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Phat hi¢n dot bién gen BTK trén cac bénh nhan
chan doan bénh khong gammaglobulin mau lién két
nhiém sic thé gioi tinh X (XLA)
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Tom tat:

Protein cytoplasmic tyrosine kinase (BTK) dwgc ma hoa béi gen BTK. Dot bién trén gen BTK la nguyén nhan gay
nén bénh khong gammaglobulln mau lién két nhiém sic thé gi¢i tinh X (XLA). Muc tiéu: phat hién cac dot bién trén
gen BTK & cac bénh nhian mic bénh XLA. Déi twong va phwong phdp: 3 bénh nhan dugc chian doin mic bénh XLA.
St dung k§ thudt gii trinh tw gen dé phat hién cac dt bién trén gen BTK. Két qud: 3 bénh nhan déu cé dot bién
trén gen BTK, trong d6 1 bénh nhin cé dot bién mit doan tir exon 2 dén exon 5; 2 bénh nhén c6 dét bién diém thay
thé axit amin trén exon 10, cic dot bién 1in lwot 13 ¢.862C>T (p.Arg288Trp) va ¢.843G>A (p.Trp281Stop). Két luin:
ky thuit giai trinh tu gen la phu’o’ng phap chinh xdc cho phép sang loc toan b cac dot bién trén gen BTK. Phlro’ng
phap gidi trinh tu gen la co sé& dé chin doan xac dinh bénh XLA, day la co sé& daé giup cac bac sy 1Am sang tw van di

truyén va chin doan truwée sinh trong twong lai.

Tir khéa: Aot bién, gen BTK, giii trinh tw gen, XLA.
Chi 56 phin logi: 3.2

Pat van de

Bénh XLA 1 bénh giam gammaglobulin méu lién két
nhiém séc thé gidi tinh X khién cho co thé khong san xuat
dugc BTK. Do d6, céac té bao lympho B khong thé biét hoa
hodc trudng thanh dugc, dan téi hau qua tryc tiép la khong
san xuit dugc khang thé dé dua ra mau ngoai vi. Vi vay,
co thé bénh nhan bi giam kha niang chdng choi vé6i céc tac
nhan gy bénh, dic biét 1a vi khun. Ty 1é méic bénh XLA
khoang 1/200.000 tré. Day 1a bénh di truyén lién két gisi
tinh X hiém gap. Protein BTK ¢6 5 ving chirc ning khac
nhau, gdm: ving pleckstrin - homology (PH) nim & dau N,
tiép theo 1a ving Tec (TH), Src- (SH3), SH2 homology va
Kinase (TK hodc SH1). Trong khi ving SH1 1a ving tong
hop cho qua trinh Tyr phosphorine hoa, viing PH lai cé chirc
nang quan trong trong vi tri cia mang BTK. Vung TH gitr
vai trd quan trong trong qua trinh giir protein va diéu hoa
hoat dong, ving SH3 va SH2 giir vai tro trong qué trinh
tuong tac gilra cac protein [1].

Nam 1993, 1an dau tién hai nhom nghién ctru doc lap
cung tim ra gen BTK gay bénh XLA va giai thich dugc co
ché sinh bénh. Dot bién ¢ gen nay gy giam chirc ning cia
BTK khién cho té bao lympho B khong thé biét hoa hodc
truong thanh va khong san Xuét ra khang thé [2]. Gen BTK
nam ¢ canh dai ciia nhidm sic thé X, ¢ vi tri Xq 21.3-q 22.
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Gen nay dai 37 kb va chira 19 exon. Ngay nay, c6 khoang
2.152 nghién ctru vé dot bién gen BTK di duoc cong bd trén
thé giéi (http://structure.bme.lu.se/idbase/BTKbase/index.
php?content=index/IDbases) [3-5].

Trong nghién curu nay, chiing t6i ap dung ky thuat giai
trinh ty gen dé phat hién cac dot bién trén gen BTK & ving
exon va vung ranh gioi exon/intron trén 3 bénh nhan da
duoc chan doan méc bénh XLA.

