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Tém tit: Gen MTTL1cta hé gen ty thé va ma hoa cho phan tir RNA vén chuyén axit amin leucine
(tRNA™CYR) H5t bién A3243G ndm trén gen MTTL1 12 nguyén nhéan chinh gdy hoi chimg nio
giat co, tang acid lactic mau va gia dot quy (mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and
stroke-like episodes, dugc goi tit 1a MELAS). Trong nghién ctru nay, bang viéc két hop ky thuat
PCR-RFLP va real-time PCR chung t6i da phat hién dugc mét bénh nhan nhi (8 tudi, ni) mang
dot bién A3243G véi ty 1& 77,6%. Két qua phan tich sy c6 mat va ty 1¢ dot bién cua cac thanh vién
gia dinh bénh nhan cho thdy me bénh nhan cling mang dot bién A3243G vdi ty 1 9,7% nhung
khong c6 biéu hién hoi ching MELAS, trong khi d6, bd va em gai ctia bénh nhan khong mang dot
bién nay va hoan toan khoe manh. Két qua nay khing dinh dot bién A3243G da duoc truyén tir me

cho bénh nhan va sy biéu hién ctia bénh lién quan dén ty 1€ cua dot bién.

Tir khéa: Dot bién A3243G, Hoi chimg MELAS, PCR-RFLP, Real-time PCR.

1. Mé dau

Dot bién gen A3243G nam trén gen
MTTLI trong hé gen ty thé, ma hoa cho tRNA-
LeuWUR) 13 dot bién gen ty thé tdn tai & dang
khong dong nhét va 1a mot trong sé cac dot bién
gen ty thé co tan sudt xuat hién cao nhét [1].
Nghién ctru vé chirc ning ciia tRNA trong ty
thé & in vitro ching t6 rang dot bién A3243G
dd 1am giam kha ning aminoacyl hoa ddi véi
leucine (gin leucine tRNA-Leu) trong diéu kién
in vitro t&i 25 1an so voi tRNA-Leu dugc tong
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hop tir gen khong dot bién [2]. Nguoi bi dot
bién A3243G c6 thé khong biéu hién triéu
chtng hodc c¢6 nhiéu triéu chimg chimg 1am
sang khac nhau nhu tiéu duong, diéc, nhuoc co,
tam than phan liét, co giat, cham phat trién. . .,
trong d6 biéu hién 1am sang phd bién nhit cua
do6t bién nay 1a ndo gidt co ting acid lactic mau
va gia dot quy (mitochondrial encephalopathy,
lactic acidosis and stroke-like episodes, dugc
goi tit 1a MELAS) [3, 4].

Tan suat xuat hién ciia hoi chimg MELAS
la 1:15.000, 1a mot trong cac bénh than kinh di
truyén phd bién nhat [5]. Mirc do biéu hién cua
bénh thuong lién quan dén ty 18 (%) s ty thé
mang dot bién. Vi vay, phat hién dot bién ty
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thé, trong d6 co dot bién A3243G chi c6 gia tri
cao khi ngoai viéc khéng dinh su c6 mat cua dot
bién thi phai dinh luong dugc ty 1& dot bién.
Khi phén tich dot bién gen ty thé, cac miu mau,
nude tiéu va co thudng dugc sir dung dé phan
tich dot bién [6]. Tuy nhién sinh thiét co 1a mot
phuong phap gy thuong ton cho bénh nhan,
khong thé thuc hién mot cach thong dung trong
chan doan bénh ty thé. Vi vdy, cic mau mau
van dugc sir dung phd bién cho viéc phat hién
dot bién gen ty thé, trong d6 c6 dot bién
A3243G [4, 7].

Dot bién A3243G di duoc nghién cou ¢
nhiéu phong thi nghiém trén thé gidi [5, 8-12].
Trong cac nghién ctu trudc day, nhom nghién
ctru chung t6i ciing di phat hién thiy mot sd
truong hop bénh nhian mang dot bién A3243G
trong s cac bénh nhan nghi bi bénh than kinh
co [7]. Céng trinh ndy bao cdo két qua phat
hién va dinh luong ty 18 dot bién A3243G & mot
truong hop bénh nhin nhi méi va cac thanh
vién gia dinh cua bénh nhan.

