan Nguoi binh thuwong Bénh nhin

Hinh 3.7. Hinh anh ddt bién di hop tir p.Q318X va dong hep tir p.R356W
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Nhgn xét: Giai trinh tw gen CYP21A2 phét hién bénh nhan mé s6 88 c6
dot bién di hop tir p.Q318X va ddng hop tir p.R356W & 2 vi tri: (1) dot
bién di hop tir thay thé nucleotid 952C>T lam cho bo ba thir 318 CAG m4 hoa
Glutamin chuyén thanh TAG 1a b ba két thuc (Stop Codon) (Q318X), (2) dot
bién dong hop tur thay thé nucleotid 1066C>T 1am cho b ba thir 356 CGG ma
hoa Arginin chuyén thanh TGG ma hoa Tryptophan (R356W).

Bénh nhin cé 3 dpt bién di hep ti g.655A/C>G (12g), p.Q318X va

p.R356W:
g.655A/C>G c.952C>T ¢.1066C>T
37 345 35 17 287 298
fl
Bénh nhan

Hinh 3.8. Hinh anh 3 @6t bién di hop tir g.655A/C>G, p.Q318X va
p.R356W

Nhgn xét: Giai trinh tu gen CYP21A2 phéat hién bénh nhan ma so6 119
c6 3 dot bién dang di hop tir két hop g.655A/C>G (12g), p.Q318X va
p.R356W: (1) dot bién thay thé nucleotid tai vi tri 656A/C>G trén intron 2,
(2) dot bién thay thé nucleotid 952C> T lam cho bo ba thir 318 CAG méa hoa
Glutamin chuyén thanh TAG 1a b ba két thiic (Stop Codon) (Q318X), (3) dot
bién thay thé nucleotid 1066C>T lam cho bo ba thir 356 CGG ma hoa Arginin
chuyén thanh TGG ma hda Tryptophan (R356W).
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Bénh nhdn cé dgt bién p.1236N, p.V237E, p.M239K dang cluster E6

C.707T>A; 710T>A; 716 T>A
c.707T; 710T; 716 T p. 1236N; V237E; M239K (Cluster E6)

GGGAT CACATCGTGGAGATGCAG GGGACCACAACGAGGAGAAGCAG

Hinh 3.9. Hinh anh dt bién p.1236N, p.V237E, p.M239K cluster E6

Nhgn xét: Giai trinh tu gen CYP21A2 phat hién bénh nhan ma sé
189 ¢6 dot bién cluster tai 3 vi tri lién tiép trén cung 1 alen: p.1236N,
p.V237E, p.M239K. (1) dot bién thay thé nucleotid tai vi tri ¢.707T>A lam
cho bo ba tha 236 ATC md hoa Isoleucin chuyén thanh AAC ma hda
Asparagin (1236N), (2) dot bién thay thé nucleotid tai vi tri ¢.710T>A lam cho
bo ba thr 237 GTG ma hoa Valin chuyén thanh GAG ma hda Glutamic acid
(V237E), (3) dot bién thay thé nucleotid tai vi tri c.716T>A lam cho b ba thir
239 ATG ma hoa Methionin chuyén thanh AAG ma hoa Lysin (M239K).
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Bénh nhdn cé dgt bién ldp doan méi p.P459_L464dup:
€.1375C €.1392G

v v

CGCCCTGCCCT CCCTGCAGC CCCTGCCCCAC

ol

Nguo1 binh thuong

€.1375 - 1392duplCCCTCCCTGCAGCCCC
p.P459 — L464dup

v

GCCCTGCCCT CCCTGCAGC CCCTGCCCT CCCTGCAGCCCCTGCCCCAC

Attt

Bénh nhan

Hinh 3.10. Hinh anh dét bién l3p doan p.P459_L464dup
Nhdgn xét: Giai trinh tw gen CYP21A2 phét hién bénh nhan ma s6 191
c6 dot bién lip doan p.P459 L464dup. Tai vi tri nucleotid tir 1375-1392
(CCCTCCCTGCAGCCCC) xuat hién thém mot trinh tu lip lai twong tu
1375-1392 (CCCTCCCTGCAGCCCC).
Bénh nhén cé dgt bién méi p.Y112X (novel mutation) két hep véi p.1172N:

€.336C>G
c.336C p.Y112X c.515T>A
c.515T p.1172N
GACTACT CCC GACTACTCCC ATCATCTGTTAC AT CATCTGTTALC
|';‘I|
"| d . | |
M I” |'|| HHHI
[ 1
x ll II l | 1 I ” I
Ngu:cn binh thuorng Bénh nhan Ngu0’1 binh thuong Bénh nhan

Hinh 3.11. Hinh anh dét bién di hop tir p.Y112X va p.1172N
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Nhdgn xét: Giai trinh tu gen CYP21A2 phét hién bénh nhan mé sé 181
xuat hién dét bién di hep tir p.Y112X va p.1172N ¢ 2 vi tri: (1) dot bién
thay thé nucleotid ¢.336C>G lam cho bd ba tha 112 TAC mi hoa
Tyrosin chuyén thanh TAG la bo ba két thuc (Stop Codon) (Y112X), (2) dot
bién thay thé nucleotid ¢.515T>A dan dén bo ba thir 172 ATC mi hoa
Isoleucin chuyén thanh AAC ma hda Asparagin (1172N).
3.1.2.3. Tan sé va ty 1é c&c dét bién gen CYP21A2

Pé tinh ty 18 dot bién gen, ching t6i lva chon mdi gia dinh mot bénh
nhan (bénh nhan dau tién trong mdi gia dinh dugc chan doan - proband).
Nghién ctu nay gom 212 bénh nhan cua 204 gia dinh. 8 cip anh chi em ruot
mac bénh co cung kiéu gen dbi véi mdi cap, do d6 ching toi tinh ty ¢ dot
bién gen trén 204 bénh nhan. Trong sé 204 bénh nhan dugc lya chon, nghién
ctru da phat hién duoc 202/204 bénh nhan co dot bién gen CYP21A2 chiém ti
1é 99%. Dot bién diém chiém ti 1¢ cao véi 65,52%; con lai 1a dot bién xoa
doan Ién chiém ti I¢ 34,48%.

V& phan b tan suat theo ting dang dot bién gen cho thay, dot bién xoa
doan 16n chiém ti I& cao nhat vai 34,48%; dang thir 2 1a cac dot bién sai nghia
chiém ti 1& 27,34%; dtng tha 3 1a dot bién & ving khéng ma hda gen
(Intron/Promoter) vai 29,31%; cac dang dot bién con lai nhu: gay léch khung
dich ma, dot bién vo nghia, dot bién lip doan gen chiém ty 18 thap lan luot
tuong tng 12 4,68%; 3,7% va 0,69% (biéu do 3.1).
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Léch khung 4,68% Lap doan 0,69%

Voo

Xoa doan 34,48%

Intron/Promoter
29,31%

Sai nghia 27,34%
Vo6 nghia 3,7%

Biéu d6 3.1. Phan bd tan suit theo c4c dang dét bién gen CYP21A2

Céc dot bién cu thé, tn sé xuat hién va ty Ié caa cac dot bién nay duoc trinh

bay tai bang 3.2
Bang 3.2. Tan sb va ty 1é cac dot bién ciaa gen CYP21A2

Exon/ Céc dot bién gen CYP21A2 Tan | Ty lé

intron ¢.DNA (hoic g.DNA) Protein s0 %
exon 1 Xoba doan exon 1 (exon 1 del) 2 0,49
exon 1-2 | Xo6a doan exon 1-2 (exon 1-2 del) 2 0,49
exon 1-3 | Xo6a doan exon 1-3 (exon 1-3 del) 23 5,67
exon 1-6 | Xo6a doan exon 1-6 (exon 1-6 del) 2 0,49
exon 1-8 | Xo6a doan exon 1-8 (exon 1-8 del) 4 0,99
exon 4-6 | Xo6a doan exon 4-6 (exon 4-6 del) 2 0,49
exon 8 Xoba doan exon 8 (exon 8 del) 0,49
CYP21A2- | Xoa toan bo gen (del) 103
gen 25,37
Promoter | g.-113G>A; ¢.-110T>C; 3

g.-103A>G 0,74

exon 1 c.3G>A p.M1l 0,25
exon 1 C.56G>A p.W19X 0,25
exon 1 c.89C>T p.P30L 0,49
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exon 1 C.185A>T p. H62L 1 0,25
Intron 2 g.665A/C>G (IVS2-13A/C>G) (129) 116 | 28,57
exon 3 €.336C>G p.Y112X 0,25
exon 3 €.368C>T p.T123I 0,49
exon 3 €.374C>G p.S125X 0,25
exon 4 C.515T>A p.1172N 43 10,59
exon 6 C.707T>A; c.710T>A,; c.716T>A p.1236N; p.V237E,; 1
(Cluster 6 hay E6) p.M239K 0,25
exon 7 c.737delA p.E246GfsX11 3 0,74
exon 7 c.841G>T p.V281L 3 0,74
exon 7 €.920_921insT p.L307FfsX6 2,21
exon 8 €.952C>T p.Q318X 12 2,95
exon 8 c.del1054-1261insCGGCA p.V352RfsX103 1 0,25
exon 8 c.1066C>T p.R356W 50 | 12,31
exon 9 €.1202C>T p.P401L 1 0,25
exon 10 c.1276C>T p.R426C 7 1,72
exon 10 €.1375_1392dupCCCTCCCTGCAG | p.P459 L 464dup 2
CCCCTG 0,49
exon 10 €.1447_1448delGGinsC p.R483PfsX58 5 1,23
exon 10 c.1447 1448insC p.R483PfsX40 1 0,25
Tong: 34 406 | 100

Nhdgn xét: 34 dot bién khac nhau da duogc phét hién trong tong sé 202 bénh

nhan mang dot bién gen CYP21A2, trong d6 4 dot bién chiém ty Ié cao nhat:
IV2-13A>G (129) (28,57%), x0a toan bo gen (25,37%), p.R356W (12,31%),

p.1172N (10,59%). Tong cac dot bién xo6a doan 16n chiém 34,48%.

3.1.2.4. Kiéu gen cua cac bénh nhin cé dét bién gen CYP21A2
Tong cong 55 kiéu gen khac nhau di duoc xac dinh ¢ 202 bénh nhan
TSTTBS thiéu 21-OH (bang 3.3).
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Bang 3.3. Kiéu gen caa 202 bénh nhan TSTTBS thiéu 21-OH

Kiéu hinh 1am sang S6 o
SOTT Kiéu gen Khong | Chua |cabénh Tvie
MM NHDT - %
co dien |xacdinh| (n)
1 | Méttoan bo gen (Del/Del) 29 29 | 14,36
2 |exon 1 del/ exon 1 del 1 1 0,49
3 |exon 1-2 del /exon 1-2 del 1 1 0,49
4 |exon 1-3 del/exon 1-3 del 11 11 545
5 |exon 1-8 del/exon 1-8 del 2 2 1,00
6 |exon 8 del/exon 8 del 1 1 0,49
7 |exon 1-6 del/exon 4-6 del 2 2 1,00
8 |Del/exon 1-3 del 1 1 0,49
9 |Del/p.W19X 1 1 0,49
10 |Del/l2g 22 22 10,89
11 |Del/p.S125X 1 1 0,49
12 |Del/p.1172N 10 10 4,95
13 |Del/p.E246GfsX11 1 1 0,49
14  |Del/p.L307FfsX6 2 2 1,00
15 |Del/p.Q318X+p.R356W 1 1 0,49
16 |Del/p.R356W 10 10 4,95
17 |Del/p.R426C 1 1 0,49
18 |Del+p.H62L/p.Q318X 1 1 0,49
19 |Del/p.V352RfsX103 1 1 0,49
20 |g.-113G>A +¢.-110T>C + 1 1 0,49
g--103A>G + 129 + p.P30L/ 129
21 |g.-113G>A +@.-110T>C + 1 1 0,49
0.-103A>G/12g
22 |g.-113G>A +@.-110T>C + 1 1 0,49
9.-103A>G /p.1172N
23 |p.P30L+p.P459 L464dup/ 1 1 0,49
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Kiéu hinh 1am sang S6 o
S6TT Kiéu gen Khong | Chwa |cabénh Tvie
MM NHDT X g %
co dien |xacdinh| (n)
p.P459 L464dup
24 |12g/i2g 27 2 2 31 | 1535
25 |12g/p.M1I 1 1 | 049
26 |12g+p.T1231/12G+p.T123] 1 1 | 049
27 |129/p.1172N 4 4 1,99
28 |12g/p.L307FfsX6 1 1 | 049
29 |12g/p.Q318X 1 1 | 049
30 |12g/p.R356W 2 2 | 1,00
31 |129/? 2 3 5 2,49
32 |12g/12g +p.1172N 1 1 | 049
33 |12g+p.1172N/p.I172N 1 1 | 049
34 |12g/p.Q318X+p.R356W 2 2 | 1,00
35 |p.Y112X/p.I172N 1 1 | 049
36 |p.I172N/p.I172N 1 8 9 | 447
37 |p.I172N/p.Q318X 1 1 | 049
38 [p.1172N/p.R356W 2 2 1,00
39 [p.1172N/p.R426C 2 2 1,00
40 |p.1172N/? 2 2 1,00
41 |p.E246GfsX11/p.E246GTsX11 1 1 0,49
42 |p.1236N+p.V237E+p.M239K/ 1 1 | 049
p.L307FfsX6
43 |p.V281L/ p.L307FfsX6 3 3 1,49
44 |p.L307FfsX6/p.L307FfsX6 + 1 0,49
p.Q318X
45 |p.Q318X/? 2 2 1,00
46 |p.Q318X+p.R356W/p.Q318X+ | 1 1 | 049
p.R356W
47 |p.Q318X+p.R356W/p.R356W 1 1 | 049
48 |p.R356W/p.R356W 12 1 13 | 644
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Kiéu hinh 1am sang S6 o
S6TT Kiéu gen Khong | Chwa |cabénh Tvie

MM NHDT X g %

co dien |xacdinh| (n)

49 |p.R356/p.P401L 1 1 | 049
50 |[p.R356W/? 2 2 1,00
51 |p.R426C/p.R426C 1 1 0,49
52 |p.R426C/p.R483PfsX40 1 1 0,49
53 |p.R426C/? 1 1 0,49
54 | p.R483PfsX58/p.R483PfsX58 2 2 1,00
55 |p. R483PfsX58/? 1 1 0,49
Tong 153 42 4 3 202 | 100%

Nhgn xét: 102 bénh nhan (50,5%) c6 1 dot bién ¢ dang ddng hop tir; 75

bénh nhan (37,2%) c6 2 dot bién dang di hop tir kép; 12 bénh nhan (5,9%) c6
hon 2 @6t bién va 13 bénh nhan (6,4%) chi phat hién duoc 1 dot bién & dang
di hop tir va khéng phat hién duoc allele dot bién thi hai.

Céc kiéu gen pho bién chiém ty lé cao bao gom: 12g/12g (31/202; 15,35%);
Del/Del (29/202; 14,36%); Del/12g (22/202; 10,89%); p.R356W/p.R356W
(13/202; 6,44%) va exon 1-3 del/exon 1-3 del (11/202; 5,44%).

Pong hop tir xuat hién ¢ 13 kiéu gen khac nhau, ty Ié cao cac bénh nhan
trong nhom dong hop tir bao gom: 12g/12g (31/102; 30,4%); Del/Del (29/102;
28,4%); exon 1-3 del/exon 1-3 del (11/102; 10,8%); p.1172N/p.1172N (9/102
ca; 8,8%) va p.R356W/p.R356W (13/202; 6,4%).
3.1.2.5. Bdn dé dgt bién gen CYP21A2 gay bénh TSTTBS thé thiéu 21-OH &

nhom bénh nhan nghién cuu
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Hinh 3.12. Ban @6 vi tri dt bién gen CYP21A2 gay bénh TSTTBS thiéu 21-OH é cac bénh nhan nghién ciu

(Chir mau dé chi dét bién phd bién; chir mau tim dé chi dot bién mdéi; chir vién khung dé chi exon va intron vdi ty 1€ dot bién cao)



77

Nhdgn xét:
Cac dot bién phan bb ¢ hau hét cac ving gen nhu: viing promoter, viing
intron 2 va 8/10 exon (trir exon 2 va exon 5).
Dot bién diém chiém ti 1& cao 65,52%; con lai 1a dot bién xo4 doan I6n
chiém ti 1& 34,48%.
Ty 1& gap dot bién diém cao & ving intron 2 (28,57%), exon 8 (15,51%)
va exon 4 (10,59%).
Phat hién dugc 6 dot bién mai gom: p.112X; p.T123l; p.S125X;
p.V352RfsX103; p.401L va p.P459_L464dup
Tong cac allele c6 cac dot bién diém do hoan vi nho cua gen chiém
58,85%:; tong cac dot bién xda doan 16n va cac dot bién diém do hoan vi gen
chiém 93,33%; 13 dot bién hiém phat sinh tai gen chirc nang trong d6 c6 6 dot
bién méi chiém 6,67%.
3.2. Moi twong quan giira kiéu gen va kiéu hinh caa bénh nhan
TSTTBS thiéu 21-OH
3.2.1. Kiéu hinh cia cac nhom kiéu gen khac nhau va gia tri de bao
dwong tinh
202 bénh nhan chi diém trong téng sb 210 bénh nhan co dot bién
CYP21A2 (c6 8 cap anh chi em rudt déu cé cung kiéu gen va ciing kiéu hinh
dbi véi mdi cap), 3 bénh nhan nit chwa xac dinh duoc kiéu hinh do dugc chan
doan va diéu tri sém < 2 ngay tudi. Nhu vay 199 bénh nhan c¢é kiéu hinh va
phat hién dugc dot bién duoc xép vao cac nhom kiéu gen khac nhau (bang 3.4
va 3.5).
3.2.1.1. Twong quan kiéu gen - kiéu hinh cia cac bénh nhan c6 kiéu gen thugc
cac nhom “null’, A, B, C va gia tri du bdo duong tinh
Phan bd vé tan s cac bénh nhan theo kiéu hinh khac nhau cua tung

nhom kiéu gen duoc trinh bay & bang 3.4 va cac biéu d6 3.2; 3.3 va 3.4.
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Bang 3.4. Kiéu gen - kiéu hinh cia bénh nhan TSTTBS c¢6 kiéu gen thudc

nhom “null”, A,BvaC

y ] Kiéu hinh ciia cac bénh Ty l¢ dwr
Nhom dét bien Kieu ) .
nhan nghién cau Tong bao
hinh dw . .
) Khongco| so duong
Nhom | Allelel | Allele 2 bao MM | NHDT . )
dien tinh
99,8%
Null (0) 0 0 MM 88 2 90
(88/90)
A 0 MM 28
96,5%
A A A MM 27 2 57
(55/57)
Cong 55 2
0 NHDT 17
NHDT 1 4 3 90,6%
B B NHDT 2 8 (29/32)
Cong 3 29
Khong 100%
C C 0 . 4 4
co dién (4/4)

Ghi chi: 0 (cdc dét bién x6a doan gen; exon 6 cluster; p.L307FfsX6;
p.Q318X; p.R356W; cdc dét bien mai gay léch khung dich ma trén ca 2 allele); A
(129); B (p.1172N; promoter+ p.P30L); C (p.P30L; p.V281L).

Nhgn xét: Nhom kiéu gen “null” va “A” ¢o6 kiéu hinh chi yéu la thé
MM:; nhém kiéu gen B c6 kiéu hinh chu yéu 1a thé NHDT. Gia tri du bao kiéu

hinh dwong tinh ctua cac nhom kiéu gen “null”, A, B va C tuong ng la
99,8%; 96,5%; 90,6% va 100%.
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Biéu d6 3.2. Kiéu hinh caa cac kiéu gen thudc nhém “null”
Truc hoanh 1a cac kiéu gen ciia nhém “null”. Truc tung 1a sé lwong bénh
nhan c6 kiéu hinh MM (mau dé) va NHPT (mau xanh).

