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TOM TAT

Muc tiéu: Xay dwng quy trinh phat hién dét bién gen ABCC8 lién quan t6i bénh déai thao
dudng so sinh. Béi twong va phwong phap: Mot dot bién gen ABCC8 phét hién & moét bénh
nhan (BN) méac dai thao dwdng so sinh tai Viet Nam dwoc st dung dé thiét ké doan méi cho
phan ng khuéch dai chudi PCR. Phan (rng nay khuéch dai doan gen mang dét bién trén téng
coéng 33 mau bénh phadm, sau dé két hop phwong phap giai trinh tw Sanger dé phat hién dét
bién lién quan dén bénh dai thdo dwdng so sinh. Két qua: Phat hién 2 trwong hop (6,06%)
mang dot bién ¢.3422A>G trén doan exon 28 cla gen ABCC8. Con 31 mau (93,94%) khéng
phat hién mang dot bién nao trén exon dwoc khdo sat. Két luan: Quy trinh dwoc xay dung
mang lai y nghia quan trong va gilp ich cho qua trinh phéat hién dét bién gen ABCCS.

* T khéa: Bai thdo dwong so sinh; Dai thao dwong; Bénh chuyén héa; Gen ABCCS; Quy
trinh phéat hién chan doan.

Establishing a Procedure to Detect ABCC8 Gene Mutations
Related to Neonatal Diabetes Mellitus

Summary

Objectives: To establish a procedure to detect ABCC8 gene mutations related to neonatal
diabetes mellitus. Subjects and methods: An ABCC8 gene mutation related to neonatal
diabetes mellitus found in a Vietnamese patient was used to design primers for PCR
(Polymerase Chain Reaction) to amplify the segment spanning the mutation. Then, combined
with Sanger sequencing, a procedure was developed to detect mutations on the ABCC8 gene
on 33 DNA samples to screen for pathogenic alleles. Results: The established procedure
detected 2 cases with ABCC8 mutations (6.06%) while no pathogenic allele was found in the
remaining 31 cases. Conclusion: The developed procedure was helpful for the diagnosis
process of diabetes mellitus, especially in families with a history of the disease.
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DAT VAN BE

Thuat nglr “Béi thao dwong” (Diabetes
mellitus - DM) mé t& mét nhém céac roi
loan chuyén hoéa khéng déng nhét, dac
trwng va phat hién béi néng dd dwong
huyét tang cao. Bénh hinh thanh do
nhirng khiém khuyét trong qua trinh tiét
insulin, hoat déng cda insulin hoac ca hai
va do nhitng thay dbéi trong qua trinh
chuyén héa carbonhydrate, chat béo va
protein. Dai thao dwong dé lai tac dong
lau dai Ién ngwdi mac, bao gdm cac bénh
vé vdng mac, than, than kinh cung nhiéu
bién chirng phirc tap khac, dac biét vé tim
mach. Bénh dai thdo dwéng xuat hién &
moi quan thé trén thé gidi, bat ké vi tri dia
ly. Theo théng ké ctia WHO cho t&i nam
2014, gan 422 trieu ngudi trudng thanh
dwoc chan doan mang bénh va wéc tinh
tang 1én 629 triéu ngwdi vao nam 2045.
Anh huéng cta bénh dai thao dwong dé
lai v& cling nang né, khdng chi lén méi gia
dinh c6 ngwdi mac bénh ma con anh
hwéng tiéu cwc tdi nén kinh t& va xa hoi
cling nhw nang suét lao dong cua cac
nwéc c6 thu nhap thap va trung binh [1].

Théng thwdng, bénh dai thao dudng
dwoc chia lam 3 loai chinh: Dai thao
dudng typ 1 (T1DM), déi thao dwong typ
o (T2DM) va dai thao duong thai ky
(GDM). T1DM hinh thanh do hé mién dich
pha hiy céc té bao B cua tuyén tuy khién
cho qua trinh san xuét insulin bi anh
hwéng, tr dé nguwdi bénh phai phu thudc
vao insulin ngoai sinh. Phd bién hon
T1DM, T2DM géay ra béi sy gidm tiét va
khang insulin. Sy khang nay la hau qua
cua hién twong suy giam cac thu thé
insulin hay insulin khdéng thé bam vao thu
thé hoac rbi loan van chuyén glucose vao
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trong t& bao [2, 3]. GDM dwoc xac dinh
khi phu nir c6 lwong dworng huyét cao
dwoc phéat hién 1an dau tién trong thai ky.
GDM duoc ap dung ké ca khi khéng con
hién twong tang cao glucose trong mau
sau khi sinh con hay hién twong nay da
xuét hién trwéc khi mang thai ma chua
dwoc chan doan [3].

