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Abstract: Syndactyly is a congenital disease caused by the limb formation abnormalities during
fetal development. In this research, we studied the genetic mutations in a pediatric patient with 3"
and 4" fingers were fused together, symmetrically using the whole exome sequencing techniques
based on Next generation sequencing. The obtained data revealed a novel mutation located in exon
11 of the gene ESCO2: ¢.1745A>G: p.582K>R. Sequence verification by Sanger sequencing
confirmed the existence of this mutation in the patient as heterozygous form. In silico prediction
using PredictSNP, PhD-SNP, PROVEAN or Polyphen-2 tools indicated that the mutation was likely
to affect the structure and function of Acetyltransferase? (encoded by ESCO2 gene). Further studies
will be performed to analyze the effect of this mutations on the intracellular protein network
associated with syndactyly.
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Tom tat: Dinh ngén ban tay chan 1a mot di tat bam sinh gay ra do nhirng réi loan bét thuong trong
qua trinh hinh thanh ban tay, ban chan & giai doan phat trién phdi. Nghién ciu nay tap trung vao
phét hién cac dot bién gen xay ra & mot bénh nhi bi di tat dinh ngén 3 va 4 dbi xiing & hai bén ban
tay bang ky thuat giai trinh tu hé gen biéu hién dua trén cong nghé giai trinh ty thé hé mai. Dit liéu
cho thdy mot dot bién sai nghia moi phat hién thuoc exon 11 cia gen ESCO2: ¢.1745A>G:
p.582K>R. Két qua kiém tra lai trinh tu chira dot bién bang giai trinh ty Sanger di xac nhan sy ton
tai ciia dot bién nay trong hé gen cua bénh nhan dudi dang di hop tir. Cac két qua du doan in silico
bang céc cdng cu nhu PredictSNP, PhD-SNP, PROVEAN hay Polyphen-2 cho thay amino acid bj
thiy thé c6 kha ning cao lam thay d6i cdu tric cua protein va giam hoat tinh enzyme
Acetyltransferases ma gen ESCO2 méa hda. Nghién ciru nay 1a tién dé cho cac nghién cuu tiép theo
nghién ciru vé anh huong cia dot bién 18n mang ludi protein noi té bao dan dén di tat dinh ngon.

Tir khoa: Dj tdt bam sinh, dinh ngén, dét bién gen, ESCO2, tré em, Viét Nam.

1. Mé dau

Dinh ngén ban tay, ban chan la moét trong
nhitng di tat tay bam sinh phé bién nhat. Bénh
nhan mic phai di tat nay c6 hai hozc nhidu ngon
& cac chi (ban tay, ban chan) bi dinh chat vao
nhau. Ty & tré so sinh mac phai di tat dinh ngon
tay chén la 1 trong 2000—3000 tré so sinh trén
toan thé gisi, trong d6 tré nam dé& bi mac phai
hon tré nix [1] Tuy thudc vao tung phan nhom,
di tat nay c6 thé chi bao gdm cac md mém & céc
thé nhe. O céc thé ning hon, phin md ngén bj
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dinh lién c6 thé bao géom ca sun va xuong. Cac
chi bi dinh ngén cé thé 1a hai chi ddi xiing hodc
khong ddi xing (chi c6 mot bén chi bi di tat). Di
tat nay xay ra do sy bat thuong trong qua trinh
phét trién phdi thai vao khoang tuan thir bay dén
tuan thir tm cua thai ky. O céc thai nhi phat trién
binh thudng, phan trung mé lién két mo giira cac
ngon tay va ngon chan bi chét theo chuong trinh
(apoptosis) lam tan mang phan tach cac chi ban
tay va ban chan. Tuy nhién & nhitng thai nhi bi
di tat dinh ngén, qua trinh nay da khong xay ra
dan dén viéc nhiéu ngon tay, ngén chan van dinh
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lién voi nhau mot phan hoac toan phan cho dén
khi sinh né [2]. Cho dén nay, di c6 chin loai di
tat dinh ngén ban tay — ban chan khdng kém theo
hoi chimg khac va hon 300 loai di tat dinh ngén
c6 kem theo hoi ching, nhu hoi chang Apert, hoi
ching Robert, hoi ching Ba Lan, hi chung
Jackson-Weiss hoac hoi chirng Saethre-Chotzen,
da duoc phat hién [3,4].

