TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

GIAI TRINH TU TOAN BO VUNG GEN BIEU HIEN
PHAT HIEN POT BIEN GEN CYBB GAY U HAT MAN TiNH

Can Thi Bich Ngoc va Vii Chi Diing™”
Bénh vién Nhi Trung Uong

Bénh u hat man tinh la mét nhém céc réi loan di truyén khéng déng nhét déc trung bdi khiém khuyét cia
hé théng enzymenicotinamide-adenine dinucleotide phosphate oxidase. Bénh thuong duoc chén doan & tré
nhé véi biéu hién nhiém trung ndm hodc vi khuén ndng nguy hiém dén tinh mang. Nguyén nhén la do dét
bién gen, cé thé di truyén lién két nhiém séc thé X hodac di truyén lan nhiém séc thé thuong. Trong nghién ctru
nay,chung téi mé té cac déc diém Iam sang, héa sinh va dot bién gen cta hai bénh nhdn méc bénh CGD lan
dau tién duoc chén doéan tai Viét Nam. Hai tré trai 15 thang va 5,5 thang tir hai gia dinh khac nhau cé biéu
hién viém phéi kéo dai téi dién tir giai doan so sinh, dép (rng kém véi diéu tri. Ca hai bénh nhan déu cé tién st
gia dinh cé anh ho hodc em trai bj bénh twong tw da t&r vong ma chwa c6 chdn doén xac dinh. Hai bénh nhan
nay duwoc gidi trinh tw toan bé vung gen biéu hién va phat hién dét bién di hop tir c.141del (p.S48QfsX13) va
c.1548G>A ( p.W516X) ctia gen CYBB trén nhiém séc thé X va mela nguoi mang gen. Hai bénh nhan dap
tng kém véi diéu tri va déu tr vong. Bénh nhan méc bénh CGD do dét bién gen di truyén lién két gidi tinh X

thuong xuét hién bénh sém, ty 1é tir vong cao. Viéc phén tich gen gitp chdn doan xéc dinh bénh, quyét dinh

phuong phép diéu tri va tw van di truyén.

T khéa: u hat man tinh, dét bién gen CYBB.

. DAT VAN PE

Bénhuhatmantinh (Chronic Granulomatous
Disease-CGD) la mét nhém céac rdi loan di
truyén khong ddng nhét dac trng béi sw khiém
khuyét cta hé théng enzymenicotinamide-
adenine dinucleotide phosphate (NADPH)
oxidase. Bénh biéu hién b&i nhiém vi khuan
hodc ndm nang tai di tai lai dAn dén sy hinh
thanh tén thwong viém dang u hat. Bénh
thwdng dwoc chan doan & tré nho, doi khi gap
& giai doan s&ém & ngwoi Ién. Nhirng bénh nhan
nay thwong biéu hién bénh rat sém (thwdng
giai doan so sinh), nhiém trung ndm hodc vi
khudn nang nguy hiém dén tinh mang.! Cac
mam bénh phé bién bao gdm céac vi khuan nhuw
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Enterobacteriaciae, Staphylococcus, Nocardia,
céac loai nAm nhuw: Aspergillus, Candida hodc
vi khudn khéng dién hinh Mycobacteria.2®
Cac vi khuan khac bao gébm: Burkholderia va
Chromobacterium violaceum. Bénh cé thé di
truyén lién két nhiém sic thé X, hoac di truyén
I&n nhiém séc thé thuwdng. CGD di truyén lién
két NST X (XL-CGD) do dét bién gen ma héa
cho gp91phox chiém 65-70% céac truwdng
hop.* Gen cé tén la CYBB c6 kich thwéc 30 kb
(Xp21.1). Cac dot bién mét doan, léch khung
dich ma, sai nghia, vd nghia va dot bién ving
cét ndi trén gen nay da dwoc md ta. CGD do di
truyén 1an NST thuong (AR-CGD) gap & 35%
cac trwdng hop xay ra do dot bién cac thanh
phan khac ctia NADH oxidase (ngoai trir dot
bién p40phox va Rac chwa gay bénh CGD)
[bao gébm: p22phox, p67phox vap47phox. Déi
v&i cac gen nay, dot bién troi clia gen p22phox
chiém 25% cac trworng hop. Bénh hiém gap, ty
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lé méc wéce tinh khodng 1/100.000 — 1/200.000
tré so sinh.® Biéu hién |am sang da dang, kho
chan doan, dé bd sot. Dé hiéu thém vé biéu
hién 1am sang, chan doan bénh CGD, nghién
ctu nay dwoc tién hanh véi muc tiéu: mod ta
d&c diém lam sang, héa sinh, huyét hoc va phat
hién ddt bién gen cla cac bénh nhan méc bénh
CGD béng phwong phap giai trinh tw gen thé
hé md&i cho toan bd vung gen biéu hién (whole
exome sequencing — WES).

