TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

XAC DINH DOT BIEN XOA POAN TREN GEN PARK2
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Trwong Pai hoc Y Ha Noi

Gen PARK2 méa héa protein Parkin, biéu hién hoat déng cua mét enzym ligase E3 ubiquitin. Dt bién

trén gen PARK2 la mot trong nhiing nguyén nhén chinh géy ra thé Parkinson gia dinh, di truyén I&n trén

nhiém séc thé thuong, dac trung bdi sw khdéi phat sém (truéc 50 tudi). Pét bién xéa doan gen PARK2 chiém

ty 1é khodng 9,5% - 14% sé bénh nhén khéi phat sém. Nghién ctu nay duoc thuc hién nhdm muc dich

xac dinh dot bién xoéa doan trén gen PARK2 & bénh nhan Parkinson va cac thanh vién gia dinh. Nghién

ctru duoc thuc hién trén 30 bénh nhan Parkinson véi d6 tudi trung binh 1a 51,47 + 11,91 tuédi, ty 1é nam/

nir bdng 1,3. Trong dé, ching téi phat hién 4/30 bénh nhén (ty 16 13,3%) mang dot bién xéa doan gen

PARK2 béng ky thuat MLPA. Nghién ctru cé y nghia thuc tién déi véi cd bénh nhéan va gia dinh, déng gép

vao co sé div liéu bénh Parkinson dbng thoi la co sé& dé tw véan di truyén cho céc thanh vién trong gia dinh.

Tir khoa: Parkinson, dot bién gen, MLPA, PARK2.

I. DAT VAN PE

Bénh Parkinson (PD) la chirng réi loan thoai
héa than kinh phd bién thudng gap thé 2 sau
bénh Alzheimer va chiém 1,6% so v&i cac bénh
than kinh.! PD dac trung b&i cac biéu hién run
khi nghi ngoi, cirng do& va cham van dong. Bénh
PD gay nén do sy thoai hoa cla cac té bao
than kinh trong viing chat den, mét khu vee nhd
& trung ndo. Su thodi hda dan dan cla cac té
bao nay lam gidm ham lwgng dopamine - mot
chét dan truyén tin hiéu than kinh, c6 nhiém vu
dam bao qua trinh co co dién ra binh thwong
du6i sw diéu khién cia ndo bd. Céc triéu chirng
ctia PD tré nén rd rang sau khi hon gan 70% té
bao than kinh dopaminergic chét.2 Sy thoai hda
cac té bao than kinh nay, dwoc chirng minh 1a
két qua cong gdp cla nhiéu bat thwong trong
té bao do nhirng tac dong xau gay ra béi moi
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trwdng xung quanh hodc do dét bién gen.

Céc nghién ciru vé y sinh hoc di truyén &
mirc d6 phan t& da tim ra it nhat 20 gen c6
lién quan dén PD di truyén. Mét trong nhirng
gen xuét hién phd bién trén ban dd dat bién PD
trén thé gidi chinh la gen PARK2, gay thé bénh
cung tén, cé ddc diém di truyén 13n trén nhiém
sac thé thwong va dic trung bdi sy khéi phat
s&m. Cac dot bién gay bénh trén gen PARK?2
bao gdm céc doét bién thay déi don nucleotid,
cac dot bién xoa doan nho va lén va cac dot
bién tai vi tri cat néi. Trong nghién clru nay
chdng t6i di sau tim hiéu vé cac dot bién xda
doan I&n trén gen PARK2, mot dang dot bién
phd bién trén gen nay. Ty 1& phat hién dot bién
x6a doan gen PARK2 & bénh nhan PD ciing
thay ddi dang ké dwa trén cac dan tdc, cac ving
dia ly va tiéu chuan lwa chon mau khac nhau.
Cu thé nghién ctru ctia Min Kyung Chu va cong
sw (2014) tai Han Quéc trén 189 bénh nhan PD
cho ty l& ddt bién gen PARK2 la 9,5%, trong
khi d6 nghién ctru ctia Christoph B. Liicking va
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cong s (2000) cho ty 1& 1én t&i 14%.3*

