TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

XAC DINH DOT BIEN GEN CACNA1C
O BENH NHAN MAC HOI CHU’NG BRUGADA

Lé Hong Nhung, Pham Lé Anh Tuén va Tran Van Khanh*

Trwrong Pai hoc Y Ha Noi

Hoéi chirng Brugada géy ra 4% - 12% cac trirong hop tir vong dot ngét va 20% trurong hop tr vong & bénh nhén

cé cautric tim binh thuong. Ty 1é mac bénh 1a 5 - 14/10.000 dan, trong dé phé bién & nhiing ngudi gbc A, dac biét la

khu vire Déng Nam A trong d6 c6 Viét Nam. Nguyén nhén ctia bénh la do dét bién gdy mat hodc gidm chirc ndng

clia it nhat mét trong 23 gen lién quan, ma héa cho céc kénh ion dén truyén dién thé & mang té bao co tim. Trong

dé, c6 gen CACNA1C clia kénh calci tim (Cav1.2) gay dét bién mét dong chdy kénh calci. Muc tiéu: Xéc dinh dot

bién gen CACNA1C & bénh nhan Brugada. Déi tuong va phuong phép: 50 bénh nhan duoc chdn doédn méc hoi

chiing Brugada tai Vién Tim mach Viét Nam va Vién Tim mach TP. H6 Chi Minh duoc tién hanh gidi trinh tw Sanger.

Két qua: Nghién ctru xéc dinh duoc 3/50 bénh nhén cé dét bién gen CACNA1C véi 3 loai dét bién trén exon va

intron. Cé 3/3 dot bién la dot bién thay thé nucleotide, trong d6 cé 1/3 dét bién chura tirg duoc cong bé truée day.

Tir khéa: Hoi chirng Brugada, CACNA1C, dét bién.

I. DAT VAN PE

Nam 1992, cac tac gid nha Brugada da mo
ta lan dau tién vé 8 trwong hop cac bénh nhan
mac bénh ly cta that phai, véi bién chirng la
cac con nhip nhanh that (VT) va rung that (VF)
gay ngét hodc dot t do tim (SCD)." Dé&n nam
1996, hdi chirng Brugada (BrS) dwoc dat tén
cho tinh trang rdi loan nhip tim & bénh nhan cé
cAu truc tim hoan toan binh thwdng nhwng dién
tam dd (ECG) c6 dac diém béat thwong véi dod
cao cla doan ST dac trung & dau bén phai.2

HOi chirng Brugada dwgc cdng nhan réng
réi trén thé gi¢i va dwoc cho la nguyén nhan
gay 4% - 12% cac trwdng hop tlr vong dét ngét
va xap xi 20% trwéng hop tlr vong & nhirng
bénh nhan cé clu tric tim binh thuong. Ty 1é
mac bénh la 5/10.000 dan va ngoai tai nan,
BrS |a nguyén nhan ti& vong hang dau ctia nam
gi¢i dudi 40 tudi & cac khu vuc trén thé gidi
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lwu hanh héi chirng nay. H6i chirng Brugada
thwong gap & nam hon ni» khoang 8 dén 10
lan. Héi chirng Brugada ciing phé bién hon &
Nhat Ban va ngwoi géc Dong Nam A trong do
Viét Nam.3

