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Abstract: Neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD) is an autoimmune disease characterized by inflammation and demyelination in the central nervous system. Recently, researchers suggested that mitochondrial DNA (mtNDA) may be an important factor involved in the NMOSD. In this study, we determined the level of mtDNA deletions and mtDNA copy number in 45 blood samples of Vietnamese NMOSD patients using real-time PCR. The results showed that the mtDNA copy number in the group of patients with NMOSD in the age range 33-46 was lower than in the patients in other age ranges (P=0.0386). The level of mtDNA deletions and mtDNA copy number in patients with NMOSD, especially in AQP4-IgG-positive NMOSD patients, were higher than in the control group (P<0.05). In addition, the study also showed that when the level of deletions >61.98% and the mtDNA copy number >344.30, the ROC curve model of both had an accuracy of 83.97%, showing that the level of mtDNA deletions and mtDNA copy number could be a potential biomarker of NMOSD.
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Tóm tắt: Phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh (NMOSD) là bệnh tự miễn được đặc trưng bởi viêm và thoái hóa mylein ở hệ thần kinh trung ương. Gần đây, các nhà nghiên cứu cho rằng DNA ty thể (mtNDA) có thể là yếu tố quan trọng liên quan đến bệnh NMOSD. Trong nhiên cứu này, chúng tôi đã xác định mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA ở 45 mẫu máu của bệnh nhân NMOSD người Việt Nam bằng phương pháp PCR định lượng. Kết quả cho thấy số bản sao mtDNA ở nhóm bệnh nhân mắc NMOSD trong khoảng tuổi 33-46 thấp hơn ở những bệnh nhân thuộc khoảng tuổi khác (P=0,0386). Mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA ở bệnh NMOSD, đặc biệt là ở bệnh nhân NMOSD dương tính với kháng thể kháng Aquaporin4 (AQP4-IgG) đều cao hơn so với nhóm đối chứng bình thường (P<0,05). Ngoài ra, nghiên cứu còn cho thấy khi mức độ mất đoạn >61,98% và số bản sao mtDNA >344,30 thì mô hình đường cong ROC của cả hai có khả năng phân biệt tình trạng bệnh đạt đến 83,97%, cho thấy mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA có thể trở thành chỉ thị sinh học tiềm năng trong hỗ trợ chẩn đoán NMOSD.
Từ khóa: DNA ty thể, NMOSD, mức độ mất đoạn lớn mtDNA, số bản sao mtDNA.
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Phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh (Neuromyelitis optica spectrum disorder-NMOSD) là thuật ngữ được sử dụng để gọi bệnh viêm tủy thị thần kinh, bệnh viêm dây thần kinh thị giác với các biểu hiện ở tủy sống và các rối loạn thần kinh khác liên quan đến kháng thể kháng Aquaporin4 (AQP4-IgG) [1]. Trên thế giới, NMOSD có tỷ lệ phổ biến dao động từ 0,053-0,4/100.000 dân số, tỷ lệ mắc bệnh từ 0,52-4,4/100.000 người với tuổi khởi phát bệnh trung bình từ 32,6-45,7 tuổi và tỷ lệ nam:nữ thường là 1:3 [2]. Tại Việt Nam, hiện chưa có dữ liệu nào công bố tỷ lệ mắc và tỷ lệ lưu hành bệnh, tuy nhiên, các báo cáo gần đây chỉ ra độ tuổi khởi phát ở bệnh nhân NMOSD người Việt Nam được cho là 30-49 tuổi với tỷ lệ giới tính nam:nữ khoảng 1:4 [3, 4].  
NMOSD được đặc trưng bởi sự thay đổi lớn trong phản ứng miễn dịch dẫn đến viêm nhưng cơ chế bệnh sinh cho đến nay vẫn chưa được làm rõ. Trong những năm gần đây, các nhà nghiên cứu cho rằng DNA ty thể (mtNDA) có thể là yếu tố quan trọng để hình thành bệnh lý bệnh NMOSD do khả năng điều chỉnh cơ chế gây viêm [5]. mtDNA trong dịch não tủy tăng cao ở bệnh nhân NMOSD so với bệnh đa xơ cứng cũng như các bệnh thần kinh khác và liên quan đến mức độ nghiêm trọng của bệnh đã được chứng minh [6, 7]. Mặc dù, trên thế giới, đã có một vài công bố liên quan đến biến đổi mtDNA ở bệnh nhân mắc NMOSD nhưng dữ liệu chưa nhiều, đặc biệt trên đối tượng người Việt Nam. Cho đến nay, chúng tôi chưa tìm thấy công bố nào liên quan đến biến đổi mtDNA trên bệnh nhân NMOSD. Do đó, chúng tôi tiến hành xác định mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA trong máu người bệnh nhằm tìm hiểu mối liên quan giữa chúng với một số đặc điểm của bệnh nhân NMOSD.
2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Mẫu nghiên cứu gồm 45 mẫu máu của bệnh nhân được chẩn đoán mắc NMOSD và đã được làm xét nghiệm xác định kháng thể kháng Aquaporin4 do Khoa Nội tổng hợp, Bệnh viện Đại học Y Hà Nội cung cấp. 
Mẫu đối chứng là 66 mẫu máu của người khỏe mạnh bình thường được Khoa Sàng lọc máu, Viện Huyết học và Truyền máu Trung ương cung cấp đã được xác định mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA. 
2.2. Phương pháp và quy trình nghiên cứu
Phương pháp nghiên cứu cắt ngang, cỡ mẫu lấy ngẫu nhiên, bao gồm các trường hợp được tiếp nhận từ bệnh viện trong khoảng thời gian từ tháng 9 năm 2020 đến tháng 4 năm 2024 đối với mẫu máu của bệnh nhân được chẩn đoán mắc NMOSD đã được làm xét nghiệm xác định kháng thể kháng Aquaporin4 và trong khoảng thời gian từ tháng 4 năm 2015 đến tháng 5 năm 2015 đối với mẫu máu của người khỏe mạnh bình thường. Các bước tiến hành thí nghiệm được thực hiện như sau:
