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Bénh Parkinson la mét réi loan géy ra béi nhiéu yéu té, gébm cé di truyén va méi truong, déng thoi chinh

nhitng yéu tb nay ciing quyét dinh thoi gian khéi phéat bénh ciing nhuw tién trién cda né. Bénh Parkinson anh

huéng chi yéu téi hé thén kinh van déng, do sw thodi héa dai han clia hé than kinh trung uong. Sw phét

trién cua cac ky thuat sinh hoc phén tir da ching minh duoc réng yéu té di truyén déng vai tro quan trong

trong tién trinh cta bénh Parkinson. Nghién ctru ndy ting dung ky thuét gidi trinh tw gen thé hé maéi trong xéac

dinh dét bién gen & bénh nhén Parkinson. DNA tach tir mau ngoai vi ctia 40 bénh nhén Parkinson duoc gidi

trinh tw toan bé vung gen méa héa bang ky thuét gidi tinh tw gen thé hé mai (NGS), va phén tich két qua trén

céc phdn mém chuyén dung. Két qua phat hién 29/40 bénh nhan cé dét bién gen chiém 72,5%. Trong do,

ghi nhan 42 dang dot bién khéc nhau trén 16 gen da duoc chirng minh ¢é dnh huéng téi bénh Parkinson.

T khéa: Parkinson, NGS, dét bién gen.

I. DAT VAN DE

Bénh Parkinson (PD) anh hwéng chi yéu
t&i hé than kinh van dong, do sw thoai héa dai
han clia hé than kinh trung wong. Co ché bénh
hoc dién hinh cla bénh la sy méat chirc nang
hé ubigitin-proteasome, sw tang vwot mic clia
cac qua trinh oxi héa, sw rdi loan diéu tiét van
chuyén protein va cac thwong ton trong ty thé.
Sw két hop clia nhiéu co ché bénh sinh khac
nhau cudi cling dan t&i sw sup dé clia cac hoat
doéng té bao quan trong. Tuy nhién, chinh bdi
nhiéu yéu td anh hwéng ciing nhw co ché khac
nhau nhw vay, Shulman (2011) wéc tinh chi
khoang 5 - 10% bénh nhan PD mang céac kiéu
hinh bénh dién hinh dwoc ghi chép cu thé trong
y van.?
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ciing da cung cap nhiéu céng cu nhu: trinh tw
gen clia con ngudi, ban dé cac bién di di truyén
va tiép tuc phat trién cac cdng nghé gitp don
gidn hoa viéc phan tich cac bién thé di truyén.
Cac cbdbng cu nay cho phép cac nha nghién
ctu tim kiém va xac dinh vai trd clta yéu t6 di
truyén trong viéc kh&i phat bénh, trong d6 bénh
Parkinson. Cho dén nay, da phat hién duoc
27 gen lién quan t&i Parkinson, c6 mot sé gen
duwoc goi la PARK loci, b&i ching dwoc phat
hién c6 mdi twong quan mat thiét téi cac co ché
gay bénh. Dot bién trén nhirng gen PARK loci
nay c6 thé gay thé bénh di truyén troi trén nhiém
séac thé thwong (AD: autosomal dominant) nhw
gen PARK1 (a-Synuclein - SNCA), PARKS8
(Leucine-Rich Repeat Kinase 2 - LRRK2),
PARK17 (Vacuolar Protein Sorting 35 - VPS35)
hay thé di truyén I&n trén nhiém sac thé thuong
(AR: autosomal recessive) nhu gen PARK2
(Parkin), PARK7 (DJ-1), PARK6 (Phosphatase
va Tensin Homologue - gidm Kinase 1 - PINK1),
ATP13A2 (ATPase type 13A2).34
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Gidi trinh tw Sanger la phwong phap thwong
dwoc st dung dé phat hién dot bién gen, tuy
nhién méi phan ng chi gidi dwoc trinh tw cla
mot manh DNA, lam giéi han téng lwong trinh
tw dwoc gidi (v&i bénh Iy lién quan nhiéu gen
nhw Parkinson thi str dung giai trinh tw Sanger
sé ton chi phi rat I&n), khéng thé phat hién dot
bién thém hoac mét doan I&n (indel). Viéc (rng
dung k¥ thuat gii trinh tw gen thé hé mai (Next
Generation Sequencing-NGS) cho phép giai
trinh tw déng thoi hang triéu manh DNA trong
mot phan (rng, gilp phan tich két qué nhanh
chéng, chinh xac, véi chi phi giam thap hon.®

Do d6, dé tai nghién clru dwoc thwe hién voi
muc tiéu: &ng dung ky thuat giai trinh tw gen
thé hé méi trong xac dinh dot bién gen & bénh
nhan Parkinson.

