TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

XAC DINH DOT BIEN GEN GAA

VA PAC PIEM DI TRUYEN CUA BENH POMPE
Nguyén Thi Phwong Thao"*, Vii Chi Diing?
Nguyén Ngoc Khanh2, Lé Thi Phwong?, Tran Van Khanh3
Hoang Thi Ngoc Lan?, Ta Thanh Van?
"Trirong Pai hoc Y Dwoc Hai Phong
2Bénh vién Nhi Trung wong
3Trwong Dai hoc Y Ha Noi

Pompe la bénh di truyén hiém gap thuéc nhém céc bénh réi loan duw triv trong tiéu thé. Nguyén nhén cla
bénh duoc xac dinh la do dét bién gen GAA, dan dén thiéu hut enzyme alpha glucosidase A trong tiéu thé
té bao, tir dé gay (r dong glycogen trong té bao. Cho dén nay da cé gén 700 dot bién gen GAA gay bénh
Pompe duoc béo cdo. Xéc dinh dot bién gen GAA va phat hién nguoi lanh mang gen cé y nghia réat Ién
trong tw vén di truyén, han ché sinh ra nhing dira tré bi bénh. Muc tiéu cua nghién ctru nay la phat hién
dét bién gen GAA trén céc dbi tuong nguy co cao va phét hién ngudi lanh mang gen trén céc thanh vién
gia dinh c6 bénh nhdn Pompe. Chung téi tién hanh do hoat do enzyme GAA cho 14 bénh nhan cé triéu
chiing 1am sang goi y Pompe, gidi trinh tw gen GAA cho cac bénh nhan cé hoat do enzyme thay va 02 cép
vo chéng cé tién st sinh con Pompe tim doét bién. Sau khi xac dinh dét bién gen sé tién hanh ldy mau cua
céc thanh vién trong gia dinh va gidi trinh tw gen tai vj tri c6 dét bién gen dé phat hién nguoi lanh mang gen.
Sau khi tién hanh nghién ctru, chung téi phat hién 10 doét bién gen GAA trong do c6 02 dét bién chuwa duwoc
céng bé, phét hién 50/70 thanh vién trong 08 gia dinh c6 bénh nhdn Pompe la nguoi lanh mang gen bénh.

Tir khéa: Pompe, dét bién, alphaglucosidase A (GAA).

I. DAT VAN DE

Pompe la bénh di truyén hiém g&p thudc
nhém céac bénh réi loan dw tri¥ trong tiéu thé
té bao (Lysosomal stogage diseases — LSDs).
Nguyén nhan clia bénh dwgc xac dinh la do dot
bién gen GAA ndm trén nhiém sac thé 17, dan
dén thiéu hut aGlucosidase A — enzyme c6 vai
tro thly phan glycogen trong tiéu thé té bao,
hau qua la glycogen khéng dwoc giang hoa, &
dong trong té bao, trong mo."

Tylé mac bénh Pompe dao dong ttr 1/40.000
dén 1/300.000 tré sbéng, phu thudc vao ching

Téc gid lién hé: Nguyén Thi Phuong Thao
Trrong Dai hoc Y Duwoc Hai Phong
Email: thaonguyen11685@gmail.com
Ngay nhén: 06/01/2023

Ngay duwoc chdp nhén: 30/01/2023

tdc hoac vung dia ly dwgc nghién ctru.'?

Theo cap nhat cia HGMD dén thang 4 nam
2021 d& ¢ gan 700 dot bién gen GAA dwoc ghi
nhan la nguyén nhan gay bénh Pompe cac dot
bién xuét hién véi ty 1& khac nhau & cac qubc
gia khac nhau, va ngay cang c6 nhiéu dét bién
gay bénh méi dwoc bao cao.?

Triéu chirng clia bénh Pompe rat khac nhau
tly vao thé bénh, nhuwng thwéng gap nhét 1a
céc triéu chirng vé co (nhw yéu co, ba kém),
vé tim (phi dai co tim, khoé thé khi gang stic)
ho&c suy hd hap... Néu dwoc chan doan sém
thi viéc diéu tri c6 hiéu qua cao, kéo dai tudi tho
va nang cao chét lwong cudc sbng cho bénh
nhan.*5

Pompe Ia bénh di truyén nén cé thé chan
doan trwdc sinh, sang loc so sinh, viéc phat
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hién ngwoi lanh mang gen dé dwa ra tw van di
truyén phu hop cé y nghia Ién trong viéc han
ché sinh ra nhirng dira tré bi bénh.