Tách chiết DNA tổng số từ mẫu máu: DNA tổng số trong mẫu máu được tách chiết bằng cách sử dụng G-SpinTM Total DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, Hàn Quốc) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Hàm lượng DNA tổng số thu được được xác định bằng phương pháp đo quang phổ trên máy NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Mỹ), độ tinh sạch của DNA tổng số được xác định bằng tỷ số A260/A280 trong khoảng 1,8-2,0 và được kiểm tra thông qua điện di trên gel agarose 1% (Invitrogen, Mỹ). Các mẫu DNA tổng số thu được có nồng độ cao, các băng lên rõ nét được bảo quản ở -20 oC cho đến khi tiến hành các bước thí nghiệm tiếp theo.
PCR định lượng: mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA được xác định dựa trên phản ứng PCR định lượng với 3 cặp mồi tương ứng với 3 gen ND1, ND4, HBB, trong đó đoạn DNA của gen ND1 nằm trong vùng ít xảy ra mất đoạn, gen ND4 nằm trong vùng hay xảy ra mất đoạn được đại diện cho DNA ty thể và gen HBB (Hemoglobin subunit beta) đại diện cho DNA nhân [8, 9].  Các mồi có trình tự lần lượt là ND1 (kích thước sản phẩm 115 bp): mồi xuôi 5‘-AGTGGCTCCTTTAACCTCTC-3‘ và mồi ngược 5‘-GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG-3‘; ND4 (kích thước sản phẩm 128 bp): mồi xuôi 5‘-CCTATTTAGCTTCCCCAA-3‘ và mồi ngược 5‘-GTGATAGTGGTTCACTGGATAAGT-3‘; HBB (kích thước sản phẩm 104 bp): mồi xuôi 5‘-GGAGAAGTCTGCCGTTACTG-3‘ và mồi ngược 5‘-CCTTAAACCTGTCTTGTAACCT-3‘, dựa vào trình tự chuẩn của mtDNA (NC_012920.1) và gen HBB (NG_000007.3) trên NCBI.
Quá trình khuếch đại sử dụng SensiFAST™ SYBR (Bioline, Anh) theo hướng dẫn sử dụng của nhà sản xuất với mồi và khuôn có nồng độ cuối là 0,2 µM và 0,5 ng/µL. PCR định lượng sử dụng máy Rotor Gene Q (Qiagen, Đức) với chu kỳ nhiệt: giai đoạn khởi đầu (95 °C, 2 phút); giai đoạn khuếch đại 40 chu kỳ (95 °C, 5 giây; 60 °C, 30 giây); giai đoạn nóng chảy (95 °C, 1 phút; 60 °C, 15 giây; 98 °C, 5 giây). Kết quả định lượng được phân tích bằng phần mềm Rotor Gene Q Series Software 2.3.5. Giá trị chu kỳ ngưỡng (Ct) thu được của mẫu nghiên cứu được sử dụng để tính toán mức độ mất đoạn lớn và số bản sao tương đối của mtDNA. 
Mức độ mất đoạn lớn mtDNA được tính toán theo công thức: 
D = (1 – 2 (Ct ND4 - Ct ND1)) *100% [8].
Số bản sao mtDNA tương đối được tính toán theo công thức: 
C = 2(Ct HBB - Ct ND1) [10].
Tính toán thống kê: số liệu thu được được phân tích và xử lý thống kê bằng cách sử dụng Graphpad Prism phiên bản 8.4.2 dành cho Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Sử dụng các kiểm định thường dùng để kiểm tra phân bố của dữ liệu và đánh giá sự khác biệt về mức độ mất đoạn và số bản sao trong các nhóm mẫu nghiên cứu. Giá trị P nhỏ hơn 0,05 được coi là có ý nghĩa thống kê. 
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Đặc điểm của bệnh nhân mắc phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh
Nghiên cứu được hiện trên 45 mẫu máu bao gồm 16 bệnh nhân dương tính với AQP4-IgG và 29 bệnh nhân âm tính với AQP4-IgG của bệnh nhân được chẩn đoán mắc NMOSD. Tuổi trung bình của bệnh nhân là 43,13±13,57 (trung bình cộng±độ lệch chuẩn). Bệnh nhân nhỏ tuổi nhất là 18 tuổi, lớn tuổi nhất là 73 tuổi với 40% nằm ở khoảng 32-46 tuổi. Trong số các bệnh nhân này, có 11/45 (22,44%) bệnh nhân nam, 34/45 (75,56%) bệnh nhân nữ với tỷ lệ nam:nữ ~ 1:3 (Bảng 1). 
Độ tuổi và giới tính của bệnh nhân được thu thập trong nghiên cứu không có sự khác biệt với hai nghiên cứu trước đây của Nguyễn Văn Tuận và cộng sự (2022) và Vũ Văn Khôi và cộng sự (2023) trên đối tượng nghiên cứu là bệnh nhân Việt Nam mắc NMOSD (P>0,05) [3, 4]. Mặt khác, kết quả này cũng tương đồng với nhiều nghiên cứu khác trên thế giới khi bệnh nhân NMOSD thường gặp ở độ tuổi trung niên với tỷ lệ mắc bệnh ở nữ nhiều hơn nam [2]. 
3.2. Mức độ mất đoạn lớn và số bản sao DNA 
ty thể ở bệnh nhân mắc phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh
Trong nghiên cứu này, mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA được xác định bằng phương pháp PCR định lượng dựa vào sự có mặt của các gen ND1, ND4 và HBB. Đường cong nóng chảy giúp đánh giá tính đặc hiệu của phản ứng dựa vào số đỉnh và hình dạng đỉnh của các đường biểu diễn nhiệt độ nóng chảy. Sơ đồ khuếch đại thể hiện sự tích lũy sản phẩm trong suốt thời gian thực hiện phản ứng PCR định lượng [11]. Phân tích kết quả thu được cho thấy phản ứng PCR định lượng không có sản phẩm phụ với nhiệt độ nóng chảy của các gen ND1, ND4, HBB tương ứng là 82,0±0,5 oC; 84,0±0,5 oC và 85,0±0,5 oC (Hình 1A). Bên cạnh đó, biểu đồ khuếch đại thể hiện được giá trị Ct thu được của các mẫu nằm trong khoảng 10-28 (Hình 1B) chứng tỏ các cặp mồi đã nhân bản đặc hiệu được các gen quan tâm và có thể được sử dụng để định lượng. Thông qua giá trị Ct đã xác định được mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA trong các mẫu nghiên cứu.
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Hình 1. A: Đường cong nóng chảy; B: Biểu đồ khuếch đại của phản ứng PCR định lượng.

