PHAN TiCH TRINH TV HAI DANG poT BIEN ‘ ‘
TREN NGUO1 DAN TOC GIA RAI THIEU HUT GENE G6PD HONG CAU

DAT VAN BE

Thi€u hut enzyme G6PD Ia bénh lién quan dén
cac enzyme 6 hdng ciu thudng gap nhat, 1a nguyén
nhan gay tan huyét khi st dung thuéc chéng sét rét.
Bénh thi€u hut enzyme G6PD la bénh di truyén lién
quan dén nhiém sic thé gidi tinh, 1a bénh thudng gip
nhat trong cac bénh sai léch di truyén cla té bao
héng ciu ngudi. Hién nay cé khodng hon 150 dang
doét bién trén thé gidi da dudc cong bs (Beutler.,
1994). Mot s6 cac dang chl yéu 1a G6PD,_, G6PD,,.
G6PD, va GBPDy, (G6PD dia trung hai), GBPDogq
nama. 1O chiic Y 1€ thé€ giGi WHO da chia cac bién thé
cla G6PD thanh 4 I6p: Lép 1: Gay thi€éu mau tan
huyét hdng cau bét thudng ; Lp 2: thi€u hut G6PD
nang; LGp 3: thi€u hut GBPD nhe ; LGp 4: khéng thi€u
G6PD. Trong d6 16p 2 1a nguy hiém nhat, thudng c6
bién ching tan mau cdp dién. Cac dang dot bién
thudng gap & 16p nay da dudc xac dinh |a Gaohe (exon

DO THI TUYEN, NGUYEN THI THU THUY,
QUACH XUAN HINH, NGUYEN THI NGOC DAO
Vién Céng nghé sinh hoc

2), Kaiping (exon 12), Viangchan (exon 9) (Beutler.,
1994; Nuchprayooy et al., 2002).

Bang phuong phap PCR, da xac dinh dudc s6
lugng va trinh tu cac bazo nito trén DNA. Gene céu
tric clia G6PD gém 20114bp, trong d6 c6 1548bp
dudc ma hda (Beutler., 1994). Hsia va cong su (1993)
khi nghién cGu trén 4948 ngusi Trung Qudc, Lao,
Philipin 8 Hawaii da tim ra 11 dét bién trén DNA cla
ngudi thi€u hut G6PD héng céu trong d6 ¢c6 hai dang
dot bién Gaoha 95 A—G (exon 2), 1003 Catham G—
A (exon 9). Liu va cong su (2000) da céng bd nghién
clu so sanh cac dang dét bién gilta hai nhdém ngugi
Dao va Han & Guangxi Trung Quéc. Két qua cho thay
& nhém ngudi Dao, cac dot bién thudng gap la 41,2%
Canton (1376 GT), 26,5% Catham 1388 G —A,
14,7% Gaoha 95A— G, ngoai ra con phat hién ra dét
bi€n mdi & vi tri nucleotid 1311 C— T. Trong khi d6 &

Y HOC THUC HANH (716) - SO 5/2010

29



ngudi Han ti 1& cac dang dot bién tuong (ing la 16,2%,
40,6% va 5,4%.

Nuchprayoon va cong su (2002) khi nghién clu
trén 522 ngudi dan téc & Bangkok, Thai Lan d tim ra
ty 1& thi€u hut G6PD la 11,1% & nam gi6i (n=350) va
5,8% & nit (n= 172). Cac dang dét bién dién hinh 1a
54% Viangchan, 10% Canton, 8% Mahidol, 5%
Kaiping, 2,6% Union, 2,6% Chinese-5. Yoshida va
cdng sy (2005) khi nghién clru & ngudi Campuchia
cho thdy cb t6i 97,9% s6 thi€u hut G6PD thudc dang
Viangchan 871 G— A va 2,1 % Union 1360 C— T.
Wang va cdng su 2008 khi nghién clu cac nhom
ngudi dan tdc ngudi Malaysian bao gém cac tdc ngudi
Malai, Trung Quéc, an D6 va ngudi Orang Asli (Th
dan Malaysian), cac tac gid da nghién c(tu va phat
hién dugc 27 dang dot bién G6PD khac nhau. Mot s6
dang dét bién phd bién hay gap & ngusi Campuchia,
Myanmar & Viangchan (871G—A, 1311C—T, IVS11
nt93TC) va G6PD Mahidol (487G—A).

