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(57) Sang ché d& cap dén quy trinh x4c dinh trang thai dot bién di truyén lién két gen
F8, trong d6 phuong phéap nay cho phép khuéch dai 13 doan chi thi STR ctia gen F8 bao
gdm DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F&Intl3.2,
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va doan chi thi nhiém sic thé gidi tinh amelogenin cla mau bd, me va phoi dé xac dinh
trang thai di truyén lién két trén gen F8. Quy trinh theo sang ché cho phép danh gia
chinh xac trang thai di truyén cua phoi dua trén t6 hop phan tich di truyén lién két 13
doan chi thi SRT va doan chi thi nhiém sic thé gioi tinh amelogenin véi phan ing PCR

da moi duy nhat.
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Linh vwe ky thuat dugc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc va cong nghé di truyén ung dung
trong y hoc. Cu thé sang ché dé cap dén quy trinh xac dinh trang thai dot bién di truyén
lién két gen F8 trén co s& chi thi cac trinh tu lap ngan (short tandem repeat: STR). Sang
ché cling dé cap dén bo moi ding trong phan tng PCR da moi dé khuéch dai cac doan
chi thi STR ctia gen F8 trong PCR da mdi dé danh gid trang thai dot bién di truyén lién

két gen F8.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Bénh wa chay mau con goi la hemophilia 1a bénh rdi loan déng méu di truyén hay
gap nhat, biéu hién 1am sang chii yéu 1a méau chay kho cdm & céc vét thuong, khdi mau
tu & khép, co thuong xudt hién nhidu lin & mot khép. Ngudi mac bénh nay thuong
xuyén phai truyén mau véi dung tich 16n va khong dugc hoat dong manh. Bénh lién
quan dén rdi loan dong mau di truyén lién két nhidm sac thé (NST) X, do dot bién gen
F8, giam yéu t6 VIII, gdy chay mau khé dong, ¢6 thé dan téi t vong. Trén thé gii. ty
1¢ méc bénh khoang 1/5000 ngudi nam. O Viét Nam, Vién Huyét hoc va Truyén méu
Trung wong théng ké khoang 30.000 ngudi mang gen F8 dot bién. Biéu tri Hemophilia
A chii yéu bang truyén méu tuoi hogc yéu t& VIII nén kinh phi diéu tri rat cao va khong
giai quyét dugc nguyén nhan bi bénh. Vi véy, viéc du phong khong sinh con bi bénh
hodc khong mang gen bing chan doan trudc sinh va phan tich di truyén tién lam t6 la
rét can thiét.

Gen F8 ndm & vi tri Xq28 trén NST gidi tinh X (chrX: 154,835,795 155,022,753
University of California, Santa Cruz genome browser, GRCh38/hg38), day 1a mot trong
nhiing gen 16n nhét cia ngudi, co kich thudce 186 kb gdm 26 exon trong d6 24 exon c6
kich thudc tir 62 bp - 262 bp va 2 exon lon nhét exon 14 (3106 bp) va exon 26 (1958
bp), ma hda cho protein FVIII gdm 2332 axit amin va c6 trong lugng phén tir khoang
300 kD. Khi gen F8 bi dot bién, t& bao b giam hogc bi mét kha nang tong hop protein
FVIII gy nén bénh Hemophilia A.
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Dang dot bién thudong gap nhét 1a dao doan intron 22 (chiém tir 45 dén 50% bénh
nhén) va intron 1 (chiém khoang 5% bénh nhén) cuia gen F8. Ddo doan intron 22 xay ra
do su tai to hop giita ban sao cta vang int22h1 (ving ldp lai gdm 9,5 kb) thudc intron
22 v6i mot trong hai ban sao cua vung ddng nhit nim & telomere vung int22h2, int22h3;
vi tri 400 kb & dau 5° ngoai gen F8. Hién tuong dao doan dan dén dut gy gen F8 va
hiu qua gay thé bénh ndng cho bénh nhan véi biéu hién kiéu hinh 1 chay méu & mirc
do nang va bién dang khdp. Ddo doan intron 1 xay ra twong tu, do su tai t6 hop ving
int1h1thude intron 1 (kich thuéc 900 bp) nim vi tri 140 kb & dau 5” cta gen F8 vdi ban
sao int1h2 nim ngoai gen F8. Dot bién mét doan 16n chiém tir 2 dén 5% bénh nhén
Hemophilia A thé nang. Co thé mét 1 exon hoic mét toan bo gen. Co ché phan tu cua
dang dot bién nay da dugc két luan 1a do qua trinh tai td hop do hién tuong 1dp lai Alu.
Dot bién chén doan 16n va hién twong Alu lam dut gdy gen F8 va gdy Hemophilia A the
nang. Ngoai ra, dot bién thay thé mot nucleotit cling ¢6 thé gdy Hemophilia A thé nang:
dot bién vo nghia (nonsense) tao ma két thiic hodc dot bién mat nucleotit gdy léch khung
dich ma dan dén khong tong hop hodc tdng hop protein khong c6 chuce nang. Dot bién
tai vi tri ndi intron va exon da dugc céc tac gia cong b6. Nhiéu dot bién thay thé anh
huong dén dinucleotit CpG da dugc phét hién trén mot s& bénh nhan, vi du dot bien
¢.6496C>T dan dén chuyén thanh Arg2147X (Tai vi tri 6496 trén trinh ty Genebank
nucleotit C thay bang nucleotit T khién thay ddi protein Arginin & vi tri 2147 thanh
codon két thuc). Mét doan va chén doan nho cting thuong thdy trong Hemophilia A thé
nang, thay déi tir 1-55 nucleotit. Phd bién nhit 12 mét hodc chén nucleotit A vao exon
14, thuong xay ra trong ving tir ¢.3637 dén ¢.4379. Déi v6i Hemophilia A thé vira va
nhe, co ché chinh 1a dot bién diém gy léch khung dich ma va dot bién thay thé nucleotit
(missense), chiém 90-95% bénh nhan. Dot bién tai vi tri ndi va ving trinh tu khoi dau
cua gen duogc phat hién & mot s bénh nhan. Hién tuong lap doan exon 13 cling dugc
mo ta & cac bénh nhan Hemophilia A thé nhe.

K¥ thuat chéan doan trudc sinh c6 kha nang gitip tranh sinh con mic bénh ua chay
mau. Cac phuong phap chén doan trudc sinh co x4m ldn cho bénh nhén bi bénh
Hemophilia A bao gdém: phan tich ADN gai nhau, phan tich dich 61, phan tich mau day
ron. Phan tich gai nhau dugc thuc hién béng cach sinh thiét mau banh nhau tir tr cung

