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Tom tit
Muc tiéu: Bao cdo k¥ thuat chan doan di truyén tién 1am t6 bénh rdi loan du trix
glycogen type 6 (glycogen storage disease type 6 - GSD6; OMIM#232700).
Phwong phdp nghién ciru: Gom mau mau ngoai vi ciia mot gia dinh 3 thanh vién
gém bd, me va con trai bi bénh ciing 7 miu sinh thiét phdi ciia cap vo chong sau
khi thuc hién thu tinh 6ng nghi¢m. Dya trén bién thé gene PYGL da xac dinh ¢
nguoi con trai bi bénh GSD6, tién hanh thiét ké moi phuc vu giai trinh tu gene
Sanger tim bién thé gdy bénh va phén tich di truyén lién két. Ap dung céc k¥ thuat
nay dé xac dinh cac bién thé gene trén cac mau phoi. Két qud: Hai phoi binh thuong
khong mang bién thé gene gy bénh; mot phoi mang bién thé PYGL: ¢.1334T>C
(p.Leu445Pro), mot phoi mang bién thé mat doan exon 14 - exon 17 trén gene
PYGL va ba phoi bi bénh GSD6. Két ludn: Tién hanh thanh cong k¥ thuat chan

doan di truyén tién 1am t6 bénh GSD6.

Tir khoa: PYGL; Bénh rdi loan du trit glycogen type 6; Chan doan di truyén

tién lam to.

PREIMPLANTATION GENETIC DIAGNOSIS OF
GLYCOGEN STORAGE DISEASE TYPE 6

Abstract

Objectives: To report the preimplantation genetic diagnosis of the glycogen
storage disease type 6 (GSD6; OMIM#232700). Methods: Including peripheral
blood samples from a family of three members: The father, mother, and son
diagnosed with GSDG6, and 7 blastocyst biopsy samples from the couple obtained after
undergoing in vitro fertilization (IVVF). Based on the PYGL gene variant identified
in the son with GSD6, primers were designed for Sanger sequencing to identify
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the disease-causing variant and conduct linkage analysis. These techniques were
applied to identify variants in the blastocyst samples. Results: Two embryos were
normal and did not carry the disease-causing variant; one embryo carried the
variant PYGL: ¢.1334T>C (p.Leu445Pro); one embryo carried a deletion variant
spanning exon 14 to exon 17 of the PYGL gene, and three embryos were affected
by GSD6. Conclusion: Preimplantation genetic diagnosis for glycogen storage

disorder type 6 (GSD6) has been successfully performed.

Keywords:
genetic diagnosis.

PAT VAN PE

Bénh rdi loan du trix glycogen loai 6
(GSD6; OMIM#232700), con dugc goi
1a bénh Hers, 1a bénh di truyén kiéu lan
trén nhiém sic thé thuong, véi ty 18
khoang 1/1.000.000 ngudi trén toan thé
gidi1 [1]. Bénh ddc trung bdi tinh trang
suy giam chirc nang phan giai glycogen
& gan, két qua ciia bat thuong trén gene
PYGL mi hoa tong hop enzyme
phosphorylase (enzyme quan trong
trong phan huy glycogen) [2]. Cac bién
thé gdy bénh trén gene PYGL din dén
lugng enzyme hoat dong khong du, tich
tu glycogen trong té bao gan, gy ra cac
tri¢u chirng dac trung cua GSD6.

Khoi phat cua bénh GSD6 thuong
X4y ra ¢ tré so sinh hodc tré tir 1 - 3 tudi,
v6i céc triéu ching dién hinh nhu gan
to, cham phat trién, ha duong huyét co
tang ketone, ting men gan va triglyceride,
mot sb khac lai biéu hién triéu chung
nhe va cai thién theo tudi tac [3]. Liéu
phap diéu tri hién van 1a thay doi ché do
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an, st dung mot s6 loai tinh bot thay thé
dé on dinh dudng huyét. Tuy nhién, liéu
phap chi gitp kiém soat triéu chimg ma
khong thé chira khoi hoan toan, nguoi
bénh van c6 nguy co xuat hién cac bién
ching nhu lodng xuong, ung thu gan va
bénh co tim.

