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Linh vie k§ thuit dwoc dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vuc cong nghé¢ sinh hoc ung dung trong phén tich,
cu thé, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phén tich da hinh rs28364072 cia gen
ma hoa thy thé gin véi IgE 4i luc thdp (FCER2). Quy trinh theo giai phap hitu ich
thich hop dé sang loc cac bénh nhan c6 kha ning dap Gng vai thude didu tri véi thube

diéu tri corticoit, dic biét 12 tré em bi bénh bénh hen phé quan.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Bénh hen phé quan 12 mét trong nhimg bénh phdi man tinh phd bién & q\hiéu noi
trén thé giéi. Bénh do nhidu nguyén nhén gy nén va c6 xu huéng ngay Cﬁ;‘lg tang.
Theo bao céo ciia T6 chirc Y t& Thé gidi, nam 2004, trén thé giGi c6 hon 300 tricu
ngudi mic bénh bénh hen phé quan véi tir 6 dén 8% 1a ngudi 16n, hon 10% & tré em
duéi 15 tudi, wéce tinh dén nam 2025, con s6 nay ting 1én dén 400 tridu ngudi (Masoli,
2004; Matthew, 2004). Su gia ting nhanh chéng ctia bénh hen phé quan & khip cac
chau luc trén thé gidi duoc bao cdo boi GINA (Global Initiative for Asthma) nim
2004: O Vuong quc Anh va nuéc cong hoa Ailen c6 ty 18 bénh hen phé quan cao nhét
thé gi6i (16,1%), ty 1& bénh hen phé quan hién nay cao gap 5 14n so v6i 25 nam trude;
tai chau Pai Duong, ty 18 bénh hen phé quan 1a 14,6%, ting nhanh trong thap ky qua;
& Bic My 1a 11,2%, ty 1& bénh hen phé quan & tré em va thanh thiéu nién ting tir 25-
75% trong mdi thap ky tir ndm 1960 dén nay; ving nam chau Phi ¢6 ty 18 bénh hen
phé quan 8,1%; ty 1& bénh hen phé quan & ddy cao hon cac ving khéac ciia chau Phi
(Matthew, 2004). O khu vuc Péng Nam A- T4y Thai Binh Dwong, tinh hinh bénh hen
phé quan tré em trong 10 nim (1984-1994) ciing tang 1én dang ké: Nhat Ban tir 0,7-
8%, Singapore tr 5-20%, Indonesia tir 2,3-9,8%, Philippin tir 6-18,8% (Du &n phong
chéng bénh hen phé quan, 2007).

Su gia tang ty 1€ méc bénh hen phé quéan, dic biét & tré em, s& din dén mdt loat
cac hé luy, bao gdm: ting ganh ning v& chim séc y té, tang chi phi diéu tri, giam kha
nang lao dong, anh hudng dén stc khoe, thé luc ciia mdi c4 nhan, va anh hudng x4u
dén toan x4 hdi. Ué6c tinh & Hoa Ky (nim 1998), khoang 12,6 ty d6 la duoc chi cho

viéc chin doan va kiém soat bénh hen, trong d6 chu yéu 1a chi phi danh cho thubc didu
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tri (Weiss, 2006). Nam 2007, chi phi danh dé diéu tri bénh hen ciing 13 20 ty, trong d6
chiém ty 18 cao nhit van 14 chi phi vé thudc didu tri (Tantisira, 2009). C4c nhém thubc
didu tri bénh hen c6 thé chia lam 3 loai chinh 1a 1) thudc cuong P,-adrenergic
(albuterol, salmeterol, fenoterol); 2) Cac corticoit (beclomethasone, triamcinolon,
prednison); va 3) thubc tic dong trén hé leukotriene (montelukast, zafirlukast,
zileuton) (Silverman, 2001; Tantisira, 2009). Thubc cudng [,-adrenergic c6 2 loai 1a
thubc cudng B,-adrenergic tac dung ngin (SABA, short-acting P,-agonists) va thube
cuong Pr-adrenergic tac dung kéo dai (LABA, long-acting B,-agonists). Cac thudc
cudng Pr-adrenergic tic dung ngan (SABA) vé6i dic diém 14 1am gidn phé quén nhanh
va ngfm, dugc lua chon dé cit con hen cép, trong tat ca céc giai doan ctia bénh hen. Dé
diéu tri duy tri va kiém soat bénh hen, cac nhém thubc dugc lwa chon 14 corticoit
dudng khi dung (ICS), thudc cuong B,-adrenergic tic dung kéo dai (LABA), thudc tac
dong trén hé leukotriene, corticoid dwdng udng, hoic cac thude khac (nhu thude hay