bang kim choc qua dudng bung hay duong &m dao cua thai phu dudi huéng dan cta
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siéu Am. Phan tich dich 6i dugc thuc hién bang cach choc hut dich 6i bang mot kim rat
nhd, tiém xuyén qua thanh bung vao tir cung dudi hudng dan ctia siéu am va hat mot
lugng nho nudce 5i can thiét du dé chan doan. Phan tich mau day ron duoc thuc hién
béng cach choc hat mau day ron duéi sy huéng dan cua siéu am, mot dau kim tiém
duoc dua qua thanh bung cua thai phu vao tir cung, vao mach méu trong day ron, khoang
lcm tr vi tri 14 nhau. Cac phuong phap trén dua trén luong lén ADN thu dugce tu thai
nhi nén do chinh xac cao, va hién duoc coi la tiéu chén vang trong chan doan trudc sinh.
Tuy nhién vé mit k¥ thuat, trong qua trinh léy mau do kim choc hut hodc sinh thiét phai
xuyén qua hang rao nhau thai va day ron nén ¢6 kha nang 1an véi mau me. Két qua la
c6 kha nang dan dén sai léch két qua do 1an gen di hop t&r ctia me. Dé kiém soat tinh
trang nay, khi choc hut dich &i, phai loai di 2ml dau tién va dng tiém thi nhat, mau thyc
té thu duoc sau khi gan ong tiém thtr hai va phai giam t6i da s lan di kim dong thoi
dich &i phai dugc nudi ciy trong dich chuyén dung trong khoang tir 5 dén 10 ngay dé
khong cho té bao méau clia me phat trién. Khi tién hanh cac bién phap chin doan, st
dung STR lién két tir nguoi cuing huyét thong méc bénh dé xac dinh tinh trang dot bién
gen clia mau. DPéi v6i mau sinh thiét gai nhau, c¢6 nguy co nhi€ém méu me cao hon
(<5%), vi rat kho loai bo triét dé mang rung cua me khai cac té bao cta thai nhi. Mat
khac, viéc nudi cdy mau gai nhau sinh thiét déu lam tang nguy co nhiém té bao mau me
vi ca té bao me va thai nhi déu 1a mot phﬁn cua cung mot mau mo.

Mot nhuoc diém 16n cia ky thuat nay 1a cac phuong phap trén déu duoc tién hanh
mudn, phan tich gai nhau duoc tién hanh tir tuan thr 11 dén tuan tha 14, phan tich dich
6i duge tién hanh tir tudn tha 16 dén 20 va phan tich mau day rén duoc tién hanh khi
thai nhi ngoai 18 tun tudi. Ca ba phuong phéap trén déu co nguy co gay sy thai sau khi
thuc hién thu thuét (0,05-2%), 1o i, nhiém khuén 61, lay truyén cac bénh truyén nhiém
cho thai (HIV, Viém gan B,C,D...), va c6 thé gdy anh huéng bat lgi t6i thai nhi 6 nhiing
san phu bat ddng nhom mau Rh véi thai.

Péi v6i phoi thu tinh trong 6ng nghiém, viéc phan tich di truyén nham lua chon
mau phoi khée manh 12 mot nhu cau cho phép loai bo nhirng phoi khiém khuyét di
truyén trudce khi chuyén phdi. Viéc lua chon nay gitip kha nang chon dugc phodi trude

khi chuyén thay vi viéc chi lya chon trén mdt thai nhi trong chan doan trude sinh. Hon

(OS]
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nita, viéc chon loc nay con gilp giam van dé tam 1y, chi phi va bao vé strc khoe cua
nguoi phu nir.

Do gen F8 16n va nhitng bién di di truyén gy ra bénh Hemophilia A phuc tap nén
khé c6 mot k¥ thuat xac dinh truc tiép cac dot bién gen F8 trén té bao phoi. Bén canh
do, hién tuong khuéch dai hong mot hodc ca hai alen (Allele DropOut-ADO) ¢ mau té
bao phoi, duge xdc dinh trén 40% cac ca chan doan tién lam t0, diéu nay khién dan toi
chén doan sai. Ngoai ra, ngoai nhiém ciing 1a mot nguyén nhan anh huong 16n téi két
quéa chan doan. K¥ thuét phan tich lién két gen st dung nhiéu trinh tu lap ngin (Short
Tandem Repeat: STR) ¢o thé gitp chan doan dot bién gdy bénh Hemophilia A, nhét la
trong phoi trude khi lam td tranh ngoai nhiém.

Da c6 mot sé cong bd str dung cac STR dé phan tich lién két gen trong danh gia
di truyén. Cac doan STR cin c6 tinh da hinh cao va nim gan gen tén thuong dé dam
bao tinh lién két. Ty 1& di hop t& quan sat 1a mot trong nhitng chi tiéu quan trong danh
gia tinh da hinh cta cac STR, quyét dinh gia tri ciia STR trong chan doan. Ty 1& di hop
tr quan sat cang cao thi gia tri STR trong chan doan cang cao. Do dd, viéc xac dinh
duogc cac doan STR déc hiéu cho cac quén thé dac trung can phai dugc khao sat. Da co
mot s6 nghién ctru dénh gia tinh da hinh trén quan thé nguoi Brazil, New Zealand,
Trung Quéc, nham lua chon cac STR phuc vu chan doan dot bién gen F8 gay bénh
Hemophilia A trong phoi thu tinh trong 6ng nghiém. Tuy nhién, viéc st dung cac STR
nay cho nguoi Viét Nam khong thuc su hiéu qua do cac STR lua chion ndm xa gen F8
nén van chua khic phuc dugc hién tugng trao ddi chéo gy chan doan sai.

C4c bao cdo ¢ Viét Nam cho théy da c6 mot $b SRT duoc st dung dé phan tich
dot bién di truyén, tuy nhién mot sd STR duoc lua chon nam kha xa gen F8. Hon nita,
cac bdo céo trén thé gidi thay tinh da hinh ctia cac STR da duge sir dung trong nghién
ctru khac 14 thip, tham chi ty 1€ di hop tir quan st chi dat 1,5% trén mot s6 quan the
nguoi khac nhau.

Do dé, can c6 quy trinh xéac dinh trang théi cac dot bién di truyén gen F8 dua trén
cac SRT cho phép danh gia tinh trang dot bién di truyén lién két trén gen F8 ¢ phoi thu
tinh trong 6ng nghiém va can bo mdi toi vu dung trong quy trinh nay cho phép xéac dinh

duoc phoi mang hodc khong mang gen dot bién di truyén lién két.
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Ban chat ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 1a khic phuc cac nhuoc diém néu trén, béng cach tdi uu
hoa cac doan mdi dé nhan céc chi thi doan ngén lap lai (short tandem repeat: STR), tur
d6 dénh gi duoc trang théi dot bién gen F8 thong qua phan tich di truyén lién két. Quy
trinh cho phép sang loc dugc cdc phoi dot bién. Bang cach lua chon cac doan moi toi
uu cho phép nhan dac hiéu cac doan chi thi céc trinh tu lap ngan (Short tandem repeat:
STR) lién két v6i gen F8 trén co so PCR da mdi (multiplex PCR) gdm 13 STR bao
gdm DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Intl3.2,
F8Intl, stSG604486, HEMAI154130.5, THLMEInt2, THLMEIntl.l  va
HEMA154498.9, quy trinh sang loc dot bién trén gen F8 cho phép danh gia tinh trang
di truyén ctia phdi hiéu qua, chinh xéc, tin cdy.

Theo do, sang ché dé cap dén quy trinh xéc dinh trang thai dot bién di truyén lién
két gen F8 va bo mdi dung trong phan tng PCR da mdi dé khuéch dai cac doan chi thi
STR cua gen F8.

