Tap chi Khoa hoc PHQGHN: Khoa hoc Tu nhién va Cong nghé, Tap 33, Sé 2S (2017) 20-25

Phat hién va dinh lugng dot bién ty the G11778A
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Tém tit: Dot bién G11778A nam trén gen ND4 cua hé gen ty thé ngudi chiém 50-70% trudng
hop cta hoi chung LHON. Trong nghien cliru nay chung toi da thiét l1ap phuong phap phat hién va
dinh luong dot b1en G11778A bing real-time PCR str dung miu do huynh quang Tagman co
nulcotide dang cau khéa (LNA). Phuong phép cho thiy sy twong quan ty 1¢ nghich gifta c0 ban
copy cua gen dich va gia tri chu ky ngudng cao v6i hé sé hdi quy R® = 0,999. Phuong phép cho
phép phat hién dot bién & ty 16 0,1% trd 1én. Bang viée sir dung két hop k§ thuat PCR-RFLP va ky
thuat real-time PCR ching t6i da phat hién mot bénh nhan nhi gai, 7,5 thang tudi mang dot bién
G11778A. Dot bién ton tai & dang khong ddng nhat va co ty 18 dot bién 1a 2,71+0.12%. Trong khi
bd va me bénh nhan déu khong mang dot bién. Pay la bénh nhan mang dot bién G11778A dau tién

duoc phat hién tai Viét Nam.

Tir khéa: Dot bién G1178A, Hoi chimg LHON, PCR-RFLP, Real-time PCR, Mau do LNA.

1. Mé dau

Hoi chung liét than kinh thi giac di truyén
theo  Leber  (Leber  herteditary  optic
neuropathy), viét tat 1a LHON, tac dong chu
yeu dén vong mac, gdy teo day than kinh thi
giac, lam mat kha ning nhin thdy & ca hai mit
[1-4]. Khoang 95% truong hop bi hoi ching
LHON dugc giy ra boi cac dot bién gen ty thé
lién quan dén céc tiéu don vi cua phuc hé 1, bao
gom dot bién G11778A trén gen ND4 (50-70%
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truong hop), dot bién G3460A trén gen ND1
(15% truong hop) va dot bién T14484C trén
gen ND6 (10% truong hop) [5-8].

Nhiéu nghién ciru cho riang dang khong
dong nhat ctia dot bién co thé anh hudng mot
phan dén sy biéu hién va di truyén ciia bénh
LHON [9-10]. Vi vay viéc xac dinh cac nhan t6
g6p phan 1am thay doi kiéu hinh cua dot bién va
nhing hiéu biét vé co ché phat sinh bénh do dot
bién G11778A la can thiét. Trong mot nghién
cuu trude day, chung toi da diéu tra sy c6 mit
clia c6 dot bien G11778A & 163 bénh nhan than
kinh, co nguoi Viét Nam bang ky thuat PCR-
RFLP, tuy vay, chua mdt truong hop nao mang
dot bién G11778A duoc phat hién [11].



N.V. Minh va nnk. / Tap chi Khoa hoc PHQGHN: Khoa hoc Tir nhién va Cong nghé, Tdp 33, S6 25 (2017) 20-25 21

Bai bao nay trinh bay két qua nghién ctru
phat hién va dinh luong dot bién G11778A &
mot bénh nhén nhi nit, 7,5 thang tudi béng viéc
sir dung két hop phuong phap PCR-RFLP va
real-time PCR sir dung mau do TagMan mang
nucleotide dang cau khoa acid nucleic.

2. Nguyén liéu va phwong phap nghién ctru
2.1. Nguyén liéu va héa chat

MAau mau ngoai vi cua cdc bénh nhin nhi
dugc chan doan 1am sang 13 bi bénh than kinh,
co, ¢6 ham lugng acid lactic trong mau ting va
dugc Bénh vién Nhi Trung wong cung cap.

B¢ kit tach chiét ADN mau duge mua tir
hang Qiagen (Ptc). Cac cip mdi va miu do dic
hiéu dugc tong hop boi hing Integrated DNA
Tecnology (IDT, M¥). B6 kit nhan dong va bd
kit tao dot bién dinh vi dugc mua tir hing
Thermoscientifics (M¥). Dung dich gbc phan
ung real-time PCR dugc mua cua hang
Enzynomics (Han Qudc). Cac héa chét con lai
déu dat do tinh khiét dung cho nghién ctru sinh
hoc phan tur.