Nhgn xét: 88/90 bénh nhan c6 kiéu hinh MM va chi 2/90 bénh nhan
(kiéu gen p.R356W/p.R356W va cluster 6/p.L307FfsX6) cd kiéu gen nhom
“null” c¢6 kiéu hinh NHPT.
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Biéu d6 3.3. Kiéu hinh caa cac kiéu gen thudc nhom A
Truc hoanh 1a cac kiéu gen khac nhau ciza nhém A, truc tung 1a sé bénh nhan
c6 kiéu hinh ¢é dién MM (mau dé) hodge NHPT (mau xanh).
Nhgn xét: 2/57 bénh nhan kiéu gen 12g/12g c6 kiéu hinh NHDT trong sé
cac bénh nhan co kiéu gen nhom A.

OFRPNWPKMOOIOONOWOO

Biéu dé 3.4. Kiéu hinh ciia cac kiéu gen thugc nhém B. 7
Truc hoanh la céac kiéu gen thugc nhém B, truc tung la so bénh nhan co kiéu
hinh MM (mau do) hogc NHDT (mau xanh).
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Nhgn xét: 29/32 bénh nhan c6 kiéu hinh NHDT; 3/32 bénh nhan (c6
kiu gen twong ung 1a p.1172N/p.1172N; p.1172N/p.1172N+I12g va
Promoter+12g+p.P30L/12g) c6 kiéu hinh MM trong sb cac bénh nhan cé kiéu
gen nhém B.
3.2.1.2. Kiéu hinh cia c&c bénh nhan ¢ kiéu gen thugc nhém D

Nhom kiéu gen D bao gom cac dot bién sai nghia (43 dugc bao cdo hoic
dot bién mai) chua chimg minh dugc chic ning protein dot bién in vitro; cac
kiéu gen chi phat hién duoc mot dot bién & dang di hop tir va khéng phat hién
duoc allele dot bién tht hai. Phan bd vé tan sé cac kiéu hinh khac nhau cua
mdi kiéu gen duoc trinh by tai bang 3.5.

Bang 3.5. Kiéu gen va kiéu hinh caa cac bénh nhan co kiéu gen thugc

nhom D
STT Kiéu gen Kt Tong so benh %
MM NHDT nhan (n)

1 | 12g/p.M1I 1 1 6,25
2 | 12g+p.T2311/12g+p.T231I 1 1 6,25
3 129/? 2 3 5 31,25
4 p.1172N/? 2 2 12,5
5 p.Q318X/? 2 2 12,5
6 p.R356W/? 2 2 12,5
7 | p.R356WI/p.P401L 1 1 6,25
8 p.R426C/? 1 1 6,25
9 p.R483fsX58/? 1 1 6,25

Téng 8 8 16 100

Nhgn xét: Cac dot bién phd bién 12g; p.1172N; p.Q318X va p.R356W
xuat hién & 7/9 kiéu gen khac nhau caa nhoém D. Dot bién sai nghia p.P401L
két hop vai p.R356W gay kiéu hinh NHPT & 1 bénh nhan.
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3.2.2. Kiéu gen phé bién cia céc kiéu hinh khéac nhau

Cac kiéu gen pho bién cho mdi kiéu hinh riéng ré ciing dugc phan tich
trén co so dit liéu dugc trinh by & bang 3.3 phan 3.1.2.4

Kiéu gen phd bién cua thé c6 dién MM bao gom: Del/Del (29/153;
18,9%); 12g9/12g  (27/153; 17,6%); Delll2g (22/153; 14,4%);
D.R356W/p.R356W (12/153; 7,8%): exon 1-3 dellexon 1-3 del (11/153:
7,2%) va Del/p.R356W (10/153; 6,5%).

Kiéu gen phd bién cua thé NHDT bao gém: Del/p.1172N (10/42; 23,8%);
D.1172N/p.I172N (8/42; 19,1%) va 12g/p.I172N (4/42; 9,5%).

Kiéu gen phd bién cua thé khdng cb dién 1a p.V281L/p.L307FfsX6 (3/4;
75%).

3.2.3. Twong quan kiéu gen - Kiéu hinh ciia mét sé dét bién diém phé bién

Bang 3.3 phan 3.2.1.4. ciing cho thdy kiéu hinh cua cac bénh nhan ma
trong d6 kiéu gen c6 it nhat mot allele 1a cac dot bién diém pho bién 12g; hosc
p.1172N; hoac p.R356W.

Ty 18 bénh nhan c6 it nhat 1 allele dot bién 12g, hoac p.R356W, hoic
pI172N tuong tng 1a 74/202 (36,6%); 35/202 (17,3%) va 34/202 (16,8%).
Kiéu hinh cua cac bénh nhan cd it nhat 1 dot bién trong sé 3 dot bién nay
duoc trinh bay tai biéu do 3.5.
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Biéu d6 3.5.

Truc hoanh

Kiéu hinh ciia cac kiéu gen cd it nhat 1 trong 3 dot bién diém
phé bién.

la cac kiéu gen co it nhat mét allele d@ét bién 1a 12g, hodgc

p.R356W hodc p.1172N; truc tung 14 ty I bénh nhan cé kiéu hinh MM (mau
do) va NHDT (mau xanh).

Nhgn xét: hau hét cac bénh nhan co it nhat mot allele dot bién 12g hoic
p.R356W c6 kiéu hinh MM trong khi hau hét cac bénh nhan cd it nhat mot
allele dot bién p.1172N c6 kiéu hinh NHDT.

3.2.4. Tri¢u ching lam sang va héa sinh cia cac bénh nhan khong phu

hep giira kiéu gen va kiéu hinh
C6 7/202 (3,5%) bénh nhan khdng phl hop giita kiéu gen va kiéu hinh.

Kiéu gen, kiéu hinh du bao, kiéu hinh thuc té va cac triéu chung 1am sang,

hoa sinh cua cac bénh nhan nay dugc trinh bay tai bang 3.6.
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Bang 3.6. Triéu chieng lam sang va hoda sinh caa cac bénh nhan khéng

phl hep giira kiéu gen - kiéu hinh

Nhom » Kiéu Giéi,
STT| kiéu s Kieu gen hinh | Tudichan | Lam sang va xét nghiém hoéa sinh
(kiéu hinh du bao) R , )
gen thuc te doan
1 B 12g/12g + Promoter + MM Nit, Mo ho gidi tinh, mat nude, mat mudi
p.P30L 2,3thang [(Na 122; K 5; ClI 100 mmol/l). 17-
(NHDT) OHP 21 ng/ml.
2 A 12g/12g NHDT Nam, Day thi sém gia (cao 123 cm, giong
(MM) 45tudi  |6m, duong vat 6 cm, 16ng mu P2, thé
tich tinh hoan 3 ml). 17-OHP 821
ng/ml; testosterone 11,47 nmol/l.
ACTH 20,7 pg/ml. Tudi xuong 11
tuoi.
3 A 12g/12g NHDT Nam, Day thi sém gia (cao 116 cm, giong
(MM) 55tudi  |Oom, duwong vat 6 cm, 16ng mu P3, thé
tich tinh hoan 2 ml); 17-OHP 167
ng/ml, tudi xuong 11 tudi.
4 B 12g+p.1172/p.1172N MM NI, Prader 1I-11l; nén; mat nuoc; Na 125;
(NHDT) 21ngay [K 4,7; CI 94 mmol/l; 17-OHP 40,8
ng/ml; testosterone 16,96 nmol/I.
5 B p.1172N/p.1172N MM N, Prader I1l, xam da. Na 126; K 4,7; ClI
(NHDT) 6ngay (93,3 mmol/l; 17-OHP 17,2 ng/ml,
cortisol 96,3 nmol/l.
6 0 Cluster 6 NHDT N, Prader Ill, xam da, Na 142; K 3,7; Cl
(p.1236N+p.V237E+ 5tudi {106 mmol/l; 17-OHP 43,3 ng/ml; tudi
p.M239K)/p.L307FfsX6 xuong 13 tudi.
(MM)
7 0 p.R356W/p.R356W | NHDT Nam, Day thi sém gia (I16ng mu P3; duong
(MM) 45tudi  |vat 8 cm; thé tich tinh hoan 1,5 ml);

17-OHP 725 ng/ml; testosterone 8,4
nmol/I; tudi xuong 6 tudi.
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Nhgn xét: 2 bénh nhan c6 kiéu gen nhém “null” nhung c6 kiéu hinh
NHDT; 2 bénh nhan nhém A c¢é kiéu hinh NHDT va 3 bénh nhan nhém B c6

kiéu hinh MM,

3.2.5. Kiéu hinh ciia cac bénh nhan cé dét bién méi ciza gen CYP21A2

6/202 bénh nhan c6 dot bién méi gen CYP21A2. Kiéu gen, triéu ching

Iam sang va hoda sinh cuaa cac bénh nhan nay dugc trinh bay tai bang 3.7.

Bang 3.7: Kiéu hinh (triéu ching 1am sang va héa sinh) caa cac bénh

nhan c6 dt bién méi ciia gen CYP21A2

Giai,
>0 Kiéu gen Kieu Tuvﬁi Triéu chitng 1am sang va hoa sinh
TT hinh chan )
doan
1 | p.Y112X/p.1172N NHDT | Nw, | Prader IlI-IV. Na 137; K 4,5; CI 106
14 mmol/l.  17-OHP 27,7  ng/ml;
thang | testosterone 16,3 nmol/I.

2 | 12G+p.T1231/ MM N, | Prader I11. Mat mudi luc 12 ngay tudi
12G+p.T123I 1 ngay | (Na116; K 6,32; CI 86 mmol/l).

17-OHP 26,8 ng/ml.

3 | Del/p.S125X MM Nam, | Xam da, mat nuéc. Na 121; K 5,7; Cl

45 102 mmol/l; 17-OHP 221,4 ng/ml,
ngay | testosterone 13,9 nmol/l; progesterone
64,9 nmol/I.
4 | p.R356W/p.P401L | NHDPT | Nit, | Prader II, khong suy thuong than cap.
9thang | Na 131; K 4,3; CI 100. 17-OHP 28,8
nmol/l; testosterone 1,41 nmol/I.

5 | p.P30L+ Khong N1, Prader I-1l1. Na 131; K 4,6; Cl 100
p.P459 L464dup/ | cédién | 19 | mmol/l; tudi xuwong bang tudi thyc.
p.P459 L 464dup thang | 17-OHP 59 ng/ml.

6 | Del/ MM Nam, | Ba kém, khong ting can sau dé, mat
p.V352RfsX103 26 nudc, xam da. Na 109; K 8,9 mmol/l;

ngay | 17-OHP 35,4 ng/ml; testosterone 3,1

nmol/l.
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Nhgn xét: Dot bién méi tao md két thic sém (dot bién vo nghia)
p.S125X va dot bién léch khung dich ma p.V352RfsX103 két hop véi dot
bién nhom “null” gay kiéu hinh MM, dot bién méi vo nghia p.Y 112X két hop
vé6i kiéu gen nhom “B” gay kiéu hinh NHDT.

3.2.6. Kiéu hinh ciia nhizng bénh nhan cé kiéu gen gom hon 2 dét bién
12/202 (5,9%) bénh nhan c6 kiéu gen phirc tap. Kiéu gen va kiéu hinh
(Iam sang, hoa sinh) cta cac bénh nhan nay dugc trinh bay tai bang 3.8.

Bang 3.8. Kiéu gen va kiéu hinh caa bénh nhan c6 kiéu gen phirc tap

" Kiéu Giéi, Triéu chieng 1am sang va hoa
STT Kiéu gen . . )
hinh Tuol sinh
1 | Del+p.H62L/p.Q318X Chua N, Ngat nang, xam da, Prader Il. Na
rd 16 gio | 130,9; K 5,1; CI 97,4 mmol/l.
17-OHP 26 ng/ml.

2 | g.-113G>A +g.-110T>C MM N Mat nudc, xam da, am vat phi
+0.-103A>G +I2g + 2,5 thang | dai. Na 122; K 5; CI 100 mmol/I;
p.P30L/12g 17-OHP 21 ng/ml.

3 | p.P30L+ Khéng Nir, Prader I-11. Na 131; K 4,6; ClI
p.P459_L464dup/ ¢ dién | 19thang | 100 mmol/l; tudi xuwong bang
p.P459 L 464dup tudi thyuc; 17-OHP 59 ng/mll.

4 | 12g+p.T1231/ MM N, Prader I11. Mat mudi lic 12 ngay
12g+p.T123I 1ngay | tudi (Na 116; K 6,32; Cl 86).

17-OHP 26,8.
5 | 12g/12G+p.1172N NHDT Ni, Prader IV. tudi xuong 13,5 tudi.
8tudi | Na 138; K 4,1; Cl 105 mmol/l;
17-OHP 236,5 ng/ml.

6 | 12g+p.172N/p.1172N MM N, Prader II-111. Na 125; K 4,7; ClI

21 ngay | 94 mmol/l; 17-OHP 40,8 ng/ml.

7 | Del/p.Q318X+p.R356W MM N, Prader 1V. Na 132; K 7,9; Cl 102

25 ngay | mmol/l); 17-OHP 6,8 ng/ml.
8 | 12g/p.Q318X+p.R356W MM N, Prader 1V, xam da, mat mudi lic
22 gid | 5 thang tudi (Na 122; K 6,9; ClI
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" Kiéu Giéi, Triéu ching 1am sang va hoa
STT Kieu gen . .. )
hinh Tuoli sinh
92 mmol/l). 17-OHP 25,8 ng/ml.
9 | 129/p.Q318X+p.R356W MM Nam, Mat nudc, Na 115; K 9,2; CI 88
4 thang | mmol/l; 17-OHP 39,7 ng/ml.
10 | p.L307fsX6/p.L307fsX6+ | MM NI, Prader 1V, mat nuéc, Na 106; K
p. Q318X 44 ngay | 5,4 mmol/l; 17-OHP 59,9 ng/ml.
11 | p.Q318X+p.R356W/ MM Nam, Mat nudc, Na 120; K 6 mmol/l).
p.R356W 2,5 thang | 17-OHP 333 ng/ml.
12 | p.Q318X+p.R356W/ MM N, 3,5 | Prader IV, mat nudc,
p.Q318X+p.R356W thang 17-OHP 287,7 ng/ml.

Nhgn xét: 9/12 c6 kiéu hinh MM; 7/12 bénh nhan déu mang dot bién
p.Q318X va 5/12 bénh nhan mang dot bién p.R356W.

3.2.7. Kiéu gen va kiéu hinh cia cac bgnh nhan thiéu 21-OH c6 khéi u veé

thwong than

41202 (1,9%) bénh nhan da phat hién duoc dot bién gen CYP21A2 xuit

hién u vo thuong than trong qua trinh theo déi diéu tri, hoic u vo thuong than

dugc chan doan trudc khi ¢d chan doan TSTTBS. Kiéu gen va triéu ching

Iam sang, hoa sinh cua cac bénh nhan nay duoc trinh bay tai bang 3.9.




88

Bang 3.9. Kiéu gen va kiéu hinh caa cac bénh nhan c6 u vé thwong than

khi chan doan heic xuat hién u trong qua trinh diéu tri

S6 Nh?m . Kiéu | Giéi, _ _
T kieu Kieu gen ninh | Tué Triéu chieng 1am sang va héa sinh
gen
1 0 |Del/Del MM | Nam, | Suy thuong than cap lic chan doan. Na
23 | 120; K 7,1; CI 98 mmol/l; 17-OHP 51
ngay | ng/ml; testosterone 35 nmol/l. U vo
thuong than phai 41 x 30 mm lic 8,5 tudi.
2 0 |Del/Del MM | Nam, [Nhiéu con suy thuong than cap, u vo
10 |thwong than phai 45x21 mm ldc 14,5 tudi.
ngay |17-OHP 299 ng/ml; testosterone 11,29
nmol/l. Na 105; K 5,2; Cl 95 mmol/I.
3 0 |p.E246GfsX11/|MM | N, |Prader IV, nhiéu con suy thuong than cap
p.E246GfsX11 13 tudi |tir 1 thang tudi. 17-OHP 35,3 ng/ml; u vo
thuong than trai 31x58 mm phat hién nam
13 tuéi.
4 0 |[p.R356W/Del MM | Nam, [Suy thuong than cap Iic 1 thang tudi, day
7,5 tudi |thi sém gia tir 5 tudi (chiéu dai dwong vat
7 cm, 16ng mu P3, thé tich tinh hoan 3 ml).
U thuong than phai 24x17 mm. Tudi
xuong 13 tudi, testosterone 12,4nmol/l;
17-OHP 25,5 ng/ml.

Nhgn xét: 3/4 bénh nhan c6 u vo thuong than déu cé kiéu gen ddng hop

tr va 1/4 c6 kiéu gen di hop tir kép nhung déu thuéc nhoém “null” va ¢ kiéu
hinh thé MM.
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3.2.8. Kiéu gen - kiéu hinh thé cé dién MM cuia cac bénh nhén dwoc chan

dodn sém < 5 ngay tudi khi chira cé tri¢u chirng mat mudi
14/202 (6,9%) bénh nhan kiéu hinh MM nhung dugc chan doan sém <

5 ngay tudi qua sang loc 1am sang/sang loc so sinh/tién st gia dinh. T4t ca cac

bénh nhan nay déu duogc diéu tri hormon thay thé ngay khi vao vién c6 chan

doan. Tuy nhién, dién bién xuat hién mat mudi, suy thuong than cap trong qué

trinh theo ddi diéu tri. Nhém kiéu gen, kiéu gen cu thé va triéu chiing 1am

sang, hoa sinh cua tirng bénh nhan duoc trinh bay tai bang 3.10.

Bang 3.10. Kiéu gen va dién bién 1am sang ciia cac bénh nhan kiéu hinh

MM dwoc chan dodn sém khi chwa c6 suy thwong than cap

. | Nhom .
So 2 2 Gioi, XL A
T kieu Kiéu gen Tudi Dién bien 1am sang
gen
1 A 12g/12g N, | Prader I1l; xam da, chua c6 mat nudc va mudi ldc
3gid | chan doan (Na 137; K 5,1; CI 108 mmol/l). Mat
mudi ldc 2 tuan tudi (Na 132; K 6,4; Cl 101
mmol/l); 17-OHP 147,7 ng/ml.

2 A 129/12g N, | Prader 111. Na 145; K 4,0; ClI 112; 17-OHP 22,2

12 gio | ng/ml; testosterone 52 nmol/l; progesterone 190
nmol/l. Sét, suy thuong than cap luc 13 thang tudi
(Na 122; K 6,1; Cl 94 mmol/l).

3 0 129/ Nir, | Prader 1V, xam da, diéu tri tir ngay dau sau dé,
p.Q318X+ | 22 gid | Mat mudi Iic 5 thang tudi (Na 122; K 6,9; CI 92
p.R356W mmol/l).

4 0 Del/Del N, | Xam da ning, Prader II, chua mat nuéc va mudi

23 gio | lc chan doan (Na 144; K 5,07; Cl 114); 17-OHP
31,7 ng/ml; progesterone 63,5 nmol/. Suy thuong
than cap luc 40 ngay tu6i (Na 109; K 6,8; Cl 86
mmol/l).