O di tat dinh ngén ban tay chan, nhan t4 di
truyén (dot bién gen, DNA) 1a nhan té c6 vai tro
chi phdi quyét dinh. Phan 16n cac dot bién gen
gay ra di tat dinh ngon chan tay duoc di truyén
theo md hinh dot bién dang troi khdng lién két
V6i giGi tinh. Tuy nhién, mot s6 dot bién gen lién
quan dén di tat nay di truyén theo dang lan khéng
lien két gisi tinh, va mot sb dang dot bién gay
bénh khéc c6 di truyén lién két véi nhiém séc thé
gi6i tinh X [4-6]. Mot s6 gen da duoc cac nghién
ctu trén thé gici chi ra truc tiép gay nén dj tat
dinh ngdn chan tay va nhirng bat thuong khac &
ban tay, ban chan nhu: HOXD13 [7], LRP4 [8],
GJAL1 [9] va nhiéu gen khéc. Gen ESCO2 m4 hoa
cho protein N-acetyltransferase ESCO 2, vén
dong vai tro rt quan trong trong viéc phan tach
2 nhidm séc thé chi em & pha S trong chu ky phan
bao cta té bao. Mot vai nghién ctu gan gay da
chi ra rang dot bién trén gen ESCO2 c6 thé dan
dén nhitng di thuong & phdi nguoi trong giai
doan mang thai, khién tré em sinh ra mang dot
bién nay mac phai hoi ching Roberts [10, 11].
Pay 1a mot hoi ching bénh voi cac dic diém
nhu di dang xuong ban tay, ban chan, mat va hop
s0, bénh nhan mac hoi ching Robert thudng méc
phai trang thai suy giam tri tué véi mace do nang
nhe khac nhau.

Bénh dinh ngén la mot can bénh phuc tap
bao gdm nhiéu dang, phan dang khac nhau, dua
Va0 Céu tric md dinh va céac dic diém kiéu hinh.
Trong nghién ciu nay, chang téi sir dung ky
thuat giai trinh tu toan bo hé gen biéu hién bang
cdng nghé giai trinh ty thé hé maéi dé khao sat
cac dot bién gen & mot bénh nhi méc di tat dinh
ngon chan tay dang I-c. Két qua cua nghién ctu
nay sé la tién dé cho nhiing nghién cau tiép theo
trén ¢& mau 16n hon nham diéu tra toan dién hon
vé nhitng dot bién c6 thé lién quan dén bénh dinh
ngén tay chan trén quan thé nguoi Viét.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru
2.1. Bénh nhan

Bénh nhi 1a nam, 3 tudi, bi dinh ngén 3 va
ngoén 4 ¢ ca 2 ban tay (d6i xtng) dic trung &
bénh dinh ngon chan tay dang I-c. Bénh nhi duoc
chon hoan toan ngau nhién khi dén kham va diéu
tri tai Khoa Chinh hinh, Bénh vién Nhi Trung
wong 1a noi nhom nghién ctu tién hanh ldy mau.
Bénh nhan c¢6 b me ¢6 kiéu hinh binh thuong,
trong gia dinh khong c6 ai bi mic phai cin bénh
nay. Cac md dinh lién bao gom md da, mé thit
va mot phan mé xwong. Bénh nhi ¢6 ban chan
hoan toan binh thuong, cac phan khéc trén co thé
cling khong c6 dau hiéu bat thuong nao. Bénh
nhi dén kham va phau thuat tai Khoa Chinh hinh,
Bénh vién Nhi Trung wong. Thu tuc ldy mau
duoc tuén thu dang theo quy dinh ctia Bénh vién
Nhi Trung vong. Gia dinh cua bénh nhi da duoc
théng béo vé muc dich cta nghién ciru va ky vao
gidy dong y tham gia nghién ctru. Nghién ctru da
duoc Hoi dong Y duc cia Bénh vien Nhi Trung
wong cho phép tién hanh nghién ctu theo Quyét
dinh sé 564/BVNTW-VNCSKTE ngay 18 thang
4 nam 2018.

