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Tém tit: Dot bién gen ty thé A1555G 1a nguyén nhan ctia héi chimg diéc cam ting boi khang sinh
nhém aminoglycoside. Trong nghién ctru nay, bang phuong phiap PCR-RFLP, 173 miu bénh pham
bi nghi ngd méc bénh ty thé dugc kiém tra sy c6 mit cta dot bién A1555G. Poan gen 282 (tir vi tri
1301 dén 1582 trong hé gen ty thé) dugc nhan 1én bang PCR va sau d6 dugc cit bang Haelll, phd
bang PCR-RFLP ctia ngudi binh thudng ¢6 2 bang DNA 164 bp va 118 bp trong khi bénh nhan c6
bang 164 bp, 91 bp va 27 bp. Két qua ching t6i phat hién 1 truong hop mang dot bién A1555G &
dang dong nhat. Dot bién nay cting Xuét hién & me va em trai bénh nhan nhung khong thay ¢ bd
bénh nhan. Ddng thoi dot bién A1438G ciing dugc tim thay trong khi giai trinh ty doan gen mang
do6t bién A1555G. Tuy bénh nhan mang dong thoi ca hai dot bién A1555G va A1438G nhung chua
phat hién dwoc mdi lién hé tin cay nao gitra hai dot bién nay.

Tir khéa: DNA ty thé, dot bién A1555G, dot bién A1438G, Hoi chimg diéc cam tung boi

aminoglycoside, RFLP-PCR.

1. Mé dau

Ty thé 12 bao quan san xudt ning luong cho
té bao bang cich oxy héa cdc hop chit hiru co
thanh H,O, CO; va nang luong dudi dang ATP.
Hé gen ty thé c6 kich thude 16.569 bp gém 37
gen; ma héa cho 13 loai protein, 2 loai rRNA va
22 tRNA khic nhau lién quan dén hoat dong va
chirc ning cta ty thé [1]. So v6i ADN nhan té
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bao thi ADN ciia ty thé dé bi ton thuong do mdi
trudng trong ty thé gidu oxy phan @mg va do
thiéu co ché stra chita hiéu qua. Hon 250 dot
bién khéc nhau trong hé gen ty thé da dugc xdc
dinh ké tir khi dot bién dau tién duoc phat hién
vao nam 1988 [2]. Nghién ciru cdc dot bién gen
ty thé cho phép phat hién ra nguyén nhan cua
nhiéu loai bénh khéc nhau.

Dot bién thay thé nucleotide A thanh G tai

vi tri 1555 trén gen ma hda cho rRNA 12S la
nguyén nhan chinh giy mat thinh gidc khi c6
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mat cua khang sinh aminoglycoside nhu
streptomycin, gentamycin, kanamycin [3].
Nhiéu nghién ciru cho rang dot bién A1555G c6
thé tao ra cap base méi C-G khién céu tric bac
2 cia gen 12S rRNA ty thé nguoi gidng véi
vung tuong tng & gen 16S rRNA cua E. coli
hinh thanh vi trf hoat ddng ctia aminoglycoside.
Khi su dung cac khang sinh thuoc nhom
aminoglycoside, khang sinh nay s€ bam vao
12S rRNA ty thé (dang dot bién A1555G) & té
bao 16ng bc tai, lam cho viéc dich ma (téng
hop) phirc hé I (chiém 56% protein ty thé) bi
anh huong, dan dén tich liiy nhiéu gbc
superoxide gdy chét té bao tai trong va hau qua
1a 1am mat thinh gidc [4, 5]. Dot bién A1555G
thuong & dang dong nhét (homoplasmy) nhung
biéu hién tri€u chimg bénh cua cédc thanh vién
trong gia dinh l1a rat khic nhau. Nhiéu yéu t6
nhu gen nhan, da hinh gen ty thé, cic yéu t6
mdi truong hodc cdc md dac higu... co thé hoat
dong doc lap hodc tuong hd 1dn nhau lam thay
d6i biéu hién 1am sang cua bénh. Yéu té moi
trudng duy nhat c¢6 lién quan t6i biéu hién bénh
la aminoglycoside [6]. Ngoai ra, ty 1€ bi bénh
cling phu thudc vao tudi; ty 1& nay 50% & tudi
30 va 88% & tudi 65 [7].

Muc dich ctia nghién ctru nay diéu tra sy c6
mat cua dot bién A1555G & cic bénh nhén nghi
bi bénh ty thé, gop phan dua ra liéu phap phu
hop cho ngudi bénh.