O Viét Nam c6 réat it nghién ctru vé& van dé
nay, dan dén chan doan va diéu tri mudn, dan
dén hiéu qua diéu tri khéng cao. Vi nhitng ly do
trén, ching toi tién hanh nghién ctru véi muc
tiéu: Xéc dinh cac doét bién gen GAA va phat
hién nguwoi lanh mang gen bénh trong cac gia
dinh cé bénh nhdn méac bénh Pompe tai Viét
Nam.

I. DOl TWONG VA PHWONG PHAP

1. Déi twong

Nhi*rng bénh nhan cé triéu chirng I&dm sang
goi y dén bénh Pompe hodc c6 tién str sinh con
mac bénh Pompe va céac thanh vién trong gia
dinh cta ho.

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ciru: M6 ta chum ca bénh.

C& mau: 14 bénh nhan co triéu ching
ldm sang goi y clia bénh Pompe va 02 cap vo
chdng ¢ tién s sinh con méc bénh Pompe, va
70 thanh vién trong gia dinh cda ho.

Chi sé nghién ciru: hoat d6 enzyme GAA,
cac dot bién gen GAA.

Quy trinh tién hanh nghién ciru: do hoat
dé enzyme GAA trong mau cho 14 bénh nhan
co6 triéu chirng 1am sang goi y Pompe béng
phwong phap do khdi phé song song UHPLC-
MS/MS tir giot mau kho trén gidy tham. Véi
nhirng bénh nhan c6 hoat dé enzyme GAAthép,
chung tdi tién hanh phan tich gen GAA dé tim
dot bién: tach chiét DNA tir mau toan phan bang
kit ciia Qiagen (Bwc), khuéch dai bang phan
ng PCR vé&i cac cap méi dac hiéu dwoc tham
khao theo nghién ctru clia L.T. Turaca va cong
sw ndm 2015, gidi trinh tw gen trwe tiép st dung
BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
do Applied Biosystem cung cép.t Két qua giai
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trinh tw dwoc so sanh veéi trinh tw tham chiéu
NG_009822.1 trén Genebank bang phan mém
CLC Workbench 6.0 dé phat hién sy thay ddi
trinh ty gen clia bénh nhan. Cac doét bién maoi
duwoc dy doan khd nang gay bénh bang cac
phadn mém tin sinh hoc: SIFT, PolyPhen-2 va
MutationTaster. Khi phat hién bénh nhan c6 dot
bién gen GAA, ching t6i tién hanh 1ap pha hé,
l4y mau ctia 70 thanh vién trong 08 gia dinh dé
phéan tich gen GAA tai vj tri doan gen ma bénh
nhan mang dét bién.

Mau clia cac bénh nhi duwoc thu thap tai
Bénh vién Nhi trung wong, v&i cac thanh vién
trong gia dinh, nhém nghién ctru dén thu thap
mau tai gia dinh, hoat dd enzyme duwoc do tai
Bénh vién da khoa Cwu chién binh Dai Bac, Dai
Loan; xét nghiém gidi trinh tw gen dwoc tién
hanh tai Trung tdm Gen - protein, Trwdng Dai
hoc Y Ha Noi.

3. bao dirc nghién ctru

Nghién ciru da dwoc théng qua Hoi ddng
dao drc ctia Bénh vién Nhi Trung wong (Sé
2177/BVNTW-HDDD, ngay 22/9/2022), cac dbi
twong tw nguyén tham gia nghién ctru.

lll. KET QUA

1. Pac diém chung cta déi twong tham gia
nghién ctru

Trong sb 14 bénh nhi cé triéu chirng yéu co,
b kém tham gia sang loc bénh Pompe, c6 tudi
khé&i phat trung binh 1a 5 £ 4,2 thang, trong dé
¢6 12 bénh nhi duéi 6 thang tudi, chiém 85,7%,
bénh nhan cé triéu chirng khéi phat soém nhét
la khi 6 ngay tudi. Ty 1& nam/n 1a 1:1.
2. Két qua do hoat dé enzyme

Két qua do hoat dd enzyme GAA clia 14
bénh nhi cé triéu chirng ldm sang goi y tham
gia nghién ctru nam trong khoang 0,01 - 6,8
pmol/h/L, trung binh & 0,91 + 1,26 pmol/h/L, tat
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ca cac bénh nhan déu c6 hoat dd enzyme thap
hon gia tri tham chiéu (19,92 + 8,49 uymol/h/L),
trong d6 c6 5 bénh nhan c6 hoat dd enzyme
con lai nhé hon 10% so vai gia tri tham chiéu,
chiém 35,7%, ca biét cé trwong hop hoat do
enzyme con lai rat thap, a 0,01 pmol/h/L.