Khac biét voi cac loai dai thao dudng
da gen nay ciing t6n tai mot sb loai dai
thdo dwong don gen gay ra bdi dét bién
di truyén trén nhirng gen quy dinh chirc
nang cua té bao B. R4t hiém dé bat gap
nhirng trwdng hop méc dai thao dwong
don gen, tuy nhién ching c6 anh hwéng
d&c biét quan trong va chiém 1 - 2% sb ca
mac dai thao dwong [4, 5]. Tuy nhién, loai
dai thao dwong nay thwong khéng dwoc
nhan biét chinh xac. Hau hét BN bi chan
doan sai thanh dai thao dwdng typ 1 hoac
typ 2, dan t&i viec dwa ra phac dd diéu tri
khéng hiéu qua va khéng thé phat hién
cac thanh vién khac trong gia dinh c6 kha
nang méac bénh [5, 6]. Cac kiéu hinh cta
dai thao dwéong don gen bao gém: Dai
thdo duwong khéi phat & tudi trwdng thanh
(MODY - tudi khéi phat Ia trwdc 25 tudi)
va dai thdo duwdng so sinh (NDM - dwoc
chan doan trwéc 6 thang tudi). V& mat di
truyén hoc, nhirng dét bién di hop tlr gen
KCNJ11 cé lién quan dén bénh dai thao
dwong so sinh dwoc ghi nhan lan dau
tién vao nam 2004 & ngwdi va 2 nam sau
dé bat dau phat hién nhing dot bién
twong tw trén gen ABCCS8. Cho dén nay,
nhirng d6t bién & 2 gen nay dwoc ching
minh 1a nguyén nhan dan dén gan 40%
ca mac dai thdo duwong so sinh, do dé, cd
nhiéu nghién céu chuyén sau vé van dé
nay [5].
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Gen ABCC8 c6 vi tri 11p15.1 va doé dai
khoang 84 kb (17.414.538 - 17.493.323),
bao gébm 39 exon, thudc ho protein ABC -
ho céc protein van chuyén cha déng lién
két véi ATP. Gen ma héa cho 1.582
amino acid cta protein SUR1 - thu thé
nam trén kénh Karp xuy&n mang sinh
chat. Nhe kénh Karp nay, cac té bao B
tuyén tuy cé thé diéu hoa qué trinh tbng
hop va tiét insulin; tuy nhién, cac dét bién
trén gen ABCC8 khién cho kénh Karp
khéng thé déng lai dan dén hién twong
gidm tiét insulin va tang glucose trong
mau, tr d6 hinh thanh dai thao duong [7].
Theo bao cao cap nhat cua De Franco va

CS (01/2020), téng cong 748 da hinh gay
bénh va cé kha nang gay bénh trén gen
ABCCS8 dwoc phat hién & BN méc dai
thdo dwong so sinh [8]. Néu c6 thé xac
dinh dot bién gen ABCCS lién quan t6i
kénh Kare, BN sé dwoc diéu tri voi thube
ubng sulfonylureas thay vi st dung insulin
dén cubi doi. Chinh vi vay, ching téi thyc
hién dé tai nay nham: Nghién ctru xdy
dwng quy trinh &ng dung cac ky thuat
sinh hoc phén tir vao chdn dodn dot bién
gdy bénh dai thao dwong so sinh, tr do
dwa ra phuong huéng diéu tri phu hop va
hiéu qué, ndng cao chat luong cudc séng
cho nguwoi bénh.

POI TWVONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

ADN cua nguoi
mac NDM (con)

Giai trinh tu thé
hé méi NGS
Dot bién gen

ABCCS
U

Thiét ké moi

Khuéch dai doan

Giai trinh tu
Sanger

v

Khao sat dot bién

ADN cua b, me

gen mang dot bién :": va ngudi mic DM

Hinh 1: Quy trinh phat hién dot bién gen ABCCS.
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1. P6i twong nghién ciu

M&u mau cia mét gia dinh 3 thanh
vién gébm bd (30 tudi - chan doan méc dai
thdo dwong vao tudi 28), me (29 tubi -
binh thwdng, khéng mang triéu ching
cua dai thao dwong) va con trai, trong dé
ngwoi con dwoc chan doan mac NDM vao
tuan tudi th& 8 tham gia vao nghién ctru.