Theo khia canh tht nhét, sang ché dé cap dén quy trinh xé4c dinh trang thai dot
bién di truyén lién két ctia gen F8 khong nhim muc dich chan doan, ngan ngira hodc
diéu tri bénh, trong quy trinh nay bao gbm cac budc:

a) xac dinh trang thai dot bién gen F§ cua me béng cach tach chiét ADN tir mau
mau cua me va mau déi ching thu dugc tr nam giGi cung huyét thong véi me bi dot
bién gen F'8, sau d6 doc lap tién hanh PCR da mdi véi bo mdi dé nhan 13 doan chi thi
STR trén gen F8 bao gom DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22,
F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486, HEMAI154130.5, THLMEInt2,
THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhidm sic thé gi6i tinh amelogenin,
sau khi dién di mao quan, so sanh kich thudc cac doan chi thi STR thu duoc tir mau
ADN ctia me va mau ADN dbi chimg dé xé4c dinh trang thai dot bién cta gen F8 cta

me;

b) xac dinh trang thai dot bién gen F8 ctia phoi thu tinh trong 6ng nghiém voi bd
bang cach chiét ADN tur mAu mau cta bd va mau phdi 5 ngay tudi can xac dinh trang
théi dot bién gen F8, sau do tién hanh PCR da mdi v6i bd moi dé nhan 13 doan chi thi

STR trén gen F8 bao gdbm DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22,
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F8Int21, F8Intl13.2, F8Intl, stSG604486, HEMA154130.5, THLMEInt2,
THLMEInt].1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhidm sic thé gi6i tinh amelogenin,
sau khi dién di mao quan, so sanh kich thudc cac doan chi thi STR thu duoc tir mau cta

bd v6i mau phoi dé xac dinh trang thai dot bién gen F8 di truyén clia phoi voi bo;

¢) két ludn vé trang thai dot bién di truyén lién két gen F8 cua phoi bang cach phan
tich di truyén lién két cua to hop céc doan chi thi STR thu dugc tur mau cta bd, me, mau
ddi chung voi cac doan chi thi SRT thu dugc tlr phdi, cén clr vao kich thudc cua cac
doan chi thi SRT dot bién xudt hién trén phoi dé két luan vé trang thai dot bién di truyén
lién két gen F8 ctia phoi;
trong do khéac biét & chd bd moi dung trong mdi phan Gmg PCR da mdi dé khuéch dai
cdc doan chi thi SRT va doan chi thi nhidm séc thé gi6i tinh bang PCR da moi doi voi

cac miu ADN thu duoc tir bo, me, doi chimg va phoi bao gom:

SEQ Trinh tu Nong | Thé tich
ID NO do (ng) | (ul)

1 | GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCG | 0,25 0.1
AGTTATTAC

2 | GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC 0,25 0.1

3 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC 0,2 0.1
TCCTGCTCC

4 | CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG 0,2 0.1

5 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC | 0.4 0,2
TTGGTCTGGC

6 | GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC 0,4 0,2

7 | GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC 0.2 0.1

- | AGACTCC

8§ | GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG 0,2 0,1

9 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCT | 0,2 0,1
ATCCTCC

10 | GTCAAGGTGTCAAATCCCACG 0,2 0,1

11 | GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC 0,2 0,1
ATTGAGCC

12 | GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC 0,2 0.1
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13 GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA 0.7 0,28
ACAACTAGAAGG

14 AATCTGGATGGCTTCAAGCTC 0,7 0,28

15 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT 0,2 0,1
TTTACCATTGGC

16 GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC 0.2 0,1

17 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAG 0,6 0,3
ATCACTTCTTTC

18 GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC 0,6 0.3

19 GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTC 0.4 0,2

| AGCCCC
! 20 GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC 0.4 02

21 GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA 0,25 0,125
CTGCTGATAC

22 GGGTTAGTGGTACTCAAACAC 0,25 0,125

23 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT 0,3 0.15
GTCACTG

24 GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC 0,3 0,15

25 GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC 03 | 0,15
ATTGACTCTATC

26 GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG 0,3 0,15

27 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT 0,15 0,075
AAAGAATAGTG

28 GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG 0,15 0,075

dé nhan dong thoi 13 doan chi thi STR cia gen F8 bao gdbm DXS1073, REN90682.
REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG6044R6,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém

sac thé gidi tinh amelogenin.

Theo khia canh tha hai, sang ché dé cap dén bo mdi dung trong phan tmg PCR da
mdi dé khuéch dai cac doan chi thi STR ctia gen F8 bao gom DXS1073, REN90682,
REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Intl13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém
sdc thé gioi tinh trong PCR da mdi trong quy trinh theo sang ché, trong d6 bd moi nay

bao gom:
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SEQ Trinh tu Noéng | Thé tich
ID NO do (ng) | (u)
1 GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCG | 0,25 0,1
AGTTATTAC
2 GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC 0,25 0,1
3 GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC 0,2 0,1
TCCTGCTCC
4 CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG 0,2 0,1
5 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC 0,4 0,2
TTGGTCTGGC
6 GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC 0,4 0,2
7 GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC 0,2 0,1
AGACTCC
8 GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG 0,2 0,1
9 GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCT 0,2 0,1
ATCCTCC
10 | GTCAAGGTGTCAAATCCCACG 0,2 0,1
11 GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC 0,2 0,1
ATTGAGCC
12 | GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC 0,2 0,1
13 GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA 0,7 0,28
ACAACTAGAAGG
14 | AATCTGGATGGCTTCAAGCTC 0,7 0,28
15 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT 0,2 0,1
TTTACCATTGGC
16 | GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC 0,2 0,1
17 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAG 0,6 0,3
ATCACTTCTTTC
18 | GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC 0,6 0,3
19 | GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTC 0,4 0,2
AGCCCC
20 | GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC 0,4 02
21 GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA 0,25 0,125
CTGCTGATAC
22 | GGGTTAGTGGTACTCAAACAC 0,25

0,125
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23 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT 0,3 0,15
GTCACTG

24 GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC 0,3 0,15

25 GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC 0,3 0,15
ATTGACTCTATC

26 GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG 0,3 0,15

27 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT 0,15 0,075
AAAGAATAGTG

28 GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG 0,15 0,075

Theo mét phuong 4n uu tién, trong d6 cac doan chi thi STR dich trong gen F8
duoc nhan bao gom DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21,
F8Int13.2, F8Intl, stSG604486, HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEIntl.1,

HEMA154498.9 va doan chi thi nhi®m sic thé gi6i tinh amelogenin.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 két qua dién di mao quan cua mau phoi Q1 thu duge tir Vi du 1.

Hinh 2 1a két qua dién di mao quan cta mau phoi Q2 thu dugc tir Vi du 1.

Hinh 3 1a két qua dién di mao quan cua mau phoi Q3 thu duoc tir Vi du 1.

Hinh 4 1a két qua dién di mao quan cla mau phoi Q4 thu dugc tir Vidu 1.

Hinh 5 1a két qua tong hop két qua so sanh phan tich kiéu gen don boi dé xac dinh

trang thai di truyén lién két dua trén céc chi thi STR trén gen F8 duoc phan tich.

M6 ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché dugc md ta chi tiét voi cac phuong an thuc hién va cac vi du cu
thé. Tuy nhién, cac phuong an va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nham minh hoa dé

hiéu ré ban chét cta sang ché chtt khong nham muc dich gi6i han pham vi yéu céu bao

hd cia sang ché.

Sang ché dé cap dén quy trinh x4c dinh trang thai dot bién di truyén lién két cua

gen F8 khong nham muc dich chan doan, ngan ngtra hodc diéu tri bénh va bd moi dung

trong quy trinh nay.
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P6i tugng phdi can sang loc theo sang ché 1a nhitng phoi dugc thu tinh trong ong
nghiém, trong do co b va/hodc me 1a nguoi méc bénh hodc trong dong ho ¢6 ngudi
mic bénh wa chdy mau di truyén. Do gen F8 nam & vi tri Xq28 trén NST gidi tinh X
(chrX: 154,835,795 155,022,753; University of California, Santa Cruz genome
browser, GRCh38/hg38), nén viéc trao d6i nhidm séc thé tir bd hodc me bi méc bénh
cho con ¢6 thé ¢ trang thai di truyén ddng hop tir hodc di hop tu. Déi voi cac trang thai
di hop twr, phoi co thé mang gen dot bién, nhung c6 thé khong biéu hién bénh. Do nguoi
me mang nhiém sic thé XX nén c¢6 kha nang di truyén nhiém sdc thé mang dot bién
hodc nhiém sic thé khong dot bién. Ngoai ra, dbi v6i nguoi b6, viéc trao d6i nhidm sac
thé ¢6 thé dan dén biéu hién bénh hodc khong. Do do, phéi can xéc dinh dot bién di
truyén lién két gen F8 1a phoi ma ¢o bd va/hodc me mang gen dot bién di truyén va co
it nhat mot nguoi cung huyét théng biéu hién bénh. Trong truong hop d6i véi me, can
x4c dinh duge it nhat mot nguoi nam gidi cung huyét thong co biéu hién wa chay mau
di truyén.

