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UDP glucurosyltransferase 1 family polypeptide A1 (UGT1A1) is the
enzyme in the liver that is responsible for bilirubin glucuronidation.
Mutation altering nucleotide sequence in the coding region,
enhancermodule or promoter region can affect enzyme function or
structure. UGT1A1*60 is a T-to-G substitution at nucleotide -3279 in
the phenobarbital-responsive enhancer module of UGT1Al gene,
which reduces the transcription activity of UTG1Al gene. To
determine the present of UTGLlA1*60 variant in Vietnamese
population, we used the direct sequencing method of PBREM
fragment of UTG1A1 gene to determine the genotype and its allele
frequency in 96 individuals of healthy Kinh ethnic group. The results
showed that UTG1A1*60 variant is present in homozygousand
heterozygous genotypes with frequencies of 45.833% (N = 44) and
9.375%, respectively. The allele frequency of the UTG1A1*60 variant
in the population was quite high (32.292%). This study contributes to
the understanding of the genetic characteristics of the UGT1AL gene
in the Vietnamese population and shows a remarkable role of this
variant in the hyperbilirubinemia patients.
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UDP glucuronosyltransferase 1 family polypeptide Al (UGT1AL) la
enzyme trong gan chiju trach nhiém glucuronid héa bilirubin. Su bién
dbi trinh ty nucleotide trong ving ma hoa, mé dun ting cudng hodc
vung diéu khién c6 thé anh huong dén cau trdc hoic chirc ning cua
enzyme. UGT1A1*60 do su thay thé nucleotide T thanh G & vi tri -
3279 trong m6é dun ting cwong phan ung voi phenobarbital
(PBREM) cua gen UGT1AL, gay giam hoat dong phién md cua gen
nay. Dé xac dinh sy hién dién cua bién thé UTG1A1*60 & nguoi Viét
Nam, chung t6i da su dung phuong phap giai trinh ty truc tiép doan
PBREM dé xac dinh kiéu gen va tan sb cta no trén 96 nguoi dan toc
Kinh khoe manh. Két qua cho thdy, bién thé UTG1A1*60 xuét hién &
dang di hop va dong hop vai tan sb twong ng 1a 45,833% (N = 44) va
9,375% (N = 9). Téan s6 alen cia UTG1A1*60 trong quan thé twong doi
lon (32,292%). Nghién cau nay g6p phan hiéu 16 ddc diém di truyén
cua gen UTG1AL trong quan thé nguoi Viét Nam va cho thiy vai tro
dang luu y ctia bién thé nay ¢ cac di tugng ting bilirubin mau.
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1. Mé dau

Mot s6 enzyme & nguoi ¢d kha niang bién doi sinh hoc cac chat ngi sinh va ngoai sinh. Cac
bién doi sinh hoc boi enzyme dugc phan thanh hai loai phan tng, phan ang pha | va pha Il. Pha |
la cac phan tng oxy hoa, khtr, thuy phén va hydrat hda, trong khi cac phan ung pha II dugc goi la
phan ng lién hop bao gém glucuronid hoa, sulphat hoa, acetyl héa, methyl héa... Su bién doi
sinh hoc lién hop dan dén sy gia ting tinh ua nudc cua hop chat thic ddy su bai tiét hoac tich tu
chat chuyén hoa doc hai trong co thé. Glucuronid hda 1a mot trong nhimg con dudng quan trong
nhat cua bién doi sinh hoc lién hop pha 1l va chuyén hoéa thuéc ¢ nguoi [1]. UDP
Glucuronosyltransferase 1 Family polypeptide A1 (UGT1AL) cd vai tro quan trong trong viéc
chuyén hoé loai bo céc chat doc hai ngoai sinh va ndi sinh, duoc biét d&én nhiéu nhat véi vai tro
loai bo co chat noi sinh bilirubin [2], [3]. Bilirubin 1& mot chat thai mau vang duoc tao ra trong
qua trinh di héa heme, mét thanh phan caa huyét sic t6. Khi cac té bao hdng cau a0 hoé hoic hu
hong s& bi phéa va trong 14 lach, chung 1a huyét sic t6 duoc phan hiy thanh heme, sau d6 duoc
chuyén thanh bilirubin. UGT1A1 chuyén d6i dang doc hai, khong hoa tan cua bilirubin (bilirubin
khong lién hop) thanh dang khong doc hai cua n6 (bilirubin lién hop) biang cach lién hop
bilirubin véi axit glucuronic. Sau dé, bilirubin lién hop wa nudc cé thé duoc bai tiét qua mat hoic
phan. Tang bilirubin mau la két qua cua viéc tang bilirubin khong lién hop khong tan trong nudc
trong gan khi khong c6 rdi loan chirc ning gan hoac tan mau [4]. Biéu hién 1am sang phé bién ¢
bénh nhan ting bilirubin mau 13 vang da, vang da c6 thé nhe ¢ hoi ching Gilbert, hoic ning & hoi
ching Crigler-Najjar (Crigler-Najjar | - CNI va Crigler-Najjar II - CNII). Bénh nhan CNI, vang
da biéu hién rd ngay tir khi méi sinh va tich tu dan dan giy nguy co mac ching ton thuong nio
do vang da so sinh (kernicterus) [5].