Il. DOI TVQONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

Tiéu chuan chon

Lwa chon 40 bénh nhan dwoc chin doan
xac dinh mac bénh Parkinson theo tiéu chuén
ctia Ngan hang ndo Hoi Parkinson Vwong québc
Anh (United Kingdom Parkinson’s Disease
Society Brain Bank) tai Bénh vién Lao khoa
Trung wong, Bénh vién Bach Mai, hd so bénh
an cung cap day da théng tin.

Tiéu chuén loai trer

Bénh nhan cé bénh tam than kém theo,
dang diéu tri bang thubc an than, suy giap...

2. Phwong phap

Thiét ké nghién cteu: Nghién ciru mo ta cat
ngang.

Dja diém nghién ctru: Trung tam Nghién
cru Gen - Protein Trwong DPai hoc Y Ha Noi,
Bénh vién Lao khoa Trung wong va Bénh vién
Bach Mai.

Thoi gian nghién cieu: 01/2022 - 09/2022.

Mot sé quy trinh ky thuéat thwe hién

- Ky thuat tach chiét DNA: DNA téng sb
dwoc tach chiét tr mau mau toan phan cla

bénh nhan Parkinson bang kit QlAamp DNA
mini Kit. Cac déi twong nghién ctu dwoc lay
2ml méau tinh mach vao trong 6ng dwng mau vé
trung c6 chira chat chéng déng EDTA 1,5 mg/
mL, mAu dat tiéu chudn OD280/0D260 = 1,8
duwoc st dung tao thw vién dé phan tich gen.

- Khéi tao thw vién va kiém tra chét lwong
thw vién: chuan bj cho gidi trinh ty béng b kit
lllumina DNA Prep (lllumina, My) theo hwéng
dan cla nha san xuét.

- Giai trinh tw: toan bd ving ma hoéa bang
may gidi trinh tw thé hé méi NextSeq550Dx
(Mlumina, M), st dung bd kit NexSeq 500TM
High Output kit (lllumina, My) theo hwéng dan
clia nha san xuét.

- Phan tich két qua: cat bd (trimming) mot
phan doan trinh tw dwa vao chi tiéu chat lwong
(dwoi 20) hay do dai can thiét; loai bd adapter
con s6t lai trong di liéu bang cach st dung cong
cu FastXtoolkit. Giong hang (Alignment) di liéu
véi hé gen tham chiéu hg19 bang céng cu BWA
Burrows-Wheeler Aligner. Sap xép doan trinh
tw xung quanh indel, chuén héa lai nucleotide,
chuén hoa lai nucleotide (phat hién 16i hé théng
trong diém chét lwong cla nucleotide), goi tén
bién thé va loc bién thé bang cong cu GATK.
Phan chia cac bién thé thanh cac nhém theo
mirc d6 &nh hwdng chirc nang cla bién thé s
dung phan mém SnpEff, ddng thoi chu thich va
dw bdo &nh huéng cla cac bién thé gen.

3. Pao dirc nghién ctru

Pé tai da dwoc Hoi déng dao dirc trong
nghién ctu y sinh hoc, Trwdng BPai hoc Y Ha
Noi, ma sd IRB-VNO1.001/IRB00003121/FWA
00004148 chép thuan, s quyét dinh 665/GCN-
HPDBDNCYSH-DHYHN. Bénh nhan tham gia
nghién ctru duwoc thdng bao cac thong tin lién
quan dén tinh trang src khoé ctia minh. Moi
thong tin ciia ca nhan dwoc ma hoa va gilr bao
mat an toan. Thu thap sé liéu dwoc tién hanh
mot cach trung thuwe, chi phuc vu cho muc dich
nghién ctwu.
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. KET QUA
1. Pac diém chung ctia nhém nghién ctru

Nhém nghién clru cla ching t6i gém 40

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

bénh nhan dwoc chan doan méac Parkinson
khéng phan biét vé gidi tinh, tudi tac va cac giai
doan bénh khac nhau. Théng tin cac dac diém
nay dwoec trinh bay & Bang 1.