Bénh dwoc xac dinh nguyén nhan la do
trwong lwc hé than kinh thwc vat, nghién
cocaine, s dung thubéc hwéng tam than.
Nhwng chi yéu la nguyén nhan dot bién gay
mat ho&c gidm chirc nang cla it nhat mét trong
23 gen lién quan, chiu trach nhiém ma hoéa cho
cac kénh ion dan truyén dién thé & mang té
bao co tim véi hon 300 bién thé da duoc bao
cdo. Mac du nghién cru di truyén hoi chirng
Brugada dong vai trdo quan trong nhwng trong
tbng sé cac ca bénh dwoc chan doan lam sang
chi ¢6 30 - 35% ca bénh dwoc chan doan di
truyén.* Hoi chirng Brugada dwoc di truyén
theo kiéu troi trén nhiém séc thé (NST) thuong.
Céc dot bién co tac dong kiéu da gen, gay gidm
dong natri-calci di vao hoac tang dong kali di
ra khoi t& bao co tim tao nén cac biéu hién dac
trwng trén dién tdm dd, cling nhw cac con nhip
nhanh that, rung that. Cac nghién ctu trudc
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do chid yéu tap trung téi kénh Na*va K+ nhung
chwa cé nhiéu nghién ctu vé kénh Ca?". Kénh
calci lam trung gian dwa céac ion calci (Ca?*)
vao té bao khi phan cwc mang. Cac dét bién
trong kénh calci c6 lién quan mat thiét d& hoi
chirng Brugada, trong dé c6 gen CACNA1C ma
héa tiéu don vi alpha-1C loai L cla kénh calci
tim (Cav1.2) gay dét bién méat dong chay kénh
calci, gay ra sw gidi phéng Ca?*, kh&r cwc va
gilp xac dinh hinh dang cla dién thé hoat dong
trong co tim. Gen CACNA1C nam trén NST 12
(12p13.33), gébm 57 exon v&i 2221 amino acids,
khéi lwong phan tlr 248977 dalton.5 Cac dot
bién gen CACNA1C duoc xac nhan |a nguyén
nhan gay ra hdi chirng BrS3, mét trong téng
ba dang BrS dugc céng bd véi sw khac biét
vé doan ST chénh lén trong dién tam d6. Dot
bién trén gen mang tinh di truyén troi dbi véi hoi
chirng Brugada nén anh huéng 16n téi thé hé
sau. Viéc nghién ciru dét bién gen CACNA1C
gop vai trd quan trong trong phan loai bién thé,
tw van di truyén.

Tai Viét Nam, chwa cé cac nghién ctru vé
dot bién gen CACNA1C & bénh nhan mac
hoi chirng Brugada ma chud yéu la cac dé tai
nghién cru vé 1am sang, théng ké ca bénh va
dot bién kénh natri, kali. D& chan doan xac
dinh, diéu tri va tw van di truyén thi viéc xac
dinh dét bién gen lién quan ¢ y nghia vé cung
quan trong. Vi vay, dé tai dwoc thuc hién voi
muc tiéu “Xac dinh dot bién gen CACNA1C &
bénh nhan mac hoi chirng Brugada bang ky
thuat gidi trinh ty gen”.

Il. DOl TWVONG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong
Tiéu chuén Iwa chon

- 50 bénh nhan dwoc chin doan mac hoi
chirng Brugada tai Vién Tim mach Viét Nam va
Vién Tim mach TP. H6 Chi Minh.

- Bénh nhan duoc chan doan mac hoi chirng

Brugada dwa trén tiéu chudn duwoc ddng thuan
b&i cac chuyén gia cia Hoi nhip tim Chau Au.®

Tiéu chuén loai tr

Bénh nhan tr chdi tham gia vao nghién ctru.
Bénh nhan cé chan doan chua ré rang, c6 ECG
dang Brugada nhwng cé bénh ly tim mach kém
theo nhuw: H6i chirng QT kéo dai, HOi chirng tai
cwc sém, viém co tim cép...

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ciru

Nghién ctru md td cat ngang, ¢c& mau
thuan tién.

Thoi gian nghién ctru

Thu thap sé liéu, tién hanh nghién ctu tir
01/08/2022 - 31/05/2023.

Dja diém nghién ctu

- Thu thap méau nghién ctru tai Vién Tim
mach Viét Nam va Vién Tim mach Thanh phé
H& Chi Minh.

- Xétnghiém xac dinh détbiéngen CACNA1C
dworc thye hién tai Trung tdm nghién ctru Gen —
Protein, Trwdng Pai hoc Y Ha Nbi.

Cdc quy trinh ap dung

Phwong phap thu mau

L&y mau theo phwong phép thuan tién, 2ml
mau ngoai vi cla bénh nhan méc hdi chirng
Brugada duoc thu thdp vao éng chbéng déng
EDTA. Qua trinh ldy m&u dam bao vd tring
tuyét dbi va tuan tha theo quy trinh chuén
(SOP) ldy mau tinh mach.

