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LOT CAM POAN

Téi xin cam doan dé tai nghién ciru trong ludn vin nay 14 cong trinh
nghién cru cua t61 dua trén nhiing tai licu, s6 liéu do chinh t6i tw tim hiéu va
nghién ctru. Chinh vi vy, cdc két qua nghién ctru dam bao trung thuc va
khéch quan nhét. Pong thoi, két qua nay chura timg xuat hién trong bat cir mot
nghién ciru ndo. Céc sb lidu, két qua néu trong luan vin 13 trung thuc néu sai

to1 hoan chiu trach nhiém trude phép luat.
Ha N¢i, ngay..o thangos ndam 2025

Nguyén Minh Thu
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LOI CAM ON

Dé hoan thanh luan vin nay, tdi xin dugc gl 10i cam on chén thanh va
sau sdc nhit téi GS.TS. Nguyén Huy Hoang va TS. Nguyén Thi Kim Lién,
nhitng ngudi di tin tim hudéng din, chi bao va ludn tao diéu kién tot nhat cho
t6i trong sudt qué trinh hoc tép, nghién ctru cling nhw trién khai thye hién dé
tai.

Téi xin chan thanh cdm on Ban gidm ddc cing toan thé can bd, gidng
vién Hoc vién Khoa hoc va Coéng nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam da luoén quan tam, hd tro va tao diéu kién thuan loi cho tdi
trong sudt thdi gian hoc tip va thyc hién nghién ctru tai hoc vién.

Téi ciing xin giri 161 cdm on sdu sdc téi Ban ldnh dao Vién Nghién ciru
hé gen, Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da lu6n dong hanh,
tao diéu kién va cung cip céc ngudn luc cin thiét dé t6i ¢6 thé thuc hién thanh
cong cac thi nghiém va hoan thién luén van.

Tbi xin trin trong cam on tip thé cic can bd phong Hé gen hoc chiic
nang, Vién Nghién ctru hé gen, cling cac bac si va nhén vién y té tai Khoa Di
trng mién dich, Khoa Di truyén va Sinh hoc phan tir thugc Bénh vién Nhi
Trung Uong da nhiét tinh hé trg, gitp d& toi trong qui trinh thu thip mau,
thuc hién thi nghiém va phén tich két qua nghién ciu.

Xin gui 161 cam on dic biét téi phong Quén 1y tong hop cla Vién
Nghién ciru hé gen di luén sin long hd tro, tao diéu kién t6t nhat trong cac
thi tuc hanh chinh va cong tac lién quan, gitp t6i thuan loi hoan thanh
chuong trinh hoc tdp va nghién ciru.

Cubi cing, t6i xin g 10i tri 4n sdu sic tGi gia dinh, ngudi than da ludn
bén canh dong vién, chia sé va hd trg toi vé moi mit, 14 ngudn dong luc to 16n
gitip t61 vitng tAm trong sudt qua trinh hoan thanh luén vén nay.

Xin chan thanh cam on!
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MO PAU
1. Ly do chon dé tai

Hai chirng suy gidm mién dich ting IgE (Hyperimmunoglobulin E Syndrome
- HIES) thuéc nhém réi loan suy giam mién dich tién phét véi dic diém l1am sang
chdng chéo, bao gdm ap xe da do tu cau tai phat, viém phdi c6 thoat vi phdi, nc"mg
d6 IgE huyét thanh ting cao, cing véi cdc bit thuong o rét vé mé lién két xuong va
rang. Tré mic hoi chimg nay ¢6 nguy co nhiém tring cao hon nhidu so vdi tré khoe
manh, dic biét 1a cic bénh 1y nhiém tring ning. Néu dugc phat hién sém, bénh co
thé duoc dicu tri on dinh bang cac phuong phap hé trg. Nguoe lai, néu khong dugc
diéu tri kip thoi, bénh c6 thé din dén nguy co tir vong cao hodc gy ra nhimg di
chirng nghiém trong, Vi vy, viéc xdc dinh nguyén nhén gy ra hdi ching nay cd y
nghia quan trong gitip bac si chan doan chinh xac va dwra ra huéng diéu tri phu hop.

Hién nay, cdc phuong phap chin doan HIES chii yéu dya trén céc triéu
chiing 1am sang, xét nghiém chi s6 IgE huyét thanh, chic ning mién dich va chan
doan hinh anh. Tuy nhién, cdc phuong phép ndy chi hd trg chin dodn ma chua thé
xéc dinh nguyén nhéan cu thé. Trong nhitng nim gin diy, cong nghé giai trinh tu
gen thé hé méi da cho phép phat hién nhiéu dot bién gen lién quan dén hoi chimg
HIES, gitp cai thién kha ning chin don sém, giam bién ching va chi phi diéu tri.
Ngoai ra, xét nghiém di truyén con ¢ ¥ nghia trong viée xac dinh nguy co mang
gen dot bién trong gia dinh bénh nhén, hd trg tu van di truyén cho cac cip vo chf‘mg

c6 ké hoach sinh con.

Giai trinh ty toan b viing gen mé hoéa (Whole Exome Sequencing - WES) la
mot phuong phap gidi trinh tur thé hé méi tip trung vao céc viing mi héa protein cia
bo gen, noi chira hau hét cic bién thé di truyén va cac da hinh nucleotide don
(Single Nucleotide Polymorphism - SNP) lién quan dén bénh & ngudi. Phuong phéap
nay giip giam chi phi va thoi gian nghién ciru so véi gidi trinh tu toan bd hé gen,
ddng thoi ti wu héa kha ning phat hién céc bién thé gen quan trong. WES da dugc
ing dung rong rdi trong chén don bénh di truyén, dic biét 1a cdc bénh hiém gip ma
céc xét nghiém tidu chuén khéng thé phat hién.

Tai Viét Nam, nghién ciru vé hoi chung HIES va tmg dung giai trinh tu toan
bd vung gen mi hoa trong chin doén bénh hiém gdp con han ché. Viéc diéu trj hién
nay chit yéu dua vao sir dung khéng sinh, diéu tri triéu chiimg va chim séc da tich
cuc. Do dé, nghién ctru chuyén siu vé& mién dich hoc va di truyén hoc 1 cin thiét dé
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xdc dinh co ché bénh sinh cia HIES, gép phan phat trién cac phuong phap chan
doén va diéu tri hiéu qua hon. Viéc nghién ctru cac bién thé gen lién quan dén HIES
khong chi gitip chdn dodn bénh s6m ma con hd trg xdy dung phéac do diéu tr y hoc
c4 thé, cai thién chat lwong cude séng va kéo dai tudi tho cho bénh nhan.

XuAt phat tr thuc tién nay, nghién ctiru "Phét hién céc bién thé di truyén méi
trén bénh nhan mic hdi chimg suy gidm mién dich bim sinh ting IgE" dugc thyuc
hién véi mue tiéu xac dinh cac bién déi di truyén trén cic gen lién quan dén HIES.
Cu thé, nghién ciru s& giai trinh tir toan bd ving gen ma héa cia bénh nhan HIES,
phan tich dir liéu dé sang loc céc bién thé gen lién quan, dong thoi danh gia tac
déng cia cac bién thé nay bing cac cong cu du doén in silico. Két qua nghién ciru
s& cung cp bing chimg khoa hoc quan trong gitip chan dodn sém, tu véan di truyén
va phat trién phuong phép didu tri hiéu quéa cho bénh nhan HIES tai Viét Nam.

2. Muc tiéu nghién ciru
— Xdc dinh duoc céc bién dbi di tr’uyé:n trén cac gen lién quan dén hoi chung
HIES béng phuong phép giai trinh tir toan b ving gen ma hoa (WES).
— Dénh gia duoc céc bién thé gdy bénh bang cac phin mém dy doan in silico
tir 46 sang loc va tim ra céc bién thé gay bénh.
3. N¢i dung nghién ciru
— Nghién ctru thu thip mau va giai trinh tu viing gen ma héa.
- Xac dinh va chu giai bién thé.
~ Sang loc bién thé lién quan dén bénh.
— Nghién ctru kiém chimg lai cac bién thé.
4. Co sé khoa hoc va tinh thye tién ciia dé tai

HIES 12 mdt bénh 1y mién dich hiém gip, dic trung boi tinh trang dé bi
nhiém tring niing va cac bat thuong vé hé mién dich. Phuong phap chin doan hién
tai dya chu yéu vao triéu ching 1am sang va xét nghiém IgE huyét thanh. Tuy
nhién, do sy chdng chéo vé tridu chimg 1am sang viéc xac dinh nguyén nhan chinh
x4c van 12 mét thach thirc. Viée nghién ciru cc yéu t6 di truyén 1a can thiét ¢ hiéu
15 co ché sinh bénh va tim ra phuong phap chin doén, diéu tri hidu qua HIES. WES
14 cong nghé giai trinh tu gen thé hé mdi, gitip phat hién céc bién thé di truyén, bao
gom cac dot bién gen va SNP anh hudng dén sy phat trién va chirc nang cua hé
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mién dich. Phuong phép nay cé tiém ning gitip chin dodn sém va phat trién cac
phéc dd diéu trj y hoc ca thé.

Tai Viét Nam, nghién ctru di truyén vé HIES va trng dung WES con han ché,
nhitng déng gop vé viéc phat hién cac bién thé mai trén cdc gen lién quan dén HIES
tir nghién ciru ndy khong chi gitp m& rong hiéu biét vé co ché di truyén cia héi
chiimg ma con cung cip nhirng bing chimg khoa hoc quan trong dé phat trién cac
phuong phéap diéu tri ca nhan hoa, gop phéan ning cao kha ning chin doan va didu
tr1 hoi chimg HIES tai Viét Nam, gidm ty 1€ tir vong va nang cao chét Iuvgng cude
song cho bénh nhan méc HIES.

5. Nhimg dong gop moi cua dé tai

— D3 xac dinh duge cdc bién thé méi thude cdc gen PTPRC, UNCI119,
IL2IR, NHEJI & bénh nhan HIES ngudi Viét Nam. Trong d6, bién thé ¢.526C>T
trén gen NHEJI dwoc x4c dinh 1a dang ddng hop tir ¢6 kha niing lién quan dén mic
do nghiém trong cua bénh.

— Nghién ciru gbp phin mé rong hiéu biét vé co ché di truyén ctia hdi ching
HIES va cung cip bang chimg khoa hoc hd trg chén doan sém, tu van di truyén va
dinh huéng diéu tri bénh nhan HIES tai Viét Nam.




Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. HOI CHUNG SUY GIAM MIEN DICH BAM SINH TANG IGE

HIES bao gdm mot nhom cac rdi loan suy giam mién dich nguyén phat hiém
gip, dic trung bdi cac tridu chimg nhu: ham hwong IgE huyét thanh ting rat cao,
cham, viém da di tmg man tinh va nhiém trung tai dién & da va phdi do tu céau
Staphylococcus aureus [1], ddn dén hinh thanh cac béng khi trong phéi [2]. Hiu hét
bénh nhin mic HIES c¢6 murc ting bach ciu ai toan va IgE rit cao, thuong trén
2.000 TU/mL, chi s6 nay cao gdp hon 10 lin gidi han binh thuong [3]. Ti 1¢ méc
HIES duoc ghi nhan trén toan cau kha thép, wéc tinh xay ra khoang 1 trén
1.000.000 ngudi. Do tinh hiém gip ctia no, voi 250 trudng hop duge ghi nhan, viée
udce tinh chinh xac mic do phd bién ctia HIES 1a mot théch thirc vi n6 thudng bi
chén doan sai [4]. Nhu ciu dat ra 14 phai chi ra co s& khoa hoc gitip céc bac s§ 14m
sang trong viéc chan doan chinh x4c nguyén nhan gay ra hdi chimg HIES & cdc bénh
nhén tir do c6 dugc dinh hudng diéu tri hiéu qua.

Hinh 1.1. Mét ca bénh mdc héi ching HIES dién hinh [1].
a. Viém da ; b. Ap xe lanh

HIES lan dau tién duge ghi nhin vao nam 1966 khi Davis va cong sy bdo
céo vé truong hop clia hai bé gai méc cham nang tir nho, kém theo nhiém tring da
tai phat do tu cdu va ap-xe phdi. Nhing tén thuong nay khong c6 déu higu viém
dién hinh (d6, néng, dau), do d6 duge goi 1a “ap-xe lanh” [5]. Vai nam sau, Buckley
va cong su quan sat thdy thém cac dac diém bat thuong vé khuon mit va muc IgE
ting rat cao & hai thiéu nién nam, tir d6 x4c dinh hoi chimg Buckley [6]. Nam 1974,
nghién ctru cha Hill va cong su di chimg minh rang hoi chimg Job va Buckley thuc
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chét 12 mét bénh 1y chung, sau nay duoc goi 1a hoi chimg HIES [7]. Dén nam 1999,
Grimbacher va c¢ong sy mo ta HIES la mét bénh da hé théng di truyén trdi, anh
huéng ca midn dich va cac co quan khac nhur xuong, ring va mo lién két [8].

Hoi chimg ting IgE bdm sinh dwgc chia thanh hai nhém chinh dya trén co
ché di truyén: thé di truyén trdi trén nhidm sic thé thudng (autosomal dominant —
AD-HIES) va thé di truyén lin trén nhiém sic thé thuong (autosomal recessive —
AR-HIES) [9].

Thé HIES di truyén troi trén NST thuong, con goi 1a hdi chimg Job hodc
STAT3-HIES, 14 thé dién hinh va chiém da s6 trudng hop HIES da duge ghi nhan.
Nguyén nhéin do dot bién di hop tir & gen STAT3. Gen STAT3 ma hoa cho mét yéu
t6 phién ma quan trong trong nhiéu con duong truyén tin hiéu cytokine (IL-6, IL-23,
IL-10,..), dot bién STAT3 gy ra cac biéu hién 1am sing da dang cta HIES [10], bénh
nhan AD-HIES bi suy giam biét héa t& bao Th17 (din dén d& nhiém nam va tu cau
“lanh™), déng thoi 1am rdi loan chire ning tao soi collagen va mé lién két (khién gay

ra cdc bat thuong xwong, ring, mach mau) [11].

Thé HIES di truyén lin (AR-HIES) dugc hinh thanh do dét bién déng hop tir
hodc di hop tir kép & cac gen khéc nhau. Trong d6, dang dién hinh nhét 14 thiéu hut
DOCKS, dwoc phét hién nim 2009 [12]. Dot bién gen gy mét chitc ning protein
DOCKS8 — mdt protein quan trong cho sy di chuyén va twong tic cuia té bao mién
dich (didu hoa khung actin ctia lymphocyte) va tham gia hoat hoa dudng truyén tin
hi¢u STAT3 [13]. Hau qua cta thiéu hut DOCKS din dén suy gidm mién dich ning
(gidm chirc ning ca lympho T, B va NK) kém theo co dia di ing ndng va nguy co
ung thw cao [14]. Trude diy DOCKS-HIES dugc xép vio HIES, nhung gin ddy mét
sb thc gia coi day 1a mot suy giam mién dich két hop riéng biét vi mirc do suy giam
mién dich trdm trong hon so véi STAT3-HIES [12]. Du cach phan loai khac nhau,
cac dic diém 1am sang cua thiéu hut DOCKS c6 nhiéu diém tuong dong véi AD-
HIES nhu bénh nhan ciing ¢6 dic diém eczema ning, néng do IgE trong méau rt
cao, nhiém tring da va phdi tai dién. Tuy nhién, diém khéc biét 1a AR-HIES khéng
¢6 cac bt thuong xwong, rang, mat nhu AD-HIES, thay vao d6 bénh nhan thuong
bi nhiém dai ding céc virus nhu HSV, HPV, VZV... va di (mg ning toan thén.
Thiéu hut DOCKS ciing din dén nhiéu bién chimg ty mién va ung thu do réi loan

diéu hoa mién dich man tinh [14].



1.2. TRIEU CHUNG LAM SANG

HIES la bénh 1y da hé co quan, véi biéu hién khong chi & hé mién dich ma
con & da, ho hip, xuong, ring, mach mau va doi khi hé than kinh [8].

Céc ton thuong trén da thuong xuat hién sém, ngay tir giai doan so sinh véi
nhitng d6m hdng phat ban diy mun mu hodc phat ban dang cham [8]. Tré c6 thé bj
cham eczema ning kéo dai, d& bdi nhidm tu cdu. Ap-xe da do tu cdu vang ti dién,
thudng goi 1 “4p-xe lanh” vi c6 mu nhung it ddu hiéu viém (khong do, khéng dau
nhiéu). Bénh nhan HIES ciing thudng bi nhiém ndm Candida & da va niém mac do
rbi loan mién dich t& bao T [10]. Péng chi y, & thé AR-HIES do DOCKS, bénh
nhén con bi cic nhiém tring virus da nghiém trong va dai ding nhu Herpes simplex,
Varicella zoster, Molluscum contagiosum va HPV, giy cic mun céc va ton thwong
dang u mém dé lay khé diéu tri [9].