Il. DOI TWVONG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong

2 bénh nhan dwoc chin doan GCD tai Bénh
vién Nhi Trung wong.
2. Phwong phap

Nghién ctru mét loat ca bénh

Tiéu chuan chén doan’

Tiéu chudn Ié4m sang: viém phdi hodc viém
gan nang tai dién, bao gom sw hinh thanh ap
xe, c¢6 thé xac dinh dwoc cac nguyén nhan

ll. KET QUA
1. Ca bénh 1

1.1. Lam sang

cu thé nhw vi khuan hodc ndm. Cé thé c6 ton
thwong u hat & dwong tiéu hoa hodc tiét niéu.

Tiéu chudn xét nghiém: thiéu mau, ting
huyét cau t6 da dong, tang cac phan Gng
viém cép tinh nhw mau lang, CRP, cac xét
nghiém mién dich dich thé va mién dich té
bao binh thwdng.

Tién st gia dinh dwoc khai thac theo pha
hé 3 thé hé trong gia dinh.

DNA cla bénh nhan dwoc chiét tach theo
quy trinh chuan tr bach cau mau ngoai vi,
dwoc gidi trinh tw toan bd ving gen biéu
hién (WES). Sau khi c6 két qua phan tich
gen cla bénh nhan, DNA tir mau mau cla
mebénh nhan dwoc chiét tach va phan tich
gen CYBB theo phuwong phap PCR va giai
trinh tw sanger. Cac di liéu phan t& dwoc so
sanh v&i ngan hang gen. Cac két qua sinh
héa va huyét hoc dwoc dbi chiéu voi gia tri
tham chiéu binh thuwdng.

Tré 15 thang, con dau, d& md vi chuyén da kéo dai, vong rau cudn cd, khdng ngat, can ndng
luc d& 3300g. Tw ngay thtr 3 sau dé tré xuéat hién sét 38°C, ngay th& 4 xuét hién ban & mat, hét
sbt. Ngay 13 sau d@, tré xuét hién sbt 38 - 38,5°C, khong ho, khéng nén, diéu tri dot 1 tai Bénh
vién Nhi Trung wong. Trong qua trinh diéu tri tré sét cao lién tuc 2 thang, suy hd h4p phai thé oxy
qua mask, phim Xquang phdi nghi ng& lao. B&nh nhan dwoc chuyén bénh vién lao diéu tri thubc
lao 1 thang, tré hét sbt, cat dwoc oxy. Tré xuat vién vé nha tiép tuc diéu tri theo phac d6 diéu tri lao
6 thang. Trong qua trinh diéu tri thubc lao, tré phai nhap vién diéu tri 2 1an vi ting men gan. Dot 1
kéo dai 12 thang, sau khi két thuc phac dd diéu tri lao 1 thang, tré sbt lai, ho nhiéu, diéu tri dot 2
tai Bénh vién Nhi trung wong. Dot 2, tré diéu tri viem phdi 15 ngay, sét cao lién tuc 39 - 40°C, ho
nhiéu, suy hé hap nang, phai hd trg thé may. Trong qua trinh diéu tri, tré xuat hién ndi ban trén da,
ban dé dang cham rai rac toan than, khéng xuat huyét dwéi da, gan lach khong to, khéng c6 hach
ngoai vi, tim déu, khdng c¢6 tiéng théi, phdi khéng ran.

