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TOM TAT

Dit vin dé: Bénh Parkinson 1a bénh thodi hda than kinh thuong gap ¢ ngueoi cao tugi, chi
sau Alzheimer. Bénh 1a do ¢ phan ddc chat den c6 hién fiong thodi héa chon loc cuia cac té bao
dopaminergic, hdu qud 1a gidgm ham heong dopamin, dnh hweng sw ddn truyén cac tin hiéu than
kinh cho qud trinh co co. Cac ky thugt sinh hoc phan tir da ching minh yéu té di truyén dong vai tro
guan trong trong tién trinh cia bénh Parkinson. Muc tiéu nghién ciu: Xdc dinh dét bién trén gen
PINK1 va gen PRKN ¢ bénh nhan Parkinson béang phuong phdp gidi trinh ti gen Sanger. Poi tuong
va phwong phdp nghién ciru: Nghién ciru duroc thuee hién trén 30 bénh nhan duwoc chdan dodn xdc
dinh Parkinson theo tiéu chudn cia Ngan hang ndo Héi Parkinson Vieong quoc Anh. Ky thugt gidi
trinh tu gen duwoc sir dung d@é xdc dinh dgt bién trén gen PINK1 va gen PRKN. Két qud: Ty 1¢ bénh
nhdn Parkinson cé dgt bién trén gen PINK1 va gen PRKN chiém 13,33% (4/30 bénh nhan), véi 3
dang d@ét bién dwoc ghi nhdn, cdc dét bién d@éu la d@at bién thay thé nucleotid va ¢ dang di hop tit.
Két lugn: Ty Ié dot bién gen PINK1 chiém 3,33%, dot bién gen PRKN chiém 10,0%, cé&c dang dét
bién dwoc ghi nhdn 1a ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr), ¢.823C>T(p.Arg275Trp) trén gen PRKN va
¢.1273C>T(p.Pro425Ser) trén gen PINKI. Trong dé, dét bién ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen

PRKN c6 kha nang gdy bénh cao.

Tir khoa: Parkinson, dot bién gen, PINK1, PRKN.

ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PINK1 AND PRKN MUTATION
IN PARKINSON’S DISEASE PATIENTS
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Background: Parkinson's disease is a common neurodegenerative disorder in the elderly

after only Alzheimer's. The disease is due to the selective degeneration of substantia nigra
dopaminergic neuron, resulting in a decrease in dopamine content, affecting the transmission of nerve
signals for muscle contraction. Molecular biology techniques have proven that genetic factors play a
crucial in the progression of Parkinson's disease. Objectives: To identify mutations of the PINK1 gene
and PRKN gene in Parkinson’s disease patients by Sanger sequencing method. Materials and
methods: 30 patients with a confirmed diagnosis of Parkinson's according to the criteria of the United
Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank. Direct sequencing method was used to identify
PINK1 gene and PRKN gene mutations. Results: 13.33% of cases had PINK1 gene and PRKN gene
mutations, with 3 different mutations. All of the mutations belong to heterozygous and most of them
are nucleotide substitutions. Conclusions: 3.33% of cases had PINK1 gene mutations, 10.0% of cases
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had PRKN gene mutations. 02 patients carried the ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) mutation, 01 patients
carried the ¢.823C>T(p.Arg275Trp) on the PRKN gene; 1 patient carried the
€.1273C>T(p.Pro425Ser) mutation on the PINK1 gene. The result of evaluating the influence on the
protein function of ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) mutation on the PRKN gene by in silico tools was
“pathogenic.

Keywords: Parkinson’s disease, mutation, PINK1 gene, PRKN gene.