Nhiém tring dudng hé hép tai dién 13 tridu ching phd bién. Bénh nhan
thwong bi viém phdi nhiéu 1an, hay gip do Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae hoic Haemophilus influenzae [10]. Pic biét, viém phdi do tu ciu &
bénh nhan mic HIES ciing c6 tinh “lanh” twong tw 4p-xe da, bénh nhén ¢6 ddm mu,
it s6t, it biéu hién viém toan than [6]. Qua trinh lanh phdi thuong bt thuong, din
dén hinh thanh bong khi (pneumatoceles) v gidn phé quan. Viém xoang va viém tai

gilta man tinh ciing thudng gip do nhiém tring tai dién [4].

Xuong khép va ring: Thé AD-HIES (do STAT3) thudng c6 bit thudng vé
phat trién xwong va moé lién két. Khoang 60-70% bénh nhan c6 ting do giin khép
va cot song cong veo (veo cdt sdng >10°). Xwong cé thé dé giy bat thuong —
khoang 65% bénh nhan bi giy xwong chi sau chén thwong nhe. Khoang 70% trudng
hop duoc ghi nhan ring sita khong rung ding tudi, din dén ton tai hai ham rang
(ring sita va rang vinh vién cing ton tai) [14]. Khuén mit bénh nhan AD-HIES c6
dic diém thé véi tran do, mili rong, cim nhé va khodng cach hai mét xa, nhiing nét
nay thuong rd din khi ¢én tudi day thi. Nhidu bénh nhan c6 thé gip tinh trang phinh
mach hodc gidn mach & dong mach c& trung binh, vi du phinh dong mach nio hodc
vanh, mdc da hiém giy bién chimg 1am sang nghiém trong [8]. Nguoc lai, & thé
AR-HIES do DOCKS va cic gen khac, khong thiy cac bit thudng xuong, ring va
mé lién két diic hiéu nhu trén [10].

Than kinh: Hau hét bénh nhan HIES khéng c6 ton thurong than kinh trung
wong true tiép do bénh, nhung & AD-HIES d6i khi ghi nhan céc bat thudng hinh
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anh hoc nhu di dang Arnold-Chiari type I (khoang 40% trudng hop) hodc cac diém
ting tin hiéu nho trén MRI ndo (75% trudng hop) [4]. Cac ton thuong nay thuong
khong gay triéu ching 16 va duoc phat hién tinh cd. Nguoc lai, bénh nhan AR HIES
c6 ty 1é bién chimg than kinh cao hon, chii yéu do nhiém tring hé than kinh. Su
thiéu hut DOCKS thudng dan dén nhiém virus than kinh co héi nhu viém mang
ndo, viém ndo do HSV, JC virus (gdy leukoencephalopathy da 6 tién trién — PML)
[9]. Ngoai ra c6 thé gip viém mach hé than kinh trung wong gy dot quy & thé AR
HIES (4). Mét s6 thé AR-HIES hiém (nhw do PGM3) con ghi nhin chidm phét trién
tri tué hodc triéu chimg thin kinh ngoai vi do anh hudng cua rdi loan chuyén hoa va
mién dich [1].

Tiéu héa: Biéu hién ¢ dudng tidu hoéa c6 thé gdp & ca hai thé bénh. Bénh
nhan STAT3-HIES (AD) d6i khi bi trdo nguoc da day-thyc quan va rdi loan nhu
dong thuc quan; hiém hon cé thé bi thing rudt tiw phat hodc mic cac thi thira & rudt.
Céc nhiém tring nam dudng tiéu héa ciing duoc ghi nhén, vi du viém thuc quan do
Candida, hojc viém rudt do ndm Histoplasma, Cryptococcus, Coccidioides... mic
du it gap [8]. O bénh nhan thiéu hut DOCKS, c6 thé thay tinh trang viém thuc quan
ting bach ciu 4i toan do co dia di (rng niing, nhiém tring dudng rudt do virus (rota,
entero...) hodc vi khuan dé tai dién [9].

Mién dich: Xét nghiém dic trung nhéit 13 IgE huyét thanh ting cao dot bién.
Néng do IgE & bénh nhan mic hdi chimg HIES thudng cao gip hang chuc lin gidi
han trén ciia ngudi binh thudng (thudng >2000 IU/mL) ¢6 trudng hop 1én dén hang
chuc nghin TU. Kém theo dé, bach ciu 4i toan ngoai vi ting cao & khoang >90%
bénh nhan [4]. Suy gidm mién dich & bénh nhan mic HIES cha yéu thudc nhinh
mién dich dong T va hang rao da-niém mac. O thé STAT3-HIES, do dét bién
STAT3 gy thiéu hut té bao Th17, bénh nhan giam sin xuit cytokine IL-17, IL
22... din dén d& nhiém nidm & da, niém mac. Nguoc lai, chirc nang thuc bao va bd
thé da phan binh thudng, nén cic ddu hiéu viém kinh dién (sbt, sung do) giam di —
gii thich cho hién tugng “ap-xe lanh” va “viém phoi lanh” ké trén [10].
1.3. VAI TRO CUA YEU TO DI TRUYEN TRONG CO CHE BENH SINH
CUA HIES
Theo phan loai m&i nhét cia Lién minh cc hiép hoi mién dich hoc Québc té
(International Union of Immunological Societies - IUIS), 11 khiém khuyét duoc
cong nhan 13 nguyén nhén di truyén cia HIES do d6t bién trén 10 gen DOCKS,




SPINKS, PGM3, ZNF341, IL6ST, IL6R, TGFBRI, TGFBR2 va CARDI11/14 gay ra
[15].

Hién nay céc nghién ciru tiép tuc diéu tra co sd di truyén cta hoi chimg
HIES, bao gbém ca vai tro tiém an cia cac dot bién gen méi nhw: PTPRC, RLTPR/
CARMIL2, STAT6, NHEJ, UNCI119, TLR3, JAK3, IL21R [13].

1.3.1. Gen PTPRC

PTPRC {.:';L\ql wilhout PTPRC

y ‘
1

{ |
| !
¢ 1 f L

It
)
o
A _. B )5~ ¢
\ T 1 e 1:_. . f
@ @ ‘ é o5 & 5 \LCK
e _ 4 0‘ \‘\ .
o a S y
- ATF AT
[ (TP !
%  2AF T
activalion C-lerming .
@-_;r.:g'!'uin', Y304 @‘:‘ﬁflﬁ P
signal l no signal

Hinh 1.2. Vai tro ciia PTPRC (CD45) trong hoat héa té bao T [16].

Gen PTPRC (Gene - Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type C) nam
trén nhiém séc thé 1 ving 1931-q32, ma hoa protein tyrosine phosphatase loai thu
thé C, thuong goi 12 CD45 [16]. CD45 1a mot enzyme xuyén mang thudc ho
phosphatase tyrosine [17], hién dién trén tit ci té biao mau c6 nhan (dic biét 1a
lympho bao) va giir vai tro didu hoa hoat héa, biét hoa té bao T, B ciing nhu nhiéu
té bao mién dich khéc [18]. CD45 hoat déng nhuw mdt phosphatase ctia JAK kinases,
qua d6 kiém soat qua trinh chuyén 16p khéang thé IgE do I1-4 kich thich & té bao B
[19]. Co ché bénh sinh c6 thé lién quan dén viéc suy giam mot phan hoat tinh cia
CD45, dén ti réi loan diéu hoa tin hiéu 1L-4/IL-13, hau qua la lam tang san xuit
IgE. Thue té, cac nghién ciru in vitro d cho thiy ring tinh trang thiéu hut CD45
lam gia tang sy chuyén lop IgE & té bao B thong qua viéc giam kha nang khu
phosphoryl protein JAK, tir d6 khuéch dai tin hiéu TL-4 [20]. Dot bién mét chire
nang ddng hop tr & PTPRC gy thiéu hut CD45 tram trong, din dén suy giam mién
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dich két hop thé ning (SCID) kiéu T—, B+ (thiéu té bao T nhung ¢6 té bao B) vdi
biéu hién nhiém tring nghiém trong khoi phat tir sém. Mic dii bénh nhin mic
SCID thuong tir vong sém nén khong biéu hién diy du cdc triéu chimg cia héi
chirg ting IgE (HIES), nhung nhitng bing chiing hién c6 cho thdy gen PTPRC ¢6
vai trd gian tiép trong viée didu hoa ndng do IgE va co dia dj g thong qua kiém
sodt con duong tin. hidu cua cic cytokine [21]. Bénh nhan SCID do thiéu CD45
thudng ¢ chi s& globulin IgG, IgA gidm manh va ting IgM do khiém khuyét
chuyén 16p khang thé [20]. Tinh trang ndy gy nhiém tring ning tir sém, dic biét
bénh nhan d& nhiém nim va virus, trong tr cac biéu hién nhiém tring ning trong
héi chimg HIES [20]. Mét sé nghién citu cho thiy cac bién thé di hop tir gay suy
giam chire niing cia protein PTPRC c6 thé lién quan dén sy gia ting nong d IgE va
lam ting nguy co méic cic bénh 1y di tmg. M6t vi du cu thé 1a trudng hop bénh nhi 6
tudi méc viém da co dia mirc d6 ning v6i ndng dé IgE huyét thanh rit cao (>10.000
[U/mL). Bénh nhi ndy dugc phéat hién mang bién thé di hop tir ciia gen PTPRC,
cling v6i céc bién thé & nhimg gen khac nhu FLG, ZAP70 va LYST [22]. Mic du
khéng cé bién thé don 1é nao co thé giai thich diy du bénh canh 14m sang, cac tac
gia dé xuit ring su két hop ciia nhiéu bién thé di truyén, trong d6 bao gdbm ca bién
thé & gen PTPRC, di gbp phan hinh thanh kiéu hinh hoi chimg HIES & bénh nhan
ndy [23]. Dén nay, céc trudmg hop thiéu hut CD45 dugc ghi nhan trén ngudi van rit
hiém gdp. Dot bién diu tién dwoc mo ta 1a mot dot bién mét doan trén gen PTPRC,
gAy mét hoan toan biéu hién CD45, dugc phat hién & mét bénh nhi mic SCID [21].
Mot trudng hop khac da ghi nhin dét bién dang thay thé nucleotide don (c.77C>G),
gay ra su thay d6i tai viing hoat dong clia protein CD45, lam mét chirc niing enzyme
ctia phén tir nay [20].

1.3.2. Gen NHEJI

NHEJI (Non-homologous end joining factor 1) nim trén nhiém séic thé 2q35,
mi hoa protein XLF/Cernunnos — mét yéu t6 quan trong trong qua trinh stra chita
DNA theo co ché ndi ddu khong tuong dong [24]. NHEJI cb vai trd két ndi cac
manh DNA hai s¢i bi dit gily, diic biét quan trong trong viée téi t6 hop V(D)J & té
bao lympho. Trong giai doan phét trién clia té bao T va B, enzyme RAG tao ra céc
diém dit gdy DNA hai sgi & gen thu thé t& bao T va gen khang thé. Sau d6, hé
théng NHEJ, bao gém cic protein nhu Ku70/80, DNA-PKcs, Artemis, Ligase IV,
XRCC4, va XLF, s& thyc hién ndi lai cic ddu DNA ndy dé tao thanh cac thu thé
chirc nang [25]. Protein XLF (do NHEJI md héa) tuong tac vo1 XRCC4 va DNA
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Ligase IV, gitip 6n dinh va ting cudng hidu qua cua qua trinh n6i DNA. Néu thiéu
XLF, t& bao s& gap kho khan trong viéc ndi cic doan DNA V(D)J, din dén khong
thé tao ra céc thy thé TCR/BCR. Bén canh d6, XLF con tham gia stra chita cdc dit
gdy DNA do cac tic nhén ly hoa (nhu buc xa), gitip bao vé té bao khoi ton thuong
gen [24]. Bot bién & NHEJI giy ra héi chitng Cernunnos deficiency, mét dang cia
SCID két hop v6i nhay cam phong xa (RS-SCID). Bénh nhén thuong biéu hién suy
giam mién dich ning twong ty nhu SCID (méit té bao T va B) kém theo cic bat
thudng nhu cham phat tridn, diu nhé va di dang mit nhe. Vé mién dich, cac bénh
nhin méc héi chimg Cernunnos thudng cé sy giam st nghiém trong té bao T va B
(kiéu hinh T~ B~ NK* SCID), din dén nhiém tring co hdi tir sém [24]. Cac té bao
ctia bénh nhan man cam véi tia X (do khoé khan trong viée stra chita céc dat gy
DNA) va hiu nhu khéng thé tao ra dong té bao T, B chitc ning (do khong thé téi
sép xép TCR/BCR). Chinh vi kiéu hinh suy giam mi&n dich ning nay, nhiéu bé¢nh
nhén c6 thé tir vong tir khi con rit nho néu khong duoc ghép tiy kip thoi [25]. Trén
lam sang, SCID do dot bién NHEJI c6 thé c6 mot sb diém twong dong véi HIES &
giai doan sém nhu bénh nhén gdp tinh trang viém da dai dang tir so sinh, nhiém
nidm Candida & da va niém mac, tiéu chay kéo dai va viém phdi do Preumocystis,
céc triéu chirng ciling xuét hién trong giai doan sém cia HIES [26]. Tuy nhién, mitc
IgE trong hau hét céc trudng hop SCID do NHEJI thuong khong cao. Ngugce lai,
ndng d6 céc globulin mién dich déu rét thip do thiéu té bao T trg gitp, d6i khi ham
lugng IgM c6 thé ting trong dbi néu c6 té bao B [27].

Mot s béo c4o ghi nhan IgE ting nhe & mét s6 bénh nhan SCID do dot bién
NHEJI (vi du, bénh nhan P2 trong nghién ctru ciia Rocio va cong sy c6 mic IgE
khoang 150 TU/mL, cao hon mtc binh thudng nhe), co thé 1a do hién twong viém da
kéo dai kich thich san xuét IgE. Nhin chung, NHEJI khong phai la mét gen gay
HIES dién hinh, nhung cin phan biét SCID do NHEJI v&i thé HIES khéi phét som
va nang. O tré so sinh mic cham ning, nhiém tring da va phdi tai dién kém theo
ting IgE, xét nghiém té bao T-B-NK c6 thé gitip phéin bigt: SCID NHEJI s& ¢
giam ndng d¢ té bao T va B, trong khi HIES do STAT3/DOCKS thuong van c6
ndng dd té bao lympho & mirc gin binh thuong [24]. Nam 2019 di c6 céo vé hai
bénh nhan mang ciing mdt dot bién nonsense dong hop tir (c.1696C>T, p.Arg565) &
NHEJI, nhung biéu hién 14m sang ciia ho khac biét déng ké: mot truomg hop 14
SCID dién hinh khéi phat tir thang tudi thir 1, trong khi truong hgp con lai chi biéu
hién giam tiéu cdu va thiéu méu trong tim ndm dAu doi [28]. Ca hai bénh nhan déu
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c6 bang chimg vé khiém khuyét trong sira chira DNA va giam bach cau lympho,
khing dinh tinh da dang ctia kiéu hinh dot bién NHEJI [24]. Mot nghién ctru khac
chi ra rang thiéu XLF (do NHEJI ma hoa) anh huéng dén qua trinh chuyén 16p
khang thé IgCSR: té bao B thiéu XLF din dén giam kha nang b sung nucleotide &
doan nbi V(D)J va gip khé khin trong viéc ndi ciac doan DNA trong qud trinh
chuyén 16p khang thé. Hé qua 13 c6 thé xuat hién rbi loan nhe nong do khang thé,
nhung trén 14m sang, tinh trang nay thuong bi che lap boi suy giam mién dich
nghiém trong hon [29].

1.3.3. Gen UNCI119
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Hinh 1.3. Vai tro cua UNC119 trong dinh vi Lck [30)].