Phwong phap tach chiét DNA

S dung bd kit The Wizard® Genomic DNA
Purification Kit cGa hang Promega (USA) dé
tach DNA. DNA tach chiét dwoc kiém tra dé tinh
sach bang phwong phap do mat doé quang &
bwéc séng 260/280 nm bang may quang phd
Nanodrop. Nhitng mau DNA c6 OD260nm/
0OD280nm = 1,8 dat yéu ciu vé do tinh sach va
dwoc str dung dé phan tich gen.
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Phwong phap khuéch dai gen PCR

- S dung PCR d& khuéch dai gen
CACNA1C, trinh tw cac cdp mdi xudi va moi
nguoc dac hiéu cud trng exon dwoc thiét ké
trén hé théng Primer2 (v.0.4.0).

- Thanh phan phan &ng PCR téng 20ul gém:
GoTaq Master Mix (2x), nwéc PCR, moi xudi,
mdi nguoc, DNA.

- Chu trinh nhiét: 94°C/5 phat — (94°C/30
giay — T, /30 giay — 72°C/30 giay) 37 chu ky —
72°C/5 phut - Bdo quan 10°C. Tién hanh dién di
san pham PCR trén gel agarose 1,5% v&i hiéu
dién thé 100V, cudng do 2.0A trong 30 phdt.

Quy trinh gidi trinh tw Sanger

- Thwe hién gidi trinh ty toan bé cac exon
gen CACNA1C theo quy trinh va s dung
phwong phap BigDye terminator sequencing
(Applied Biosystems, Foster city, USA). Thanh
phan phan &ng téng thé tich 10ul gdm: Nwéc
cét 2 Ian, Buffer Big dye 5X, Big dye Terminator
v3.1, mdi xudi hodc méi nguoc (0,125 pmol/pl),
san phdm PCR céac exon gen CACNA1C.

- Tinh sach s&n phadm PCR giéi trinh tw gen
va dién di, sau d6 dwoc giai trinh ty truc tiép
trén hé théng may ABI 3500.

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

Xtr ly sé liéu

Két qua gidi trinh tw dwoc phan tich béang
phan mém CLC Main Workbench 6.0 va so
sanh v&i trinh tw chuan ctia gen CACNA1C tir
NCBI GenBank dé phat hién cac trinh tw bi thay
ddi & bénh nhan.
3. Pao dirc nghién ciru

Nghién ctu tuan tha tuyét déi cac quy dinh
vé dao dirc trong nghién ciu y hoc. Dé tai
nghién ctu dwoc thdng qua Hoi ddng Pao dirc
cta Trwdng Dai hoc Y Ha Noi tai quyét dinh sb
48/HDDDDHYHN, ngay 12 thang 01 nam 2017.
Déi twong tham gia nghién cru la hoan toan tw
nguyén va cé quyén rat lui khéi nghién cteu khi
khéng déng y tham gia nghién ciru. Céac thdng
tin lién quan dén bénh nhan dwoc dam bao gilr
bi mat. Cac ky thuat thao tac déu dwoc dam
bado dung chuyén mén. Dé tai nghién ctru nay
duwoc thwc hién hoan toan vi muc dich khoa
hoc. Bénh nhan dwoc thong bao vé két qua xét
nghiém gen dé gilp cho cac bac sy tw van di
truyén hodc lwa chon phac dé diéu tri phu hop.

Ill. KET QUA

1. Pac diém nhém nghién ciru

Bang 1. Dac diém nhém nghién clru

Pic diém n %
Nam 49 98
Gioi
Ny 1 2
Tudi trung binh 475+ 11,0
Khoang tudi 24 - 80

Trong 50 bénh nhan méc hoi chirng Brugada
tham gia vao nghién ctru, c6 98% la bénh nhan
nam chiém ty 1& vwot troi so véi ty 1& bénh nhan
ni chi chiém 2%. Trong d6, bénh nhan it tudi
nhat |a 24, bénh nhan I&n tudi nhat la 80, do
tudi trung binh 14 47,5 + 11,0.

