TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC
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Hoéi chirng Brugada la nguyén nhan dan téi khodng 4 - 12% téng sé ca ttr vong bat ngé va khodng 20%

téng sé ca tir vong & nhitng bénh nhan tim mach binh thuong. Nguyén nhan duoc cho la do bat thuong vé

di truyén & cac gen ma hoa protein Na 1.5, trong do6 gen SCN5A chiém ti Ié cao nhét (khoang 20 - 25%).

Muc tiéu: xac dinh dot bién trén moét sé exon ctia gen SCN5A & bénh nhan méc héi chirng Brugada. Ddi

twong va phuwong phap: 25 bénh nhan duoc chédn doan méc hoi chirng Brugada tai tai Vién Tim mach Viét

Nam duoc tién hanh xac dinh dét bién gen trén mét s6 exon ctia gen SCN5A bang ky thuét gidi trinh tw gen.

Két qua: nghién ctru da xac dinh duoc 7/25 bénh nhén cé dot bién gen SCN5A véi 7 loai dét bién trén exon

9, 16, 17, 23, 28, trong d6 exon 28 c6 ty lé dét bién cao nhét chiém 42,8% (3/7), cac exon con lai chiém ty
1é ngang nhau la 14,3% (1/7). Ty Ié dét bién thay thé nucleotid la 85,7%, dot bién mét doan ngén la 14,3%.

Tir khéa: Hoi chirng Brugada, SCN5A, Dét bién.
I. DAT VAN DE

Ho6i chirng Brugada (Brs) la thuat nglr dwoc
str dung d& mo ta tinh trang rdi loan nhip tim &
nhirng bénh nhan cé hinh anh dién tam d6 bat
thwong, dac trwng bédi d6 chénh cla doan ST
> 2 mm hinh vom, séng T &m & cac chuyén dao
ngwc phai (V1-V3)." H6i chirng nay dwoc cho
la nguyén nhan dan t&i khoang 4 - 12% tong sb
ca dot t&r va khodng 20% tong sb ca t&r vong &
nhi*ng bénh nhan tim mach binh thuwdng.?2 Bénh
thuwdng dwoc phat hién tinh c& & nhirng nguoi
khée manh va khéng cé triéu chirng, do tubi
trung binh duéi 40 dén 45 tudi voi ty 1& & nam
cao gap 8 dén 10 1an so v&i ni.2 Ty & nay cling
khac nhau gira cac khu vuc trén thé gigi. O
Nhat Ban va cac nuéc Dong Nam A duwoc bao
cdo 1a tir 0,18% dén 0,27% trong khi & chau Au
va Bac My twong (rng & 0,017% va 0,012%.'3
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Nguyén nhan gay ra kiéu hinh hdi chirng
Brugada da dwoc cho la do béat thuong vé
di truyén trén khoang 20 gen khac nhau véi
tan suat dot bién gay bénh, loai dot bién, anh
hwéng dén chirc ndng cac protein dwoc ma
ho& khac nhau.? Trong do, dét bién gen SCN5A
ma héa tiéu don vi alpha cta kénh natri tim
(Na, 1.5) gay ra su chénh léch vé dién thé gitra
|&p n6i tdm mac va ngoai tdm mac cla that
phai chiém ty I& cao nhat (khoang 20 - 25%)
trong sb6 bénh nhan dwoc chan doan mac hoi
chirng Brugada.® Gen SCN5A nam trén nhiém
séc thé s 3 (3p21), gdm 28 exon v&i chiéu dai
khoang 80kb ma hoéa cho protein dai 2016 acid
amin.* K& tir khi dwoc phat hién dén nay, hon
2500 cac dot bién trén gen SCN5A da duoc ghi
nhan va cong bé trén ngan hang di liéu Clinvar
véi gan 300 loai dwoc cho la nguyén nhan gay
hoi chirng Brugada.’ Dot bién xuét hién khap
chiéu dai ctia gen véi ty 1& phan bd khac nhau,
trong d6 exon 28 mang ty lé dot bién cao nhat
(17,0%), tiép theo la exon 23 (8,9%), exon 16
(6,8%), exon 12 (4,8%), exon 17 (4,1%), exon
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9(3,8%).5