Theo sang ché, cac doan chi thi STR trén gen F8 dugc lua chon bao g6m
DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Intl3.2, F8Int],
st1SG604486, HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9. Cac chi
thi STR nay duogc cac tac gia tién hanh sang loc bang cong cu tin sinh hoc két hop tham
khao vé chi sé da hinh ctia céc chi thi STR. Bang cach sang loc, toi uu hoa, cac tac gia
da lua chon duoc bo chi thi 13 STR. Khoang cach tir céc chi thi dén gen F8 nam trong
khoang 1Mbp, dam bao ti I€ trao ddi chéo trong di truyén lién két, néu co l1a dudi 1%.

Ngoai ra, dé x4c dinh giéi tinh, doan chi thi cho nhiém séc thé gigi tinh amelogenin
duoc str dung. Cac doan mdi nay dugc thiét ké dé nhan dac hiéu 14 doan chi thi néu
trén (13) doan chi thi cho nhiém séc thé X va 1 doan chi chi cho nhiém sac thé giéi tinh.

Céc tac gia da toi wu va xay dung bd moi bao gom 14 cdp moi néu trong bang sau:

Kich
SEQ Trinh ty mdi STR dich | thude
ID NO .

1 GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCC DXS1073
GAGTTATTAC 152-172

2 GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC

GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC | REN90682
TCCTGCTCC

OS]

129-143

10

10/36



3982

CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC
TTGGTCTGGC

GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC

REN90833

251-275

GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC
AGACTCC

GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG

F8Int25.2

175-181

GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCC
TATCCTCC

10

GTCAAGGTGTCAAATCCCACG

F8Int22

207-217

11

GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC
ATTGAGCC

12

GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC

F8Int21

116-128

13

GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA
ACAACTAGAAGG

14

AATCTGGATGGCTTCAAGCTC

F8Int13.2

15

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT
TTTACCATTGGC

16

GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC

F8Intl

188-198

17

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCA
GATCACTTCTTTC

18

GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC

stSG604486

226-238

19

GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGT
CAGCCCC

20

GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC

HEMA1541
30.5

179-215

21

GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA
CTGCTGATAC

22

GGGTTAGTGGTACTCAAACAC

THLMEInt2

234-256

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT
GTCACTG

24

GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC

THLMEIntl.

1

289-319

25

GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC
ATTGACTCTATC

26

GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG

HEMA1544
98.9

235-267

27

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT
AAAGAATAGTG

28

GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG

Amelogenin

133/139

Cac doan mdi dic hiéu dé nhan 14 doan chi thi STR néu trén dugc toi uu hoéa sao
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cho khong c6 kha nang bét cdp chéo va nhan dac hi¢u trinh tu dich. Viéc st dung nhiéu
doan moi trong mot phan tmg PCR da moi can phai toi uu duge doan moi va doan gen

dich can nhan.

Pé sang loc, toi uu hoéa quy trinh PCR da mdi va cac doan mdi khuéch dai céc
STR, cac tac gia da t5i wu hoa nhiét dd gin mdi va ndng do mdi khuéeh dai 14 STR néu
trén bang cach thuc hién ddnh gia trén bd mdi thudong va bd moi gin huynh quang. ADN
khuon tich tir mau mau dat yéu cdu vé do tinh sach (A260/A280 dat tir 1,8 dén 2,0) sau

khi tach chiét va dugc pha loang vé ndng do 10 ng/ pl dé tién hanh PCR.

Chu trinh nhiét phan tng multiplex PCR bao g6m budc khoi dau phan ting & 95°C
trong 15 phut; 30 chu ky nhiét: bién tinh ¢ 94°C trong 30 gidy, gan mdi & 60°C trong
90 gidy, kéo dai mach ¢ 72°C trong 60 gidy. Budc tong hop san pham cudi cung ctia
céc cap moi & 60°C trong 30 phit. Sau khi danh gia 50 mau ddi ching va 103 mau mang
gen F8 dot bién, céac chi sd Ho, He va PIC dugc dua ra trong bang cho thdy céc chi thi

STR va cac doan moi thu duoc 1a toi vu.

50 mau 103 mau h 5

Tén chi thi STR d6i chung mang gen Tong 153 mau

Ho He |PIC| Ho | He | PIC| Ho | He | PIC
DXS1073 1 0,78 10,76 | 0,76 | 0,86 | 0,84 | 0,83 | 0,86 | 0,84
REN90682 1 0,8 10,78 10,8510,84 10,82 | 0,9 | 0,87 | 0,86
REN90833 0,46 |0,67]0,64|0,64|0,77 0,74 0,58 | 0,85 | 0,84
F&8Int25.2 0,98 |0,67]0,62]0,67|0,820,79|0,76 | 0,84 | 0,82
F8Int22 0,94 |0,671]0,62|0,65|0,77 (0,73 0,73 | 0,76 | 0,72
F8Int21 0,92 10,77 10,74 0,63 | 0,76 | 0,72 | 0,73 | 0,81 | 0.78
F8Int13.2 0,98 |0,7810,75|0,53{0,83(0,81 0,68 0,85 | 0,83
F8Intl 0,92 |0,681]0,63|0,62|0,77 (0,74 0,71 | 0,77 | 0,74
stSG604486 1 0,79 | 0,77 | 0,56 | 0,87 | 0,85 | 0,69 | 0,87 | 0,86
HEMA154130.5 0,98 10,87 10,86 |0,82|0,890,88(0,87| 0,9 | 0,89
THLMEInt2 0,98 |0,87]0,86| 0,8 | 0,85|0,84 0,86 0,88 | 0,87
THLMEIntl.1 0,58 10,790,771 0,61 0,84 0,82 | 0,6 | 0,86 | 0,84
HEMA154498.9 0,98 10,86 |0,85|0,75|0,88|0,87{0,82| 0,9 | 0,89

Can ctr vao két qua, cac tac gia da dé cac dieu kién chung dé thuc hi¢ phan tng
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PCR da mdi v6i cac thanh phan nhu sau:

Thanh phan Nong do (pl/Tp}LééECﬁ}'lng)
HPLC H,O 1,84
Multiplex MasterMix 2X 1X 10,00
Mbi SEQ ID NO.1 0,25 0,1
SEQ ID NO.2 0,25 0,1
SEQ ID NO.3 0,2 0,1
SEQID NO.4 0,2 0.1
SEQ ID NO.5 0,4 0,2
SEQ ID NO.6 0,4 0,2
SEQ ID NO.7 0,2 0.1
SEQ ID NO.8 0,2 0,1
SEQ ID NO.9 0,2 0,1
SEQ ID NO.10 0,2 0,1
SEQID NO.11 0,2 0,1
SEQ ID NO.12 0,2 0,1
SEQ ID NO.13 0,7 0,28
SEQ ID NO.14 0,7 0,28
SEQ ID NO.15 0,2 0,1
SEQ ID NO.16 0,2 0,1
SEQ ID NO.17 0,6 0,3
SEQ ID NO.18 0,6 0,3
SEQ ID NO.19 0,4 0.2
SEQ ID NO.20 0,4 0,2
SEQ ID NO.21 0,25 0,125
SEQ ID NO.22 0,25 0,125
SEQ ID NO.23 0,3 0.15
SEQ ID NO.24 0,3 0,15
SEQ ID NO.25 0,3 0,15
SEQ ID NO.26 0,3 0,15
SEQ ID NO.27 0,15 0,075
SEQ ID NO.28 0,15 0,075
Khuén ADN 1,00
Tdng thé tich 20,00
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Theo khia canh tht nhét, sang ché d& cap dén quy trinh x4c dinh trang thai dot
bién di truyén lién két gen F8 cia phoi thu tinh trong 6ng nghiém, trong quy trinh nay
bao gém céc budce: a) xac dinh trang thai dot bién gen F8 cua me; b) xéac dinh trang thai
dot bién gen F8 cua phoi thu tinh trong 6ng nghiém; va c) két luan vé trang thai dot bién

di truyén lién két gen F8 ctia phoi.