1.2. Cac xét nghiém
Téng phan tich té bao mau

Trong qua trinh diéu tri, tré dwoc xét nghiém tdng phan tich té bao mau nhiéu lan, két qua déu
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cho th4y tinh trang thiéu mau nhe, huyét séc té dao dong tir 84-116 g/l, bach cau ting chd yéu bach

cau da nhan trung tinh, thinh thoang c6 sb lwong bach cau va cong thirc bach cau binh thwdng, hai

ngay dau tién cé giam tiéu ciu ndng, sau doé da sé cac 1an xét nghiém tiéu ciu déu binh thuong.
Xét nghiém CRP tdng cao subt trong hai dot diéu tri, cao nhat 200 mg/.

Céc xét nghiém nudi cay xac dinh téc nhan gy bénh: ca hai dot déu tim dwoc tac nhan gay bénh

trong mau.
Bang 1. Cac két qua xét nghiém vi sinh
Nubi cay Dot 1 Dot 2

Mau Burkholdernia cepacia Candida albicans
Dich nao tay Am tinh Am tinh

Dich ty hau Am tinh Hemophilus influenza
Dich ndi khi quan Am tinh Am tinh

Céy phan Am tinh Am tinh

Céc xét nghiém sinh hoc phén tir dé phét hién téc nhan gay bénh.

Bang 2. Cac xét nghiém sinh hoc phan twr

PCR bot 1 Pot 2

CMV mau 8x10* cp/ml Am tinh

Lao dich da day 3 mau Am tinh Am tinh

Da mbi septifast Am tinh Am tinh

Cum A dich n6i khi quan Dwong tinh
Adenovirus, mycoplasma, . N
rhinovirus, s&i dich ty hau Am tinh Am tinh

EBV, HSV tly xwong Am tinh Am tinh

Céc xét nghiém khac:

Anti dsDNA (-); Anti-ANA (-); test nhanh HIV: am tinh; Cac xét nghiém mién dich dich thé va mién
dich té bao binh thwdng. Tly dd ca hai dot: khéng tim thay té bao bat thuéng va thuwe bao mau. Siéu
am 6 bung: gan lach to, dich tw do & bung 10mm, dich mang phdi phai 14mm. CT scan 16ng nguwc va
4 bung: ddng dac nhu mé phdi rai rac hai bén, gan lach to. MRI so ndo: binh thwéong.
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Hinh 1. Hinh anh tén thwong phéi cia bénh nhan

1.3. Diéu tri va tién trién

Bang 3. Diéu tri va tién trién

Diéu tri Dot 1 Pot 2
Maxpenem Torlaxim
Lobitzo Medphatobra
Colistin Tienam
Thubc Vancomycin Vancomycin
Fluconazol Biseptol
Gentamycin Colistin

Thubc chéng lao

. Tré hét sdt > xuét vién Sét cao lién tuc,
Dién bién N - . .
diéu tri ngoai tru thé may - tir vong
1.4. Tién st gia dinh:
I O O o, O
mééé L &dd &QD
112 13 15 16 17 Hoi chimg

Edward

Hinh 2. Pha hé gia dinh cta bénh nhan s6 1
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II.11. dé 3200g, di théang, sau dé binh thuong dén 1 thang. Tir 1 thang tré xuét hién sét cao lién
tuc 40°C, mun da dau, khéng nén, khéng ho, phén Iéng, diéu tri tai bénh vién tinh 2 ngay khéng d&
sét, chuyén bénh vién Nhi trung wong, diéu tri tai khoa héi strc cp ctru, tr vong sau 12 gior nhap
vién. Chén doén lc tr vong la nhiém khudn huyét.

I11.12. Bé 3000g, dé thuong, sau dé binh thuong. Tir 20 ngay tudi, tré xuét hién sét, néi mén da,
trong qué trinh diéu tri tré van sét cao lién tuc va t& vong lic 57 ngay tudi, chan doén viém phéi/
nhiém khuén huyét.

I1.13. tré dé > 3000g, du thang, dé thuong, sau dé binh thuong, xuét hién sét khi 15 ngay tudi,
khéng ho, khéng nén, xquang phéi tén thuong néng. Piéu tri 40 ngay tré khéng hét sét, tir vong lic
55 ngay tudi véi chan doan viém phbi/nhiém khuén huyét.