Phép kiểm định Shapiro-Wilk được sử dụng để kiểm tra phân bố của dữ liệu thu được. Kết quả đã cho thấy dữ liệu định lượng hai dạng biến đổi mtDNA ở mẫu máu của bệnh nhân mắc NMOSD không tuân theo phân phối chuẩn (P<0,05). Do đó, kiểm định phi tham số được sử dụng để đánh giá sự khác biệt về mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA ở các mẫu nghiên cứu, số liệu được biểu diễn bằng giá trị trung vị (Me) và khoảng tứ phân vị 25%-75%.
Khi so sánh dữ liệu mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA ở mẫu máu của nhóm bệnh nhân NMOSD với nhóm đối chứng bình thường, kết quả cho thấy nhóm bệnh nhân mắc NMOSD dương tính với AQP4-IgG có cả mức độ mất đoạn lớn và số bản sao tương đối mtDNA đều lớn hơn so với nhóm đối chứng (P<0,05). Đồng thời, mức độ mất đoạn lớn và số bản sao tương đối mtDNA của nhóm bệnh nhân mắc NMOSD cũng cao hơn nhóm đối chứng (P<0,05) với trung vị (khoảng tứ phân vị 25%-75%) lần lượt là 77,00 (59,95-91,31) so với 52,75 (47,98-55,34) và 245,6 (111,80-602,60) so với 150,43 (111,33-242,09) (Hình 2).
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Hình 2. Biểu đồ so sánh theo nhóm mẫu, A: Mức độ mất đoạn lớn mtDNA, B: Số bản sao tương đối mtDNA.
(1)-Nhóm bệnh nhân NMOSD dương tính với AQP4-IgG; (2)-Nhóm bệnh nhân NMOSD âm tính 
với AQP4-IgG; (3)-Nhóm bệnh nhân NMOSD; (4)-Nhóm đối chứng; *-Giá trị P<0,05;
***- Giá trị P<0,0001; N-Số lượng mẫu mỗi nhóm).