pho giao cam ipratropium, theophyllin, thudc khang IgE).

Miic dir c6 nhiéu loai thudc didu tri bénh hen sin sang dap tng vé mit 1am sang,
nhung c6 t6i 50% bénh nhan khong d4p tng véi it nhat 1 trong cic nhém thube noi
trén (Drazen, 2000; ) Theo nghién ctru cda Malmstrom va cdng su (1999) khi so sdnh
hiéu qua diéu tri cia montelukast (mot thubc dbi khang leucotrien) véi beclomethason
(mdt loai corticoit dwdng khi dung) dua trén su cai thién thong sé FEV1 gifra trude va
sau diéu trj thi két qua cho thiy: phan 16n bénh nhan khéng c6 su cai thién chi sb
FEV1 sau diéu tri, s6 bénh nhan c6 ting chi sé FEV1 sau diéu trj twong duong véi sb
bénh nhan giam chi s6 FEV1, nghia 14 s6 bénh nhén c6 dap tng t6t twong dwong véi
sd bénh nhan c6 dap tmg kém (Malmstrom, 1999). Nghién ctru ciia Szefl va cdng su
(2002) ciing cho thdy chi c6 dudi 5% bénh nhén c6 cai thién chi s6 FEV1 sau 24 tudn
diéu tri v6i budesonide hoic fluticasone theo dudng khi dung (Szefl, 2002).

C6 rat nhidu nguyén nhdn anh huéng dén dap ung diéu tri bénh bénh hen phé
quan. Mot trong nhiing nguyén nhan do 1a do sy khac biét vé di truyén anh huéng dén
dap tng thudc. Trong hon mét thap ky qua dd c6 nhiéu nghién ctru vé di truyén nhim
tim ra cac gen dich va cac SNP (Single Nucleotide Polymorphism) muc ti€u ¢6 lién

quan chit ché dén dap tng diéu tri bénh hen phé quan.

Corticoit ding qua dudng khi dung 13 nhing thubc dugc st dung phd bién nhét
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va hiéu qua nhét trong didu tri bénh hen phé quan man tinh (Tantisira, 2009), song tic
dung khong mong mudn ca corticoit trong d6i nhidu khién viéc sir dung corticoit bi
han ché, dic biét & tré em. Phan tich cac yéu tb di truyén lién quan dén dép tng véi
corticoit c6 y nghia 1am sang, bdi nd s&€ giup phén loai bénh nhén, va dinh hudng diéu
tri bang corticoit sém hon, hoic véi lidu thip hon trén nhitng c4 thé c6 dap tmg tbt,
nhim mang lai hidu qua didu tri t6i wu v6i tac dung khong mong mudn thip nhét;
hodc chi dinh ding cac thudc khac thay thé corticoit dé kiém soat bénh hen trén

nhitng cé thé c6 kiéu gen khong d4p tmg véi corticoit.

Cac gen lién quan dén con dudng corticoit c6 thé ké dén 1a: gen CRHRI
(corticotropin-releasing hormone receptor 1: CRHR1) md héa thy thé giai phong
hormon corticotropin 1, gen TBX21 (md hoéa yéu t6 anh hudng dén sy san xuit
lympho T), gen FCER2 (ma hoéa thu thé gin vé6i IgE 4i luc thip) (Tantisira, 2009), gen
GLCCII (glucocorticoid-induced transcript 1: GLCCI1) ma hoa su phi€én ma giy ra
bdi glucocorticoid 1 (Tantisira, 2011).