Trong budc xac dinh trang thai dot bién gen F8 cua me, can xac dinh trang thai
dot bién gen F8 clia ngudi me. P& xéc dinh, tién hanh tach chiét ADN tir mau mau cia
me va mau ddi chimg thu dugc tir nam gidi cung huyét théng v6i me bi mac bénh ua
chay mau. Cac ky thuat chiét tach ADN tir mAu la da biét va c6 thé thuc hién dugc boi
ngudi c6 k§ ndng trung binh trong linh vuc ky thuat nay hodc bang kit chiét tich ADN
theo hudng dan ctia nha cung cip. ADN tach tur mau mau dat yéu cau vé do tinh sach
(A260/A280 dat tir 1,8 dén 2.0) sau khi tach chiét va dugc pha lodng vé nong do 10
ng/ul dé tién hanh PCR.

Tién hanh PCR da mdi 1an lugt véi ADN téng s ctia me, ADN téng s6 cia mau
ddi chimg véi bo moi bao gbm céc trinh ty néu trong SEQ ID NO.1-28 dé nhan 13 doan
chi thi STR trén gen F8 bao gdm DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2,
F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486, HEMA154130.5, THLMEInt2,
THLMEIntl.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém sic thé gi6i tinh amelogenin,
Céc thanh phin PCR da mdi dugc sir dung bao gdm 6,8ul HPLC HO, 10pl Qiagen
PCR Master Mix 2X, 0,2ul M13(-20), 0,2ul M13(-41), 0,2ul M13 (CM), 1ul ADN
khuon. Tuy vao k¥ thuat xt ly sau khi PCR ma cac doan mdi nay c6 thé dugc gan hodc
khong gan huynh quang dé thuén loi cho qué trinh danh gi kich thudc san pham PCR
thu dugc. Céac k¥ thuat gan huynh quang la da biét va co thé sir dung céc chat danh dau
huynh quang théng dung voi cac mau phat quang khac nhau.

Sau khi PCR, tién hanh dién di mao quan san phém thu dugc vaoi thanh phr?m phéan
ung nhu sau 10pl téng thé tich bao gém 8,5ul dém dién di Hi-Di Formamit; 0,5ul
GeneScan-500 LIZ va 1,0pl san phdm PCR. Chu trinh nhiét nhu sau: Bién tinh & 95°C
trong 5 phut. Két qua dién di mao quan duoc phan tich, vi du bing phin mém

GeneMaper 5.0.
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Dua trén kich thudc thu dugc, so sanh kich thude cdc doan chi thi STR thu duge
tr mau ADN cta me va kich thudc cac doan chi thi STR thu dugce tur mau ADN doi
chung dé xac dinh trang théi di hop tir gen F8 gdy bénh ctia me. Cén ctr trén kich thude
cac doan chi thi thu duoc, co thé xac dinh dugc trang thai dot bién gen trén gen F8& cua

me.

Trong budc xac dinh trang thai dot bién gen F8 ctia phoi thu tinh trong ong nghiém
v bd, cac bude thuc hién dbi véi ADN ciia bd tuong tu nhu ddi v6i mau ngudi me.
Tuy nhién. do mau phoi ¢6 lugng té bao rat thap, can chiét ADN tir 1 té bao phoi va
khuéch dai gen (whole genome amplification: WGA) dé ¢6 thé du luong mau cho PCR
da mdi. Theo d6 mau té bao duge khuéch dai bang, vi du kit REPLI-g Single Cell Kit
theo quy trinh ctia nha san xuét (QIAGEN, Dirc).

Tién hanh PCR da mdi 14n luot v6i ADN tdng sb ciia b, ADN tong sb thu duoc
tir PCR khuéch dai hé gen ctia mau phoi bing bo mdi bao gdm cic trinh tu néu trong
SEQ ID NO.1-28 dé nhan 13 doan chi thi STR trén gen F8 bao g6m DXS1073.
REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém
sdc thé gidi tinh amelogenin. Céc thanh phan PCR da mdi duge st dung bao gom 6,81l
HPLC HzO, 10pl Qiagen PCR Master Mix 2X, 0,2pl M13(-20), 0,2ul M13(-41), 0,2ul
M13 (CM). 1ul ADN khudn. Tuy vao k¥ thuat xir ly sau khi PCR ma céac doan moi nay
¢6 thé duoc gan hodc khong gin huynh quang dé thuén loi cho qua trinh danh gid kich
thude san pham PCR thu duoc. Céc k§ thuét gan huynh quang la da biét va c6 thé sur
dung cac chit danh dau huynh quang thong dung v4i cac mau phat quang khéc nhau.

Sau khi PCR, tién hanh dién di mao quan san pham thu duoc véi thanh phan phan
g nhu sau 10pl tdng thé tich bao gbém 8,5ul dém dién di Hi-Di Formamit; 0,5ul
GeneScan-500 LIZ va 1,0ul san pham PCR. Chu trinh nhiét nhu sau: Bién tinh & 95°C
trong 5 phut. Két qua dién di mao quan dugc phan tich, vi du bang phan mém
GeneMaper 5.0.

Dua trén kich thude thu duoc, so sanh kich thude cdc doan chi thi STR thu ducc

tir mau ADN ctia bd va kich thuéc cac doan chi thi STR thu dugc tir mau ADN phoi dé
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x4c dinh trang thai dot bién gen F8 cuia phoi. Can ctr trén kich thudc cac doan chi thi

thu duogc, co thé xac dinh duoc trang dot bién gen F8 di truyén cua phoi véi bo.

Trong budc két luan vé trang thai dot bién di truyén lién két gen F8 cua phoi, tién
hanh phan tich di truyén lién két cua td hop céc doan chi thi STR thu dugce tu mau cuia
bd, me, mau dbi chuing voi cac doan chi thi SRT thu duoc tir phoi. Céan cu vao kich
thude cia cac doan chi thi SRT dot bién xuat hién trén phdi dua trén cac doan chi thi
SRT binh thuong, dua ra két luan vé trang thai dot bién di truyén lién két gen F8 cla
phoi.