2. Két qua PCR cac exon ctia gen CACNA1C

Bang phan (rng khuéch dai gen PCR sk
dung 57 cap mdi dac hiéu cho cac exon gen
CACNA1C, két qua khuéch dai exon 45 cta 50
bénh nhan nghién ctru dwg'c minh hoa & hinh 1.
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MK (-)

BrS1 BrS2 BrS3 BrS4

400bp
300bp
200bp

100bp

386bp
4—

Hinh 1. Két qua dién di san pham PCR exon
45 gen CACNA1C cua cac bénh nhan tham
gia nghién ctru. MK: Maker 1kb; (-) chirng

am; BrS1- BrS4: ma bénh nhan nghién ctru

Két qua dién di trén gel agarose 1,5% cho

thay két qua dién di thu dwoc 1a mét bang sang
duy nhéat, rd nét, kich thwéc 386bp dung voi
kich thwéc mdi khuéch dai exon 45 cta gen
CACNA1C. Mau chirng @m khéng cd vach
chirng té phan rng khéng bi nhiém DNA ngoai
lai. S&n phdm PCR dam bao chét lwgng dé tiép
tuc thwc hién gidi trinh tw gen phat hién doét
bién. Day |a hinh anh dai dién san phdm PCR,
cac exon con lai ctia gen duoc dién di kiém tra
va cho két qua dat yéu cau.
3. Két qua giai trinh tw Sanger phat hién dot
bién gen

Trong téng sb 50 bénh nhan nghién ctwu
dwoc xac dinh dot bién trén gen CACNA1C
bang phwong phap gidi trinh tu Sanger, ching
toi phat hién dwoc 3/50 bénh nhan cé doét bién
v&i 3 dang khac nhau, xuét hién trén ca exon
va intron rai rac trén gen. Thong tin cu thé dwoc
trinh bay trong bang 2.

Bang 2. Dac diém thong tin bénh nhan va dot bién

Masé Gi¢itinh Tubi Dot bién nucleotid Dot bién acid amin  Dang Vi tri
bénh nhan dot bién
BrS25 Nam 63 c.2793+91G>T Dihoptlr  Intron 21
BrS36 Nam 50 c.1217+13A>G Di hop tir Intron 9
V1707A , .
BrS43 Nam 39 c.5120T>C Di hop t Exon 45

(p.Val1707Ala)

Két qua giai trinh tw gen cta 50 bénh nhan
tham gia nghién ctru dwoc so sanh v&i trinh
tw chuan trén Genebank thu dwoc dir liéu dot
bién nhuw bang 2. T4t ca dot bién déu la dot bién
thay thé nucleotide va dot bién xay ra & bénh

nhan nam, chiém 100%. Tim kiém d liéu trén
Clinvar thi thay rang c6 1/3 dét bién dwoc phat
hién 1a dot bién mai, chwa tirng dwoc cong b
triwe day, dé la doét bién ¢.2793+91G>T & bénh
nhan BrS25.
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Hinh &nh giéi trinh tw cu thé cho tirng d6t bién dworc trinh bay 1an luvot dwdi day.

J c2793+01 § c2793+91G-T
TCAGGAGCCCAAT TCAGGANCCCAAT

(MW

Nguwoi binh thwong Ma bénh nhan Brs25

Hinh 2. Két qua dot bién gen CACNA1C ¢.2793+91G>T

Tin hiéu cac dinh 1&n ré rang, khéng bi nhiéu. Tai vi tri ¢.2793+91 clia ngwdi binh thwong cé mot
dinh duy nhét twong (rng véi nucleotide G. O’ bénh nhan BrS25 c6 02 dinh triing I&p twong (ng voi
hai nucleotide G va T chirng t& bénh nhan mang dét bién G>T tai vi tri 2793+91 dang di hop tt.

§ c1217413 § 1217113806
GGACCAAGGAAAA GGACCBAGGAAAA

Ngwoi binh thwong ‘Ma3 bénh nhan BrS36

Hinh 3. Két qua dét bién gen CACNA1C ¢.1217+13A>G

Tin hiéu cac dinh 1&n rd rang, khéng bi nhiéu. Tai vi tri ¢.1217+13 cla ngwdi binh thwéong chi xuét
hién mot dinh duy nhat twong (rng v&i nucleotide A. O bénh nhan BrS36, c6 02 dinh trung 1&p twong
(ng véi hai nucleotide A va G ching té bénh nhan mang dét bién A>G tai vi tri ¢.1217+13 dang di
hop tov.