Gen UNCI19 (Uncoordinated-119) nam trén nhiém sac thé 17q11.2 ma héa
protein UNC119, mét loai chaperone gin lipid ¢ mit trong (€ bao T va cic mé than
kinh [30]. Trong hé mién dich, UNC119 dong vai trd 13 protein thich ung cho
kinase Lck, mét loai tyrosine kinase chii yéu tham gia vao qué trinh truyén tin hiéu
TCR trong t& bao T. Cu thé, UNC119 gin voi dudi acylated cia Lck, hd trg véan
chuyén Lck t6i mang té bao va gén vao vi tri gan TCR. Tai day, Lck duge kich hoat
dé bat dong tin hiéu tr TCR. Khi TCR tiép xtc véi khang nguyén, UNC119 giup
dinh vi Lck tai vi tri chinh xac. Lck sau do tu hoat hoa (thong qua viéc loai bo nhom
phosphoryl Tyr505 trc ché) va phosphoryl héa chudi CD3, tao ra tin hiéu kich hoat
té bao T. UNC119 14 yéu t6 cén thiét cho hoat dong hiéu qua cia té bao T CD4",
dac biét trong qua trinh hoat héa va tang sinh dap Gng voi kich thich khang nguyén.
Ngoai ra, UNC119 con biéu hién trong té bao than kinh [30].
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Dot bién & gen UNCI19 ¢6 lién quan dén héi ching suy giam mién dich
hiém goi la Immunodeficiency 13 (ID13) hay Idiopathic CD4 lymphopenia (ICL)
[31]. Hoi chimg nay duoc dic trung béi su suy giam lién tuc sé lugng té bao T
CD4+ (<300 té bao/uL) ma khong do cac bénh co hoi hodc nguyén nhan thir phat
nao. Ca bénh diu tién duoe Gorska va cong su (2012) mé ta 1a mot phu nir 32 tudi
c6 tién str nhiém tring ti dién bao gdm viém xoang, viém phéi do vi khuén, zona
tai phat, nAm da va viém phéi nhidu dot, kém theo CD4 giam con <300 té bao/uL,
céc kiéu hinh nay twong tr HIES [31]. Xét nghiém di truyén phat hién bénh nhén
mang d6t bién di hop tir sai nghia ¢.65T>G (p.Val22Gly) & gen UNC119. Dot bién
nay tao ra protein UNC119 bét thuong, khién Lck bi giit lai trong ndi bao va giam
déng ké hoat tinh kinase. Hiu qua 1a qua trinh truyén tin hiéu TCR bi suy giam
nghiém trong, din dén giam phosphoryl héa ZAP70, giam biéu hién cdc phén tir
hoat héa nhu CD25, CD69 va giam san xuét [L-2, tir &6 1am suy yéu kha ning hoat
héa va ting sinh cia té bao T CD4+. Sy suy giam tin hi¢u TCR nay giy mét cin
bang dap trng mién dich, voi sy gidm rd rét cic dép tmg Thl va Th17 (giam sén
xuat [FN-y va IL-17), trong khi dép tmg Th2 lai ting twong dbi (tang IL-4, IL-5).
Trang thdi mét cin bing nay, két hop véi tinh trang nhiém tring da-niém mac kéo
dai do suy giam mién dich, tao diéu kién thudn lgi cho phan trng Th2 chiém uu thé
va thiic ddy qua trinh chuyén 16p khang thé sang IgE & té bao B. Do d6, mic du
UNC119 khéng truc tiép diéu hoa tong hop IgE, nhung su suy gidm chirc ning ciia
gen nay c6 thé din dén ting IgE thir phét, chii yéu thong qua co ché mit kiém soat
mién dich té bao T va wu thé héa dap g Th2. Diéu nay giai thich vi sao bénh nhéan
mang d6t bién UNC119 thudng c6 biéu hién ting nhe ndng d6 IgE, viém da man
tinh va nhiém ndm tai phat, do khong dat mirc ting IgE dién hinh nhu hoi chimg
HIES do d6t bién STAT3 hodc DOCKS. Vai trd gian tiép nhung quan trong clia
UNC119 trong co ché bénh sinh ting IgE cho thiy ddy 1a mét yéu t6 di truyén cin
duge luu ¥ khi tiép cdn chin dodn cic truong hop suy giam mién dich két hop véi
ting IgE khong ré nguyén nhén [32].

1.3.4. Gen IL2IR

Gen IL21R nam trén nhidm sic thé 16p12.1 va ma héa thu thé Interleukin-21
(IL-21R) [33]. Thu thé IL-21 gém hai chudi: chudi o dic hi¢u (IL-21Ra) duge ma
hoa béi IL21R va chudi yc do /L2RG ma héa. yc ndy cling 14 mot thinh phan quan
trong trong cac thu thé IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 va IL-15 [34]. Khi thu thé IL-21 dugc
tiét ra chtl yéu béi té bao T tro gitip va té bao NK, gin vao IL-21R, phirc hop nay s&
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kich hoat c@ip kinase JAK1-JAK3. Qua trinh ndy din dén phosphoryl hoa va hoat
héa cac yéu t6 tin hiéu ndi bao STATI, STAT3 va STATS, tir d6 diéu phdi nhiéu
chirc néing mién dich quan trong [33].
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Hinh 1.4. Mé hinh hoat dong cua IL2IR [35].

Vai tro ctia JL-21R trong hé mién dich rét da dang. Thy thé nay cé chirc ning
thiic day su phét trién va hoat héa té bao B, kich thich sinh twong bao dé san xuat
khang thé. Ngoai ra, IL-21R con gitp ting cudng chirc ning cia té bao T _FH, hd
tro qua trinh tuong tac gitra té bao T va B, tir d6 tdi wu hoéa dap timg mién dich dich
thé. Pbi voi mién dich té bao, IL-21R déng vai tro tang cudong dde tinh ciia té bao
NK va CD8", déng thoi hd trg mét phin cho su biét héa té bao Th17. Dic biét, IL-
21R trén té bao B c6 chuc ning hd trg chuyén 16p khing thé tir IgM sang IgG va
IgA, gitip tao ra mot hé mién dich thich nghi hiéu qua. Khi thiéu IL-21R, du sb
lwgng té bao B vAn binh thudng, nhung kha nang dép img khang thé bi suy giam
nghiém trong, ddn dén tinh trang suy giam mién dich dich thé [36].

Dot bién & IL21R di duge xac dinh 13 nguyén nhan gay ra mt thé suy giam
mién dich két hop, duge phén loai 1a ID56 [35]. Bénh nhan mang dot bién nay co
cac kiéu hinh thuong thiy trong HIES nhu nhiém tring nang tr som, tiéu chay man
tinh do ky sinh trung Cryptosporidium, viém duong mat xo hoa va suy gan, bénh
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nhan con c6 nhiém tring da va phéi tai phat do tu cdu va nhiém ndm Candida.
Piém nbi bat trong xét nghiém caa bénh nhan thiéu IL-21R 14 mic IgE huyét thanh
ting rat cao, trong khi IgG va IgA bi suy giam nghiém trong [36]. Mot nghién ciru
duge thuc hi v& hai anh em rudt bi thiéu IL-21R c¢6 mic IgE lan lwot 13 ~2000
IU/mL va ~24.425 1U/mL, trong khi ndng d6 IgG trong huyét thanh luén dudi 800
mg/dL. Su mét cin bing globulin mién dich nay twong ty nhu HIES: him lwong
IgE ting vot, cic 16p khang thé bao vé khac lai suy giam. Co ché din dén tinh trang
ndy 1a do thiéu tin hiéu IL-21, khién té bao B khéng thé biét héa thanh twong bao
san xuit IgG va IgA. Pdng thoi, té bao T H2 va T_FH ¢6 xu huéng tiét nhidu IL-4
hon, vi trong diéu kién binh thudng, IL-21 déng vai trd wc ché ddp img Th2. Khi
IL-21 bj thiéu, tin hiéu IL-4 tr& nén chiém uu thé, din dén chuyén 16p khéng thé uvu
tién sang IgE [35). Bén canh d6, thiéu hut IL-21R ¢on lam giam su biét hda cua té
bao Th17, do TL-21 1a mét yéu t6 hd trg cho qua trinh ndy. Hau qua 1a bénh nhan d&
nhiém ném, twong ty nhu bénh nhin méic HIES do d6t bién STAT3. Nghién ciru cia
Kotlarz va cdng sy ciing cho thfiy cdc bénh nhan bi thiéu IL-21R déu nhidm
Candida va Prneumocystis jirovecii tir rat sém [36]. Téng hop nhing yéu t6 trén, ¢
thé thiy ring 7L2/R 12 mot trong nhitng gen lién quan chat ch& dén co ché bénh sinh
cua HIES.

M&i lién hé gitra ZL2IR va HIES dugc phat hién vao nam 2013, khi Kotlarz
va cong su bdo céo vé hai gia dinh c6 nhiéu tré tir vong do tiéu chay man tinh va
nhiém tring, sau dé dwoc xic dinh 1a do dot bién IL2IR [36]. Tit ca cic bénh nhi
niy déu c6 ndng do IgE cao bat thuwdng, véi triéu chirng 14m sang twong tr HIES,
nhung xét nghiém di truyén khéng phét hién dot bién STAT3 va DOCKS. Giai trinh
tir toan bo gen di xac dinh médi gia dinh mang mét dot bién ddng hop tir khéc nhau
& IL2IR. Gia dinh A mang ddt bién p.Arg201Leu & domain ngoai mang, con gia
dinh B mang d6t bién mét doan 6 nucleotide & exon 1 [33]. Thir nghiém chirc ning
trén bién thé Arg201Leu cho thiy thu thé IL-21 khéng van chuyén dwoc 1én bé miit
té bao, din dén mat kha nang gin v&i IL-21 va mét hoat héa STAT1/3/5. Hau qua 1a
té bao B khong thé biét hoa thanh twong bao, té bao T CD8* /NK giam chirc ning
tiéu diét, va té bao T CD4* giam tiét cytokine Th17 [35]. Nim 2018, Avery va
cong su tim thdy mét s6 dot bién mét chic ning trong gen JL27 (ma héa cytokine
IL-21) & bénh nhéan c6 nong d¢ IgE ting cao va nhiém tring tai dién, cang nhin
manh vai trd quan trong cia IL-21 trong viée kiém sodt ndng do IgE [36].
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1.4. GIAI TRINH TU TOAN BQ VUNG GEN MA HOA (WES)
1.4.1. Téng quan vé WES

WES la mdt phuong phap giai trinh tu chuyén biét, tap trung vao phan tich
c4c ving ma hoa protein trong bd gen, hay con goi la exome. Méc du chi chiém
khoang 1-2% téng bd gen, exome chira phan 16n céc bién thé di truyén gy bénh,
khién WES tré thanh c6ng cu quan trong trong nghién ciru cac bénh di truyén va
ung thu. Phuong phép nay cho phép phat hién cac bién thé di truyén nhu da hinh
nucleotide (single nucleotide variant - SNV), chén, x6a, va bién thé sb lwgng ban
sao (copy number variation - CNV) trong cac gen ma héa protein [37]. So véi gidi
trinh tu toan bd hé gen (whole genome sequencing - WGS), WES tiét kiém chi phi
hon, dic biét phu hop cho cac nghién ctu tap trung vao cac bénh hiém gip, nghién
ctru ung thu, hodc nghién ctru di truyén quéan thé [38].

Quy trinh WES bao gdm hai giai doan chinh: lam gidu cac ving exon va giai
trinh t. Quy trinh WES thudng bit dAu bing viéc tich chiét DNA va sir dung cic
doan mdi hoiic probe dé bét cic exon cia khoang 20.000 gen ngudi hodc khuéch dai
muc tiéu sir dung cdc bo kit thuong mai tir cac hiang nhu NimbleGen, Agilent,
[1lumina, Twist, va IDT. Sau khi lam giau, cidc vung muc ti€u nay dugc giai trinh tu
bing céc nén tang NGS, chi yéu 1a Illumina, dé tao ra dit liéu c¢6 d6 phan gidi cao
[39]. V& mit phén tich, WES sir dung cac phuong phép tin sinh hoc twong tur nhu
WGS, vi exome 1a mot phin ctia by gen. Quy trinh phén tich bao gdm cin chinh cac
lAn doc vao bd gen tham chiéu, goi tén cac bién thé va giai thich y nghia ctia chiing
trong bdi canh 1am sang hodc nghién ctru [40]. Nho tap trung vao cac ving gen ma
héa, WES tao ra lwong dit liéu nhé hon so véi WGS, gitp gidgm thiéu nhu cu vé
lwu trit va phén tich, trong khi van dat dugc do chinh xdc cao trong viéc phat hién
c4c bién thé lién quan dén bénh. So véi giai trinh tw Sanger truyén thdng vén chi
doc mot doan DNA ngén mdi 1an, WES ¢ do phui rong va thong hugng cao hon nhiéu
1An do c6 thé khao sat ddng thoi hang nghin gen [38].

So véi gidi trinh tu toan by hé gen (WGS), WES chi giai trinh tu khoang tir
1-2% vit liéu di truyén, Do d6, WES tao ra lugng dir liéu it hon va chi phi thép hon
WGS, nhung bo s6t cac bién thé ndm ngoai ving ma héa. WGS gidi trinh tu toan bg
DNA (bao gdm ca intron va ving diéu hoa), cho phép phat hién cdc bién thé ma
WES ¢6 thé bo qua, vi du nhu dot bién vung khong ma hoéa hodc bién thé ciu triic
16m [41]. Nguoc lai, viéc didn giai y nghia cuia bién thé ndm ngoai exon hién vin
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khé khin va tén kém hon, nén trong thuc té cic phong thi nghiém thuong uu tién
WES truge dé tim bién thé & ving ma héa [39].

1.4.2. Ung dung ciia WES trong chin do4n cic bénh di truyén

WES 1a mét cong cu quan trong phuc vu cho cac cic nghién clu tap trung
vio céc bénh hiém giip, ung thu, hodic nghién ctru di truyén hoc. Nho kha ndng khao
sat ddng thdi hiang nghin gen mi héa, WES dic biét hitu ich cho nhitng bénh hién
nay chua rd nguyén nhén gy bénh. Nhiéu nghién ctru d3 chi ra ring WES gitip ting
ty 1é chin doan so v6i phuong phap truyén thong. Ching han, mét nghién ctru trén
>2000 bénh nhan nghi ngd bénh di truyén cho thiy WES x4c dinh duge nguyén
nhan phan tir & ~25% truong hop, trong d6 ~58% dot bién duoc tim ra 13 d6t bién
méi chua timg ghi nhén truée dé [38]. Ty 1& chin doan nhey WES c6 thé dao dong
trong khoang 30-50% tiy nhém bénh va tiéu chi lya chon bénh nhan. Dic biét ¢
nhém bénh nhi va céc réi loan phat trién hiém gip, WES cho ty 1¢ tim ra bién thé
gy bénh kha cao (thuong 1/3 dén 1/2 sb trudmg hop) [42]. Nhé WES, nhiéu gen 1a
nguyén nhin gy bénh méi da duoc phat hién trong thap ky qua, giip mo rong hiéu
biét v& co ché bénh hoc di truyén. WES da gop phan xac dinh hang loat gen mdi
lién quan dén cac bénh hiém nhu céc r6i loan phat trién than kinh, bénh chuyén hoa
bim sinh, loan san xwong, v.v [43]. Piéu nay ching t6 WES mang lai lgi thé vuot
trdi so voi céch tiép cén chan dodn truyén thong (xét nghiém ting gen don 1¢), cho
phép chdn doan nhanh hon va toan dién hon déi véi bénh nhan nghi ngd bénh di
truyén. Ngoai ra, WES ciling dugc tmg dung trong cac linh vuc khac nhu nghién ctru
ung thu di truyén, sang loc truge sinh, va nghién ciru da dang di truyén quan thé,
tuy nhién vai trd ndi bat nhét vin 14 trong chin doan céc bénh Ii don gen hiém [42].

Mot truong hop bénh nhin méc HIES duoc xc dinh théng qua WES da duge béo
cdo, cong bd nay cho thdy sy thay doi trong cac con dudng tin hiéu mién dich, dic
biét la sy suy gidm trong tin hiéu IL-6 va hoat dong cia STAT3. Phén tich sinh hoc
cho thiy su thay dbi trong céc con dudng tin hi¢u IL-6 va STAT3, anh hudng dén
su phat trién ciia té bao Th17 va kha ning dép Gng mién dich [44].
1.5. TINH HINH CUU TREN THE GIOI VA G VIET NAM
Hoi chimg HIES thudng giy 4p xe do tu ciu tai phat & da, phéi, khép va noi
tang. Bénh nhan cling co thé bi nhiém tring xoang-phéi, thoat vi phdi va viém da
ting bach ciu i toan c6 ngda dit doi. Nhiéu di tat bam sinh dugc quan sat thiy &
nhitng ngudi méic HIES bao gdm bénh dinh khép so, tinh trang cac khdp xuong so
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két dinh som va di tat Arnold Chiari loai 1. Cac bat thudng vé co xuwong duoc quan
sat bao gdm tinh trang khép bi dudi qua mic, chimg veo cot séng va chimg loing
xuong duge bdo cdo & ~50% bénh nhin. Khoang 70% tré mic hdi ching HIES
cham thay ring sita. Bién chimng phinh déng mach & ving mach vanh, ndo va dong
mach chu, bét thudmg bam sinh & dong mach vanh cling dugc ghi nhan [45].