1.5. Két qua phan tich gen

Bang 4. két qua phan tich gen ctia bénh nhan sé 1 va me

Gen Vi tri dot bién Kiéu di truyén Phan loai
Bénh nhan 1 CYBB c.141del (p.S48QfsX13) Di hop ttr Gay bénh
Me bénh nhan1  CYBB c.141del (p.S48QfsX13) Di hop tt Nguw&i mang gen

2. Cabénh 2
2.1. Lam sang

Tré nam 5,5 thang, con thir 2, dé thwérng, dd thang, 3600g, sau dé binh thwong. Khi 29 ngay tudi,
tré xuat hién sbt cao, ho nhiéu, diéu tri 3 tuan tai khoa so sinh, xét nghiém cé MODS lao (+), diéu tri
thudc lao tai bénh vién lao 3 thang, tré van sét cao tirng dot, tén thwong phdi ndng. Tré suy hd hap
phai thd oxy qua mask, thé rat 16m 16ng ngwe, phdi nhiéu ran dm, tim déu, bung chwéng céng, gan
lach to dén mao chau, chéc, khéng cé ban trén da, khéng cé di tat hinh thé.
2.2. Cac xét nghiém

Xét nghiém huyét hoc va sinh héa

Bénh nhan duoc xét nghiém téng phan tich té bao mau va CRP nhiéu Ian, két qua tiéu cau giam
lién tuc c6 luc chi con 5 G/l, huyét sac té giam c6 Itic chi cé 66 g/l, sb lwong bach cau va céng thirc
bach cau thudng la binh thwong, thinh thodng cé tang bach cau, chd yéu da nhan trung tinh, thinh
thodng c6 gidm bach ciu. CRP ting cao lién tuc c6 khi tdng > 177 mg/l.

Két quéa xét nghiém vi sinh

Céay mau: candida parapsilosis, tu cau vang, staphylococcus hominis. Cay dich ty hau (-). Xét
nghiém TORCH: am tinh. PCR CMV, EBV méu (-), dich tiy xwong (-). C4y dich n&o tuy (-). PCR lao
dich nao tuy (-).

Cac xét nghiém khac

Tay d6: gidm sinh nang, khéng thay t& bao bat thweng, cly dich tdy xwong (-). Khang thé tw mién:
anti-dsDNA (-), anti-ANA (-), khang thé khang phospholipid (-), khang thé khang cardiolipin (-). Xét
nghiém mién dich dich thé, té bao: binh thwong.
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Hinh 3. Hinh anh Xquang phdi cta ca bénh 2
2.3. Diéu tri va dién bién
Khang sinh: colistin, levofloxacin, linezolid. Thuéc chéng lao: RH. Chéng ndm: Amphotericin B. IVIG.
Sau diéu tri KS + Amphotericin B (1 tuan): tré d& sét, tinh téo, choi hon, d& suy hé hap (thd oxy
gong mii 1-0,5/p), xét nghiém tdng phan tich t& bao mau va CRP cai thién hon. Hai tuan sau, tré
s6t lai, suy ho hap tang va tir vong.

2.4. Tién sir gia dinh

II

M
p—
Y
A

111 . .
AV
Hinh 4. Pha hé cta ca bénh 2
l11.1. Tré d& da thang, can nang Ic sinh 3400g, sau dé binh thwdng. Tir khi 14 ngay tudi, tré xuét
hién sét sau tiém phong lao 3 ngay, nbi hach vung ben hai bén kém theo swng néng dd. Tré dwoc
diéu tri khang sinh va chich hach viém tai bénh vién tinh. Sau diéu tri 1 tuan, tré hét sét, xuét vién.
Sau khi xuat vién 3 ngay, tré sbt lai, swng néng dé dau hach viing cb va goéc ham, diéu tri khang sinh,
chich hach thao ma tai bénh vién tinh. Sau 10 ngay diéu tri, tré dwoc xuat vién. Sau khi xuat vién 2
tuan, tré sét lai, khong ho. Tré dwoc nhap vién diéu tri, dwoc lam nhiéu xét nghiém, diéu tri khang
sinh, van sét kéo dai, diéu tri thubc lao khong cai thién, tré t&r vong khi 21 thang tuéi.
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2.5. Két qua phan tich gen