Céc plasmid tai t6 hop mang doan ADN ty
thé 318 bp (11.683-12.000) c6 va khdng mang
dot bién G11778A dugc tao ra trong nghién clru
trugc day [11] va 1a san pham ciia dé tai KC.04-
10/11-15, dugc st dung lam miu ddi ching
duong va am.

2.2. Xéc dinh dot bién G117784 bang phwong
phap PCR-RFLP

Dot bién G11778A dugc xic dinh bang
PCR-RFLP nhu da duoc mod ta trong nghién
ctru trude day [9]. Cu thé, doan gen 318 bp tir
hé gen ty (11.683-12.000) chira dot bién
G11778A dugc khuéch dai bsi PCR st dung
cap mdi 11778-Fw: 5
CTTCACCGGCGCAGTCATTC 3’ va 11778-Rv:
5> GTTGTGGTA AATA TGTAGAG 3’. San
pham PCR sau d6 dugc cit nhanh boi enzyme gioi
han SfaNI ¢ 37°C khoang 15 phut. San pham cat
dugc kiém tra bang dién di trén gel
polyacrylamide 12%. Mau khong dot bién c6 2
bing DNA 1a 213 bp va 105 bp, mau dot bién

dang dong nhat chi c6 mot biang 318 bp (do
trinh ty nhan biét va phan cat cua SfaNI bj bién
d6i khi co6 dot bién). Mau dot bién dang khong
dong nhit, ngoai bang 318 bp, con c6 cac bang 213
bp va 105 bp (do ¢ chira mot ty 18 ty thé khong
bi dot bién).

2.3. Pinh hegng dpt bién G117784 bang kj
thudt real-time PCR su dung mau do TagMan

dang cau khéa acid nucleic (locked nucleic
acid-LNA)

Dot bién G11778A duge dinh luong bing
ky thuat real-time PCR s dung mau do
TaqMan dang cau khoa acid nucleic (LNA)
tuong tu nhu v6i dot bién A3243G trong nghién
clru trude ddy cua Truong va tap thé [12]. Cu
thé, doan ADN dai 80 bp (11.740-11.819) duoc
nhan ban véi cip modi RT11778Fw: 5'-
CTGCCTAGCAAACTCAAACTAC-3' va
RT11778Rv: 5'-
GTGGGAGTAGAGTTTGAAGTC-3, ciip mau
do dac  higu  Wt-11778G:  5'HEX-
ATGATG+C+GA+C+TGTG-IBFQ-3' va Mt-
11778A: 5-6-FAM-AT+G+AT+G+T+GA+C
TG-IBFQ-3' duoc sir dung dé phat hién dot bién
(ddu + chi nucleotide LNA ngay trudc do).
Thanh phan phan tng real-time PCR gém 10 ul
Master mix (2x), 0,5 pl mdi loai mdi (10 uM),
0,2 ul moi loai mau do (5 uM) va 10 ng ADN
khuon va H,O cho tong thé tich 20 ul. Real-
time PCR duoc thuc hién véi ché do nhiét
95°C: 10 phuat; 40 chu ky 95°C: 15 giay,
60°C:30 gidy. Ty 18 dot bién dugc tinh dya trén
gia tri chu ky ngudng (Ct) cua mAu va cin cir
vao duong chuan thé ‘hién twong quan ty 1¢
nghich giita logarit s ban copy cuia khudn
(chtra doan gen dich) va gia tri chu ky ngudng,
sir dung cac plasmid chira doan gen ty thé mang
va khong mang dot bién G11778A lam chuan.