Mic du hgi chimg HIES hiém giip, trén thé gidi di co bao cdo vé cac kiéu di
truyén bao gbm cac kiéu gen troi, lin trén nhiém sic thé thiong lién quan dén HIES
[46]. Trudng hop HIES dugce béo cdo diu tién duge trinh bay béi David va cong sur
vé hai bénh nhin c6 biéu hién nhidm tring phdi tai phat, cham va dp xe trén da.
Nhiing 6 4p xe ndy rat dic biét vi ching khong ¢ céc dau hiéu viém dién hinh nhu
do, dau va nong nén duge goi 14 4p xe “lanh”. Vao thai diém do, khong cé méi lién
hé ndo gitra cic triéu chimg nay va ndng d¢ IgE ting cao, vi globulin mién dich van
chua duge phét hién [45]. Béo cao trirong hop tiép theo ciia Buckley va cong su.,
Hill va cdng su [46] va Grimbacher va cong su da xdc dinh thém céc biéu hién cuia
HIES nhu cic bién dang trén khudn mit, nong d6 IgE huyét thanh cao rd rét va cac

bat thudng vé rang va mé lién két [47].

Thong tin nghién ciru vé HIES & Viét Nam van kha han ché va it duoc cong
bd so véi cac nghién ctru vé cac bénh Iy phd bién khac. Mot s nghién ctru hoic béo
cdo vé ca bénh dic biét dugc thyc hién tai cic bénh vién 16n va vién nghién ctru y
khoa & Viét Nam. Nim 2025, nhém tac gia Viét Nam d3 m6 ta hai ca bénh nhi méc
hoi chirng HIES véi dot bién gen STAT3 va DOCKS, dai dién cho hai thé di truyén
troi va lin clia bénh. Viée phén tich dic diém 1am sang va di truyén giup lam 13 su
khic biét trong biéu hién bénh va cach tiép can chin doan gita hai thé nay. Nghién
clru cling nhé4n manh vai trd quan trong cua xét nghiém di truyén, ddc biét 1a giai
trinh tur gen, trong viéc chan doan chinh xac HIES & tré em [48].
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Chwong 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

Nghién ctru dugc tién hanh véi sy tham gia cua bénh nhan mic hoi chiimg
HIES cung céac thanh vién trong gia dinh bénh nhan tai Bénh vién Nhi Trung vong.
Tht ca cac dbi tugng tham gia nghién ciru d3 duoc cung cip ddy du théng tin vé
muc dich, quy trinh nghién ciru va cc quyén lgi ciing nhu nghia vu cia ho. Nghién
ctru da duge HOi déng dao duc trong nghién ciru Y sinh Vién Nghién ciru hé gen
thong qua Quyét dinh Y dire sé6 02-2024/NCHG-HPPP ngay 18/1/2024 va nhén
duge sy ddng thudn tir gia dinh bénh nhan. Tt ca cac thong tin lién quan dén bénh
nhan va qua trinh nghién ctru déu duoc bao mat tuyét dbi, dam bao quyén loi va su

riéng t cta cac ddi twong tham gia.
2.2. HOA CHAT VA TRANG THIET BI

Cac hoa chit chinh duge sit dung trong nghién ctru bao gdm: QIAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN, Bic) dé tich chiét DNA tir miu mau, bd Agilent SureSelect
Target Enrichment Kit (Agilent, M¥) dung d¢é tao thu vién cho viéc giai trinh tu gen
thé hé mdi, Tag DNA polymerase (Thermo Fisher ScientificTM), dNTP 10X mix
(Thermo Fisher ScientificTM), marker DNA 1 kb va Marker DNA 100 bp (Thermo
Fisher ScientificTM), agarose (Merk, M¥)...

V& thiét bi, nghién ctru sir dung céc cong cu nhu mdy giai trinh tu gen thé hé
maéi NextSeq 500 (Illumina, My), may giai trinh tr ABI3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, M¥), may ly tim Eppendorf (Piic), hé thong soi gel va
chup anh DigiDoc-It® Imaging System (Ultra-violet production, M¥y), may PCR
(Eppendorf, Piic), may do huynh quang Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific, M¥), va can k¥ thuat Ohaus (M¥).

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

Dé thue hién cac muc tiéu nghién ciru, nghién ctru nay duge tién hanh theo
so @6 nhu Hinh 2.1. DNA tdng s6 cua cac dbi tugng tham gia nghién ctru duoc tich
chiét bing kit QTAGEN. Trong s cac gia dinh tham gia, 04 bénh nhan c6 biéu hién
dic trung cta hoi chimg HIES d3 duoc chon dé giai trinh tu toan bd ving gen ma
héa. Dit liéu giai trinh ty cia cac bénh nhan nay dugc phan tich dé tim kiém céc
bién thé, tir 46 ddnh gid anh hudng cla cac bién thé tim dugc dbi véi kha ning gay
bénh va mdi lién quan véi mirc &6 min cam cia bénh nhan dbi véi hoi chung HIES.
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Giai trinh tw ving gen ma hoa

Phan tich va sang loc bién thé

!

Kiém tra bang gidi trinh tw Sanger

!

Kiém tra bién thé trén mau thanh
vién gia dinh bénh nhdn

P ey

|

Hinh 2.1. So d6 cdc bwdéce nghién cibu.
2.3.1. Giai trinh ty toan b¢ vung gen mi héa

2.3.1.1. Tdch chiét DNA téng so

Bén gia dinh ¢6 bénh nhén méc hoi ching HIES da dugc thu thiap mau mau
tinh mach véi thé tich 2 ml tir mdi déi twong. Cac mau mau nay duge hwu trit trong
dng chira chit chbng dong EDTA (1,5 mg/ml) va bao quan & nhiét d§ -20°C dé dam

bao chét lwgng cho céc phan tich sau.

Trong nghién ciru nay, DNA tong sb tir cic bénh nhan méic HIES tham gia
duge tach chiét bang b kit QlAamp DNA Mini Kit ctia hing QIAGEN. Quy trinh
tach chiét duoc thuc hién qua cac bude chinh nhu sau: Péu tién, 20 ul proteinase K
(20 mg/ml) dugc thém vao mdi dng Eppendorf, sau d6 bo sung 200 pl miu méu va
200 pl AL buffer. Hn hop duogc trén déu bang may vortex trong 15 gidy, sau do
& nhiét do 56°C trong 20 phit. Tiép theo, thém 200 pl ethanol 100% vao hdn hop
va tron déu trude khi chuyén 18n cot tich chiét va 1i tam véi tbe do 8000 rpm trong
1 phut. Cot duge chuyén sang dng mai, bo sung 500 pl AW1, li tam tiép v6i toc do
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8000 rpm trong 1 phit. Sau d6, cot dwoc chuyén vao dng thu méi, bd sung 500 pl
AW2, va li tim & toc d6 12000 rpm trong 3 phit. Sau khi loai bo dich qua cot, tiép
tuc li tim & téc do 12000 rpm trong 1 phut dé 1am khé cot. Cudi cing, cot duge
chuyén sang 6ng Eppendorf méi va b sung 200 pl AE, 1 & nhiét do phong trong 2
phut rdi li tim v6i tée d6 8000 rpm trong 1 phit dé thu dugc DNA. DNA tdng sb
thu duge duge kiém tra chat lugng bing cach dién di trén gel agarose 0,8% va do
quang phéo dé xac dinh néng do cling nhu d6 tinh sach, sau d6 bao quan & nhiét dé -20°C.

2.3.1.2. Tao thw viéen DNA

Thu vién DNA duoc tao ra bing bo kit Agilent SureSelect Target
Enrichment. Qua trinh chudn bi thu vién bao gdm cac buée chinh nhu sau: (1) phan
manh DNA thanh cdc doan ¢6 kich thudc phit hop véi yéu cau cia thiét bi giai trinh
tu; (ii) gdn céc oligonucleotide can thiét cho qua trinh giai trinh tw, bao gdm index
dé phan biét cac mau DNA khéc nhau va adapter dé ndi cic doan DNA vao bé mit
cua floweell; (iii) khuéch dai céc ving mé héa; (iv) kiém tra chét lugng cuia thu vién
DNA bing may 2100 Bioanalyzer truéc khi tién hanh giai trinh tu.

Chit lrong clia thu vién DNA dugc dénh gia dya trén hai yéu t6 chinh: su
phan b6 kich thudc ciia cac doan DNA va ndng do thu vién. Trong nghién ciru nay,
DNA dugc phan manh bing phwong phép vat 1y (siéu 4m) véi su hd trg cta thiét bi
Covaris (Covaris, Woburn, MA), nhdm thu duoc cdc doan DNA cé kich thudc
trong khoang 100 — 5000 bp. Ddi véi cac doan DNA dai hon, thiét bj Covaris g-
TUBE dugc su dung dé thu duogc cac doan trong pham vi 6-20 Kb, cin thiét cho
viéc tao thu vién mate-pair. Mot yéu td quan trong anh hudng dén chét luong giai
trinh tu la n(‘?ong d6 thu vién DNA. Nong do cia thu vién phai duge xéc dinh bﬁng
phuong phép do huynh quang danh cho DNA sgi kép (dsDNA). Pong thoi, céc
phuong phap quang phd nhu NanoDrop hay UV khéng duoc khuyén céo sir dung vi
chiing c6 thé do 13n cac tap chit nhu RNA, protein, giy sai léch két qua. Cac hé
théng giai trinh ty NGS khuyén nghi st dung Qubit® Fluorometer (Life
Technologies) va Quantus™ Fluorometer (Promega Corporation) dé do ndéng do
DNA sgi kép.

2.3.1.3. Gidi trinh tw bang Illumina NextSeq 500

San pham thw vién DNA dat chat luong s& duoc giai trinh tu bang hé théng
Illumina NextSeq 500, mét thiét bi giai trinh tw DNA thé hé méi sir dung cong nghé
sequencing by synthesis (SBS). Trong qué trinh nay, DNA polymerase tong hop
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DNA méi bing cach sir dung cac dNTP gén vao dau 3’ cta chudi DNA dang tong
hop theo nguyén tic bo sung. Tuy nhién, khic véi phwrong phip Sanger, gidi trinh tur
thé hé méi cho phép gidi trinh tr hang nghin doan DNA khéc nhau déng thdi, gitp
tiét kiém thoi gian va cung cp luong dir liéu dau ra 16n hon rat nhiéu so véi
phuong phap cii. Qué trinh gidi trinh tu nay bao gdm hai buéc chinh: tao cum va
giai trinh tw. Trong budc tao cum, mdi sgi DNA s& gﬁn vao bé mit cua flowcell
béng céac adapter, sau do dugc khuéch dai dé tao thanh nhiéu ban sao cta soi DNA
d6, tao thanh cac cum DNA giéng hét nhau. Qud trinh giéi trinh ty dién ra khi céc
dNTP mang tin hiéu huynh quang twong g véi 4 loai nucleotide dugc sir dung dé
téng hop chudi DNA. Tin hiéu huynh quang tir mi nucleotide s& duoc ghi lai trong
qué trinh tdng hop, gitp xdc dinh trinh tu cia doan DNA theo nguyén tic bo sung
trén soi DNA khuon,

2.3.2. Phén tich va sang loc bién thé
2.3.2.1. Phén tich va chi gidi bién thé

Qua trinh phan tich va sang loc cdc bién thé dugc thyc hién bing cic phan
mém va cdng cu tin sinh hoc chuyén dung trén hé thong mdy tinh hiéu ning cao tai
Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, sir dung
hé diéu hanh CentOS 7.0. Dit liéu giai trinh tw ban d4u dwogc huu trit duéi dang file
FastQ, ddy 1a dinh dang tép chuan trong linh vyc gidi trinh tu gen, cho phép luu trix
théng tin vé diém chat luong (quality score) cuia tirng nucleotide trong trinh ty. Chat
lugng cua dir liéu giai trinh ty dugc danh gid bing phin mém FastQC, gitip théng
ké va danh gia chit lwong dit liéu dua trén céc tiéu chi nhu thong tin vé may giai
trinh tu, téng sb doan trinh tu, ty 1& nucleotide GC, va céc chi 0 chat lugng khac.
Quy trinh phan tich va xir Iy dir liéu trong nghién ciru nay dugc thyuc hién thong qua
cac phén mém tin sinh hoc, nhu mé ta trong Hinh 2.2.
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Hinh 2.2. Quy trinh phan tich va xit ly dit liéu.

Sau khi kiém tra chét lugng, dir liéu giai trinh ty dugc cin chinh (alignment)
v6i hé gen tham chiéu Hgl9 bang phin mém BWA 0.7.10 [49]. Phin mém BWA str
dung thuét toan BWT, gitip tang tdc do tinh toan va giam bd nhé can thiét [50]. Két
qua déng hang duoc hru triv dudi dang SAM va sau d6 dugce chuyén thanh BAM dé
tiét kiém dung lugng va ting hiéu suét xir ly. Tiép theo, céc dit lidu da dugc cin
chinh dugc xur 1y va hiéu chinh bé"mg cong cu Picard dé loai bo nhirng doan lap, lam
sach va cai thién chit luong dit liéu. Bién thé duge phat hién va goi tén bang phin
mém Genome Analysis Toolkit (GATK) phién ban v3.4 [51]. GATK la c¢ong cu
duoc st dung phd bién trong viéc phat hién SNPs (dot bién don nucleotide) va
indels (bién thé cheén, x6a doan nho [52]. Sau khi cac bién thé dugc goi tén, chiing
s& duge cha giai va phén loai chic nang bing cic phin mém SnpEff [53] va
ANNOVAR [54]. SnpEff 12 ¢éng cu chuyén dung dé chu thich va du doéan tac dong
clia cac bién thé di truyén ddi voi chirc nang protein. Cong cu nay cé thé danh gia
céc tac dong nhu thay doi axit amin, thay doi chirc nang ciia protein hodc thay dbi vi
tri mi hoa ciia gene. SnpEff cung cép mét bao cdo chi tiét vé anh hudng cia cac
bién thé, ching han nhu dnh hudng t6i viée tao ra protein va méi lién quan véi cac
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bénh 1y di truyén. Dir liéu diu vao 1a cac bién thé da duoc du dodn (SNPs, chén,
x0a) dudi dinh dang VCF (Variant Call Format). Cong cu phan tich cac bién thé nay
dé tinh toan tac dong 1én gen, bao gdm kiéu gen, vi tri bién thé, anh huéng dén tong
hop protein, va so sanh véi cac dit liéu khac dé xéc dinh cac bién thé da biét.
2.3.2.2. Sang loc bién thé
Cic tiéu chi chinh dé sing loc va tim kiém cdc bién thé lién quan dén hoi
chimg HIES bao gdém céc ndi dung sau:

Bién thé phai xudt hién trén cdc gen di dugc nghién clru va céng nhan cé
lién quan dén hoi chirng HIES hoic céc réi loan mién dich c6 lién quan téi HIES.

Céc bién thé c6 tin suit alen tham khao tir co s& dit liéu 1000 Genomes
Project (MAF < 1%) s& dugc coi 1a bién thé hiém. Cac bién thé nay s& dwoc danh
gia kha ning anh huéng dén chirc niing cta protein. Cac bién thé nhu thém bo ba
két thiic din dén viéc cit ngén protein, mit bo ba két thuc giy kéo dai protein, thém
hodc mét nucleotide din dén dich khung mi héa, hoic thay déi vi tri dich khung
dugc lwa chon vi chiing ¢ anh hudng 1én dén chirc ning protein. Céac bién thé sai
nghia s& dugc danh gid so bd vé kha nang gy hai dén chirc ning protein thong qua
cac cong cy nhu SIFT [53], PolyPhen-2 [55], CADD [56], va MutationTaster [57].

Nhitng bién thé dwoc béo céo 13 lanh tinh trong co s& dif liéu ClinVar s& bi
loai bo.

Cic bién thé dang dong nghia va da hinh khéng c6 anh huéng dén chirc ning
clia protein ciing s& dugc loai bd khoi danh sach cac bién thé tiém ning gy ra héi
chimg HIES. Quy trinh thyc hién trinh bay theo Hinh 2.3.
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Hinh 2.3. Quy trinh sang loc bién thé.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) 1a mot cong cu du doan tac dong
clia cac thay doi amino acid ddi voi chiic ning ctia protein. Cong cu nay dua trén
théng tin trinh ty twong dong va sir dung thudt toan dé dénh gia xem sy thay ddi
amino acid tai mot vi tri cu thé ¢6 thé anh huéng dén chiic ning cta protein hay
khong. SIFT hoat dong bang cach so sanh trinh ty amino acid ctia protein dich véi
cac protein khac trong ciing ho, tir d6 xéc dinh céc vi tri bao ton. Nhiing vi tri amino
acid bao tbn cao ¢ xu huéng quan trong ddi véi chirc nang ctia protein, va sy thay
ddi & cac vi tri nay s& ¢ kha ning gay hai. SIFT danh gia dva trén diém s6 tir 0 dén
1, trong d6 diém sb dudi 0,05 duge coi 1a gay hai dbi véi chire nang protein, nguoc
lai céc diém s6 cao hon c6 thé duge coi 13 lanh tinh.