Trong bai bado nay chung t6i dung phudng phap
PCR két hop véi xac dinh trinh tu dé phéat hién ra cac
dang dot bién gaohe 95A—G & exon 2 va dot bién
viangchan 871G—A & exon 9 cla gene G6PD héng
cau ngudi. Trén thé gi6i da c6 mot s6 tac gid sir dung
ky thuat nay, tuy nhién van con han ché. Hau hét cac
dot bién gene gay thi€u hut G6PD déu la dét bién
diém, dot bién mat doan hodc mat 2 nucleotid rat it
gap.

NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN
clu

1. Ddi tuogng nghién cuu.

DP6i tuong nghién cu la ngudi binh thudng, khée
manh khéng c6 di tat bam sinh, khong c6 bénh man
tinh, trang thai than kinh 6n dinh, tdm sinh ly binh
thudng. Tiéu chuan loai trir: loai trif cac ddi tuong bi
thi€u mau cap va man tinh. Xac dinh dan toc cla doi
tuong dua trén phiéu diéu tra. Béi tuong phai cb thoi
gian dinh cu tai noi nghién c(tu tir 10 nam trd 1én. Céac
d6i tugng tu nguyén tham gia nghién clu. Cac doi
tuong thiéu hut GBPD sé dudc théng bao truc ti€p va
dugc nhan tai liéu tu van vé phong va diéu tri bénh.
DPéng thdi ho duoc tu van vé theo dbi, cham séc tré so
sinh, phu nir cé thai, nhiing cha y khi két hén, khi sinh
san, khi truyén méau & cac déi tugng bi thiu hut GEPD.

2. Héa chit.

Céc hba chat dugec dung trong thi nghiém nhu
saccarose, tris base; MgCl, tritonX-100, proteinaza
K, G6PNa,, NADP*, MTT, PMS, MgCl,, EDTA, SDS...
(sigma), enzyme Taq polymerase, dNTP dugc mua tur
Fermentas....

3. Phuong phap nghién ctu.

Phuong phdp formaran (Kaoru et al., 1997)

Dua trén nguyén tic: san phadm cla phan (ng la
formazan c6 mau xanh tim. Dién tich va dé6 dam cua
vong mau san phdm sau mét thdi gian nhat dinh ty 1&
véi hoat tinh clla enzyme trong mau thlr. Véng mau
c6 mau xanh tim v6i dudng kinh D> 7mm, |a mau binh
thudng (&m tinh). Vong mau c6 mau xanh tim véi

dudng kinh D (5mm<D<7mm) l& mau duong tinh (+).
Vong mau c6 mau xanh tim véi duong kinh D<5mm),
l&a mau duong tinh 2*. Vong mau khéng c6 mau xanh
tim ho&c mau xanh tim rat nhat chi cé gel hodc mau
clia Hb, 1a mAu duong tinh 3*.

Tdch DNA tir mdu toan phan

1ml mau tinh mach chéng déng bing EDTA dé
déng lanh dudc cho vao ndi 6n nhiét 37° Iam &m
nhanh sau d6 thém 1ml lysis buffer (saccarose 0,3M;
trisHCI 0,01M pH 7,5; MgCl, 0,005M va triton X-100
1%) va gilt 6 trong da. Sau khi mau tan hét, l&c nhe
nhang khoang 10 phat trong da. Dung dich dugc ly
tam 8000 vong/phdt trong 10 pht dé tla nhan té bao
xubng. Tla dugc ly tdm 8000 vong/phit trong 10 phut
mét 1an nita véi 1ml lysis buffer. Nhan té bao thu dudc
sé hoa tan trong 0,45ml dung dich dém gilt nhan
(dung dich K (NaCl 0,075M, EDTA 0,024M, pH 8,0)).
B6 sung thém 12,5u1 SDS (10%), 10ul proteinase K
(tir proteinase K goc 10 mg/ml). H&n hop dugc 0 &
55°C trong 3-5 gi¢ cho dén dung dich nhan trd 1én
trong cuing thé tich. Sau d6 chiét bang 0,25 ml hén
hop (phenol: chloroform: isopropanol, ti 1& 25:24:1),
I&c dung, ly tam 13.000 vong/phut trong 10 phdat,
thu dich trong ( 13p lai 2 14n). B& sung 0,2ml hdn hop
(chloroform: isopropanol, ti 1& 24:1), dé loai phenol,
sau do6 ly tdam 13.000vong/phit trong 10 phat thu
dich trong (I1&p lai 2 1an). B& sung 2 thé tich ethanol
tuyét dsi, 1/10 thé tich CH,COONa 3M giir 6 -20°C
trong 30 phut dé tGa DNA. Li tam 13000vong /phlit,
trong 5 phat thu tda. TGa DNA dudc rira bang ethanol
70°. S&y khé tla, bd sung thém 20pul nudc cat, bao
quan & 4°C hoc bao quan lau dai & -80°C.