2.2. Phwong phap nghién curu

Thu thdp mdu mau tong sé

This tuc l1dy mau duoc tuan thu theo quy dinh
ctia Bénh vién Nhi Trung uong vé céch lay mau
trong nghién ctru khoa hoc. Gia dinh cua bénh
nhi dd duoc théng bao vé muc dich cia nghién
ctru va ky vao gidy ddng y tham gia nghién ctu.
M3u nghién ciru 1a 2 ml mau toan phan dugc lay
tir ven tinh mach chan caa bénh nhan. Mau mau
sau khi 1y dugc cat trong 6ng chira chat chdng
dong chira EDTA va bao quan ¢ ta dong -20 °C
cho dén khi sir dung cho cac nghién ctu tiép
theo.

Thiét Idp thir vien DNA va gidi trinh tir toan
bg hé gen biéu hién

DNA tong s6 dugc tach tir mau mau toan
phan cua bénh nhi bang kit tach DNA GeneJET
Whole Blood Genomic DNA Purification Mini
kit (ThermoFisher Scientific, USA). Nong d¢ va



N.T. Ngoc et al. / VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 36, No. 3 (2020) 10-16 13

chat luong ciia DNA duoc kiém tra bang phuong
phap dién di trén gel agarose 0,8% va bing
phwong phép quang phd trén may Nanodrop Lite
(ThermoFisher Scientific, USA). Thu vién hé
gen biéu hién duoc chuan bi bang kit
SureSelectXT Library Prep Kit (Aligent
Technology, USA) theo phuong phap cta nha
san xuat. Thu vién hé gen biéu hién nay sau do
s& duoc giai trinh ty thé hé méi trén may giai
trinh tu lllumina Novaseq 6000 (MacroGen) tao
thanh cac trinh ty c6 do dai 151 bp bat cap
(paired — end).

So sanh vai ngan hang gen, sang loc cdc dot
bién

Trinh tu gen céc doan doc thu dwoc duoc sip
xép, cin chinh ma danh dau vi tri dua trén bo gen
ngudi tham chiéu phién ban GRCh37/hg19 trén
ngan hang gen bang phan mém Burrows-
Wheeler Aligner v0.7.17. Cac doan doc c6 chat
luong thap hogc khong duoc danh dau vi tri dugc
loc bo bang cac phan mém Trimmomatic v0.39
va Samtools v1.3. Cac doan lip khuéch dai do
phan tng PCR duoc danh diu va loc bo bang
phan mém Picard v2.18.7. Sau khi so sanh voi
ngan hang gen, cac diém da hinh, dot bién sai
khac dwgc chi ra bang phan mém Genome
Analysis Toolkit v4.1.0.0. Cac da hinh pho bién
da duoc cong bd duoc loc bo, nhitng dot bién
diém con lai duoc cha thich vi tri gen bang phan
mém ANNOVAR.

Kiém tra lai dot bién bang phirong phdp gidi
trinh tzr Sanger

Céc doan DNA chira dot bién can nghién ctu
s& duoc khuéch dai bang phan wng PCR thé tich
20pl vé6i thanh phan bao gom: 20 ng DNA tng
s6, dém PCR 1X, dNTP ndng d6 2,5 mM, nong
dd méi 0,2 uM va 1 U Taq DNA polymerase
(Qiagen ). San pham PCR di duoc kiém tra bang
dién di trén gel agarose 1,5% va tinh sach bing
kit PCR Purification GeneJET (Thermo
Science). Trinh tu san pham PCR tuong wng thu
dugc theo phwong phap giai trinh tw Sanger bang
kit doc trinh ty ABI Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, CA) trén may doc trinh tu
ABI 3500 (Applied Biosystems).

Du dodn anh huong cia dgt bién Ién chic
nang cua protein bang cac cong cu in-silico

Tac dong cua dot bién gen sai nghia 1én ciu
trdc va chirc nang cua protein ma gen d6 ma hoa
dugc phan tich va dy doan bang cac cong cu
chuyén phan tich d6t bién nhu PredictSNP, PhD-
SNP, PROVEAN hay Polyphen-2. M6 hinh di
truyen (troi / 13n) cua gen dugc nghién ciru duoc
dbi chiéu co so dir lieu OMIM cua Genecards.
Do bao thu cua trinh tw amino acid chira diém
dot bién giira cac loai sinh vat khac nhau duoc
phén tich dua trén co so dit liéu caa ngan hang
h¢ gen UCSC Genome Browser.