Phat hién bénh sém s& gitp nguoi
bénh cai thién chét luong cudc song va
phong tranh dugc cac bién ching. Bén
canh do, viéc phong bénh hoan toan co
thé thyc hién théng qua chan doan di
truyén tién lam to, giup cho nhiing cip
vo chong mang gene bénh c6 thé sinh
con khoé¢ manh, khong mang gene bénh.
Tuy vAy, hién chua c6 cong bd nao tai
Viét Nam vé chan doan di truyén tién
1am t6 bénh GSD6, do d6, nghién ctru
nay duogc thuc hién nhim: Bdo cdo kj
thudt chan dodn di truyén tién lam to
bénh GSD6, qua dé bé sung div liéu vé
chdn dodn di truyén tién lam t6 bénh Iy
di truyén don gene duoc thyc hién tai
Viet Nam.
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POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

1. Péi twong nghién ciu

GOm mAau mau ngoai vi cia mot gia
dinh 3 thanh vién gom b, me va con
trai bi bénh GSD6 cting 7 mAau sinh thiét
phdi cua cap vo chong co duoc sau khi
thue hién thu tinh dng nghiém.

Mau méu cua ngudi con trai 8 tudi
véi cac biéu hién 1am sang va can 1am
sang nghi ngo rdi loan du trix glycogen
(cham phat trién van dong, gan to, ha
duong huyét, men gan cao...) da dugc
tién hanh giai trinh tu gene thé hé méi
(next-generation sequencing: NGS) va
xéc dinh dugc ddi trgng mang mot bién
thé trén gene PYGL (NM_002863.5),
dugc ACMG phén loai la c6 kha nang
gay bénh PYGL: ¢.1334T>C (p.Leud45Pro).
Bén canh d6, mot bién thé khéc ciing da
duoc phat hién 1a mat doan exon 14 -
exon 17 trén gene PYGL. Véi su phu
hop tir 1am sang va két qua xét nghiém
gene, nguoi con da duoc két luan mac
bénh GSD6. Cip vo chong ¢ nguyén
vong sinh con khoé manh nén di tién

hanh thu tinh ng nghiém va c6 dugc 07
phdi (phdi N1-N7) va cac phdi nay
dugc tién hanh chan doan di truyén tién
lam t6 bénh GSDS.

2. Phuwong phap nghién ciu

Nghién ctru str dung céc k§y thuat sinh
hoc phan tu:

- Tach chiét DNA tir mau mau ngoai
vi: Mau méu duoc tach chiét DNA bang
bo kit G-spin™ Total DNA Extraction
Mini Kit (iNtRON Biotechnology).
DNA sau tach chiét dugc pha lodng vé
néng dd6 20 ng/uL, 4o tinh sach
A260/280 tir 1,8 - 2,2.

- K§ thuat sinh thiét phéi va khuéch
dai toan bo bd gene (whole genome
amplification - WGA): 7 phdi dugc
nudi cdy dén ngay thir 5 va tién hanh
sinh thiét o giai doan phdi nang. Mdi
phdi sinh thiét tir 3 - 5 té bao, rira voi
dung dich PBS 1X va 1% PVP, sau do
khuéch dai bo gene phdi bang bo kit
REPLI-g® Single Cell Kit (Quiagen).

- Phan tng PCR khuéch dai doan
gene chua bién thé PYGL: ¢.1334T>C

Str dung phan mém Primer-BLAST dé thiét ké hai cap mdi dugc dé khuéch dai
doan gene chira bién thé PYGL: ¢.1334T>C, véi kich thudc 266bp. Trinh tu moi
khuéch dai doan gene chira bién thé PYGL: ¢.1334T>C nhu sau:

PYGL-F:
PYGL-R:

5’-TTCCATTAATGGATCAGTGTCAGACC-3’
5’- TGTTGCATTAAACCTGAGTGACCA-3’
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Dua vao nhiét d6 ndng chay cua cap
mdi, lya chon 59°C lam nhiét do gan
mdi tdi wu nhat. Mdi ng phan ung PCR
dé khuéch dai doan gene chua bién thé
riéng co thé tich 25uL, trong d6 chira
12,5uL. GoTaq Green Mastermix 2X;
5,5uL nuéc; 1,0uL mdi mdi xubi -
nguoC va 5,0uL DNA mau. Chu trinh
nhiét khuéch dai gene nhu sau: 95°C - 5
phat, 35 chu ky gom 95°C - 30 giay,
59°C - 30 gidy, 72°C - 30 gidy va 72°C
- 10 phat. Sau khi chay phan ing PCR,
san pham khuéch dai duoc dién di trén
gel agarose 2% kiém tra, trugc khi tién
hanh giai trinh tu Sanger.