Phan ting PCR

Hén hop phan (ng PCR (t8ng thé tich la 25pl )
bao gém: 2,5ul d&m PCR; 1,5ul 25 mM MgCl,; 2ul 2,5
mM dNTP; 1ul DNA khudn; 16,75ul nudc cat; 1ul méi
mdi loai; 0,5ul Taq polymerase 1 U. Phan (mg PCR
dugc thuc hién theo chuong trinh: 95°C/10'; 35x
(95°C/30"; 58°C/30"; 72°C/2'); 72°C/10'. Mbi exon
can khuéch dai ¢6 cac cap mdi tuong (ng dac hiéu.

Bang 1. Trinh tu méi clia exon 2 va exon 9 trén
gene G6PD

Exon Primer Trét tu chudi nucleotid 58 C(éb%)b ase
2 F 2-a 5'-cccagaggaactcicaagaaa 288
R 2-b | 5-aacaattagttggaaaagctga
9 F E9FN 5-agctctctcaggatgtgga 537
R E9RN 5'-tgaccagggaaggccattg

Phan tich trinh tu' gene

Cac mau DNA thu dugc sau khi tach chiét tor mau,
dudc ti€n hanh PCR dé cau cac exon 2 va exon 9,
san phdm PCR la cac exon cla gene G6PD tuong
(mg vdi tting mdi. Cac exon dugc tinh sach bang dién
di DNA, cat va thoi gene trudc khi tién hanh doc trinh
tu. Cac exon dudc doc trinh tu theo phuong phap
dideoxy va so sanh v6i cac mau chudn trén ngan
hang gene thé gi6i bang phan mém DNAStar.
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KET QUA VA THAO LUAN

Sang loc thi€u hut G6PD trén dan tdc Gia rai

Ap dung phuong phap formazan chiing téi da tién
hanh nghién cu trén 182 d6i tuong & trudng phd
théng dan téc ndi tru tinh Gia lai, phat hién dugc 04
déi tugng c6 két qua formazan duong tinh (02 méu
duong tinh 3+; 01 mAu duong tinh 2+; 01 mau duong
tinh 1+) (Hinh 1).

Hinh 1. Vang phan img formazan cla 182 m&u mau ngusi
dan toc Gia rai (1: mau déi chimg duong; 2: mau ddi ching
am: 3+: mau duong tinh 3+; 2+: mau duong tinh 2+; 1+: mau

duong tinh 1+)

Ké&t qua & hinh 1 cho thy ty I& thi€u hut G6PD &
cac déi tugng dat 3%. Trong nghién clu nay muc dich
clia chdng t6i la phat hién ra nhiing déi tuong thi€u
hut GBPD dé tir d6 tim cac dang dot bién chi khéng
nghién ciu vé tan suét clia thi€u hut G6PD & cac dan
tdc khac nhau. Tuy nhién dé cé két luan chinh xac vé
ty 1& thi€u hut G6PD & cac dan téc khac nhau thi can
phai sang loc trén sé lugng mau nhiéu.

Nguyén Thi Ngoc Dao va cong su (2003) da
nghién cu ty 1& thi€u hut G6PD trén ngudi Kinh khu
vuc xung quanh Ha Néi 1a 1,75% (Nguyén Thi Ngoc
Dao et al., 2003). Tran Thi Chinh va cong su da
nghién clGu trén 802 ngudi thudc dan téc Tay va
Raclei 8 Khanh Trung, Khanh Hoa, ty I1& thiéu hut
tuong Ung la 17,7% Tay, 2,29% Raclei.