5 0 |exonl1-3del/ | Ni, |Diéu tri ngay sau dé; 17-OHP 9638 ng/ml; mat

exon 1-3 del | 25gid | mudi IGc 4 thang tudi (Na 128; K 4,9; Cl 97
mmol/l).
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. | Nhém .
So L " Giol, .
kieu Kiéu gen z. Dién bien 1am sang
TT Tuol
gen
6 A Del/12g Nit, | Prader Ill, da xam, chua mét nuéc va mudi ldc
24 gio | chan doan (Na 137; K 4,4; Cl 106). Mat mudi ldc
2 tuan tudi (Na 122; K > 55; Cl 90); 17-OHP
406,2 ng/ml; testosterone 52 nmol/l; progesterone
152 nmol/I.
7 D p.M11/12g N, | Prader IlI; 17-OHP 233,4 ng/ml; testosterone
24 gio | 78,54 nmol/l. Suy thuong than cap lic 16 thang
(Na 124; K 6,6; Cl 94 mmol/l).
8 0 p.R356W/ Ni, |Prader IV, xam da. 17-OHP 433,75 ng/ml;
p.R356W | 24 gio | testosterone 60,7 nmol/l. Mat mudi lic 43 ngay
tudi (Na 129; K 5,2; Cl 97 mmol/I).
9 0 Del/Del | Nit, 24 | Prader I11-1V, xam da toan than, chua mat mudi
gio | ltc chan doan (Na 140,2; K 5; CI 110 mmol/I);
17-OHP 96,1 ng/ml. Mat muébi luc 2,5 thang (Na
126; K 5,4; CI 95 mmol/l).
10 D | 12g+p.T1231 | Nit, | Prader III, chua méat mudi ldc chan doan (Na 138;
/ 24 gio | K 4,51; ClI 103). 17-OHP 26,8 ng/ml. Mat mudi
12g+p.T123l lic 12 ngay tudi (Na 116; K 6,32; Cl 86 mmol/I).
11 0 p.R356W/ N&, | Prader III, chua mat nuéc va mat mudi khi chan
p.R356W | 3ngay | doan (Na 145; K 4,0; Cl 112 mmol/l); 17-OHP
79,7 ng/ml;  testosterone 47,5 nmol/l;
progesterone 190 nmol/l. Suy thuong than cip lc
2 tuan tudi (Na 120; K 6,7; CI 93 mmol/l).
12 A 129/12g N, | Prader II, chua c6 mat mudi khi chan doan (Na
3 ngay | 136; K 5,3; CI 103 mmol/l); 17-OHP 961 ng/ml;
testosterone 9,2 nmol/l. Mat mubi ltc 1,5 va 3
thang tudi ( Na 127; K 5,7; Cl 96 mmol/l).
13 0 Del/Del | Nam, 3 | Xam da, chua mat mudi khi chan doan (Na 134;
ngdy | K 3,55; Cl 103); 17-OHP 20,9 ng/ml. Mat mudi

ltc 6 ngay tudi (Na 124,3; K 35; Cl 94,7
mmol/l).
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< | Nhom
So L " Giol, .
kieu Kiéu gen 2. Dién bien Iam sang
TT Tuoi
gen
14 0 exon 1-3del/ | N, | Prader IV; chua mat muoi khi chan doan (Na 142;

exon 1-3 del | 4 ngay

K 4,8; Cl 108); 17-OHP 301 ng/ml; testosterone
24,2 nmol/l. Suy thugng than cap lic 3 thang tudi
(n6n nhiéu, mat nudc, Na 130; K 5,1; Cl 100
mmol/l).

Nhgn xét: 14/14 bénh nhan cd kiéu gen nhom “null” va “A” duogc chan

doan va diéu tri < 5 ngay tudi khi chua c6 triéu ching mat mudi, nhung trong

qué trinh theo ddi diéu tri déu xuat hién mat mudi va suy thuong than cap.

3.2.9. Twong quan giiva mikc dé ngng nam hoa Prader véi kiéu gen

Muc d6 nang cua nam hoa ¢ tré gai theo phan loai Prader cua cac nhom

kiéu gen khac nhau duoc trinh bay & biéu db 3.6

100 - Prader I-11

90 | wmPrader Il

80 | mPrader IV-V
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

10 1 49
1

56,1

39

100

68,2

40 40

18,2 20
13,6

Biéu dd 3.6. Ty 1 (%) ciia cac mire d§ nam hoa theo phan loai Prader caa

tirng nhom kiéu gen khéc nhau
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Nhégn xét: Nhém kiéu gen ning co ty 16 mic d6 nam hoéa Prader nang

cao hon (p = 0,0001). Nhém kiéu gen “null” c6 ty 1é cac bénh nhan nam hoa

nang (Prader V-V va Prader 111) cao nhat. Nhém A c6 ty Ié cac ca nam hoa
Prader 111 cao nhét (68,2%). Nhom kiéu gen B c6 ty Prader 1-11 (40%) va 11|

(40%).

3.2.10. Twong quan giia Mirc d¢ mat muoi va ting kali véi Kiéu gen

Céc gid tri trung binh, t6i da, toi thiéu, do léch va trung vi cua nong do
Na+, K+ va Cl- huyét thanh cua cac nhom kiéu gen dugc trinh bay tai bang

3.11.
Bang 3.11. Nong d¢ dién giai dd huyét thanh cia cac nhom kiéu gen
Pién giai | Cactham | Kicugen | Kiéugen A | KiéugenB | KiéugenC
dd s6 “null”
n 89 52 26 4
Na* Trung vi 117 117,5 137 135
(mmol/l) | (Min-Max) | (93-133) | (97 -133) | (132-143) | (131 -136)
Trung binh | 116,3+9,9 | 117,2+99 | 137,1+29 |134,3+2,2
+SD
n 86 52 26 4
K* Trung vi 6,2 6,0 4,0 4,3
(mmol/l) | (Min-Max) | (3.4-10,8) | (46-89) | (32-53) | (3.6-46)
Trung binh | 6,3+£1,3 6,2+1,1 41+05 42+04
+SD
n 86 52 26 4
CI Trung vi 91 91 105,0 101,5
(mmol/l) | (Min-Max) | (66 -108) | (68 - 109) (97 - 111) | (100 - 105)
Trung binh | 90,6 £9,2 | 90,9+9,2 | 104,2+3,2 | 102+£2,2
+SD

Ghi chu: gia tri tham chiéu Na* 134-143; K*3,5-5,0; CI" 97-110 mmol/I
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Nhdgn xét: Nong d6 Na* huyét thanh & cac bénh nhan cé kiéu gen nhém
“null” thap hon so véi nhdm B (p = 0,0001) va nhém C (p = 0,001); cua
nhém A thiap hon nhéom B (p = 0,0001) va nhém C (p = 0,003). (test
KRUSKAL WALLIS).

Nong d¢6 K™ huyét thanh & cac bénh nhan c6 kiéu gen nhém “null” cao
hon so véi nhém B (p = 0,0001) va nhém C (p = 0,002); cua nhom A cao
hon nhom B (p = 0,0001) va nhom C (p = 0,006) (test ANOVA).

Nong d6 CI” huyét thanh & céc bénh nhan c6 kiéu gen nhoém “null” thap
hon so véi nhém B (p = 0,0001) va nhém C (p = 0,05); caa nhdm kiéu gen A
thp hon nhém B (p = 0,0001) (test KRUSKAL WALLIS).

3.2.11. Twong quan giira mikc dé ting ciia néng dé trong huyét thanh cia

17-OHP, testosterone va progesterone véi kiéu gen

Cac gi4 tri trung binh, téi da, toi thiéu, trung vi cua ndng do céc steroid

huyét thanh & mdi kiéu gen duoc trinh bay tai bang 3.12 va biéu d6 3.7.

Bang 3.12. Nong a9 trong huyét thanh ciia 17-OHP, testosterone va

progesterone cia cac nhom kiéu gen khac nhau

_ ) . | Nhém kiéu gen | Nhom kiéu gen | Nhom kiéu | Nhom kiéu
Steroid | Cac tham so
null ‘0’ A gen B genC
n 87 54 33 4
Trung vi 1155 64,5 31,7 9,8
17-OHP | (Giéihan) | (18,3-9638) | (12,7-1717) | (11,9-516,6) | (2,6 -59)
(ng/ml) | Trung binh | 417,6 +1086,9 | 264,1 +371,6 | 94,8+ 140,0 | 20,3+ 26,1
+SD
n 77 43 24 1
T Trung vi 17 13,7 5,0 0,87
(nmol/l) | (Giéi han) (1,3-111) (0,9 - 384) (0,65 - 23,4)
Trung binh | 24,6 +23,7 34,6 + 65,6 8,2+6,5 0,87
+SD
n 18 21 6
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P Trung vi 83,7 55 27,1
(nmol/l) | (Gisihan) | (6,8-411) | (42-190,8) | (2,7-513)

Trung binh | 112,6 £ 98,3 87,7+721 27,3+16,0
+SD

Ghi cha: T (testosterone); P (progesterone)

Nhgn xét: c6 su khac biét co ¥ nghia théng ké cua nong dd 17-OHP;
testosterone va progesterone huyét thanh cua cac bénh nhan c6 cac nhém kiéu
gen ‘null’, A, B va C Véi gia tri p tuong tmg ddi véi mdi steroid 1a 0,0001;
0,0001 va 0,05 (test KRUSKAL WALLIS).

1,000

800
1

600
|

17-OHP
(X )

400
L

200
|
® @@ oo

Null A B C

Biéu d6 3.7. Nong d9 17-OHP huyét thanh cia cac bénh nhan c6 cac
nhom kiéu gen khac nhau.

Truc hoanh Ia cac nhém kiéu gen ‘null’, A, B va C; truc tung la ndng do
17-OHP huyét thanh (ng/ml)

Nhgn xét: Nong d6 17-OHP cao hon & cac nhém bénh nhan c6 kiéu gen
dot bién nang (‘null’ va A) so véi cac bénh nhan c6 kiéu gen dot bién nhe hon
(B va C).
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3.2.12. Minh hga phd h¢ va dnh cia cac bénh nhan nghién ciu
3.2.12.1. Pha hé gia dinh cua bénh nhan TSTTBS

=5 =,
FTUILILT M Yor LT

I:1 12 13 14 15 116 11:8  11:9 11:10 11:11 11:12 11:13

YRR Y.

n:1 1n:2 1n:3 111:4 1:5 1:6
-Bophan - Xamda Prader IV Mét nudc
sinh duc b4t - Non nhiéu MAt nuée Na 123; K 5,3 mmol/l
thuong - Tu vong luc Na 122; 17-OHP 100,1 ng/ml
-Xamda 12 ngay tudi K 7,2 mmol/l Testosterone 48,3
- Nén nhidu 1997 17-OHP 64 ng/ml nmol/I
- Tt vong luc Kiéu gen: Del/Del Kiéu gen: Del/Del
1 thang tudi
nam 1996

Hinh 3.13. Pha hé gia dinh c6 4 con mic thé co dién MM do ddt bién
dong hop tir xé6a dean toan bd gen CYP21A2

O HO
1:1 1:2 1:3 1:4
elulululeYe] & ) O
I O
I:1 12 13 14 15 16 17 11:8 11:9 11:10
11 . Ij
11 11:2 11:3
Chéan doan luc 4 tudi, Chan doan lac 22 thang tudi,
Nam hoa bd phan sinh duc Prader 11, 17-OHP 40 ng/ml;
ngoai, tudi xuong 14 tudi lic tudi xuong 3 tudi lic 22
6 tudi thang
17-OHP 42 ng/ml Kiéu gen: p.1172N/p.1172N

Kiéu gen: p.1172N/p.1172N

Hinh 3.14. Pha hé gia dinh ¢6 2 con méic thé NHPT do dét bién ddng hop
tir p.1172N/p.1172N
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3.2.12.2. Mét sé hinh anh kiéu hinh ciza cac bénh nhan né thé cé dién MM va

kiéu gen cia cac bénh nhan

TR

e
o

Hinh 3.15. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM ciia bénh nhan nir
s6 192 c6 kiéu gen x6a doan dong hep tir toan bé gen CYP21A2 (Del/Del).

Chan doan luc 1 ngay tudi, xam da, nam hoa Prader 1V, mat mudi lic 2,5
thang (Na 126; K 5,4; Cl 95 mmol/l); 17-OHP huyét thanh = 96,1 ng/ml.

i

Hinh 3.16. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM ciia bénh nhan nir
s6 167 cd kiéu gen di hop tir kép xéa doan toan bd gen CYP21A2 va dit
bién phd bién nhom A (12g).

Chén doan luc 16 ngay tudi; mo hd gisi tinh (Prader 1V); mat nudc; mat
mubi; ting kali mau (Na 119; K 8,0; Cl 89,8 mmol/l); nong do 17-OHP huyét
thanh ting rat cao (1222,3 ng/ml); testosterone huyét thanh = 26,6 nmol/l.
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Hinh 3.17. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM cia bénh nhan nir
s6 132 c6 kiéu gen dong hep tir nhém “null” p.R356W/p.R356W.

Chan doan ltic 17 ngay tudi, xam da, mo hd gigi tinh (Prader 111), mat
nudc, mat mubi, ting kali (Na 122; K 6,1; Cl 94 mmol/l); 17-OHP huyét
thanh ting (213,3 ng/ml); testosterone huyét thanh ting rat cao (94,7 nmol/l).

Hinh 3.18. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM ciia bénh nhan nir
s6 160 cd kiéu gen di hop tir kép mot allele xé6a doan toan bd gen
CYP21A2 va mét allele dot bién diém ning va hiém gip (Del/p.R426C).

Chén doan lac 8 ngay tudi, xam da, nam héa (Prader 1V-V), mat mudi va
tang kali mau (Na 133; K 6,4 va Cl 105 mmol/l); ndng do 17-OHP huyét
thanh ting rat cao (909,2 ng/ml); testosterone ting (25 nmol/1).
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Hinh 3.19. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM cia bénh nhan nir
s6 119 c6 kiéu gen mang 3 ddt bién khac nhau (nhém A két hep véi nhom
“null”): 12g/p.Q318X+p.R356W.

Chén doan lac 22 gid tudi vi mo hd gidi tinh (Prader 1V), xam da toan
than va bo phan sinh duc ngoai, dién bién cé xuat hién mat mudi, tang kali
mau lc 5 thang tudi (Na 122; K 6,9; Cl 92 mmol/l).

Hinh 3.20. Kiéu hinh b phan sinh duc ngoai thé MM & bénh nhan nir s
131 c6 kiéu gen phirc tap nhém “null”
(p.L307FfsX6/p.L307FfsX6+p.Q318X).

Chén doan luc 44 ngay tudi, mat nudc niang, mat mudi (Na 104; K 5,4

mmol/l); 17-OHP tang (59,9 g/ml).
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3.2.12.3. Hinh dnh minh hoa kiéu hinh thé cé dién MM ¢ tré trai va cac kiéu

gen cua cac bénh nhan

Hinh 3.21. Kiéu hinh thé MM ciia bénh nhan nam s6 173 c6 kiéu gen di
hop tir kép mot allele xéa doan toan by gen CYP21A2 (nhém “null”) va
mat allele @t bién pho bién nhom A: Del/12g.

Chan doan luc 8 ngay tudi, xam da (méi, bo phan sinh duc ngoai), nén
ngay tht 7, li bi, bo bl, mat mudi va kali huyét thanh ting rat cao (Na 129; K
8,9; Cl 109 mmol/l); 17-OHP huyét thanh ting rat cao (864,6 ng/ml),

testosterone tang rat cao (74,2 nmol/l).

Hinh 3.22. Kiéu hinh thé MM ciia bénh nhan nam s6 177 c6 kiéu gen di
hop tir kép hai ddt bién hiém va ning p.R483PfsX40/p.R426C.

Chan doan Itc 13 ngay tudi, xam da, nén, Mat nudc, mat mudi va tang
kali (Na 122; K 6,2; Cl 91 mmol/l). Nong d6 17-OHP huyét thanh ting rat cao
(1852,2 ng/ml); testosterone 15,94 nmol/l; cortisol 64,6 nmol/l.
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Hinh 3.23. Kiéu hinh ltc 5,4 tudi c6 day thi sém cia bénh nhan nam soé

149 c6 kiéu gen ddng hop tir ddt bién nhém “null” 1a p.R356W/p.R356W.

Tién sur gia dinh c6 chi géi rudt 1a bénh nhan sé 95 (chan doan lic 2
thang tudi, Prader 1V). Xam da nang (m6i, nim va), nén nang & tudi bl me,
nhiéu lan phai cip ctu vi mat nuéc, ndng d6 17-OHP huyét thanh ting cao
(114 ng/ml), testosterone 7,8 nmol/I.
3.2.12.4. Minh hoa kiéu hinh ciza bénh nhan ni thé cé dién NHPT va kiéu gen
cua cac bénh nhéan

/

1 e f \
A7 T .4
i C

Hinh 3.24. Kiéu hinh NHPT ciia bénh nhan nir s6 165 c6 kiéu gen dot
bién ddng hop tir n"hém B 1a p.1172N/p.1172N.

Chén doan lac 6,5 tudi; nam héa nhe bo phan sinh duc ngoai (Prader 11);
moc 16ng mu som (P2); tudi xuwong 9 tudi; 17-OHP huyét thanh trudc va sau

kich thich ACTH (tang rét cao) twong (ng la 18,53 ng/ml; 1005,2 ng/ml .
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Hinh 3.25. Kiéu hinh thé cé dién NHPT cia bénh nhan nir s6 172 c6 kiéu
gen chi phat hién dwoc 1 allele dot bién trén intron 2 (12g).

Chén doan lac 4 tudi vi nam héa nhe bo phan sinh duc ngoai (Prader 11);
trang ¢4, 16ng mu (P2), tudi xwong 9 tudi; dién giai dd huyét thanh binh
thuong (Na 135; K 3,8; Cl 105 mmol/l); nong do 17-OHP huyét thanh tang rat
cao (trudce kich thich ACTH la 632,4 ng/ml va sau kich thich ACTH la 1717,0
ng/ml).
3.2.12.5. Minh hea kiéu hinh cza bénh nhan nam c¢é kiéu hinh NHPT va kiéu

gen cua bénh nhén

o~

Hinh 3.26. Kidu hinh NHDT ciia bénh nhan nam sé 158 c6 kidu gen di

hop tir kép mot allele xé6a doan toan by gen CYP21A2 va mét allele khac
1a dot bién nhom B (Del/p.1172N).

Chan doan luc 4,5 tudi, day thi som gia (I6n nhanh, cao 119 cm tic +3SD
S0 Voi biéu do tang truong cia to chic y té thé gidi, duong vat dai 6 cm, thé tich
tinh hoan 2 ml, tudi xuong 8 tudi); dién giai dd binh thuong (Na 140; K 4,1; Cl
108 mmol/1); ndng do 17-OHP huyét thanh ting cao (269,6 ng/ml).
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3.2.12.6. Minh hoa kiéu gen va kiéu hinh ciza bénh nhan thé khdng cé dién

c.89C>T
c.89C p.P30L

. L

cACCTCCCGCCTCTT CACCTCCTGCCTCTT

Nguoi binh thuong Bénh nhéan 191

Hinh 3.27. Kiéu gen, kiéu hinh ciia bénh nhan nir s6 191 mic thé khong
co dién c6 mang allele dot bién p.P30L va mot allele dot bién méi lap
doan (p.P459 L464dup/p.P30L+p.P459 L464dup).

Kiéu hinh: chan doan ltc 19 thang, nam hoa nhe (Prader I1), tudi xwong
tuong dwong tudi thuc, dién giai dd huyét thanh binh thuong (Na 131; K 4,6;
Cl 100 mmol/1); ndng d6 17-OHP huyét thanh ting nhe (59 ng/ml).
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3.2.12.7. Minh hoa kiéu hinh cia cac bénh nhan cé kiéu gen va kiéu hinh

khdng phu hop

Hinh 3.28. Kiéu hinh nam hoa ciia bénh nhan nir s6 189 mac thé cé dién
NHDT c6 kiéu gen nhém “null” (khdng phu hep véi kiéu hinh), kiéu gen
mang dot bién di hop tir kép: cluster 6
(p.1236N+p.V237E+p.M239K)/p.L307FfsX6.

Chan doan lac 5 tudi, ngoai hinh gidng tré trai, Prader 111-1V, dién giai
d6 huyét thanh binh thuong (Na 142; K 3,7; Cl 106 mmol/l); nong 46 17-OHP
huyét thanh tang nhe (43,3 ng/ml).

Hinh 3.29. Kiéu hinh NHPT cia bénh nhan nam sé 150 c6 kiéu gen
khong phu hop véi kiéu hinh 1a ddt bién ddng hep tir nhom A (12g/12g).
Chan doan luc 4,5 tudi véi cac triéu chang day thi sém gia: 16n nhanh
(cao 123 cm tiic +3SD so V6i biéu do ting truong cua to chuc y té thé gioi),
tring ca, giong 6m, moc 16ng mu sém (P2-3); dwong vat 6 cm; thé tich tinh
hoan 3 ml hai bén). Nong d6 17-OHP huyét thanh tiang cao (821 ng/ml);
testosterone 11,47 nmol/l. ACTH ting (20,7 pg/ml). Tudi xuong 11 tudi.
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Chuong 4
BAN LUAN

Trong nghién ctu ndy, 212 bénh nhan TSTTBS thiéu 21-OH d3 duoc
phan tich phan tir va da phat hién duoc dot bién cua gen CYP21A2 ¢ 210
(99%) bénh nhan trong d6 c6 8 cap anh chi em rudt mac bénh, do d6 cac bénh
nhan chi diém (proband) bao gom 202 bénh nhan. Nghién citu ndy cung cap
dir liéu vé dot bién gen CYP21A2, tuong quan kiéu gen — kiéu hinh trén sé
lwong bénh nhan Viét nam 16n nhat cho téi thoi diém hién nay. Hai bénh nhan
(2/212; 0,9%) khdng phét hién duoc dot bién gen CYP21A2 c6 triéu chung
lam sang va hoa sinh dién hinh cua thé co dién MM thiéu 21-OH: tré trai,
chan doan luc 34 ngay tudi, mit nudc, mat mudi nang (Na 116; K 8,9; CI 80
mmol/l), 17-OHP huyét thanh ting cao 209,4 ng/ml; bénh nhan khac Ia tré
gai, chan doan lac 21 ngay tudi, Prader 1V, mat nudc, mat mudi (Na 107; K
8,7; Cl 79 mmol/l), 17-OHP huyét thanh tang rat cao 2213,7 ng/ml). S6 luong
nhat dinh cac bénh nhan thiéu 21-OH nhung khong phat hién dugc dot bién
trén gen CYP21A2 ciling dugc ghi nhan trong nghién citu & bénh nhan buc
(1/155: 0,6%) [57] va bénh nhan Ma-lai-xi-a (2/97; 2,1%) [154].