Bang 1. Dac diém vé tudi va gi¢i cia nhém déi twong nghién clru

. Nam Niv Téng sb
Nhoém tuoi - - ,
S6lwong Tylé(%) Solwong Tylé(%) Solwong Tylé (%)
<60 18 81,82 15 83,33 33 82,5
260 4 18,18 3 16,67 7 17,5
Téng 22 100 18 100 40 100

Tuédi trung binh: 53,33 + 6,68

Ty I&é nam/nlr = 1,22

Ty |é bénh nhan Parkinson cao nhat & nhém
tudi < 60 tudi (82,5%), con nhém tudi = 60 tudi
chiém ty & (17,5%). Tudi trung binh mac bénh
la 53,33 + 6,68 tudi. Tubi nhé nhéat Ia 39 tudi,
tudi cao nhat méc bénh 1a 66 tudi. Ty I& nam/
nd = 1,22.

2. Két qua xac dinh dot bién gen & bénh
nhan Parkinson bang ky thuat giai trinh tw

gen thé hé méi

Trinh ty toan boé vung ma hoa gen cua 40
bénh nhan Parkinson dwoc phan tich va tim
kiém bién déi. Nghién ctru cla chuing tdi da xac
dinh dwoc 50 dot bién trén 16 gen & 29 bénh
nhan Parkinson. Cac dac diém khac cua dot
bién gen phat hién trong nghién ctru dwoc 1an
lwot trinh bay tir Bang 2 dén Bang 4.

Bang 2. Két qua xac dinh dét bién gen & bénh nhan Parkinson

Két qua xac dinh dot bién n Ty 1é (%)
Khéng co dot bién 11 27,5
C6 dot bién 29 72,5
1 C6 1 dot bién 16 40,0
2 C6 2 dot bién 6 15,0
3 C6 3 dot bién 6 15,0
4 C6 4 dot bién 1 2,5
Tbng s6 40 100

Trong 40 bénh nhan Parkinson dwg'c nghién
cu phan tich trinh tw toan vung ma héa gen,
29 bénh nhan c6 dét bién gen chiém 72,5% va

ty 1& bénh nhan mang 1 dot bién gen chiém ty
I&é cao nhét trong nhém c6 dét bién gen chiém
40,0%.
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Bang 3. Thong tin cac gen dot bién dworc tim thidy & bénh nhan Parkinson

STT Gen Sé dgr]g Ty lé Dgng! Kiéu‘ S6 bénh nhé’n Ty lé
dot bien (%) dot bien ditruyén mang dét bién (%)
1 GBA 6 14,29 Di hop t& Troi 9 18,00
2 EIF4G1 8 19,05 Dj hop t& Troi 8 16,00
3 PARK?2 6 14,29 Di hop tt Lan 8 16,00
4 VPS13C 5 11,9 Di hop ttr Lan 6 12,00
5 GIGYF2 4 9,52 Dij hop t&r Troi 5 10,00
6 LRRK2 2 4,76 Di hop tt Troi 3 6,00
7 PINK1 2 4,76 Di hop ttr Lan 2 4,00
8 ATXN2 1 2,38 Di hop t& Troi 1 2,00
9 DNAJC6 1 2,38 Dij hop t& Lan 1 2,00
10 FBXO7 1 2,38 Di hop ttr Lan 1 2,00
1 MAPT 1 2,38 Di hop ttr Troi 1 2,00
12 SLC18A2 1 2,38 Dij hop t&r Lan 1 2,00
13  SNCA 1 2,38 Di hop ti Troi 1 2,00
14  TBP 1 2,38 Di hop ttr Troi 1 2,00
15  TRPM7 1 2,38 Di hop t& Lan 1 2,00
16 PARK7 1 2,38 Di hop tt Lan 1 2,00
Tbng cong 42 100 50 100
Téng hop nghién clru da ghi nhan 42 dang khac nhau duoc xac dinh. Dot bién trén gen
doét bién khac nhau trén 16 gen & 29 bénh nhan EIF4G1 chiém 8/29 (chiém 27,59%) bénh nhan
Parkinson. Trong d6, dét bien trén gen GBA ¢6 mang dot bién gen v&i 8 dang dét bien khac

chiém ty & cao nhat 9/29 (chiém 31,03%) bénh nhau dwoc xac dinh.
nhan cé mang dot bién gen véi 6 dang dot bién