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) la mét cong cu dy doan tac
dong ctia cac bién thé sai nghia (missense variants) dbi voi chire nang protein. Phén
mém nay sir dung thong tin vé cu triic va chiic ning cia protein dé du dodn tac

dong cia cac bién thé. PolyPhen-2 tinh toan kha ning gay hai cia bién thé dya trén
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ba yéu té: trinh tw amino acid, c4u tric cta protein va cac théng tin lién quan dén su
twong ddng ciia protein trong cic loai khac nhau. PolyPhen-2 cung cAp ba mic danh
gia: damaging (D) cho thiy kha ning gdy hai cao nhit va c6 thé lam thay ddi chic
nang protein thang diém trong khoang 0,957 dén 1; thang diém trong khoang 0,453
0,956 dugc coi 12 bién thé c6 thé giy hai (possibly damaging - P); va lanh tinh
(benign - B) 14 c4c bién thé c6 diém dénh gi4 trong khoang 0-0,452.

CADD (Combined Annotation-Dependent Depletion) 14 mét céng cu danh
gi4 kha niing gy hai ctia céc bién thé di truyén trong DNA, sir dung mét thang diém
dé phan loai mirc dd nghiém trong ciia cic bién thé. CADD tinh toan diém sb bing
céch két hop nhiéu dic diém cia bién thé, bao gf’im céc thong tin vé ciu tric va
chic nang cua protein, cling nhu sy bao ton cua cdc nucleotide qua céc loai khic
nhau. Thang diém ciia CADD dao déng tir 0 dén khodng 60, véi céc bién thé cé
diém sb cang cao cang c6 kha ning gy hai 16n. Cac bién thé c6 diém s§ CADD
trén 20 thuong dugce xem la c¢6 kha ning gy bénh cao, vi ching ¢é xu huéng lam
thay ddi chirc ning ciia protein hodc cac qua trinh sinh hoc quan trong. Nhiing bién
thé c6 diém dudi 10 thudng it ¢6 kha ning gy hai hon, va c6 thé 13 bién thé binh
thuong hodc vo hai. CADD cung cip mdt cai nhin téng quat vé tic dong cia cac
bién thé di truyén, gitp céc nha nghién ctru va béc si 1dm sang x4c dinh cac bién thé
dang chu ¥ trong céc nghién ctru di truyén va chin doan bénh 1y,

MutationTaster 13 céng cu dugc sir dung dé danh gi kha ning gay bénh cia
cic bién thé di truyén, dua trén phan tich ca ¢ mic d) DNA va protein. Céng cu nay
thuc hién nhidu phén tich in silico dé udc tinh tic dong cia cac bién thé dbi véi gen
va protein. MutationTaster ¢ kha ning xir Iy nhiéu loai bién thé khic nhau, bao
gdm SNPs, indels, va bién thé dong nghia (synonymous variants), ddng thoi phan
tich kha nang anh hwong dén tinh bao tén cia amino acid trén cac loai khac nhau,
kha niing lam mét cdc mién protein chirc ning, hodc thay déi chiéu dai protein. Két
qua tir MutationTaster gitp xac dinh liéu mét bién thé ¢6 gy hai ddi véi protein va
c6 thé gay bénh di truyén hay khong, tir d6 hd trg viéc phan loai cic bién thé 1a
nguy hiém hay lanh tinh.

2.3.3. Kiém tra bing gidi trinh tw Sanger

Khi phét hién cac bién thé gay bénh tiém nang sau khi giai trinh tu toan bo
ving ma héa, tién hanh kiém tra lai cac bién thé nay trén miu bénh nhan va cac
thanh vién trong gia dinh bing phuong phap giai trinh tur Sanger nham x4y dung
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pha hé va nghién ctru co ché di truyén cta bénh. Trude khi si dung phuong phap
Sanger can thiét ké mdi dé khuéch dai doan gen dich. Dir liéu giai trinh tu sau do
duoc phan tich trén phian mém BioEdit bing cach so sanh véi trinh tu gen chuin ciia
mdi gen. Théng tin vé c4c bién thé duoc déi chiéu trén cac co s& dif licu b sin.

2.3.3.1. Thiét ké méoi

Mdi duge thiét ké sir dung cong cu Primer-BLAST va tong hop boi cong ty
Sinh héa Phu Sa (Can Tho, Viét Nam). Céc cdp mdi duoc lya chon cén phai dép
g céc tiéu chi sau: (1) Bam dic hiéu vao DNA miu, ddm bao tinh dic hiéu cao
trong viéc nhan dién ving gen myc tiéu; (2) Chiéu dai cia cip mdi thuong dao dong
tir 18 dén 30 nucleotide dé t6i vu héa su nhan dién va khuéch dai; (3) Ti 1& %GC
ctia mdi duge thiét ké trong khoang tir 50-60% dé dam bao kha ning két dinh hicu
qud; (4) Tranh sy hinh thanh cAu tric xoén kep toc hodc hién twong mdi bit cip véi
nhau, nhim gidam thiéu cdc san pham phu khong mong mudn trong PCR; va (5)
Nhiét d6 néng chay (Tm) ctia mdi phai nhé hon nhiét do hoat dong cua Taq
polymerase, thuong dao dong trong khoang 50-60°C, dé dam bao sy én dinh va
hi¢u qua trong qua trinh khuéch dai.

Bang 2.1. Kich thude va trinh tw moi khuéch dai cdc gen djt bién

G Exon | Kich
en thuére Mbi 5°-3° (Tg‘)
( bp)
21 F: GGTTTCAAAGAACCCAGGAA
PTPRC 516 56
R: GTAGGGGGACAGAGAGGCTT
4 F: GCTTTGTCCGCTACCAGTTC
UNC119 755 60
R: GGTGTCCCGCTGTAGGAATA
4 F: GGCTGGTGACAGTGGGTAGT
IL2IR 521 58
R: AATCCCAGACACATGGGGTA
3 F: TGCCACCAAGCCCAGTTAAT
NHEJI 573 58

R: GGGGGAGGCACTTCTCTAAT

2.3.3.2. Phén tmg PCR

Quy trinh PCR dugc thyc hién trong khoang 20-35 chu ky lién tiép, mdi chu
ky bao gom ba giai doan chinh. Pau tién 12 giai doan bién tinh, trong d6 céc lién két
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hydro gitra cac mach DNA b1 durt, khién cidc mach DNA tach roi nhau & nhiét dg tir
90-95°C, kéo dai tir 1 dén 2 phut. Tiép theo 1a giai doan gin mdi, trong dé cac mdi
bit cap vdi cac mach don cia DNA khudn & dau 3’ theo nguyén 1y Chargaff & nhiét
dé tir 55-65°C, giai doan nay kéo dai khoang 30-60 gidy. Cubi cling, 1a giai doan
tong hop, trong d6 enzyme DNA polymerase hoat dong t6i uu & nhiét d6 70-72°C,
xtc tac viée tong hop thém nucleotid vao cudi doan mdi. Qua trinh nay tao ra cac
mach DNA méi dya trén sy bat cip gitta cdc nucleotide va mach khuén theo nguyén
tic bd sung. Thoi gian ciia giai doan tong hop thay dbi tir 30 gidy dén vai phut, tiry
thudc vao kich thudc ciia doan DNA cin khuéch dai.

2.3.3.3. Gidi trinh tw Sanger

Coéng nghé giai trinh ty Sanger dya trén ky thudt chain termination (két thic
chudi) bing cach s dung cic dideoxynucleotide (ddNTP). Cic ddNTP la céc
nucleotide di bi sira dbi, lam mét nhém OH & d4u 3’ cua phin tir duong pentose,
ngimg qua trinh tong hop chudi khi ching duge thém vao. Mdi loai base (A, T, G,
C) dugc gin véi mot mau huynh quang dic hiéu, phat ra dnh sang & cic bude song
khdc nhau, gitp phén biét cac nucleotide trong chudi. Enzyme DNA polymerase
xUc tic phan {mg gin cic NTP vao mach don cia DNA. Khi mot ddNTP dugc
thém vao, do thiéu nhém 3'-OH, qua trinh tdng hop chudi bi dimg lai, tao thanh céc
doan DNA c6 do dai khic nhau. Sau d6, cic phin tng dugc dién di trén gel
polyacrylamide, céc bing huynh quang cia DNA dugc phat hién va trinh tw DNA
duoc doc tir dong thong qua may tinh. Quy trinh gidi trinh tur Sanger bao gbm céc
budc sau: (1) DNA sgi kép (dsDNA) duge bién tinh thanh DNA hai sgi don
(ssDNA): (2) Mt doan mdi twong tng véi mot dau cua chudi DNA dwoc gén Vao;
(3) Phan Gng tong hop DNA bit dau, chudi DNA s& kéo dai cho dén khi mot
ddNTP duge gin vao, khién qua trinh téng hop dimg lai; (4) Cac doan DNA tao
thanh sau d6 dugc bién tinh thanh ssDNA; (5) Cac méanh bién tinh dugc phan téch
trén dién di trén gel, tr d6 trinh ty DNA duoc xé4c dinh dya trén cdc tin hiéu huynh
quang phat ra. Trinh ty cic doan gen chira d6t bién duge xac dinh bing may giai
trinh tu ABI3500 véi bg kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing.

Khudn ding cho phan img PCR giai trinh tu 1a san phidm PCR dic hiéu da
tinh sach, khuéch dai ving trinh tu mang bién thé quan tim. Thanh phin phan tng
bao gdm: 4 pl BigDye Terminator Master Mix (2,5%), 2 pl BigDye Terminator 5
Sequencing Buffer (5%), 1 pl moi gidi trinh trr (1,6 pmole/ul), san phim PCR da
tinh sach (lwong DNA cho mdi phan tmg dugc diéu chinh tuy vao nf’ing dé cua
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DNA ciia san pham PCR da tinh sach trude d6) va bod sung nuée khir ion dé dua
téng thé tich ctia phan tng 1én 20 pl. Luu y, phan ving PCR gidi trinh tr ¢6 sir dung
huynh quang cho méi loai nucleotide nén trong qua trinh thao tac cin tranh tiép xtc
v6i anh sdng manh. Phan (g dugc tién hanh trén dia PCR 96 giéng ban g may PCR,
cai dat theo chu trinh nhiét: 96°C trong 1 phut, 25 chu ky (96°C trong 10 gidy, 50°C
trong 5 gidy va 60°C trong 4 phit); 4°C- oo.
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. KET QUA

3.1.1. Két qué thu thip théng tin 1am sang va cin lim sang ciia 4 bénh
nhin mic HIES

Dbi tugng tham gia nghién ciru 1a cdc bénh nhin duoc chdn dodn méc hoi
chimg HIES va cdc thanh vién trong gia dinh ciia ho. Tét ca cac dbi tuong déu duge
cung cip diy du thong tin vé muyc tiéu nghién ctru, quy trinh thuc hién va tham gia
hoan toan tu nguyén. Thong tin 1dm sang va cn lam sing cia cac dbi trgng tham
gia nghién ctru dugc trinh bay trong Bang 3.1 va Bang 3.2 dudi day.

Tit ca cdc bénh nhan mic hdi ching HIES trong nghién ctru ndy déu ¢6 bidu
hién nhiém tring tai dién nghiém trong, bao gdm mét hodc nhidu cac triéu ching
dién hinh ctia HIES nhu viém phéi, viém tai giita, nhidm tring da, ndm Candida va
loét miéng, kém theo ting bit thuong ndng dé IgE. Mot sé bénh nhén c6 viém da co
dia ning, 4p xe da tai phat va réi loan mién dich nghiém trong thé hién qua bat
thudmg vé sé lugng té bao lympho (CD3, CD4, CD8, CD19, CD56).

Bénh nhan PIDO3 nhip vién khi 5 tudi véi chian doan viém phéi do
Staphylococcus aureus, kém theo gidn phé quan thiy dudi trai. Bénh nhén ¢6 tién
str 4p xe lanh t4i dién tai ving nach, canh tay, ben va dui, kém theo hach viém tai
viing ben. Mic dii ¢6 biéu hién nhiém tring tai phat, chirc ning gan va lach van
binh thudng. Xét nghiém huyét thanh cho thiy mic IgE ting cao bat thudng, dat
12.472 TU/mL. S6 hrong té bao CD3, CD4 trong méu ngoai vi ctia bénh nhan déu
ting cao hon ngudng tham chiéu, cho thiy rdi loan trong dép tmg mién dich.

Bénh nhan PID07 nhap vién khi 1,5 thang tudi do viém phoi ning. Bénh
nhan ¢6 viém da co dia toan than nghiém trong, tiéu chay kéo dai 10-20 ngay mdi
dot, nhiém tring tai dién nhidu 14n, viém tai gitta, va nhiém ndm Candida. Xét
nghiém cho thiy mirc IgE huyét thanh cao (898 IU/mL). Phan tich mién dich cho
thiy bénh nhén c6 ting s6 lugng té bao CDI9 trong khi té bao CD56 (té bio NK)
giam thap, diéu nay co thé lién quan dén sy suy giam kha ning tiéu diét vi khuan va
virus ctia hé mién dich.

Bénh nhan PID28 dwgc nhép vién khi duéi 1 thang tudi, véi biéu hién viém
da co dia nghiém trong va cham lan téa toan than. Xét nghiém huyét thanh cho thay
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IgE ting cao (1.481 IU/mL) ngay tir nhiing thang dau doi. Phan tich mién dich cho
thiy sb lugng té bio CD3 va CD4 ting cao hon mirc tham chiéu, cho thdy réi loan
trong dap ng mién dich té bao. Ngoai ra, sb luong té bao CD19 cing cao hon mitrc
binh thudng, trong khi CD56 (t& biao NK) giam, c6 thé inh hudng dén kha ning
chéng nhiém tring virus va vi khuén ctia bénh nhéan.

Bénh nhdn PID38 nhép vién lic 6 thing tudi véi sét kéo dai, loét miéng va
viém miii dai ding trong nim déu doi. Bénh nhin mic nhidm tring do vi khudn,
virus va ndm tii dién, bao gbm viém tai giita (4-5 lan/ndm), viém phdi (3-4
lan/nim), nim miéng Candida, loét miéng va tiéu chay kéo dai (2-3 dot/nam).
Ngoai ra, bénh nhan timg bi nhidm tring huyét do Pseudomonas aeruginosa, cho
théy hé mién dich suy giam nghiém trong. Mic dit duge diéu tri bing truyén tinh
mach globulin mién dich (IVIg) hang thang, bénh nhan van tiép tuc méc viém tai
gilta va viém phoi téi din. Tir 4 thang tudi, bénh nhéan c6 diu hiéu ting truéng kém
va chim phét trién thé chit. Xét nghiém mién dich cho thiy mirc IgE rat cao
(10.355 IU/mL), cung véi suy giam dang ké s6 luong té bio B (CD19: 15,8) va NK
(CD56: 383), phan anh tinh trang suy giam mién dich thé dich nghiém trong.



31

Bang 3.1: Théng tin lam sang cua 4 bénh nhdn mdc héi chimg HIES

Bénh nhén

PIDO03

PIDO7

PID28

PID38

Tubi

5 tudi

1.5 thang

Dudi 1 thang

6 thang

Viém phéi

Viém da co
dia

Tiéu chay/
Xuat huyét

Ap xe da/
Eczema

Loét miéng

Viém tai giira

Hach to

Nhiém
Candida

x: dic diém c6 & bénh nhan
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Bang 3.2: Théng tin cdn lam sang cua nguwoi tham gia nghién cuu

Bénh nhan PID3 PID7 PID28 PID38
N“I‘;%d‘-’ (<151U/MmL) | 12472 898 1481 10355
(0.05-0.4
IeA 0.98 1.04 0.22+ 0.02
5 g/L)
(0.15-0.7

IeM 1.74 1.18 0.37# 0.1

5 g/L)

G | @177gL)| 1371 7.3% 1.08 0.14
(nx%,’% 1y | G180-sd0n) | 4s77* 1719 5141 887
(nxf(g‘; 1y | @330-3617) | 2663* 941 3058 397
(nxlcg?\g Ly | (T12-1361) | 1883 619 1855 433
(nxfi'gfgm (315-1383) | 1917 1315+ 1139+ 236
(M‘igf;m (201-870) | 1153 440* 696* 503*

*: Chi s6 trong ngudng binh thudng
3.1.2. Két qua gidi trinh tw toan bd viing gen mi héa

3.1.2.1. Két qua tich chiét DNA tir mdu mdu toan phan

MAu méu duge thu thap tir 4 gia dinh ¢6 con méic hoi chimg HIES tai Bénh
vién Nhi Trung wong. Méi déi tuong dugc ldy 2 ml méu toan phin, bao quéan trong
éng chéng déng EDTA va luu trir & nhiét do -20°C dé phuc vu qué trinh phan tich
di truyén. Miu mau duoc sir dung cho tich chiét DNA tdng sé va duge kiém tra
chét luong trudce khi phan tich.
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Hinh 3.1. Anh dién di sén phdm DNA téng sé ciia ngwdi tham gia nghién citu.

