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Phat hién dot bién gen G6PD ¢ bénh nhan thude din toe Ning
thieu hut enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase
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Tom tit:

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) la enzyme then chot mé dau cho chu trinh pentose phosphate trong chuyén
héa glucose, vé mit s1nh ly con dwong nay la nguon goc chi yeu cung cap nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) cho hong ciu. Nghlen ctru nay dwoc tién hanh nham xac dinh dot bién trén gen G6PD & bénh nhian ngwoi dan
toc Nung dwgc chin doin thiéu hut enzyme G6PD. 18 bénh nhi dan toc Nung dwoc chin doan thiéu enzyme G6PD tai
Bénh vién Nhi Trung wong, dwoc img dung ky thuit PCR va giai trinh ty gen dé phat hién dot bién trén gen G6PD. Két
qué c6 8 dang ddt bién dwoc xac dinh trén gen G6PD, trong dé dot bién chiém wu thé 13 G6PD Kaiping (c.1388G>A) véi
ty 1€ 44,4%. Tiép theo la cac dot bién Canton (¢.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union (c.1360C>T), Gaohe (c.95A>G),
Orissa (c.131C>G) va Chinese-5 (¢.1024C>T). Cudi cung 1a 3 trudng hgp (Silent) ¢6 thém bién doi & vi tri 1311C>T.

Tir khéa: Canton, dan toc Nung, dot bién gen G6PD, Kaiping, thiéu G6PD.
Chi s6 phin logi: 3.1
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Abstract:

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is the key enzyme that initiates the pentose phosphate cycle in glucose
metabolism. Physiologically, this pathway is the main source of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) for
red blood cells. This study aims to identify glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations in Nung ethnic patients
with G6PD deficiency. 18 pediatric patients of the Nung ethnic group were diagnosed with G6PD enzyme deficiency at the
Vietnam National Children’s Hospital and applied PCR and gene sequencing to detect mutations in the G6PD gene. 8 types
of mutation were detected in the G6PD gene in which the most common mutation was Kaiping (c.1388G>A) with 44.4%,
followed by Canton (c.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union (c.1360C>T), Gaohe (¢.95A>G), Orissa (c.131C>G), and
Chinese-5 (¢.1024C>T). Silent mutations at the 1311C>T location were found in 3 cases.

Keywords: Canton, G6PD deficiency, Kaiping, mutation in G6PD gene, Nung ethnic.
Classification number: 3.1

Datvan de s& bi tan huyét nhanh chong dudi tic dung cua céc tic nhan
oxy hoa, voi bieu hién 1am sang nhu vang da, tan mau, trong
d6 thiéu mau, tan mau nang la mot trong nhiing triéu chung

nguy hiém nhét [1].

G6PD la enzyme then cht mo dau cho chu trinh pentose
phosphate trong chuyen hoéa glucose vé mat sinh 1y con
duo*ng niy 1a ngudn gdc chu yéu cung cip NADPH cho

hdng cdu. NADPH 1a coenzyme khir, ¢6 lién quan mat
thiét voi chudi phan tmg tiép theo gitip bao vé cac nhoém
sulphydryl cua haemoglobln ngan can qua trinh perox1de
clia cac cdu tir hdng cau. Hong cu ctia ngudi bi thiéu G6PD

*Tac gia lién hé: Email: tranvankhanh@hmu.edu.vn
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Enzyme G6PD 1a san pham ma héa cua gen G6PD nim
trén nhanh dai cia nhidm sic thé giéi tinh X tai vi tri Xq28.
Gen dai khoang 18,5 kb gdbm 25861 nucleotide, khung doc
mo dai 1545 nucleotide véi 13 exon va 12 intron. Exon 1
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va dau 5’ ctia exon 2 khong mi hoa. B 3 mi hoa dau tién
nam trén exon 2 [2]. Dot bién trén gen G6PD dan dén giam
hodc ngimg qué trinh tong hop enzyme, gy ra bénh thiéu
enzyme G6PD. Pén nay, hon 200 dot bién G6PD phan bd
doc trén 13 exon cua gen da dugc xac dinh. Trong do, su
thay thé nucleotide don 1¢ dwoc mo ta thudng xuyén nhét,
dot bién mét doan va dot bién intron duge bao cdo véi ty 1¢
thdp [3]. Trén thé gidi, ty 16 méc bénh cao nhat 1a cac khu
vuc Dia Trung Hai, chau Phi va Nam A. Tai Viét Nam, ty
1¢ mic bénh dao dong khoang 0,3-9% [4]. Su phan bd cac
dang dot bién mang tinh dic trung theo ving dia Iy va dan
toc [1, 2]. Viéc nghién ctru khao sat dot bién gy ra sy thiéu
hut G6PD dong gop vao sy hiéu biét vé phd dot bién trén
gen G6PD, m¢ ra nhitng co hoi méi dé chan doan va diéu
tri bénh trong tuong lai. Muc tiéu tién hanh nghién clru cua
chung t6i 1a xac dinh dot bién trén gen G6PD & bénh nhan
ngudi dan toc Nung di duoc chan doan thiéu hut enzyme
GO6PD.