UGT1Al thuoc ho UDP Glucuronosyltransferase 1 Family (UGT1) siéu ho UDP
Glucuronosyltransferase (UGT), dugc ma hoa boi gen UGT1A (UDP Glucuronosyltransferase 1
Family). Gen UGT1A nam trén nhiém sic thé s6 2, tai vi tri 2g37.1 voi kich thudc 13.052 base,
mot trong cac ban phién ma cua gen UGT1A ma hoa cho UGT1AL [1], [6]. UGT1A1L la enzyme
duy nhat trong gan glucuronid héa bilirubin. Mot sé da hinh trinh ty nucleotide cua gen trong
viing mi hoa, mé dun ting cuong hodc ving diéu khién dan dén cau tric hodc chirc ning cua
enzyme UGT1A1 thay déi, c6 thé dan dén giam hoic mat han qua trinh glucuronid héa va gay ra
céc tac dong 1am sang [7]. Pho cua cac bién thé cia UGT1ALI trong tang bilirubin méau khac nhau
rd rét gitta cac nhom dan toc khac nhau. Bién thé UGT1A1*6 (211G> A) & exon 1, phd bién ¢
dan sb chau A, mot sb toc nguoi Trung Quéc, Nhat Ban, UGT1AL*6 co tan sb tir 14 - 45% [8]-
[12]. UGT1A1*6 ddng hop tir 1am giam hoat dong cua enzyme UGT1AL, cd thé gay ra hoi ching
Gilbert va vang da so sinh kéo dai [8], [13]-[15]. Bién thé dugc biét dén nhiéu nhat Ia
UGT1A1*28, pho bién ¢ cac nude phuong Tay va co trinh tu (TA), TAA & promoter [16], [17].
Dix liéu nghién ciru cho thay rang kiéu gen di hop tir chra 1 alen *28 lam giam khoang 35% hoat
dong phién ma cua gen va kiéu gen dong hop tu alen *28 lam giam khoang 70% [18], [19].
Trong quan thé ngudi da tring va ngudi My goc Phi, bién thé UGT1A1*28 1a mot nguyén nhan
phd bién cua hoi chiung Gilbert, CNI va CNII [20], [21].