Tai Viét Nam, hién van chwa c6 nhiéu nghién
clru vé dot bién gen SCN5A & nhitng ngudi
dwoc chan doan mac hoi chirng Brugada. Viéc
xac dinh dot bién gen c6 y nghia quan trong
trong chan doan xac dinh bénh, phat hién nguoi
lanh mang gen bénh tir d6 c6 cac bién phap
phong ngtra, didu tri, cling nhw tw van di truyén.
Do d6, dé tai dwoc thwe hién véi muc tiéu “Xac
dinh dot bién trén mét sé exon ctia gen SCN5A
& bénh nhan méc hoi chiing Brugada bang gidi
trinh tw gen”.

I. DOl TWONG VA PHWONG PHAP

1. Déi twong
25 bénh nhan dwoc chan doan mac hoi
chirng Brugada tai Vién Tim mach Viét Nam.
Bénh nhan dwoc chan doan méc hoi chirng
Brugada dwa trén tiéu chuin dwoc ddng thuan
b&i cac chuyén gia ciia Hoi nhip tim Chau Au.”
2. Phwong phap

Phwong phép thu méu

Phwong phap lay mau thuan tién, 2 mL mau
ngoai vi ctia bénh nhan méc hoi chirng Brugada
duoc thu thap vao éng chéng déng EDTA.

Phuwong phéap tich chiét DNA

DNA tdng sb dwoc tach chiét tr mau toan
phan theo kit The Wizard® Genomic DNA
Purification Kit cla hdng Promega (USA).

T4t c& cac mau sau tach chiét dwoc tién
hanh do néng dd va do tinh sach bang may do
quang phd Nanodrop. Chi nhitng mau cé ty s
A260/A280 = 1,8 méi dat yéu ciu vé do tinh
sach va dwoc st dung dé phan tich gen.

Phwong phéap khuéch dai gen

Phan rng PCR v6i cac cap mdi ddc hiéu
tham khao trong nghién ctru clia Wang (1996)
va Hyong (2012) dwoc s dung dé khuéch dai
doan gen cho cac exon 9, 12, 16, 17, 23 va 28
twong rng.4®

Thanh phan phan ng PCR (thé tich 20uL)
gdm: GoTaq Hot Start Master Mix 2X (diing cho

cac mdi E9, E17, E28f, E28i, E28k, E28n) hodc
GoTaq Master Mix 2x (cho cac mbi con lai), 5
pmol primer, 100 - 150 ng DNA khudn.

Chu trinh nhiét: 94°C/5 phuat, 37 chu ky
[94°C/30 gidy - Tgm/30 giay - 72°C/30 giay],
72°C/5 phat. Bdo quan 4°C. Nhiét d gan moi
(Tgm) la 52°C cho cac méi E28f, E28i; 55°C cho
cac modi E9, E17, E23, E28k va E28n va 60°C
cho cac méi E16, E28a, E28b, E28c, E28d,
E28e, E28g, E28h, E28m. San phdam PCR
dwoc dién di trén gel agarose 1,5%, 100V trong
30 phut.

Giai trinh tw gen

Thanh phan phan (rng PCR giai trinh tw gen
gbdm: Buffer Big dye 5X, Big dye Terminator
v3.1, mdi xudi hodc mdi ngwoc (0,125 pmol/
uL), san phdm PCR cac exon gen SCN5A.
Quy trinh dwoc thywe hién theo hwdng dan sk
dung cho bd kit BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (ABI - My).

San phadm PCR giai trinh tw gen sau khuéch
dai dwoc tinh sach va dién di trén hé théng ABI
3500 Genetic Analyzer.