Bang 5. Két qua phan tich gen ctia bénh nhan sé6 2 va me

Gen Vi tri dot bién Kiéu di truyén Phan loai
.1548G > A
Bénh nhan 2 CYBB ¢ Di hop ttr Gay bénh
p.(W516X)
Me bénh nhan 2 CYBB c.1548G > A Di hop tr Ngwdi mang gen
2 DE 0.(W516X) I hop g gg

IV. BAN LUAN

Bénh CGD dwoc Janeway va cs mo ta lan
dau tién ndm 1954." Sau d6 Landing va Shirkey
mo ta& mot bénh nhan bi nhiém khuan tai phat co
tham nhiém mé bao.2 Biéu hién phd bién nhat
cla bénh & nhiém trung xuét hién & tré nhd.
Trén 90% bénh nhan CGD cé bt thwong vé
hé hap nang do c6 it hodc khong biéu hién gbc
superoxide. Nhirng bénh nhan nay thwdng biéu
hién bénh rat sém & giai doan so sinh, nhiém
trung ndm hodc vi khudn ndng nguy hiém dén
tinh mang.? Trong hai bénh nhan cla chung t4i,
ca hai déu xuét hién bénh trong giai doan so
sinh va khi khai thac tién st gia dinh thi nhirng
ngwoi cé bénh canh twong tw véi bénh nhan
cling xuét hién bénh & tudi so sinh (pha hé cua
bénh nhan trong hinh 2 va 4), déu c6 biéu hién
nhiém khuan huyét va t& vong vi nhiém khuén
huyét. Bénh nhan 1 va 2 déu kh&i dau véi biéu
hién viéem phdi kéo dai, diéu tri khé khan, dap
tng kém véi didu tri. Trong qua trinh diéu tri dién
bién dén nhiém khuén huyét, ca hai bénh nhan
déu tim thay nguyén nhan vi sinh vat trong mau
hoac dich tiét. Cac mam bénh tim thdy & hai
bénh nhan nay la nhitng mam bénh phd bién
gay bénh CGD nhuw: Burkholdernia cepacia,
Candida albicans, Hemophilus influenza,
S.aureus, CMV, Staphylococcus hominis. Trong
mot nghién clru & My,* trong 128 bénh nhan co
biéu hién nhiém trung ndng, cac tac nhan gay