FCER?2 12 mét gen ma hoa thy thé gin véi IgE 4i luc thip. Vi tri 1528364072 14
d6t bién ndm & ving intron tai d6, T tai vi tri 2206 dugc thay b%mg C, tinh tir nucleotit
s6 7 theo chiéu 3’ exon 9 ciia gen FCER2. Céc alen C ¢6 lién quan véi ndng o IgE
ting cao & bénh nhin hen suyén. Dot bién thay T bang C ciia gen FCER2 di dugc
ching minh ¢6 lién quan véi viée ting nguy co cac dot kich phat v6i nhitng bénh nhén

st dung corticoit dang hit.

Tai liéu Tantisira K. et al. (2004). “Corticosteroid pharmacogenetics:
association of sequence variants in CRHR1 with improved lung function in asthmatics
treated with inhaled corticosteroids”, Human Molecular Genetics, 13 (13): 13531359,
da d& cap dén mdi twong quan giita cic da hinh gen CRHRI va dap tmg diéu tri

corticoit & cac bénh nhan duoc di€u tri.

Tai liéu Koster S. E. et al. (2011). “FCER2T2206C variant associated with
chronic symptoms and exacerbations in steroid-treated asthmatic children”, Allergy;
66: 15461552, d& cap dén méi lién quan cta da hinh rs28364072 ctia gen FCER2 va

d4p tmg didu tri corticoit & tré em bi bénh hen phé quan.
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Tuy nhién, chua c6 tai li€u nao @ cap dén quy trinh phan tich da hinh
rs28364072 cia gen FCER?2 nhim lam co s& cho viéc danh gia kha ning dép ung
thude diéu tri corticoit ctia cac bénh nhan tré em bi bénh hen phé quan.

Ban chit k§ thuat caa giai phap hitu ich

Muc dich cua giai phap hitu ich nhidm giai quyét cac van d& néu trén, cu thé 1a
giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh phan tich da hinh rs28364072 cia gen FCER2.
Quy trinh cho phép sang loc cac bénh nhéan c6 kha nang dap tmg tt voi thube diéu tri
corticoit, dic biét & tré em bi bénh hen phé quan. Quy trinh phén tich da hinh
rs28364072 clia gen ma hoa thu thé gin véi IgE 4i luc thdp (FCER2) theo gidi phap

hitu ich bao gom céc budc:

a) thu ADN tong sb bang cach tach chiét ADN tr miu mau cia tré em bi méc
bénh bénh hen phé quan theo quy trinh chuén, sau d6 dién di trén gel agaroza ndng do
0,7% pha trong dém TAE va do mét d6 quang & cdc budc soéng 260 nm va 280 nm dé
x4c dinh dd tinh sach va dinh lugng ADN téng sb v6i ndng do nim trong khoang tir
0,134 pg/ml dén 2,945 pg/ml;

b) chuén bi phan ing PCR véi thanh phén phan tng bao gdm: ADN khuodn c6
ndng @0 tir 0,134 pg/ml dén 2,945 pg/ml; INTP 2mM v6i nong d6 0,2 mM; dém
MgSO,4 10X voéi ndng d6 1X; mdi xudi 10mM c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 v6i
néng do 0,3mM; mdi ngugc 10mM c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 véi n@)ng do
0,3 mM; Pfu ADN polymeaza 2,5 u/ul véi ndéng d6 0,0 Su/ul va nuée kht ion dén thé
tich cudi 1a 25 pl;