San phdm DNA tdng s6 thu dugc sau khi tach chiét tir tit ca cac miu bénh

nhan dugc kiém tra chét lugng biang phuong phép dién di trén gel agarose 0,8% va

do ty 1¢ hip thu quang ph6 OD & bude séng 260 nm va 280 nm. Qua trinh kiém tra

nhdm x4c dinh ndng do va do tinh sach ctia DNA. Két quéa cho thdy DNA téng sb tir

cac mau thu thap duge ¢6 nong do cao, khong bi dat giy, thé hién qua céc dai sing

rd trén gel agarose theo Hinh 3.1. Nong dd DNA trong cdc miu thu dugce déu lon

hon 20 ng/ul va gid tri A260/280, do bing may Nanodrop, nim trong khoang

1,8 — 2, cho thdy DNA ¢6 dé tinh sach cao, pht hop dé thuc hién cac phan tich di

truyén tiép theo Bang 3.3.

Bdng 3.3. Nong doé DNA thu duwoc tir cdc mau mau cua bénh nhan mac hoi chitng

HIES va nguwoi than trong gia dinh

Miu Nong do A260/280 Miu Nong do | A260/280
PID3 28,01 1,81 PID28 29,16 1,91
M-PID3 35,21 1,86 M-PID28 25,31 1,93
B-PID3 30,12 1,98 B-PID28 35,63 1,91
C-PID3 29,00 1,88 PID38 28,64 1,99
PID7 26,87 1,88 M-PID38 27,16 1,80
M-PID7 32,10 1,92 B-PID38 28,50 1,98
B-PID7 31,10 1,84
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3.1.2.2. Két qua tao thu vién gidgi trinh tw

Qua4 trinh chuén bj thu vién DNA, bao gém viéc gin adapter vao cac manh
DNA, 1a mét budc quan trong trong quy trinh gidi trinh tu thé hé méi (NGS), déng
vai trd quyét dinh déi vi su thanh cong cia thi nghi¢m va do chinh xéc cia két qua
thu dugc. Pé dam bao thu vién DNA dat chuén, can cha trong dén hai yéu t6 chinh:
ndng d0 DNA phai du cao dé dép tng yéu ciu cia hé théng giai trinh ty va kich
thudce cdc manh DNA phai phan b trong khoang phu hop, trdnh tao ra cic doan qua
dai hodc qué ngdn c6 thé anh huong dén hiéu suit cia qua trinh giai trinh ty. Trong
nghién ctru nay, chét luong cia cac manh DNA sau khi chuén bi thu vién d3 duoc
kiém tra va ghi trong Bang 3.4, tir 6 gitip danh gia chit lugng thu vién va dam bao
mau dat tiéu chuan can thiét cho viéc giai trinh tu, dam béo do chinh xac va hidu

qua trong cac budc tiép theo.

Bang 3.4. Nrﬁng dg thu vién DNA ciia bénh nhéan mdce héi chimg HIES

MAu bénh nhin Nong do (ng/pl) | Kich thwée (bp)
PID3 29,4 351
PID7 28.6 | 348
PID28 30,1 362
PID38 25,7 360

Céc mau c6 ndng d6 thu vién DNA dao dong tir 25,7 ng/ul (PID38) dén 30,1
ng/ul (PID28), cho thidy ndng d6 cia cac miu ndm trong khoang phu hop. Kich
thude cia cac manh DNA trong cic mau nay ciing ndm trong pham vi phu hop, voi
d6 dai tir 348 bp (PID7) dén 362 bp (PID28), dam bao su phan bd kich thude manh
DNA ddng déu va phu hop véi yéu ciu cha quy trinh giai trinh ty.

Tur d6, c6 thé két ludn ring cdc mdu DNA di duoc chuin bi véi chét lugng
tot, sin sang cho céc bude tiép theo trong quy trinh giai trinh tir.
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3.1.2.3. Két qud gidgi trinh tie toan bd viing gen mé héa

Trinh tu toan bd viing gen mi hoa ciia 4 bénh nhin mic HIES duge xéc dinh
bang hé thong Illumina NextSeq 500. Dé danh gia chat lugng dir liéu giai trinh tu,
phan mém FastQC duge su dung nham phén tich va tong hop cdc chi sb thong ké
quan trong. Chét lugng cua timg nucleotide trong di li¢u thu dugc dugc phéan loai
theo ba mac do va thé hién dudi dang biéu dd véi ma mau tryc quan. Cu thé, cac
ving cé chét lwgng cao (Q > 28) dugce biéu dién bﬁng mau xanh, cho théy do tin cay
rat 16t va dir liéu c6 thé sir dung truc tiép ma khong can xtr Iy b sung. Cac viung ¢o
chét luong tir 20 dén 28 (Q > 20) duoc thé hién bang mau vang, phan anh dir lidu co
chét lugng chép nhan dugc nhung c6 thé cin xem xét tiy vao muc dich phéan tich.
Trong khi do, nhitng nucleotide c6 chét lugng dudi 20 (Q < 20) dugce biéu dién
bing mau hong, cho thiy nguy co 16i cao hon mitc cho phép va c6 thé can xir ly,
chiing han nhu loc hodc cit bo dé dam bao do chinh xac clia két qua phan tich. Két
quéa danh gia chat lugng dir liéu dugc trinh bay trong Hinh 3.2.

Maiu PID3 — Read 1.

d

Méiu PID3 — Read 2.




36

Miéu PID7 — Read 1.

Miu PID7 — Read 2.

MaAiu PID28 — Read 1.
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Maiu PID28 — Read 2.

Miu PID38 - Read 1.

Maiu P1D38 - Read 2.
Hinh 3.2. Chét lwong gidi trinh tw 04 bénh nhén méc héi chirg HIES.

Dit liéu giai trinh tw thu dugc tir hé thong Illumina NextSeq 500 c6 dung
lugng 16n, véi cic doan doc ¢ do dai dong déu (~150 bp mdi doan) va do séu bao
pht cao (>130X mdi miu), dam bao tinh chinh xac va do tin cay trong phan tich
bién thé. Chit luong dit liéu giai trinh ty dugc danh gia thong qua céc chi s6 Q20 va
Q30, phan 4nh ty 1¢ nucleotide c6 dd tin cdy cao. Cac thong s vé két qua gidi trinh
tu tir cdc mau bénh nhén mic HIES duoc thé hién & Bang 3.5. Két qua cho thiy dir
liéu thu duoc cé ti 18 nucleotide dat diém chét lugng 16m hon 20 (Q20) trén 97% va

16n hon 30 (Q30) trén 93%, chung t6 mirc d§ sai sot thip va do chinh xéc cao.



Ngoai ra, ty 1é GC content dao dong ttr 48,8% dén 50,3%, phu hop véi dic diém ciia
hé gen ngudi va dam bao chét luong sip xép va phan tich dir li¢u. Bang théng ké
chi sé giai trinh tir cung cip chi tiét vé& sb luong reads, tong sb base duge giai trinh
tur, va cc théng sé quan trong khéc cho timg miu bénh nhén, thé hién rd chat luong
diit liéu thu duoc. Cac thong sb nay khing dinh dir lidu c6 chat lugng tdt, dép tng
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cac yéu cau nghiém ngit dé phén tich bién thé va nghién ctru di truyén.

Bang 3.5. Chat hrong gidi trinh tw 04 bénh nhén mdc hgi chimg HIES

Théng sb PID3 PID7 PID28 PID38
Tong s6
8.381.700.270 | 8.855.243.899 | 6.504.191.683 | 7.433.315.656

nucleotide
Téng doan
p 56.043.974 59.538.082 43.703.154 50.175.448

Qc
%GC 49,6 48,8 49,7 50,3
Q20(%) 97,6 98,2 98.1 98,2
Q30(%) 93,4 94.9 94.6 94,8
Do dai doan
doc trung 149,56 148,73 148,83 148,15
binh (bp)
Do sdu bao
phu trung 169.4 178.9 131.,4 150,2
binh (X)

3.1.2.4. Két qua phén tich di ligu ban dau toan by viing gen ma héa

Béng 3.1. Két qua déng hang cdc mdu gidi trinh tw voi hé gen tham chiéu
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Théng s6 dinh gi4 PID3 PID7 PID28 PID38
Sé doan trinh tu sip
) , 43.663.550 59.474.351 59.474.351 50.135.593
hang thanh cong
% S& doan trinh tu
; 99,9 99.8 99,8 99.9
sap hang thanh céng
S6 doan trinh ty
. . 41.015.283 54.234.425 54.234.425 | 46.624.151
khong trung lap
% S6 doan trinh tu
. 93,9 91,1 91,1 92,9
khong trung 1ap
S6 doan trinh tu
dugc sap hang vao 28.181.505 36.967.555 36.967.555 32.230.883
vung ma hoa
% S doan trinh tyr
duoc sip hang vao 68,7 68,1 68,1 69,1
vung ma hoa
D4 séu bao phu
trung binh trong 67,5 88,1 88,1 77,9
ving exon (X)
Ti 1€ d6 sdu bao phu
91,4 94.1 94,1 91,7
>20X (%)
Ti 1& d9 sau bao phu
N 83.2 88,7 88.7 84,8

>30X (%)
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Ti 1€ do sau bao phu

60,6 73,2 73,2 66,7
>50X (%)

Két qua sip hang dix liéu gidi trinh ty cua céc bénh nhén véi hé gen tham
chidu cho thiy hidu sudt cin chinh tét, vdi ty 16 sdp hang thinh cong dao déng tir
99,8% dén 99,9%, chitng t6 phan 16n cic doan trinh tu thu duge c6 thé dugc cin
chinh chinh x4c véi hé gen tham chiéu. Diéu nay phan 4nh chit luong dir liéu ban
dau cao, it nhiéu va sai sét trong qua trinh giai trinh tu. Ngoai ra, ty 1& s6 doan trinh
tr dugc sdp hang nim trong ving exon dat mirc 68,1% dén 69,1%, cho thiy qua
trinh bt gilf exon va lam giau trinh tu hoat dong hiéu qua. Hau hét dix liéu gidi trinh
tw déu tap trung vao cac ving ma héa, gitp téi wu héa viée phat hién cc bién thé di
truyén ¢ y nghia trong nghién ciru. P6 sdu bao pht trung binh trong ving exon ciia
céc miu bénh nhan giao dong tir 67,5X dén 88,1X. Pay la mic d6 bao phu tét, dam
bao tinh chinh x4c va do tin cdy trong viéc phat hién bién thé di truyén, dic biét doi
véi cac bién thé co tin sudt thip. Xét vé ty 1é bao phu theo do su, dit lidu cho thdy
phfin 16n viing exon duoc doc véi do siu cao. Cuy thé, ty 18 cic doan trinh tu cd do
bao phii trén 50X dao dong tir 66,7% dén 73,2%, phan énh ring phan Ién cic ving
exon quan trong déu duge doc nhiéu lan, giup giam thiéu 18i khi goi bién thé va cai
thién do6 chinh xac cia két qua phan tich. Nhin chung, dir liéu giai trinh tu cta cac
bénh nhan c6 chit lugng tét, v6i dd bao phii cao va ty 18 dir liéu sip hang chinh xéc
v6i hé gen tham chiéu dat mirc t6i vu. Piéu ndy ddm bao dé tin cdy trong qué trinh
phan tich bién thé di truyén, phuc vu cho viéc phét hién cac dét bién lién quan dén
bénh.

3.1.3. Xdc dinh va chi gidi bién thé

Trong nghién ciru nay, cic bién thé tir dit liéu giai trinh tw gen dugc phat
hién bing céng cu Picard/GATK, mdt bd cong cu phd bién trong phén tich hé gen.
Picard xir Iy dir liéu sau giong hang, hiéu chinh chat lugng nucleotide, sip xép trinh
tw va loai bo cdc doan IEp nhim giam 15i k¥ thuat va ty 1¢ duong tinh gia. GATK
dugce str dung dé x4c dinh SNPs va INDELSs, va SnpEff duge sir dung dé dénh gia
thc dong ciia cac bién thé 18n protein bing cich du doan sy thay ddi amino acid do
dot bién gay ra.

Bang 3.2. Két qua phan tich va di dodn bién thé trong toan bé viing ma héa ciia 4

bénh nhdn mdc héi chimg suy gidm mién dich bam sinh tang IgE




41

Théong sb PID3 PID7 PID28 PID38

Tong s6 bién

thé thay thé 80.327 82.438 81.529 79.547
nucleotide
Bién thé ddng
. 11.988 12.101 11.944 12.063
nghia
Bién thé sai
N 11.329 11.616 11.407 11.544
nghia
Thém b ba két
) 109 112 115 106
thuc
Mit bo ba két
44 39 45 40
thuc
Téng sb bién '
; 10.328 11.031 10.602 - 9.701
thé chén/xo0a
Bién thé dich
360 330 326 332
khung
Thém doan
’ 178 191 190 188
ngan
Mit doan ngin 215 211 229 197

3.1.4. Két qua sang loc bién thé

Dit liéu gii trinh tw gen thu dwgc tir m3i bénh nhén rat 16n, chi yéu bao gdm
céc bién thé phd bién va khong mang y nghia bénh 1y. Vi véy, cin thiét tién hanh
mdt budc sang loc k¥ ludng nhim x4c dinh cac bién thé thuc su lién quan dén hoi
chimg HIES. Do tinh khéng dong nhét cao vé di truyén cia HIES, nghién ciru niy
da mé& rong pham vi phén tich 1én t&i 383 gen da dwoc cac nghién ciru trude diy
chimg minh hofic d& xut 12 ¢6 lién quan dén hoi chimg HIES ciing nhu céc h6i
chimg ¢6 kiéu hinh twong tu. Danh sich cic gen niy dugc tobng hop va trinh bay cu
thé tai phu luc 1 cia luin vin.
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Sau budc sang loc, chi nhitng bién thé nim trong ving ma héa (exon) cia
cdc gen ndi trén mai duge tiép tuc xem xét, bao gom: (1) céc bién thé c6 tan suit
alen nho hon 1%, dugce xdc dinh dya trén dit liéu tham chiéu tir co s& dit liéu 1000
hé gen ngudi (1000 Genomes Project), ¢6 kha ning anh huéng dén chirc ning
protein; va (2) cac bién thé thuong gip (da hinh nucleotide don — SNP) c6 tAn suét
alen 16n hon 1%. Két qua cu thé qud trinh sang loc bién thé lién quan dén hoi chimg
HIES ciia cic bénh nhan duoc thé hién chi tiét tai Bang 3.8.

Bdng 3.3. Két qua sang loc bién thé cia 4 bénh nhdn mdc hi chimg suy giém

mién dich bam sinh ting IgE

] . Tong s6 bién thé trén | So6 bién thé xdy ra trong
Bénh nhan -
gen lién quan exon
PIDO03 414 14
PIDO7 520 25
PID28 420 10
PID38 602 15

Két qua sang loc bién thé di truyén trong nghién ctru nay cho thiy su khéc
biét rd rét vé s6 luong va loai bién thé giira cic bénh nhan méc hoi ching suy giam
mién dich bim sinh ting IgE (HIES). Cu thé, bénh nhan PID38 c6 tong cong 602
bién thé, 12 bénh nhan c6 s6 lugng bién thé cao nhét, phan 4nh su da dang di truyén
trong b6 gen clia bénh nhan, c¢6 thé 1a nguyén nhin giai thich céc triéu ching
nghiém trong va phuc tap ma bénh nhan nay gdp phai. Bénh nhan PID07 cé 520
bién thé, trong d6 25 bién thé x4y ra trong viing exon, con sd nay cao nhét trong céac
bénh nhan, cho thay su xuit hién ctia nhiéu bién thé c6 kha ning tac dong manh dén
chitc ning protein. Bénh nhan PID28 c6 téng cong 420 bién thé, véi 10 bién thé
trong ving exon, mitc d6 twong ddi vira phai, cho thiy céc bién thé di truyén cua
bénh nhin nay c6 thé inh hudng dén protein nhung khong qua nghiém trong nhu
bénh nhan PIDO7. Bénh nhan PID03 c¢6 414 bién thé, v6i 14 bién thé trong exon,
cho thz"iy sur Xuét hién ctia mot sO bién thé co thé tic dong dén chirc nang protein,
tuy nhién khong nhiéu nhur cic bénh nhén con lai. Nhitng két qua nay cho thiy su
da dang vé gen va céc bién thé trong ving exon giita cac bénh nhan. Céc két qua
nay nhin manh tdm quan trong cua viéc phan tich chi tiét cdc bién thé di truyén, dic
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biét 1a cac bién thé trong vung exon, dé ¢6 thé dua ra nhiing két luan chinh x4c hon
vé nguyén nhén va co ché bénh sinh ctia HIES,

3.1.4.1. Pdnh gid dnh huwdng cia cdc bién thé

Sau khi sang loc, cic bién thé dugc danh gia thém dé xac dinh mic d6 anh
huong 1én chitc ndng protein thong qua cac cong cu tin sinh hoc nhu SIFT,
PolyPhen-2, Mutation Taster va CADD. Két qua phan tich anh hwéng dén chirc
nang protein cua cic bién thé dwoc tdng hop va trinh bay cu thé trong Bang 3.9.