I. PAT VAN DPE

Bénh Parkinson (PD) 1a bénh ly thoai héa than kinh phé bién thi hai sau Alzheimer
& ngudi cao tudi. Bénh 1a hau qua cua sy thoai hda cac té bao than kinh trong ving chit den,
chinh 14 1am giam ham lwong dopamin, 13 chat anh huéng dén viéc dan truyén céc tin hiéu
than kinh dé dam bao cho qua trinh co co dlen ra binh thuong [1], [2]. Can nguyén cua bénh
van chua dugc xac dinh r6 rang nhung mot s6 yéu té nguy co duoc danh gia c6 vai trd nhat
dinh, bao gém do tudi, dot bién gen, tién str gia dinh, phoi nhiém vai cac loai doc td va kim
loai nang,... Mat khac, bénh c6 xu huéng di truyén Két hop cling viéc phoi nhiém vai cac
yéu td moi truong tir d6 gdp phan vao qua trinh tién trién caa bénh canh 1am sang. Tir do,
cac nha khoa hoc da tién hanh nghién ciu va nhan biét duoc mot sé dang dot bién gen lan
Vva gen troi trén nhiém sic thé mang tinh di truyén trén mot s6 bénh nhan. Trong d6 dot bién
trén mot sé gen cha chét duoc cho 1a nguyén nhan gay bénh Parkinson, bao gom a-
Synuclein (SNCA), Leucine-rich repeat kinase2 (LRRK2), parkin (PRKN), PTEN-induced
putative kinase 1 (PINK1) va DJ-1 (PARK7) [3], [4].

Trong d6 gen PRKN, hay con dugc goi voi tén khac la Parkin m& hoa cho mot
protein ligase E3 ubiquitin. Gen PINK1, hay con c6 tén khac la PARK6 m& hda cho mot
protein kinase. Hai protein nay két hop véi nhau tham gia vao qua trinh kiém soét viéc loai
bo céc ty thé bi thira hoac rdi loan chic ning, tir @6 tinh chinh mang luéi ty thé va duy tri
viéc san xuét nang luong cho co thé. Vi hoat dong cua ching gan két chat ché vai nhau nén
con goi d6 1a con duong tin hiéu PINK1/PRKN [5]. Nhimng dot bién trén hai gen nay c6 thé
anh hudng dén qua trinh kiém soat chat luong trén, dan dén ty thé bi hu hong cé thé duoc
sinh san va tiép tuc thuc hién chirc ning mot cach khong lanh manh. Két qua 1a ty thé ¢
nhiing khu vuc ndy mat kha ning tao ra ning lwong, din dén sy chét di ciia cac té bao than
kinh. Diéu nay dan dén bénh Parkinson va cac tinh trang rdi loan chirc ning ndo khac [5].
Trong cac md hinh nghién ctiu trén bénh nhan sau khi tir vong do méc bénh Parkinson va
dong vat dugc chuyén gen PINK1/PRKN, cang ngay cang ¢ nhiéu bang ching vé sy dong
gop cua hai gen nay trong bénh ly Parkinson [5], [6].

Vi vay, viéc xac dinh dot bién trén gen PINK1 va gen PRKN c6 ¥ nghia chin doan
som va phat trién cac phuong phap diéu tri nhim vao muc tiéu dich nham cai thién chat
lugng sdng cho cac bénh nhan c6 nguy co bi Parkinson. Xuat phat tir thuc té trén nghién
ctru nay dugc thyc hién véi muc tiéu: Xac dinh dot bién trén gen PINK1 va gen PRKN ¢
bénh nhan Parkinson bang phuong phap gidi trinh ty gen Sanger.

I1. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Péi twong nghién ciru
- Tiéu chuan chen mau: Chon 30 bénh nhan duoc chan doan xéac dinh mac bénh
Parkinson theo tiéu chuan cia Ngan hang ndo Hoi Parkinson Vuong quoc Anh (UKPDSBB

- United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank) tai Bénh vién Bach Mai, Bénh
vién Lao khoa Trung wong c6 ho so bénh an cung cap day du thong tin.
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- Tiéu chuan loai trir: Bénh nhan c6 tién sir mac cac bénh nhu: chan thuong so ndo
nhiéu 1an, viém néo, tai bién mach mau ndo, bénh nhan c6 triéu ching caa bénh Parkinson
sau khi dung cac thudc an than kinh, bénh nhéan c¢6 u nio. ..