Doi twong va phuong phap nghién ciiu
Déi twong

18 bénh nhan nguoi dan tdc Nung duoc chan doan thiéu
enzyme G6PD tai Bénh vi¢n Nhi Trung uong trong thoi
gian tir thang 6/2019 dén thang 9/2019.

Tiéu chudn lua chon: Bénh nhan dugc chan doan thiéu
G6PD c6 két qua dinh lugng hoat d enzyme G6PD dudi
200 U/10'2 hong cau. Bénh nhan thude dan toc Nung.

Tiéu chudn logi trir: Bénh nhan thudc cac nhoém dan tdc
ngoai Nung, hodc khong dong y tham gia nghién ciru.

Phuwong phap nghién ciru

Tdch chiét DNA: 2 ml méau ngoai vi cua bénh nhan duoc
thu thap vao dng chdng dong EDTA. DNA tong sé duogc
tach chiét tir mau toan phan theo kit The Wizard® Genomic
DNA Purification Kit cia Hang Promega (M¥). Tat ca cac
mau sau tach chiét duoc tién hanh do néng do va do tinh
sach bang may do quang ph6 Nanodrop dam bao du yéu cau
str dung dé phan tich gen.

K7 thudt PCR: Thanh phan cta phan tmg PCR (thé tich
10 pl) gdm: 1 pl DNA méu, 0,5 pl moi xudi 10 pM/ul va
0,5 pul moi ngugc 10 pM/ul, GoTaq G2 Hot Start master
mix (2X) 5 pl, H,O 3 pl. Chu trinh nhi¢t cta phan tmg PCR:
94°C/2 phut, 35 chu ky nhiét [94°C/30 giay, 60°C/25 giay,
72°C/40 gidy], 72°C/5 phiit. Bao quan mau & 4°C. Trinh tw
mdi khuéch dai gen G6PD moi F1-F5 tham khao theo trinh
tuy moi trong nghién ctru cia N.T. Hue va cs (2009) [4].
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Moi F6-F8 dugc thiét ké sir dung bang phan mém Primer -
BLAST dua trén trinh tu gen G6PD trén ngan hang gen ma
NG_009015 (bang 1).

Bang 1. Trinh tw mdi khuéch dai cac exon trén gen G6PD.

Tén Tm Kich thwéc

mby  Trimh ty mbi (5->3") Exon 0 (p)
FIF  5-CTCAAGAAAGGGGCTAACTTCTCAA-3’ 63,5
FIR  5$-GCACTTCCTGGCTTTTAAGATTGGGS 63,1 H
F)F  5-AGGTCGTGTCCCCAGCCACT-3' 62,0
F)R  5-GCACAGACACTGCCCCAGGC-3’ b 63,1 o
FF  5-GGGCACCCTCCCTGGACCTC-3’ 61,5
F3R  5-TCGTGGAGCAACGCTGCCAC-3’ ’ 60,7 !
FAF  5-ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG-3 62,5
FAR  5-GCTCTGCCACCCTGTGCCAG-3’ o7 62,3 !
FSF 5-ACACAGCCAAGCACCCCACG-3’ 62,1
FSR  5-CAGGGCCCCTCCCTGAGGAC-3’ ’ 63,1 607
F6F  5-GACTCGAGATGGACCAGGGTG-3’ 619
FR  5-CTCGAAGGCATCACCTACCATCC-3’ o 62,7 g
FIF 5-GGCCGTGTACACCAAGATGAT-3’ 604
FIR  5-AGAGTGACGGGTGGAGGAGAG-3’ 12 62,7 0
FSF  5-TATGGCAGGTGAGGAAAGGGT-3’ 60,8
FSR  5-AATGTGCAGCTGAGGTCAATG-3’ B 59,2 7