Doi twong va phuong phap nghién ciiu
Déi twong nghién ciru

Nghién cttu dugce thuc hién trén 3 bénh nhan tudi tir 36
thang t&i 10 nam, khong c¢6 quan hé huyét thdng véi cac
triéu ching 1am sang 1a nhiém khuan tai dién nhiéu dot,
khoi phat tir 8,4 thang tudi. Cac bénh nhan nay du tiéu chuin
chén doan x4c dinh bénh XLA theo cac tiéu chuin cta Hiép
hoi suy giam mién dich chau Au (1999) nhu sau [6]:

Tiéu chuan chan doan xdc dinh: bénh nhan nam c6 sd
luong t& bao lympho B CD19+ <2% va it nhat mot tiéu
chuan sau:

- Tim thdy dot bién trén gen BTK (Bruton
agammaglobulinmia tyrosine kinase).
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Abstract:

The cytoplasmic tyrosine kinase (BTK) protein is
encoded by the BTK gene. Mutations in the BTK gene are
responsible for the primary immunodeficiency X-linked
agammaglobulinemia (XLA). Objectives: to detect
mutations in BTK gene in patients with XLA. Subjects
and Methods: three patients were diagnosed with XLA.
Sequencing techniques were used to detect mutations
in the BTK gene. Results: all the three patients had
mutations in the BTK gene; one had a loss mutation of
exon 2 to 5; two patients had an amino acid substitution
mutation on exon 10, and the mutants respectively were
¢.862C>T (p.Arg288Trp) and c.843G>A (p.Trp281Stop).
Conclusion: sequencing technique is the accurate
method for screening all mutations in the BTK gene.
Sequencing technique will support for the diagnosis of
XLA, for clinicians to provide genetic counselling and
prenatal diagnosis in the future.
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- Anh, em trai cung me cua bénh nhan, cau va bac trai
bén me, hodc chau trai bén me c6 s6 lugng t€ bao lympho
B CD19+ <2%.

- Khong c6 mARN ctia gen BTK trong miu phan tich
mARN cua bach cau hat trung tinh va bach ciu mono theo
phuong phap Northern blot analysis.

- Khéng c6 protein BTK trong t& bao bach cdu mono
hoac tiéu cau.

Tiéu chuan logi trir:

- Bénh nhan bi suy giam mién dich thtr phat do HIV,
thudc hodc hoa chat.

- Bénh nhan hodc nguoi nha khong chip thuan tham gia
nghién ctru.

Phwong phap nghién ciru

Mau bénh pham: 2 ml mau ngoai vi chéng dong EDTA.

Tdch chiét ADN tir mdu ngoai vi: st dung kit tach chiét
QiaAmp DNA blood mini kit (Qiagen - Buc).

Phirong phdp PCR nhéin doan gen BTK: trinh ty mdi
duoc thiét ké theo Wing va cs. Chu trinh nhiét PCR dugc
thuc hién trong diéu kién 95°C, 5 phut; [95°C, 45 gidy; 60°C,
45 phut; 72°C, 1 phut 45 giay] x 35 chu ky; 72°C, 10 phut.
San pham PCR dugc kiém tra trén Agarose 1%. D6 16n cua
san pham PCR duoc thé hién & bang 1.

Bang 1. San pham PCR va d¢ I6n clia sdn pham.

Sian phim PCR  Exon Do 16m (bp)
1 Exon 1 600

2 Exon 2-3 949

3 Exon 4-5 1.829

4 Exon 6-7 649

5 Exon 8-9 796

6 Exon 10-13 1.933

7 Exon 14-15 1.058

8 Exon 16-18 1.620

9 Exon 19 627

Tinh sach san phdam PCR: st dung kit tinh sach QIAamp
PCR purification kit (Qiagen - Buc).

Thiee hién phan iing PCR moi don: phan ing PCR moi
don dugc thuc hién theo chu trinh nhiét [95°C, 30 gidy;
559C, 1 phut; 72°C, 2 phut] x 30 chu ky. San phim PCR
mdi don dugc tinh sach sir dung kit tinh sach chuyén dung
BigDye X Terminator (ABI).