¢) nhan doan gen FCERZ? mong mubn bang cach thuc hién phan tng PCR véi
chu trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phit; 35 chu ky: 95 °C trong 30 gidy, 64 °C
trong 30 gidy, 72 °C trong 1 phut; va két thuc phan tmg & 72 °C trong 5 phut;

d) thu san phdm phéan g PCR bang cach dién di trén gel agaroza 1% trong dém
TAE 1X véi hiéu dién thé 60V trong 60 phut thu dugc bang kich thudc 818 bp chira
ving da hinh rs28364072 cta gen FCERZ; va

e) x4c dinh tinh da hinh rs28364072 cta gen FCER2 bang cach tinh sach 20 pl
san pham PCR kich thudc 818 bp va giai trinh tw doan gen nay @& xac dinh vé tinh da
hinh rs28364072 cia gen FCER2 nay.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 12 anh dién di ADN tbng sb trén gel agaroza 0,7%. M: thang chuin
Lambda ADN/HindIII. Tir 01 dén 08: ADN tong s ctia 8 bénh nh4n bénh nhan twong
ung.

Hinh 2 13 anh dién di san phdm PCR nhin ving chira rs28364072 trén gel

agaroza 1%. (-): Pdi chimng 4m. M: thang chudn Ruler 100 bp Plus ADN. Tir 01 dén
03: san pham PCR twong tng v6i bénh nhan ma 1, 2 va 3.

Hinh 3: Két qua giai trinh tu vi tri da hinh rs28364072 clia bénh nhan ma s6 01
(hinh A) véi kiéu gen TC, bénh nhan ma s6 02 (hinh B) véi kiéu gen TT va bénh nhén
ma s6 06 (hinh C) véi kidu gen CC.

MBO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap hiru ich s& dugc mb ta chi tiét v6i nhitng phuong 4n va cac vi
du thuc hién cu thé. Cac phuong an va cac vi du nay dugc dua ra nhdm muc dich 1am
13 ban chét cta giai phap hitu ich chir khéng nhim muc dich gi6i han pham vi bao ho
cua giai phap hitu ich.

MAu dé phén tich dugc st dung 13 mau mau ciia bénh nhén, tot nhit 13 tir miu
mau cta bénh nhan nhi d dugc chin doan bi mic bénh hen phé quan can x4c dinh
tinh da hinh rs28364072 cua gen FCER2. MAu nay thuong bao gém tir 300 pl dén 1,5
ml méu 4y tir tinh mach vao 6ng dung miu chira EDTA chéng dong. Mau dugce kiém
S04t va bao quan & -20°C cho dén khi dugc st dung dé phan tich theo quy chuin miu

phan tich 4p dung & cac co sé y té.

Céc hoa chit duoc str dung 14 cac loai hoa chét c6 thé mua hoic dit tong hop tu
cac cdng ty chuyén cung cip sinh pham, vi dy, cic cip mdi theo giai phéap hiru ich ¢6
thé duoc thiét ké va duoc dit tdng hop bsi IDT- Hoa Ky. Cac héa chit chuyén dung sir
dung cho PCR hodc céc kit dugc st dung @8 tinh sach ADN c¢6 thé mua dugc trén thi
trueong, vi du tir cdc nha cung cép Fermentas, Thermo Scientific, Affymetrix, Omega

Bio-tex, Merk hodc Omega-Biotek.

Quy trinh phén tich da hinh rs28364072 ctia gen ma hoéa thu thé gin véi IgE éi
luc thip (FCER2) theo giai phép hitu ich bao gdm cac bude: a) thu ADN tng sd; b)
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chudn bi phan ting PCR; ¢) nhan doan gen FCER? mong mubn; d) thu san phim phan
ung PCR; va e) x4c dinh tinh da hinh rs28364072 ctia gen FCER2.

Trong budc thu ADN tdng s§, mau phén tich, cu thd 14 m3u mau ctia tré em bi
méc bénh hen phé quan dwgc tach chiét theo quy trinh chuln. Céc quy trinh xtt Iy mau,
tach chiét ADN duogc thuc hién theo quy trinh chudn hodc b%lng kit tich ADN thuong
mai theo huéng dan ctia nha cung cép, vi du kit E.Z.N.A blood DNA Mini Kit.