Ky thuat gidi trinh tu gen

Thanh phan phan tmg PCR giai trinh tu gen gdm: Buffer
Big dye 5X, Big dye Terminator v3.1, mdi xudi hodc moi
ngugc, san pham PCR céc exon gen G6PD. Quy trinh dugc
thuyc hién theo hudng dan sir dung cho bo kit BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ABI, My). San
pham PCR giai trinh ty gen sau khuéch dai dugc tinh sach
va dién di trén hé thong ABI 3500 Genetic Analyzer. Két
qua giai trinh ty cac exon gen G6PD dugc so sanh voi trinh
tu tham chiéu NG 009015 trén ngan hang gen bang phan
mém CLC Main Workbench dé phat hién céac trinh tu bi
thay dbi.

Két qua

Két qua bang 2 cho thdy, 100% bénh nhan ¢ dot bién
trén gen G6PD, voi 8 loai dot bién diém dugc xac dinh.
Trong d6, dot bién Kaiping chiém wu thé nhét. Cac dot
bién gip voi ty 1¢ thap hon 1an luot 1a Canton, Viangchan,
Union. Mdi dot bién Gaohe, Orissa va Chinese-5 xuét hién
6 1 truong hop. Ghi nhén 3 trudong hop c6 thém bién doi o
vi tri 1311C>T. Hinh anh két qua giai trinh tu cac dot bién
trén gen G6PD & nguoi binh thudng - bénh nhan mang dot
bién dugc thé hién ¢ hinh 1.



Bang 2. Két qua xac dinh dét bién gen cua déi twong nghién ciru.

TT Tengitbibn Vimidjtbibn D00  ggg P WE
: o acid amin lrong (%)

Hoat dg enzyme
(U102 hdng ciu)

Thuge phin Idp IT: 83,3%

1 Kaiping ¢.1388G>A R463H 12 8 44 89974
2 Canton ¢.1376G>T R459L 12 3 166 228363
3 Viangchan ~ ¢.871G>A V29IM 9 2 1,1 45,6788
4 Union ¢.1360C>T R454C 11 2 11 0701
Thugc phan ldp I11: 16,7%
1 Gaohe ¢95A>G H32A 2 1 56 64,3
2 Orissa ¢.131C>G A44G 3 1 56 283
3 Chinese-5 ¢.1024C>T L342F 9 1 5,6 19,26
Ting 8100
Silent c1311CT T437T 11 3 166 283788
(A) (B)
c.95A c.95A>G c131C c.131C>G
v v v v
ACACACATA" ACACEBCATAT CTGGCCAAG. CTGGECAAG)
T H 1 T R 1 L A K L G K
(C)  csric D) ¢ 1024c 102407

c.871G>A
v

v .
CAAGGTGTTI CAAGETGTT CGTCCTCTA' CGTCHTCTA
V. L Y v F Y

oMY VI saneaonly VAWV

(E) (F)

€.1360C €.1360C>T
%

¢.1376G>T
¥ v
CTCCGTGAG CTCCETGAG!

v R XX \4 C XX L R E L L E
(G) (H)
.1388G ¢.1388G>A c1311C cA311C>T
¥ 1% % v

CGCCTACGAGCGC CGCCTATGAGCGC

v ¢.1376G
CGTGCGCAG CGTGTGCAG!

TGGCGTATT TGGCATATT
w R 1 w H 1

WYYV

Hinh 1. Hinh anh két qua giai trinh tw cac dot bién trén gen G6PD. (A)
Gaohe (c.95A>G); (B) Orissa (c.131C>G); (C) Viangchan (c.871 G>A); (D)
Chinese-5 (c.1024C>T); (E) Union (c.1360C>T); (F) Canton (c.1376G>T); (G)
Kaiping (c.1388G>A); (H) Silent (c.1311C>T). Két qua giai trinh ty: ngudi binh
thwdng - bénh nhan mang dét bién.