[bookmark: OLE_LINK2]Do có sự khác biệt về mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA giữa nhóm bệnh nhân mắc NMOSD và nhóm đối chứng bình thường, chúng tôi tiến hành xây dựng mô hình tiên lượng nguy cơ mắc bệnh NMOSD dựa vào cả mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA bằng đường cong ROC (Hình 3). Với giá trị diện tích dưới đường cong AUC=0,8397, P<0,0001, tại ngưỡng mức độ mất đoạn >61,98% và số bản sao tương đối >344,10 thì mô hình này có khả năng phân biệt đạt 83,97%.  
3.3. Mối liên quan giữa mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA với đặc điểm của bệnh nhân mắc phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh
Phân tích mối liên quan với các đặc điểm của bệnh nhân mắc NMOSD cho thấy mức độ mất đoạn lớn và số bản sao tương đối mtDNA không liên quan đến giới tính và kết quả xét nghiệm sự có mặt của AQP4-IgG trong huyết tương của bệnh nhân. Tuy nhiên, số bản sao tương đối mtDNA ở nhóm bệnh nhân nằm trong khoảng tuổi từ 33-46 tuổi được phát hiện thấp hơn những bệnh nhân ở lứa tuổi khác (P=0,04) (Bảng 1).
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Hình 3. Biểu đồ đường cong ROC trong mô hình dự đoán nguy cơ mắc NMOSD dựa 
vào mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA.
Các biến đổi mtDNA bao gồm mức độ mất đoạn lớn và số bản sao đóng vai trò quan trọng sinh lý bệnh của nhiều rối loạn thần kinh, đặc biệt là các bệnh tự miễn như NMOSD [6, 12, 13]. Các nghiên cứu trước đây đã xác định sự hiện diện của các đột biến mtDNA trong nhiều loại mô, cơ, máu và dịch tủy sống với các đặc điểm tích lũy theo tuổi và biểu hiện đặc hiệu mô [14, 15]. 
Trong nghiên cứu này, nhóm bệnh nhân mắc NMOSD trong khoảng tuổi 33-46 có số bản sao mtDNA thấp hơn ở những bệnh nhân thuộc khoảng tuổi khác. Độ tuổi này trùng khớp với độ tuổi trung bình khi khởi phát NMOSD, từ 32,6-45,7 tuổi, theo các nghiên cứu trước đó [2]. Điều này gợi ý rằng giảm số bản sao mtDNA trong máu có thể liên quan đến quá trình khởi phát bệnh ở lứa tuổi trung niên.
Mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA ở bệnh nhân NMOSD, đặc biệt là ở bệnh nhân NMOSD dương tính với AQP4-IgG cao hơn so với nhóm đối chứng cũng đã được chỉ ra trong nghiên cứu này. Hiện chưa có nhiều nghiên cứu công bố dữ liệu về mức độ mất đoạn lớn mtDNA trong NMOSD hoặc các bệnh tự miễn khác. Tuy nhiên, nghiên cứu năm 2023 của nhóm chúng tôi về bệnh nhân động kinh được điều trị bằng Carbamazepine cho thấy mức độ mất đoạn lớn mtDNA ở nhóm dị ứng thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm dung nạp (P<0,05) [16]. 