3. Két qua giai trinh tw gen

Chung toi tién hanh phan tich GAA cho 14
bénh nhi cé triéu chirng 1am sang goi y va 02
cép vo chdng c¢o tién sk sinh con Pompe. Két
qua giai trinh tw gen GAA duoc thé hién qua
bang 1:

Bang 1. Két qua giai trinh tw gen GAA cua cac bénh nhan

STT  Thay déi nucleotid Thay déi acid amin Vi tri Loai dot bién Tan suét
1 ¢.625T>C p.Tyr209His E3 Sai nghia 4
2 c736delT p.Leu246fs E4 Dich khung 1
3 c.1411_1414del p.E471Pfs E9 Dich khung 1
4 c.2040+1G>T Intron 14 Chd néi 3
5 ¢.1933G>C p.Asp645His E14 Sai nghia 7
6 ¢.1933G>A p.Asp645Asn E14 Sai nghia 1
7 c1735G>A p.Glu579Lys E14 Sai nghia 1
8 ¢.2173C>T p.Arg725Asn E15 Sai nghia 1
9 ¢.2563 G>C p.Gly855Arg E18 Sai nghia 2
10 ¢.2818-2819delTinsCAG p.Ser940fs E20 Dich khung 2

Chung t6i thu dwoc 10 dét bién, bao gébm 06
dot bién sai nghta, 03 dot bién dich khung va 01
dot bién tai vi tri ndi, phan Ién cac dot bién déu
da duwoc bao cao trong cac nghién ctru trwdce
doé vé Pompe, nhung chung téi ciing ghi nhan
02 dét bién chwa tirng dwoc bao céo trude day

la d6t bién ¢.625T>C, p.Tyr209His va c.2818-
2819delTCinsCAG, p.Ser940fs.+7-10

Khi ding phan mém tin sinh d& dy doan
khd nang gay bénh cha dot bién sai nghia
€.625T>C, p. Tyr209His, chung téi thu dwoc két
qua nhu sau:

Bang 2. Két qua dw doan kha ning gay bénh cua dét bién c.625T>C, p. Tyr209His
bang cac phan mém tin sinh

SIFT

PolyPhen 2 Mutation Taster

Diém 0,14

1,0

Kha nang gay bénh & mirc

Dw doan .
) do thap

Kha nang gay bénh rét

Gay bénh
cao

Cac pham mém tin sinh déu dy doan dot
bién ¢.625T>C, p. Tyr209His c6 kha ndng gay
bénh Pompe v&i cac mirc d6 khac nhau.

4. Phat hién ngwoi lanh mang gen trén cac
thanh vién gia dinh bénh nhan Pompe

Chung téi tién hanh giai trinh tw gen cho 70
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thanh vién trong 08 gia dinh cé bénh nhan Pompe, tr dé xac dinh ngwdi lanh mang gen bénh va lap

pha hé cla cac gia dinh.
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Hinh 1. Pha hé gia dinh ma s6 Pom 16.0

Trong s& 70 thanh vién trong 08 gia dinh
c6 bénh nhé&n Pompe, chung t6i phat hién 50
thanh vién mang dot bién gen GAA, thé di hop
ttr, khong co6 biéu hién bénh. Ty I& mang dot
bién & thé hé 114 tr 50 - 100%, cac dét bién déu
c6 tir thé hé |, di truyén cho thé hé Il, réi tir thé
hé Il di truyén cho thé hé lll. C6 5/8 gia dinh c6
tAt ca cac thanh vién trong thé hé Il mang gen
bénh. Khdong phat hién dot bién de-novo nao
trong nghién cu nay.