ADN sau khi chiét dugc dién di trén gel agaroza ndng do 0,7% va pha trong dém
TAE. N6ng do ADN thu dugc sau khi dién di dugc do méat dd quang & céc budc séng
260 nm va 280 nm dé x4c dinh do tinh sach va dinh luong ADN téng sb6. Cac mau ¢
chit lwong tdt s& cho bang dién di sang va c6 mot bang duy nhéit. Nong d6 ADN tdng
s6 dugc st dung 1am mAu véi ndng d ndm trong khoang tir 0,134 pg/ml dén 2,945
ng/ml. Theo cic phuong 4n thay thé, ADN tinh sach c6 thé duge dinh lwong bing cac

thiét b chuyén dung, vi du thiét bj Eppendorf Bio Photometer Plus.

Trong budc chudn bi phan tmg PCR, tién hanh chuén bi cac thanh phén phan tng
bao gdbm: ADN khuén c6 ndng do tir 0,134 ng/ml dén 2,945 pg/ml; dNTP 2 mM véi
ndng d6 0,2 mM; dém MgSO, 10X v6i ndng d6 1X. Mdi xudi 10 mM c6 trinh tw néu
trong SEQ ID NO.1 véi ndng d6 0,3 mM. Mdi nguge 10 mM c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO.2 v6i nong d6 0,3 mM. Pfu ADN polymeaza 2,5 u/ul v6i ndng do 0,05

u/pl va nuée khir ion dén thé tich cubi 1a 25 pl.

P& nhan dic hiéu doan gen chira rs28364072 ctia gen FCER?2 chira, cap moi dic

hiéu duoc thiét ké co trinh tu sau:
mdi xubi: 5’-TCATAGCTCCAGCAGAGAACAC-3’ (SEQID NO.1)
moi nguoc: 5°- GCCAAGACTCACCCTTCTAATCT-3’ (SEQ ID NO.2)

@& nhan doan gen c6 kich thudc 818 bp c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3 véi vi tri
da hinh cn kiém tra & vi tri nucleotit 306, twong Ung 1528364072 cta gen FCER?2.
DPoan mdi dic hidu dugc thiét ké dic hiéu cho vi tri rs28364072 cia gen FCER2.

Trong buéc nhan doan gen FCER2 mong mudn, tién hanh phan tng PCR v6i chu
trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ky: 95 °C trong 30 gidy, 64 °C trong
30 gidy, 72 °C trong 1 phut; va két thic phan @ng ¢ 72 °C trong 5 phut.

Trong budc thu san phdm phan tmg PCR, tién hanh dién di trén gel agaroza 1%

-7-



2341

trong dém TAE 1X véi hidu dién thé 60V trong 60 phut thu dugc bang kich thuéc 818
bp chira ving da hinh rs28364072 cta gen FCER2. Poan gen dugc nhan c6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO.3.

Trong budc x4c dinh tinh da hinh rs28364072 ctia gen FCER?2, tién hanh tinh
sach 20 pl san phim PCR kich thuéc 818 bp va giai trinh tu doan gen ndy dé x4c dinh
vé tinh da hinh rs28364072 cua gen FCER2 nay. Qua trinh nay dugc xéac dinh dua vao
céc anh thu dugc clia quaé trinh giai trinh ty, tr 6 xac dinh dwoc da hinh rs28364072
cua gen FCER2.

Tay vao két qua thu duoc, ¢ thé xac dinh duoc tinh da hinh rs28364072 cta gen
FCER? tai vi tri nucleotit 306, cac da hinh c6 thé thudc céac truong hop d?)ng hop kiéu
dai TT, dj hop TC, ddng hop dot bién CC.