Giai trinh tw gen BTK: dugc tién hanh trén may Genetic



Analyser 3130 (ABI). Trinh ty gen duoc phéan tich bang
phan mém Chromas Pro, sau d6 dugc so sanh véi trinh tu
chuin U2281904 cuia Ngan hang gen thé gidi (GeneBank).

Keét qua

Trude khi duoc chan doan, cac bénh nhan déu bi viém
phdi >2 dot/nam, viém tai giita tai phat, 2 trong sé 3 bénh
nhan bj nhiém khuan ngoai da can diéu trj khang sinh, mot
hogc hai dot nhidm khuan huyét; mot bénh nhan bi viém
ndo - mang nio do nhidm khuén va di ching nghiém trong
gy cham phat trién tinh than, van dong va viém phdi ning
dan t6i tir vong.

Xét nghiém cén 14m sang cta ca 3 bénh nhén cho thiy
nong do gammaglobulin trong mau ngoai vi giam nang
(bang 2). Nong d6 IgG tai thoi diém trude chan doan cua
2 bénh nhan trude khi truyén gammaglobulm duéi -2SD so
v6i tudi, bénh nhan s 3 sau khi duoc truyén gammaglobuhn
tai bénh vién tinh véi chi dinh diéu tri nhiém khuan huyet
ning IgG do duoc chi dat 4,6 g/l (twong dwong ngudng thap
clia gia tri binh thudng so vdi tudi).

Béang 2. Kiéu gen va kiéu hinh cac bénh nhan XLA.

Bénh Immunoglobuline Ly'mpho B it bién

mhin g py K6 ifawg %  cADN  Protein

| 001 030 009 0 0 Del exon 2-5

2 002 070 240 91 0,18 ¢c862C>T  p.Arg288Trp
3 045 053  460* 0 0 c.843G>A  Trp281Stop

*Bénh nhan da duoc truyén gammaglobulin trugc khi dinh luong (tai
bénh vién tinh do nhiém khuan huyét).

Gen BTK duogc chia lam 9 doan véi d 16n tuong Gng.
Két qua khuéch dai gen cho thdy, cic doan gen déu duogc
khuéch dai v6i d6 10n mong muén (hinh 1A). San pham
PCR tiép tuc duoc sir dung dé giai trinh tu, phan tich gen
BTK.
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Hinh 1. San pham khuéch dai gen BTK. (A) San pham khuéch
dai gen BTK trén mau khong co dot bién. (B) Dot bién mat doan
i exon 2 dén exon 5 gen BTK dugc phét hién trén bénh nhan
s6 1.
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Nghién ctru phat hién 3 bénh nhan c6 dot bién trén
gen BTK (bang 2). Trong d6, mot bénh nhan co dot bién
mat doan tir exon 2 dén 5 (hinh 1B); 2 bénh nhan c6 dot
bién diém kiéu thay thé axit amin trén exon 10 lan luot 1a
c.862C>T (p.Arg288Trp) va ¢.843G>A (p.Trp281Stop)
(hinh 2, 3). Kiéu gen va kiéu hinh cta cc bénh nhan dugc
thé hién ¢ bang 2.

ATG ACTCG GAG TCAG

ATG ACTCG GAGTCAG

Me bénh nhan s8 02
Dj hop tlr d6t bién c.862C>T (p.Arg288Trp)

M3u d8i chitng
Khong cé dét bién ¢.862C>T (p.Arg288Trp)

ATGACTTGGAGTCAG
Met Thr Trp Ser GIn

ATGACTCGG AGTCAG

Bénh nhan s6 02
Dot bién c.862C>T (p.Arg288Trp)

Chi gdi bénh nhan s6 02
Di hop tlr dot bién c.862C>T (p.Arg288Trp)

Hinh 2. D6t bién ¢.862C>T (p.Arg288Trp) trén gen BTK 6 bénh
nhén s6 2.
Intron 9 Exon 10

CACAGIGTGEGTATTC C

Trp Tyr  Ser

M3u d8i chirng
Khong cé ddt bién c.843G>A (p.Trp281Stop)

Intron 9 Exon 10

CACAGI|GTG ATATTC C
Stop Tyr  Ser

S

Hinh 3. Dot bién c.843G>A (p.Trp281Stop) trén gen BTK &
bénh nhén sd 3.