2.2. Phwong phap nghién cau

- Thiét ké nghién cieu: Nghién ciru cit ngang mo ta

- Pia diém nghién ciu: Bénh vién Bach Mai, Bénh vién Lao khoa Trung wong,
Trung tdm Nghién ciru Gen — Protein Truong Pai hoc Y Ha Noi.

- Thai gian nghién ciu: 10/2022-10/2023

- Mt sé quy trinh k¥ thuat thuc hién:

+ Quy trinh thu thap va bao quan mau: Mau 2mL mau toan phan caa bénh nhan duoc
bao quan trong dng c6 chira chat chdng déng EDTA 1,5mg/mL, bao quan ¢ 4-8°C.

+ K§ thuat tach chiét DNA: DNA tong sé duogc tach chiét tir mau mau toan phan caa
bénh nhan Parkinson bang kit Wizard Genomic DNA purification (Promega — My). DNA
sau tach chiét dugc kiém tra nong do va do tinh sach bang may Nanodrop 2000c, mau dat
tiéu chuan OD280/0D260 > 1,8 duoc st dung dé phan tich gen.

+ K§ thuat PCR: sir dung cac moi dic hiéu dé khuéch dai cho ting exon, bao phu
chiéu dai cac gen. Trinh tu mdi do ching t6i tu thiét ké dua trén hé théng primer3 (v.0.4.0).
Thanh phan phan tng PCR: tong thé tich 10pL gom: 1uL DNA, 1 pL primer (F/R), 5uL
DreamTagq 2x, 3uL nuéc cat. Chu trinh nhiét cua phan tng PCR: 95°C/5 phut, [95°C/30
giay, 56°C/30 gidy, 72°C/30giy] x 35 chu Ky, 72°C/5 phdt, giit & 4°C. San pham PCR duoc
dién di trén gel agarose 1,5%, 120V trong 30 phut.

+ Ky thuat giai trinh tu gen truc tiép (sequencing): tinh sach san pham PCR, sau d6
giai trinh tu trén may ABI-3500 tai Trung tdm Nghién ctu Gen — Protein, Truong Dai hoc
Y Ha Nai.

- Xir ly s6 lidu: Két qua dot bién duoc phan tich bang phan mém CLC Main
Workbench va dugc so sdnh véi dir liéu tir Gene bank (Accession number NM_198578).
Str dung cdng cu HOPE server (https://www3.cmbi.umen.nl) dé xac dinh anh huong cua
do6t bién dén cau trdc 3D cua protein. Cac phan tich insilico dugc thyc hién dé du doan kha
ning giy bénh cua dot bién: dbNSFP (http://database.liulab.science/dbNSFPconn),
Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/), PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php), SIFT
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/). Va phan mém SPSS 20.0 duoc sir dung dé thu thap thong tin
tir hd so bénh an va xu ly s lidu.

- Pao dirc trong nghién ciru: Dé tai da dugc Hoi dong Pao dic cia truong Pai Hoc
Y Ha Noi chap thuan dao dic nghién cau y sinh (s6 665/GCN-HPDDNCYSH-DYHN).
Théng tin bénh nhan duoc ma hda va giir bao mat. Thu thap sb liéu duoc tién hanh mot cach
trung thyc, chi phuc vu cho muc dich nghién cttu. Bénh nhan dugc théng bao céac thong tin
lién quan dén tinh trang stic khoé ciia minh.