Thiéu G6PD 1a bénh 1y di truyén vé enzyme phd bién
nhit & ngudi, anh hudng toi gan 5% dan sé thé gidi va
gdy ra cac bénh 1y lién quan t6i hong cau. Cac dot bién
Xy ra trén gen G6PD la nguyén nhan dan dén viéc giam
hodc nglmg qué trinh tong hop enzyme, giy ra bénh thiéu
enzyme G6PD. Do d6, viéc nghién ciru khao sat dot bién
gen G6PD m¢ ra nhitng co hoi méi dé chan doan va diéu
tri bénh trong twong lai. Nghién ctru tién hanh trén 18 bénh
nhi dan toc Nung, sinh séng chu yéu tai cac tinh mién nui
phia Bic. Nho phuong phap dinh luong hoat d6 enzyme,
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cac bénh nhi duoc chan doan thiéu hut enzyme G6PD tai
Bénh vién Nhi Trung uvong. Két qua phan tich gen cho thay,
tat ca cac doi tuong nghién ciru déu mang dot bién trén gen
G6PD. Vi 8 dang dot bién diém dugc xac dinh, trong d6
7 dang dot bién din dén thay thé acid amin nay bang mot
acid amin khac l1am thay d6i ciu tric protein va mot bién
d6i im lang (Silent). Pay déu 1a cac dot bién da duoc ghi
nhan tai Viét Nam trong cac nghién ctu trude day, khong
ghi nhan do6t bién maéi [4, 5]. Dot bién gip nhidu nhat trong
nghién ctu la Kaiping (c.1388G>A) voi ty 1€ 1a 44,4%.
Tiép theo 1a dot bién Canton (c.1376G>T) véi ty 1& 16,6%.
Theo cac nghién curu trude khao sat tai Viét Nam, bién ddi
¢.1388G>A dugc ghi nhan trong nhém nguoi Kinh nhung
voi tan sudt thép hon, dao dong 6,6-16%. Tuy nhién, bién
d6i ¢.1376G>T lai gip véi ty 1& cao hon (26,67%) [4, 5].
Pay ciing 1a nhitng dot bién phd bién nhat trong quan thé
nguoi thiéu G6PD tai Trung Quéc. Cu thé Y. Chen va cs
(2018) [6] nghién ciru trén 904 tré thiéu hut G6PD tai Phuc
Kién, Trung Quéc xéc dinh dugc 17 loai dot bién, trong
d6 3 dot bién ¢.1376G>T, ¢.1388G>A va ¢.95A>G chiém
72,6%. Ty 1€ nay trong nghién ctru cia ching toi 1a 66,6%.
Ngoai ra, nghién ctru cua chiing t6i cling ghi nhan 2 dot
bién Viangchan (c.871G>A) va Union (c.1360C>T) véi ty
1é béng nhau (11,1%). Viangchan dugc xem la dot bién cha
yéu gay bénh trén quan thé nguoi Kinh tai TP H5 Chi Minh
(43,3%) va ciing la nguyén nhan gay ra phan 16n trudng hop
thiéu G6PD tai cac nudc Dong Nam A nhu Lao (100%) va
Campuchia (97,9%) [4, 7, 8]. Trong khi d6, dot bién Union
dugc ghi nhan ¢ 12% quan thé nguoi Kinh va gip véi ty
1€ 9,5% nguoi Thai Lan [4, 5]. Nghién ctu cling xac dinh
duoc 3 dot bién Gaohe (c.95A>@), Orissa (c.131C>QG) va
Chinese-5 (¢.1024C>T), véi mdi dot bién ghi nhan 1 truong
hop. Py déu la cac dot bién c6 ngudn gbe tir Trung Qudc
[6]. Nguoi Nung dugc xem 1a ¢6 quan hé gan giii v6i nguoi
Tay va ngudi Trang séng doc bién gidi véi Trung Qubc, day
c6 thé 12 nguyén nhéan dan t6i sy twong dong vé dic diém
dich t& dot bién.