Trong sb 212 bénh nhan nghién ciu thi hau hét 1a thé ¢6 dién (205 bénh
nhan; 96,7%). Thé co dién MM chiém ty 1 78,5% va c6 dién NHDT chiém ty
1& thap hon 21,5% céc bénh nhan thé ¢ dién. Gidi tinh ddi véi ting thé 1am
sang chdng tdi nhan thay khéng cé sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké véi thé co
dién MM (nam 86; nit 75), nhung sy khac biét co y nghia thong ké doi voi thé
NHBT (nam 8; nix 36). C4c tré gai dugc chan doan sém hon cac tré trai va ty
1& suy thuong than cap & tré gai tai thoi diém chan doan ciing thap hon tré trai
d6i voi thé MM (bang 3.1). Diéu nay c6 thé ly giai 1a & thé ¢ dién MM va
NHDT thi chan doan d& dang hon & tré géi vi c6 bat thuong b phan sinh duc
ngoai sau sinh va thudng 1a nguyén nhan dén kham va chan doan. Trong khi
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d6 cac biéu hién MM ¢ tré trai khong dic hiéu va day thi sém & tré trai thé
NHDT ciing xuét hién mudn hon.

4.1. Cac dt bién va ban do dot bién gen CYP21A2 & cac bénh nhan
nghién ciu

Biéu d6 3.1 cho thdy phan b tan suat theo cac dang dot bién cua gen
CYP21A2 bao gom: x6a doan 16n (34,48%), dot bién sai nghia (27,34%), dot
bién vo6 nghia (3,7%), intron/promoter (29,31%), léch khung dich ma (4,68%)
va lap doan (0,69%). Nhu vay, 202 bénh nhan TSTTBS tir 202 gia dinh riéng
ré mang nhiéu dang dot bién gay bénh khac nhau. Két qua nghién ctu nay
cling phu hop véi dir liéu dot bién gen nguoi trén thé gidi (Human Gene
Mutation Database - HGMD) (http://www.hgmd.org), cap nhat dén 2/2016 thi
c6 285 dot bién (229 da dugc béo cao) cua gen CYP21A2. Phan bd dang dot
bién cua cac dot bién nay nhu sau: sai nghia/vo nghia (152 dot bién); splicing
(12 dot bién); regulatory (1 dot bién); mét doan nho (16 dot bién); thém doan
nho (12 d6t bién); small indel (3 dot bién); xoa doan 16n (9 dot bién); thém doan
16n/13p doan 16n (3 dot bién) va phirc tap (21 dot bién) [149].

Dot bién caa gen CYP21A2 phét sinh do hau qua caa hoan vi nho tir gia
gen CYP21A1P hoic do trao d6i chéo khong can xing ¢ nhiém sac thé 6. Cac
d6t bién phat hién dugc & cac bénh nhan nghién ciru bao gom: i/ nhém cac dot
bién phé bién: cac dot bién xda doan 16n cua gen (mit hoan toan hoic x6a
doan l6n mot phan cia gen) (34,48%); va cac dot bién diém khac nhau trong
d6 13 dot bién phé bién c6 ngudn gbce tir gia gen (tong cong 1a 58,85%) vai ty
Ié gap cao nhat dén thap nhat bao gom: 12g (28,57%); p.R356W (12,31%);
p.I1172N (10,59%); p.Q318X (2,95%); p.L307FfsX6 (2,21%); p.V281L
(0,74%); hoan vi gen vung promoter (g.-113G>A; g.-110T>C; g.-103A>G)
(0,74%); p.P30L (0,49%); cluster 6 (p.I1236N; p.V237E; p.M239K) (0,25%);

ii/ nhém 7 dot bién hiém gip khac nhau da dugc bao cdo trong y van caa gen
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CYP21A2 ciing duoc phat hién trong s cac bénh nhan nghién ctiu bao gdm:
p.R426C (1,72%); p.R483PfsX58 (1,23%); p.E246GfsX11 (0,74%); p.M1l
(0,25%); p.W19X (0,25%); p.H62L (0,25%); c.1447 1448insC
(p.R483PfsX40) (0,25%); iii/ hon nira, trong nghién ctu nay ching t6i ciing
phat hién duoc 6 dot bién moi chua timg duoc bdo céo ¢ gen CYP21A2 khi
db6i chiéu véi cac ngudén dir lieu dot bién gen nguoi (HGMD)
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=CYP21A2) [149]; uy ban danh
phap allele Cytochrome P450 nguai (http://www.cypalleles.ki.se/cyp21.htm)
va dur liéu tur “1000 genomes” tai "MutationTaster"
(http://ww.mutationtaster.org) [150]. Cac d6t bién méi ndy bao gom: hai dot
bién vO nghia 1a p.S125X (0,25%) va p.I112X) (0,25%); mot dot bién lap
doan  ¢.1375_1392dupCTGCCCTCCCTGCAGCCC  (p.P459 L464dup)
(0,49%); mot dot bién thém doan nho c.del1054-1261insCGGCA
(p.V352RfsX103) (0,25%) va hai bién doi chua ching minh dugc hau qua
trén protein dot bién 1a p.T1231 (0,49%) va p.P401L (0,25%) (bang 3.2).

Tong sb cac dot bién xda doan 16n va cac dot bién diém co ngudn géc tur
gia gen chiém ty I¢ 93,33% va cac dot bién hiém phét sinh tai CYP21A2
chiém 6,67% (bang 3.2). Két qua nay ciing gop phan khang dinh rang tai to
hop gitra CYP21A2 va CYP21A1P chiém ty 1 chii yéu gay nén thiéu hut 21-
OH. Sy phan b vé ty I& cac dot bién nay phu hop voi hau hét cac nghién cau
trén nhiéu chung toc khac nhau. Mot dir liéu 16n da duoc bao cdo vé dot bién
gen CYP21A2 trén 6400 allele nghién ctu tir 3200 bénh nhan TSTTBS cho
thay cac dot bién hiém duoc phat hién & 340 trong sé 6400 allele (6%) [151].
Nghién ctu cia Wang R va cong su (2016) trén 230 bénh nhan thiéu 21-OH
ngudi Trung Qudc cho thay tong cong cac allele dot bién diém c6 ngudn goc
tir gia gen chiém 67,6%; va cao hon trong nghién ctiu cua ching tdi (58,85%)

[152]. CAc tac gia nay ciing phat hién duoc 17 dot bién hiém xuat phat tir gen
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chtrc ning va chiém ty 1& 7,0% va phd hop véi nghién ctu cua ching toi
(6,67%). De Carvalho DF va cong su (2016) phét hién ty 18 dot bién diém cao
hon (86,7%) & ngudi Bra-xin khi nghién ctu 856 allele dot bién, trong khi do
ty 1& x6a doan 16n chi chiém 9% cac allele dot bién va cac dot bién diém hiém
chiém ty 18 4,4%. Su khac biét 16n vé ty & dot bién x6a doan nay cé thé giai
thich 1a trong nghién ctru cua céc tac gia thi thé khdng cb dién chiém ty 1& Ion
(206/480 bénh nhan cé kiéu hinh thé khdng c6 dién) [88]. Nghién ciu cua
Gidlof va cong su (2013) trén 800 allele dot bién cua cac bénh nhan thiéu 21-
OH & Thuy Dién cho thay cd 512/800 (64%) allele dot bién co nguon goc tir
gia gen. Céc tac gia ciing phat hién dugc 23 dot bién hiém khéng c6 ngudn
goc tir gia gen trong d6 tan suat cua cac allele rat hiém (22/23 dot bién khac
nhau c6 tan suat allele < 0,5%), 23 dot bién nay xuat hién ¢ 36 allele va chiém
4,5% tong s6 céac allele dot bién [153].

Vi tri caa cac dot bién trén ban d6 gen CYP21A2 (bang 3.2 va hinh 3.12)
phét hién duoc & cac bénh nhan nghién ctu phan bé & 8/10 exon (trir exon 2 va
5), intron 2 va ving promoter: 3 dot bién viing promoter; 4 dot bién ¢ exon 1;
dot bién pho bién & intron 2; 3 dot bién méi & exon 3; 1 dot bién & exon 4; mot
nhom 3 d6t bién & exon 6 (cluster 6); 3 dot bién & exon 7; 3 dot bién & exon 8
bao gom 1 dot bién mai; 1 dot bién mai & exon 9 va 4 dot bién trong d6 co 1
dot bién méi & exon 10. Nhu vay 1a cac dot bién & nhém bénh nhan nghién
ctru cta ching t6i phan tan & hau hét cac exon cia gen CYP21A2 va phan b
& intron 2 va viing promoter. Tong cong 15 dot bién diém da duoc béo céo
trong y vin cO ngudn gbc tir gia gen duoc hoan vi sang gen chirc ning bao
gom: 4 dot bién ving promoter; 1 trén intron 2 va 10 dot bién ¢ ving mé hoa
protein [69]; thi nhém bénh nhan nghién ctu caa ching toi c6 13/15 dot bién
c6 ngudn gdc tir gia gen dugc phat hién bao géom: 3 dot bién ving promoter; 1

dot bién & intron 2 va 9 dot bién ¢ viing ma hoa protein (hinh 3.12).
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Nghién ctu vé phan bd vi tri cac dot bién trén gen CYP21A2 cua ching
t6i phu hop vai nghién ciru caa Wang R va cong su (2016) trén 230 bénh
nhan TSTTBS ngudi Trung Québc. CAc tac gia nhan thdy cac dot bién diém o
viing ma héa cua gen CYP21A2 phan bé trén hau hét cac exon trir exon 5 va 9
[152]. Vé6i ¢& mau phan tich du lon va tuong tu nhau & nghién ciru cua ching
t6i va cia Wang va cong su thi cd thé khang dinh: dot bién ty phat sinh tir gen
CYP21A2 hiém xay ra hon & exon 5 & chung toc nguoi Viét Nam va Trung
Quéc.

4.1.1. Pt bién xo6a doan lén ciia gen CYP21A2 ¢ cac bénh nhan nghién
cuu

Bang 3.2 liét ké cac dang dot bién khac nhau trong d6 co cac dot bién
x6a doan I6n khac nhau phéat hién dugc ¢ cac bénh nhén nghién ctu. Cac
dang xda doan nay duogc phat hién boi ky thuat MLPA bao gom: mat toan bo
gen (Del), exon 1 del, exon 1-2 del, exon 1-3 del, exon 1-6 del, exon 1-8 del,
exon 4-6 del va exon 8 del. X6a doan toan bo gen CYP21A2 chiém ty Ié cao
nhit (25,37%) cac allele x6a doan 16n, sau dén xda doan tir exon 1-3 (5,67%).
Tong cong tan suat cac dot bién x6a doan 16n 1a 140 va chiém ty 1& 34,48%
trong tat ca cac dot bién. Nhu vay, ty 1é cao nhat dot bién xda doan Ién trong
s6 cac allele dot bién trong nghién ctu cua ching toi cling phi hop Véi rat
nhiéu c&c nghién ctu trén cac ching toc khéac nhau (bang 4.1).

Chung t6i ciing xac dinh dugc x6a doan dong hop tir gip ¢ 45 bénh
nhan; 2 bénh nhan c6 2 allele d6t bién x6a doan khac nhau (exon 1-6 del/exon
4-6 del); 51 bénh nhan co6 1 allele x6a doan toan bd gen va allele khac la cac
d6t bién diém hoic x6a doan nho (bang 3.3). X6a doan don doc cua 1 exon rat
hiém gdp ¢ bénh nhan TSTTBS. Nghién ciu cua Wang R va cong su (2016)
st dung k¥ thuat MLPA & cac bénh nhan Trung Qudc di phat hién dugc x6a
doan exon 1-7 hoac exon 1-8 cua gen CYP21A2 cua 1 allele & 6 bénh nhan
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TSTTBS [152]. Nghién ctu cua Balraj P va cong su (2013) trén 97 bénh nhan
TSTTBS & Malaysia phat hién 29 bénh nhan c6 x6a doan exon 1-3 (exon 1-3
del), x6a doan exon 1-6 (exon 1-6 del) va x6a doan exon 1-8 (exon 1-8 del) &
gen CYP21A2 véi phan bé cu thé kiéu gen dot bién xda doan nhu sau: exon 1-
6 del/exon 1-6 del (1 bénh nhan); exon 1-3 del/exon 1-3 del (1 bénh nhéan);
exon 1-3 del/lexon 1-6 del (1 bénh nhan); exon 1-6 del/p.R356W (9 bénh
nhan); 12g/exon 1-3 del (6 bénh nhan); 12g/exon 1-6 del (1 bénh nhén);
I12g/exon 1-8 del (3 bénh nhéan); cluster E6/exon 1-8 del (1 bénh nhan);
p.P30L/exon 1-3 del (1 bénh nhan); exon 1-8 del/? (1 bénh nhan). Céac tac gia
cting phat hién 14 bénh nhan c6 xo6a doan I6n 30 kb & 1 allele [154]. Grischuk
Y va cong su (2006) b&o cao bénh nhan nguoi Nga co x0a doan exon 1-6 ctaa
gen CYP21A2 va c6 ngudn goc tir me [155].

Ty & x6a doan I16n trong céc allele dot bién & bénh nhan thiéu 21-OH
cua nhiéu chang toc khac nhau duoc trinh bay & bang 4.1. Xda doan 16n
chiém ty Ié cao tham chi 1én dén 43,2% & cac nudce chau Au bao gom: Phan
Lan [156], Pan Mach [157], Ao [158], Anh [159], Btc [57], Thuy Dién
[153], Ha Lan [58], cac nuéc Pong Au [160]; cac nuéc My [161] va Uc
[162]. Ty 1¢é thap hon cac dot bién xda doan I6n gap ¢ cac nude chau A nhu
Han Quéc [105], Trung Quédc [152], Nhat Ban [163], Ma-lai-xi-a [154]. Su
khac nhau nay c6 thé do ¢& mau nghién cau khac nhau va cé thé co yéu t6
chung toc.

4.1.2. Cdc dét bién diém phé bién c6 nguén géc tir CYP21A1P ¢ cac bénh
nhéan nghién ciu

Céc dot bién diém pho bién nhét trong nghién ctu caa ching toi 1a: 129
(28,57%); p.R356W (12,31%); p.I172N (10,59%) (bang 3.2). Nhu vay, dot bién
diém phé bién nhit trong sé cac bénh nhan nghién ctu caa ching t6i ciing nhu
trén nhiéu ching toc khac nhau la dot bién & intron 2 (12g) (bang 4.1).
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Két qua cac dot bién diém phd bién ¢ nhém bénh nhan cua ching toi
thap hon véi nghién cau cua Lee HH va cong sy (2008) [164]. Trong nghién
Clru ndy CAc tAc gia da phan tich dot bién gen CYP21A2 cho sb luong 200
bénh nhan Trung Qudc — Pai Loan, gan twong tu nhu sb lwgng nghién cau
cua ching toi, va da thu duoc két qua phan b vai ty 18 cao hon ctia cac dot
bién phd bién c6 ngudn gdc tir gia gen: 12g (34%); p.1172N (23,5%):;
PR356W (11,8%); p.Q318X (6,3%). Tong cong ba dot bién phd bién (12g,
p.1172N va p.R356W) trong nghién ctu cua cac tac gia nay la 69,3% trong
khi ty 1€ nay trong nghién ctu cua ching toi la 51,47% (Bang 4.1). Krone va
cong su (2000) di nghién ctu trén 155 bénh nhan thiéu 21-OH tai Duc va thu
duoc tong cong cac allele dot bién dbi véi 3 dot bién nay la 54,5% [57].

Hon nita, ty 18 cao dot bién 12g trén bénh nhan Viét Nam ciing phu hop
v6i nghién ctu trén 1507 gia dinh thiéu 21-OH cua New MI va cong su
(2013). Pay ciing 1a mot trong hai nghién ctu trén sé lwong bénh nhan da
chang toc 16n nhat bi thiéu 21-OH trén thé gidi cho dén nay. Trong nghién
clru ndy, Cac tac gia phat hién dot bién o 12g chiém ty Ié 22,9% [69].

Céac dot bién pho bién tir gia gen nhung gip véi ty 18 thap nhat trong
nghién ctu cua ching tdi bao gom p.P30L (0,49%) va cluster 6: p.I236N;
p.V237E ; p.M239K (0,25%). Phan bd nay ciing twong tu ¢ nghién cau trén
1507 gia dinh cua New MI va cong su [69]. Chdng téi khong phat hién duoc
bénh nhin ndo mang do6t bién x6a doan 8 bp & exon 3
(c.329 336del GAGACTAC,; p.G110fs) cua CYP21A2. Tac gia New MI va
nhiéu nghién ciru khac cling nhan thay dot bién & exon 3 nay chiém ty Ié thap
nhat (2,1%) cing vai cluster 6 (Bang 4.1). Cac nghién cau cta Balraj P va
cong su trén 97 bénh nhan Ma-lai-xi-a [154], Choi JH va cong su trén 72
bénh nhan Han Quédc [105], Asanuma A va cong su trén 34 bénh nhan Nhat

Ban [163] ciing khong phat hién duoc bénh nhan ndo mang dot bién mat 8 bp



111

& exon 3. Nhu vy c6 thé thay dot bién mat 8 bp trén exon 3 1a hiém trén
chung toc chau A.

Nghién ciru cia New MI va cong sy trén cac chang toc ngudi My ngudn
g6c chau Au, nguoi My ngudn goc Bo Pao Nha, Tay Ban Nha, ngudi My géc
chau Phi, Trung dong, ngudi Do Théi, An Do, mot sé lwong nho cac bénh
nhan gbc chau A khac va céc chang toc khac [69]. Trong nghién ctu cua
ching t6i thi cac dot bién p.R356W (12,31%) va p.1172N (10,59%) chiém ty
I¢ cao hon nghién ctru trén 1507 gia dinh cua cac tac gia nay. Tardy V va
cong su (2009) dé cap dén dir liéu thu duoc tir viéc phan tich s6 lugng 16n
6400 allele cua 3200 bénh nhan thiéu 21-OH va ty 1& cac dot bién diém nhu
sau: 12g (30%); p.1172N (17%) va p.Q318X (7%) trong s6 cac bénh nhan thé
co dién [151]. Dot bién p.R356W & cac chung toc chau Au, chau My va
Trung Qudc dai luc thdp hon nhiéu (0,8 dén 8,4%) so v&i mét s6 chung toc
chau A khéac nhu: Viét Nam (12,31%); Ma-lai-xi-a (22%); An Do (20%);
Singapore (19,2%); Nhat Ban (17,6%); DPai Loan (11,8%) (bang 4.1)
[154],[163],[164],[165],[166].