Vung diéu khién ciia gen ma héa UGT1AL c¢é trinh ty ting cuong (enhancer) dap tng véi
thudc phenobarbital (Phenobarbital responsive module — PBREM in the distal enhancer element).
Phenobarbital 1a thudc chéng co giat dugc st dung riéng hoic vai cac loai thube khac dé kiém
soat co giat. Nguwoi me mang thai va tré so sinh vang da sinh 1y st dung phenobarbital da dugc
ching minh 12 1am giam 50% ndng d6 bilirubin tong trong huyét thanh [22]. Phenobarbital cam
ng su biéu hién cua gen din dén hoat dong cia UGTIAI ting. Bién thé UGT1A1*60 (-
3279T>G) thuoc PBREM, lam giam 60% hoat dong phién ma tao UGT1A1 [23]. Nhiéu nghién ciru
da phét hién, UGT1A1*60 1a dot bién pho bién ¢ cac bénh nhan va tré so sinh ting bilirubin mau.
Tan s6 alen UGT1A1*60 & tré so sinh chau A ting bilirubin mau la twong dbi 16n, dao dong tir
30,23 — 97,62% [24]-[29]. Su khac biét bién thé UGT1A1*60 ciing duoc chi ra & mét s6 dan toc
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ngudi Trung Qudc [11]. Nam 2019, Mi va dtg. nghién ctru da hinh bién thé UGT1A1 ¢ bénh nhan
nguoi Trung Quéc cho thay, 85% (47/55) chira cac bién thé UGT1A1*60 ¢ bénh nhan GS [7].

Su khéc biét vé tan suat cac bién thé alen cua UGT1A1 trong cac quan thé dan toc khéac nhau
va ¢ cac bénh nhan tang bilirubin mau cho thay ¥ nghia 1am sang c6 thé phu thugc vao chung toc.
O Viét Nam, Nguyen va dtg. (2020) bude dau kiém tra sy xuét hién cua céc bién thé UGT1A1*28
va *6 trén cac bénh nhan tré so sinh vang da tang bilirubin mau [30]. Nghién ctu trude day cua
chung toi di khao sat da hinh kiéu gen UGT1A1*28 trén ving diéu khién cua gen & nguoi Viét
Nam [31]. Tuy nhién, vin chua c6 céng bd chinh thac nao vé sy xuat hién cua bién thé
UGT1A1°60 ¢ nguoi Viét Nam khoe manh cho dén nay. Do d6, chiing t6i tiép tuc tién hanh khao
sat sy hién dién caa bién thé UTG1A1*60 & nhom nguoi dan toc Kinh, chiém hon 90% dan sé
cua Viét Nam, dé tim hiéu vé dac diém di truyén cua dan toc lién quan dén cac hoi chimg ting
bilirubin méu khi xem xét diéu tri bang phenobarbital.

2. Nguyén li¢u va phwong phap
2.1. Nguyén li¢u

Chin muoi sau mau DNA téng s6 cua ngudi dan toc Kinh khoe manh (48 nam, 48 nix) luu giir
tai Vién Nghién ciu hé gen, duoc s dung cho nghién ctru da hinh tai PBREM ctia gen UTG1AL.
Nghién ctru nay da thong qua Hoi dong Y durc cua Vién Nghién ciu hé gen, Vién Han 1am Khoa
hoc va Céng nghé Viét Nam.

2.2. Phuwong phdp
2.2.1. Thiét ké mai dac hiéu va PCR khuéch dai ving gen quan tam

Cip moi khuéch dai PBREM cua gen ma hoa UGT1A1 duoc thiét ké dya trén trinh tu gen
mang ma s6 NG_033238.1 trén Ngan hang gen (GenBank). Cac cap mdi nay duoc tong hop va
cung cap bai cdng ty Sinh hda Phiu Sa (Can Tho, Viét Nam) va o trinh ty nhu sau: moi xudi
gtPBREM F: 5-CTGGGGATAAACATGGGATG-3° va mdi nguoc gtPBREM R: 5’-
CACCACCACTTCTGGAACCT-3". San pham khuéch dai doan ting cudng gen ma hoa
UGT1AL1 c6 kich thudce du kién 606 bp.