Tl nhirng ludn ching trén, chang téi nhéan
dinh viéc xac dinh dot bién xéa doan trén gen
PARK2 & nhirng bénh nhan PD |4 rat can thiét.
D liéu clia nghién clru nay khéng chi la thong
tin di truyén quan trong cho bénh nhan PD
cling nhw thanh vién gia dinh bénh nhan PD
ma con gop phan xay dwng hé thdng div liéu
dot bién gay bénh tai Viet Nam. Vi vay, nghién
cu nay dwoc thwe hién véi muc tiéu: Xac dinh
dot bién xoa doan trén gen PARK2 & bénh nhan
Parkinson bang k¥ thuat MLPA.

1. DOI TUONG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong

Tiéu chuén Iwa chon

Lwa chon 30 bénh nhan dwoc chan doan
xac dinh mac bénh Parkinson tai Bénh vién
Ldo khoa Trung wong theo tiéu chuén cla
Ngan hang nao Hoi Parkinson Vuwong quéc
Anh (UKPDSBB/United Kingdom Parkinson’s
Disease Society Brain Bank), hd so' bénh an
cung cap day du thong tin.

Tiéu chudan loai trir

- Bénh nhan mac cac bénh di truyén than
kinh khac.

- Bénh nhan thudc tiéu chuan loai trir theo
tiéu chuan chan doan cia Ngan hang N&o Hoi
Parkinson Vwong qudc Anh.

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ciru

Nghién clru mé ta cat ngang.

Thoi gian nghién ctru

Tu thang 08/2022 dén thang 07/2023.

Dja diém nghién ctu

Trung tdm Nghién ciru Gen - Protein,
Trwong Bai hoc Y Ha Noi.

Quy trinh thuc hién:

- Thu thap mau: Déi twong nghién ctru dwoc
ldy mau tinh mach khoang 3ml mau vao éng
cha chat chéng déng EDTA.

- Tach chiét DNA: DNA téng sb duoc tach
chiét tir mau toan phan chéng déng EDTA bang
kit The Wizard® Genomic DNA Purification Kit
cla hang Promega (USA). Nong d6 va dé tinh
sach cla DNA duoc xac dinh bang phuong
phap do mat do quang trén may OD Nanodrop
2000c. M&u dat tiéu chuan OD,¢0./OD g0 =
1,8 - 2,0 dwoc str dung dé phan tich gen.

Quy trinh ky thuat MLPA

St dung bd kit SALSA MLPA Probemix
P051 Parkinson Kit ctia hang MRC Holland (Ha
Lan). B kit gdm 38 d4u do cho gen PARK2 dé
phat hién dot bién xéa doan gen I&n trén gen
PARK2 va 10 dau do ndi chuan dé kiém tra chét
lwong phan (ng. Quy trinh phan (ng dwoc tién
hanh nhw sau: Phan (rng lai: Cho 5ul dung dich
DNA (néng d6 50 - 100ng la téi wu) dwoc bién
tinh vao hén hop lai gdm 1,5ul probe (P051)
cung voi 1,5 buffer MLPA. Sau dé lai & 60°C
trong vong 16 - 20 gi&’ (0 qua dém). Phan rng
nbi: Cho 32ul dung dich dém gan probe goém
3ul Dung dich dém A, 3pl Dung dich dém B,
25ul nwoc, 1yl Enzym ligase 65 vao hén hop
lai U qua dém chay theo chu trinh nhiét sau
54°C/15 phut — 98°C/3 phut — gitr & 20°C.
Tién hanh khuéch dai san pham lai (probe)
bang phan (rng PCR: Thanh phan phan (ng
PCR gém: 7,5ul nwéc, 2ul SALSA PCR primer
va 0,5ul SALSA polymerase. Chu trinh nhiét
phan trng: 95°C/30 giay, 60°C/30 giay, 72°C/60
giay 72°C/20 phut, 1ap lai 35 chu ky. Sau phan
ng PCR, méi probe sé& dwoc khuéch dai thanh
nhiéu ban sao va dwoc phan tach bang phwong
phap dién di mao quan trén hé théng phan tich
di truyén 3500 Genetic Analyzer hang Applied
Biosystems® (My). Két qua dién di dwoc phan
tich bang phan mém Coffalyser dé tinh gia tri
DQ (Dosage Quotients - thwong sé gitra dién
tich dinh cla mau bénh pham va dién tich dinh
ctia mau dbi chirng) va xac dinh tinh trang gen
theo bang dwdi day:
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Tinh trang gen DQ
Binh thwdng 0,8<DQ<1,20
X6a doan déng hop DQ=0
Xda doan dj hop 0,4 <DQ<0,65
Lap doan DQ>1,3