Két qua giai trinh tw cac exon gen SCN5A
dwoc so sanh vdi trinh ty tham chiéu
NG_008934 va NM_198056 trén ngan hang
gen bang phan mém CLC Main Workbench
6.0 dé phat hién céc trinh tw bj thay ddi & bénh
nhan.

3. Pao dirc trong nghién ctru

Nghién ctu tuan tha tuyét ddi cac quy
dinh vé dao dirc trong nghién ctu y sinh. Dé
tai da dwoc théng qua HOi déng Dao dirc cua
Trworng Pai hoc Y Ha Noi tai quyét dinh sb 48/
HPDDDHYHN, ngay 12 thang 01 nam 2017.
Bénh nhan hoan toan tw nguyén tham gia vao
nghién clru va hoan toan cé quyén rat lui khoi
nghién ctru khi khéng ddng y tiép tuc tham
gia. Bénh nhan dwoc thong bao vé két qua xét
nghiém gen dé gilp cho cac bac sy tw van di
truyén hoac lwa chon phac dd diéu tri phu hop.
Cac thong tin ca nhan sé dwgc dam bao bi mat.

2
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. KET QUA
1. Pac diém nhém nghién ciru

Bang 1. Dic diém chung cia nhém nghién ctru

Pic diém n %
Nam 23 92
Gioi
Nr 2 08
Tubi trung binh 46,8 + 11,9
Khoang tudi 26-71

Trong 25 bénh nhan dwoc chan doan méc hoéi chirng Brugada ty 1& nam gi&i chiém 92%, tubi

trung binh khodng 46,8 + 11,9 (khoang tudi tlr 26 dén 71).
2. Két qua khuéch dai cac exon ciia gen SCN5A

Béng phan rng PCR st dung 5 cap mdi ddc hiéu twong trng cho exon 9, 12, 16, 17, 23 va 12 cép
moi d&c hiéu dwoc danh sb tir 28a dén 28n cho exon 28 dé khuéch dai DNA sau tach chiét tir mau
mau ctia bénh nhan. Két qua PCR khuéch dai exon 23 clia gen SCN5A cla cac bénh nhan tham gia

nghién ctru dwgrec minh hoa & hinh 1.

MK Brol Br02 Br0O3 Br04 Br05 Br06 Br07 Br08 Br09 Brl0

Hinh 1. Hinh anh dién di san pham PCR khuéch dai exon 23 ctia cac bénh nhan tham gia
nghién clru. MK: Marker 1kb; Br01-Br10: ma bénh nhan tham gia nghién ctru; H20: méu ching

am, thay thé DNA bang nuéc trong phan ting PCR

Két qua dién di trén gel agarose 1,5% cho thdy sa&n phdm PCR thu dwoc [a mot bang sang duy
nhét, rd nét, kich thuwd'c 518bp dung vai kich thwde gitka 2 mdi khuéch dai exon 23 clia gen SCN5A;
mau chirng am khéng cé vach chirng t& phan &ng khong bi nhiém DNA ngoai lai. Cac sén pham
PCR dam bao chét lwong cho phan (rng giai trinh tw gen phat hién dot bién. Cac exon khac ciing ¢6

két qua twong tu.
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3. Két qua giai trinh tw phat hién dot bién gen
Sau khi khuéch dai cac exon clia gen SCN5A, sén phdm PCR duorc gidi trinh ty tryc tiép dé phat
hién dot bién. Két qua xac dinh dét bién dworc trinh bay trong bang 2.
Bang 2. Két qua dét bién gen trén mét sb exon cia gen SCN5A

Dot bién Dot bién Dang Vi tri Exon/ Bénh nhéan
nucleotid acid amin dot bién Intron mang dot bién
¢.1100G>A p.Arg367His Sai nghia Exon 9 Br14
(missense)
c.2678G>A p.Arg893His Sai nghia Exon 16 Br12
(missense)
¢.2893C>T 0.Argo65Cys Sal nghia Exon 17 Bro1
(missense)
c.4171G>A 0.Gly1391Arg  oa nghia Exon 23 Bro4
(missense)
¢.4850_4852delTCT p.Phel617del 0@ doan Exon 28 Br24
(In-frame)
¢.5380A>T plle1797Phe 2 nghia Exon 28 Br25
(missense)
C.5484C>T p.Ala1828Ala Im Iang Exon 28 Br16
(silent)