I1l. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Pic diém dot bién trén gen PINK1 va gen PRKN ¢ bénh nhan Parkinson

Tat ca 30 bénh nhan Parkinson trong nghién ctru duoc xac dinh dot bién trén gen
PINK1 va gen PRKN bang phuong phép giai trinh ty gen Sanger. Két qua ¢6 4/30 bénh nhan
mang dot bién va tim thay 3 loai dot bién khéac nhau trén 4 bénh nhan mang dot bién. Thong
tin cac bénh nhan mang dot bién va céc loai dot bién duoc trinh bay trong bang 1.
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Bang 1. Bac diém cua bénh nhan c6 dot bién va cac dot bién duoc tim thiy

STT | Masé | Gisi | Tusi| cen | Vil | Biéndoi | Thaydoi | The dot
exon nucleotide acid amin bién

1 MS11 Nam 55 PRKN | Exon9 | ¢.1010G>A | Cys337Tyr | Dihop

2 MS16 Nam 65 PRKN | Exon9 | ¢.1010G>A | Cys337Tyr | Di hop

3 MS28 Nam 59 PRKN | Exon7 c.823C>T | Arg275Trp | Di hop

4 MS30 Nam 53 PINKL | Exon7 | ¢.1273C>T | Pro425Ser Di hop

Nhan xét: Chiing t6i d tim thdy dot bién trén 4 bénh nhan, trong d6 c6 1 bénh nhan
c6 dot bién trén gen PINK1, 3 bénh nhan c6 dot bién trén gen PRKN. Tt ca cac dot bién
déu 1a dot bién di hop tir va la dot bién thay thé nucleotid.

32. Két qua giagi trinh tw gen va phan tich tic dong cia dot bién
¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen PRKN

c.1010G c.1010G>A (f.Cys337Tyr)

R P G X G A G
WA A vy
Bénh nhan ma s6 MS11 va MS16

Hinh 1. Két qua giai trinh ty gen Sanger dot bién ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr)

~ tréngen PRKN ¢ bénh nhan MS11 va MS16 . )

Nhan xét: Két qua giai trinh ty cho thay ca hai mau MS11 va MS16 déu co dot bien
¢.1010G>A. Tin hi¢u c4c dinh rd rang, khong bj nhiéu. Tai vi tri ¢.1010 mau ¢6 2 dinh tin
hi¢u trung nhau twong (ng v6i 2 nucleotid G va A. Dot bien lam thay doi bo ba TGT ma
hda cho acid amin Cystein thanh TAT ma hoa cho acid amin Tyrosin. Vay mau bénh nhan
MS11 va MS16 chira dot bién ¢.1010G>A (di hop t).

Bang 2. Tinh sinh bénh cua dot bién ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen PRKN theo cac
cdng cu du doan insilico

Nguoi binh thuong

Thong tin co so dir liéu
va céc cbng cu dy doan v nghia gy bénh in silico
~ x| Thay doi Poly-

Dot bien . X Poly- .

acid amin db_SNP/ dbNSEP phen2 phen?2 Mutation PROVEAN | SIET
ClinVar HumD Taster
Y HumVar

A 1A Gay Gay Gay A A Gay
1010G>A | Cys337Tyr | rs756996581 Gag ggnh bénh | bénh | bénh Geg g‘;ﬂh bénh
' 0.90 0.97 0.99 ' 0.0

Nhan xét: Su dung cac cong cu du doan y nghia gly bénh cua dot bién
€.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen PRKN déu cho két qua du doan gay bénh.
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OH

_SH

Tyrosin

Hinh 2. Hinh anh phan tich bién d6i protein do dot bién ¢.1010G>A(p.Cys337Tyr)
trén gen PRKN bang cong cu HOPE server
Nhan xét: Dot bién 1am thay doi acid amin thir 337 cia protein PRKN tir Cystein
bién ddi thanh Tyrosin. Phan tir dot bién c6 phan thira 16n hon phan tir binh thuong, d6 ky
nudc it hon so v&i phan tir binh thuong. Co su x40 tron trong tuong tac tai mién Zinc-finger.