Béng 3.4. Két qua vé anh hudng ciia céc bién thé dén chire ning protein

iE e H . Mutation | Dy
Gen Bién the CADD Sift PolyPhen2 -
Taster | dodn
Miu PID3
PTPRC p.Asp735Val 28,3 0 1,0 0,9999 D
Miu PID7
UNCI119 p.Phel96lle 29.7 0,004 0,989:0,988 0,9964 D

Miu PID28

IL2IR | p.Argl61Cys | 16,2 0,034 0,99 09733 | D
Miu PID38

NHEJ1 p.Argl76* 37 0 ; 0,9999 | D

Phin mém SIFT st dung thang diém (SIFT Score) tir 0 dén 1, gia tri cang
thip thi kha ning giy hai cua dot bién cang cao. Cu thé, bién thé dugc danh gia 1a
gdy bénh (Damaging - D) khi cé SIFT Score <0,05 va lanh tinh (Tolerated - T) néu
SIFT Score >0,05. Phian mém PolyPhen2 ciing st dung thang diém tir 0 dén 1
nhung gié tri cang cao thi bién thé cang c6 kha ning giy bénh. PolyPhen2 phén loai
bién thé thanh lanh tinh (Benign - B) khi diém <0,452; c6 thé giy bénh (Possibly
Damaging - P) khi diém tir 0,453 dén 0,956 va giy bénh (Probably Damaging - D)
khi diém >0,956. MutationTaster phan loai cac bién thé di truyén thanh ba nhém :
Disease-causing (gdy bénh), Polymorphism (bién thé binh thuong) va Potentially
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disease-causing (c6 thé gy bénh). Piém CADD >20 thuong dugce coi la c6 tic dong
manh, goi ¥ kha ning cao 14 bién thé giy bénh. Theo két qua dénh gia bing céc
cong cu tin sinh hoc, cac bénh nhan PID3, PID7, PID28 va PID38 déu mang cac
bién thé c¢6 kha ning cao gdy bénh. Cu thé, bénh nhan PID3 mang bién thé
¢.2204A>T (p.Asp735Val) trén gen PTPRC; bénh nhin PID7 mang bién thé
c.586T>A (p.Phel96lle) trén gen UNCI19; bénh nhidn PID28 mang bién thé
c.481C>T (p.Argl61Cys) trén gen IL21R; va bénh nhan PID38 mang bién thé vo
nghia ¢.526C>T (p.Argl76*) trén gen NHEJ!. Tong hop thong tin vé cac bién thé &
cac bénh nhan duoc ghi trong Bang 3.10.

Bing 3.5. Tong hop cac bién thé tim duoc trén cdc bénh nhan PID3, PID7, PID28,

PID38

Loai M3 s6 rs
Bénh » Trang
B Gen |NST | HGVS.p | HGVS.c | bién ,_
nhin 2 thai

the

Sai i .
PID3 | PTPRC | 1 |p.Asp735Val | c.2204A>T } Di hop

nghia

Sai " )
PID7 | UNC119 | 17 | p.Phel96lle | c.586T>A - Di hop

nghia

Sai :
PID28 | IL2IR | 16 |p.Argl61Cys | c.481C>T 3 Di hop

nghia

Vo ; D4
PID38 | NHEJI | 2 | pArgl76* | c.526C>T g e

nghia hop

3.1.4.2. Két qua gidi trinh tu Sanger

Phan tng PCR duoc thuc hién véi tdng thé tich 25 pl véi céc thanh phan
phan tmg va chu trinh nhiét dwoc ghi & phin phuong phap. Két qua dién di san
phdm PCR khuéch dai cdc gen: PTPRC, UNCI119, IL2IR, NHEJI 1an lugt & cic
bénh nhan PID3, PID7, PID28, PID38 va cdc thanh vién trong gia dinh cic bénh
nhén nay cho thiy c4c bing méu 1én o rang, c6 kich thudc ding theo thiét ké nhu:
Hinh 3.3, 3.4, 3.5, 3.6. -
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3.1.4.3. Bénh nhidn PID3 va cdac thanh vién trong gia dinh

Gen PTPRC duoc khuéch dai bang phan timg PCR, véi cic bing méu 1 rang
trén gel dién di (Hinh 3.3). Poan gen chita bién thé c6 kich thuéc 516 bp dugc
khuéch dai. Két qua giai trinh tu Sanger cho thiy bién thé nay 1a di hop tir (HET) va
cho két qua giai trinh tu cta bénh nhan PID3 co sy thay doi nucleotide tai vi tri
2204 (tir A thanh T), dén dén su thay ddi trong protein tai vi tri Asp735Val.

So dd pha hé cua gia dinh bénh nhan PID3 Hinh (3.3) cho thiy bénh nhén
mang bién thé ¢.2204A>T (p.Asp735Val) 13 di hop tir (HET), va cac thanh vién
khéc trong gia dinh (BID3, MID3, CID3) c6 cac trang thai di truyén khac nhau, cho
thiy su di truyén cua bién thé tir me ctia bénh nhan.

C. 22044
GATGA L

l
&‘Lfl’ha Wy

€.2204A>T
GATGA

BID3

LT

C.2204A>T

|

BiD3 MID3

5160y

Hinh 3.3. Két qua gidi trinh tw Sanger ciia gia dinh bénh nhdan PID3
3.1.4.4. . Bénh nhin PID7 va cdc thanh vién trong gia dinh

Gen UNCI19 dugc khuéch dai bing phan tmg PCR, véi kich thude 755bp,
hinh anh céc bing miu rd rang trén gel dién di (Hinh 3.4). Két qua giai trinh tu
Sanger cho thé‘y bién thé nay la di hop to (HET) va co sy thay déi nucleotide tai vi
tri 586 (tir T thanh A), din dén su thay dbi trong protein tai vi tri Phe196lle.

So dd pha hé cua gia dinh bénh nhan PID7 (Hinh 3.4) cho thay bénh nhan
mang bién thé ¢.586T>A (p.Phel196lle) & trang thai di hop tir (HET), trong khi cac
thanh vién khéc trong gia dinh (BID7, MID7) ¢6 c4c trang thai di truyén khac nhau,
theo so dd c6 thé thdy bénh nhan PID7 nhén bién thé tir cha cua bénh nhén,

c
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C.586T>A €.586T
CQACTTCCC GAC nd ol o

BID? mio7
PIDT BIDT MIDT7
[
S c586T>A
T55bp CGACA CCC

Hinh 3.4. Két qua gidi trinh tr Sanger ciia gia dinh bénh nhén PID7
3.1.4.5. Bénh nhin PID28 va cdc thanh vién trong gia dinh

Gen /L21R duge khuéch dai bang phuong phép PCR, véi doan gen c6 kich
thude 521 bp, duge phén tich qua dién di gel (Hinh 3.5). Két qui giai trinh ty
Sanger cho thiy bénh nhan PID28 mang bién thé c.481C>T (p.Argl61Cys) & trang
thai di hop tr (HET), véi su thay doi nucleotide tai vi tri 481 (tir C thanh T), dan
dén su thay ddi amino acid tai vi tri Arg161Cys trong protein IL21R.

So dd pha hé cua gia dinh b¢nh nhan PID28 (Hinh 3.5) cho thiy bénh nhén
mang bién thé nay & dang di hop ti, trong khi céc thanh vién khic trong gia dinh
(BID28, MID28) c6 céc trang thai di truyén khac nhau. Qua phén tich tir so db pha
hé, c6 thé thiy bénh nhan PID28 da nhén bién thé tir me cia minh mau MID28.

DM3100 cAB1C cABICET
My ppr P

€ cmlac . | Oc asloc k<l
QUYL =l

c4B1C>T

LT

|

PiD28  BID2E  MID28 CTGGIGCTC

SHbp

it
1% g /\N‘J\y{lf PID28
0 e TAL BaPes 5 A i X

Hinh 3.5, Két qua gidi trinh tw Sanger cua gia dinh bénh nhdn PID28
3.1.4.6. Bénh nhin PID38 va cdc thanh vién trong gia dinh

Gen NHEJI dwge khuéch dai bang phuong phap PCR c6 kich thudc 573 bp
(Hinh 3.6). K& qua giai trinh tu Sanger cho thdy bénh nhan PID38 mang bién thé

MM‘" O f_\mﬁ‘f
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¢.526C>T (p.Argl76)* & trang thai ddng hop tir (HOM), véi su thay dbi nucleotide
tai vi tri 526 (tir C thanh T), tao ra mét codon két thiic sém (stop codon) va dan dén

viéc san xuat mot protein ngan, khong con chire nang binh thuong.

So do pha hé¢ cua gia dinh bénh nhan PID38 (Hinh 3.6) cho thf'iy bénh nhén
mang bién thé ndy & trang thai dong hop tir (HOM), va ca hai bé me ctia bénh nhén
(BID38, MID38) déu mang bién thé di hop tir (HET). Qua dé, cé thé thdy bénh
nhan PID38 da nhan bién thé tir ci hai bd me, din dén viéc biéu hién bénh Iy
nghiém trong. Bién thé NHEJI trong trudng hop nay giy suy gidm chitc ning ciia
protein NHEJI, von ¢6 vai tro quan trong trong qué trinh sira chita dirt gdy DNA
khong tuong dong, tir d6 anh hudng dén hé thong mién dich va din dén cac triéu
chimg nhu viém phoi tai dién, nhiém tring huyét va ting trudng cham.

€.526C>T c526C>T
CCTCOBAATC

1 e

C.526C>T
PIDZE BiD28 MID28 CCTCAAATC,

l

Hinh 3.6. Két qua gidi trinh tw Sanger cia gia dinh bénh nhdn PID38 phdt hién

bién thé gen NHEJI, anh trinh tw Sanger trén sgi bé sung

3.2. THAO LUAN

Trong nghién ciru ndy, cac bénh nhan mic hoi ching ting IgE (HIES) déu co
biéu hién 1am sang dién hinh bao gdbm nhiém tring ti dién nghiém trong nhu viém
phéi, viém tai giita, viém da co dia, nhi®ém ndm Candida, loét miéng va 4p xe da,
kém theo ndng dé IgE huyét thanh tang cao. Cac dic diém lam sang nay phi hop
v6i biéu hién dién hinh cua HIES di dugc ghi nhén trong y van. Bén canh do, phéan
tich mién dich cho thdy da sé bénh nhén c6 rdi loan vé s6 lugng té bao lympho, dic
biét 1a sy gia ting té bao T (CD3, CD4), B (CD19) va giam té bao NK (CD56).
Nhitng bt thudng nay phan anh sy suy giam trong chirc ning diéu hoa mién dich,
tir d6 gép phan vao tinh trang nhiém trung tai dién va dap Gng kém véi vi sinh vét.
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Phén tich di truyén da xac dinh dugc bén bién thé hiém trén cac gen lién
quan dén chirc ning mién dich. Cu thé, bénh nhan PID03 mang bién thé ¢.2204A>T
(p.Asp735Val) trén gen PTPRC. Bénh nhan PID07 mang bién thé c.586T>A
(p.Phel96lle) trén gen UNCI19. Bénh nhan PID28 mang bién thé c.481C>T
(p.Argl61Cys) trén gen IL2/R. Pang chii ¥, bénh nhian PID38 mang bién thé vo
nghia ¢.526C>T (p.Argl 76*) trén gen NHEJ].

Ba bénh nhéan PID3, PID7, PID28 déu mang mét bién thé gen & trang thai di
hop tir va biéu hién bénh, trong khi cac thanh vién gia dinh mang cing bién thé lai
khéng cé triéu ching. Phan tich pha hé cho thdy mdi bénh nhén thira hudng bién thé
gdy bénh tir mét bd hoic me khong biéu hién bénh (ngudi mang gen bénh). Cu thé,
bénh nhan PID3 va PID28 nhan bién thé tir me, trong khi PID7 nhén bién thé tir
cha. Nhitng bd, me nay ddu mang bién thé di hop tir nhumg hoan toan khoe manh,
nghia 1a ho dong vai trd “thé mang gen bénh” khéng c6 biéu hién 1am sang. Hién
twong nay ¢6 thé dirge giai thich bai nhiu co ché sinh hoc.

Thir nhét, trong céc bénh 1y di truyén 13n, nguoi di hop tir thuong khéng biéu
hién bénh (carrier state). Thé di hop tir vin biéu hién bénh c¢6 thé do thyc té mang
thém mot dot bién khac trén alen con lai hodic mot bét thuong di truyén khéc lam
mat chirc ning cta gen d6 hoan toan. N6i cach khéc, bénh nhan c6 thé khéng thuc
sur & trang thai di hop don thudn ma cé tinh trang kiéu gen tuong duong ngudi ddng
hop tir do mot “dot bién thir hai” 4n gi4u, trong khi bb hosic me ctia ho chi mang
mét ban sao d6t bién va do d6 chi 1a ngudi mang gen bénh khéng triéu chimg [58].
Thir hai, trong céc bénh di truyén tréi véi d6 xam nhip khong hoan toan, ngudi
mang bién thé c6 thé khéng biéu hién kiéu hinh néu gen khéng duoc kich hoat day
du, khién bién thé "4n minh" qua cdc thé hé [59]. Thir ba, cic gen diéu bién
(modifier genes) ¢ thé anh hudng dén mirc do biéu hién ciia gen bénh. O nhiing
ngudi mang cing mot dt bién, cac bién thé & gen khdc c6 thé 1am giam nhe hoic
ting ning hiéu qua cta dot bién d6, din dén ngudi thi co triéu ching, ngudi thi
khéng [60]. Ngoai ra, yéu té méi trwdng nhur nhiém tring, ché d6 dinh dudng hay
mirc 3¢ phoi nhiém véi céc tac nhéin co thé dong vai trd quan trong trong viée kich
hoat hodic (rc ché biéu hién bénh [61]. Néu mét thanh vién gia dinh mang bién thé &
trang thdi kham (chi c6 mot ty 18 nhét dinh té bao mang dot bién, thay vi tat ca céc
té bao), ngudi d6 cé thé khong biéu hién bénh hoic biéu hién rit nhe do phan con
lai cta co thé vin cé gen binh thudng. Tuy nhién, néu bién thé d6 dugc truyén cho
con va c6 mit trong toan bo té bao co thé ciia ngudi con (d6t bién & trang thai dong
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mam hoan chinh), thi ngudi con ¢6 nguy co biéu hién bénh ddy du. Thém vao do,
céc co ché epigenetic nhur methyl héa DNA, bién doi histone, va cAu tric nhiém sic
thé c6 thé diéu chinh hoat déng clia gen ma khong lam thay ddi trinh ty DNA. Cudi
clng, nhiéu bénh di truyén chi boc 16 khi ngudi mang gen gip mét tdc nhan mai
trudng nhat dinh, tirc 13 cdn 6 sur trong tic giita yéu td nguy co di truyén va yéu té
khoi phat tir moi truong. Vi du, mot ngudi mang dot bién co thé khée manh cho dén
khi mét sw kién méi treong nhu nhiém tring, cing thang, chin thuong DNA xay ra,
vuot qua ngudng bu trir ciia co thé va tir d6 kich hoat qua trinh bénh ly [61].

3.2.1. Gia dinh bénh nhan PID3

Bénh nhin PID3 mang bién thé p.Asp735Val trén gen PTPRC, mét phét hién
kha dic biét vi trede ddy cac bién thé trén PTPRC chi yéu duogc ghi nhan lién quan
dén suy giam mién dich két hop nghiém trong (SCID). Tuy nhién, bénh nhan PID3
lai ¢6 triéu chitng phii hop hon véi kiéu hinh ctia HIES, bao gom viém phdi tai dién,
ap xe da va mirc IgE huyét thanh ting cao (12.472 IU/mL). Phét hién nay cho thay
c6 thé c6 mét biéu hién kiéu hinh nhe hon hodc khac biét ctia d6t bién PTPRC, mé
ra co hoi nghién ctru thém vé pham vi biéu hién 14m sang va chirc ning cua protein
CD45 trong bénh ly HIES.Trong gia dinh bénh nhan PID3, cac thanh vién khéc
mang bién thé p.Asp735Val nhung khong ¢6 triéu chimg. Piéu nay c6 thé do su anh
huéng ciia céc yéu t6 di truyén bd sung hodc do sy bdo vé ciia cac gen khac trong
co thé, gitip giam thiéu tac dong ctia dt bién PTPRC. Céc yéu té moi trudng, ching
han nhu mtre do tiép xtic véi céc tic nhan gy bénh hodc yéu tb dinh dudng, c6 thé
gitip ngin ngira sy phat trién ctia bénh & cac thanh vién niy. Pha hé gia dinh cua
bénh nhan PID3 cung cip thong tin quan trong dé hiéu rd hon vé sy di truyén cua
bénh va céc yéu t tac dong dén sy biéu hién triéu chimg.