So sanh két qua gidi trinh tw gen clia bénh nhan véi trinh tw chuan trén Genebank (NG_008934
va NM_198056) (bang 2), c6 7/25 bénh nhan v&i 7 loai bién dbi vé di truyén trén 6 exon khao sat.
Trong d6 c6 6 loai 1a thay thé nucleotid nay thanh nucleotid khac (5 loai lam thay ddi acid amin hay
con goi la dét bién sai nghia (missense mutation), 1 loai khéng lam thay déi acid amin hay con goi la
dot bién im 1ang (silent mutation)) va 1 loai la mat doan ngan (in-frame mutation). 2 bién ddi in dam
la ¢.5484C>T va ¢.5389A>T chwa dwoc cdng bd trén ngan hang dir liéu bién thé gen SCN5A.

c.5389 c.5389A>T

l
TATGAGATCTGGGAG TATGAGIHTCTGGGAG.

Y E I W E Y E F W E

Oy AW e

Nguwai binh thuedng Bénh nhan Br25

Hinh 2. Két qua dot bién gen SCN5A ¢.5389A>T (lle1797Phe) tai exon 28. Y: Tyrosine, E:
Glutamate, I: Isoleucine, W: Tryptophan, F: Phenylalamine

4 TCNCYH 151 (3) - 2022



Tin hiéu cac dinh 1&n rd rang, khéng bi nhiéu. Tai vi tri ¢.5389 & ngudi binh thworng cé mét dinh
duy nhét twong rng véi nucleotid A. & bénh nhan Br25 cé 02 dinh trung lap twong (rng vé&i hai
nucleotid A va T chirng té bénh nhan mang dét bién A>T tai vj tri c.5389 dang di hop t, lam bién
déi bd ba ATC ma héa acid amin Isoleucine & vi tri codon 1797 thanh bdé ba TTC ma hoa acid amin

Phenylalanine.
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B

Hinh 3. Di¥ liéu phan tich kha ning gay héi chirng Brugada cua dot bién c.5389 trén gen
SCN5A. (A) Két qué phan tich bang phdn mém PolyPhen-2. (B) Két qud phén tich bdng phan mém
Proven

S dung déng thdi phan mém PolyPhen-2
va Proven dé& danh gia anh huéng clia dot
bién t&i cAu trdc va chirc nang protein. Hinh
3A thé hién két qua phan tich dét bién thay thé
nucleotid A thanh T tai vi tri ¢.5389 bang phan
mém PolyPhen-2 |a &nh huéng cao t&i cau tric
va chirc nang protein véi diém tin cady HumDiv
va HumVar déu dat gia tri Ian lwot 1a 0,998 va
0,890. Hinh 3B thé hién két qua phan tich dét
bién thay thé nucleotid A thanh T tai vi tri ¢.5389
béng phan mém Proven 1a c6 anh hwéng t&i
cAu trac va chirc ndng protein véi diém tin cay
proven score la -3,199 (ngwdng cutoff la -2,5).

S dung phan mém Mutation tasting dé
danh gia anh hwéng thay thé nucleotid C thanh
T tai vi tri ¢.5484, két qua cho thay dét bién

khong lam thay déi acid amin, nhung dwoc dw
doan c6 thé anh huwédng téi déc tinh cla protein
va anh hwdng vi tri cat néi mRNA.