Trong do, quy trinh theo sang ché khéc biét & chd bo mdi dung trong mdi phan
ung PCR da mdi dé khuéch dai cac doan chi thi SRT va doan chi thi nhiém sic thé gidi

tinh bing PCR da mdi d6i v6i cac mau ADN thu duoc tir bd, me, dbi ching va phoi bao

gém:
SEQ Trinh tu Nong | Thé tich
ID NO do (ng) | (ul)

I | GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCG | 0,25 0.1
AGTTATTAC

2 | GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC 0,25 0.1

3 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC | 0.2 0.1
TCCTGCTCC

4 | CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG 0,2 0,1

5 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC | 04 0,2
TTGGTCTGGC

6 | GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC | 04 0,2

7 | GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC | 0.2 0.1
AGACTCC

8 | GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG 0,2 0,1

9 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCT | 0.2 0,1
ATCCTCC

10 | GTCAAGGTGTCAAATCCCACG 0,2 0.1

11 | GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC 0,2 0,1
ATTGAGCC

12 | GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC 0,2 0,1

16
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13 GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA 0,7 0,28
ACAACTAGAAGG

14 AATCTGGATGGCTTCAAGCTC 0,7 0,28

15 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT 0,2 0,1
TTTACCATTGGC

16 GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC 0.2 0,1

17 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAG 0,6 0,3
ATCACTTCTTTC

18 GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC 0,6 0,3

19 GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTC 0,4 0,2
AGCCCC

20 GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC 0.4 02

21 GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA 0,25 0,125
CTGCTGATAC

22 GGGTTAGTGGTACTCAAACAC 0,25 0,125

23 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT 0,3 0,15
GTCACTG

24 GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC 0,3 0,15

25 GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC 0.3 0,15
ATTGACTCTATC

26 GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG 0,3 0,15

27 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT 0,15 0,075
AAAGAATAGTG

28 GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG 0,15 0,075

dé nhan dong thdi 13 doan chi thi STR cia gen F8 bao gdbm DXS1073, REN90682,
REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém

sac thé gioi tinh amelogenin.

Céan luu y réng, dbi v6i truong hgp ngudi me khoe manh, nghia la nguoi me khong
méc bénh va khong c6 gen F8 dot bién, va trong s6 nhitng ngudi cung huyét thong,
khong c6 ai méc bénh, khi d6 hoan toan c¢6 thé loai trir mau dbi chting va két luan trang
thai dot bién gen F8 clia ngudi me ma khong can phai qua budce phan tich di truyeén.

Pong thoi, dbi voi truong hgp ngudi b6 khoe manh, khi d6 khong can bude danh gia
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trang thai dot bién gen F8 ctia phoi dbi v6i bd. Theo do, ngudi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuat nay hoan toan cd thé tiy bién k¥ thuat dé phi hop voi tinh trang

ban dau cta phoi.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén bo moi dung trong phan tng PCR da
mdi dé khuéch dai cac doan chi thi STR cua gen F8 bao gom DXS1073, REN90682,
REN90833, Fg8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F&8Intl13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém

sdc thé gidi tinh trong PCR da moi theo quy trinh theo sang ché, trong d6 bd mdi nay

bao gom:
SEQ Trinh tu Noéng | Thé tich
ID NO do (ng) | (ul)

1 | GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCG | 0,25 0,1
AGTTATTAC

2 | GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC 0,25 0,1

3 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC | 0.2 0,1
TCCTGCTCC

4 | CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG 0,2 0,1

5 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC | 0.4 0.2
TTGGTCTGGC

6 | GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC | 0.4 0,2

7 | GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC | 0.2 0,1
AGACTCC

8 | GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG 0.2 0,1

9 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCT | 0.2 0,1
ATCCTCC

10 | GTCAAGGTGTCAAATCCCACG 0,2 0,1

11 | GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC 0,2 0,1
ATTGAGCC

12 | GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC 0,2 0,1

13 | GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA 0,7 0,28
ACAACTAGAAGG

14 | AATCTGGATGGCTTCAAGCTC 0,7 0,28

15 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT | 0.2 0,1
TTTACCATTGGC
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16 GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC 0,2 | 0,1
17 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAG 0,6 | 0,3
ATCACTTCTTTC
18 GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC 0,6 0,3
19 GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTC 0.4 0,2
AGCCCC
20 GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC 0,4 02
21 GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA 0,25 0,125
CTGCTGATAC
22 GGGTTAGTGGTACTCAAACAC 0,25 0,125
23 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT 0.3 0,15 |
GTCACTG
24 GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC 0,3 0,15
25 GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC 0,3 0.15
ATTGACTCTATC
26 GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG 0.3 0,15
| 27 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT 0,15 0,075
AAAGAATAGTG
28 GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG 0,15 0,075

Bo mdi theo sang ché bao gdom cac trinh tu néu trong SEQ ID NO.1-28 dé nhan
cdc doan chi thi STR dich trong gen F8 dugc nhén bao gdbm DXS1073, REN90682.
RENO0833. F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Intl13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém
sdc thé gioi tinh amelogenin.

Vi du thire hién sang ché
Vidu 1: Phén tich di truyén dpt bién gen F8 trén miu

Pé thir nghiém phén tich dot bién di truyén lién két trén gen F8, tién hanh thi
nghiém vé&i mau phoi thu tinh trong dng nghiém tir cdp vo chong c¢6 nguoi me mang
gen F8 dot bién, ngudi bd khoe manh. Cac mau duge sir dung la mau ADN duoc chiét
tir mau mau cta me mang gen F8 dot bién (mau F), mau ADN duoc chiét tr mau méau
ctia bé binh thudng (méu M) va miu ADN dugc chiét tir mau mau ctia ngudi cing huyét

théng voi me (em trai) bi mac bénh (mau P). Viéc chiét ADN téng s duoc thuc hién
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bang kit chiét ADN theo huéng dan ctia nha cung cap (kit QTAGEN blood Minikit) dat
do tinh sach (A260/A280 dat tir 1,8 dén 2,0), sau khi chiét, ADN duoc pha lodng ve
noéng do 10 ng/ml dé 1am khuon trong PCR da moi.

Mau phdi can sang loc 1a phoi dugc thuy tinh trong 6ng nghiém theo quy trinh thu
tinh trong dng nghiém chuén. Bén méu phdi doc 1ap duogc st dung dé sang loc (mau
Q1. Q2, Q3 va Q4), mdi phéi tién hanh tach 4y 1 té bao khi phéi dat 5 ngay tuoi va
khuéch dai ADN bang kit WGA (whole genome amplification: WGA) bang kit REPLI-
¢ Single Cell (QIAGEN, D) theo quy trinh clia nha cung cép. San pham PCR dugce
kiém tra bang dién di agaroza va do nong do san pham sau khuéch dai bang may do Qu-

bit 4.0 (Thermo), chudn do ADN vé nong do 10 ng/ml dé 1am khuon trong PCR da moi.

Lan lwot tién hanh PCR cho miu M, F, P, Q1, Q2, A3 va Q4 bang PCR da moi

véi thanh phén nhu sau:

Thanh phin Gé‘éluz‘;ygnh Néng do (Ml}gfégcélng)
HPLC H,0 1,84
Multiplex MasterMix 2X 1X 10,00
Mdi | SEQIDNO.I | Xanh duong 0,25 0,1
SEQ ID NO.2 0,25 0,1
SEQ ID NO.3 Xanh luc 0,2 0,1
SEQ ID NO.4 0,2 0,1
SEQID NO.5 | Khong gin 0,4 0,2
SEQ ID NO.6 0,4 0,2
SEQ ID NO.7 Xanh luc 0,2 0,1
SEQ ID NO.8 0,2 0,1
SEQ ID NO.9 Xanh luc 0,2 0,1
SEQ ID NO.10 0,2 0,1
SEQ ID NO.11 | Xanh duong 0,2 0,1
SEQ ID NO.12 0,2 0,1
SEQ ID NO.13 | Xanh duong 0,7 0,28
SEQ ID NO.14 0,7 0,28
SEQ ID NO.15 | Khong gin 0,2 0,1
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SEQ ID NO.16 0,2 0,1
SEQ ID NO.17 | Khéng gin 0,6 0,3
SEQ ID NO.18 0,6 0,3
SEQ ID NO.19 | Xanh duong 0,4 0,2
SEQ ID NO.20 0,4 0.2
SEQ ID NO.21 Xanh luc 0,25 0,125
SEQ ID NO.22 0,25 0,125
SEQ ID NO.23 | Khoéng gin 0,3 0,15
SEQ ID NO.24 0,3 0,15
SEQ ID NO.25 | Xanh duong 0,3 0,15
SEQ ID NO.26 0,3 0,15
SEQ ID NO.27 | Khong gin 0,15 0,075
SEQ ID NO.28 0,15 0,075
ADN khuén 1,00
| Téng thé tich 20,00

Tién hanh chu trinh nhiét gdm budc hoat hoa enzym ban dau & 95°C trong 15
phat, 40 chu ky gom bién tinh & 94°C trong 30 gidy, gin moi & 60°C trong 90 gidy, kéo
dai & 72°C trong 1 phut va kéo dai thém 6 gidy sau mdi chu ky va budc kéo dai cudi
cing & 60°C trong 30 phut.