- Giai trinh ty Sanger: San pham
PCR dugc giai trinh ty Sanger trén may
SeqStudio, st dung bd kit BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Thermo Fisher) dé phat hién bién thé
PYGL: ¢.1334T>C. Trinh tu nucleotide
cua doan gene dugc phan tich va xac
dinh bang phan mém Bioedit Sequence
Alignment Editor.

- Phan tich di truyén lién két: Dya
vao vi tri cia gene PYGL, bén chi thi
STR (short tandem repeats) lién két
gene nam tai ving 14¢22.1 duoc lya chon
gom: D14S269, D14S50.05, D14S50.06
(lan luot cach gene PYGL khoang
1,60Mbps, 0,85Mbps va 0,84Mbps vé
phia centromere) va D14S50.96 (cach
gene PYGL khoang 0,01Mbps vé phia
telomere). Cap mdi khuéch dai cac STR
nay dugc thiét ké bang phan mém
Primer-BLAST (Bang 1).

Bang 1. Trinh ty mdi khuéch dai cac STR lién két gene PYGL.

Moi Trinh tw (5’ - 3°) Kich thwéc
F  /6-FAM/- CACATGGCATTACCAACC
D145269 ~227bp

R GCAACATGCTTGACAGG
F  /6-FAM/-ACGAGGAAGCACGAGAAAGG

D14S50.05 ~200bp
R GAGACTCAGAGCAGCC
F  /6-FAM/-TGGGTATCCTGGACCATTGTC

D14S50.06 ~207bp
R  GGGAACAGCAGATTTATATCCCCT
F  /6-FAM/- GCAGTACAGTCCAGCCTCG

D14S50.96 ~205bp
R AAGAGGGTTTACAAAGAGCTT
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MJi 6ng phan tmg PCR dé khuéch
dai doan STR riéng c6 tong thé tich
25uL, trong d6 chua 12,5uL GoTaq
Green Mastermix 2X, 5,5ul nudc,
1,0puL m&i moi xudi - nguoc va 5,0uL
DNA mau. Chu trinh nhiét khuéch dai
STR nhu sau: 95°C - 5 phut, 35 chu ky
gom 95°C - 30 gidy, 56°C - 30 giay,
72°C - 25 gidy va 72°C - 10 phut. San
phdam PCR duogc bién tinh va dién di
mao quan trén may SeqStudio Genetic
Analyzer, phan tich trén phan mém
GeneMapper ID 6.0.

- Sang loc léch boi nhiém sic thé
(preimplantation  genetic  testing  for
aneuploidy): Tién hanh chan doén di truyén
tién 1am t6 cho phdi dua trén két qua cua cac
ky thuat giai trinh tu Sanger va phan tich

lién két da thuc hién. Néu phéi khong bi
bénh s& dugc sang loc cac bat thudng nhidm
sac thé bang hé thdng giai trinh ty thé hé
mai (hé théng lon Torrent) sir dung bo kit
Ion ReproSeq™ for PGT-A.

3. Pao duc nghién cau

Nghién ctru dugc thuc hién theo
Quyét dinh cua Hoi dong Pao dic sb
1394/QD-HVQY ngay 17/7/2012 cua
Hoc vién Quan y. Dit liéu két qua
nghién ciru dugc Bo mén Sinh hoc va
Di truyén y hoc, Vién Md phdi va Lam
sang Quan d6i cho phep su dung va
cong bé. Thong tin caa bénh nhan dugc
dam bao git bi mat. Nhom tac gia cam
két khong co6 xung dot lgi ich trong
nghién cuu.

KET QUA NGHIEN CUU
1. Két qua phan wng PCR va giai trinh tw Sanger chwa bién thé PYGL:

c.1334T7>C

* Phan itng PCR khuéch dai doan gene chiza bién thé PYGL: ¢.1334T>C

1 2 3 4 5

500bp

266bp

7 8 9 10 11 12

Hinh 1. Két qua khuéch dai doan gene chtra bién thé PYGL: ¢.1334T>C
Giéng 1: Ching am; Giéng 2: Mau bé; Giéng 3: Mau me;
Giéng 5: Thang DNA 50bp; Giéng 6-12: Mau phdi N1-N7.