Két qua phan tich dét bién tai dwdng link:

https://www.mutationtaster.org/MT69/
MutationTaster69.cgi?transcript_stable_
id_text=ENST00000333535&sequence__
type=CDS&new_base=T&position_
be=5484&transcript_stable_id_
radio=ENST00000333535&gene=SCN5A

IV. BAN LUAN

Nghién ctu Iya chon 25 bénh nhan dwoc
chan doan mac hoi chirng Brugada theo sw
dong thuan cac chuyén gia cta Héi nhip Tim
Chau Au. Tudi trung binh ctia nhém nghién ctru
la 46,8 tudi, tubi dao dong tlr 26 dén 71 tudi,
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v&i ty 1é nam cao gap 11,5 1an so vé&i ni. Theo
nghién cu cla Kusano (2013) nhém bénh
nhan méc hoi chirng Brugada 1a duwéi 40 dén
45 tudi voi ty 18 & nam cao gap 8 dén 10 1an so
v&intr.2 Sy khac biét vé do tudi trung binh, ty 1&
ma&c gitra nghién clru cla chang téi va nghién
ctru clia Kusano (2013) c6 thé 1a do ¢& mau
nghién cru clia chung téi nhoé (25 mau) va thoi
qguen kham sirc khde dinh ky cla ngwdi dan
tai nwédc ta chwa dwoc phd bién trong khi bénh
thuwdng dwoc phat hién tinh cd théng qua kham
strc khoe dinh ky.

7/25 bénh nhan (chiém 28%) c6 dot bién trén
gen SCN5A, trong dé cé 6 loai dot bién thay
thé nucleotid (chiém 85,7%) bao gdm: thay thé
nucleotid G thanh A tai cac vi tri ¢.1100 (exon
9); ¢.2678 (16) va c.4171 (exon 23), thay thé
nucleotid C thanh T tai vi tri ¢.2893 (exon 17) va
c.5484 (exon 28), thay thé nucleotid A thanh T
tai vi tri ¢.5389 (exon 28) va 1 loai dot bién méat
doan ngan TCT tai vi tri c4850_4852 (exon 28).
Trong khi tAn suét xuét hién dot bién tai exon
9, 16, 17, 23 la nhw nhau (chiém 14,3%), tAn
suat nay & exon 28 la cao nhét (chiém 42,8%).
Theo nghién clru clia Kapplinger va cong sw
tién hanh nam 2010, ty I& dot bién diém chiém
65,9%, Vi tan suét xuét hién dot bién tai exon
2814 17,0% tiép theo 1a exon 23 (8,9%), exon 16
(6,8%), exon 12 (4,8%), exon 17 (4,1%), exon 9
(3,8%).5 Co sw khac biét trén la do Kapplinger
nghién ctu trén moét c& mau Ién (2111) trong
khi c& mau ctia nghién cteu con han ché (25).

Trong 7 loai dot bién, chang t6i ghi nhan
5/7 loai d6t bién da dwoc cong bd 1a co lién
qua dén hoi chirng Brugada trong cac nghién
clu da dwoc cong bd trén ngan hang div liéu
Clinvar va 2/7 dot bién la chwa dwoc ghi nhan
(c.5389A>T va c.5484C>T).°

V6i dot bién lam thay déi acid amin
(c.5389A>T), nghién clru str dung dong thoi hai
phan mém PolyPhen-2 va Proven dé dy doan

anh hwéng cia dot bién téi ciu tric va chire
nang cla protein Na 1.5. Trong khi phan mém
PolyPhen-2 dw doan kha nang anh hwéng cla
dot bién bang diém tin cady Humvard va HumDiv
(diém sd dwoc cho tr 0-khdéng anh huéng toi
1-kha nang anh hwéng cao), phan mém Proven
danh gia théng qua diém sb proven score Vi
ngwong cutoff la -2,5 (< -2,5 la c6 kha nang anh
hwédng, >-2,5 la khdng cé cd nang dnh huwéng).
Vi dot bién c.5389A>T lam thay ddi acid amin
Isoleucine & vi tri 1797 thanh Phenylalanine
trong chudi protein, phAdn mém PolyPhen-2
danh gia la c6 kha nang anh hwédng cao voi
diém sb tin cady HumDiv va HumVar déu dat
gia tri lan lwot 1a 0,998 va 0,890. Bén canh do,
coéng cu con bd sung dir lieu vé mirc d6 bao
tén cua vj tri acid amin bj bién d6i do dét bién
gitra cac loai khac nhau, tv d6 cho thdy muc
dd anh hwéng ctia dot bién dén chirc ndng cta
protein. Két qué dw doan anh hwéng cta dot
bién nay t&i cu tric va chire néng protein béng
phan mém Proven 2 1a ¢ anh hudng véi diém
sb Proven score la -3,199. C6 sy thdng nhét
trong dw doan gitra phdn mém PolyPhen-2 va
Proven vé anh hwéng cla dot bién téi ciu tric
va chirc nang cua protein Na 1.5.