Vi du thue hién gidi phap hiru ich
Vi du 1. Phan tich tinh da hinh rs28364072 ctia gen FCER?2 trén mau bénh phém

Dé phan tich tinh da hinh rs28364072 cta gen FCER?2 trén cic miu bénh phim,
tién hanh phan tich mAu bénh phdm thu dugc tir 40 bénh nhan nhi bénh hen phé quéan
c6 do tudi tir 6 dén 16 tudi dang diéu tri tai Bénh vién Nhi trung wong. Miu mau phén
tich c¢6 thé tich tir 1 dén 2 ml dwoc giit trong 6ng chuyén dung chira chit chéng dong 1a

EDTA v bao quan ¢ -20°C cho dén khi str dung cho cac phan tich gen.

Timg mau méu duge tan ddng & nhiét d6 phong, tiép d6 chuyén 250 pl mau vao
6ng ly tAm vo trung rdi thém 25 pl dung dich proteaza OB va 250 ul dém BL. Tron
déu trong 10 gidy va & 65°C trong 5 phut, tiép d6 tron déu trong 15 gidy va u 65°C
trong 5 phut. B sung 260 pl etanol 100% va trén déu trong 20 gidy rdi ly tdm & 1000
vong/phut trong 15 gidy dé dam bao mau khong dinh trén thanh va nip 6ng.

Cheén HiBind ADN Mini Column vao dng Collection Tube 2ml (E.Z.N.A blood
DNA Mini kit) rdi chuyén toan bd mau vao cot (dé pipet & mic 790 pl). Ly tdm
14.000 vong/pht trong 1 phut, bé dich loc va éng Collection Tube. Lip HiBind ADN
Mini Column vio Collection Tube 2ml méi roi thém 500 ul dém HBC. Ly tdm 14.000
vong/phut trong 1 phut, bd dich loc va st dung lai Collection Tube. Thém 700 pl d€m
rira ADN rdi ly tdm trong 1 phiit & 10.000g, bd dich loc va sir dung lai Collection
Tube, 13p lai cac bude rira 14n 2 v6i dém rira ADN. Ly tdm HiBind ADN Mini Column
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14.000 vong/phit trong 2 phit d& 1am kho cot. Chuyén HiBind ADN Mini Column
vao éng ly tim 2ml méi rdi bd sung 100 pl dung dich Elution Buffer (d4 dugc lam 4m
dén 65°C). U & 65°C trong 5 phit. Ly tAm tai 14.000 vong/phut trong 1 phit. Thém 50
ul Elution Buffer trong 5 phut & nhiét d6 phong rdi ly tAm tai 14.000 vong/phut trong 1
phut. Sau d06, thu va bao quan ADN & -20°C.

San phim ADN thu dugc duge kiém tra do tinh sach bang phwong phap dién di:
Nong d6 agaroza st dung: 0,7% (0,7 g agaroza pha trong 100 ml dém TAE 1X). Pién
di trén dém TAE 1X, hiéu dién thé 60 V trong 60 phut. Thé tich miu dién di: 5 pl mau
+ 1ul ADN dye 6X; 5 pl Lambda DNA/HindIIl Marker. ADN thu dugc tir qué trinh
tach chiét dugc kiém tra bing phuong phap dién di trén gel agaroza nng do 0,7% pha
trong dém TAE va do do hip thu quang & budce séng 260 nm (OD,g), budce song 280
nm (OD,g,) d& x4c dinh d9 tinh sach va ndng do ADN. Két qua dién di miu ADN tong

s6 ctia 8 mAu bénh nhan duge danh s tir 01 dén 08 duoc thé hién trén Hinh 1.

