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G6PD is an enzyme that metabolizes the pentose pathway in order to create NADPH to keep
glutathione in a reduced form to protect red blood cells from oxidizing agents such as oxygen,
chemicals, drugs, and metabolites circulating in the blood... Deficiency of the enzyme G6PD is
caused by a sudden mutation. genetic variation and is an X-linked recessive genetic disease. In the
study, PCR-MPTP technique was used to identify the gene mutation causing G6PD deficiency in
some people in some ethnic groups in the North of Vietnam.
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1. Pt vin dé

Glucose-6-phosphat dehydrogenase (G6PD)
2 mot enzym oxy héa khir, dong vai tro then
chét trong qua trinh chuyén hoéa glucose theo
con duong hexose monophosphat trong hdong
cau. Con duong nay tuy chi tao ra ning luong
khong dang ké nhung lai dam bao hai chtc ning
quan trong la cung cép ribose cho qué trinh sinh
téng hop acid nucleic va tao ra NADPH, mot
chit khir v cling quan trong. Trong hdng cau
nguoi, chit nay tham gia vao qua trinh chéng lai
cac tac nhan oxy hoa, loai bo H20,, gilip bao vé
mang hdng ciu duoc bén viing, bao vé ciu tric
hemoglobin, ciu tric cac enzym c6 trong hong
cau dé duy tri sy séng cho té bao hong ciu.
Chinh vi vay, khi co thé thiéu hut enzym nay,
hong cau s& bi pha hay khi gip tic nhan oxy
héa.

Thiéu hut G6PD la bénh Iy enzym hdong cau
hay gap nhat & ngudi, dac biét hay gap ¢ nhiing
nhém dan toc song trong viing cd bénh st rét.
Trén thé gidi c6 khoang hon 400 triéu ngudi mic
bénh thiéu hut G6PD. Co s& di truyén hoc cua
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bénh thiéu hut G6PD la do d6t bién xay ra trén
gene m4 hoa G6PD. Gene nay nam trén nhénh
dai, viing 2, bang 8 cta nhiém sic thé gidi tinh X
(Xq28), khong c6 alen twong &ng trén nhidm sic
thé Y nén gap nhiéu & nam hon & nir. Véi su
phét trién cua cdng nghé sinh hoc, trinh ty céc
exon hay toan b trinh ty cta gene G6PD da
dugc xac dinh, dong thoi bang cac phuong phap
nhu PCR, MPTP — PCR, giai trinh tu... cac dot
bién moi cua gene G6PD ciing lién tuc duoc tim
ra. Nam 2016 trén thé giéi c6 217 dot bién trong
gene G6PD duoc xac nhan trong do co 31 dot
bién 1a dot bién méi (Gémez Manzo, 2016).
Nghién ciru vé phét hién dot bién G6PD ¢ Viét
Nam tuy da duoc tién hanh trong nhitng nim gan
day nhung con chwa nhiéu va chwa hoan chinh.
Do d6, viéc bo sung céc dir liéu vé tan suat thiéu
hut enzym G6PD va phét hién dot bién moi la
hét strc can thiét. Ching t6i tién hanh cong trinh
nghién ciu ndy nham muc tiéu phéat hién dot
bién gene gay thiéu hut G6PD ¢ mot s dan toc
sinh song tai viing phia Bac Viét Nam.

2. Tong quan nghién ciru
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2.1. Trén thé gigi

Trén thé giéi co trén 400 triéu ngudi bi thiéu
hut G6PD ( Gémez Manzo, 2016) vi vay Vviéc
phan tich va tim kiém cac dot bién mai van dang
dugc nghién ciru mo rong va bd sung. Municci
va cong su (2012) thong ké cac dot bién cii va
mai, cho thiy co dén 186 dot bién gene G6PD.
Trong do6, 159 dot bién tim thiy 1a dot bién diém
chiém 85,4%, 15 (8%) dot bién thay thé 2 hay
nhiéu nucleotid, 10 (5,3%) dot bién x6a doan va
2 (1%) dot bién xay ra trén intron.