¥ c5120 4 cs120T=C
AACCACGTCAGCTAC AACCACGECAGCTAC

N H V S§ Y N H A S Y

Nguwdri binh thwong M3 bénh nhin BrS43

Hinh 4. Két qua dot bién gen CACNA1C ¢.5120T>C (V1707A)(p.Val1707Ala)
N: Asparagine; H: Histidine; V: Valine; S: Serine; A: Alanine; Y: Tyrosine
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Tin hiéu cac dinh 1én rd rang, khong bi
nhiéu. Tai vi tri ¢.5120 & ngwdi binh thwdng ¢
mot dinh duy nhét twong (*ng v&i nucleotide T.
O bénh nhan BrS43 c6 02 dinh tring lap twong
(rng v&i hai nucleotide T va C chirng td bénh
nhan mang dét bién T>C tai vi tri ¢.5120 dang
di hop t&, 1am bién ddi bd ba GTC ma hoa acid
amin Valine & vj tri codon 5120 thanh b6 ba
GCC ma héa acid amin Alanine.

IV. BAN LUAN

Chung tdi tién hanh nghién ctru trén 50 bénh
nhan dwoc chan doan mac hdi chirng Brugada
theo tiéu chuan ctia Hoi nhip tim Chau Au. Do
tudi trung binh 47,5 tudi, trong dé dao dong
trong khoang 24 - 80 tudi va ty 1&é nam cao gap
49 |an ni. Do tudi trung binh mac héi chirng
Brugada theo bao céo ctia Gourraud nam 2017
la dwédi 45 tudi, véi ty 1&é nam gap 8 1an niv du
khoéng nhan thay coé sw di truyén lién két gi6i
tinh.” Sy khac biét vé dd tudi trung binh, ty I&
mac nam/ni gitra nghién clru ctia ching toi
v&i nghién clru da dwoc cong bd clia Gourraud
(2017) c6 thé do c& mau nghién ctru nhé (50
mau) va do dai da s6 nguoi Viét Nam chua
c6 théi quen di kham sirc khde dinh ky. Trong
khi d6, hoi chirng Brugada dién bién am tham,
khéng cé triéu ching ré rang, bénh thwong
phat hién tinh c& thong qua tham kham sic
khde dinh ky hoac khi xuét hién tinh trang bénh
ly khac ngoai Brugada.

Nghién ctru xac dinh dwoc 3/50 bénh nhan
c6 doét bién trén gen CACNATC (chiém 6%).
3/3 dot bién déu 1a dot bién thay thé nucleotide.
Trong do6 c6 1/3 dét bién xay ra trén exon, 2/3
dot bién xay ra trén intron. Trong 3 dot bién,
c6 2 dot bién da dwoc cong bd trén ngan hang
di liéu Clinvar, 1 dot bién méi chwa tirng duoc
cong bd trwdc day.

Cu thé vé&i cac dot bién da dwoc cong bd,
dot bién ¢.57120T>C la két qua cla sy thay thé
T thanh C & vi tri nucleotide 5120 Valine mot

amino acid mach nhanh, khéong phan cuc &
codon 1707 dwoc thay thé bang Alanine, mot
amino acid c6 tinh chat twong tw. Bién thé nay
da duwgc bao cao & nhirng nguwdi khac dwoc
gi&i thiéu xét nghiém rdi loan nhip tim di truyén
tai GeneDx. Bién thé V1707A khong duoc quan
sat thdy & khodng 6.200 ca thé cé ngudn gbc
chau Au va nguwdi My gbc Phi trong Dy an gidi
trinh tw exome NHLBI, cho thay day khong phai
I bién thé lanh tinh phd bién trong cac quan
thé nay. Tuy nhién, bién thé V1707A da duoc
bdo cédo & 4/3.384 (0,1%) alen t& cac céa thé
c6 ngudn gbc Pong A trong Tap doan Exome
Aggregation Consortium. Bién thé V1707A Ia
mot sy thay thé amino acid bao toan, khéng co
kh& nang anh huwéng dén clu truc protein thiv
cap vi cac gbc nay cé cac dac tinh twong tuw.
Tuy nhién, sy thay thé nay xay ra & mét vj tri
dwoc bao ton gilra cac loai va trong phan tich in
silico dw doan bién thé nay cé thé gay hai cho
cAu trac/chirc nang cla protein.