IV. BAN LUAN

Vé dic diém chung cua déi twong nghién
clru

V& tubi kh&i phat ctia bénh Pompe: c6 12/14
bénh nhan khé&i phat truédc 1 tudi, nhu vay
phan I&n cac bénh nhan trong nghién clru nay
la Pompe thé khéi phat sém (IOPD). Tudi khéi
phat trung binh la 5 £ 4,2 thang tudi, twong tw
nhw trong cac nghién ctru khac vé IOPD nhuw
nghién ctru cda Marsden nam 2015."

V& gidi: ty I& nam : ni¥ trong nghién ctru ctia

chang t6i la 1:1, phu hop véi quy luat di truyén
gen lan trén NST thwong.
Vé két qua hoat d6 enzyme GAA

14 bénh nhan trong nghién clu clia chung
tdi déu co hoat d6 enzyme GAA thap hon gia
tri tham chiéu. C6 t&i 9/14 bénh nhan c6 hoat
dd enzyme con lai nhé hon 3% so voéi gia tri
tham chiéu. TAt ca cac bénh nhan nay déu xuét
hién triéu chirng khéi phat truéc 6 thang tudi.
Diéu nay phu hop véi mo ta trong cac nghién
clu trwdc day vé Pompe: trong IOPD, hoat d6
enzyme con lai nhé hon 3% gia tri tham chiéu,
con trong LOPD hoat do enzyme con lai trong
khoang 3-30% gia tri tham chiéu.

Két qua hoat d6 enzyme clia chung téi cao
hon trong nghién clru clia Lukana va cong sw
nd&m 2019 & Thai Lan®, c6 thé Ia do nghién ctru
cla Lukana la trén cac bénh nhan IOPD, con
trong nghién clru cla chung t6i c6 cé bénh
nhan IOPD va LOPD nén lam cho hoat d6
enzyme trung binh cao hon. Mat khac, cac dét
bién GAA khac nhau ciing sé& lam thay dbi hoat
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dd enzyme GAA véi cac mire do khac nhau.
Vé két qua phan tich gen GAA

Khi gidi trinh tw gen GAA cho 14 bénh nhi,
chung t6i thu dwoc 9 dot bién, 7 bénh nhan &
thé ddng hop t& va 7 bénh nhan & thé di hop
tlr kép. Trong do, cé 2 doét bién chwa tirng duwoc
coéng bd trén co s& dir liéu v& Pompe, dé la
dot bién sai nghia ¢.625T>C, p.Tyr209His va
dot bién dich khung ¢.2818-2819delTCinsCAG.
Dot bién diém ¢.625T>C ndm & mién Bsheet
clia enzyme, 1& mién chiu trach nhiém phan
giai peptid tin hiéu nén dot bién nay co thé anh
hwéng dén qua trinh van chuyén tién chét vao
lysosome, do d6 &nh hwéng dén qua trinh tng
hop enzyme. Nghién clru cla ching t6i phat
hién 04 bénh nhan co dot bién nay, trong dé cé
02 bénh nhan cé kiéu gen gibng nhau nhung
hoat d6 enzyme va tudi khdi phat khac nhau.
Twong tw, khi dy doan kha nang gay bénh cla
dot bién nay béng cac phadn mém tin sinh hoc
cho két qua khac nhau: phan mém SIFT dw
doan kha ndng gay bénh thap trong khi phan
mém PolyPhen-2 va MutationTaster dw doan
kha nang gay bénh cao, do dé can cé thém cac
nghién ctru thuc nghiém dé hiéu ré hon co ché
gay gidm hoat dd enzyme cla dot bién nay.
Dot bién ¢.2818-2819delTCinsCAG lam xéa 2
nuleotide la T va C, ddng thei thém 3 nucleotide
(CAG), dan dén dich khung tw vi tri p.940 va kéo
dai ma két thic, dan dén tbng hon protein dai
hon, do d6 cling khéng con chirc nang enzyme.
Trong nghién ctru clia chung toi phat hién 03
bénh nhan cé dot bién nay & thé di hop tir kép,
c6 biéu hién lam sang khac nhau, cho thay sw
két hop cac dot bién khac nhau sé dan dén anh
hwéng khac nhau vé hoat do enzyme va ti do
biéu hién 1am sang ciing khac nhau.