Gbmez Manzo va cdng su (2016) cip nhat
thém 31 dot bién méi cua enzym G6PD. Lic
nay, s luong dot bién G6PD duoc bao céo la
217 @6t bién, trong d6: 182 dang dot bién
(83,9%) la cac thay thé nucleotid don, 19 dang
dot bién (8,7%) la nhiéu dot bién (2 hozc nhiéu
nucleotid thay thé), 11 dang dot bién (5,1%) la
x6a doan va 5 dang dot bién (2,3%) 1a dot bién
anh huong dén céac intron. Cac dot bién chu yéu
thuéc I6p 1 trén céc exon 6,7,8,10 (Gomez-
Manzo, 2016). Nhitng dang dot bién thuoc phan
I6p nay thuong dan dén kiéu hinh nghiém trong
nhu : thiéu méau, tan méu, hdng cau khdng hinh
cau man tinh, véi hoat tinh enzym duéi 10% so
V61 nguoi binh thuong. Vi vay, viée xac dinh cé
thé méc bénh thuoc phan I16p nay thuong dé
dang hon so véi phan 16p khac. Cac loai dot bién
dugc tim thiy thuong cé tinh phan bé theo khu
vuc.

O Phuong Pong ngudi ta tim thiy mot s dot
bién nhu: Gaohe, Chinese-4 & Trung Quéc, Ube
va Konan & Nhat, Chinese-3 & Philippin,
Mahidol & Bong Nam A, Trung Quéc Pai Loan.
Viangchan ¢ mot s dan toc di cu tir An Do, Lao
va Philipin. Chatham ¢ Philipin. Caton & Trung
Qudc, Kaiping & Lao, Trung Quéc. Union ¢ Lao,
Trung Quéc va Nhat Ban (Hirono, 1993)

2.2. O'Vigt Nam

Trong s6 54 nhom dan toc cua Viét Nam,
tinh trang thiéu hut G6PD 14 twong ddi phd bién
& cac dan toc da duoc diéu tra (Nguyén Thi
Ngoc Dao, 2003). Cac dang d6t bién thuong gip
trong cac nghién ctu tai Viét Nam nhu:

Viangchan, Canton, Kaiping, Union thuoc 16p Il;
Gaohe, Chatham thudc 16p I11; Chinese - 5 chua
phan I6p. Cac dot bién trén thudc cac exon 2, 9,
11, 12. Mdt dot bién khéc dang Silent cling xuét
hién trén exon 11, 1311C>T b ba TAC—TAT
cung ma hda cho Tyrosine nén khong 1am bién
doi thir ty acid amin, dot bién nay thuong xuat
hién dong thoi cing mot sé dot bién khac nhu
Viangchan va Canton véi tan suit twong di cao
Viét Nam ciing dd dong gop vao co sd dir liu
dot bién gene G6PD voi cac dot bién phat hién
gap lan dau tién nhu G6PD Bao Loc (118 Tyr >
His), Vietnaml (3Glu > Lys),Vietnam2 (66Phe
>Cys), Vietnam3 (73Ser > Ser) (Nguyén Thi
Ngoc Phugng, 2003), (Poan Hanh Nhan, 1999).
Nghién ciru ty 1é thiét hut G6PD trong hdng cau
mot s6 dan toc séng ¢ phia Bac Viét Nam da
duoc Nghiém Thi Thanh Nga va céng su (2022)
tién hanh thong qua phuong phap formazan. Tuy
nhién, van chua c6 nghién cttu cu thé nao di siu
nghién ciru cac dang dot bién gene gy thiéu hut
G6PD ddi véi nguoi dan séng ¢ phia Bic Viét
Nam.
3. Pbi twong va phwong phap nghién ciru
3.1 Péi twong

Déi twgng nghién ciru 1a nguoi bi thiéu hut
G6PD thuoc mot sé dan toc (Kinh, Muong,
Thai...) sinh séng & phia Bic Viét Nam.
3.2 Hoa chat

Cac hoa chat duoc dung trong thi nghiém
gdém: saccharose, tris base; MgCly, tritonX-100,
proteinase K, a-D-glucose-6-phosphate sodium
(G6PNa2), nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPY), 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT), phenazin methosulphate (PMS)...
3.3 Phuwong phdp nghién cuu

Péi twong thiéu hut GBPD phat hién bang ky
thuat tao vong Formazan ban dinh lugng va
kiém tra mirc d6 thiéu hut G6PD bang kit (Roche).
Lay 0,5mL méu chong dong bang EDTA 0,01M.
Chiét tach DNA tir bach cAu méu ngoai vi. Phan
tich dot bién gene bang phan ung PCR-MPTP
(multiplex PCR using Tadem Primer).
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Bang 1. Cip moi dé cau exon 11 -12

Exon Primer Trinh tw San pham
11-12 F B1l1 5’-actccacatggtggcag 618
R G3 5’-aggaatgtgcagctgag Primer

Nguyén tic cua MPTP dya trén nguyén ly
cia PCR: buéc 1 khuéch dai exon cua gene
G6PD; budc 2 phan ‘rng MPTP trén exon di
khuéch dai voi nhiéu primer (moi) xudi chiéu
ndi dudi nhau va 1 primer nguoc thong thuong,
dé khuéch dai ting doan khudn. Dua trén san
Bang 2. Céc ciap moi dot bién trén exon 11-12

pham khuéch dai tuong tng Vvéi cac cap moi
binh thuong (Nset) hay dot bién (Mset) s& nhan
biét duoc vi tri dot bién.