[bookmark: OLE_LINK1]Bảng 1. Mối liên quan giữa mức độ mất đoạn lớn và số bản sao tương đối mtDNA ở mẫu máu với các đặc điểm của bệnh nhân mắc phổ bệnh viêm tủy thị thần kinh
	Đặc điểm
	Số mẫu
n(%)
	MĐMĐ lớn mtDNA (%)
	Giá trị P
	SBS tương đối mtDNA
	Giá trị P

	Khoảng tuổi

	≤32
	10 (22,22%)
	70,62 (54,78-91,86)
	0,6730†
	465,50 (186,20-945,70)
	0,0386†

	>32, <46
	18 (40,00%)
	75,44 (57,47-87,42)
	
	163,10 (84,45-292,00)
	

	≥46
	17 (37,78%)
	78,83 (70,47-92,46)
	
	380,00 (92,75-664,10)
	

	Giới tính

	Nam
	11 (24,44%)
	78,83 (59,39-93,16)
	0,5796††
	245,60 (66,26-652,60)
	0,8210††

	Nữ
	34 (75,56%)
	76,84 (59,19-91,21)
	
	248,20 (114,20-601,50)
	

	Kết quả xét nghiệm AQP4-IgG

	(+)
	16 (35,56%)
	78,64 (62,68-92,92)
	0,6098††
	231,70 (134,60-728,10)
	0,8281††

	(-)
	29 (64,44%)
	76,84 (55,55-88,09)
	
	245,60 (100,60-602,60)
	

	Ghi chú: MĐMĐ-Mức độ mất đoạn; SBS-Số bản sao; (+)- Kết quả xét nghiệm dương tính với AQP4-IgG; (-)-Kết quả xét nghiệm âm tính với AQP4-IgG; †-Giá trị P thu được từ kiểm định Kruskal-Wallis; ††-Giá trị P thu được từ kiểm định Mann-Whitney; Giá trị P in đậm là có ý nghĩa thống kê.



Bên cạnh đó, các nghiên cứu trước đây cũng ghi nhận vai trò tiềm tàng của mtDNA trong phản ứng viêm thần kinh. Ví dụ, nghiên cứu của Yamashita và cộng sự (2018) cho thấy nồng độ mtDNA ngoại bào trong dịch não tủy của bệnh nhân NMOSD tăng cao trong giai đoạn cấp tính, phản ánh vai trò của nó trong phản ứng viêm [6]. Tương tự, nghiên cứu của Shimizu và cộng sự (2020) chỉ ra rằng mtDNA được giải phóng từ các tế bào thần kinh đệm bị tổn thương bởi kháng thể AQP4 có thể kích hoạt các phản ứng miễn dịch bẩm sinh thông qua thụ thể Toll-like 9 (TLR9), góp phần vào quá trình viêm trong NMOSD [7].
Tuy nhiên, các dữ liệu về số bản sao mtDNA trong bệnh tự miễn vẫn chưa thống nhất. Chẳng hạn, nghiên cứu của Ghada Al-Kafaji và cộng sự (2023) ghi nhận số lượng mtDNA trong máu của bệnh nhân đa xơ cứng tái phát thấp hơn so với nhóm đối chứng (P<0,01) [13]. Sự khác biệt này có thể xuất phát từ cỡ mẫu, yếu tố địa lý, hoặc khác biệt về kỹ thuật phân tích.
Tóm lại, các biến đổi mtDNA, bao gồm mức độ mất đoạn lớn và số bản sao, có vai trò tiềm năng trong sinh lý bệnh NMOSD. Những thay đổi này có thể liên quan đến tuổi khởi phát bệnh và phản ứng viêm thần kinh trung ương. Tuy nhiên, cần thêm các nghiên cứu đa trung tâm với cỡ mẫu lớn hơn để làm rõ mối quan hệ nhân quả và đánh giá khả năng sử dụng mtDNA như một dấu ấn sinh học trong chẩn đoán và theo dõi điều trị NMOSD.
4. Kết luận 
Số bản sao mtDNA ở nhóm bệnh nhân mắc NMOSD trong khoảng tuổi 33-46 thấp hơn ở những bệnh nhân thuộc khoảng tuổi khác (P=0,0386), gợi ý việc giảm số bản sao tương đối mtDNA trong máu của bệnh nhân mắc NMOSD có thể đặc trưng cho bệnh ở lứa tuổi trung niên. Mặt khác, mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA ở bệnh nhân NMOSD cao hơn so với nhóm đối chứng bình thường (P<0,05). Khi mức độ mất đoạn lớn mtDNA >61,98% và số bản sao mtDNA >344,30 thì mô hình tiên lượng bệnh dựa vào cả 2 biến đổi mtDNA này có khả năng phân biệt trạng thái bệnh đạt 83,97%. Điều này cho thấy mức độ mất đoạn lớn và số bản sao mtDNA trong máu có thể là chỉ thị sinh học tiềm năng giúp hỗ trợ chẩn đoán NMOSD.
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