Dot bién ¢.1217+13A>G xay ra & intron ving
khéng ma héa amino acid thay thé nuleotide A
thanh G, tuy nhién théng qua cac nghién ctru
thtr nghiém lam sang thwc hién sang loc toan
dién c4c tiéu chi phan loai bién thé duoc cong
bb d6t bién nay dwoc danh gia la c6 kha nang
lanh tinh.

Déi v&i dot bién chwa duwoc cong bd truéc
do ¢.2793+91G>T xay ra & intron vung khong
ma héa acid amin thay thé nucleotide G thanh
T. Céc intron khéng c6 ma di truyén nhung lai
rat can cho cAu tric cha nhiém séc thé chira
DNA mang cac gen. Nhwng khi dich ma, thi
céc intron lai khéng can thiét trong khuén cta
mRNA dé tao thanh chudi polypeptite, nén
trong qua trinh xt& ly RNA sau phién ma3, thi co
giai doan cét néi loai bé intron ndi cac exon.
Dot bién xay ra & intron cé thé gay anh huéng
t&i qua trinh cét ndi clia exon va intron. Tl do,
ciing ¢6 kha ndng gay thay ddi cau tric/chirc
nang cua protein.
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Pay 1a bao cao dau tién vé dot bién gen
CACNA1C duoc xac dinh trén bénh nhan dwoc
chan doan mé&c hoi chirng Brugada va ciing
la nghién cu dau tién vé kénh Ca?* trén bénh
nhan méac hoi chirng Brugada tai Viét Nam.
Kénh Ca* la kénh ion déng vai trd quan trong
trong dién thé hoat dong cta tim. Kiéu hinh cta
héi chirng Brugada ngoai yéu tb vé gen quy
dinh con cé cac yéu té str dung thude, chét kich
thich... cling gép phan biéu hién kiéu hinh cla
BrS. Dé danh gia toan dién, chirng minh day
dd y nghia anh huwéng cta cac dot bién can
c6 nhitng nghién clru chuyén sau vé mat lam
sang, th& nghiém in silico... v&i ¢& mau Ién
hon. Ngoai ra, cn cé nhirng nghién clru dot
bién mai trong quan thé ngudi Vit Nam tir do
gitp vai trd quan trong trong phan loai bién thé,
chan doan, can thiép sém gitp giam thiéu nguy
co tlr vong dot t&r & ngudi bénh.

V. KET LUAN

Bang ky thuat gidi trinh tw gen Sanger,
nghién ctru da phat hién dwoc 3/50 bénh nhan
tham gia nghién clru cé dot bién, 100% dot
bién xuat hién & nam gi&i v&i kiéu dot bién thay
thé nucleotide dang di hop t&r. Nghién ctru cta
chung téi cling phat hién ra 1 dot bién chua
tirng dwoc cdng bd trén div liéu Clinvar.?

LOI CAM ON
Cam on dé tai: “Nghién ctru phat hién dot
bién gen SCN5A va SCN10A gay hdi ching

Brugada bang ky thuat sinh hoc phan t&” theo
quyét dinh s6 2723.QD-BYT ngay 28/06/2019.”

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC
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Summary

DETECTION OF MUTATIONS OF CACNA1C GENE
IN PATIENTS WITH BRUGADA SYMPTOME

Brugada syndrome causes 4% - 12% of sudden deaths and 20% of deaths in patients with
structurally normal hearts. The prevalence of the disease is 5 - 14/10,000 people, and it is common
among people of Asian descent, especially in Southeast Asia, including Vietham. The disease is
caused by mutations that cause the loss or decrease in function of at least one of 23 related genes,
which encode voltage-conducting ion channels in the heart muscle cell membranes. Among them,
the CACNA1C gene of the cardiac calcium channel (Cav1.2) causes a mutation to lose calcium
channel outflow. The objective was to identify genetic mutations on the CACNA1C gene. Subjects
and methods: 50 patients diagnosed with Brugada syndrome at the Vietnam Heart Institute and
the Heart Institute of Ho Chi Minh City were sequenced by the Sanger method. Results: The study
identified 3/50 patients with mutations in the CACNA1C gene, with 3 types of mutations in the exon
and intron. All 3/3 mutations are nucleotide substitution mutations, of which 1/3 have never been
published before.

Keyword: Brugada syndrome, CACNA1C, mutations.
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