3. Két qua va thao luin

3.1. Phat flién bénh nhdn mang dot bién
G117784 bang PCR-RFLP

St dung phuong phap PCR-RFLP dé dugc
mo ta trude day [11] d€ sang loc su ¢ mét cua
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dot bién G11778A cia 149 miu ADN bénh
nhan nhi nghi bénh ty thé (than kinh, co) diéu
tri tai Bénh vién Nhi Trung wong, chung toi
phat hién 01 bénh nhan, ky hi¢u BN235 (Hinh
1A, giéng 4) co mang dot bién G11778A &
dang khong dong nhét, cy thé phd bang PCR-
RFLP c6 3 bang 318 bp, 213 bp va 105 bp,
trong khi 6 pho bang PCR-RFLP cua cic bénh
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nhan con lai chi cé 2 bang 1a 213 bp va 105 bp,
ching to cac miu niay khéng mang dot bién
G11778A.

Khi phan tich pho biang PCR-RFLP ciia bd
va me bénh nhan, két qua thu dugc (Hinh 1B)
cling cho thay cac trudng hop nay déu chi c6 2
bang 213 bp va 105 bp, ching to bd va me bénh
nhan BN235 khong mang dot bién G11778A.
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Hinh 1. Phé dién di san phim PCR-RFLP cac miu bénh nhan (A) va gia dinh bénh nhan BN235 (B). 1(A,B):
Thang chuan ADN; 2(A,B): Di chimg am; 3(A,B): Ddi chirng dwong nhan tao; 4A-8A: Mau bénh nhan; 6A,4B:
MaAu bénh nhan BN235; 5B: Me bénh nhan BN235; 6B: B6 bénh nhan BN235.

3.2. Pinh luong dot ~bié’n G117784 bcfng real-
time PCR su dung mau do TagMan LNA

Dé thiét lap diéu kién cho phan tmg PCR
dinh lugng st dung mau do Tagman LNA, cac
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méiu dbi chimg hdn hgp ADN plasmid mang
doan gen ty thé (tir vi tri 11.683 dén12.000) co
chtra dot bién va khong dot bién G11778A véi
ndng do 5.10° ban sao/pl. Nong d6 mdi mau do
tdi uu cho phan ung real-time PCR 13 40 nM.
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Hinh 2. Tin hiéu cia FAM va HEX trong dinh lvong mau mang dot bién G11778A va mau binh thuong. Biéu dd
khuéch dai tin hiéu FAM ¢ mau mang d6t bién (A) va mau khong mang dét bién (B).
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Két qua chay real-time PCR (Hinh 2) v&i
mau do Mt-11778A (5'-6-FAM-
AT+G+AT+G+T+GA+C TG-IBFQ-3") dé dinh
lugng dang dot bién va mau do Wt-11778G
(5'HEX-ATGATG+C+GA+C+TGTG-IBFQ-3')
dé dinh lugng dang khong dot bién cho théy chi
c6 tin hiéu nhan ban FAM ddi voi miu mang
dot bién G11778A (Hinh 2A) va chi c6 tin hi¢u
nhan ban HEX & miu khong mang dot bién
(Hinh 2B). Két qua nay ching t6 miu do ma
chung t6i thiét ké hoan toan ddc hiéu dé phan
biét su sai khac & mét nucleotide (hodc 1a G
hoic A) va dap ung dugc didu kién khit khe
cua phan tng real-time PCR.

Két qua xdy dyng dudng chuan cia real-
time PCR thé hién twong quan giita gia tri chu
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ky ngudng va logarit s6 ban sao gen (sir dung
plasmid chtra doan gen ty thé mang dot bién
G11778A va khong mang dot bién & cac ty 18
ndng d6 khac nhau) cho thiy do tuyén tinh cao,
gia tri cia hé sb twong quan R? dat 0,999 (Hinh
3), s6 liéu trén may ghi nhan hiéu suit PCR
tuong tmg v6i dang dot bién 1a 983% va
98,8%. Két qua nay ciing phu hop véi cac thong
s phan tich real-time PCR sir dung miu do
LNA dé dinh luong dot bién A3243G trong
nghién ctru ciru ctia Truong va tap thé [12] ciing
nhu tuong dwong véi két qua phén tich dot bién
G11778A bang real-time PCR sir dung mau
do gin protein lién két khe nho cua chudi
DNA goi tit 1a MGB cta nhom tac gia Wang
va tap thé [10].
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Hinh 3. Phé real-time PCR v6i mAu gia dinh BN235 (A) va dudng chuén real-time PCR (B) v6i khuon mang
dot bien G11778A (duong dudi) va khudn khong dot bién (duong trén).