Pot bién p.V281L c6 ngudn goc tir gia gen gap ty ¢ thap trong nghién
ctru caa ching t6i (0,74%). Két qua nay ciing phu hop vai cac nghién cau trén
cac chang toc Trung Qudc (0,2 - 0,3%) [152], tham chi khdng gip & cac
nghién citu ¢ bénh nhan nguoi Nhat Ban, Han Québc, Ma-lai-xi-a va Tuy-ni-di
[169],[49],[154],[105]. Pay la dot bién pho bién nhat & thé khong co dién cua
thiéu 21-OH va xuat hién véi tan s6 cao & cac bénh nhan nguoi Hy lap, Phép,
A Can binh (Argentina), Ao, Y, Tay Ban Nha, Tho Nhi Ky, B6 Pao Nha va
Bra-xin [102],[127],[148],[151],[158],[167],[168],[170],[171] va trong nghién
ctu cua New MI va cong su (2013) ¢ cac bénh nhan da chung toc [69]. Su
khac biét nay 1a do cac bénh nhan thé khéng co dién cé ty 18 thap hon & céc

chung toc chau A.
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Bang 4.1: TAn suét caa cac ddt bién trong cac nghién ciru khac nhau

Xo6a So
Cacdot | doan | p.P30L | 129 bénh )
L, E3A8bp | p.1172N | E6 | p.V281L | p.L307FfsX6 | p.Q318X | p.R356W T&c gia
bien lon (%) (%) nhan
(%) (n)
Viét Nam 345 | 049 | 286 0 10,6 0,3 0,7 2,2 2,9 12,3 202 | Nghién ctru nay
Trung Quoc | 19,6 0,2 35 43 14,3 1,3 0,2 1,7 4,6 59 230 | Wang R [152]
bai Loan 9,5 34 0,3 235 0,3 0,3 18 6,3 11,8 200 | Lee HH [164]
Nhat Ban 11,8 15 26,5 11,8 15 8,8 17,6 34 | Asanuma A [163]
Han Quéc 31,3 28,5 0 15,3 14 14 2,8 9,0 72 | Choi JH [105]
Ma-lai-xi-a | 22,6 1,03 | 213 0 53 53 22 97 | Balraj P [154]
Pa chung 20,0 2,6 22,9 2,1 8,2 2,1 23,9 35 3,6 1507 | New M1 [69]
toc
My 30,5 0,8 23,4 0,5 12,6 11 12,6 0,3 33 3,6 182 | Finkielstain GP
[161]

Bra-xin 9,0 0,6 21,1 18 75 1,2 26,6 2,2 6,1 54 480 | Carvalho D [88]
Argentinean | 11,2 0,7 20,6 0,8 8,2 2,0 26,2 6,7 4,2 454 | Marino R [148]
Pong Au 30,6 3,7 31,2 1,0 14,5 0,3 34 1,6 2,6 2,4 432 | Dolzan V [160]
Thuy Bién | 27,5 2,6 27,3 0 16,9 0,9 7.8 0,8 39 31 490 | Gidlof S[153]
Ha Lan 31,9 0,3 28,1 43 124 3,0 2,2 0,3 35 8,4 198 | Stikkelbroeck [58]
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Xoba S6
Cacdot | doan | p.P30L | 129 bénh o
i on | o0 | 06 E3A8bp | pI172N | E6 | pV2SIL | pLIOTFfSX6 | p.Q3I8X | pRISOW | - Téc gia
(%0) (n)
buc 27,4 2,6 30,3 16 19,7 1,0 29 0,3 4.8 45 155 | Krone N [57]
Anh 30,7 29 24,5 16 144 0,33 7,2 29 4,9 153 | Krone N [159]
Tay Ban 56 | 15 | 6 11 23 | 11| 632 15 2,3 0,8 138 | Loidi L [167]
Nha
Phap 22,9 20,5 2,7 8,9 5 16,7 12 3,9 129 | Barbat B [168]
Uc 35 | 17 |306| 25 10,3 7.9 4.6 121 | Huynh T [162]
Ao 354 | 32 |228 158 | 1,9 12 0 2,5 3,2 79 | Baumgartner-Parzer
SM [158]
Pan Mach 36 33,8 10,3 15 44 0,7 8,8 2,2 68 Ohlsson G [157]
Y 184 | 26 |211| 18 44 | 18| 246 4.4 18 57 | Balsamo A [127]
Phan Lan 43,2 11,8 26,7 29 2 51 Levo A [156]
Hy Lap 78 | 31 | 219 3,1 54,7 3,1 32 | Skordis [102]
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Trong nghién ciru caa chung t6i, dot bién p.P30L trén exon 1 dwgc phat
hign ¢ 1 bénh nhan nir thé khéng co6 dién c6 kiéu gen
P30L+p.P459 L464dup/p.P459 L464dup va mot bénh nhan nit thé co dién
MM két hop véi dot bién 12g va hoan vi gen ving promoter (12G/12G+
Promoter+p.P30L). Marino R va cong su (2011) phat hién duoc dot bién nay
& 15 trong s 866 allele dot bién va chi co 6 allele (40%) co dot bién nay &
dang thay doi & 1 nucleotid; & 7 allele khac (46,7%) thi dot bién nay 1a mot
phan cua hodn vi lén cua gen hoic gen & trang thai két hop
CYP21A1P/CYP21A2 vai vi tri ndi gitra 2 gen ndy nam phia trugc intron 2
(PromCYP21A1P; p.P30L). O 2 allele (13,3%) con lai thi p.P30L két hop véi
cac dot bién khac (p.P30L; p.V281L) va (p.P30L; 12g; p.Q318X) [148].
Dolzan V va cong su (2005) nhan thay trong sé 43 allele mang dot bién
p.P30L thi c6 60,5% chi mang mbdi dot bién nay, trong khi p.P30L va ving
promoter hoic két hop véi dot bién tha 3 xuat hién ¢ 17 allele riéng ré
(39,5%) va chiém tong cong 2,4% tat ca céc allele nghién ciu [160]. Dot bién
p.P30L dugc md ta ca & bénh nhan NHDT, khong ¢ dién va ca cac bénh
nhan MM [160],[172].

Chung t6i ciing phat hién dugc 3 @6t bién ving promoter (g.-113G>A;
g.-110T>C; g.-103A>G) & 3 bénh nhan. Mot bénh nhan két hop véi dot bién
12g va c6 kiéu hinh MM; 1 bénh nhan két hop véi dot bién 12g va p.P30L c6
kiéu hinh MM va 1 bénh nhan khac két hop véi dot bién p.1172N va c6 kiéu
hinh NHPT (bang 3.2 va 3.3; biéu d6 3.3 va 3.4). Nghién ctu cia Marino R
va cong su (2011) trén 454 bénh nhan thiéu 21-OH ¢ A Can Dinh phéat hién
dot bién promoter chiém ty 1& 0,7% cac allele dot bién [148]. Céc nghién ctu
dot bién ¢ vung khong dich ma (noncoding region) cua gen CYP21A2 cho
thay: cac dot bién ving nay c6 thé anh huéng dén sy khdng pha hop gitra kiéu

gen va kiéu hinh. Cac dot bién c6 ngudn géc tir gia gen & ving promoter bao
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gom: g.-126C>T; g.-113G>A; g.-110T>C va g.-103A>G lam giam hoat do
enzym con 20% [173],[174]. Nghién ctru cua Dolzan va cong su (2003) cho
thay dot bién promoter c6 ngudn géc tir gia gen két hop véi dot bién 12g gay
thé mat mudi [160]. Nghién ctu cua L'Allemand D va cong sy (2010) cho
thay: cac dot bién promoter va dot bién p.P30L gay kiéu hinh NHPT va
khong cd dién vi trong trudng hop ndy cé thé cd hoan vi lon cua gen tir gia
gen cua vung promoter vai ca exon 1 [172]. Nghién ctu cua Dolzan V va
cong su (2005) & Trung Au cho thiy dot bién & ving promoter c6 ngudn géc
tur gia gen ¢ 3 allele bénh nhan nguoi Crech; 1 allele bénh nhan Hung-ga-ri, ¢
3 allele bénh nhan Slovak va tong cong chiém 1% cac allele dot bién [160].
4.1.3. Céc dpt bién hiém phat sinh tei gen CYP21A2 va khong do hoan vi
gen ¢ cac bénh nhan nghién criu

Trong nghién cau nay, bang ki thuat giai trinh tu truc tiép ching toi da
phat hién dugc 7 dot bién hiém cua gen CYP21A2 ma da duoc béo céo va
dugc cap nhat ¢ dir lidu dot bién gen & nguoi bao gom: ¢.3G>A (p.M1I);
c.56G>A (p.W19X); c¢.185A>T (p.H62L); c.737delA (p.E246GfsX11);
C.1276C>T (p.R426C); c.1447 1448delGGinsC  (p.R483PfsX58), va
c.1447_1448insC (p.R483PfsX40). Tan suit cua cac allele dot bién theo thu
ty cao nhat dén hiém gip nhat bao gom: c.1276C>T (1,72%);
c.1447_1448delGGinsC (1,23%); c.737delA (0,74%); cac dot bién khac gap
trén 1 allele va chiém ty I& 0,25% cho mdi dot bién (bang 3.2). Cac dot bién
hiém nay duoc phét hién duoc & 13 bénh nhan nghién ctu (bang 3.3).

Dot bién diém trén exon 1 (c.3G>A; p.MI1I) dugc phat hién trén 1 bénh
nhan nghién ctu c6 kiéu hinh MM & dang di hop tir kép véi dot bién 12g
(bénh nhan tha 7 tai bang 3.10). Dot bién nay duoc mo ta lan dau tién bai

Usui T va cong su (2004) trén 1 bénh nhan ngudi Nhat c6 kiéu gen hoan toan
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gidng bénh nhan trong nhém nghién ctu cua ching toi 1a 12g/p.M1l va kiéu
hinh mat mudi (Na 111; K 9,2 mmol/l) va 17-OHP 475 ng/ml [175].

Pot bién vo nghia ¢.56G>A (p.W19X) duoc phét hién ¢ 1 bénh nhan
MM trong nhdm nghién ciu va cé kiéu gen di hop tir kép voi allele d6t bién
khac 12 x6a doan I6n. Allele mang dét bién p.W19X cuaa bénh nhan nay c6
ngudn géc tir bd va allele mang @6t bién xda doan 16n cd ngudn gdc tir me.
Bénh nhan nir nay duoc chan doan lac 7 ngay tudi véi cac triéu chang xam
da; mo hd gigi tinh (Prader Il1); 17-OHP ting rat cao 619,5 ng/ml;
testosterone 19,3 nmol/l; suy thuong than cap Ic 2 thang tuoi (Na 116; K 5,8
va Cl 89 mmol/l). Bt bién nay duoc md ta lan dau bai Pinto G (2002) ¢ bénh
nhan nam 10 ngay tudi kiéu hinh MM va kiéu gen két hop véi dot bién xoa
doan 16n nhu bénh nhan cua ching t6i. Dot bién nay cling duoc md ta boi
Kharrat M va cong sy (2004) trén 1 tré gai gc Tuy-ni-di va c6 nam hoa
Prader 111, allele dot bién thir khac cua bénh nhan nay khong duge xac dinh
[49]. Maud Bidet va cong su (2009) b&o cdo 1 bénh nhan thé khéng cb dién
mang d6t bién di hop tr kép p.W19X va p.V281L [25]. De Carvalho va cong
su (2016) ciing bao cao 2 bénh nhan thé MM mang allele dot bién p.W19X,
bénh nhan tha nhat ¢ kiéu gen hoan toan gidng bénh nhan cua ching toi 1a
p.W19X/Del; bénh nhan khac ciing c6 kiéu hinh MM va kiéu gen ngoai allele
dot bién p.W19X thi con hai dot bién khac (12g9/p.W19X/p.V281L) [88]. New
MI va cong su (2013) ciing bao céo bénh nhan nir kiéu hinh MM géc Tay Ban
Nha mang dot bién p.W19X (p.R356W/p.W19X); va 1 bénh nhan nam gdc
Samoan c6 kiéu hinh MM va c6 kiéu gen p.W19X/12g [69]. Marino R va
cong su (2011) ciing phat hién dot bién p.W19X & 1 bénh nhan thé MM &
dang di hop tir kép p.W19X/p.R356W [148].

Dot bién diém ¢.185A>T (p.H62L) trén exon 1 cua gen CYP21A2 duoc
phat hién trén mot bénh nhan nix c6 kiéu gen Del+p.H62L/p.Q318X trong d6



117

cac dot bién xdéa doan 16n va p.H62L c6 ngudn gbc tir bd va dot bién
p.Q318X c6 ngudn gbce tir me. Bénh nhan nay khdng xac dinh duoc kiéu hinh
lam sang vi ngat nang sau dé va gia dinh xin théi diéu tri 10c 6 ngay tudi
(bénh nhan sb tha ty 1, bang 3.8). Ba me dang mang thai 1an 2 va két qua
chan doan trude sinh cho thai nhi ciing c6 cung kiéu gen nhu chau dau. Bot
bién p.H62L lan dau dugc md ta bai Pinto G va cong su (2003) & tré trai 6,8
tudi, moc 16ng sinh duc sém va c6 ndng do6 17-OHP trudc va sau kich thich
bang ACTH tuong tng 1a 92,1 va 92,8 ng/ml; bénh nhan nay cé kiéu gen la
p.P30L+p.H62L/p.P30L+p.H62L [176]. Soardi FC va cong su (2008) da
thdng béo 3 bénh nhan mang dot bién p.H62L: bénh nhan thar nhat 1a tré gai
nguoi Norwegian, chan doan lac 6 tudi véi céc triéu chiing day thi sém ngoai
bién, ting tudi xuwong va c6 kiéu gen la p.H62L+p.P453S/12g; bénh nhan th
2 1a tré trai, nguoi Thuy Dién, chan doan lac 11 tudi vai cac triéu ching day
thi som tir IGc 4 tuoi, két thic day thi luc 10 tudi voi chiéu cao 160 cm, 17-
OHP 47,5 ng/ml; kiéu gen 1a p.H62L+p.P453S/p.L307FfsX6; bénh nhan thix 3
|4 tré gai Bra-xin, chan doan luc 6 thang tudi c6 kiéu hinh MM (Na 119; K 5,3
mmol/l), Prader IV va cd kiéu gen phuc tap: p.L307FfsX6/p.P34L+p.H62L +
12g9+¢.329 336delGAGACTAC. Hon nita, trong nghién ctru nay, cac tac gia
da nghién ctru chirc nang protein dot bién p.H62L in vitro va nhan thay hoat
do6 enzym giam con 44 va 21% tuong tng doi voi co chat 14 17-OHP va
progesterone. Nhu vay day 1a dot bién nhe gay nén kiéu hinh thé khong c6
dién [177]. Pac biét 1a Menassa R va cong su (2008) khi nghién ctu vé dot
bién p.H62L ¢ 13 bénh nhan mang d6t bién nay da c6 nhan xét rang: day la
dot bién phd bién nhat trong s6 60 dét bién mai phat hién duoc & 2900 bénh
nhan thiéu 21-OH tinh dén thoi diém 2008. Vé mat kiéu hinh, bénh nhan
mang duy nhat dot bién nay (d6ng hop tir) c6 kiéu hinh khdng cb dién, trong

khi cac bénh nhan cd két hop dot bién nay vaéi dot bién nhe cd kiéu hinh
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NHDT. Céac tac gia lan nita khing dinh rang day 1a dot bién nhe dya trén
nghién cau biéu hién gen in vitro, két qua chi ra rang hoat do enzym con
29,2% va 66,5% tuong (ng ddi voi co chat 1a 17-OHP va progesterone.
Nghién ctiu vé& ciu tric khong gian ba chiéu cua protein CYP21A2 cho thiy
H62 nam & vi tri tay néi bé mat va giai thich cho cac nghién ctu vé chiic ning
enzym in vitro [178].

Dot bién mat 1 nucleotid c.737delA (p.E246GfsX11) trén exon 7 cua gen
CYP21A2 phat hién dugc ¢ 2 bénh nhan trong nhém nghién ciu cua chdng
t6i: bénh nhan tha nhat 1 tré gai, kiéu gen déng hop tur
p.E246GfsX11/p.E246GfsX11, tré c6 nhiéu con suy thuong than cap tir ldc 1
thang tudi, nam hoa bo phan sinh dyc ngoai (Prader 1V), u vé thugng than ldc
13 tudi (bénh nhan thir 3, bang 3.9). Bénh nhan thir 2 di hop tir kép
p.E246GfsX11/Del la tré gai va duoc chan doan lac 16 ngay tudi ¢ kiéu hinh
MM. Dot bién nay duoc mé ta lan dau bsi Koyama S va cong su (2002) ¢ 1
bénh nhan kiéu hinh MM va c6 kiéu gen dong hop tir dot bién p.E246GfsX11
[169]. Dot bién nay gay léch khung dich ma va dua dén téng hop protein cut
vi gay tao nén mot ma nging ¢ exon 7. Dot bién duoc du béo gay két thic
sém cua phan tr mRNA trude viung lién két véi HEME cua chudi polypeptide
P450 va dan dén mat hoan toan hoat d6 enzym. Pay la ly do gay kiéu hinh
MM trong nhdm bénh nhan nghién ctru ciing nhu cac bénh nhan dugc mo ta
trong y van.

Pot bién diém c.1276C>T (p.R426C) trén exon 10 dugc phét hién ¢ 6
bénh nhan nghién cau va co tan s 12 1,72%: 1 bénh nhan kiéu hinh MM c6
kiéu gen dong hop tir p.R426C/p.R426C la tré trai, chan doan lac 23 ngay
tuoi; 1 tré gai co kiéu gen 1a p.R426C/Del va duoc chan doan lic 8 ngay tudi
vi nam héa bd phan sinh duc ngoai nang (Prader 1V), xam da toan than, K 6,4
mmol/l va 17-OHP tang rat cao 909,2 ng/ml; 2 bénh nhan kiéu hinh NHPT c6
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kiéu gen di hop tir kép p.R426C/p.1172N 14 1 tré trai duoc chan doan lic 8
tudi Vi céc triéu chung cua day thi sém ngoai bién, 1 tré gai duoc chan doan
lGc 5 tudi Vi cac triéu chiing caa nam héa; 1 tré trai kiéu hinh MM c¢6 kiéu gen
di hop tr kép trong d6 dot bién p.R426C co ngudn gbc tr bd va
p.R483PfsX40 c6 ngudn gbc tir me (hinh 3.22); bénh nhan tha 6 ¢6 kiéu hinh
NHDT chan doan luc 7 tudi va chi phét hién duoc duy nhat dot bién p.R426C.
Pot bién p.R426C dwoc md ta lan dau boi Grischuk Y (2006) & mot bénh
nhan nir nguoi Nga ¢ dang di hop tu kép p.R426C/p.1172N, bénh nhan nay co
nam héa nang bo phan sinh duc ngoai (Prader IV) va dugc coi nhu tré trai, tré
duoc chan doan luc 6 tudi vai céc triéu chiang khac 1a moc 16ng sinh duc va
tuoi xuong 13 tudi. Bac biét, trong nghién ctiu ndy cac tac gia da cong bd két
qua nghién ctu chirc ning enzym dot bién in vitro va ching minh day 1a dot
bién nang vi mat hoan toan hoat d6 enzym [155]. New MI va cong sy (2013)
mo ta 1 bénh nhan nit gé¢c Po-mi-ni-ca-na kiéu hinh MM va c6 kiéu gen la
p.R426C/Del [69]. Finkielstain va cong su (2011) phét hién dot bién p.R426C
& 1 bénh nhan kiéu hinh MM c6 kiéu gen di hop tr kép véi x6a doan 16n
[161]. Qua két qua nghién ctru cua ching ti va cac bénh nhan cua céc tac gia
c6 thé chung minh cho két qua nghién ctu vé biéu hién gen in vitro 1a: dot
bién p.R426C 1a dot bién nang va s& gay ra kiéu hinh MM & dang kiéu gen
ddng hop tir hodc két hop vai dot bién xda doan 16n hodc dot bién ning khac.
Arginine ¢ vi tri R426 duoc phat hién & CYP450s cua dong vat cé va va la 1
trong 4 acid amin diéu phdi HEME propionate, do vay ma khi cysteine thay
thé vao vi tri thiét yéu nay s& gay mat hoan toan hoat do enzym.