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

173 mau bénh phiam nghi bi bénh ty thé véi
cic biéu hién bénh 1y ¢ nhidu co quan khéc
nhau, dic biét la than kinh va co, thuong co
ham luong lactate mau hodc dich ndo tuy cao
hon gidi han binh thudong (trén 2,2 mmol/L).
Cac mau nghién ctru dugc lay theo cac quy

chudn cta Bénh vién Nhi Trung wong. Kit tich
chiét ADN dugc mua cua hing Qiagen, cip mdi
dac hiéu mua tor Integated DNA Technologies
(IDT). Enzyme giéi han mua tr hang
Thermoscientific. Cdc héa chat con lai déu dat
d6 tinh khiét can thiét trong sinh hoc phan tu.

2.2. Phuong phdp

ADN tong s6 dugc tich chiét theo kit cua
Qiagen. Phat hién sy c6 mat cua dot bién
A1555G trén hé gen ty thé duoc thuc hién theo
céc diéu kién do Truong va tap thé thiét lap [8]
c6 cai tién. Cu thé, doan gen 1301-1582 (282
bp) dugc nhan ban bing phan tng chudi
polymerase (PCR) v&i cap moi dac hi€u cob
trinh ty DAGFw: 5 GCG CAA GTA CCC
ACG TAA AGA C 3’ (1301-1322) va DAGRv:
5" CCA GTA CAC TTA CCA TGT TAC GAC
TGG 3 (1582-1556) - Mdi DAGFw dugc thiét
Kké dya trén trinh tg hé gen chuin [1]. Mbi
DAGRyv chtra 1 nucleotide khong ghép cap (T
duoc thay b?ing G) tao diém cét cho Haelll khi
c6 dot bién. Thanh phan PCR bao gom: 2.5 ul
dém Tagq ADN polymerase 10X; 0,5 ul Tag
DNA polymerase (5 don vi/ ul); 2,5 ul dNTPs
2mM; 1 ul mdi xudi 10 pmol; 1 pl mdi nguoc
10 pmol; 1 pul ADN khudn (40-45 ng/ul) va
16,5 ul dd H,O cho tong thé tich 25 pl. Hon
hop phéan g dugc tron déu, dit vao may PCR
va tién hanh chay trong 35 chu ki v6i 3 budc
chinh: bién tinh ADN & 95°C trong 10 gidy, gin
mdi & 61°C trong 10 gidy va kéo dai chudi ¢
72°C trong 30 gidy. Mau ddi ching 4m tinh
(khong chtta ADN) dugc dat cung thi nghiém
dé kiém tra kha nang nhan ban khong dic hidu.

San pham PCR dugc cit bang enzyme gidi
han Haelll G & 37°C trong 10-12 gio, san pham
cit duoc dién di trén gel polyacylamide 12%
trong d&m TAE 1X va dugc chyp anh dudi hé
thdng soi gel cta Biorad.
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San pham PCR ciing duoc dwa vao vector
pJET 1.2 va dugc bién nap vao té bao kha bién
DH5a. Plasmid duoc tich chiét, kiém tra bing
enzyme gidi han va gidi trinh tu boi Cong ty 1st
Base (Singapore) va dugc ding 1am ddi chimg
duong trong quy trinh PCR-RFLP.

3. Két qua va thio luan
Phdt hién dot bién A1555G bang PCR-RFLP

Dau tién chiing t6i nhan ban doan gen 1301-
1582 c6 kich thudc 282 bp chura vi tri dot bién
tir hé gen cia cac bénh nhan nghi bi bénh ty thé
bang cip mdi dic hiéu DAGFw/ DAGRYy.

bp

500

300 282 bp

Hinh 1. Pién di san pham nhan ban doan gen 1301-
1582.1: Thang chuin ADN, 2: Déi chimg 4m (khong
¢6 ADN khuon), 3-8: San phim PCR
cac mau bénh pham

Két qua thu duoc (hinh 1) cho thdy san
phiam PCR c6 mét bang nhan ban & vi tri phu
hop véi kich thude bang theo tinh toan 1y thuyét
la 282 bp (duong chay 3-8), chung t6 chiing toi
da nhan ban thanh cong doan gen 1301-1582.