Receptor-type tyrosine-protein phosphatase € ),

Modzl 1 | Instance 1855 | A | ASP 735
UNP P08575 735 D
LDDT Score (1 Rezcus)i 98.04 (very hign) =
Average AlphaMissense pathogenicity score: 0.846
e ITER. WEETN. F W

Hinh 3.7. Céu triic 3D ciia protein PTPRC, hinh anh xodn alpha tai vi tri 735
domain D1

Trong nghién ctru nay, bénh nhan PID03 mang bién thé c.2204A>T, dan dén
thay thé axit amin tai vi tri 735 tir Aspartic acid sang Valine (p.Asp735Val) trén gen
PTPRC. Gen nay ma hoéa protein CD45 — mdt phosphatase tyrosine chuyén biét
(protein tyrosine phosphatase, PTP), dong vai tro then chét trong diéu hoa hoat
déng ctia 1é bao lympho théng qua viée khir phosphoryl trén céc phén ti tin hiéu ndi
bao. Céu tric ciia CD45 bao gdm ba ving chinh: ving ngoai mang, doan xuyén
mang va vung ndi bao chira hai domain PTP: mét domain xuc tdc hoat dong (D1)
nim gin mang va mdt domain diéu hoa khéng c6 hoat tinh enzym (D2) nim xa
mang hon. Domain D1 chiu trach nhiém chinh trong hoat dong dephosphoryl hoa
cac tyrosine trén cic phan tir tin hiéu, chang han nhu céc kinase thude ho Src va
7 AP-70 — céc thanh phén thiét yéu trong qua trinh hoat héa té bao T [62].

Dot bién p.Asp735Val xdy ra tai vimg domain D1, chinh xac trong mdt doan
xofn alpha — mdt cAu tric thir cAp quan trong gop phan duy tri tinh 6n dinh va céu
tric ba chiéu cta vung xuc tac. Aspartic acid 1a mot axit amin phan cyc, mang dién
tich am, thuong doéng vai trd quan trong trong duy tri twong téic ion hodc lién két
hydro n dinh giita cac phin tir trong céu tric protein. Viéc thay thé aspartic acid
béng valine — mét axit amin khong phan cuc, ky nudc — tai vi tri ndy cé thé 1lam mat
di cac twong tac quan trong, dan dén bién dang cdu triic xoén alpha va thay déi dang
ké cAu triic cuc bd hodic toan bd domain D1. Su bién dbi nay c6 thé anh huéng dén
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kha nang dinh hudng chinh xdc cua cac gbc amin trong ving hoat dong enzym, lam

giam hodc mét chire niing xtc tic cia CD45 [62].

Su suy giam chtic ning CD45 c6 thé din dén rdi loan trong qua trinh truyén
tin hiéu khoi dong dap ung mién dich, dic biét 1 trong hoat héa va biét hoa té bao
T va B. Hau qua 1dm sang c6 thé bao gdm tinh trang suy gidm mién dich, biéu hién
bing nhidm tring tai dién, ting IgE huyét thanh va rbi loan té bao lympho — nhiing
diic didm d4 duge ghi nhan 10 ring trén bénh nhin PID03. Ngodi ra, nhing thay d6i
cAu tric tai ving xoin alpha ciing ¢6 thé khién protein tr& nén khong 6n dinh, dé bi
phan hiy hoic khong thé twong tac hiéu qua voi cac phén tir tin hi¢u khéc nhu Src
family kinases va ZAP-70 1am giam hi¢u suit truyén tin hiéu mién dich va ting

nguy co rdi loan tw mién hodc suy giam mién dich bam sinh.
3.2.2. Gia dinh bénh nhian PID7

Bénh nhan PID7 mang bién thé p.Phel96lle trén gen UNC19, mét phat hién
moi chura ting duge bdo cdo trong béat ky nghién ciru HIES nao trudc diy. Gen
UNC119 chi yéu duge biét dén lién quan t6i cac bénh 1y mién dich khéc, cu thé 1a
héi chirng giam lympho T CD4 ty phat (Idiopathic CD4 lymphopenia - ICL), theo
béo cdo duy nhit boi Stepensky va cdng sy (2014) [63]. Cac triéu chiung nhu viém
da co dia ning, tiéu chdy man tinh va nhiém tring tai dién quan sat trén bénh nhén
PID7 cho thiy UNC119 c6 thé anh huwéng rong hon dén hé théng mién dich, vuot
qua pham vi hién tai duoc cong nhan . Méc du két qua du dodn tin sinh hoc déu cho
thdy bién thé nay c6 kha ning gdy bénh cao, nhung viéc thiéu hut céac dir lidu chirc
ning cu thé doi hoi phai tiép tuc nghién ciru chuyén sau vé co ché tic dong cia
UNC119 Ién céc t& bao mién dich, dic biét 1 té bao T va kha ning anh huéng dén
qué trinh diéu hoa cytokine [64].



52

F*

pLDDT Score (1 Rssiduen 91.0(

age AlphaMissense pathogenicity score; 0,983

Hinh 3.8. Céu triic 3D ciia protein UNC119, xodn alpha tai vi tri 196 domain 1

UNCI119 la mot protein hoat dong nhu mot chét kich hoat cac kinase kiéu
Src (nhu LCK va FYN) trong té bao T, gitip diéu chinh cac tin hidu tir thu thé té bao
T (TCR). Ngoai ra, UNC119 ciing ¢6 vai {rd quan trong trong viéc diéu hoa cac con
dudng tin hiéu khac, bao gdm cac con dwong tin hiéu quan trong trong céc té bao
mién dich khac nhu té bao B va té bao don nhan. Mét trong nhimg chirc ning quan
trong cia UNC119 la viéc n6é ¢6 kha nang tuwong tdc véi cac protein myristoyl, giup
én dinh va diéu hoa qué trinh tin hiéu trong cic 1€ bao [64]. UNC119 déng vai trd
trong viéc kich hoat cac kinase Src nhu LCK va FYN trong té bao T. Dot bién 1am
thay ddi céu trac cia UNC119 c6 thé lam giam kha nang kich hoat c4c kinase nay,
tir @6 anh hudng dén tin hiéu té bao T [64]. Dot bién thay dbi clu tric xodn alpha tai
vi tri 196 ctia domain 1 lam thay déi céu tric cia UNC119. Su thay di cu triic nay
dan toi suy giam hoat dong ctia UNC119 cé thé dan dén réi loan trong viée kich
hoat té bao T va lam suy yéu cdc phan tmg mién dich.

3.2.3. Gia dinh bénh nhian PID28

Bénh nhan PID28 mang bién thé c.481C>T (p.Argl61Cys) trén gen IL2IR,
mot phat hién quan trong da dugce ghi nhén trong cic nghién ctru qudc té trude day.
Céc nghién ciru da cong bd chimg minh rang dot bién trén IL2]R gy anh huong
truc tiép dén kha ning biét hoa té bao lympho B, T va NK théng qua sy suy giam
con dudng tin hiéu IL-21 [65]. Diéu nay din dén hién tuong ting san xuét IgE va
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cac triéu chimg 1am sang nghiém trong cia HIES nhu viém da co dia, viém phoi tai
dién, va 4p xe lanh tai phat. Cac triéu chimg lam sang trén bénh nhén PID28 trong
nghién ctru nay nhu viém da co dia nghiém trong ngay tir giai doan so sinh va IgE
tdng cao (>1400 TU/mL) la hoan toan phu hgp voi cac bao céo trude day, qua do
khang dinh mdi quan hé nhan qué rd rang gitra bién thé nay va kiéu hinh lam sang
quan sat dugc [66]. Phan tich pha hé trong trudong hop nay cho thiy mic di me cuia
bénh nhén mang ciing mot bién thé di truyén, nhung viée nguoi me khong biéu hién
bénh c6 thé lién quan dén su twong tac phirc tap gitra céc yéu to di truyén khac chua
dugc xac dinh trong nghién ciru nay.

Hinh 3.9. Cdu tritc 3D ciia protein IL21R, hinh danh gdp nép f tai vi tri 161 domain 2

Protein IL-21R & ngudi gbm mot chudi polypeptide xuyén mang type I voi
viing ngoai bao gin IL-21, mdt ving xuyén mang, va dudi trong bao tuong chua
motif gin JAK1. Viing ngoai bao ctia IL-21R ¢6 hai domain kiéu fibronectin type
11 (Fnlll) gidu ciu trac gép nép p. Mot ddt bién dang chi y trong viing ngoai bao
cua IL-21R Ia p.Argl61Cys (c.481C>T), trong d6 arginin tich dién duong bi thay
thé bang cystein mang nhom -SH phén cye. Argl61 ndm trong domain fibronectin
type I1I (FnIll) thir hai — ving céu tric thiét yéu cho sw én dinh va hoat dong chirc
nang cta thu thé. Vi tri ndy nim gén cac acid amin bao tén quan trong nhu Trp138
va Leul58, von tao thanh 16i ky nude duy tri cAu tric beta-sheet 6n dinh, cting nhu
¢ lan can Glul57, mot vi tri tich dién am tham gia twong tac ndi phan tir [67]. Viée
thay thé Argl61 bang Cystein c6 thé ddn dén mat cac twong téc dién tich co loi, gdy
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mét 6n dinh cdu tric domain Fnlll. Ngoai ra, su xuéit hién cua mét cystein “ty do”
tai vi tri khong théng thuong co thé dan dén hinh thanh cau disulfide sai léch, khién
IL-21R bi giir lai tai ludi ndi chat va khéng duge dua ra mang té bao [67]. Hau qua
12 thu thé khong c6 mit trén bé mit té bao dé gan véi 1L-21, dan dén mat kha nang
hoat hoa chudi tin hiéu JAK/STAT. Mic du dot bién p.Argl61Cys chua duge md ta
trong céc ca bénh da cong b, dir lidu tir co s& ClinVar da ghi nhan bién thé nay cé
lien quan dén hoi chimg suy giam mién dich bdm sinh lién quan IL-21R
(Immunodeficiency 56). Vi tri Argl61 ciing nam gan cac dot bién géy bénh da biét
nhu Trp138Ser, Leul58Pro, va Arg201Lew/Gln — tit ca déu dan dén mat chirc nang
[L-21R va biéu hién kiéu hinh suy giam mién dich trim trong [68]. Do dé, c6 co s
virg chic dé suy ludn rang p.Argl61Cys la mot dot bién géy mét chirc ning (loss-
of-function), anh huéng dén sy biéu hién thu thé trén mang va lam suy yéu hoat
dong tin hiéu IL-21, tir d6 gop phan vao rbi loan mién dich & bénh nhin mang bién
thé nay [69].

3.2.4. Gia dinh bénh nhin PI1D38

Hinh 3.10. Cdu trite 3D cua protein NHEJI, hinh anh Argl76

Bién thé NHEJI (p.Argl76*) ciing dugc ghi nhén trén bénh nhin PID38 vén
12 nguyén nhan gy ra hdi ching Cernunnos, mot dang suy giam mién dich nghiém
trong. Tuy nhién, triéu chimg dién hinh ctia hoi chimg nay (d4u nho, cham phét
trién nghiém trong) khong dugc quan sét 1d rang & bénh nhan nay, ma thay vao do
la su ting cao ndng do IgE va nhiém trung tai dién.
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Protein NHEJ1 (con goi 1a Cernunnos hodc XLF) ton tai dudi dang
homodimer, mdi monomer gbm mién dau N-terminal dang cau (globular head), mot
doan than a-helix kéo dai, va ving dudi C-terminal khéng c6 cdu tric ¢6 dinh.
Amino acid Argl76 nim & khoang gitta chudi polypeptide, gin cudi mién protein
bao tdn cao (mién Pfam XLF tir amino acid 12 dén 174) [70]. Vi tri Argl76 thudce
phén alpha-helix than (stalk) ndi lién diu N-terminal véi dudi C-terminal cia
protein. Trén mé hinh cdu tric 3D (dwa theo du doén AlphaFold va cAu tric tinh thé
XLF 1-233), Argl76 nim trén b& mat ciia mot bo xoén 0. & ving trung tm cla
dimer [71]. Vung helices nay gop phin quan trong vao viéc tao cau tric dimer on
dinh ciia NHEJ1, giup hai monomer XLF gin két v6i nhau. Nhin chung, Argl76
khéong thudge ving hoat dong xic tac ddc hiéu nao ma chu yéu dong vai tro duy tri
cu trac khdng gian cta protein XLF. Dot bién p.Argl76* (thay ddi codon Arg
thanh codon két thic tai vi tri 176) s& lam chudi polypeptide dimg lai sém & amino
acid 176. Diéu nay khién protein bi cit ngin va mat di 123 amino acid cui C-
terminal (tir 177 dén 299). Phin bi mét bao gébm mot doan Ién cia than a-helix
(phén cudi cia stalk) ciing toan bd viing dudi khong cau tric C-terminal. Sy thiéu
hut nay dugc dy doan anh hudng nghiém trong dén kha ning gip cudn va 6n dinh
cua protein. Cu thé, protein cat ngén s& thiéu cac mién chirc ning quan trong: ciu
tric xodn a khong con ddy du dé tao dimer vimg chéc, va ving dudi C-terminal
(thuong linh dong) bi mét hoan toan. Hau qua Ia cdu tric 3D c6 thé bi bién d6i hodc
khong bén viing, din dén mit chirc ning sinh hoc ciia NHEJ1 [72]. Thong thudng,
dot bién vo nghia sém nhu p.Argl76* s& tao ra mRNA chita codon két thic bat
thudng, kich hoat co ché phan hity mRNA qua trung gian nonsense (NMD). Do dé,
rat c6 thé khong cé protein hodc chi mot lugng rdt it protein di dang dugc tao thanh
trong té bao mang dot bién nay. Ngay ca khi mot protein ngéin (1-176) dugc sinh
tong hop, protein d6 khéng con mién tuong tic can thiét dé tham gia stra chiia
DNA. Thuc té, nhidu béo cdo di ghi nhan, dot bién Argl76 tuong duong véi alen
mét chire nang hoan toan. Vi du, bién thé ¢.526C>T (p.Argl 76X) dugc Dutrannoy
va cong su tim thiy & bénh nhén hdi ching giong Nijmegen breakage, giy ngimg
tong hop protein tai exon 4. Bénh nhan mang dot bién nay biéu hién dau nho
(microcephaly) v qud mén cam véi bic xa do mét chic ning NHEJ1 [72]. Diéu
nay khing dinh ring p.Argl76* giy hiu qui nghiém trong dén protein, lam mat
hoat dong sinh hoc binh thuong cia NHEJ].
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

Nghién ctru nay da thu thap miu mau tir cdc bénh nhan dugc chin doén mic
héi ching suy giam mién dich bim sinh ting IgE (HIES) va nguoi than trong gia
dinh cua ho tai Bénh vién Nhi Trung vong. Bang phuong phdp gidi trinh tur toan bd
viing gen ma hoa (Whole-exome sequencing — WES) trén 4 bénh nhén mic hoi
ching HIES dién hinh, nghién ctru di xic dinh dugc mot s6 bién thé di truyén cb
kha ning lién quan dén hoi chimg HIES, cu thé nhu sau:

1. Phat hién bién thé di hop tir ¢.2204A>T (p.Asp735Val) méi trén gen
PTPRC & bénh nhan PID3, c6 kha ning lién quan dén hoi chimg HIES.

2. Phat hién bién thé di hop tir c.586T>A (p.Phel96lle) mdi trén gen
UNC119 & bénh nhan PID7, bién thé nay duge dédnh gia la c6 kha nidng anh hudng
dén chirc ndng protein va lién quan dén biéu hién 14m sang ciia bénh.

3. Phat hién bién thé di hop tir c.481C>T (p.Argl61Cys) trén gen IL2IR &
bénh nhan PID28 c6 kha nang lién quan mat thiét dén biéu hién lam sang cia hoi
chirng HIES.

4. Phat hién bién thé mdi trén bénh nhan PID38 & dang dong hop tir
¢.526C>T (p.Argl76%*) trén gen NHEJI, bién thé ndy déu c6 tiém ning cao giy ra

céc roi loan mién dich nghiém trong ¢ bénh nhan.

KIEN NGHI

Cin trién khai thém céc nghién ctru chirc ndng trén té bao va dong vat mo
hinh d& hidu & hon co ché gay bénh cia c4c bién thé da dwoc phat hién, gbp phan
hoan thién hiéu biét v& co ché sinh bénh ctia HIES.

Xay dung co s& dit ligu quéc gia vé cic bién thé lién quan dén hoi chimg
HIES, 1am co s& tham khdo trong chin doén, tu véan di truyén va xay dung liéu phép
diéu tri pht hop cho bénh nhan tai Viét Nam.
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