2. Phwong phap nghién coru

ADN tbng sbé clia nguoi con duoc giai
trinh tw thé hé moi (NGS) dé khao sat dot
bién va xac dinh 1a mang dét bién
c.3422A>G (p.Glu1141Gly) - mét dét bién
di hop t& trén exon 28 cua gen ABCCS8
(d6t bién nham nghia & muic dd protein).
Péng théi thu thap 30 miu mau tinh
mach cta cac BN dwoc chin doan dai
thdo dworng va dang diéu tri tai Bénh vién
Pai hoc Y Ha Néi. Cac mau mau dwoc
lwu tri vao éng cha chét chéng déng
EDTA va bdo quan, van chuyén & nhiét
dd 4°C cho dén khi st dung.

* Tach chiét ADN toan phan tor mau
tinh mach: ADN dwoc tach chiét tv mau
ma&u toan phan theo quy trinh ctia bo Kit...
ADN sau tach chiét sé dwoc kiém tra chat
lwong (ndng dd va doé tinh sach) bang
may do SpectraMax QuickDrop. Do vay,
ADN thu nhan t» 33 mau bénh pham dat
chat lwong mong mudn va sé duoc s
dung trong cac buéc tiép theo clia nghién
ctru. ADN duwoc Iwu trlr va bao quan tai
nhiét dé -20°C.

* Thuee hién phén trng khuéch dai PCR
(Polymerase chain reaction): Dau tién,
cap moi dwoc thiét ké dé khuéch dai doan
gen mang dét bién ¢.3422A>G bang céch
st dung phan mém Primer-BLAST. Két qua
thiét ké cap méi cho ra 2 trinh tw méi F va R
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khuéch dai toan bd exon 28 clha gen
ABCCS8. F: 5-GAACCTGTTCAGTCCTGTGG-3;
R: 5-CTTTCTTGATTACTGGGACCAG-3..
Nhiét d6 néng chay ctia mdi modi lan lwot
la 58,12°C va 56,43°C va chiung khuéch
dai doan gen dai 274 bp, bao gébm toan
bd exon 28.

Sau dé, phan wng PCR duwoc thyc
hién bang cap méi nay s dung cac mau
ADN thu thap dwoc tr 33 mau mau toan
phan nhadm khao sat dét bién trén gen
ABCC8. Mbi éng phan &ng c6 thé tich 25
pl, trong d6 chtra 12,5 yl GoTaq Green
Mastermix 2X (Lot.No. 0000440041; han
s dung: 5/2023), 7,5 pl nwdc, 0,5 pl mbi
moi, 4,0 yl ADN. Dwa vao nhiét doé nong
chay cGa cdp moéi, phan &ng PCR duoc
thwc hién véi dai gradient nhiét do gan
moi tlr 52 - 62°C. Dya vao két qua phan
(rng nay, nghién ctru Iwa chon 55°C la
nhiét d6 gan méi t6i wu nhat. Phan (ng
nay dwoc lap lai 3 1an va két qua céc lan
thwe hién 1a déng nhét. Vi vay, phan tng
PCR st dung cap moi ABCC8F, ABCC8R
dworc hién theo quy trinh nhw sau: 95°C 5
phat, 35 chu ky gdbm 94°C 30 giay, 55°C
30 giay, 72°C 30 giay va 72°C 5 phdt.
Nhirng doan gen sau khuéch dai sé dwoc
dién di trén gel agarose 2% trén hé may
multiSUB Choice (Cleaver Scientific,
SKU: MSCHOICE) dé kiém tra san pham
mong mudn.