IV. BAN LUAN

Bénh Parkinson 12 bénh 1y ¢6 lién quan dén viéc suy giam hé théng dopaminergic
va cac té bao than kinh dopamine. Hé thng nay phirc tap va c6 mirc d6 hoat dong than kinh
co ban cao. Vi vay, dé hé thong trén va cac té bao than kinh hoat dong mét cach 6n dinh thi
can ngudn nang luong sinh hoc rat 16n, cho thay cac té bao than kinh nay trai qua muac do
cing thang ty thé cao. Nhu vay, cac co ché kiém soat chat lugng ty thé dong mot vai tro dac
biét quan trong trong viéc duy tri su ton tai va hoat dong cua cac té bao than kinh. Viéc rdi
loan chirc nang va mat kiém soét hoat dong cua ty thé ¢ thé dan dén viéc céac té bao than
kinh bi thoai hoa hoac chét di trong bénh Parkinson [7].

4.1. Xac dinh ddt bién trén gen PINK1 va gen PRKN & bénh nhan Parkinson

Trong nghién ctu caa ching tdi, bang ki thuat giai trinh ty gen Sanger ching toi
ghi nhan ¢ 4/30 mau c6 cac bién d6i ¢ nhitng exon cu thé trén hai gen PINK1 va PRKN khi
S0 Véi trinh tu chuan trén Genbank. Trong d6 trén gen PRKN phét hién duogc 2 dot bién 1a
¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) nam & exon s6 9 xuat hién & hai mau MS11 va MS16 va dot bién
€.823C>T(p.Arg275Trp) nam & exon sb 7 xuat hién & mot mau MS28. O gen PINK1 phat
hién duoc mot dot bién ¢.1273C>T (Pro425Ser) xuit hién & mau MS30. T4t ca cac mau
nghién ctiru déu mang dot bién di hop tu.

Gen PRKN, mét gen xuat hién phé bién trén ban d6 dot bién bénh Parkinson trén thé
gioi. PRKN m4 héa ra Parkin, mot enzyme E3 ubiquitin ligase. Cac dang dot bién gay bénh
trén gen PRKN nhu cac dot bién xé6a doan nho va 16n, cac dot bién thay doi don nucleotid,
va cac dot bién tai vi tri cit ndi. Cac dot bién nay, du theo co ché nao ciing dan téi sy bat
hoat churc nang cua Parkin. Chung t6i da xac dinh duoc 3/30 bénh nhan mang dot bién trén
gen PRKN (chiém 10%). Két qua nay twong doéng véi nghién ciu cua Kann va cong sy
(2001) tai Dwrc trén 111 bénh nhan bénh Parkinson cho ty 1¢ dot bién gen PRKN 12 9%, trong
khi d6 nghién ctru cta Sun va cong su (2006) cho ty 1€ Ién t6i 12,6% [8], [9].
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PINK1 c6 8 exon, kéo dai 18 kb va ma héa cho mét protein 581 amino acid. Protein
PINK1 12 mét kinase serine/threonine véi trinh tu nhim muc tiéu ty thé & dau N, theo sau
la mién xuyén mang. C6 kha ning 1a tit ca cac bién thé trong PINK1 gay ra Parkinson khoi
phat sém la nhitng bién thé 1am mat chirc nang. Cac dot bién ddng hop tir hoidc di hop tu
kép trén gen PINK1 duogc cho la nguyén nhan thir hai gay ra Parkinson khai phat sém [10].
Trén tong sé 30 mau nghién ciru, chung toi da xac dinh dugc 1/30 bénh nhan mang dot bién
trén gen PINK1 (chiém 3,34%). Ty 18 nay kha phu hop véi ty & 4-6% trén bénh nhan Chau
A, 2-4% ngudi da tring trong nghién ciru cua tac gia Schulte va Gasser (2011) [11].