San phdm PCR thu duoc Ian lugt tién hanh dién di mao quan véi thanh phan phan
img nhu sau: 10pl tdng thé tich bao gbém 8,5ul dém dién di Hi-Di Formamit; 0,5ul
GeneScan-500 LIZ va 1,0pl sin pham PCR. Chu trinh nhiét nhu sau: Bién tinh & 95°C
trong 5 phut. Phan tich két qua bing phin mém GeneMaper 5.0.

Két qua dién di mao quan ddi véi cac mau Q1, Q2, Q3 va Q4 dugc thé hién trén
cac Hinh 1-4, twong tng. Két qua phan tich di truyén lién két dua trén céc chi thi STR
trén gen F8 cua mau duoc thé hién trén Hinh 5.

Tu bang dit liéu kich thudc STR cua gia dinh trong so dd pha hé (tap hop tu két
qua dién di mao quan) trén Hinh 5, tién hanh phan tich di truyén lién két:

_ MAu Q1 khong xuét hién pic 145 bp cta chi thi Amelogenin trén nhiem sc the

Y, nhu vay phoi nay nhan cac STR trén mot nhiém séc thé X di truyén tir mau M va
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mdt nhidm sdc thé X di truyén tir mau F. Ngoai cac kich thu¢c STR nhén tur mau M c6
kich thudc giéng véi mau P (cac doan khong dot bién), bd kich thuéc STR con lai cua
mau Q1 nay giéng véi bod kich thudc SRT dot bién ctia mau P (nghia 1a mau Q1 nay
nhan mot nhidm sic thé X mang gen dot bién tir mau F). Nhu vay, voi két qua phan tich

di truyén lién két ¢6 thé két luan 1a mau Q1 c6 mang gen F8 dot bién.

- MAu Q2 va Q3 khdng xuét hién pic 145bp cta chi thi Amelogenin trén nhiém
sic thé Y, nhu vay phoi nay nhan cac STR trén mot nhiém séc thé X di truyén tr mau
M va mot nhidm sic thé X di truyén tir mau F. Ngoai cac kich thuée STR nhan tir mau
M ¢6 kich thuée gidng véi mau P (cdc doan khong dot bién) thi bo kich thude STR con
lai cia mau Q2 va Q3 khong giéng v6i bo kich thude con lai cua mau P. Nhu vay, véi
két qua phan tich di truyén lién két co thé két luan cac mau Q2 va Q3 khong mang gen

F8 dot bién.

- Mau Q4 xuat hién pic 145 bp ctia chi thi Amelogenin trén nhiém sic thé Y, nhu
vay phoi nay nhan STR trén mot nhiém séc thé X di truyén tr mau F va mot nhiém sdc
thé Y di truyén tir mau F. Céc kich thudc STR nhén tir mau F ¢6 kich thuge khong gidng
v6i mau P. Nhu vay, voi két qua phan tich di truyén lién két co thé két luan mau Q4

khong mang F8 dot bién.

Nhu vay, bang cach PCR da mdi va danh gia lién két gen trén phoi 5 ngay tudi co
thé sang loc dugc dot bién di truyén trén gen F8. Cu thé trong s 04 phoi duge sang loc,
¢6 01 phoi mang dot bién di truyén lién két gen F8 1a Q1 va 03 phoi khong mang dot
bién di truyén lién két gen F8 1a Q2, Q3 va Q4.

Hiéu qua dat dugce cia sang ché

Quy trinh xac dinh trang thai dot bién di truyén lién két gen F8 theo sang ché cho
phép nhan dédc hi¢u 13 doan chi thi STR trén gen F8 bao g61n DXS1073, REN90682,
RENO0833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém
sic thé gi6i tinh amelogenin c6 kich thude xac dinh, thuan lgi cho viéc phan tich di
truyén lién két trong danh gia dot bién gen F8 trén phodi. Quy trinh cho phép xac dinh
duoc dot bién di truyén lién két thong qua to hop cta 13 doan chi thi STR gy dot bién

trén gen F8, cho phép ing dung trong nghién ctru di truyén trén phoi.
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Béng cach chon loc, tdi uvu hoa cac doan mdi dac hiéu, t6i wu hoa cac diéu kién
PCR da mdi, séng ché cho phép st dung dong thoi 161 14 cap moi dé thuc hién 1 phan
ung PCR da mdi duy nhét dé nhan 13 doan chi thi STR trén gen F8 va 1 chi thi nhiém
shc thé gidi tinh. Tir d6, sang ché cho phép rit ngén thoi gian nghién ctru dot bién di
truyén trén gen FS8.

B moi dung trong phan tng PCR da moi dé khuéch dai cac doan chi thi ctia gen
F8 theo sang ché cho phép nhan dic hiéu 13 doan chi thi STR trén gen F8 bao gom
DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22, F8Int21, F8Int13.2, F8Intl,
stSG6044 86, HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan
chi thi nhiém sic thé gidi tinh amelogenin véi két qua rd rang, chinh xéc, ¢6 kha nang
phan biét, xac dinh duogc kich thudc san pham, khong xdy ra hién tuong bat cap chéo,

nhén khong dic hiéu gop phan vao viéc xac dinh di truyen lién két vai sai s6 dudi 1%.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh x4c dinh trang thai dot bién di truyén lién két ctia gen F8 khong nhdm muc
dich chan doan, ngin ngira hodc diéu tri bénh, trong quy trinh nay bao gdm cac budc:
a) xac dinh trang thai dot bién gen F8 ctia me bang cach tach chiét ADN tir mau
mau ctia me va mau ddi ching thu dugc tir nam giGi cung huyét thong véi me bi dot
bién gen F8, sau d6 doc 1ap tién hanh PCR da mdi v6i bo moi dé nhan 13 doan chi thi
STR trén gen F8 bao gom DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22,
F8Int21, F&Int13.2, F8Intl, stSG604486, HEMAI154130.5, THLMEInt2,
THLMEIntl.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhi®m sic thé gidi tinh amelogenin, sau
khi dién di mao quan, so sanh kich thudc cac doan chi thi STR thu duoc tr mau ADN

ctia me va mau ADN d6i chiing dé xéc dinh trang thai dot bieén cua gen F8 cua me;

b) xac dinh trang thai dot bién gen F8 ctia phoi thu tinh trong 6ng nghiém véi b
bang cach chiét ADN tir mau mau cla bd va mau phoi 5 ngay tudi can x4c dinh trang
thai dot bién gen F8, sau do tién hanh PCR da mdi v6i bd moi dé nhan 13 doan chi thi
STR trén gen F8 bao gom DXS1073, REN90682, REN90833, F8Int25.2, F8Int22,
F8Int21, F8Int13.2, F8Intl, stSG604486, HEMAI154130.5, THLMEInt2,
THLMEInt1.1, HEMA 154498.9 va doan chi thi nhiém sic thé gi6i tinh amelogenin, sau
khi dién di mao quan, so sanh kich thudc cac doan chi thi STR thu duoc tr mau cla bd

v6i mau phoi dé xac dinh trang thai dot bién gen F8 di truyén ctia phoi véi bo;