Dot bién ¢.1933 G>C; Asp645His 1a dot bién
gdp voi tAn sé cao nhéat trong nghién clru cla
ching t6i (7/14 bénh nhan). Dot bién nay da
duwoc ghi nhan la dot bién gay bénh & ca thé

ddng hop t&r va di hop t&r kép.® Ba bénh nhan
mang dot bién nay thé di hop t& trong nghién
clru nay déu khaoi phat sém va co hoat do
enzyme rat thap. Cac bénh nhan mang dot bién
nay, di hop t& kép c6 biéu hién |am sang rét
khac nhau.

Theo cac nghién clru trwdc day, cac dot bién
GAA duoc bao cao thwong tap trung & ba vang
quan trong la: exon 2- noi chtra ma mé dau;
exon 10 va 11 - noi chtra vi tri xUc tac enzyme;
va exon 14 - 13 viing dwoc béo tén cao." Trong
nghién ctru nay, chung téi phat hién dwoc cac
dot bién & exon 3, exon 9, exon 14, exon 15,
exon 20 va intron 14, trong d6 exon 14 la cac
viing ¢ i 1é dot bién cao. Chung tdi khéng phat
hién dwoc cac dot bién & exon 2, 10 va 11,
c6 thé 13 do ¢c& mau qua nhd, nén can co cac
nghién ctu tiép theo v&i c& mau Ién hon dé lap
ban dd dot bién gen GAA tai Viét Nam.

Phat hién ngwéi lanh mang gen bénh trén
cac thanh vién gia dinh bénh nhan

Khi phan tich trinh ty gen va lap pha hé cho
08 gia dinh ching t6i nhan thay cac dot bién
déu cob tir thé hé | (6ng ba), truyén cho thé hé
I, réi ttr thé hé Il truyén cho thé hé 3. Theo ly
thuyét v&i cac bénh di truyén gen l1an trén NST
thworng, xac suét sinh ra ngudi lang mang gen
la 50% cho méi Ian mang thai, tuy nhién, trong
nghién clru nay ching toi thay rat nhiéu gia dinh
tAt c& cac con sinh ra tir bé/me binh thuwdng va
me/bd mang gen déu mang gen bénh. Do dé, y
nghia cla viéc phat hién ngwoi lanh mang gen
dé dwa ra tw van di truyén hop ly la rat can thiét.
Chung t6i dwa ra tw van di truyén cho cac thanh
vién mang gen trong gia dinh: nén xét nghiém
tién hon nhan, sang loc tién 1am t6, chan doan
trwde sinh va sang loc so sinh dé han ché sinh
ra nhirng dra tré bj bénh.

IIl. KET LUAN

Pompe |a bénh di truyén gen 13n trén nhiém
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sac thé thwong, do dot bién gen GAA. Trong
nghién ctu nay, chung téi da phan tich trinh tw
gen 14 bénh nhan cé hoat d6 GAA thép va 02
cap vo chong cd tién s sinh con mac Pompe,
xac dinh dwoc 2 dot bién mdi: ¢c.625T>C
(p.Tyr209His) va 2818-2819delTCinsCAG (p.S
er920fs), 1a cac dot bién co kha nang gay bénh
khi dw doan bang cac phan mém tin sinh hoc.
Chung t6i cling phat hién 50/70 thanh vién trong
08 gia dinh c6 bénh nhan Pompe la ngwoi lanh
mang gen tlr d6 dwa ra tw van di truyén cho cac
ddi twong mang gen bénh.
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Summary
DETECTION OF GAA GENE MUTATIONS AND INHERITED TRAIT
OF POMPE DISEASE

Pompe is a rare genetic disease that belongs to Lysosomal storage diseases. It began by
mutation in the GAA gene, leading to a deficiency of the lysosomal alpha glucosidase A enzyme,
thereby causing glycogen storage in the cells. To date, close to 700 GAA gene mutations have
been reported. Detecting GAA gene mutation and carriers has great significance in genetic
counseling. This study aims to detect GAA gene mutations and inherited traits of Pompe
disease. We screen 14 patients by measuring GAA activity from DBS, then analyzed the gene
sequence of 14 patients with low GAA activity and 02 parents who have children with Pompe
disease to detect mutations. We detected 10 GAA gene mutations, including 02 mtuations that
have not been reported previously, and 50 carriers from 8 families with GAA gene mutation.

Keywords: Pompe disease, mutation, GAA.
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