Céac dot bién duogc xé4c dinh trong nghién ctru nam trén
exon 2, 3, 9, 11 va 12 vé&i 88,8% cac dot bién xay ra trén
exon 9, 11 va 12. Ty 1& dot bién phat hién trén 3 exon nay
trén ddi twong ngudi Viét Nam theo khao sat cua N.T. Hue
va cs (2009) [4], Nguyén Minh Hung va cs (2009) [9] lan
luot 1a 93,4 va 92,3%. Day dugc xem la mot trong nhiing
ving exon trong diém trén gen G6PD chira nhiéu dot bién
hay gédp ¢ nguoi Viét Nam, vi vay da dugc nhom nghién ctru
uu tién khao sat trudc tién trong qua trinh xac dinh dot bién.
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Hoat d0 enzyme ctia cac bénh nhan trong nghién clru
duogc trinh bay ¢ bang 2 cho théy, céc bénh nhan thiéu hut
enzyme ¢ muc d6 tir trung binh t6i ndng, voi hoat dd enzyme
dao dong trong khoang kha rong (0-97,4 U/10'2 hong cau).
Trong d6, Kaiping, dot bién giap nhiéu nhat trong nghién
cuu, cho théy su chénh léch vé hoat do enzyme gilta cac dbi
tugng nghién ctu la 1om nhét, diéu nay thé hién ton tai su
biéu hién khéac nhau giita kiéu gen va kiéu hinh. Té chirc Y
té Thé giéi (WHO) di chia cac bién thé ctia bénh 1y thiéu
hut G6PD thanh 5 16p, dua vao hoat do cliia enzyme trong
hong cau va biéu hién 1am sang cua ching [1, 2]. 83,3%
truong hop trong nghién ciru mang dot bién thugc phan
lop 11, 16,7% thudc phan 16p 1. Phan lop II dugc mo ta
thiéu hut enzyme G6PD ¢ mirc d§ nghiém trong voi hoat do
enzyme <10% so voi binh thuong. Cu thé, 2 dot bién phé
bién nhat trong nghién ctru 12 Kaiping va Canton c6 vi tri
tuong dbi gan nhau trén exon 12, déu duoc xép vao phan
16p nay. 2 dot bién xdy ra lam thay doi bo 3 ma hoa cho
acid amin Arginine ¢ vi tri 456 va 463 thanh by 3 ma hoa
cho Leucine va Histidine. Cac acid amin nay c6 vi tri gan
v6i nhiing vung (Lys 386 - Arg 387) 1a nhiing domain truc
tiép gdn NADPH, do d6 c6 thé lam thay d6i hoat tinh va kha
ning bao vé hong cau cua G6PD [6]. Bénh nhan c6 hoat do
enzyme thap nhét trong nghién ctru ciia chiing t6i mang dot
bién Union. Vi tri nucleotide ¢.1360 ¢ ngudi binh thudng
trén gen G6PD 1a C, trong khi d6 vi tri nay ¢ bénh nhan c6
trinh tyr 1a T. Sy thay ddi nay lam thay d6i b ba ma hoa acid
amin tai codon 454 tir Arginin thanh Cystein. Dot bién vé
chu triic ctia bién doi nay gy ra su thay di tinh ddc hiéu
ctia co chat enzyme, voi hoat d0 GO6PD chi khoang 10% so
v6i binh thuong [2].

Mit khac, co 3 dbi twong trong nghién ctru ngoai dot
bién gdy bénh da xac dinh dugc con ghi nhan cé thém sy
bién d6i ¢ vi tri nucleotide ¢.1311C>T & exon 11. Cu thé
1a 2 truong hop mang dot bién Viangchan va 1 trudng hop
mang dot bién Orissa. Tuy nhién, do bo ba TAC — TAT
cung ma hoé cho acid amin Tyrosine nén bién ddi tai vi
tri 1311 nay duoc coi la khong anh huéng dén sy ma hoa
acid amin trong céu tric G6PD. Nghién ctru cua Y. Chen
va cs (2018) [6] trén 904 trudong hop thiéu G6PD va 904
ngudi ddi chimg cho thiy tin suat xudt hién cua da hinh
¢.1311C>T trén gen G6PD & nhom bénh nhan thiéu enzyme
cao hon ¢6 ¥ nghia théng ké so v6i nhom ddi chimg. Sy ton
tai cta ¢.1311C>T cuing cac dot bién khéc trén gen G6PD da
duogc quan sat trong cac quan thé trén toan thé gidi va ciing
da dugc ghi nhan trong cac nghién clru trude tai Viét Nam.
Tuy nhién, mic d6 anh hudng cua sy két hop nay ddi voi
co ché sinh bénh thi can duge nghién citu & muc sau hon.
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Qua phan tich gen G6PD ¢ 18 bénh nhan thudc dan toc
Nung bang phuong phap giai trinh ty gen xac dinh duoc
8 dang dot bién trén gen GO6PD. Dot bién chiém uu thé
nhit 1a G6PD Kaiping (c.1388G>A). Tiép theo 1a cac dot
bién Canton (c.1376G>T), Viangchan (c.871G>A), Union
(c.1360C>T), Gaohe (c.95A>G), Orissa (c.131C>G) va
Chinese-5 (c.1024C>T). Ghi nhéan 3 truong hop cé thém
bién d6i ¢ vi tri 1311C>T.
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