2. Nguyén liéu va phuwong phap

2.1. Nguyén li¢u

Mau bénh phém cta bénh nhan va cac mau
mau cuia nguoi nha bénh nhan (c6 don tu
nguyén tham gia nghién ciru) duoc ldy theo cac
quy chuan cua Bénh vién Nhi Trung wong. Kit
tach chiét DNA dugc mua ciia hing Qiagen,
cap modi dic hiéu va miu do duoc mua tir
Integated DNA Technologies (IDT, Hoa Ky).
Mastermix cho real-time PCR mua tu
Enzynomics (Han Quéc). Enzyme gi6i han mua
tor hang Thermoscientific (Hoa Ky). Cac hoda
chét con lai déu dat do tinh khiét can thiét trong
sinh hoc phan tir.

2.2. Phuong phap

2.2.1. Phat hién @t bién A3243G bdng
PCR-RFLP

DNA tong sb dugc tach chiét theo kit cia
Qiagen. Phat hién sy c6 mit cua dot bién
A3243G trén hé gen ty thé dugc thuc hién theo
cac diéu kién mo ta trong nghién ctru trude day

[7]. Cu thé doan gen 198 bp (3134-3310) duoc
nhan ban bang phan tng chudi polymerase
(PCR) véi cip mdi dic hitu MAGFw va
MAGRYV c6 trinh ty nhu ghi ¢ bang 1. Trong do
mdi xudi (MAGFw) chira 1 nucleotide khéng
bat cap tai 3149 (C dwoc thay bang T) va moi
nguoc (MAGRYV) chira 1 nucleotide khong bit
cap tai 3318 (G duoc thay bang A) dé loai bo
bét 2 diem cat cua Haelll thuan loi khi dién
di.Thanh phan PCR bao gom: 2,5 pl dém Tagq
DNA polymerase 10X; 0,5 pl Tag DNA
polymerase (5 don vi/pl); 2,5 pl dNTPs 2 mM;
1 ul moi xudi 10 pmol; 1 pl mdi ngugc 10
pmol; 1 ul DNA khu6n (40-50 ng/ul) va 16,5 pl
dd H,0 cho tong thé tich 25 ul. PCR dugc thuc
hién qua 35 chu ki véi 3 budc chinh: bién tinh
DNA ¢ 95°C trong 30 gidy, gin mdi & 56°C
trong 30 gidy va kéo dai chudi & 72°C trong 30
gidy. Mau ddi chimg 4m tinh (khong chua
DNA) duoc dit cung thi nghiém dé kiém tra
kha nang nhan ban khong dac hiéu.

San pham PCR duoc cit bang enzyme gioi
han Haelll bang cach u ¢ 37°C trong 10-12 gio,
san pham cat dwoc dién di trén gel
polyacylamide 12% trong dém Tris-acetate, pH
8,0 chtta 1 EDTA 1 mM (TAE 1X) va duogc
nhuém bang ethidium bromide va chup anh
dugi hé thong soi gel cua Biorad. Dot bién
A3243G lam xuét hién diém cét ctia Haelll trén
doan gen nhan ban, do d6 khi doan DNA nhén
ban mang dot bién dugc cit bang Haelll sé& tao
ra 2 doan c6 kich thudc 1an luot 1a 111 bp va 87
bp, trong khi d6, nhitng doan gen nhéan ban
khong mang dot bién s& khong bi cat bai
Haelll, vi vdy van giit nguyén kich thuéc ban
dau 1a 198 bp. Cac mau phan tich mang gen
mang dot bién & dang khong dong nhat
(heteroplasmy), phd bing PCR-RFLP s& c6 3
bang 198 bp, 111 bp, 87 bp. P§ dam nhat cia
bang 198 bp so voi bang 111 va 87 bp lién quan
dén ty 18 s6 ban sao mang dot bién va khong
mang dot bién.