bénh hay gép nhét 1aS.aureus (n = 13), Serratia
(n = 11), Klebsiella (n = 7), Aspergillus (n = 6)
va Burkholderia (n = 4); 15 trwdng hop nghi
nhiém ndm dwa trén dap (rng véi liéu phap diéu
tri thuéc chdng ndm va mot s xét nghiém goi y
nhw phat hién ndm trong m&u bénh pham sinh
thiét. Cting trong nghién ctru nay, cac biéu hién
nhiém trung nghiém trong hay gép la viém hach
(n = 19), ap xe da (n = 19), viém phdi do vi
khuén/ap xe phdi (n = 20), viém phdi/ap xe phdi
nghi do ndm (n = 18) va ap xe gan (n = 13).
Trong 5 thap ky gan day, nhitng hiéu biét
vé bénh da dat dwoc nhirtng budc tién vuot
bac vé co ché bénh sinh cling nhw di truyén
phan t&.5 Nhiéu nghién clru da bao céo vé co
ché gay bénh 14 do sy bat thwong oxy héa
trong dai thwc bao.* Nam 1966, Holmes va céac
ddng nghiép da phat hién ra sy bat thuong
chirc nang dai thwc bao trong bénh.” Nam
1967, Quie va dong nghiép da chirng minh sw
khiém khuyét trong qua trinh diét vi khuan in
vitro b&i cac dai thwc bao & bénh nhan mac
CGD.® Trong cung nam do, Baehner va Nathan
da mo ta sw khiém khuyét trong qué trinh khir
cla nitroblue tetrazolium b&i cac dai thwe bao &
bénh nhan mac CGD trong qua trinh thuc bao,
va coi day la mot xét nghiém coé gia tri chan
doan.® Tlr d6 xét nghiém nay dwoc s dung dé
sang loc bénh nay trong nhiéu thap ky.'° Hién
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nay, ky thuat nay da duoc thay thé bang kj
thuat xét nghiém dong chay té bao trong qua
trinh oxy hoa t& bao. Nam 1968, Baehner va
Karnovsky da chirng minh sy thiéu hut NADPH
oxyase & bénh nhan CGD dan dén thiéu hut
hoat déng khang khuan cla dai thwc bao. Oxy
héa NADPH ddng vai trd then chét trong viéc
tiéu diét vi khuan bang cach tao ra cac phan tr
oxy hoat tinh (giang héa tlr O2) hinh thanh nén
cac hop chét kiéu nhw ROS, H,0,. Phirc hop
enzyme NADPH oxyase bao gdm hai tiéu don
vi mang, gp91phox va p22phox, va ba thanh
phan cytosolic p47phox, p67phox va p40phox.
Ngoai ra, guanosine triphosphate c6 trong
lwong phan ttr thap ciling tham gia vao qua trinh
diéu hoa hoat dong NADPH oxidase. Khoang
2/3 cac trwdng hop CGD la do ddt bién gen ma
héa cho gp91phox, gen CYBB ndm trén nhiém
sac thé X, 30% céac trwdng hop do dot bién
gen ma héa cho p47phox (NCF-1), di truyén
lan trén nhiém sac thé thwong, 5% céac trudng
hop la do dét bién gen CYBA hodc NCF-2, ma
héa cho p22phox va p67phox, twong trng. Gan
day, trwéng hop CGD dau tién do dét bién gen
NCF-4 ma hoa cho tiéu don vi p4Ophox) da
dwogc bao cao." Hai bénh nhan nghién ctru cla
chung tdi déu cé dot bién gen CYBB di truyén
lién két nhiém séc thé X. Dot bién nay phu hop
v&i kiéu hinh xuét hién bénh sém va nang. Do
bat thwong NADPH, dai thwe bao & bénh nhan
mac CGD c6 thé thuc bao tac nhan gay bénh,
nhwng khéng thé xay ra qua trinh oxy héa dé
giét chung. Nhitng vi khudn duong tinh véi
catalase va ndm nhu: staphylococci, Serratia,
Burkholderia, va Aspergillus Ia nhirng tac nhan
gy bénh hay gap trong bénh CGD, nhirng vi
sinh vat nay co thé biéu hién mot sb catalase dé
trung hda mét lwgng nhd céac gbc oxy hoa tw do
ma dai thwc bao san xuét.’2 Ca hai bénh nhan
clia chung t6i déu tim dwoc nguyén nhan gay
bénh la cac vi sinh vat thuéc nhom duwong tinh
v&i catalase va ndm.

V. KET LUAN

Bénh nhan mac bénh CGD do dét bién gen
di truyén lién két gidi tinh X thwong xuét hién
bénh sém, ty Ié t& vong cao. Can nghi dén
chan doan CGD khi bénh nhan cé biéu hién
viém phéi kéo dai va tai dién,thiéu mau, chirc
néng bach cau hat gidm, c6 kém theo tién st
gia dinh. Viéc phan tich gen gitip chan doan xac
dinh bénh, quyét dinh phwong phap diéu tri va
tw van di truyén.
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Summary

UTILIZATION OF WHOLE EXOME SEQUENCING
TO IDENTIFY MUTATIONS OF CYBB GENE IN PATIENTS WITH
X-LINK CHRONIC GRANULOMATOUS DISEASE

Chronicgranulomatous disease (CGD)is arare genetically heterogenous primary immunodeficiency
disease resulting from a defect of the nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase
complex. The disease is often diagnosed in young children with severe and life-threatening fungal or
bacterial infections. One cause of CGD is mutation of the CYBB gene and the mutation is inherited in
an X-linked or autosomal recessive manner. In this case series report, we described a clinical features
and laboratory and genetic findings of two Vietnamese patients with CYBB gene mutation resulting in
CGD. Two patients were male aged 15 months and 5.5 months, are from two different families, and
exhibited recurrent persistent pneumonia from infancy. Both patients had a family history of similar
illness. Whole-exome sequencing show pathogenic variants c.141del (p.S48QfsX13) and c.1548G>A
(p-W516X) in CYBB gene. Both patients did not respond well to treatment and subsequently died. This
is the first report of patients with X linked-CGD in Vietnam. Information from gene sequencing could
have been helpful for prenatal diagnosis and genetic counseling for the two patients’ families.

Keywords: Chronic granulomatous disease, CYBB gene mutation.
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