3. Pao dirc nghién ciru

Pay la nghién cru md ta cit ngang moi
théng tin ca nhan dwgc ma hoéa va gilr bao
mat an toan. Thu thap sé liéu dwoc tién hanh
mot cach trung thuwe, chi phuc vu cho muc dich
nghién cru. Ba dwoc Hoi dé“mg dao durc Trwong
Dai hoc Y Ha Noi cp chirng nhan chép thuan
dao drc nghién cu y sinh hoc (s6 665/GCN-
HDDDNCYSH-DYHN).

Ill. KET QUA

1. Pac diém chung cua nhém nghién ctru

Nghién ciru lwa chon ngau nhién 30 bénh
nhan da dwoc chan doan méc PD théng qua
cac trieu chirng ldm sang. Cac dac diém phan
bd v& nhém tudi va gidi cta cac dbi twong
nghién ciru dwoc trinh bay & bang 1.

Bang 1. Dac diém chung cta déi twong nghién ciru

R Nam Niv Tong
Nhom tuoi - - -
So lwong Ty 1€ (%) So lwong Ty lé (%) So lwong Ty 1€ (%)
<50 12 40,0% 23,3% 19 63,3%
250 5 16,7% 20,0% 11 36,7%
Téng 17 56,7% 43,3% 30 100%

Ty 1é nam/nr = 1,3

Vé tudi, nhém bénh nhan dudi 50 tudi
chiém da s6 (63.3%) trong nghién ciru. Nhirng
bénh nhan phat bénh truéc tudi 50 dwoc coi la
nhém bénh nhan khéi phat bénh sém theo hiép
héi PD Hoa Ky (APDA - American Parkinson
Disease Associatinon). Tudi trung binh clia cac
bénh nhan nghién cu la 51,47 + 11,91 tudi,
dao déng tir 36 dén 73 tudi. V& gidi tinh, ty 1&
nam/nir c6 sw chénh léch Ia 1,3.

2. Xac dinh dét bién gen PARK2 bang ky
thuat MLPA

Cé 30 mau nghién ctu duwgc xac dinh dot
bién trén gen PARK2 bang ky thuat MLPA.
Chung t6i phat hién dwoc 4/30 (13.3%) bénh
nhan mang dét bién x6a doan trén gen PARK2,
dot bién phat hién tlr exon 1 dén exon 7, tap
trung trén exon 5 va 6. Théng tin cu thé dwoc
tbng hop & bang 2.
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Bang 2. Dac diém thong tin bénh nhan c6 dot bién va cac dot bién dwoc tim thay

STT Ma sé Gioi Tudi Dot bién gen M6 ta dot bién  Thé bénh
1 PKO05 Nam 55 EX4-EX7 Del Di hop t&r Pathogenic
2 PK10 Nam 59 EX5-EX6 Del Dj hop te Pathogenic
3 PK16 Nam 50 EX3-EX4 Del Di hop t&r Pathogenic
4 PK22 Nam 70 EX1 Del Di hop t&r Pathogenic

Ky thuat MLPA Ia tiéu chudn vang dé phat
hién cac dot bién x6a doan gen I&n va 1ap doan
va dwoc xac dinh bang gia tri DQ.