2.2.2. Pinh lwong dot bién A3243G bang
real-time PCR

Viée dinh lugng dot bién A3243G bing
real-time PCR stt dung mau do huynh quan



P.B. Khanh va nnk. / Tap chi Khoa hoc PHOGHN: Khoa hoc Tw nhién va Céng nghé, Tap 33, S6 1S (2017) 305-311 307

dang co6 nucleotide cau khoa (LNA) duoc thuc
hién theo phuong phap cta Truong va tap thé
[13]. Cu thé, doan DNA chtra vi tri dot bién
A3243G dai 90 bp tir vi tri 3206-3295 trén hé
gen ty thé dugc nhan ban véi cip moi xudi
MtMEL-F2/mtMEL-R2 va nucleotide dot bién
dugc phat hién bang mau do huynh quang dic
hi€u cho nucleotide khong dot bién va c6 dot
bién Wt-MEL-HEX-1/Mt-MEL-FAM-1  ¢6
trinh ty nhu trong Bang 1. Thanh phan cua phan
g real-time PCR gdm qPCR master mix, 0,5
pumol/L mdi loai méi, 0,1 umol/L mdi loai mau
do (Wt-MEL-HEX va Mt-MEL-FAM-1) va 20-

50 ng DNA khuén cho tong thé tich 20 pl.
Real-time PCR duoc thyc hién véi ché do nhiét
95°C, 10 phut tiép ndi 40 chu ky véi 95°C, 15
gidy dé bién tinh va 60°C, 30 gidy dé bat cap va
kéo dai chudi. Mau dinh lugng dugc chay kém
méau chuan. Mau chuan duoc xdy dung bang
cach tron theo ty 1€ 1:1 plasmid mang DNA c6
va khong c6 dot bién A3243G & cac nong do tir
5.10° - 5.10% ban sao/ul (hé sb pha lodng 10).
Luong dot bién trong mdi mau duge do 3 1an (n
= 3) va dugc xir 1y theo phuong phap thong ké.
Cuong d90 tin hi€u huynh quang dugc ghi nhan
va phan tich boi hé théng iQ5 cycler (Biorad).

Béng 1. Trinh tu cua mdi va mau do dung cho phat hién va dinh lugng dot bién A3243G

Mobi/Mau do Trinh tu Vi tri trén DNA ty thé
MAGFw 5" CAAGAGAAATAAGGCTTACTTC 3’ 3134-3155
MAGRV 5’GGAGTAGGAGGTTAGCCA TGGG 3’ 3310-3331
MMEL-F2 5-CCA CAC CCACCC AAG AAC AG-3’ 3206 - 3225
MMEL-R2 5-AGG AATTGAACCTCTGACTGTAAAGTT TT-3® 3267 - 3295
Wt-MEL-HEX-1(méu do

cho dang khong 4ot biény  HEX” CCG BGCHT+CT GCC AT-IBFQ 3237 - 3250
MEMEL-FAM-H(maudd — oe AV oG GGCH+CCT GCC AT-IBFQ 3237 - 3250

cho dang d6t bién)

Ghi chii: dau + chi nucleotide LNA ngay truée do.

3. Két qua va thao luin
3.1. Phat hién dot bién A3243G bang PCR-RFLP

Trong nghién clru nay, doan gen 198 bp
chira dot bién A3243G tir 3134-3331dugc nhan
ban béng PCR voi cap moi dic hiéu cit va bf?mg
Haelll dé tao ra phd bing PCR-RFLP nhu di
mo ta trude day [7]. Két qua dién di san pham
PCR-RFLP cua bénh nhan nhi va cac thanh
vién trong gia dinh bénh nhan (Hinh 1) cho thdy
bénh nhan c6 3 bang 198 bp, 111 bp va 87 bp
(duong chay sb 4), chung to6 bénh nhan co
mang dot bién A3243G. Trong s cac thanh
vién gia dinh gdm bd, me va em gai caa bénh
nhan, chi c6 me bénh nhan c6 phd bing tuong
tu bénh nhan véi 3 bang 1a 198 bp, 111 bp va
87 bp (dudng chay sb 6), con bd va em gai cua
bénh nhan chi c6 mot bang DNA 198 bp. Két
qua nay chung té me bénh nhin c6 mang dot
bién A3243G, con bd va em gai khong mang

dot bién nay. Phd biang PCR-RFLP cia bénh
nhan va céc thanh vién gia dinh ciing con cho
thdy, bang 111 bp va 87 bp rat rd nét & mau
bénh nhan, trong khi d6 2 bing nay & mau me
bénh nhan chi & mirc da phat hién, chimg té ty 1€
dot bién ¢ me rat thap. Két qua phan tich chig to
dot bién A3243G dugce di truyén tr me sang cho
bénh nhén va ty 1¢ dot bién ¢ bénh nhan 1a cao
hon so voi ty 1€ nay 6 me bénh nhan.