Cac mAu ADN tbng sb thu duoc & trén duge st dung lam khuén cho phan ting
PCR. Mdi miu ADN téng sé ndy dugc tién hanh cic phan ing PCR riéng c¢6 thanh
phin bao gdm: ADN khuén c6 ndng d6 0,134 pg/ml - 2,945 pg/ml; ANTP 2 mM véi
ndng d6 0,2 mM; dém MgSO, 10X véi ndng d6 1X; mdi xudi 10 mM véi ndng d6 0,3
mM; mdi nguge 10 mM véi ndng d6 0,3 mM; Pfu ADN polymeaza 2,5 u/ul v6i ndng
d6 0,05 u/pl va thém nudce khir ion dén thé tich cubi ciing 13 25 pl. Trong do, cip mdi

dic hidu duge thiét ké c6 trinh tu nhu sau:
mdi xubi: 5°>-TCATAGCTCCAGCAGAGAACAC-3’ (SEQ ID NO.1)
mdi nguoc: 5°- GCCAAGACTCACCCTTCTAATCT-3’ (SEQ ID NO.2)

Chu trinh PCR duoc tién hanh nhu sau: Bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ky:
65 °C trong 30 gidy, 64 °C trong 30 gidy, 72 °C trong 1 phut; va két thac: 72 °C trong 5
phut. San phém PCR thu duge c6 thé duge bao quan ¢ -20°C hodc duogc tinh sach va
giai trinh tu.

San phdm ADN thu dugc duge kiém tra do tinh sach bang phuong phap dién di.
San phdm PCR nhan ving chira rs28364072 cua doan gen FCER?2 khi dién di cho
bang 818 bp nhu dugc thé hién trén Hinh 2.

Ly 20 pl san phidm PCR ctia mdi bang dic hidu va sang nét dugc gui di tinh
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sach va giai trinh trr 2 chiéu tai hang First Base (Malaysia). Két qua giai trinh tu
dugc mo bing phin mém BioEdit version 7.1.9, dwa vao céc pic thu dugc @& x4c dinh
céc da hinh rs28364072 cua gen FCER2. Két qua dugc thé hién trén Hinh 3. Trong s
40 bénh nhan, c6 18 bénh nhén c6 kidu gen ddng hop kidu dai TT, 18 bénh nhan c6
kidu gen di hop TC va 4 bénh nhan c6 kiéu gen ddng hop ot bién CC. Tan sb cua
allen dot bién 12 0,10, st dung chi-square test, ta c6 "2 = 0,03 (bac tu do df=1) va P-
value = 0,87.

Cén clr vao két quéa thdy ring, véi 18 bénh nhan mang kiéu gen di hop TC la
nhitng bénh nhin c6 kha ning ting nguy co kich phat khi sir dung ICS va cin dugc
dugc can nhéc viéce st dung lidu corticoit thich hop.

Hiéu qua dat dwgc clia gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich da xac dinh dwoc cac da hinh rs28364072 cia
gen FCER2 v6i céc dot bién TC, TT hoic CC. Két qua xéc dinh tinh da hinh nay dugc
xem 12 mot tién d& dé sang loc cic bénh nhan c6 kha ning déap ung t6t thude didu tri

corticoit.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh phén tich da hinh rs28364072 ctia gen mi héa thu thé gan véi IgE 4i luc
thip (FCER?2), trong d6 quy trinh bao gdm cac budc:

a) thu ADN tdng s bing cach tach chiét ADN tir miu méu cta tré em bi mic bénh
bénh hen phé quan theo quy trinh chudn, sau d6 dién di trén gel agaroza ndng d6 0,7%
pha trong dém TAE va do mét d§ quang & cac budc séng 260nm va 280nm dé xac
dinh do tinh sach va dinh luong ADN tdng sé vdi ndng d6 nam trong khoang tir
0,134pg/ml dén 2,945pg/mi;

b) chuin bi phan tng PCR v6i thanh phin phan ting bao gdm: ADN khuon c6 ndng do
tir 0,134pg/ml dén 2,945ug/ml; ANTP 2mM véi ndng 4o 0,2mM; dém MgSO, 10X
voi néng d6 1X; moi xudi 10mM c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 véi néng do
0,3mM; mdi ngwoc 10mM c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.2 véi néng dd 0,3mM;
Pfu polymeaza 2,5u/ul véi ndng d6 0,05u/pl va nudc khr ion dén thé tich cudi 14 25
pl;