Dwa vao gia tri DQ ca 4 dot bién x6a doan
trén gen PARK2 duwgc xac dinh trong nghién

clru nay la dot bién xéa doan di hop t&r va déu
dwoc chirng minh dong goép vao kha nang gay
bénh PD (theo co s& di liéu Clinvar).5 Hinh &nh
két qua cla 4 dot bién duoc trinh bay duéi day.

Hinh 1. Két qua MLPA dét bién xéa doan Exon 4-7 trén gen PARK2 cta bénh nhan PK05
A: Két qud MLPA cta mau tham chiéu; B: Két qua MLPA dét bién x6a doan exon 4-7 (xéa doan
di hop ti) trén gen PARK2 cta méu nghién ctru PKO5

E

Hinh 2. Két qua MLPA dét bién x6a doan Exon 5-6 trén gen PARK2 ctia bénh nhan PK10
A: Két qua MLPA cta mau tham chiéu; B: Két qué MLPA dét bién x6a doan exon 5-6 (xéa doan
di hop t) trén gen PARK2 ctia méu nghién ctru PK10

4
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Hinh 3. Két qua MLPA dot bién x6a doan Exon 3-4 trén gen PARK2 ctia bénh nhan PK16

A: Két qud MLPA cta m4u tham chiéu; B: Két qua MLPA dét bién x6a doan exon 3-4 (xéa doan
di hop t) trén gen PARK2 ctia méu nghién ctru PK16

Hinh 4. Két qua MLPA d6t bién x6a doan Exon 1 trén gen PARK2 ctia bénh nhan PK22

A: Két qué MLPA ctia méu tham chiéu; B: Két quéa MLPA dét bién x6a doan exon 1 (xéa doan di
hop ti) trén gen PARK2 ctia méu nghién ctru PK22

DNA cla cac bénh nhan dwoc phan tich
toan bod 12 exon tim dot bién x6a doan béng
probemix P051, mdi probe twong ng véi moi
exon va twong (rng v&i méi dinh (mbi exon
&ng véi 1 dinh). M&i phdn (r’ng MLPA déu chay
k&m mau déi chirng la ngwdi khéng mang gen
PARK2 db6t bién. So véi mau déi chirng, cac
dinh twong trng exon tir 4 - 7 & mau bénh nhan
PK 05, cac dinh twong trng exon tir 5 - 6 & mau
bénh nhan PK 10, cac dinh twong (rng exon tw

3 - 4 & mau bénh nhan PK 16, dinh twong ng
exon 1 & mau bénh nhan PK 22 déu cé gia tri
DQ trong khoang 0,4 - 0,65. Diéu d6 chirng té
cac bénh nhan coé dot bién xéa doan di hop t&r
exon twong (rng clia gen PARK2.

IV. BAN LUAN

Parkinson 1a mét trong nhitng bénh ly than
kinh co nhan dwoc sy quan tam lon tr xa hoi
b&i nhirtng hé qua né dem lai cho bénh nhan,
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gia dinh cling nhw céng ddng. Bénh do nhiéu
co ché bénh sinh, nhiéu bién dbi gen khac nhau
gay ra nén mdi nghién ctru v& mdt nguyén nhan
cAu thanh bénh hay trén nhirng vung dia ly cu
thé cling mang déng gép khdong nhé téi co s&
di¥ liéu PD & Viét Nam néi riéng va toan thé gidi
néi chung. Nghién ctru lwa chon ngéu nhién 30
bénh nhan da dwoc chan doan mac PD bdi cac
chuyén gia lam sang.