Dot bién ¢.1447 1448delGGinsC (p.R483PfsX58) trén exon 10 duoc
phat hién trén 2 bénh nhén (1 tré trai, 1 tré gai) trong nhém nghién ctru ¢ dang
ddng hop tir va c6 kiéu hinh MM, va duoc chan doan lac 33 va 37 ngay tudi

tuong @ng; 2 bénh nhan khéc (tré trai chan doan lac 5 tudi; tré gai chan doan
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lGc 2 tudi) c6 kiéu hinh NHDT, kiéu gen di hop tir dot bién p.R483PfsX58 va
khong phat hién duoc allele dot bién khac. Dot bién nay duoc cong bd lan dau
boi Wedell A va cong su (1992) & mot bénh nhan 3 tuan tudi & Thuy Dién c6
kiéu hinh MM va kiéu gen di hop tir kép p.R483PfsX58/p.R356W [8]. New
MI va cong su phat hién dot bién p.R483PfsX58 & 6 bénh nhan c6 kiéu gen di
hop tir kép bao gdm: bénh nhan nir gbc Grenada kiéu hinh MM ¢4 kiéu gen Ia
p.R483PfsX58/p.F306V; 2 bénh nhan nir goc Po-mi-ni-ca-na va goc Bang-la-
det (Bangladesh) twong tng kiéu hinh thé khoéng co dién cd kiéu gen la
p.R483PfsX58/p.V281L; 2 bénh nhan nir géc Tay Ban Nha kiéu hinh MM c6
kiéu gen tuong tng 1a p.R483PfsX58/p.Q318X va p.R483PfsX58/p.P482inC
va 1 bénh nhan nit géc Croatia kiéu hinh MM c6 kiéu gen la
p.R483PfsX58/p.R426H [69]. Dot bién nay chiém 1,23% cac dot bién trong
nhém bénh nhan Viét Nam va twong tu voi ty 1€ 1,5% trong nghién ctiu caa
Marino R va cong su (2011) trén 454 bénh nhan thiéu 21-OH & A Can Pinh
[148]. Dolzan V va cong su (2005) phat hién dot bién nay trén 6 allele bénh
nhan nguoi Crech va chiém 0,9% tong sb céc allele dot bién & 476 bénh nhan
& cac nuéc Trung Au [160]. Gidlof S va cong su (2013) nghién ctiu 800 allele
dot bién gay thiéu 21-OH ciing phat hién 11 allele (1,4%) mang dot bién nay
[153]. Nhu vay, dot bién hiém p.R483PfsX58 gap ¢ 4 bénh nhan Viét Nam va
cling da dugc phéat hién & mot s6 chung toc khac nhau qua cac nghién cau
kiéu gen trén s6 luong 16n bénh nhan thiéu 21-OH.

Pot bién thém 1 nucleotid ¢.1447 1448insC (p.R483PfsX40) ciing &
exon 10 dugc phét hién ¢ tré trai trong nhém nghién ciu c6 kiéu gen di hop
tr kép véi dot bién hiém p.R426C (hinh 3.22). ot bién nay duoc md ta lan
dau boi Kharrat M va cong su (2004) trén bénh nhan nit nguoi Tuy-ni-di bang
ki thuat giai trinh tu truc tiép, bénh nhan nay cd biéu hién nam héa ning bo

phan sinh duc ngoai Prader 1V, nong d6 17-OHP 36 ng/ml va cé kiéu gen di
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hop tir voi 12g [49]. Finkielstain va cong sy (2011) phat hién dot bién
p.R483PfsX40 & dang di hop tir kép voi dot bién x6a doan 16n & 1 bénh nhan
kicu hinh MM [161]. Balraj P va cong su (2013) phat hién dot bién
p.R483PfsX40 ¢ dang di hop tir kép voi dot bién xo6a doan toan bd gen ¢ 2 bénh
nhan kiéu hinh NHDT [154].

Nhu vay, giai trinh ty gen truc tiép ngoai giup xac dinh cac dot bién phd
bién con gilp phét hién cac dot bién hiém gap phat sinh ¢ gen chic nang
CYP21A2. Cac d6t bién nay hiém gip ca vé mat phan bd ¢ cac chang toc khac
nhau ca vé mat tan suat. 7 dot bién hiém gap da duoc cong bd trén y vin va
duoc phét hién & nhdm bénh nhan Viét Nam cho thiy su da dang vé kiéu gen
cua cac bénh nhan TSTTBS, su da dang kiéu gen nay gop phan quy dinh kiéu
hinh 1am sang & cac mtrc @6 nang khac nhau cua bénh.

4.1.4. Cdc dgt bién méi cia gen CYP21A2 ¢ cac bénh nhan nghién ciru

Trong nghién ctu nay, véi ky thuat giai trinh ty truc tiép chung toi cling
phat hién duoc 6 dot bién mai va chiém tong cong 2% cac dot bién. Cac dot
bién moi bao gom 2 d6t bién vo nghia déu & exon 3: ¢.336C>G (p.1112X) va
.374C>G (p.S125X); 1 dot bién thém doan nho trén exon 8 la c.del1054-
1261insCGGCA (p.V352RfsX103); 1 dot bién lap doan 18 nucleotid trén
exon 10 cua gen CYP21A2 la ¢.1375 1392dupCTGCCCTCCCTGCAGCCC
(p.P459_L464dup); hai bién d6i diém & exon 3 va exon 9 twong ung la:
€.368C>T (p.T123I) va ¢.1202C>T (p.P401L). Miac du chua nghién ctu in
Vitro vé hau qua caa céc bién doi nay ddi voi protein dot bién, nhung trén co
s& ciia MutationTaster thi 2 dot bién vo nghia p.I112X va p.S125X gay ra
ngirng phién ma sém va dan dén téng hop protein cut va gay thiéu hut hoat do
enzym; trong khi dot bién thém doan nho sé& lam léch khung dich ma. Nhu

viy, cac dot bién ndy s& anh huong dén chic nang cua enzym.
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Céc dot bién mai xuat phét tir gen chac niang CYP21A2 chiém ty I nho
cua cac allele dot bién ¢ nhiéu nghién ctu khac nhau: Finkielstain G.P va
cong su (2010) nghién cau trén 213 bénh nhan thiéu 21-OH ciing phat hién
dugc 6 dot bién méi chiém 1,6% céc allele dot bién [161]. Nghién ctu cua
Choi va cong su trén 72 bénh nhan Han Qudc (2012) ciing phat hién 2 dot
bién méi 1a p.S371G va c.489del [105]. Wang R va cong su bang ky thuat
giai trinh ty truc tiép ciing phat hién duoc 9 dot bién méi cua 8 allele (vi c6
cluster bao gém 2 d6t bién méi trén cung allele) trong tong sb 460 allele dot
bién (1,7%) [152]. Nghién ciu ciia Krone va cong su (2000) ciing phét hién 5
dot bién chwa duogc bao cdo tinh dén thoi diém cac tac gia cong b va ty 18 cao
hon nghién cttu cua ching tdi 1a 3,2% céc allele dot bién [57]. Nghién ctu
cuia Wedell A va cong sy (1994) trén 127 bénh nhan Thuy Dién cho thay ty I¢
mang céc allele dot bién méi ciing cao hon chung t6i 13 3,9% [7].

4.2. Kiéu gen ciia cac bénh nhan thiéu 21-OH

Bang 3.3 cho thiy 55 kiéu gen khac nhau & cac bénh nhan nghién ctu va
phd bién nhét 1a cac kiéu gen 12g/12g (31/202; 15,35%), Del/Del (29/202;
14,36%) va Del/12g (22/202; 10,89%). Ty Ié cao (49/55) céc kiéu gen khéc
nhau ma c6 it nhat mot dot bién 1a x6a doan 16n va/hoic dot bién diém phd
bién c6 nguon géc tir gia gen; 37/55 kiéu gen khac nhau trong dé tat ca cac
allele déu hoac 1a x6a doan 16n va/hoic két hop véi dot bién co nguén gbc tir
gia gen. Két qua ciing cho thdy su da dang cua kiéu gen & cac bénh nhan
trong nghién ctu ndy. Két qua nay ciing phit hop véi nghién ctiu cuia New M
va cong su la co t&i 45 kiéu gen khac nhau ma trong d6 c6 9 dot bién phd bién
& mot hodc ca hai allele dot bién khoéng phan biét ngudn gdc tir bd hay me
[69].

Hon nira, nghién ctu caa ching t6i ciing cho thiy phan bd vé sb luong
dot bién & 202 bénh nhan nhu sau: 102 bénh nhan (50,5%) c6 kiéu gen dong
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hop tir; 74 bénh nhan (36,7%) c6 kiéu gen di hop tir kép; 12 bénh nhan (5,9%)
c6 hon hai d6t bién; va 13 bénh nhan (6,4%) chi phat hién duoc 1 dot bién
dang di hop tir va khdng phét hién duoc allele dot bién kia. Két qua cua ching
t6i vé phan b cac bénh nhan dong hop ti va di hop tir kép khéng phu hop voi
nghién ctu cta Finkielstain GP va cong su (2011). CAc tac gia nay nhan thay
cd 79% céac ca la di hop tir kép [161]. Nghién cau trén cac bénh nhan Han
Quéc cho thay dot bién dong hop tir chiém ty 18 43,1% va di hop tr kép
chiém 56,9% [105]. De Carvalho DF va cong su nghién ctiu trén 480 bénh
nhan Bra-xin thu dugc ty 18 kiéu gen di hop tir kép 1a 65,3% [88]. Chlng t6i
gia thiét cho sy khac nhau nay la do trong nghién ctiu cua ching téi co ty I¢
cao cac ca thé co dién MM nén dan dén ty 1 cao cac ca co dong hop tir dot
bién x6a doan 16n. Yéu t chung toc co thé gop phan vao sy khac biét nay. Ty
1& cao cac ca dong hop tir cua ching tdi phu hop véi nghién ctu trén bénh
nhan ngudi Hy Lap (66% cac bénh nhan dong hop tir) [102].

Trong nghién cau caa ching toi, 102/202 bénh nhan déng hop tir Xuat
hién ¢ 13 kiéu gen khac nhau véi ty I 16n nhat cac bénh nhan mang dot bién
dong hop tir voi cac kiéu gen: 12g/12g (31/102; 30,4%); Del/Del (29/102;
28,4%); exon 1-3 del/exon 1-3 del (11/102; 10,8%); va p.1172N/p.1172N
(9/102; 8,8%) va p.R356W/p.R356W (13/202; 6,4%) (bang 3.3). Nghién ctu
cua Choi va cong sy trén 72 bénh nhan Han Quéc [105] ciing cho thay kiéu
gen ddng hop tir cao nhat 1a 12g/12g (11/31; 35,5%) va x6a doan 16n (11/31;
35,5%); p.1172N/p.1172N (3/31; 9,7%) va p.R356W/p.R356W (2/31; 6,5%).
Nghién ctu cua Wang R va cong su (2016) ciing phat hién duoc 68 kiéu gen
khac nhau & 230 bénh nhan thiéu 21-OH nguoi Trung Quéc trong dé cac kiéu
gen pho bién nhat 1a 12g/12g (11,7%); 12g/Del (12,1%); 12g/p.1172N (9,1%);
Del/Del (6,1%) va Del/p.1172N (5,2%) [152].
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Cac nghién ctru ciing cho thay c6 sy khac nhau vé chung toc dbi véi kiéu
gen cua TSTTBS va mot sé kiéu gen gap véi ty 18 cao hon & mot vai nhom
chung toc dac biét, chang han, kiéu gen 12g/12g gap nhiéu hon & chung toc
Trung Pong. Pay ciing 1a kiéu gen c6 ty 1 cao trong nghién ctu caa ching
t8i (31/202 bénh nhén: 15,35%).

Chung t6i di dé cap vé su phuc tap cua viéc phan tich dot bién gen
CYP21A2, Wedell va cong su (1994) ciing nhan thdy c4c bénh nhan c6 hon
hai @6t bién dugc phat hién 1a do c6 sy ton tai nhiéu dot bién trén cung 1
allele, cling nhu do sy hién dién cua nhiém sic thé ma trén d6 c¢6 hon mot
trinh tu cua CYP21A2 [7]. Trong nghién ciu nay, ching tdi nhan thay rang ¢
12/202 (5,9%) bénh nhan c6 kiéu gen gém hon 2 dot bién (bang 3.8) thi 7/12
bénh nhan co6 dot bién p.Q318X va 5/12 bénh nhan c6 mang dot bién
p.R356W. Nghién cau cua Finkielstain GP va cong su (2010) nhan thay cd
5/182 bénh nhan (2,7%) co lap doan cua CYP21A2. C4c tac gia ciing nhan
thay dot bién p.Q318X duoc phét hién ¢ 4 trong sé 6 bd/me bénh nhan mang
lip doan CYP21A2. Cac bd/me nay mang dot bién p.Q318X nam trén allele
lap doan va cé 1 gen CYP21A2 binh thuong [161]. Nghién cuu caa Kleinle S
va cong su (2009) cho thay dot bién ning p.Q318X két hop véi céac halotype
lap doan cua gen CYP21A2 [39]. Krone va cong su (2000) nghién cuu trén
155 bénh nhan viing mién nam nudc Duc nhan thay co 2 dot bién trén cling 1
allele xuat hién ¢ 5 allele tir 4 bénh nhéan trong dé: 3 allele dot bién 1a
p.1172N+p.L307FfsX6; 1 allele dot bién 1a p.1172N+p.R356W va 1 allele dot
bién 1a p.V281L+p.R356W [57]. Marino R va cong sy (2011) nghién cau 866
allele tir 454 bénh nhan thiéu 21-OH va phat hién dugc 35 allele dot bién
(4%) c6 mang hon 1 dot bién gay bénh [148]. Koppens PF va cong su (2002)
bao cao lip doan CYP21A2 ¢ 6 trong s6 365 nhiém sac thé [179]. Nghién cau

cua Gidlof S va cong su (2013) trén 800 allele dot bién ¢ cac bénh nhan thiéu



125

21-OH ciing phat hién duoc 30/800 allele (3,8%) mang hon 2 dot bién, trong
d6 phd bién nhat 1a allele mang két hop 2 dot bién p.Q318X+p.R356W (5
allele hay 0,6%); 4 allele (0,5%) mang hai gen trén 1 nhidm sic thé va mang 2
dot bién 12g va p.Q318X; cé hiét cd 2 allele mang 8 dot bién khac nhau trén
mdi allele bao gém 3 dot bién caa Cluster 6 (p.1172N+cluster
E6+p.V281L+p.L307FfsX6+p.Q318X+ p.R356W): 3 allele mang 6 dot bién
khac nhau bao gom 3 dot bién cua cluster 6 trén mdi alen (pl172N+Cluster
E6+p.L307FfsX6+p.Q318X); diéu thi vi 1a 17/30 (56,7%) allele phuc tap c6
hon 2 dot bién nay c6 mang dot bién p.Q318X va 8/30 (26,7%) allele phic
tap mang dot bién p.R356W [153]. Nghién ctu cua De Carvalho va cong su
(2016) trén 856 allele dot bién cua gen CYP21A2 phat hién c6 6% céc allele
mang it nhat 2 hodc hon dot bién diém [88]. Dolzan V va cong su (2005) nhan
thay ty 18 cao nhat c6 toi 15,5% cac allele mang hon hai dot bién trong sb céac
bénh nhan Slovania, & cac bénh nhan nay thi nghién ctru halotype da duoc
thuc hién dé khang dinh su phan ly cia cac dét bién trong gia dinh [160].

Trong nghién ctru nay chiing t6i chua xac dinh duoc tinh trang nguoi
lanh mang gen (carrier) cho tat ca cac bd/me cua toan bo cac bénh nhan, va do
vy chung t6i chua thé khang dinh duoc cu thé nguon gdc cac allele dot bién
tr bo/me cua tat ca cac bénh nhan. Nghién ctu cua Finkielstain GP va cong
su (2011) cho thay c6 2/213 bénh nhan tir 182 gia dinh c6 mang dot bién méi
khdng cd ngudn géc tir bé/me (de novo mutation) [161]. Speiser PW va cong
su (2003) ciing nhan xét rang dot bién mai cua CYP21A2 (de novo germline
mutation) chiém khoang 1-2% cac allele dot bién gay thiéu 21-OH [16].
Marino R va cong su (2011) phét hién dot bién méi (de novo mutation) &
0,7% céc allele dot bién [148].

Trong nghién ctu ndy, chdng toi chi phat hién dugc 1 dot bién & 13 bénh

nhan (bang 3.3) cho du di giai trinh ty toan bd ving ma hda, ving gan ndi
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exon-intron va promoter cia gen CYP21A2; va phan tich MLPA. Triéu chung
lam sang va hoa sinh ctia 13 bénh nhan nay déu dién hinh cua thiéu 21-OH.
Krone va cong su (2000) khi nghién ciu 155 bénh nhan ciing nhan thay cé 2
bénh nhan chi phét hién dugc 1 allele dot bién: 1 bénh nhan c6 1 dot bién xoa
doan 16n va bénh nhan khac c6 1 allele dot bién p.1172N. Cac bénh nhan déu
c6 dy du cac tiéu chuan 1am sang va hoa sinh caa TSTTBS thiéu 21-OH.
Tham chi c4c tac gia da giai trinh ty truc tiép toan bo exon, intron va ving
promoter tai bp -450 cua gen CYP21A2 nhung ciing khong giai thich dugc ly
do chi c6 1 allele dot bién duoc phat hién [57]. Wilson RC va cong su (1995)
cling béo cdo mot gia dinh ma chi mot allele dot bién dwoc phat hién, cac tac
gia da giai trinh ty dén nucleotid -400 cua ving promoter nhung van khong
phat hién dugc thém allele dot bién nao [180]. Nghién ctu cua Balraj P va
cong su (2013) trén 97 bénh nhan chuang toc Malay & Ma-lai-xi-a, cac tac gia
si dung két hop cac ky thuat “PCR-restriction fragment length
polymorphism” (RFLP), giai trinh tu, Southern blot, MLPA nhung c6 t&i 6/97
bénh nhan (6,2%) chi phét hién duoc 1 allele dot bién [154]. Mot sb cac
nghién ctru khac cling cho thay c6 ty 1é khac nhau cac allele khong phat hién
dugc dot bién nhu nghién ctru trén cac bénh nhan Bra-xin (4,3%) [88]; A Cin
Pinh (11,9%) [148]; Tho Nhi Ky (0,9%) [171]; Tay Ban Nha (9,3%) [123] va
buc (1,3%) [159].

Trong nghién ctru nay chung t6i da st dung cac ky thuat PCR, MLPA,
va giai trinh ty truc tiép dé phét hién cac dot bién cua gen CYP21A2. St dung
ky thuat PCR va giai trinh tu truc tiép caa gen khéng phai ludn ludn phat hién
duogc cac dot bién xo6a doan va lap doan cua gen trong truong hop cé su hién
dién cua 1 ban sao binh thuong cta gen, ngoai trir truong hop ca hai allele
x0a doan hoan toan. Pac biét PCR khdng c6 kha niang phat hién cac bat
thuong ¢ nhirng bénh nhan c¢é hoan vi lon caa gen CYP21A2 va CYP21A1P.
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Tuy nhién, véi MLPA ching ta c6 thé phat hién cac x6a doan, lip doan di hop
tur [181].

TSTTBS do thiéu 21-OH 1a mét trong cac bénh di truyén 13n nhiém séic
thé thuong phd bién, nhung chin doan phan tir thi lai phac tap nhat trong sé
cac bénh di truyén don gen. Trong nghién ciu nay véi sé luong bénh nhan du
l6n chung t6i ciing nhan thay su phac tap d6. Su phic tap ndy bao gdm viéc
phat hién ra cac dot bién moi va hiém chua timg duoc béo céo, su xuat hién
cac kiéu gen it gap. Chung toi da giai trinh tu gen CYP21A2 cho tat ca cac
bénh nhan thiéu 21-OH sau khi da loai trir x6a doan Ién dong hop tir bang
MLPA, va day 1a mot tiép can moi khi phan tich dot bién gen CYP21A2.
Nhiéu nghién ciru trudc d6 ngay ca trén thé gioi thi giai trinh ty chi duoc tién
hanh & cac bénh nhan c6 biéu hién 1am sang va xét nghiém hormon la
TSTTBS, nhung sau khi sang loc cac dot bién phd bién khong xac dinh dugc
kiéu gen, hoic giai trinh tu chi dugc tién hanh cho cac bénh nhan khéng ph
hop gitra kiéu gen - kiéu hinh.