San pham duoc kiém tra trén gel agarose 2%,
maker 100bp, doc trén may UV.

Exon | Primer dic hiéu DNA binh thuong Trinh tw San pham

11 11C 5'-tccctcacagaac 128
11-1311 5'-ctgacgcctacga 105
11-1311M 5'-ctgacgccTacga 105
11-1360 5'-cacttcgtgcge 55
11-1360M 5'- atgcacttcgtgTg 58

11-R 5'-catagcccacaggt Primer
12 12C 5'-ctatgtcccctcag 73
12-1376 5'-acgagctccgtg 55
12-1376M 5'-gacgagctccTtg 57
12-1388 5'-aggcctggegt 45
12-1388M 5'- ggcctggcAtat 44

12-R 5'-ccagctcaatctgg Primer

bién di san pham trén gel agarose 4% dién
thé 6n dinh 100V, trong 30 pht, sir dung maker
50bp. Poc két qua trén may soi tir ngoai (UV).
Déi chiéu v6i maker dé kiém tra két qua.
4. Két qua nghién ciru
4.1 Dinh lwong mirc dé thidu hut enzyme
G6PD

Tién hanh phuong phap dinh luong theo kit
cua hdng Randox Carmencita (2003). Lwa chon

ngau nhién 30 ddi twong c6 muc do thiéu hut
[++] va [+++] sau khi d& duoc sang loc bang ki
thuat ban dinh luong Formazan (Bang 3). Két
qua cho thiy gia tri hoat d6 G6PD trén cac mau
binh thuong la 8,4 UI/gHb cao hon trén cac mau
duong tinh [++] la 50% (4,4 Ul/gHb) va mau
duong tinh [+++] la 83% (1,5 Ul/gHb) co y
nghia théng ké vai p<0,05 va p<0,001.

Biang 3. Hoat d§ G6PD ciia cac dbi twong c6 két qua Am tinh va dwong tinh [++], [+++]

Hoat dp G6PD ‘
— Ty 1§ % p
X £ SD (Ul/gHb)
Formazan am tinh (n=10) 84+12 100
Formazan duong tinh [++] (n=10) 44+0,8 50 <0,001
Formazan duong tinh [+++] (n=20) 1,5+0,53 17 <0,05

4.2. Xdc dinh dgt bién Silent trén exon 11-12
Tién hanh sang loc trén exon 11-12 ¢ nhiing

mau bénh nhan thiéu hut G6PD ddi véi 34 bénh

nhan thiéu hut (++) va (+++). San pham PCR
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lan the nhat dugc sir dung 1am khudn PCR-
MPTP. Két qua dién di san pham PCR lan 1 va
PCR - MPTP lan 2 duoc trinh bay trong Hinh 1,
Hinh 2.
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Hinh 1. Két qua dién di san pham PCR trén
exon 11-12 cia nhirng bénh nhan thiéu hut
G6PD

1 2 3 4

5 6 7 M

bp bp

< 750
500

250

(M: marker 250bp, mau 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7: san
pham PCR cua exon 11-12 cua bénh nhan thiéu
hut G6PD)

San pham thu dugc & exon 11 va exon 12 ¢6
kich thudc: 618bp. San pham PCR lan 1 cua
exon 11-12 duoc dung 1am khuon dé chay phan
ung MPTP. Trong phan ung MPTP cua exon 12
va exon 11, ching t6i dung hai cip méi: cac cip
moi dot bién va cac cip modi khong dot bién.
Theo hinh 2, két qua & exon 12A cho thiy khéng

618

c6 mau nao dot bién & exon 12. Két qua & exon
11B cho thay véi phan @ng Mset mau binh
thuong c6 1 san pham 128bp, véi phan wng Nset
mau binh thudng c6 3 san pham 55bp, 105bp va
128bp. Nhur vay ¢6 4 miu dot bién & exon 11 do
sw vang mat cua bang 105bp. Pay la dang dot
bién Silent.