Kiém tra san pham PCR bing dién di agarose 2% trén cAc mau méu cua thanh
vién trong gia dinh va mau phoi cho thay da khuéch dai thanh cong cac doan gene
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c6 kich thuée nhu da thiét ké (266bp) (Hinh 1). Cac mau dam bao diéu kién dé
tién hanh giai trinh tu Sanger.

* Két qud gidi trinh t Sanger:

I——H—I——IH——!-ILI—#——H— ' S Sy
Exon 12:
PYGL: ¢.1334T=C PYGL: ¢.1334T>C
I-I..-..-'I.I...- .-...- ..-......- -I--.. ..'-.Il.--
Mmm f\NV"'M gt i
Con bi bénh

PYGL: ¢.1334T=C

I--III-II--III-II I-III-IIIIIIIIII- I.III.*I--II-III-

e i, b

Phoi N1 PhLai N2 Phoi N3
PYGL: c.1334T=C PYGL: c.1334T=C PYGL: c.1334T=C
f\[\m Jm vu\m\ ity i il
Phoi N4 Phéi N5 . Phdi N6
"Iﬁ| I"|I'P|'|L I\,ll:'lﬂ A
Phoi N7

Hinh 2. Két qua giai trinh tu Sanger phét hién bién thé PYGL: ¢.1334T>C.

Két qua giai trinh tu gene Sanger cho thay me 1a ngudi mang bién thé PYGL:
¢.1334T>C va di truyén cho con bi bénh, ngudi bé khéng mang bién thé nay. Trén
cac mau phdi N2, N4, N5, N6 la cac phoi mang bién thé PYGL: ¢.1334T>C, trong
khi d6 phoi N1, N3 va N7 khong mang bién thé nay.

2. Két qua phan tich di truyén lién két

Trén két qua dién di mao quan (Bang 2), phan tich trén truong hop ngudi bd,
ngudi me va con bi bénh dé suy luan ra cac alen lién két véi bién thé can xac dinh
di truyén tr me 1a: Alen 237bp cua locus D14S269, alen 215bp cua locus
D14S50.05 va alen 216bp cua locus D14S50.06. Tuong tu, phan tich kiéu gene
ctia ngudi bd va con bi bénh dé suy luan ra céac alen lién két voi bién thé mat doan
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di truyén tr bd 1a: Alen 237bp cua locus D14S269, alen 223bp cua locus
D14S50.05 va alen 222bp cua locus D14S50.06. Théng qua phan tich di truyén
lien két dua ra duoc két luan: Cac phoi N4, N5, N6 bi bénh; phdi N2 1a phdi mang
bién thé ngudn gbc tir me; phdi N7 1a phdi mang bién thé ngudn géc tir bd; phoi
N1, N3 1a phéi binh thudng, khdng mang bién thé gay bénh. Két qua nay hoan toan
phu hop véi két qua phat hién bién thé PYGL: ¢.1334T>C bang giai trinh tu gene
Sanger (Bdng 2).

Bang 2. Tong hop két qua phan tich di truyén lién két va giai trinh tu Sanger.

x Sanger A
Miu  DI145269 D14S50.05 D14S50.06 D14S5096 GL:%_ Laps KELIUAN
Me 231237 2151215 216/220  221/221 TC  Mang gene
B3 231237 2151223 2161222 221/221 TT  Mang gene
Conbibénh 237/237  215/223  216/222  221/221 TC  Bénh
Phoi N1 231231 2151215 216/220  221/221 TT  Binh thuong
Ph6i N2 231/237  215/215  216/216  221/221 Tc  Manggene
di truyen tr me
Phoi N3 231231 2151215 216/220  221/221 TT  Binh thuong
Phoi N4 2371237 2151223 2161222 221/221 TC _ Beénh
Phoi N5 2371237 2151223 216/222  221/221 TC  Bénh
Phoi N6 2371237 2151223 216/222  221/221 TC _ Beénh
Phoi N7 231/237 215223 2200222  221/221 T Manggene

di truyén tir bd

3. Két qua sang loc léch bai nhiém sic thé ciaa phoi

Cac phdi khong bi bénh (N1, N2, N3, N7) sé& duoc tién hanh sang loc léch boi.
Két qua cho thay ca 4 phoi nay khdng phat hién bat thuong nhiém sic thé: 46,XN
(Hinh 3). Cac tu van di truyén di duoc thyuc hién, gilp cho cip vo chong dua ra
quyét dinh lya chon phoi dé tién hanh chuyén phoi.