V& d6 tudi, tudi trung binh nhém nghién ctru
thu nhan dwoc la 51,47 + 11,91 tudi, dao déng
tir 36 dén 73 tudi, twong ddng véi nghién ciru
cla tac gid Nhir Dinh Son (2012) v&i dd tubi
trung binh 1a 56,69 + 10,54.6 Cac dét bién trén
gen PARK2 dwgc cho la cé lién quan té&i dang
PD khé&i phat sém (trwéc 40 tudi). Trong bénh
nhan cla chung t6i, c6 4 bénh nhan mang dot
bién trén gen PARK2 va do tudi hién tai cia cac
bénh nhan nay Ian lwot 1a 50, 55, 59, 70, twong
ddng so v&i trung binh clia nhém nghién clru.
Diéu nay khéng twong déng véi nghién ciru
Wojciech Ambroziak (2015) vé tudi kh&i phat
trung binh 34,6 + 14,6 tudi va tudi bénh nhan
khi phan tich 43,2 + 18,3 tubi.”

Trén tébng s6 30 bénh nhan nghién clru,
chung t6i xac dinh dwoc 4 bénh nhan mang dét
bién x6a doan trén gen PARK2 (chiém 13,3%).
Ty l& nay twong dbng véi cac nghién ctru truéc
clia cla Min Kyung Chu va cdng su (2014)
tai Han Quéc trén 189 bénh nhan PD cho ty
l& dot bién gen PARK2 1a 9,5%, trong khi d6
nghién ctru clia Christoph B. Liicking va cong
sy (2000) cho ty 1& 1&én téi 14%. Tat ca dot bién
chuing t6i thu nhan dwoc déu 1a dot bién di hop
tlr. Ca 4 dot bién xac dinh dwoc nay déu duoc
chirng minh b&i cac thtr nghiém lam sang hoac
in vitro va dwgc cdng nhan trén ngan hang di
liéu Clinvar.

O bénh nhan ma sb nghién ctru PKO5, két
qua phan tich MLPA cho thay khéng xuét hién
cac dinh twong (rng clia 4 exon lién ké tir exon

4 t&i exon 7 nhw vay bénh nhan nay co dét
bién x6a doan tir exon 4-7 trén gen PARK2.
Trong khi d6, & bénh nhan ma sé nghién ctru
PK10, két qua cho thay khéng xuét hién dinh
twong rng v&i 2 exon tr exon 5 t¢i exon 6.
Diéu nay khang dinh bénh nhan ma sé6 PK10 bj
doét bién xo6a doan 2 exon tlr exon 5-6. Twong
tw, két qué bénh nhan ma sb PK16 cho thay
khong xuét hién dinh twong (ng véi 2 exon tir
exon 3 t&i exon 4, khadng dinh bénh nhan ma
s6 PK16 bj dot bién x6a doan 2 exon tir exon
3-4. Ca 3 dot bién trén (xda tir 2 exon trd 1én)
déu gay ra dich chuyén khung va dan dén cét
ngan protein parkin, thiéu cau tric RING-IBR-
RING. CAu tric nay & dau C cé kha nang chiju
trach nhiém cho chirc néng c6 thé xay ra cia
parkin v&i tw cach la mét ligase protein E3
ubiquitin, thyc hién con dwdng Ubiquitin héa.
Ubiquitin héa chi sy bién déi sau dich ma
clia mot protein bang cach gan cong héa tri
mot hay nhiéu don phan ubiquitin vao protein
nay (thdng qua mot lién két isopeptid). Chirc
ndng ndi bat nhat cia ubiquitin 1a danh dau
cac protein cho qua trinh tiéu hay trong bd
may phan hudy protein (proteasome). Bén
canh chic nang nay, ubiquitin héa ciing kiém
soat do bén, chire nang va sy dinh vi ndi bao
cla nhiéu loai protein. Enzym E1 khé&i déng
tang ubiquitin héa. Bwéc cudi cuing cla tang
ubiquitin héa tao thanh lién két isopeptide
giltra mot lysine cla protein dich va glycine
dau C tan cla ubiquitin. Thédng thwdng, budc
nay can dén sy hoat dong cta mét trong sé
hang tram enzym ligase ubiquitin - protein E3
(thwong dwoc goi don gian la ligase ubiquitin).
Enzym ligase protein E3 ubiquitin hoat dong
xuc tac cho sy gan cong hda tri ctia cac gbc
ubiquitin vao protein co chat. Cac dot bién
x0a nay dw kién sé tao ra tin hiéu duwrng dich
ma s&m va dan dén san pham protein bj thiéu
hoac bi gian doan, dan dén mot phién ban bi
16i ctia protein parkin va khong thé hién hién