Két qua doc trinh tu trén Exon 11-12 khi so
sanh trinh tu cua doan gene trén exon 11 cua 4
miu dwong tinh cua nguoi thiéu hut G6PD:
Nhitng sb liéu da cho thiy khi so sanh véi trinh
tu gene chuan cua exon 11-12 trén ngan hang
gene c6 md s6 NG009015, xuat hién dot bién
trén exon 11 cia mau s6 1B11-12; 3B11- 12;
4B11-12, con miu 2B11-12 khéng thiy xuét
hién dot bién & exon 11. Hinh 3 1a hinh anh trinh
tu nhirg doan gene bao gdm mau ddi chiang va
cac mau dot bién trén exon 11.

Hinh 2. Két qua dién di san pham PCR-MPTP xuit hién dét bién Silent trén exon 12(A) va
exon 11 (B) & c&c mau bénh nhan thiéu hut G6PD

IM2 3 45 6 MIN2 34 506

Exon 12A

IM 2 3 45 3 45 6

6 M IN2

105

Exon 11 B

(1M: Si dung céc cap moi dot bién ¢ bang 2 M.set; IN: Sir dung c&c cap moi khéng dét bién N.set &
bang 2; M: marker 50bp; Giéng 2,3,4,5,6: san pham PCR-MPTP cua exon 11-12 ¢ c&c bénh nhan

thiéu hut G6PD)

Hinh 3. Két qua doc trinh tw Exon 11-12 & ngwoi thiéu hut G6PD c6 dot bién Silent

50
LGCTCCCTGACGCCTAEGAGCGCCTCATCCT

Mau DC-A

Trinh tu cua doan gene trén exon 11 ciia mau
(1B11-12) duoc xac dinh 1a c6 dot bién sau khi
doc trinh tu. Tai vi tri nucleotid sé 50 trén doan
gene binh thuong c¢b6 doan trinh  tu:
CCT.ACG.AGC (Hinh 3) twong tng trén mau
gene c6 sy dot bién, cd trinh ty bi thay d6i 1

s0

GCTCCCTGACGCCTARGAGCGCCTCATCC

Mau 1B11-12

nucleotid tr C—T d6 la CCT.ATG.AGC (Hinh
3), dan dén bién doi acid amin tir Thr—Met. Dot
bién dugc xac dinh 1a dot bién dang Silent thuoc
exon 11.

5. Ban luan

PCR la mét ky thuat phd bién va khdng thé
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thiéu trong cac phong thi nghiém nghién cau y
hoc va sinh hoc véi nhiéu ung dung khac nhau
nhu nhan ban ADN dé giai trinh tu, nghién ctu
qué trinh phét sinh chung loai dya trén bang
chirng vé ADN, hoic phan tich chirc ning cua
gene; chan doan cac bénh di truyén; xac dinh cac
diu van tay ADN (st dung trong khoa hoc phap
y va xéac dinh quan hé huyét thong); phat hién va
chin doan cac bénh truyén nhidm...Viéc trién
khai ki thuat ndy trong tim kiém dot bién gene
cho bénh thiéu hut G6PD ndi riéng va cac bénh
dot bién gene n6i chung 1a mot hudng di méi cé
¥ nghia hét sirc quan trong va gop phan vao mirc
d sinh hoc phan tir cua nén y hoc nudc nha.
Gene G6PD c¢6 13 exon, trong dé co exon 1
va mot phan exon 2 khong ma héa. Nhiéu cong
trinh nghién cau trén thé gioi da bao céo hau
nhu trong tat ca cac exon con lai déu c6 dot bién.
Bang ki thuat PCR, mdi exon duoc khuéch dai
v6i mot cap modi dic hiéu khac nhau. Két qua
phan tich tim c4c dang dot bién G6PD cho thiy
& mdi ving lanh thd ciing nhu & mdi dan toc
thuong gap nhiing dang dot bién khéc nhau.
Trong nghién cuau nay, viéc sir dung ki thuét
PCR-MPTP bing c4ch dung san pham cua PCR
lan 1 dé chay MPTP, dua trén nguyén tic céac
moi xudi phu kin tirng viing cuia exon dich, két
hop véi mdi nguoc binh thudng tao nén san
pham néi tiép nhau, khi ving mat mot trong cac
san pham ching to co dot bién. Dua trén trinh ty
nucleotid d3 biét cua exon va vi tri dot bién hay
gap trén exon, chdng tdi st dung cac cap moi
khuéch dai cac doan exon binh thuong- Nset
(normal) va mdi khuéch dai cho vi tri dot bién —
Mset (mutation). Chang toi tién hanh xac dinh
dot bién trén 34 ddi twong cua cac mot sé dan
toc: Kinh, Muong, Thai, Ha Nhi, Gia Rai. Viéc
tién hanh xac dinh dot bién lan luot trén exon
11,12 1a nhirng exon hay xay ra dot bién & cac
dan toc thuoc ving Pong Nam A (Nguyén Thi
Ngoc Dao, 1997), (Poan Hanh Nhéan, 2003),
Chung toi tim thdy dang dot bién cam Silent &
exon 11 va 12. Pay la dang dot bién boi
nucletotid 1311 ¢ exon 11 C>T nhung ca hai b
ba TAC va TAT déu ma cho Tyrorin do vay cau
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trdc bac 1 cua phan tir khdng bi thay doi. Két
qua nghién ctru cia ching toi vé& dot bién gene
G6PD (dot bién silent) tuy nhién dot bién nay
chiém ti 1& cao khong & dan toc thiéu sb & phia
Bac Viét Nam.