step 1M _windowil

Hinh 3. Két qua sang loc bat thuong nhidm sic thé trén mau sinh thiét phdi N1.
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BAN LUAN

O truong hop ca bénh trong nghién
ceu ndy, bién thé c.1334T>C
(p.Leud45Pro) cua gene PYGL dan dén
su thay thé acid amin leucine bing
proline tai codon 445, gay anh huong
dén cau tric va chic ning cua protein
PYGL. Su thay di nay c6 thé 1am giam
tinh linh hoat cua protein va chic nang
phan giai glycogen. Bién thé nay da
duoc ghi nhan trong co s& dir liéu
ClinVar (ID: 941372), dugc ACMG
(American college of medical genetics
and genomics) phan loai la cé kha nang
gay bénh va cling da duogc ghi nhan ¢
ngudi mac réi loan dy trir glycogen
trude day [4].

Bién thé mit doan exon 14 - exon 17
trén gene PYGL Ia bién thé chua ting
duoc ghi nhan trong cac co s¢ dir ligu
dot bién gene nhu ClinVar, HGMD
(human gene mutation database). Bién
thé mat doan 1on nay c6 thé gay ra hau
qua nghiém trong di véi chirc nang cua
protein duwgc ma hbda bai gene bi anh
huong, c¢d thé dan dén thiéu hut protein,
lam gian doan qua trinh phén giai
glycogen. Viéc phat hién bién thé mat
doan ndy mét céch truc tiép gip nhiéu
khé khin do: Chua biét chinh xac vij tri
mat doan; mot s6 phuong phap phat
hién truc tiép thong qua khuéch dai cac
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doan trinh tu chira viing mat doan (gap-
PCR, giai trinh tu Sanger) thuong co
kich thuéc 16n va dé xay ra hién tuong
mat alen (allelic dropout - ADO) trén
cac mau phoi sau khi thuc hién nhan
ban toan bo bo gene (WGA). Do 4o,
viéc sir dung k¥ thuat phan tich di
truyén lién két tré nén dic biét quan
trong trong truong hop nay. Phuong
phap phan tich di truyén lién két da gitp
xéc dinh gian tiép céc bién thé gay bénh
théng qua cac chi thi di truyén lién két
véi gene PYGL, tir @6, hd trg phat hien
cac bién thé gene khd nhan dién.

Phan tich di truyén lién két duoc
Hiép hoi Sinh san va Phéi hoc chau Au
(ESHRE) khuyén cao la tiéu chuan
vang trong chan doan di truyén tién lam
t6 bénh 1y don gene [5]. Truong hop
trong nghién ciru cua chung t6i da cho
thay vai trd quan trong khdng thé thiéu
cia phan tich di truyén lién két trong
chan doan di truyén tién lam t6 khi gidp
cai thién kha ning chan doan chinh x4c,
dac biét trong cac trudng hop bién thé
kho xac dinh boéi cac phuong phap giai
trinh ty gene truyén thdng hoic khi
khong xac dinh duoc vi tri chinh xac
cua bién thé. Vé6i cac STR duoc lua
chon st dung trong nghién cuau nay,
hoan toan c6 thé tng dung tuong tu
trong chan doan tién lam to cho cac ca
bénh GSD6 khac.
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KET LUAN

Tién hanh thanh cong k¥ thuat chan
doan di truyén tién 1am t6 bénh GSD6
cho mot cdp vo chéng véi tién st sinh
con bi bénh véi két qua 1a hai phoi binh
thuong khong mang bién thé gene gay
bénh, mot phdi mang bién thé PYGL:
c.1334T>C (p.Leud445Pro), mot phoi
mang bién thé mét doan exon 14 - exon
17 trén gene PYGL va ba phoi bi bénh.
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