Trong mot nghién ctru twong tu tai Viét Nam caa Nguyén Pang Tén va cong su &
112 bénh nhan mac bénh Parkinson khoi phat sém trudc 50 tudi dugc tim thiy dot bién trén
con dudng tin hiéu PINK1/PRKN & 5 bénh nhan véi ty 1é mac bénh 1a 4,4%, ty 1& nay it hon
s0 Vi ty 18 4/30 (13,33%) trong nghién ciru caa ching tdi [12]. Su khéc biét & day co thé 1a
do ¢& mau cua chdng toi nhé hon va dd tudi bénh nhan trong nhém nghién cau cua ching
t6i phan 16n 1a khai phat muon (sau 50 tudi).

4.2. Phan tich tac dong ciia dgt bién c.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen PRKN

Dot bién ¢.1010G>A (p.Cys337Tyr) gy bién doi acid amin Cystein thanh Tyrosin.
Vé mat héa hoc, ca Cystein va Tyrosin déu thuoc nhdm acid amin phan cuc, khong tich dién,
tuy nhién ciu tric caa tyrosin chira mot vong thom, trong khi cystein lai 1a cau trc mach
nhanh don gian. Dya trén cau tric ndy, Cystein véi cau tric mach nhanh don gian c6 thé dé
dang tham gia vao cac phan tng hda hoc trong co thé mot cach mach mé. Nguoc lai, Tyrosin
VGi cau tric vong thom duoc danh gia 1a khé tham gia vao cac phan tng hoa hoc va c6 tinh
tro nhiéu hon. Chinh vi thé, dot bién gay bién doi tir acid amin Cystein thanh Tyrosin ngoai
viéc gay bién ddi 18n ciu tric caa protein PRKN con anh hudng dén viéc hoat dong caa protein
nay trong cac qua trinh chuyén hoa cia té bao va c6 kha nang gay ra bénh ly.

Str dung cac cong cu dy doan insilico nhu dbNSFP, Polyphen-2, Mutation Taster,
PROVEAN, SIFT d& phan tich du doan ¥ nghia gdy bénh cua dot bién
¢.1010G>A(p.Cys337Tyr) trén gen PRKN déu cho dy doan 1a gay bénh (Bang 2). Sir dung
cdng cu HOPE server phan tich tac dong caa dot bién 1én cau tric protein PRKN ghi nhan
phan tir dot bién c6 phan thira I6n hon phén tir binh thuong. Tuy nhién phan tir dot bién lai co
d6 ky nudc it hon so v6i phan tir binh thuong. Trong cau tric 3D, phan tr binh thuong o lién
quan dén tlep xuc véi ion kim loai, dic biét 12 kdm (Zn). Sy khac biét vé kich thudc gitra phan
tir dot bién va phan tur binh thuong da dan dén sy x&o tron trong twong tac tai mién Zinc-
finger. Dot bién nam trong mot mién quan trong (TRIAD supradomain) ddi véi hoat dong cua
protein va tiép xtic vai cac phan thira & mot mien khac. C6 thé sy twong tac nay rat quan trong
d6i vai chire nang chinh xéc ciia protein. Dot bién co thé anh huong dén su tuong tac nay va
do d6 anh huong dén chirc nang cta protein, diéu nay c6 thé anh huong dén viéc truyén tin
hiéu gitra cac mién. Phan thira ciia dot bién s& duoc bao ton 100% nén s& gy hai cho protein,
két qua du doan bang HOPE server cho thiy dot bién 1am suy giam kha ning cua ubiquitinate
SNCA véi diém MetaRNN cua bién thé nay 12 0,95, c6 kha ning gay bénh cao [13].

V. KET LUAN

Trong 30 bénh nhan duoc chan doan mac bénh Parkinson dugc nghién cuu thi ty I¢
bénh nhan c6 dot bien chiém 4/30 (13,33%), trong do ti 1€ dot bién trén gen PRKN vi tri
€.1010G>A(p.Cys337Tyr) la 2/30 bénh nhan, vi tri ¢.823C>T(p.Arg275Trp) la 1/30; ti 1€
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dot bién trén gen PINK1 vi tri ¢.1273C>T(p.Pro425Ser) la 1/30. Tét ca cc mau dot bién
trén deu co kiéu gen di hop tir.
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