Dé phét hién dot bién A1555G, san pham
PCR dugc cit bang enzyme gi6i han Haelll va
chay dién di trén gel polyacylamide 12%. Theo
cich thiét ké thi nghiém thi doan ADN khong
do6t bién s& bi cat 1am 2 bang c6 kich thudc 1a
164 bp va 118 bp. Poan ADN bj dot bién sé& cit
thanh 3 bang l1a 164 bp, 91 bp va 27 bp (bang
118 bp bi cit thanh 91 bp va 27 bp).
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Hinh 2. Di¢n di san pham cat doan gen 1301-1582
bang Haelll. 1: Thang chuan ADN, 2: San phdm
PCR khong cit bing Haelll. 4-6: San pham PCR tir
DNA bénh nhén va duoc cit Haelll

Két qua dién di cho thdy cdc mau & duong
chay 4-6 déu bi cit 1am 2 bang 14 164 bp va 118
bp chiing to cic miu nay khong mang dot bién
A1555G. Puong chay sb ba xuat hién bang 164
bp, bang 91 bp va 27 bp do bing 118 bp cit
hoan toan thanh; theo tinh toan 1y thuyét thi
miu bénh phiam nay c6 thé mang dot bién
A1555G va dot bién nay ton tai & dang dong
nhét. Trong tong s6 173 miu bénh pham, chiing
toi chi phat hién mot trudng hop c6 sai khic voi
cdc mau con lai (hinh 2, duong chay 3). bay la
mau cia mot bénh nhan nhi nir 11 tudi (BN
164, mi sb 140226).

Phan tich phé bang PCR-RFLP ciia cdc thanh
vién gia dinh bénh nhdn

Dé di sau nghién ctru vé kha niang c6 mat
ctia dot bién A1555G, ching tdi dd phan tich
phd bang PCR-RFLP cuia cac thanh vién trong
gia dinh bénh nhan (dugc ki hi¢u gia dinh 164).
Két qua thu dugc (hinh 3) cho thdy ADN khudn
ctia b bénh nhéan khi cit bang Healll cho hai
bang 12 164 bp va 118 bp gidng nhu miu khong
mang dot bién. Trong khi mdu ADN ciia bénh
nhan, me¢ bénh nhan va em trai bénh nhan déu
bi cit thanh ba bing 164 bp, 91 bp, 27 bp,
ching t6 me va em trai bénh nhan c6 mang dot
bién. Piéu nay phit hop véi tinh chét di truyén
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theo dong me cua dot bién gen ty thé dong thoi
cling khing dinh duoc tinh dong nhét sé ban
sao trong té bao ciia dot bién A1555G.

Hinh 3. Pién di san phdm PCR dugc cit bang Haelll
doan gen 1301-1582 cua gia dinh bénh nhan 164.
1: Thang chuén ADN; 2: D6i chitng khong mang dot
bién; 3: i chimg duwong mang dot bién; 4-7: Phd
bang PCR-RFLP tuong tng cua bénh nhan, em trai
bénh nhan, me bénh nhan va bd bénh nhan

Phan tich trinh tw nucleotide cua doan gen
nhdn ban nghi chira dot biéen

bé khéng dinh chic chén sur tdn tai cua dot
bién A1555G, chiing t6i tién hanh nhan dong
san pham PCR vao vector pJET 1.2, bién nap
vao té bao kha bién DH5a. Plasmid tai to hop
dugc tach chiét va kiém tra bang Healll trudc
khi doc trinh ty (két qua khong néu ¢ day). Két
qua gidi trinh ty dugc so sanh vdi trinh ty doan
gen tuong mg trén ngan hang thé giéi véi ma
s6 J01415.2 bang phan mém Clustal.
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Hinh 4. So sanh trinh ty nucleotide doan gen 1301-1582 ctia gen ty thé bénh nhan 164
v6i trinh ty gen chuén (JO1415.2) trén GenBank.

Két qua so sinh doan gen quan tim voi
trinh ty gen chuan JO1415.2 trén GenBank
(hinh 4) cho théy doan gen nghién ciru tir bénh
nhén c6 3 vi tri sai khac véi trinh ty gen chuén,
trong do vi tri 1557 ¢6 sy thay ddi A thanh C

hay (T thanh G) 1a do chung t6i chu dong thay
dbi trong thiét ké modi ban dau dé tao diém cit
cua enzyme gioi han Healll, tai vi tri 1438 va
1555 déu c6 sy thay ddi tir A (theo trinh ty
tham chiéu binh thuong) thanh G. Két qua nay
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lan nita khang dinh viéc phat hién bénh nhén c6
mang dot bién A1555G bang PCR-RFLP la
chinh x4c. Ngoai ra trinh tyr doan gen cho thay
bénh nhan dong thoi mang dot bién A1438G co
lién quan dén hoi chimg tiéu dudng type 2 [9].