* Giai trinh tw Sanger: C4c bang san
phdm PCR sau khi dwoc kiém tra bang
dién di s€ dwoc gidi trinh tw theo nguyén
ly Sanger dé tim dot bién trén c.3422A>G
trén exon 28 clia gen ABCC8. Ngoai ra,
cac dot bién trén exon 28 khac ciing cé
thé dwoc phat hién nhe st dung ky thuat
giai trinh tw.
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KET QUA NGHIEN cUU
1. Phan tng khuéch dai PCR doan gen mang dét bién
Phan &ng PCR dwoc thwe hién 3 1an, st dung cac thanh phan va chu trinh nhiét
dwoc miéu ta nhw trén. Két qua thu dwoc 1a déng nhét gitra cac Ian phan rng. Sau do,
san phdm PCR duoc dién di trén gel agarose va quan sat dwdi dén UV.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 M 11 12 13 14 15 (-)

<9274 bp

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M 26 27 28 29 30

. U e —— . | et
: S

<9274 bp

Hinh 2: Két qua dién di san phdm PCR v&i ADN cla 30 BN dai thao dwong.
(M: thang chuén 100 bp)

M (-) (+) BO ME

<274 bp

Hinh 3: Két qua dién di sdn phadm PCR v&i ADN cla b va me BN méc NDM.
(M: thang chuén 100 bp; (+): ADN ctia BN NDM)
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Phan &ng PCR da khuéch dai thanh céng doan gen mong mudn & 32 mau ADN cla
nhém nghién ciru so véi dbi chirng dwong 1a mau ADN clia ngwdi méc NDM mang dot
bién ¢.3422A>G. O giéng tra mau dbi chirng 4m khong xuét hién bat ky bang nao, thé
hién moi va thanh phan phan tng khéng bi tap nhiém. Bang dién di thu dwoc khdng cé
san pham phu, hinh anh sang va r rang tai vi tri gan 300 bp, chirng té doan gen dwoc
khuéch dai mang dung kich thwéc 274 bp nhw ly thuyét ban dau. T day, nhirng san
phadm nay sé dwoc tinh sach dé giai trinh tw theo nguyén ly Sanger dé phat hién dot
bién trén exon 28 clia gen ABCCS.

2. Két qua giai trinh ty Sanger

Trong tbng sb 33 mau dwoc gidi trinh tw Sanger, chi phat hién 2 trwong hop

(6,06%) mang dot bién c.3422A>G trén doan exon 28 clia gen ABCC8. Con lai 31 mau
(93,94%) déu cho két qua khoéng phét hién mang dét bién nao trén exon dwoc khao sat.

160 170
G C T CAG GCACTTCTCAOGTCOGTTG G A

________________ LY N LN A VA Y (A)

160 170
¢ ¢C T CAG G CACTOCO OCAGCOGTG G A

(B)

160 170
¢ ¢ T cAG G CACTOCCAG COG TG G A

©)
Hinh 4: Két qua gidi trinh tw Sanger. (A): M&u ADN cta con - BN mac NDM; (B): Mau
ADN clia nguoi bé; (C): Mau ADN ctia ngudi khdng mang alen dét bién (kiéu dai).

2 trwdng hop mang dot bién ¢.3422A>G duy nhéat duwoc xac dinh ¢6 quan hé véi
nhau vé& huyét théng (bd - con). Ca& hai déu mang doét bién di hop tir gen ABCC8 gay
bénh dai thdo dwong. Trong khi dé, phéan tich trinh ty exon 28 ctia ngwdi me trong gia
dinh nay khéng phét hién dét bién nao nén cé thé khang dinh ngudi bb voi kiéu gen di
hop t& da truyén cho con trai alen dét bién, tr d6 hinh thanh bénh dai thdo duwong
so' sinh.
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O

Khéng mang dot bién
29 tudi

C.3422A>G
30 tudi
28 tuéi

/ C.3422A>G

3 tudi

8 thang tudi

Hinh 5: Pha hé gia dinh c6 bd, me, con trai méc dai thao dwéong so sinh.

(Mdi tén chi nguoi d&u tién trong gia dinh duoc phét hién méc bénh (proband);
theo thir tw chu thich Ia tudi tai thoi diém nghién ciru va
thoi diém phat hién bénh).