1234 bp M12 34

1000—

500—
250—

A B

«288bp

Theo nghién cliu cla Quach Xuan Hinh (2009)
cho thdy khi tac gia sang loc trén 3113 déi tugng
thudc 5 dan toc tai 4 khu vuc cho thdy: tai Dién bién
ty 1€ thi€u hut & dan toc Thai la 7,17%, dan téc Dao:
1,77%, dan téc Kinh 1,47%, dan téc Hméng 0,6%.
Tai Son la ty & thi€u hut G6PD & dan toc thai la
7,62%, Kinh 1,99%. Tai Gia lai ty 1& thi€u hut & dan
toc Gia rai la 3,07%, Kinh 1,56%. Tai Ha Noi ty 1&
thi€u hut dan toc Kinh 1a 1,77% (Quach Xuan Hinh.,
2009).

Ty 1& thi€u hut G6PD héng cédu & cac tinh Ha
Giang, Son La, Hoa Binh, Thanh Héa, cho thay ty I&
thi€u hut 6 mét sé dan téc: 31% dan tdc Mudng,
22,6% dan téc Thé, 19,3% dan toc Thai, 9,7% dan
téc Dao, 0,5% dan tdc Kinh va rat thdp & dan téc
H’Méng chi dat 0,3% (Poan Hanh Nhan et al., 1996).

Phan tich gene bing phuong phap PCR va doc
trinh tu

Bang 2. Danh sach bénh nhan ngudi dan toc Gia
rai

< < Noi cung cép Dan Thiéu hut
Hovaten | Ma méa t0c G6PD
Ro Manh D 01 Bénh vién 108 | Gia rai -
Ksor C 02 nt - 2+
Ro 0 X 034 nt - 3+
Nay B 040 nt - 3+

Thi€u hut enzyme G6PD la do dot bién gene, chli
yéu la dot bién diém dang thay thé mét nucleotid nay
b&ng mét nucleotid khac. Péng thdi cac dot bién o
ngudi bénh Viét Nam thudng xay ra 8 cac exon 2,
exon 9, Do d6 chung t6i ti€n hanh phan (ing PCR cau
cac exon 2 va exon 9 dé tim cac diém dét bién cla
cac bénh nhéan thi€u hut G6PD. Déi véi exon 9, chiing
t6i diing cap méi dac hiéu cau doan gene clia exon 9
c6 chiéu dai la 537bp thudng xay ra 2 dot bién la ot
bién Viangchan (871 G>A) va ddt bién Chatam (1003
G>A). Trén exon 2, chung t6i dung cdp mdi dac hiéu
cau doan gene cla exon 2 c6 chiéu dai 1a 288bp
(Hinh 2). Trén exon 2 thudng xay ra dét bién Gaohe
(95 A>G).

1234 M bp

<1000

<500

537 bp— <250

Hinh 2. San p!\ﬁm DNA tdng s (A) (1: mau déi chimg; 2- 4 mau DNA clia bénh nhén thiéu hut G6PD); Bién di dé cla
(B) san pham PCR cu exon 2 clia 4 bénh nhan thigu hut G6PD; (C) san pham PCR céu exon 9 clia 4 bénh nhin
thiéu hut G6PD.
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Phan tich trinh tu & exon 2

Cac mau DNA thu dudc sau khi tach chiét tir mau, duoc tién hanh PCR 1an 1 dé cau cac exon, san pham
PCR dudc théi gel bang kit clia Promega. San pham PCR sau théi gel dudc tién hanh doc trinh tu.

E ey - ]

Percent [dentity

EHE i M Vew Detons Neleadh bp

E2-01
E2-02

E2-034

E2-040

Divergence

E2-K55448

Hinh 3. (A) So sanh trinh tu clia 4 mau exon 2 trén MegAlign véi mau chudn X55448; (B): D tuong déng clia 4 mau exon
250 v6i mau chuan X55448

Két qua so sanh trinh tu cla doan gene trén exon
2 clia 3 mau duong tinh (ma 02; 034; 040) cla ngudi
thiéu hut G6PD va 1 mau am tinh (ma 01). Nhiing s6
liéu da cho thay khi so sanh vdi trinh tu gene chuan
cla exon 2 trén ngan hang gene c6 méa s6 X.55448,
khéng cé dét bién trén exon 2 clia mau 4 mau DNA
nay.