3. Két qué nghién ciru

3.1. Gidi trinh ty hé gen biéu hién va kiém tra
bcfng phwong phap Sanger

Tur mau mau toan phan caa bénh nhi dinh
ngén tay, trinh tu toan b hé gen biéu hién da
dugc xac dinh theo phuong phap giai trinh tu thé
hé méi caa hang lllumina. Két qua giai trinh tu
thu dwoc gan 80 triéu doan doc (reads) & hé gen
biéu hién va cac ving 1an can, véi do bao phu lén
dén hon 200X. Trong d6 ty & cac doan doc cho
chat luong rat tot (diém chat lugng Q-score 16n
hon 30) chiém 93%.

Tur dit liéu giai trinh ty nay, ching t6i tién
hanh xu ly di liéu, so sanh véi trinh ty tham
chiéu GRCh37/hgl19 dé tim ra cac diém sai khac
nhu da trinh bay trong phan phuong phap nghién
ctru. Sau khi loc bo cac dot bién khdng thudc cac
gen di cong b co lién quan dén di tat dinh ngon
ban tay chan, cac da hinh di dugc cong bd trén
ngan hang dbSNP v151, ching t6i da tim thdy
mot dot bién mai thude gen ESCO2 c6 thé c6 lién
quan dén di tat dinh ngon. Pay 1a dot bién sai
nghia (missense mutation) nam trén nhidm sic
thé s6 8, vi tri s6 27660894 (vi tri 1745 trén
cDNA cua gen ESCO2), thay ddi nucleotide A
thanh G. Dot bién nay lam thay d6i amino acid
ther 582 tur Lysine (K) thanh Arginine (R). Dot
bién ton tai h¢ gen ctia bénh nhi mang di tat dinh
ngon dudi dang di hop tu (heterozygous) Vi tri
dot bién nay trén gen ESCO2 va két qua kiém tra
lai dot bién bang phuong phap giai trinh ty
Sanger duoc thé hién trén Hinh 1.
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NM_001017420: c.1745A>G: p.582Lys>Arg
exon 10 exon 11
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Hinh 1. Vi tri dot bién phét hién dugc thudc exon 11
cua gen ESCO2 (A) va ket qua phan tich trinh ty
Sanger kiém tra lai dot bien (B).

3.2. Dy dodn anh huong cua dot bién thu duoc
bang cac cong cu tin sinh hoc

Dot bién ESCO2: ¢.1745A>G: p.582K>R
sau khi dugc phéat hién ¢ bénh nhi dinh ngon tay
chan dugc dua vao mé hinh du doan caa dot bién
nay lén cau tric va chirc ning cua enzyme
Acetyltransferase ESCO2 bang cé4c cong cu in-
silico. Két qua dy doan bang coéng cu
PredictSNP2 cho thiy dot bién nay triét tiéu hoat
tinh caa enzyme (deleterious) véi d6 chinh xac
97%. Cong cu PROVEAN ciing cho két qua
tuong ty v6i diém dy doan -2,805 (dot bién duoc
cho 1a thay doi hoat tinh protein khi c6 diém du
doan < -2,5). Cac cbng cu PolyPhen-2 va PhD-
SNP ciing cho thiy két qua tuong tu (Bang 1).

Bang 1. Két qua dy doan anh huang cua dot bién ESCO2: p.582Lys>Arg Ién chirc ning protein

Gen | Diém dot bién

Coéng cu dy doan (Piém dy doan)

PredictSNP2

Deleterious

ESCO2 (97%)

p.K582R

PolyPhen-2 PROVEAN | PhD-SNP
Probably damaging (1) | Deleterious | Disease
(-2,805) 1)

Trinh tu amino acid chira diém dot bién
ESCO2: p.582 K>R dugc dua vao so sanh trinh
tu bao thu gitta nguoi va cac dong vat khac trén
ngan hang gen UCSC Genome Browser. Két qua
cho thdy trinh ty nay duoc bao ton (khdng thay
doi) giira cac loai: Tir nguoi dén cac loai dong
vat ¢d vU lan can con nguoi va cac loai dong vat
khong lan can nhu rua xanh (Hinh 2).