Phan tng PCR dugc thuc hién véi tong thé tich cuia mdi phan ung 14 20 ul bao gom: 10 uL
Taq 2X master mix (New England BioLabs, Anh); 0,5 L mdi loai moi (10 pM); 1 uL DNA (20
ng/uL) va 8 pL nudc. Chu trinh nhiét: 95 °C trong 2 phat, 38 chu ky (95 °C 30 giay, 60 °C 30
giay, 68 °C 60 giay), 68 °C trong 5 phut, sau dé giit & 4 °C. San pham PCR dugc phét hién bang
dién di trén gel agarose 0,8%, nhudm ethidium bromide va quan sat dudi anh sang UV.

2.2.2. Gidi trinh ty doan PBREM cua gen ma héa UTG1AL

San pham PCR sau khi tinh sach dugc doc trinh ty ca hai chiéu xudi va nguoc bang bo sinh
pham Bigdye Terminator V3.1 trén may ABI PRISM 3500 Genetics Analyzer (Applied
Biosystems, Hoa Ky). Két qua thu dugc sau d6 dugc phan tich bang cac phan mém tin sinh hoc
Blast va BioEdit.

2.2.3. Phan tich két qud va xa Iy diz lidu

Trinh tu nucleotide tham chiéu PBREM cuia gen ma hoa UTG1A1 duoc lay tir co so dit liéu
nucleotide cia NCBI mang ma s6 NG_033238.1. C4c trinh tu nucleotide ctia mau so sanh Vi
trinh ty tham chiéu bang phan mém BioEdit dé xac dinh nucleotide tai vi tri quan tdm. Céc thuat
toan thong ké duoc thyc hién trén Microsoft Excel 2010. Dinh luat can bang Hardy Weinberg
dugc 4p dung dé danh gia tan sb kiéu gen cua quan thé. Tiéu chudn chi binh phuong (x2) duoc &p
dung dé so sanh tan sé alen trong nghién ctru ndy véi cac quan thé dugc cong bd khac va dé danh
gia trang thai can bang cta quan thé so vai dinh luat Hardy Weinberg. Phan b chuan dugc ding
dé wdc lwong khoang tin cay cho ty 1& cac alen. T4t ca cac phép xac suat théng ké dung trong
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nghién ctru déu dugc tién hanh voi do tin cay 95% (95% CI), gia tri p nhé hon 0,05 dugc coi la
¢6 y nghia thong ké.

3. Két qua va thao luan
3.1. PCR va gidi trinh tw dogn PBREM ciia gen ma héa UTG1Al

Trong nghién ctu nay, cac mau DNA tong s tir 96 mau mau nguoi dan toc Kinh dwoc sir
dung lam khudn khuéch dai doan gen dich véi cap moi dua trén trinh tu gen da cong bd trén
Genbank (NG_033238.1). San pham cua phan ung PCR dugc dién di kiém tra trén gel agarose
0,8%. Két qua thu dugc thé hién trén hinh 1 cho thay, san pham PCR khuéch dai doan ting
cuong thu duge c6 kich thudc khoang 600 bp, kich thudc ndy phi hop theo tinh toan Iy thuyét.
Tiép theo, san pham PCR duoc tinh sach dé giai trinh ty.

UGT1A1*60, wt

UGT1A1*60, het
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Hinh 1. Hinh dnh dién di két qua PCR khuéch dai Hinh 2. Két qua giai trinh tw dogn PBREM
doan PBREM gen UTG1A1l gen ma hc')a UGT1A17
M: Marker DNA 1 kb plus (Thermo Scientific); 1-10: UGTI1A1*60, wt: dong hop tu kiéu dai (TT),

san pham PCR khuéch dai dogn ting cuong cia gen UGT1A1*60, het: dj hop tr UGT1A1*60 (TG),

ma héa UTG1A1 ciia mgt mdu trong nghién ciu UGT141%60, homo: dong hop tu dgt bien
UGTIA1*60 (GG)

San pham PCR dugc tinh sach va giai trinh ty hai chiéu xudi va nguoc cho tong sé 96 mau.
Phan tich trinh tu thu dugc, doan PBREM cua gen ma héa UGT1A1 c6 xuét hién 3 kiéu gen gom
kiéu gen dong hop tir kiéu dai (TT); kiéu gen di hop tir (TG) va dong hop tir dot bién (GG). Két
qua xac dinh trinh tu dai dién cua 3 kiéu gen duoc trinh bay trén hinh 2.