Phan tich trinh tu & exon 9

Ching t6i c6 st dung phan mém DNAStar dé
phan tich trinh ty clia mot doan gene trén exon 9 clia
ngudi thi6u hut G6PD khéng bi dot bién (mau déi
chiing ma 01) khi so sanh véi trinh tu gene chuan cla
exon 9 c6 ma s6 DQ-832766 trén ngan hang gene

330 340 350 360
CTTGGCTTTCTCTC AGGTCA AGEBTGTTGAAATGC

«——

oA

A- Mau d8i ching 01

330 o
ATCTC2CTTGGCTTTCTCTC AGG

thé& gidi, két quéa cho thdy khong c6 dét bién trén exon
9 clia mAu bénh nhan thiéu hut nay(Hinh 4A).

Trinh tu cGa 3 doan gene trén exon 9 cla 3 mau
(m& 02; 034 va 040) dugc xac dinh 1a c6 dét bién sau
khi doc trinh ty. Tai vi tri nucleotid s6 349 trén doan
gene binh thudng c6 doan trinh tuv: CAA.GGT.GTT
(Hinh 4A) tuong (mg trén 3 mau gene c6 su dot bién
c6 3 trinh tu bi thay d&i 1 nucleotid tr G—A dé la
CAA.GAT.GTT (Hinh 4B; Hinh 4C; Hinh 4D ). b6t
bién dudc xac dinh la dét bién dang Viangchan thuéc
exon 9, vi tri nucleotid s& 871 bi bién déi tir G—A, dan
dén bién ddi acid amin tai vi tri 291 tir Val->Met.

ET 0

250 360 37
TCAAGHETGTTGAALATGCATCTCAGAGGTGC

!
}

R A

B- M4u 02

z0 30 a0 S0 &0 10 20 30 L}
CTTGGC TTTCTCTCAGGT CAAGHETGTTGA AATGCAT CTCAGAGGTGC 2 CTCAGGTCAAGETGTTGA 28ATGC ATCTCAGAGGTGCAGGCC

PEHAY

C- Mau s6 034

D- mau s6 040
Hinh 4: K&t qua doc trinh tu exon 9 & ngudi thiéu hut G6PD c6 dét bién so véi mau chudn DQ-832766 trén
ngan hang gene.
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KET LUAN

Bang ky thuat formazan, ching t6i d& xac dinh
duoc 4 mAu thiéu hut G6PD héng cau ngudi. Trong
d6 ¢6 1 mau duong tinh 2+ va 2 mAu dudng tinh 3+
va 1 mau duong tinh 1+ trén téng s6 182 mau mau &
ngudi dan téc Gia rai. Phan tich dugc 4 mau thiéu hut
G6PD bang phuong phap doc trinh tu & exon 2 va
exon 9. khi so sanh véi trinh tu gene chudn clia exon
9 c6 ma s6 DQ-832766 trén ngan hang gene thé gidi,
két quéa cho thdy trinh tu clia 3 doan gene trén exon 9
dugdc xac dinh 1a c6 dot bién: Tai vi tri nucleotid s&
349 trén doan gene binh thudng cé doan trinh tu :
CAA.GGT.GTT tuong (ng trén 3 mau gene cb6 su dot
bién c6 3 trinh tu bi thay d&i 1 nucleotid tif G—A d6 1a
CAA.GAT.GTT. Dot bién dudc xac dinh la dot bién
dang Viangchan thuéc exon 9, vi tri nucleotid s6 871
bi bién ddi tr G—A, dan dén bién déi acid amin tai vi
tri 291 tur Val->Met.

SUMMARY

Glucose-6-phosphate  dehydrogenase  (G6PD)
deficiency, one of the most common human enzymatic
defects, is characterized by extreme molecular and
biochemical heterogeneity. The underlying DNA
changes associated with G6PD deficiency in Asian
subjects have not been extensively investigated. Two
gene mutations (G871A, A95G, corresponding amino
acid change: Val291Met, His32Arg, respectively) were
examined in 3 G6PD deficient subjects originating from
Giarai ethnic in the central highlands of Vietnam using
specific polymerase chain reaction and sequencing
methods.

Of the 3 patients with G6PD deficiency, 3 were
found to have the G871A mutation. There were no
significant  differences  between the clinical
manifestations caused by the former two gene
mutations, which both cause acute hemolytic anemia
and jaundice.

Keywords: Glucose-6-phosphate dehydrogenase
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