Qua diéu tra sy c6 mit cia dot bién
A1555G biang PCR-RFLP cho thiy trong s6
173 bénh nhan nghi bi bénh ty thé ching toi
phat hién 1 mau bénh pham c6 mang dot bién
A1555G, chiém ty 1€ 0,58%. Trude d6, Truong
Thi Hué va tap thé [8] dd sang loc dot bién
A1555G trén 106 mau bénh nhén than kinh co
nhung khong phat hién dugc bénh nhin ndo
mang dot bién A1555G. Khi diéu tra ty 18 dot
bién nay & cdc bénh nhan mat kha ning nghe
v6i d6 on 16n hon 90 dB cho thiy ty 1¢ mang
dot bién & ngudi Buc 1a 0,7%, ngudi Ba Lan la
2,4%, nguoi Hunggary 1a 1,8% [10], ty 1€ mang
d6t bién nay ¢ bénh nhan mit kha ning nghe
khong tri€u chiing & nguoi Italy 1a 5,4% [11], &
nguoi dan tinh Otago, New Zealand 1a 0,48%
[12], & bénh nhén khiém thinh ngudi Brazin la
2% [13]. Chiing tdi chua c6 diéu kién dé diéu
tra sy ¢ mit clia dot bién A1555G trén dbi
tuong bénh nhan diéc khong tridu ching, va
day ciing 12 1y do vi sao ty 18 dot bién phat hién
dugc trong nghién ctru ctia ching t6i 12 rat thap.

Trong nghién ctru nay, bénh nhan mang dot
bién A1555G 1a mot chau gai 11 tudi, khong bi
diéc, tré bi teo va yéu co géc chi ca hai bén, co
nghiém phdp Gowers duong tinh nhung khong
c6 phi dai hai bip chan, ham luong acid lactic
cao hon 4 lan murc binh thuong. Ngoai ra, khi
tim hiéu vé gia dinh dugc biét, cic thanh vién
cua gia dinh (bé, me va em trai) khong ai bi
diéc, duy chi c¢6 em gai cia m¢ bénh nhan bi
diéc nhe, co giat va mét & tudi 19. Bénh nhén
164, nhu da néu ¢ trén, dong thoi mang dot bién
A1438G. Tuy vy, trong khudn khd cta nghién
ctru nay chung t6i chua phat hién duoc sy lién
quan giita hai dot bién A1555G va A1438G.

Két qua phat hién dot bién gitip giai thich
mot phan nguyén nhan gy bénh va dong thoi
c6 thé gop phan tu van nhitng ngudi mang dot
bién A1555G trong viéc tranh st dung nhom
khang sinh aminoglycoside.

4. Két luan

St dung phuwong phdp PCR-RFLP két hop
giai trinh tu nucleotide chung t6i da phat hién
1/173 bénh nhén than kinh co mang dot bién
A1555G ¢ dang dong nhét. Dot bién A1555G
dugc di truyén tir me sang con. Bénh nhan ciing
duoc phat hién déng thoi mang dot bién
A1438G, tuy vay chiing t6i chua phat hién dugc
c6 mdi lién hé nao giira hai dot bién nay.

Lo1i cam on

Nghién ctiu dugc thyc hién voi sy tai trg
kinh phi cia B Khoa hoc va Coéng nghé,
Chuong trinh Cong nghé sinh hoc, D& tai mi s6
KC.04.10/11-15.
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Abstract: The mitochondrial A1555G mutation was detected to be associated with deafness

syndrome in humans treated with aminoglycoside antibiotics.

In this study, 173 samples of suspected encephalomyopathy patients were screened for the

presence of A1555G mutation by PCR-RFLP and DNA sequencing. The DNA fragment of 282 bp
(from 1301 to 1582 positions in the human mitochondrial genome) was amplified by PCR and then
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digested with Hae III. PCR-RFLP banding patterns of the normal or wildtype subjects had two DNA
bands of 164 bp and 118 bp and the A1555G mutation-carrying subjects had three bands of 164 bp, 91
bp and 27 bp. One 11 years old female patient was found to carry A1555G mutation in homoplasmy.
This mutation was also found in the mother and brother of the patient but not in her father. We also
detected A1438G mutation in the same patient, but no relationship between A1555G and A1438G
mutations was found in this study.

Keywords: Mitochondrial DNA, A1555G mutation, A1438G mutation, Aminoglycoside-induced
deafness, RFLP-PCR.