WBX171003, Bui Van Quang
Dot bién ¢.843G>A (p.Trp281Stop)

3 bénh nhéan déu c6 ndng do IgA, IgM giam ning <-2SD
50 voi tudi ctia bénh nhan (bang 2). S6 lugng té bao lympho
B cua ca 3 bénh nhan déu giam ning <1%, phu hop tiéu
chudn chin doan cia bénh nhan. bay 1a chi s6 danh gia
khéng phu thude vao diéu tri truyen IVIG, phan anh benh
nhan khong ¢6 kha ning san xuat khang thé do giam rat
ning t& bao lympho B trong mau ngoai vi.
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Céc bénh nhén trong nghién ctiru déu c6 dot bién trén gen
BTK, trong d6 1 bénh nhan c6 dot bién méat doan tir exon 2
dén 5 va 2 bénh nhan c6 dot bién diém trén exon 10. Hai dot
bién diém 1a dot bién thay thé axit amin (p.Arg288Trp) va
dot bién tao codon két thiic som (p.Trp281Stop). Dot bién
p.Arg288Trp duwoc mb ta lan dau tién vao nim 1994 bai
Bradley va cs [7]. Tac gia st dung phuong phap SSCP dé
phat hién dot bién trén gen BTK & 10 bénh nhan. Két qua
phét hién dugc 8/10 bénh nhan c¢6 dot bién, trong d6 7 dot
bién 13 dot bién diém va 1 dot bién & dang chén doan nho.
Dot bién p. Trp281Stop 1a dot bién tao codon két thuc som
trén exon 10. Dot bién nay di dwoc cong bd nim 1995 boi
Hagemann va cs [8]. Cac tac gia nay cling str dung phuong
phap SSCP dé phat hién cac dot bién trén gen BTK. Nghlen
ctru cuia chiing t61 su dung phuong phap giai trinh ti gen dé
phat hién toan bo dot bién trén gen BTK. Ngay nay, da co
nhiéu nghlen ctru st dung k¥ thudt giai trinh ty dé phat hién
do6t bién trén gen BTK. Nam 2015, nghién ciru ciia Chear va
cs [9] da phat hién dot bién méi trén exon 13 nhd st dung
phuong phap giai trinh tu gen. Nam 2016, Abolhassani va
cs [10] cling da sir dung ky thuat giai trinh tu gen dé phat
hién d6t bién gen BTK. Nghién ciru ndy da phat hién 37/87
bénh nhan c6 dot bién, trong d6 co 1 dot bién méi chua
dugc cong bb. Phuong phép giai trinh tu gen 1a phuong
phép c6 do nhay va d6 dac hiéu cao, co thé xac dinh cac dot
bién diém trén toan bd gen BTK. Tuy nhién, nhugc diém cua
phuong phép giai trinh ty gen la khong phat hién dugc cac
dot bién mat doan 16n trén bénh nhan va nguoi mang dot
bién loai nay. Vi vay, cAn ¢6 phuong phap khac dé phat hién
cac dot bién mat doan 16n nhu MLPA, PRC-RFLP...

Viéc phat hién cac dot bién trén gen BTK giy bénh XLA
s€ gitip chan doan xac dinh bénh XLA, la tién d¢ cho tu van
di truyén va chan doan trudc sinh sau nay.

Két luan

Nghién ctru phat hién 3 bénh nhan duoc chan doan bénh
XLA déu c6 dot bién trén gen BTK, trong d6 1 bénh nhan
c6 dot bién mét doan tir exon 2 dén 5; 1 bénh nhan co dot
bién p.Arg288Trp va 1 bénh nhéan ¢ dot bién p.Trp281Stop
trén exon 10.
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Ky thuat giai trinh tu gen 13 k¥ thuat c6 d¢ chinh xac cao,
¢6 thé phat hién cac dot bién trén gen BTK. Day 1a tién dé co
ban cho viéc xac dinh di hgp tu, phong bénh bﬁng tu van di
tmyén va chan doan trudce sinh.
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