¢) két luan vé trang thdi dot bién di truyén lién két gen F8 ctia phoi bang cach phan
tich di truyén lién két cua td hop cac doan chi thi STR thu dugc tu mau cta bd, me, mau
dbi chung voi cac doan chi thi SRT thu dugc tir phoi, cén cu vao kich thudc cua cac
doan chi thi SRT dot bién xuét hién trén phoi dé két luan vé trang théi dot bién di truyén
lién két gen F8 cua phdi;
trong do khac biét ¢ chd bd mdi dung trong mdi phan tmg PCR da mdi dé khuéch dai
cac doan chi thi SRT va doan chi thi nhi€ém sdc thé gigi tinh bang PCR da moi dbi voi

cac mau ADN thu duoc tir bd, me, ddi ching va phoi bao gom:

SEQ Trinh tu Nong | Thé tich
ID NO do (ng) | (ub)
1 | GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCG | 0,25 0.1
AGTTATTAC
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2 | GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC 0.25 0.1

3 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAAAATTCTCCTC | 0.2 0.1
TCCTGCTCC

4 | CCTTCTTTCTTCAAATGATGCTTGG 0,2 0,1

5 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTC | 0.4 0.2
TTGGTCTGGC

6 | GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC | 0.4 0.2

7 | GTAAAACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGC | 0.2 0.1
AGACTCC

8§ | GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG 0.2 0,1

9 | GTAAAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCT | 0.2 0.1
ATCCTCC

10 | GTCAAGGTGTCAAATCCCACG 0.2 0.1

11 | GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATC | 0.2 0,1
ATTGAGCC

12 | GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC 0.2 0.1

13 | GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGA | 0.7 | 0.28
ACAACTAGAAGG

14 | AATCTGGATGGCTTCAAGCTC 07 | 028

15 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACT | 0.2 0.1
TTTACCATTGGC

16 | GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC 0.2 0.1

17 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAG | 0.6 0.3
ATCACTTCTTTC

18 | GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC 0,6 0.3

19 | GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTC | 0.4 0.2
AGCCCC

20 | GTTTCTCAAGTAGAAAAGTCCTGTGGC 0.4 02

21 | GTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAA | 025 | 0,125
CTGCTGATAC

22 | GGGTTAGTGGTACTCAAACAC 025 | 0,125

23 | CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGT | 03 | 0,15
GTCACTG

24 | GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC 03 | 015

25 | GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGAC | 03 | 0.5
ATTGACTCTATC

26 | GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG 03 | 015
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27 CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGT 0,15 0,075
AAAGAATAGTG
28 GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG 0,15 0,075

dé nhan ddng thoi 13 doan chi thi STR cta gen F8 bao gbm DXS1073, REN90682,

REN90833, FgInt25.2, F8Int22, F8Int21, FRIntl3.2,
HEMA154130.5, THLMEInt2, THLMEInt1.1, HEMA154498.9 va doan chi thi nhiém

sdc thé gidi tinh amelogenin.
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HINH 5

STR

F8Int21
DXS1073
HEMA154130.5
HEMA154498.91
F8Int13.2
REN90682
F8Int25.2
F8Int22
THLMEInt2
Amelogenin
F8Int1
stSG604486
REN90833
THLMEInt1 1

126.7
158.4
209.9
235.6
315.5
134.4
179.4
209.5
250
139.2
198.4
236
257.2
310.2

145.4

146

Q4

145.3




<110>

<120>

<130>
<160>
<170>

<21C>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<220>
<400>
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DANE MUC TRINH TU

Pping Tién Trudng, Nguyén Thanh Tung, Nguy&n Duy B&c, Nguyén
Minh Tam, Nguyén Van Piéu, Tran Ngoc Anh

B6 mdi dung trong phan ung PCR da mdi dé khuéch dai cac doan
chi thi STR cua gen F8

1

41

ADN

Trirh tu nhan tao

Poan mdi

1

GGTTTTCCCAGTCACGACGAATGCCCTCTCCGAGTTATTAC

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

2

27

ADN

Trinh tu nhan tao

Doan mdi

2

GTTTCTGAGATTGGTGGCCTTTGAAAC

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

3

40

ADN

Trinh tu nhan tao

Doan mdi

3

GTAAAACGACGGCCAGTGGAAARATTCTCCTCTCCTGCTCC

<210>
<211>
<212>
<213>

4

25
ADN
Trinh tyu nhén tao
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<220>
<223> Doan mdi

<220>
<400> 4
CCTTCTTTCTTCRAAATGATGCTTGG

<210> 5

<211> 42

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 5

CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGTCAATATGTCTTGGTCTGGC

<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 6
GTTTCTCCCATTCTATTCCTAAATAAGATAGC

<210> 7

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 7

GTAARACGACGGCCAGTGCTTGAGACTTGGCAGACTCC

<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> DPoan mdi
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<220>
<400> 8
GTTTCCTTTAGAATCACTCTTGGTGTG

<210> 9

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan moi

<220>
<400> 9
GTARAACGACGGCCAGTGGAATGCACAGCCTATCCTCC

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 10
"GTCAAGGTGTCAAATCCCACG

<210> 11

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 11

GGTTTTCCCAGTCACGACCCACTACCAAATCATTGAGCC

<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 12
GGTCCATTAGCTTATGTGAGTC
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<210> 13

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223> Doan moéi

<220>
<400> 13
GGTTTTCCCAGTCACGACTCAACAAAACTGAACAACTAGAAGG

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 14
AATCTGGATGGCTTCAAGCTC

<210> 15

<211> 44

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan modi

<220>
<400> 15
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGACCCTGTACTTTTACCATTGGC

<210> 16

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhédn tao
<220>

<223> Doan moi

<220>
<400> 16
GTTTCTCAGCAACTCGACTTCTGGC

<210> 17
<211> 44
<212> ADN
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<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> Doan mdi

<220>
<400> 17
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGGCAATTTCAGATCACTTCTTTC

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 18
GTTTGTTACGGTTTTCTTTGTGGC

<210> 19

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 19
GGTTTTCCCAGTCACGACAATCTATGTGAGTCAGCCCC

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan moi

<220>
<400> 20
GTTTCTCAAGTAGAARAAGTCCTGTGGC

<210> 21

<211> 41

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> Poan moi
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<220>
<400> 21
GTAARAACGACGGCCAGTGCTGTCTGATACAACTGCTGATAC

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DPoan mdi

<220>
<400> 22
GGGTTAGTGGTACTCAAACAC

<210> 23

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DPoan mdi

<220>
<400> 23
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCTGCAACTGTGTCACTG

<210> 24

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DPoan moi

<220>
<400> 24
GTTTCCCTACTGTCTTGACTATTGTGGC

<210> 25

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 25

GGTTTTCCCAGTCACGACGGATTCCAGTGACATTGACTCTATC
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<210> 26

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> DPoan mdi

<220>
<400> 26
GTATCTACTGTTACATGGACTTGGG

<210> 27

<211> 43

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan moi

<220>
<400> 27
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG

<210> 28

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi

<220>
<400> 28
GTTTCTCAACCATCAGAGCTTAAACTGG