3.2. Phan tich tan sé kiéu gen va tan sé alen UTG1A1*60 ¢ ngwoi dan tgc Kinh

Tir két qua xac dinh trinh tu doan ting cuong cua gen ma hoa UTG1AL tir 96 mau nghién
ctru, chung toi tién hanh phan tich tan sé kiéu gen dua trén sy xuat hién cua alen UGT1A1*1 (*1)
va UGT1A1*60 (*60). Két qua tan sb kiéu gen va alen UGT1A1*60 ctia 96 mau duoc trinh bay &
bang 1.

Bang 1 cho thiy, gen ma héa UTG1A1 co kiéu gen di hop tir *1/%60 véi ty 1¢ cao nhat
45,833% (N = 44), kiéu gen ddng hop tir kiéu dai *1/*1 44,792% (N = 43). Kiéu gen ddng hop tir
kiéu dai va di hop tir *60 c6 ty 16 gan giéng nhau, kiéu gen dong hop tir *60/*60 xuét hién véi ty
& thap nhét 9,375% vai 9 truong hop. Nhu vay, trong nhém nghién ciiu ¢6 s6 ca thé mang it nhat mot
alen bién thé *60 la twong déi 1on, chiém 55,208% ca thé (N = 53). Dua trén tan sb kiéu gen caa mau
nghién ctru, chung t6i da x4c dinh dugc tin s6 alen *60 1a 32,292%, tir d6 kiém dinh vai dinh luét can
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bang di truyén trong quan thé Hardy Weinberg cho két qua tan sb alen *60 c6 tuan theo dinh luat nay
v6i % = 0,183 va p = 0,906. Didu ndy chang to, tan sé alen *60 da duoc di truyén 6n dinh trong quan
thé va nhém mau nghién ciru da dai dién cho quan thé nguoi Viét Nam.

Bang 1. Tan sé kiéu gen va alen UGT1A1*60 cia gen md héa UGTIAI trén nguoi dan téc Kinh Viét Nam

o Kiéu gen (N = 96) Alen (n = 192)
Tin sé *1/*1 *1/*60  *60/*60 *1 *60
o 43 44 9 130 62
Nghién ciu nay (44,792%)  (45,833%) (9,375%) (67,708%)  (32,292%)
~ Hardy- Weinberg 73788%  27,044% 1,988 %
Kiém dinh Chi binh phuong (%) = 0,183 p = 0,906

3.3. So sanh tan sé alen UTG1A1*60 ciia nguwoi dan tgc Kinh véi cac nhém dan tée di dwoc
nghién cizu trén thé gisi

Dé danh gia mic do phd bién cua allen UTG1A1*60 cua nguoi Viét Nam véi cac dan toc
khéc, chung toi lya chon sé lidu di cong bd cua 13 dan toc thude 5 nude bao gdm: Trung Quéc,
Nhat Ban, Bd Pao Nha, Uzbekistan va Han Qudc. Sé lwong mau nghién cau caa mdi nhém Ién
hon hoic bang 30 (N > 30). Két qua so sanh duoc thé hién & bang 2.