Trong nhitng dot bién gay thiéu hut G6PD,
dot bién tai vi tri xa viing gain NADP*, hay xa vi
tri gén co chat G6P thuong it anh huong dén
chirc nang cua enzym. Akira Hirono nim 1998
nhan xét ring G6PD A (-), G6PD Quing Yuan
va G6PD Ilesha 1a dot bién thay mot acid amin,
hoat d6 enzym giam nhe hozc binh thuong, diéu
nay goi v khu vuc dot bién khdng nim & ving
chicc nang quan trong cua enzym. Nguoc lai
thiéu hut G6PD s& nghiém trong hon néu viing
dot bién tap trung gan vi tri gan NADP hay ving
gan co chit G6P. Trong nghién ciru cua Akira
Hirono va cong sy di tim thidy dot bién
Vancouver. Dot bién nay thay 3 nucleotid twong
ing acid amin 106, 182, 198 c6 nhiéu thay doi
Vé dic tinh enzym (Gémez-Manzo, 2013).

6. Két luan

Trong qua phan tich trinh ty exon 11,12
chiing t6i da phat hién mot dot bién Silent trén
exon 11. Pay 1a dang dot bién bai nucletotid
1311 & exon 11 C—T nhung ca hai bo ba TAC
va TAT déu mé cho Tyrorin do vay ciu triic bac
1 caa phan tir khéng bi thay doi.

Két qua nghién cu cua ching toi vé dot
bién gene G6PD ciing twong tu nhu cac tac gia
trong va ngodi nudc tuy nhién dot bién silent
chiém ti 1& khong cao ddi voi nguoi thudc cac
dan toc ¢ phia Bic Viét Nam.

Céc dang dot bién Silent duoc tim thay trong
nghién ciru cua chung toi déu nam trong 1op 2
theo phan loai cuaa WHO, déy 1a 16p gy thiéu
hut G6PD ning. Hoat d6 G6PD cua cac mau
thuoc mot trong dang dot bién déu rat thip diéu
nay c6 thé din dén cac thay d6i acid amin &
nhirng vi tri ¢6 chirc niang quan trong trén phan
tir enzym G6PD. Vi vay, chic ning chinh xac
cua cac acid amin nay can duoc nghién ciru thém
va can nghién ciru dot bién Silent véi mdi lién
quan t6i hoa sinh 1am sang dé dua ra nhirng bién
phap phong ngura cac dot tan mau c6 hiéu qua.
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G6PD la enzym chuyén hod theo con dwong pentose, tao ra NADPH giir cho glutathion ¢

dang kher bao vé hong cau khéi cdc tac nhdn oxy hod nhw oxygen, cdc hod chdt, cac thuoc, cac chdt
chuyén hod ciia co thé luu hanh trong mau... Thiéu hut enzyme GB6PD c6 nguyén nhdn do dét bién
gen va la mat bénh di truyén gen lgn lién két nhiém sdc thé gisi tinh X. Nghién cizu siz dung kj thugt
PCR-MPTP dé xdc dinh dang dgt bién gen gay thiéu hut GEPD ¢ mét so nguoi ¢ mét so dan tgc ¢
phia Bdc Viét Nam.

Tir khoa: G6PD; Thiéu hut G6PD; D¢t bién; PCR-MPTP.
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