Két qua phan tich sy c6 mit cia dot bién
G11778A & cac mau ADN cuia bénh nhan
BN235 va thanh vién gia dinh bénh nhan bang
real-time PCR véi cip mdi RT11778Fw va
RT11778Rv cung voi mau do dic hiéu Wt-
11778G va Mt-11778A (Hinh 3A) cho thiy
duodng cong nhan ban real-time PCR ctia mau
bénh nhan BN235 dat gia tri ngudng ¢ 22,5 chu
ky (Ci = 22,5) tuong duong voi 5x10° ban sao.
Trén co s& d6 thi chuan thiét 1ap dwoc (Hinh
3B), chung t6i da xac dinh duoc phan tram dot
bién G11778A cta bénh nhan 1a 2,71+0,12%.
Céac miu ADN cua me va bd bénh nhan déu
khong mang dot bién nay. Két qua nay hoan

toan tuong dong vé6i két qua RFLP-PCR néu &
trén.

Céc dan liéu kham tai bénh vién cho thiy
bénh nhan nhi 7,5 thang tudi ndy c6 nhiing biéu
hién phé bién cua bénh ty thé nhu réi loan
truong luc co, bi tdn thuong ndo, hinh anh cong
huong tr ndo khong binh thuong, cham phat
trién tinh than van dong, néng do axit lactic
trong mau cao, trung binh 4,6 mmol/l (mic
binh thuong < 2,2 mmol/l). Tuy nhién, bénh
nhan chua c6 biéu hién cac bénh 1y vé thi giac.
Dot bién G11778A 1a mot trong nhung nguyén
nhan giy nén hdi chiing LHON, tuy vay hoi
chung nay thuong gdp ¢ nam gidi hon la ni
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gidi [9] va dic biét, véi ty 1¢ dot bién dudi 75%
thi bénh nhan thudong chua c6 nhiing tri€u
chimg cua bénh [13]. Didu nay cho phép giai
thich vi sao bénh nhén nhi trong nghién ctru nay
chua cd céc triéu chirng bénh LHON. Hon nita,
cac roi loan truong luc co, ton thuong nio,
chdm phat trién tinh thdn van dong, ndng do
axit lactic trong mau cao ciia bénh nhéan c6 thé
do cac nguyén nhan khac, khong phai do dot
bién G11778A.

Dan liéu thu dugc ctia chung t6i ciing khang
dinh, dot bién G11778A khong dugc phat hién
thiy & me bénh nhan, vi vy co thé cho rang dot
bién ty thé nay da phat sinh trong qua trinh phat
trién ca thé.

Toéom lai, chung t6i da thiét 1ap duogc cach
thirc phat hién va dinh luong dot bién G11778A
ciia hoi chung LHON bang real-time PCR sir
dung moi Tagman LNA va bang viéc két hop
k¥ thuat PCR-RFLP vdi real-time PCR ching
t6i da phat hién va dinh luong ty 1¢ dot bién
G11778A & mdt bénh nhan nhi ni 7,5 thang
tudi. Pay 1a trudng hop bénh nhin mang dot
bién G11778A dugc phat hién lan dau tién &
Viét Nam.
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Detection and Quantitation of Mitochondrial G11778A
Mutation of LHON Syndrome in a Vietnamese Patient
with Tentatively Diagnosed Mitochondrial Disease
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Abstract: G11778A mutation in the ND4 gene of human mitochondrial genome accounts for 50-
70% of LHON syndrome. In this study, we set up real-time PCR using fluorescent Tagman probe with
locked nucleic acid nucleotide (LNA) for detection and quantitation of mitochondrial genome
mutation G11778A. The real-time PCR showed a linear correlation between logarithm of target gene
copy number and threshold value (C;) with a high regression value R? = 0.999. By using PCR-RFLP in
combination of real-time PCR, we found a 7.5 month girl patient carrying G11778A mutation. The
mutation was present at 2.71+0.12% of heteroplasmy. whereas her parents did not carry this mutation.
This is the first case with the mutation G11778A found in Vietnam.

Keywords: G11778A mutation, LHON syndrome, PCR-RFLP, Real-time PCR, LNA probe.
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