3.2. Dinh luong dét~bién A3243G bc%ng real-
time PCR su dung mau do Tagman LNA

Nham dinh lugng chinh xéc ty 18 dot bién &
cac thanh vién trong gia dinh bénh nhan,
phuong phép real-time PCR véi mau do LNA
dugce s dung. Két qua phén tich cho thdy &
biéu d6 dudng cong khuéch dai v6i mau do Mt-
MEL-FAM-1 (mau do cho dot bién) chi xuét
hién tin hiéu d6t bién cua bénh nhin va me
bénh nhan ma khéng thay tin hiéu dot bién cua
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bd bénh nhan va em gai bénh nhan (Hinh 2A),
va cic mau nay chi thiy su xuit hién duong
cong khuyén dai véi mau do Wt-MEL-HEX-1
(miu do cho khong dot bién). Gia tri h¢ s6
tuong quan tuyén tinh (R?) giita logarit s6 ban
sao ban dau va chu ki ngudng (C) cia duong
chuin dot bién (mau vang) va duong chuan
khong d6t bién (mau xanh lam) nim trong
khoang 0,995- 0,997 (Hinh 2B) khang dinh su
tuong quan chat che gitra logarit sO ban sao ban
dau va chu ki ngudng (Cy). Trén co so gia tri
chu ky ngudng cua mau nghién ctru va dd thi
chuan thiét 1ap duoc, ty 1& dot bién A3243G cua
bénh nhian va me bénh nhan duoc xac dinh
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tuong tmg 13 77,4% va 9,7%. Két qua phan tich
bang real-time PCR ciing cho thiy khong c6 dot
bién A3243G & b6 bénh nhan va em gai bénh
nhan. Két qua phan tich real-time PCR nay la
hoan toan phu hop v&i phd bing PCR-RFLP
trudc d6. Su khac biét dang ké vé ty 1¢ dot bién
A3243G & bénh nhan va me bénh nhan cho
phép gidi thich vi sao bénh nhan (c6 ty 1€ dot
bién A3243G 1a 77,4%) biéu hién triu chimg
MELAS, trong khi me¢ bénh nhéan (véi ty 1& dot
bién 9,7%) khong c6 biéu hién ctia hoi chimg
nay (Bang 2). B6 va em gai cta bénh nhan
khong mang dot bién A3243G va ciing phu hop
v6i dan liéu 1am sang 13 binh thuong.

111 bp
87 bp

Hinh 1. Nhan ban doan gen ty thé mang d6t bién A3243G bang PCR (A) va Phé biang PCR-RFLP
clia cac mau bénh phdm cua gia dinh bénh nhan nghi bi dot bién A3243G (B). 1.Thang chuan DNA, 2. Plasmid
mang doan gen khong chira dot bién A3243G, 3. Plasmid mang doan gen chira dot bién A3243G, 4. Bénh nhén,
5. Em gai bénh nhan, 6. Me bénh nhan, 7. B bénh nhan.
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Hinh 2. Pudng cong khuéch dai va biéu db thé hién su twong quan giita logarit s ban sao
ban dau va gia tri chu ki ngudng (Cy).
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Biéu d6 duong cong khuéch dai doan gen ty
thé khong mang dot bién A3243G (théng qua
tin hiéu HEX) va mang dot bién A3243G
(thong qua tin hi¢u FAM).

Biéu d6 thé hién sy twong quan giira logarit
sO ban sao ban dau va gia tri chu ki ngudng (Cy)
cua bénh nhén va cac thanh vién trong gia dinh
gém bd, me va em. DPuong chuén dot bién cé
mau vang va khong dot bién c6 mau xanh lam.