4.3. Twong quan kiéu gen - kiéu hinh
4.3.1. Kiéu hinh cia cac bénh nhan thiéu 21-OH

Trong nghién cttu nay, kiéu hinh cua cac bénh nhan TSTTBS thiéu 21-
OH dugc phan tich va phan nhoém: 161 bénh nhan cé kiéu hinh MM, 44 bénh
nhan kiéu hinh NHDT va 4 bénh nhan kiéu hinh thé khéng c6 dién. Céc bénh
nhan kiéu hinh khong c6 dién chiém ty Ié thap. két qua nay ciing phu hop véi
cac nghién cau ¢ nhiéu ching toc chau A nhu Trung Qudc, Han Qudc; céc tac
gia khdng ghi nhan bénh nhan nao mac thé khong cb dién trong céc nghién
ctru bao gom 72 bénh nhan Han Quéc va 230 bénh nhan Trung Québc. Krone
va cong sy (2000) nghién cau phan tich phan tar cho 155 gia dinh thi thé ¢
dién MM chiém 59,4% (92/155); thé NHPT chiém 33,5% (52/155) va khong
co dién 7,1% (11/155) [57]. Céac nghién ctu & cac chung toc khac thi thé
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khong co dién chiém ty & cao hon nhiéu nhu: 63,2% cac bénh nhan Tay Ban
Nha [167]; 54,7% cac bénh nhan Hy Lap [102] va 24,6% cac bénh nhan Y
[127]. De Carvalho va cong su (2016) phan tich phan ti cho 480 bénh nhén
TSTTBS thi kiéu hinh thé khdng cb dién chiém 42,9% va thé cb dién chiém
57,1% [88]. Marino R va cong su (2011) ciing nghién ctru phan tir cho 454
bénh nhan TSTTBS trong d6 kiéu hinh thé khdng cb dién chiém ty I1¢ 47,8%
va c6 dién chiém 52,2% [148]. Dolzan V va cong su (2005) di cong bd két
qua phan tich phan tir va 1am sang cho 348 bénh nhan & cac nudc Trung Au
bao gom: Ao, Cong hoa Séc, Hungary, Slovakia va Slonenia va nhan thay
63,5% cac bénh nhan c6 kiéu hinh MM; 26,4% c6 kiéu hinh NHDT va 10,1%
c6 kiéu hinh khong co dién [160]. Nghién ctu hoi ciu sb liéu 100 nam tai
Thuy Dién cho thay trong tong s6 606 bénh nhan thiéu 21-OH thi thé co dién
chiém 75,4% (457/606); thé khong ¢ dién 1a 12,7% (77/606) va chua rd kiéu
hinh 1a 11,9% (72/606). Trong s6 457 bénh nhan kiéu hinh thé c6 dién thi
MM chiém 61,1% (279/457 thé co dién) [153]. Su khéc nhau vé phan bé kiéu
hinh c6 thé do yéu té chung tdc, hon nita cac bénh nhan méc thé khong cb dién
Xuat hién cac triéu ching 1am sang muén va dén véi cac co sé Yy té nguoi 1on
thay vi dén kham va diéu tri tai cac bénh vién tré em.
4.3.2. Twong quan kiéu gen - kiéu hinh cia thiéu 21-OH & cac bénh nhan
nghién ciru

Nghién cttu cua ching toi cung cap dit liéu phan ta vai s6 lugng 16n nhat
bénh nhan Viét Nam mac TSTTBS thiéu 21-OH cho dén thoi diém hién nay,
va cling du 16n so véi cac nghién cau trén thé gigi (bang 4.1). Bac biét ngoai
cung cap dit liéu vé cac dot bién, phan bd cac dot bién vé mat ty 18, phan b vi
tri cac dot bién trén ban do gen CYP21A2 thi con cung cap dir liéu vé tuong
quan kiéu gen - kiéu hinh caa cac bénh nhan TSTTBS thiéu 21-OH.
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Trudc hét, ching tdi nhan thay riang kiéu gen caa mot sb dot bién co thé
gay nén céc kiéu hinh khac nhau, chang han: dot bién trén intron 2 (12g) két
hop véi kiéu hinh MM nhung mot sé bénh nhan lai ¢6 kiéu hinh NHPT (bang
3.3 va 3.6; biéu d6 3.3 va 3.5). Dot bién 12g (g.655A/C>G) hoat hda vi tri don
nhan (acceptor site) & chiéu nguoc 3’ va dan dén sai lac qua trinh gan nbi. Doi
khi dot bién nay két hop véi thé NHDT c6 1& do qué trinh gin ndi dugc sta
chita & s6 lwong nho caa qua trinh dich ma. 1 bénh nhan cé kiéu gen dong
hop tir p.R356W/p.R356W ciing c¢6 kiéu hinh NHPT (bang 3.3 va 3.6; biéu
d6 3.2 va 3.5). Nguoc lai dot bién trén exon 4 (p.1172N) thuong gay ra kiéu
hinh I1a thé NHDT nhung trong nghién ctu cta chling tdi ¢6 2 bénh nhan mang
kiéu hinh thé MM (bang 3.3 va 3.6; biéu d6 3.4 va 3.5).

Trong sb cac bénh nhan nghién ctu cé kiéu hinh la thé MM thi cac kiéu
gen cO ty Ié cao nhat 1a: Del/Del (29/153; 18,9%); 12g/12g (27/153; 17,6%) va
Del/12g (22/153; 14,4%). Nguoc lai, trong so cac bénh nhan nghién ctu c6
kiéu hinh 14 thé NHDT thi kiéu gen phd bién nhat 1a Del/p.1172N (10/42;
23,8%): p.I172N/p.I1172N (8/42; 19,1%) va 12g/p.1172N (4/42; 9,5%). Kiéu
gen cua kiéu hinh thé khong co dién 1a: p.V281L/p.L307FfsX6 (3/4 bénh
nhan) va p.P30L+p.P459 L464dup/p.P459 L464dup (1/4 bénh nhan). Két
qua cia chang toi phi hop vaéi nghién ctu vé tuong quan Kiéu gen - kiéu hinh
trén s6 luong 16n 1a 606 bénh nhan da chung toc mac thé MM, céc kiéu gen
phd bién nhat cua kiéu hinh MM la 12g/12g (23,6%), sau d6 dén Del/Del
(19,1%) va Del/12g (18,2%). Pbi vai thé NHDT thi két qua nghién ctu cua
ching tdi ciing phu hop véi nghién ctu trén 187 bénh nhan da chung toc mac
thé NHDPT, kiéu gen phd bién nhat cia kiéu hinh NHDT 1a Del/p.1172N
(28,3%); 129/p.1172N (19,3%) va p.I1172N/p.1172N (11,2%). Bdi véi thé khong
cb dién, mac du ¢& mau trong nghién ctu cua ching tdi thuc su han ché & 4
bénh nhan nhung c6 t&i 3 bénh nhan cd kiéu gen 1a p.V281L/p.L307FfsX6 va
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bénh nhan con lai c6 kiéu gen 1a p.P30L+p.P459 L464dup/p.P459 L464dup
(hinh 3.27). Nghién ctiu caa New MI va cong sy trén ¢& mau rat 16n 1a 545
bénh nhan thé khong co dién thi kiéu gen phd bién nhat 1a p.V281L/p.V281L
(38,5%): 129/p.V281L (19,8%) va Del/p.V281L (17,4%) [69].

Mot diém tha vi 14 trong s6 cac dot bién diém thi nghién ciu phan tich
trén silico cho thay cac du béo kiéu hinh ddi voi céc kiéu gen c6 dot bién
p.1172N 14 thé NHDT, dot bién p.V281L la thé khong cb dién, va duoc khang
dinh bing theo ddi lau dai dién bién 1am sang. Tiép theo thi nghién cau st
dung mo hinh dién toan ciing dy bao 1a dot bién trén exon 4 (p.1172N) gay
mét bao Ky nudc cia enzym va gay bénh thé NHPT [117]. Céc dyu bao nay
dugc khang dinh béi cac nghién ciu vé biéu hién gen in vitro va da cho thay
rang dot bién p.1172N gay giam hoat do 21-OH con 2% so véi binh thuong
[65]. Trong nghién ctu cua ching tdi thi Kiéu hinh NHDT xuét hién & 94,1%
(32/34) cac bénh nhan co kiéu gen trong d6 co it nhat 1 allele dot bién
p.1172N va xuat hién ¢ 100% (17/17) cac bénh nhan c6 1 dot bién la p.1172N
va dot bién khac thuoc nhoém dot bién nang (nhom “null”) (bang 3.4); 2 bénh
nhan (5,9%) biéu hién kidu hinh MM va c6 kidu gen twong tng Ia
p.1172N/p.1172N va 12g+p.1172N/p.1172N. Triéu ching lam sang va hda sinh
cua 2 bénh nhan nay duoc mé ta chi tiét tai bang 3.6 (bénh nhan tha 4 va 5).
Ty 1é mang kiéu hinh 1a NHDT lai thip hon (76%) trong nghién ctru ciia New
MI va cong su trén 182 bénh nhan c6 it nhat mot dot bién 1a p.1172N, va co
t6i 23% cac bénh nhan mang it nhat mot dot bién p.1172N ¢ kiéu hinh 1a
MM chiing té cd thiéu hut san xuat aldosterone. Cac nghién ctu khac trén
nhitng bénh nhan ngudi Puc [57], Ha Lan [58], A Can Dinh [148], Han Quéc
[105] va Trung Qudc [152] déu cho thay dot bién p.1172N khdng nhitng quy
dinh kiéu hinh NHDT ma con c6 kiéu hinh thé MM. Nghién cau trén cac
bénh nhan My cho thay trong s6 46 bénh nhan c6 kiéu gen cd it nhat mot
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allele dot bién 1a p.1172N va allele khac 1a d6t bién nang thi ¢ 39/46 (84,8%)
bénh nhan c6 kiéu hinh NHDT; 5/46 (10,9%) bénh nhan c6 kiéu hinh MM:; va
tham chi con c¢d 2 bénh nhan cé kiéu hinh khéng cé dién voi kiéu gen la
p.1172N/12g va p.1172N/p.1172N [161]. Cac tac gia ly giai su khdng phu hop
kiéu gen - kiéu hinh nay l1a do giam biéu hién cua gen & cac enzym 21-OH dot
bién, phat sinh tir su khac nhau tinh vi trong qua trinh diéu hoa phién ma hoac
qua trinh dich ma cua céc protein khéac.

Kiéu gen c6 it nhat 1 dot bién 1a 12g (bang 3.3 va 3.4; biéu d6 3.3 va
3.5) ¢ kiéu hinh 1a MM ¢ 62/74 (83,8%) va kiéu hinh NHPT ¢ 10/74
(13,5%) bénh nhan. Trong s6 10 bénh nhan NHDT thi 4/10 co kiéu gen
12g/p.1172N. Phan bd nay ciing duoc nhan thay & nghién ctu trén da chung
toc: chi 220/280 (78,6%) cac bénh nhan mang it nhat 1 allele dot bién 12g c6
kiéu hinh MM va c6 t6i 57/280 (20,4%) bénh nhan 1a ¢ kiéu NHPT [69]. Ty
I& nhat dinh cua cac bénh nhan cé kiéu gen mang it nhat 1 allele dot bién 12g
va allele con lai 13 dot bién nhém “null” nhung cé kiéu hinh NHDT ciing
dugc nghi nhan & cac bénh nhan ngudi My (6/71; 8,5%) [161], Han Qudc
(1/26; 2,8%) [105], Trung Quéc (10/95; 10,5%) [152]. Trong nghién ciu cua
ching t6i, 2/29 bénh nhan dong hop tir 12g/12g (bang 3.4) cd kiéu hinh
NHDT. Céc bénh nhan dong hop tir 12g/12g 6 kiéu hinh NHDT ciing duoc
ghi nhan & céc nghién ctu trén bénh nhan nguodi My da tring (1/9 bénh nhan)
[161], Trung Au (5/67) [160] va Trung Quéc (4 bénh nhan) [152]. Marino R
va cong sy (2011) nhan thdy c6 2 anh em rudt c6 cing kiéu gen 12g/12g
nhung c6 kiéu hinh khéc nhau 14 MM va NHDT [148]. Co ché cua su khac
nhau vé kiéu hinh 1am sang d6i véi mot dot bién don doc chiém wu thé van
chua 13, c6 mot kha nang 1a mot ty 1& nho bénh nhan san xuat dugc mot luong
nho enzym do cac gan néi binh thuong va gilp 1am giam muc d6 ning cua

lam sang.
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Mot trong nhitng kiéu gen phé bién trong nghién ciu caa ching toi 1a
cac bénh nhan co it nhat mot dot bién nang phé bién p.R356W (35/202;
17,3%) (bang 3.3). Kiéu gen c6 dot bién nay gay nén thé 1am sang MM trong
hau hét cac bénh nhan (31/35; 88,6%). Céac bénh nhan ¢ it nhat mot dot bién
p.R356W nhung lai ¢6 kiéu hinh NHDT bao gém 2 bénh nhan cé két hop véi
dot bién p.1172N (hinh 3.4); 1 bénh nhan két hop véi dot bién méi p.P401L
(bang 3.5), va dic biét c6 1 bénh nhan c6 kiéu gen dong hop tir
p.R356W/p.R356W, d6 1a bénh nhan nam, chan doan lic 4,5 tudi véi cac
triéu chung day thi sém gia, dién giai d6 binh thuong, 17-OHP ting cao 725
ng/ml (bang 3.6, bénh nhan thir 7). Wang R va cong su (2016) ciing bao céo 1
bénh nhan nir dugc chan doan lac 1,6 tudi va cd kiéu gen dong hop tor dot
bién p.R356W nhung c6 kiéu hinh NHPT [152]. Dot bién p.R356W dan dén
pha v& su két ndi H (H-bonding) vai axit amin glutamine & vi tri 389 (Q389)
va gly tang xung dot cau tric khong gian, thay doi cdu tric khong gian ba
chiéu cua enzym, 1am thay d6i lién két HEME va pha huy hoat d6 enzym
[117].

Kiéu gen c6 dot bién p.P30L thuong dugc nhan thay ¢ kiéu hinh thé
khong co dién vi dot bién nay chi gay mat 40-70% hoat do enzym qua nghién
ctu in vitro [61]. Piéu nay ciing duoc nhan thay trong nghién ciu caa ching
t6i ¢ 1 bénh nhan nit mang d6t bién p.P30L két hop vai dot bién mai lip doan
(hinh 3.29). Bénh nhan khac trong nghién ctu cia chung t6i mang dot bién
p.P30L ¢ kiéu hinh MM va c6 kiéu gen phtc tap do hoén vi gen (g.-113G>A
+ ¢.-110T>C + ¢.-103A>G+12g+p.P30L/12g) (bang 3.6). Nghién cau trén
nhém bénh nhan da chang toc ¢ téi 23/74 (31%) bénh nhan mang dot bién
p.P30L c6 kiéu hinh 1 thé c6 dién [69].

Nhu vay, ¢ sy khac nhau vé kiéu hinh & mot s6 lugng dang ké cac
bénh nhan cé clng kiéu gen trong bénh TSTTBS thiéu 21-OH va duoc ghi
nhan & tat ca cac nghién cuu trén thé gisi. Chin D va cong sy (1998) nhan
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thay kiéu hinh khac nhau tham chi & cling anh chi em ruét [182]. Thuc trang
nay cho thay c6 thé c6 vai trd cua cac yéu t6 1am thay doi dich ma va tac dung
ctia 21-OH. Speiser PW va cong su (1991) nhan thay trén thuc té c6 nhitng
bénh nhan tu thuyén giam maot phan TSTTBS va nhu vay con céac yéu té khéac
gen CYP21A2 va cd vai tro nhét dinh gay nén sy thay doi nay [183]. Su khdng
phu hop kiéu gen - kiéu hinh c6 thé do hoic 1a hoat do hydroxylase ngoai
thuong than hoac céc yéu té khac da lam thay doi téng hop va tac dung cua
steroid. Rice DA va cong su (1990); Donohoue PA va cong su (1992) da dat
ra kha nang vé vai trd quan trong cua promoter d6i voi qua trinh phién ma cua
gen CYP21A2 va diéu hoa su biéu hién gen cua protein 21-OH [184],[185].
Thém nira, nhiéu receptor khac nhau hoic ai luc gin vai androgen, cortisol,
hoac aldosterone rat c6 thé cd vai trd gay ra sy khac nhau vé kiéu hinh nay.
Krone va cong su (2000) gia thiét rang con co vai trd hoat dong cua cac yéu
t6 phién ma va sy biéu hién caa cac protein van chuyén ¢ ting cé thé [57].

Chung t6i ciing nhan thay trong cac bénh nhan nghién ctu c6 céc kiéu
gen ma chi gay nén thé MM 1 khi cd su két hop bat ké cac dot bién phé bién
sau day: Del, p.L307FfsX6, p.Q318X. Nghién cttu cua New MI va cong su
cho thay su két hop cua bat ké cac dot bién sau day Del, E3A8bp, E6
(p.1236N, p.V237E va p.M239K), p.Q318X va p.R356W hau hét s& c6 kiéu
hinh 1a thé MM [69]. Dot bién p.1236N va p.V237E dan dén pha hay gan
hoan toan hoat d6 enzym in vitro. Tuy nhién, trong nghién ctu cta chung toi,
dot bién nay chi gap 1 allele kém theo véi dot bién ning & nhém “null” 1a
p.L307FfsX6 trén mot bénh nhan nit ¢ kiéu hinh NHDT (bang 3.6, bénh
nhan th 6 va hinh 3.28). Chung t6i chua co 1y giai duoc ly do cua sy khong
phu hop 16n gitra kiéu gen va kiéu hinh & bénh nhan nay.