Bang 4. Cac dang doét bién gen dwoc tim thay & bénh nhan Parkinson

1 EIF4G1 8 8
2 GBA 6 6
3 PARK2 2 4 6
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Dang dot Thay thé 1

Mat 1

ST bién gen nucleotit nucleotit Matdoan  Thém doan  Téng cong
4 VPS13C 5 5
5 GIGYF2 2 1 1 4
6 LRRK2 1 1 2
7  PINK1 2 2
8 DNAJC6 1 1
9 TRPM7 1 1
10 ATXN2 1 1
11 FBXO7 1 1
12 MAPT 1 1
13  PARK7 1 1
14 SLC18A2 1 1
15 SNCA 1 1
16 TBP 1 1

Téng cong 35 1 5 1 42

Nghién ctru clia chiing toi ghi nhan 4 kiéu dat
bién & 42 dang dot bién dwoc tim thay. Trong
do, dot bién kiéu thay thé 1 nucleotit chiém ty
lé cao nhat 35/42 (chiém 83,33%) cac dang dot
bién dwoc ghi nhan, ké dén |a mat doan 5/42
(chiém 11,9%).

IV. BAN LUAN

Bénh Parkinson la bénh thoai héa than kinh
phd bién & ngwdi cao tudi. Trong nghién clu
cla chang t6i thi d6 tudi trung binh ciia nhém
nghién ctru |4 53,33 + 6,68 tudi, twong déng véi
két qua nghién cru cta tac gid Nguyén Thi N
(2022) 1a 55,9 + 9,5 tudi va tac gid Nhir Dinh
Son (2012) la 56,69 = 10,54.57 Chung t6i nhan
thay ty 1& bénh nhan Parkinson cao nhat & nhém
tudi < 60 tudi (81,82%), tuy nhién da sb bénh
nhan khé&i phat bénh trén 50 tudi. Trong nghién
ctru clia chung t6i, bénh nhan Parkinson c6 &
ca 2 gi¢i nam va niy; v&i ty 1€ nam, ni¥ twong

dwong nhau nam/n = 1,22/1. Twong déng v&i
nghién clru cla tac gid B Phwong Vinh (2005)
khi nghién clru vé dic diém lam sang bénh
Parkinson véi ti 1& nam chiém 50,3%, nir chiém
ti 1& 49,7% va ti 1& nam/ni xap xi 1,0. Tac gia
Lé Quang Cuwdng cling ghi nhan khéng co6 sw
khac nhau gitra ty 1& méc bénh gitra nam va ni
& bénh nhan Parkinson.?

Nghién ctru clia chung téi ap dung ky thuat
gidi trinh tw gen thé hé mai - NGS dé phan tich
trinh ty toan vung ma hoéa gen cta 40 bénh
nhan Parkinson. Nghién ctru clia chung toi ghi
nhan cé 29 bénh nhan Parkinson (chiém ty 1é
72,5%) c6 mang dot bién gen lién quan bénh
ly Parkinson. Trong dé, ty 1€ bénh nhan mang 1
dét bién gen chiém ty 1& cao nhat 16/29 (chiém
55,17%) & nhém bénh nhan cé mang doét bién
gen. K& dén Ian lwot 1a nhédm bénh nhan mang
2 va 3 dot bién (6/29 chiém 20,69%), va nhém
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bénh nhan mang 4 dot bién gen (1/29 chiém
3,45%) & nhirng bénh nhan c6 mang dot bién
gen.

Nghién clru clia chung t6i da xac dinh dwoc
50 dot bién (c6 42 dang dot bién khac nhau) trén
16 gen & 29 bénh nhan Parkinson. T4t ca cac
dot bién dwoc tim thdy déu & dang di hop te.
Trong d6, c6 8/16 gen cé kiéu di truyén troi trén
nhiém séc thé thuwong (Autosomal dominant)
la gen GBA, EIF4G1, LRRK2, ATXN2, MAPT,
SNCA, GIGYF2, TBP dwogc ghi nhan. Trong 42
dang dét bién dwoc tim thay thi kiéu dot bién
cht yéu 1a thay thé 1 nucleotit (chiém 83,33%).
Diéu nay ciing twong déng véi mot sd nghién
ctru trén thé gii ghi nhan cac dot bién thay thé
nucleotit cé vai trd quan trong trong sw phét trién
bénh Parkinson & nhirng bénh nhan Parkinson.
Ké dén Ia dot bién dang mat doan gen (chiém
11,9%) va chi yéu 1a & gen PARK2 (4 trwong
hop) va GIGYF2 (1 trwdng hop).