Bang 2. Triéu ching lam sang va ty 1¢ dot bién A3243G & cac thanh vién trong gia dinh bénh nhan BN426

Ty lé

Cac thanh vien Gioi Tubi dot bién Dic diém 1am sang B.enh‘ su
trong gia dinh tinh . gia dinh
trong mau
Nhap vién 9 lan, non sét, co giat, lo
mo, trang thai dong kinh cuc bo, giam
kha nang nghe nhin, khé thd, sup mi,
Bénh - 2 ram 16ng, men gan cao, toan mau, suy
v + 0 0 Ll N 1 Ll
nhéan N 8ol 77,6£0,6% dinh dudng, ton thuong ¢ thly thai
duong, thuy cham bén trai, ting tin
hiéu trén phim T2 va FLAR, lactate
mau 8,8mmol/L
Gia dinh ~ , Binh
Khong phat "
BN426  g¢ Nam 35tuoi  hign dot Khoe manh thuong
bién
Me Nt 32tudi  9,7+1,77%  Khoe manh
Em i Khéng phat
5 N 6 tuoi hi@n dot Khoe manh
g bién

Nham giai thich cho hién tuong ty 18 dot
bién cia me va con khic nhau dong thoi co sy
khac nhau gilta cac nguoi con trong gia dinh,
déc bit trong nghién clru ndy em gai bénh nhan
khong mang dot bién, mot 6 nghién ctru dé chi
ra rang DNA ty thé duoc di truyén theo co ché
“nit ¢d chai”, nghia la chi mét lwgng nhé DNA
ty thé ctia me duoc di truyén va phan phdi ngiu
nhién & cac tring dan téi cac trimg co ty 1& dot
bién khac nhau, thdm chi c¢6 trimg khong mang
ban sao dot bién. Thuc té, Ma va tap thé [4], khi
nghién ciru dot bién A3243G & cac gia dinh
bénh nhan Trung Qudc di phat hién ra trong s6
14 ba me¢ 2 con ¢6 7 ba meg mang dot bién va ca
2 con déu mang dot bién, 4 ba me mang dot
bién, thi chi c6 1 con mang dot bién va 1 con
khong mang dot bién, 3 ba me khéng mang dot

bién c6 1 con mang dot bién va 1 con khong
mang dot bién [4]. Nghién ctru ciia chung t6i da
bd sung mot bing ching vé& co thé phan bd
ngiu nhién hé gen ty thé theo thuyét “niit cb
chai” trong su hinh thanh té bao tring.

Dot bién A3243G 1a dot bién gen ty thé
thuong gip nhét va dac trung cho hoi ching
MELAS, thuong tén tai & dang khong dong
nhét trong té bao. Viéc diéu tra sy c6 mit va ty
1é dot bién A3243G voi cac bénh nhan nghi bi
than kinh co va c¢6 ham luong lactat mau cao 1a
can thiét va s& gdp phan quan trong vao viéc
chan doan chinh x4c nguyén nhan giy bénh, tir
d6 gitip dua cac phac d6 diéu tri bénh phu hop,
cling nhu ¢6 cac tu van di truyén cho cac dbi
tugng mang gen bénh.
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4. Két ludn

Trong nghién ciru nay, bang k¥ thuat PCR-

RFLP va real-time PCR véi mau do Tagman
LNA da cho phép phat hién va dinh lugng
chinh xac ty 1& dot bién A3243G ¢ mot bénh
nhan nhi va cac thanh vién trong gia dinh va chi
ra sy tuong quan giitra ty 18 dot bién va biéu
hién lam sang cua bénh.

Lo1i cam on

Nghién ctru dugc thuc hién voi sy tai trg

kinh phi ciia dé& tai Khoa hoc va Cong nghé
cap Pai hoc Quoc gia Ha Noi véi ma so
KLEPT.16-03.
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Detection of a Case Harboring Mitochondrial A3243G
Mutation of MELAS Syndrome
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Abstract: Mitochondrial genome A3243G mutation in the tRNA"““® encoding gene (MTTL) is
the main cause of mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes (MELAS).
This mutation exists in heteroplasmic form and severity of the disease is affected by many factors
including heteroplasmy level.

In this study, a pediatric proband (female, 8 years old) was found to carry A3243G mutation at
77.6% of heteroplasmy by using PCR-RFLP in combination with real-time PCR. The results of the
A3243G mutation analysis of the proband’s family showed that her mother without any symptoms of
encephalopathy also carried the mutation at 7.9% of heteroplasmy whereas the mutation was not found
in the proband’s healthy father and healthy sister, indicating that the proband received the A3243G
mutation from her mother and the expression of MELAS syndromes depended on the level of
heteroplasmy.

Keywords: A3243G Mutation, MELAS Syndrome, PCR-RFLP, Real-time PCR.