Vi tri p.582K
(-CCE TAFSDXT(XD
LR CEE TAFSDIXT(MD
e E LAFSDET[D

CCLIE TAFSDHTHD
= WINE TAFSDZT[HD
Thé EIAFSD[ZT(ZD
Méo EIAFSDET(ED
Ché EIAFSD[ET(ZD
voi EIAFSD[ZT(ZD
AERCUUINE TAFSDIZTED

Hinh 2. Két qua so sanh d bao thi cua trinh tu
amino acid chia @6t bien ESCO2:p.582Lys>Arg
gitra nguoi va cac dong vat khac.

4. Thio luan va két luin

Ddi véi bénh dinh ngén chan tay dang I-c,
cho dén nay méi chi c6 mot dot bién trén gen
HOXD13 ¢.917G > A (p.R306Q) duoc cong bé
phat hién trén mot pha hé gia dinh nguoi Trung
Quéc gom 5 thanh vién bi dinh ngén dang nay
[12]. Ngoai ra, mot s gen ciing dugc phat hién
& Mot vai gia dinh ¢6 bénh nhé&n dinh ngon thuge
cac dang khac nhu gen FBLN1 lién quan dén
dinh ngén dang Il [13], gen LMBRL1 lién quan
dén dang IV [14], hay gen LRP4 lién quan dén
dang VII [15].

Trong cong trinh ndy, bang ky thuat giai trinh
tu hé gen biéu hién theo phuong phap giai trinh
tu thé hé méi, nhém nghién ciru da phat hién mot
dot bién thay thé méi ESCO2: c.1745A>G:
p.582K>R trén bénh nhi mic di tat dinh ngén
ban tay 3 — 4 ¢ ca hai ban tay. Ngoai ra, bénh
nhi khéng mic phai dot bién nao thugc cac gen
¢6 lién quan dén bénh dinh ngén chan tay ké trén
(HOXD13, FBLN1, LMBR1, LRP4). Bot bién
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nay hoan toan chua timg duoc cng bd trong cac
cong trinh nghién cuu trudc day ca trong va
ngoai nudc. Bang cac cong cu phan tich in-silico,
dot bién nay dugc du doan s& lam giam manh
hoat tinh cua acetyltransferase ESCO2. Vi tri cua
dot bién ESCO2: p.582K>R la bao thu giira
nhiing loai dong vat c6 xuong song gan giii voi
con nguoi ciing nhu nhitng loai cach kha xa con
ngudi trén ban do tién hoa. Dicu nay cho thay
diém dot bién ndy & mot vj tri rat quan trong c6
thé thay doi cau trdc va hoat tinh cua protein néu
xay ra bién doi ¢ khu vuc nay.

Acetyltransferase ESCO1 va 2 la nhtng
enzyme da duoc chi ra dong vai tro t6i quan
trong cho viéc phan chia nhidm sic thé dugc xay
ra mot cach binh thuong trong phéan bao ¢ nguoi,
chuét ciing nhu nhiéu dong vat khéc [16,17]. Hai
dot bién trén gen [ESCO2 (dot bién
c.1131+1G>A va dot bién c.954 955+
2delAAGT) da dugc chitng minh bang phuong
phap phan tich 3D-FISH gay ra su bién dol Vé
cau trdc nhidm sic thé & mot bao thai mac phai
hoi chirng Robert so vai cac bao thai binh thuong
[18]. Bién doi trén gen ESCO2 ciing da duoc
chtng minh trén mé hinh c& ngua van gay nén
réi loan trong qua trinh tu chét cla té bao
(apoptosis), dan dén hoi chirng Robert [19]. Tuy
nhién trong cong trinh ndy, lan dau tién dot bién
sai nghia (1am thay doi amino acid) thuoc gen
ESCO2 duogc phat hién & mot bénh nhan mic di
tat dinh ngon tay chan — khoéng bao gdm hoi
chang. Nhitng nghién ciru chirc ning tiép theo
can duoc tién hanh dé nghién ctu su twong tac
gen gitta ESCO2 va HOXD13 va cac gen khéc ké
trén va anh huong cua tirng gen Ién tinh trang
bénh dinh ngdn chan tay.

Lo1i cam on

Nhom nghién ctu xin chén thanh cam on gia
dinh bénh nhi da dong y cung cip mau bénh
pham cho nghién ciru nay. Cong trinh nay duoc
Hoc vién Khoa hoc va Coéng nghé (GUST) —
Vién Han lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam
(VAST) tai trg kinh phi theo ma s6 dé tai
GUST.STS.DT2017-SHO04.
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