Trong nghién cau caa ching tdi ¢d 4 bénh nhan mac thé khéng co dién
trong d6 c¢6 1 bénh nhan nx c6 kiéu gen la
p.P30L+L458 P463dup/L458 P463dup va kiéu hinh nam hoa nhe (Prader 11)
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(hinh 3.29). Nghién cttu ciia De Carvalho DF va cong su (2016) trén c& mau
I6n gdm 206 bénh nhan thé khong cb dién duoc khang dinh bang kiéu gen,
Vi ty 1é nit/nam 1a 6,7/1,0 cho thay c6 toi 8% bénh nhan nit duoc chan doan
c6 phi dai nhe am vat (Prader 1) [88]. Cac bénh nhan thé khong cé dién khac
trong nghién cau cua ching tdi déu 14 tré trai va ca 3 bénh nhan déu ¢ kiéu
gen 1a p.V281L/p.L307FfsX6. Ca 3 tré ndy déu dugc chan doan nho sang loc
C4C tré trai ¢ xam da vung biu. Theo ddi dién bién 1am sang sau theo dbi tir 2
dén 12 nim nhan thay didn bién phu hop véi thé khong cb dién thiéu 21-OH.
Nghién cuu cua Gidlof S va cong su (2013) trén cac bénh nhan TSTTBS
nguoi Thuy Dién ciing xac dinh dugc 38 tré bl me méc thé khong co dién
thiéu 21-OH, trong d6 24 tré khong phét hién dugc qua sang loc so sinh va
chi 14 tré (37%) c6 két qua sang loc so sinh duong tinh [153]. Nghién ctu du
bao trén silicon, dot bién p.V281L gay giam hoat do enzym maot phan do su
xung dot cau truc khong gian gay nén boi chiéu dai caa chudi polypeptid ting
1én 12 do leucine dugc thay thé cho valine [117]. Tuy nhién nghién cau trén
506 bénh nhan ¢ mang it nhat 1 allele dot bién 1a p.V281L thi c6 497 bénh
nhan (98,2%) la c6 kiéu hinh 1am sang thé khdng c6 dién nhung ciing c6 3
bénh nhan (0,6%) mic thé NHDT tham chi c6 6 bénh nhan (1,2%) 1a mic thé
MM [69]. Cac tac gia nhan dinh rang twong quan kiéu gen - kiéu hinh hay
trong quan giita Cau tric protein dot bién va kiéu hinh & bénh nhan TSTTBS
khong ludn ludn ding. Nguyén nhan cua kiéu hinh thé MM & dot bién chi gay
giam 50% hoat d6 enzym nay van con chua rd.
4.3.3. Kiéu gen va kiéu hinh cia cac bénh nhan TSTTBS ¢6 u Vé thueng
th@n

Trong nghién ciu caa ching t6i, u vo thugng than xuat hién trén 3 bénh
nhan da duoc chan doan TSTTBS; con 1 bénh nhan chan doan ban dau 13 u
vo thuong than sau d6 méi duogc khing dinh TSTTBS thiéu 21-OH (bang
3.9). Trong 4 bénh nhan u vé thuong than nay thi 3 bénh nhan cd kiéu gen
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ddng hop tir va 1 bénh nhan cd kiéu gen di hop ti kép nhung déu thuoc nhém
“null”. Cac nghién cttu trén bénh nhan TSTTBS & cac nudc khac nhau cling
cho thay ty I& cao cac bénh nhan thiéu 21-OH c6 xuat hién u vé thuong than:
Jaresch S va cong su (1992) cho thay c6 trén 80% céc bénh nhan dong hop tur
va 45% céc bénh nhan di hop tir kép c6 khdi u thuong than, mic di cac tac
gia nhan thiy khdng c6 méi twong quan gitta kich thuéc khdi u va nong do
17-OHP huyét thanh. Néu khdi u vo thuong than tinh co dugc phét hién thi nén
tién hanh céc xét nghiém dé loai trir TSTTBS [186]. Falhammar H va cong su
(2016) da phan tich dit liéu tir 36 xuat ban vé khdi u vo thuong than lién quan
dén TSTTBS va nhan thiy rang: sang loc hda sinh cho cac bénh nhan u vo
thuong than thi két qua 58/990 (5,9%) c6 chan doan xac dinh TSTTBS. Cac tac
gia két luan: phan tich dot bién gen CYP21A2 ¢ I8 14 phuong phép thich hop dé
chan doan TSTTBS ¢ cac bénh nhan u vo thuong than [187].
4.3.4. Twong quan giira kiéu gen va mitc d¢ nam hoa Prader ¢ tré gai
Nghién ctu cua chdng t6i chi ra rang & nhém kiéu gen “null” thi co ty
I¢ cao cac bénh nhan nir bi nam hoa nang (Prader 1V-V la 56,1% va Prader |11
la 39%); & nhom kiéu gen A thi Prader 111 ¢é ty 18 cao (68,2%); trong khi d6 &
nhém kiéu gen B thi Prader 1-11 va I11 ¢6 ty I& cao (40%) (biéu dd 3.6). Céc dix
licu vé mdi tuong quan gitra cac nhom kiéu gen voi mac do nang caa nam
hoa bo phan sinh duc ngoai cho két qua khac nhau [7],[111],[159]. Két qua
nghién ciru caa chdng toi phu hop vai két qua nghién ciu cua De Carvalha va
cong su (2016) trén cac bénh nhan Bra-xin: mirc d6 nam héa niang gap nhiéu
& cac kiéu gen nhom “null” va A hon 1a & nhém kiéu gen B. Tuy nhién cac
nghién ciru déu thay c6 khoang giao dong Ion tring nhau vé muac d6 nang cua
nam hda gita cac nhom kiéu gen. Do vay, kiéu gen khdng thé dugc str dung

nhu yéu té du b4o cho mire do nang cua nam hoa [88].
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4.3.5. Twong quan giira Kiéu gen va néng dg 17-OHP huyét thanh
Két qua nghién ciru cua ching tdi cho thay c6 su khac nhau ¢ ¥ nghia

thong ké cua nong do 17-OHP; testosterone va progesterone huyét thanh cua
cac bénh nhan c6 cac nhém kiéu gen “null”; A va B trong d6 kiéu gen ning
c6 muc ting 17-OHP huyét thanh cao hon (bang 3.12 va biéu d6 3.7). De
Carvalha F va cong su (2016) ciing nhan thdy c6 su khac nhau c6 ¥y nghia
théng ké cua ndng 4o 17-OHP gitta cac nhdm kiéu gen [88]. Tuy nhién, c6 sy
chdng chéo I6n vé nong do 17-OHP cia cac nhom kiéu gen ciing dugc ghi
nhan [57]. Hon nira, c&c tac gia Nordenstrom A va cong su (1999) ciing nhan
thy murc ting 17-OHP & tré da thang phan anh mirc d6 nang caa bénh theo
cac nhom kiéu gen [188].
4.4. Gia tri ciia phan tich dt bién gen CYP21A2 trong thwc hanh 1am
sang
4.4.1. Dw bao kiéu hinh dwa trén kiéu gen

Két qua nghién ctu caa ching toi vé gia tri du bao duong tinh cta kiéu
gen véi kiéu hinh (ppv) & cac nhdm kiéu gen “null”, “A”, “B” va C tuong Gng
la 99,8%; 96,5%; 90,6% va 100% (bang 3.4). 88 trong s6 90 bénh nhan co
kiéu gen nhom “null” (v6i cac dot bién gdy mat toan bo hoat d6 enzym) c6
kiéu hinh thuc té 1 thé MM, trong khi d6 ¢ 2 bénh nhan cé kiéu hinh NHPT. O
nhom kiéu gen A (du bao kiéu hinh MM) thi 55/57 bénh nhan c6 kiéu hinh thuc
té 13 MM trong khi c6 2/57 bénh nhan NHDT. 29/32 bénh nhan & nhém B (du
béo kiéu hinh NHDT) déu c6 kiéu hinh phil hop véi du béo, trong khi d6 3 bénh
nhan c6 kiéu hinh MM. O nhém “C” thi tat ca 4 bénh nhan déu c6 kiéu hinh
khéng ¢ dién. Nhu vay gia tri du bao duong tinh & cac nhdm kiéu gen déu cao
trong do gid tri dy bao duong tinh kiéu hinh MM cua kiéu gen nhém “null” cao

hon kiéu gen nhém “A”.
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Nhu vay, nhin chung cé thé dy bdo mic d6 ning caa bénh dua trén kiéu
gen dbi voi cac thé MM va NHDT, diéu nay dic biét quan trong trong viéc
quyét dinh liéu phap hormon thay thé d6i véi cac bénh nhan duoc chan doan
nho sang loc so sinh, hodc dugc chan doan sém khi chua c6 triéu chung 1am
sang cua mat mudi. Nhan dinh nay ciing duoc cung cb théng qua theo dbi
dién bién 1am sang caa 14 bénh nhan thé ¢ dién MM dugc chan doan < 5
ngay tudi khi chua c6 triéu ching mat mudi trong nghién cau caa ching toi
(bang 3.10).

Nghién ciu caa chdng toi phi hop véi nhiéu nghién cau vé gia tri du
bao duong tinh dbi véi thé MM, nhung cao hon nhiéu nghién ciu khac & thé
NHBT, con doi véi thé khong co dién vi ¢d mau con nho va can tiép tuc co
cac nghién ctru khac trong tuong lai. Nhin chung cac nghién ctu cong bé trén
y van déu nhan dinh 1a gié tri du bao dwong tinh cao ddi véi thé MM va thé
khong co dién, con ddi vai thé NHDT thi kiéu hinh ¢ sy khac nhau Ion va
gia tri du bao duong tinh kém hon [57],[58],[109] (bang 4.2).

Bang 4.2: Gia tri dw bao kiéu hinh dwong tinh ciia cac nhom kiéu gen

khac nhau & mét so6 nghién ciru

Nhém dot bién “pull” A B C
e 2 Nam hoa | Khéng ¢
Thé 1am sang Mat muoi N 2
don thuan| diéen
Nghién ctru nay. 2016 99,8% 96,5% 90,6% 100%
de Carvalho DF va cs. 2016 [88] 88% 70% 98% 100%
Wang R va cs. 2016 [152] 88,9% 89,4% 88,9%
Balraj P va cs (2013) [154] 95,7% 90,9% 66,7%
Choi vacs. 2012 [105] 100% 96,2% 94,1%
Rabbani B va cs. 2012 [103] 92,3% 85,7% 100%
Marino R va cs. 2011 [148] 100% 83,8% 87,2% 100%
Balsamo va cs. 2010 [93] 100% 91,5% 83,7% 86,4%
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Finkielstain va cs. 2011 [161] 88,9% 91,5% 85,1% 97,8%
Speiser va cs. 1992 [109] 96% 85% 73% 63%
Krone va cs. 2000 [57] 100% 90% 74% 65%
Stikkelbroeck va cs. 2003 [58] 97% 96% 53% 100%

Trong thuc hanh 1am sang du bao kiéu hinh can luu y dén cac truong
hop ngoai 1é. Trong nghién ciu cua ching t6i ¢ tdng cong 7 bénh nhan
khong phu hop giita kiéu gen - kiéu hinh, trong d6 ¢6 3 bénh nhan c6 kiéu gen
nhém B nhung ¢ kiéu hinh MM va 4 bénh nhan con lai trong d6 2 bénh nhan
thudc nhdm Kkiéu gen “null” va 2 bénh nhan nhom kiéu gen “A” nhung lai c6
kiéu hinh 1a thé NHDT (bang 3.6). Mot kha niang nita dé ly giai cho nguyén
nhan khéng phi hop nay 1a: su khac nhau vé mat di truyén cua cac gen khac
la CYP2C19 va CYP3A4, day la cac gen biéu hién & gan va da dugc chung
minh 1a c6 kha nang diéu chinh sy can bang muéi ¢ cac bénh nhan TSTTBS
c6 thiéu hut mineralocorticoid, hoic c6 mot su két hop cua céc yéu té chua
duoc biét ¢ kha ning thay doi tac dung cua steroid, hay c6 cac yéu té ngoai
thuong than khdng bi tén thuong c6 thé giy thay doi kiéu hinh cua thiéu 21-
OH va gay kho khin cho dy b4do mic do nang cua kiéu hinh thiéu 21-OH
[189]. Thuc té 1am sang cho thay cd sy lién tuc va d6i khi kho cé gianh gigi vé
murc d6 nang caa bénh, tham chi trong cung mot dudi nhom thi c6 mot kha nang
1a mot s6 bénh nhan khéng rd rang thuoc nhém kiéu hinh nao.

4.4.2. Dur béo kiéu hinh ¢ cac bénh nhan dwec chin dodn sém khi chwa cé
triéu ching 1am sang va trong diéu tri truwéc sinh

Sang loc so sinh cho bénh TSTTBS duoc tién hanh lan dau nam 1977
nhu mot chuong trinh thi diém tai Alaska, My [153],[190]. Tt d6, toan bo cac
tiéu bang cia My va rat nhiéu nuéc khac nhau da trién khai sang loc so sinh

d6i v6i TSTTBS [11]. Muc dich cua sang loc so sinh 1a phong suy thuong



139

than cap mat mudi va tr vong & ca hai gi6i ciing nhu rat ngan thoi gian chan
doan & tré gai c6 mo hd gidi tinh. Trong chuong trinh sang loc so sinh
TSTTBS thi nghién ctu vé phan ta mang lai loi ich dac biét, gilp chan doan
chinh xéc, tranh cho bénh nhan phai diéu tri va theo ddi khong can thiét. Boi
Vi cac truong hop khong co triéu chimg cé kém theo ting 17-OHP dai dang,
phan tich phan tu gidp khang dinh chan doan va chan doan loai trir, du bo
kiéu hinh trugc khi xuét hién triéu chiing. Khi sang loc so sinh két hop véi
kha ning phéan tich dot bién gen CYP21A2 cho phép cac nha 1am sang rat
ngan thoi gian danh gia kiéu hinh, cht khdng chd doi cac biéu hién mat mudi
trén 1am sang dé quyét dinh didu tri, diéu nay ngan ngira ton thuong than kinh
trung wong do mat mudi nang hoac tir vong do mat mudi, giam thé tich tuan
hoan va séc.

Trong nghién ctru ndy, ching t61 da st dung céc k¥ thuat di truyén phan
tr hién dai, nhanh, chinh xéc va tin cay trong chan doan phan t thiéu 21-OH
dé xac dinh cac dot bién diém va tai cau trdc trong gen CYP21A2. Két qua vé
tuong quan kiéu gen - kiéu hinh s& hd tro chan doan va diéu tri cho chuong
trinh sang loc so sinh ciing nhu cac bénh nhan duoc chan doan sém nhiing
ngay dau sau sinh. Két qua xét nghiém sinh hoa do nong do 17-OHP mau str
dung trong sang loc so sinh va chan doan sém khong thé phan biét duoc giira
thé MM va NHPT. Xac dinh kiéu gen sir dung DNA duoc chiét tach tir mau
ngoai Vi cua so sinh hodc tir giot mau tham trén dia gidy tham cta chuong
trinh sang loc so sinh s& cho phép xép loai va du bao kiéu hinh
[127],[128],[129],[130]. Dir liéu cua ching t6i cling gop phan vao thuc hanh
tu van di truyén, dac biét trong tinh hudng ca bé va me déu di hop tir duoc
khing dinh sau khi d& xac dinh duogc kiéu gen cia con va mudn biét kha ning
sinh ra tré TSTTBS vai kiéu hinh cu thé. Tur cac dir liéu vé kiéu gen cua bénh

nhan chi diém s& giup xac dinh di hop tir & bd va me, dit lidu s& duoc su dung



140

phuc vu chan doan va diéu tri trude sinh cling nhu chan doan tién 1am t6 trong
bénh TSTTBS.

Cac dir liéu nay dac biét quan trong ddi véi cac truong hop chan doan
trudce sinh cho TSTTBS, trong truong hop nay, DNA thu duoc tir dich i hoic
gai rau s& duoc sir dung dé xac dinh kiéu gen cho thai nhi. Céac dix liéu dé cap
trong nghién ciru ndy s& dugc str dung va cho phép dy bao trude kiéu hinh cua
thai nhi. Trong trudng hop thai nhi gai thi cho phép dua ra quyét dinh vé diéu
tri truéc sinh. Trong thoi gian tién hanh nghién ciu, ching t6i cling thanh
cong trong viéc sir dung két qua kiéu gen déng hop tir nhom “null” (exon 1-3
del/exon 1-3 del) cia mot bénh nhan chi diém thé MM dé du bao kiéu hinh va
diéu tri trudc sinh cho 1 thai nhi gai khi nguoi me mang thai lan tiép theo.
Thai nhi gai dugc diéu tri truéc sinh bang cach ngudi me uéng
dexamethasone tir tuan thir 8 cua thai ky va kéo dai dén lac sinh da 40 tuan
thai do kiéu gen cua thai nhi ciing mang d6t bién dong hop tir gidng anh trai.
Két qua diéu tri truéc sinh 1a tré gai mac TSTTBS thiéu 21-OH nhung bd
phan sinh duc ngoai cua nir binh thuong khi sinh. Tré dugc diéu tri hormon
thay thé ngay sau sinh, nhung ciing xuat hién mat mudi 1 lan khi c6 nhiém
tring va kiéu hinh pht hop hoan toan véi kiéu gen [141].

TOm lai, chiing t6i da phat hién cac dot bién x6a doan 16n, cac dot bién
phd bién do hoan vi nho caa gen, cac dot bién do hoan vi 16n cua gen (nhiéu
hon 2 dot bién trén 1 bénh nhan) va cac dot bién hiém xuat phét tir gen chirc
nang trong d6 c6 6 dot bién mai. Cac dot bién diém phan bd khip tir ving
promoter, cac exon (trir exon 2 va 5) va intron 2 cia gen CYP21A2. Moi
tuong quan chat ché giita kiéu gen - kiéu hinh ciing duoc ghi nhan cho du con
1 ty 18 nho cac bénh nhan khéng phi hop kiéu gen - kiéu hinh. Do vay, diéu
quan trong 1 can coi trong chan doan phan tir chinh xac va theo doi 1am sang

1au dai ddi vai cac bénh nhan thiéu 21-OH Ia rat can thiét.
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KET LUAN

Bang viéc ap dung ki thuat MLPA va giai trinh tu gen tryc tiép dé
phat hién dot bién gen CYP21A2 va phan tich méi tuong quan gitra kiéu gen -
kiéu hinh trén bénh nhan TSTTBS thé thiéu 21-OH chdng t6i rat ra mot sé két
luan sau:

1. Phat hién dét bién gen CYP21A2 va md ta ban dé dét bién gen
CYP21A2

Ty Ié phét hién duoc dot bién gen CYP21A2 13 99% (202/204 bénh
nhan chi diém). Pa phat hién duoc 8 dot bién x6a doan 16n, 13 dot bién diém
pho bién va 13 dot bién hiém trong d6 c6 6 ddt bién moi cua gen CYP21A2.
Cac dot bién gap véi tan sb cao bao gom: xéa doan 16n toan bo/mot phan cua
gen (34,5%); 12q (28,6%); p.R356W (12,3%) va p.I172N (10,6%).

Cac dot bién phan bd tai cac ving khdng ma hda (promoter, intron
2) va 8/10 exon (trir exon 2 va 5) ciia gen CYP21A2. Ty ¢ xuat hién cac dot
bién cao nhat gap o intron 2 (28,6%); exon 8 (15,5%) va exon 4 (10,6%).

55 kiéu gen khac nhau di duoc xac dinh & cac bénh nhan nghién
ctru: 50,5% bénh nhan c6 kiéu gen dong hop tir; 37,2% bénh nhén co kiéu gen
di hop tir kép; 5,9% bénh nhan cé kiéu gen gém hon 2 d6t bién. Cac kiéu gen
pho bién bao gom: 1g2/12g (15,4%); Del/Del (14,4%) va Del/12g (10,9%).

2. Twong quan kiéu gen - kiéu hinh

Gié tri du bao duong tinh kiéu hinh dua trén két qua kiéu gen déu cao &
tat ca cac nhom kiéu gen: nhom kiéu gen “null” (99,8%); nhém kiéu gen A
(96,5%); nhom kiéu gen B (90,6%) va nhom kiéu gen C (100%).

Kiéu gen phd bién nhat cua kiéu hinh thé c6 dién MM: Del/Del (18,9%);
12g/12g (17,6%) va Del/l12g (14,4%). Kiéu gen pho bién caa kiéu hinh thé
NHDT: Del/p.I172N (23,8%); p.I172N/p.I172N (19,1%) va 12g/p.1172N
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(9,5%). Kiéu gen phd bién cua kiéu hinh thé khéng cb dién:
p.V281L/p.L307FfsX6 (3/4 bénh nhan).

Kiéu gen 12g/12g; p.1172N/p.1172N va p.R356W/p.R356W gay nén ca
hai kiéu hinh MM va NHDT.

Ty 1é cao cua muc do6 nam hoa Prader nang (l11; 1V-V) gap ¢ cac bénh
nhan nir ¢6 kiéu gen nhém “null” va A. Nong d6 cua 17-OHP; testosterone va
progesterone huyét thanh ting cao hon & cac bénh nhan cd kiéu gen ning so

véi cac bénh nhan co kiéu gen nhe hon.



KIEN NGHI VA HUONG NGHIEN CUU TIEP THEO
1. Kién nghi
1.1. Chi dinh phan tich dot bién gen CYP21A2 cho cac bénh nhan thiéu 21-
OH dugc chan doan sém qua sang loc so sinh hodc sang loc 1am sang, hda
sinh;
1.2. Chi dinh diéu tri mineralocorticoid thay thé sém cho cac bénh nhan cé
chan doan va da biét kiéu gen trong gia dinh 13 thudc nhém “null” va A;
1.3. Than trong khi tu van di truyén, du bao kiéu hinh trong chan doan va diéu
tri trudc sinh, dic biét luwu ¥ voi mot s6 kiéu gen nhu I12g/12g;
p.1172N/p.1172N; p.R356W/p.R356W.
2. Huwéng nghién ciru tiép theo
2.1. Tiép tuc chi dinh va tién hanh phan tich dot bién gen CYP21A2 cho cac
bénh nhan 1a con dau mic TSTTBS thiéu 21-OH, chan doan hormon khéng ro
rang, chua xac dinh duoc kiéu hinh;
2.2. Phan tich dot bién gen CYP21A2 cho b va me c4c bénh nhan da biét kiéu
gen dé khang dinh ngudi 1anh mang gen va su phan ly cac allele dot bién;
2.3. Nghién ctru tuong quan kiéu gen vai két qua diéu tri bao gom: chiéu cao
cudi clng, sinh san cua bénh nhan tudi truéng thanh, chat lugng séng, két qua
diéu tri ngoai khoa, cac bénh kém theo ¢ tudi truéng thanh (béo phi, tim
mach, chuyén hoa lipid, glucose, canxi, xuong.);
2.4. Nghién ctru chitrc nang protein dot bién ddi vai cac dot bién méi da duoc

phat hién.
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