TCNCYH 167 (6) - 2023



dwoc chirc ndng. Cac bién thé nay da dwoc
b&o cdo & trang thai di hop tir & nhiéu ca
nhan bi anh hwdng véi bénh Parkinson kh&i
phat sém. Céac bién thé méat chirc nang trong
PARK2 dwoc biét 1a c6 kha ndng gay bénh.
Vi nhitrng ly do nay, céc bién thé nay da dwoc
phan loai la gay bénh. Cac nghién clru cla
Christoph B. Lucking (2000), Katja Hedrich
(2001) va nghién ctru ciia Min Kyung Chu
(2014) d4 khang dinh diéu nay.?

Dot bién cudi cung la dot bién xéa exon
don 1&, dot bién xd6a exon 1 cla bénh nhan
nghién clru ma s6 PK22. Vi tri cla cac dot
bién chi dinh x&c dinh tdm quan trong vé chirc
nang cla cac vung protein nhw UBIQUITIN va
RING-IBR-RING mién. Dot bién xéa exon 1
nam & mién gidng ubiquitin (UBL) & d&u N anh
hwdng dén chirc ndng cta Ubiquitin, lam cho
Ubiquitin khéng duwgc duwgc phosphoryl hda
b&i PINK1 dé kich hoat parkin, dan dén protein
khong thé hién dwoc chirc nang. Nghién clru
cla Fumika Koyano va cdng sy (2014) da
khang dinh diéu nay.

V. KET LUAN

Bang ky thuat MLPA, nghién ctu da phat
hién dwoc 4/30 bénh nhan (ty I&é 13,3%) mang
dot bién x6a doan trén gen PARK2 gém cac
dot bién xéa doan exon 4-7, x6a doan exon
5-6, x6a doan exon 3-4 va xb6a doan exon 1.
Céc dot bién nay déu |a dot bién di hop t, lam
dich chuyén khung dich ma gay mét chirc ndng
protein Parkin dwoc phan loai la gay bénh.

LO1 CAM ON

Nghién ctu dwoc thye hién dwdi sw hb tror
kinh phi ctia dé tai cAp Bo Y té “Nghién ctru xac
dinh dét bién gen lién quan dén bénh Parkinson
& Viét Nam” sb quyét dinh phé duyét 5886
QDb-BYT, thic hién tr 6/2020 - 6/2022. Nhém
nghién ctu tran trong cdm on Bénh vién Lao
khoa Trung wong da cung cdp mau nghién ciru.

TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC
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Summary
PARK2 GENE MUTATION IN PARKINSON PATIENTS

PARK?2 gene encodes parkin protein, functions as an E3 ubiquitin ligase. PARK2 mutations are
among the main causes of familial chromosomal Parkinson's disease, characterized by early onset
(before 50 years of age). Mutations in the PARK2 gene segment account for about 9.5% - 14%
of patients with early onset. This study aims to identify deletion mutations on the PARK2 gene in
Parkinson's patients and family members. In a study conducted on 30 Parkinson's patients with an
average age of 51.47 + 11.91 years old, male/female ratio of 1.3, we found that 4/30 patients (13.3%)
carried mutations in the PARK2 gene segment differentiated by MLPA technique. This study shows
practical implications for patients and contributes to the Parkinson's disease database as well as

genetic consultation for family members.

Keywords: Parkinson’s disease, gene mutation, MLPA, PARK2.
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