Dot bién trén gen GBA chiém ty 1& cao 9/29
(chiém 31,03%) bénh nhan cé mang do6t bién
gen voi 6 dang dét bién khac nhau dwoc xac
dinh. Két qua nghién clru cla ching t6i twong
ddng v&i cac nghién clru trén thé gidi. Cac
nghién ctru trén thé gidi da phat hién hon 300
dot bién cla gen GBA, v&i sy phan bd trai dai
trén gen va ghi nhan dot bién trén gen GBA la
mot yéu té nguy co dan dén bénh Parkinson
chinh, chiém ty 1& cao, thwong lién quan dén
ching sa sut tri tué, réi loan tam than kinh va
réi loan chirc nang tw chi.2° Dac biét, mot dot
bién vd nghia dwoc tim thay trong nghién ctru
la dot bién c.814G>T (Glu272*). Hé qua cua
dot bién thay thé 1 nucleotid nay 1am thay déi
khung dich ma, chuyén ma bd ba GAA ma héa
cho Glutamic acid thanh ma bo ba két thic sém
TAA (stop codon). B&i vay, dot bién nay lam cho
GBA thay vi c6 536 axit amin thi chi con 272
axit amin. Lwong acid amin con lai khéng da dé
dam nhiém dich ma ra moét protein hoan chinh,

dan dén Gcase bi mat phan 16n chirc nang, sw
suy thoai cla a-synuclein trong té bao bi suy
gidm va chrc ndng cla lysosome bj tén hai,
dan dén tang ndng dd a-synuclein oligomeric,
dan dén chét t& bao than kinh dopaminergic va
gay bénh Parkinson.

Cho dén nay, cac nha khoa hoc da phat hién
dwoc 27 gen lién quan t&i Parkinson cé tinh
gia dinh va di truyén theo quy luat Menden.3#
San pham clia cac gen nay thuéng dong vai tro
quan trong cho qua trinh kiém soat chét lvong
protein ndi bao ciing nhw sy dan truyén than
kinh, van chuyén cac chat trong té bao than
kinh. Diéu nay cho thay, sy phirc tap trong sinh
bénh hoc cua Parkinson. L’J’ng dung ky thuat
NGS ta m&i c6 thé phan ndo xac dinh dwoc
nguyén nhan di truyén ctia bénh Iy nay vi chi
ky thuat giai trinh tw gen thé hé mai - NGS moi
cho phép viéc giai trinh tw tiét kiém chi phi va
hiéu qua nhiéu gen, d&c biét la cac gen l&n va
phtrc tap trong bénh Parkinson.?

V. KET LUAN

Trong 40 bénh nhan dwoc chan doan méc
bénh Parkinson dwgc nghién clru phan tich
trinh tw toan bd vung ma héa gen bang ky thuat
giai trinh tw gen thé hé mai - NGS thi ty & bénh
nhan co6 dét bién gen chiém 72,5% (29/40 bénh
nhan). Trong d6, ghi nhan 42 dang dét bién
khac nhau trén 16 gen & bénh nhan Parkinson,
trong dé dot bién trén gen GBA, EIF4G1 va
PARK2 chiém ty |& cao.

L&i cam on

Nghién clru duoc thwe hién dwdi sy hd tror
kinh phi ctia dé tai cap Bo Y té “Nghién ctru xac
dinh dét bién gen lién quan dén bénh Parkinson
& Viét Nam” s quyét dinh phé duyét 5886 Qb-
BYT, thwe hién tir 6/2020 - 6/2022.
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Summary
APPLICATION NEXT GENERATION SEQUENCING
IN MUTATION IDENTIFICATION
IN PARKINSON’S DISEASE PATIENTS

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disorder in the elderly
after Alzheimer's. The disease is characterized by the progressive degeneration of substantia nigra
dopaminergic neurons, leading to a decrease in dopamine content and affecting the transmission
of nerve signals to ensure the normal process of muscle contraction. With the rapid growth of
recent studies, genetic factors play a crucial role in the progression of Parkinson’s disease. The
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purpose of the research is to apply next generation sequencing to identify mutations in genes that
are related to Parkinson’s disease. DNA extracted from peripheral blood samples of 40 Parkinson’s
patients was sequenced using the whole-exome next generation sequencing method. Mutations
were detected in 29 patients (72.5%). 18.0% of cases had GBA mutations and 16.0% of cases
had EIF4G1 mutations. The average age was 53.33 * 6.68. The ratio of male/female was 1.22.

Keywords: Parkinson’s disease, Next Generation Sequencing, mutation.
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