V&i dot bién khong 1am thay ddi acid amin
(c5484C>T), nghién clru st dung phan mém
Mutation stating dé& danh gia sw anh huéng.
Phan mém Mutation taster tao ra doan trinh tw
gdm khoang 60 nucleotid (bao gbém vj tri thay
déi va khoang 30 nucleotid phia trwéc va phia
sau) ctia dang dét bién va kiéu hoang dai va
glri t&i phan mém truc tuyén NNSplice cua dy
an Bo gen Berkeley Drosophila d& phan tich
nhirng thay ddi cé thé xay ra tai cac vi tri cat néi
lién k&. Mot dot bién trén bd gen dwoc cho la
&nh huéng téi vi tri cat néi mRNA khi s chénh
léch cGa diém danh gia vi tri cat ndi (splice
sites score) twong (rng gitra dang dot bién va
dang hoang dai I&n hon 10%. V&i diém danh
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gia cta hai vj tri cat néi lién ké& phia trwdc va
phia sau vi tri dot bién (splice sites score) thay
dbi ttr 0,3194 va 0,28 cla kiéu hoang dai Ién
twong ng 1a 0,3404 va 0,41 trong kiéu dot bién
cho thay dét bién anh hwéng t&i vi tri ct ndi
ctia mRNA. Thém vao dé, phan mém Mutation
taster cling dy doan dét bién khéng lam anh
hwéng téi cAu truc nhung co thé anh hwdng toi
dac tinh protein Na 1.5.

V. KET LUAN

Bang ky thuat gidi trinh tw gen Sanger,
nghién ctru da phat hién dwoc 7/25 bénh nhan
véi 7 loai dot bién trén exon 9, 16, 17, 23, 28
cla gen SCN5A. Trong do6 exon 28 co ty |1é doét
bién cao nhéat chiém 42,8%, cac exon con lai
chiém ty 1& ngang nhau la 14,3%. 85,7% (6/7)
la dot bién thay thé nucleotid, 14,3% (1/7) 1a dot
bién mét doan ngén.

Nghién ctvu phéat hién dwoc 02 dot bién chua
dwoc ghi nhan trén ngan hang di liéu Clinvar
va déu dwoc dy doan cé kha nang gay bénh khi
dwoc phan tich bang cac phan mém danh gia.
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Summary
DETECTION OF MUTATIONS OF SCN5A GENE IN PATIENTS
WITH BRUGADA SYNDROME

Brugada syndrome is the cause of 4 - 12% of sudden deaths and 20% of total deaths among
cardiovascular patients. The main cause of this disease is determined to be hereditary abnormalities
in genes coding for protein Nav1.5, in which mutation of the SCN5A gene accounts for the highest
percentage (approx. 20 - 25%). The objective of this study is to identify mutations in some exons
of the SCN5A gene in patients with Brugada syndrome. Using direct sequencing, exons of the
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SCN5A genes of 25 patients diagnosed with Brugada syndrome at Viethamese Heart Institute
were examined for mutation. Of those, 7 patients were found to have mutation in SCN5A gene
with 7 different mutations in exons 9, 16, 17, 23, and 28, in which mutation of exon 28 was most
common (3/7, 42.8%); the remaining patients each has a mutation in exons 9, 16, 17, and 23.
The proportion of missense mutation was 85.7%, whereas that of in-frame mutation was 14.3%.
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