BAN LUAN

Mot dot bién diém trén gen ABCCS8
dwoc phat hién nh& ng dung quy trinh
két hop gitra phwong phap PCR truyén
thdng va giai trinh tw NGS, Sanger. Day
la mot dot bién thay thé nucleotide A>G &
vi tri 3422 trén exon 28 cuia gen, dan dén
thay ddi acid amin twong Gng la
glutamine thanh glycine, dan dén dot bién
nham nghia & mic dd protein. Cho dén
thoi diém hién tai, chwa cé chinh thirc
nao dwoc dwa ra vé dot bién nay, tuy
nhién theo bao cao cua HGVS (Human
Genome Variation Society) nam 2019,
day 1a mét bién di di truyén theo quy luat
trdi gay bénh TNDM (transient neonatal
diabetes mellitus - dai thdo dwong so
sinh khéng kéo dai), dwoc ghi nhan lan
dau tién & Paris (Phap) [8]. Viéc xay ra
dot bién trén trinh tw amino acid trén loai
protein van chuyén c6 trinh tw bao tha
cao qua cac loai (khi, chuét, tho, voi, chd,
ga...) khién chic nang clta protein anh
hwédng nghiém trong [9].

Theo nghién ctru ctia Babenko, Polak
va CS, cac dot bién di hop t&r xuét hién &
gen ABCC8 ma héa cho tiéu don vi SURT

ctia kénh Karp & cac té bao B tuyén tuy co
thé gay ra ca 2 thé clha dai thdo dwong
so sinh (PNDM - dai thao dwdng so sinh
vinh vién va TNDM) [10]. Nhirng dot bién
trén SUR1 gidam sy ngan chan cta ATP
trén kénh Karp c6 thé gay ra it nhat 3
trwdng hop sau: tang hoat dong mé cua
kénh, tang anh hwédng cua twong tac gitra
Mg - nucleotide va git)a ving gan
nucleotide (NBD) va protein hoac giam dd
nhay ctia ATP do sw két hop gitra Kir6.2
va SUR1 [11, 12]. Trong trwdng hop nay,
dot bién gen ABCC8 xay ra & vung lién
quan dén ving xuyén mang véi ving
NBD, khién cho ké&nh nay khéng thé déng
lai va lubn & trang thai mé, tr d6 nang
chan hoat dong cltia kénh Ca* va sy tiét
insulin [10]. Tuy nhién, anh hwdng nay
dwoc bao céo la twong déng vdi anh
hwéng cta dét bién 1én tiéu don bj Kir6.2
do céc dot bién xuét hién & vung 6924, vi
vay viéc phan biét BN mang nhirng dét
bién nay con gap nhiéu kho khan trong
xét nghiém Iam sang. Chinh vi vay, viéc
giai trinh tw gen la mét phwong phap hiru
hiéu dé phat hién dot bién do, tw van,
cung cap cho ban than ngwdi mang bénh
va gia dinh phwong hwéng diéu tri va
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phong tranh bénh dai thao duwdng so sinh
mot cach hiéu qua.

Theo nghién ctru cua Jung Hyun Kong
(2011), phat hién mot dot bién de novo
trén gen ABCCS8 trén exon 28 [12]. D6t
bién nay rat hiém gap (p.Arg1183Trp) va
khoéng dé lai nhirng triéu chirng thwéng
gdp cta TNDM nén cang khang dinh
dwoc vai tro cta phan tich trinh tw gen
trong chan doan bénh. Viéc két hop ca
hai phwong phap giai trinh tv NGS va
Sanger giup cho viéc xac dinh chinh xac
dot bién ngay tr nhirng bwéc dau trd nén
dé dang va tiét kiém vé mat thoi gian, twr
dé wng dung gidi trinh tw Sanger dé phat
hién dot bién gay bénh & nhirng nguoi
trong gia dinh tré nén cach don gian va
tiét kim hon. Quy trinh phat hién dét bién
nay c6 thé dwoc (ng dung réng rai voi
cac dot bién lien quan dén dai thao
dwong don gen néi riéng va cé cac bénh
di truyén don gen khac néi chung. Tt dé,
trong twong lai mé réng quy trinh nay cho
céc dbi twong khac mang bénh.

KET LUAN

Qua két qua giai trinh tw Sanger cla
nhitng BN méc dai thao duwong, c6 thé
két luan quy trinh nghién céu xay dung
da phat hién duwoc dot bién c.3422A>G
trén exon 28 cla gen ABCCS, dong thoi
ciing c6 thé phat hién dwoc cac da hinh
ho&c bién di gay bénh hodc c6 kha nang
gay bénh khac xuét hién trén exon nay.
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