¢) nhan doan gen FCER2 mong mudn bing cach thuc hién phan tng PCR véi chu
trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phiit; 35 chu ky: 95 °C trong 30 gidy, 64 °C trong
30 gily, 72 °C trong 1 phit; va két thiic phan g & 72 °C trong 5 phut;

d) thu san phim phan tmg PCR bing cach dién di trén gel agaroza 1% trong dém TAE
1X vé6i hiéu dién thé 60V trong 60 phut thu dugc bang kich thudc 818 bp chira viing
da hinh rs28364072 ctuia gen FCER2; va

e) xac dinh tinh da hinh rs28364072 cua gen FCERZ2 bang cach tinh sach 20ul san
phdm PCR kich thu6c 818 bp va giai trinh tw doan gen niy dé xac dinh vé tinh da hinh
1528364072 ctia gen FCER?2 nay.
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HINH 1

01 02 063 04 ©O5 06 07 08

HINH 2

HINH 3

300 316 300 316 2 32&
GETGOGCTEGGGC l goTaaoeithogoe | 6GTIGGGCCGGGGC

Al

B
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DANH MUC TRINH TU

<110> Khoa Y Dugc, Pai hoc Qubc Gia Ha NO6i (PHQGHN)

<120> Quy trinh phén tich da hinh rs28364072 cua gen md& héa thu thé
gdn véi IgE &i luc thip (FCER2)

<130>
<160> 3
<170>
<210> 1
<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>
<400> 1
TCATAGCTCCAGCAGAGAACAC

<210> 2
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<400> 2
GCCAAGACTCACCCTTCTAATCT

<210> 3
<211> 818
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<400> 3

TCATAGCTCC AGCAGAGAAC ACAGCCCGTG AGGCTGTCTG TTAGGCCCTG GGGTGGGTCT 60
GCTTTTAGCC GGGACCCCAG GAGTGGCCCT AGGAGGGGTG CTGCCACCTA GTCTGCCCAG 120
GGTGCCCAAG GCACTTCCAT TGGCCCCACC CCCGAGCCTC TCCTCCACCC CAGGCTTTGT 180
GTGCAACACG TGCCCTGAAA AGTGGATCAA TTTCCAACGG AAGTGCTACT ACTTCGGCAA 240
GGGCACCAAG CAGTGGGTCC ACGCCCGGTA TGCCTGTGAC GACATGGAAG GGCAGCTGGT 300
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CAGCATCCAC
GGCGAGGGTG
CCCGGGCACA
CATGCCAGCC
ATCTGGGTGG
GAGGAGATGG
TGAGGGCTCA
GGGACCTGGC
GGAAGTTCCA

AGCCCGGAGG
GGGGGACCCC
TGTCTCCAGT
ACACCGGCTC
ATGGGAGCCA
AAATACCGTG
GAGATAAGGG
CAAGGCTTCT
TGCACAGATT

2341

AGCAGGTGGG
CACCCCACTC
CCTCCAGCCC
CTGGATTGGC
CGTGGACTAC
GAGGGAGGAG
TCTCTAGGGT
CTGACCTGGA
AGAAGGGTGA

CTGGGGCTCT
TACCCAACCT
TGTCCTGTCC
CTTCGGAACT
AGGTGAGGAG
CTCCCTAGAT
GCAGGGGAGA
GGAGGGGATA
GTCTTGGC
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GCAGAGGTGG
CTCGAAGTGG
CCCAGGACTT
TGGACCTGAA
GGGGCCTCTG
AAACTGCATC
AGGACGCCAG
TAGAGGAAGG

TGGGCAGCAT
GCTGGAAGGC
CCTGACCAAG
GGGGGAGTTT
GGATCCAGGG
GGAAAGCGGA
TGGGGGCTGG
GGCTCAGGGA

360
420
480
540
600
660
720
780
818