Bang 2. So sanh tan sé alen UGTI1AI*60 da cong bé giira cac dan tgc trén thé gidi

Tan so 2

TT Dan téc/quan thé Nuwéc N Llen *60 (%) Tai liéu tham khao o p
1 Kinh Viét Nam 96 32,292

2 She Trung Qudc 264 29,167 [11] 0,655 0,418
3 Han 539 32,004 0,006 0,937
4 Dong 273 42,308 5953 0,015
5 Han Trung Qudc 80 425 [32] 3,905 0,048
6 Datring BéPaoNha 161 44,41 [33] 7,367 0,007
7 Nhat Ban Nhat Ban 150 25 [34] 3,098 0,078
8 Uzbekistan Uzbekistan 87 50 12,492  0,0004
9 Akita Nhat Ban 50 23 [35] 2,311 0,097
10 Kochi 50 27 0,869 0,351
11 Yamaguchi 50 26 1,236 0,266
12 PaiLoan Trung Quéc 200 35 [26] 0,423 0,515
13 Han Quéc Han Qudc 324 267 [36] 2,300 0,129

Ghi chui: N: Tong s6 mau nghién citu; x?: Gia tri Chi binh phwong; p: mikc ¥ nghia thong ké. Véi dg tin cay
95%, p < 0,05 thi su kh&c biét la co y nghia thong Ke.

Két qua phan tich & bang 2 da chi ra rang, su khéc biét vé tan sé cua bién thé *60 ¢ cac nhom
dan toc khac nhau co phu thugc vao ching toc, tan s alen bién thé *60 dan toc Kinh ¢ Viét Nam
va cac nude di cdng bé 1a twong dbi 16n, dao dong tir 23% - 50%; trong d6 dan toc Akita nguoi
Nhat Ban co tan s6 *60 thap nhat (23%), nguoi Uzbekistan c6 tan s6 *60 cao nhat (50%), ngudi
da tring B6 Pao Nha dung thir 2 (44,41%), tan alen *60 nguoi Kinh Viét Nam dtng thir 6 trong
13 dan toc/ nhém dan toc so sanh (32,292%). Trong do, tan sb alen *60 cua dan toc kinh Viét
Nam c6 sy khac biét c6 y nghia thong ké khi so sanh voi nguoi Uzbekistan (p = 0,0004; ¥ =
12,492), ngudi Bd Pao Nha (p = 0,007; ¥ = 7,367), dan toc Han (p = 0,048; y? = 3,905) va dan
toc Dong cua Trung Quéc (p = 0,015; 42 = 5,953). Tuy nhién, tin s6 alen *60 & ngudi Han Trung
Qudc ¢o sy sai khac ¢ ¥ nghia théng ké trong hai cong b (p= 0,0268; 52 = 4,9064).

Véi dic diém pho bién ¢ cac dan toc/nhom dan toc trén thé gisi cho thay *60 khong phai 1a
mot bién thé méi xuit hién ma da ton tai va on dinh qua rat nhiéu thé hé. *60 cd thé 1a mot yéu té
du b4o quan trong vé kha niang chuyén hoa bilirubin khi bién thé nay lam giam hoat dong cua
enzyme UGT1A1 [23]. Béi véi cac bénh nhan tré so sinh ting bilirubin mau ngudi Ai Cap,
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UTG1A1*60 chiém 49,2% & nhom tang bilirubin mau va 25,6% & nhom ddi chung [28]. Nghién
ctru trén tré so sinh Malaysia va Dai Loan ciing cho két qua tan sb alen cia *60 cao hon dang ké
O tré so sinh tang bilirubin mau khi so sanh v&i nhém doi chimg, tuong tng la 49,24%, 63,202%
va 32,86%, 33,75% [26], [29]. Pic biét, ty 1& bién thé UTG1A1"60 dugc phat hién cao nhat ¢ tré
so sinh ting bilirubin mau nguoi Indonesia 1én dén 97,63% [27]. Tuy nhién, ciing c6 nghién ciru
chi ra khdng cé sy khac biét giira bién thé nay ¢ tré so sinh ting bilirubin mau nguoi Indonesia va
nhém ddi chimg, twong (g 93,33% va 100% [24]. Nhu vay, hau hét cac cong b chi ra su khac
biét vé ty I¢ bién thé nay giira nhom tré so sinh tang bilirubin mau nguoi chau A va ddi ching co
y nghia thong ké. Nghién ciru cia Mi va dtg (2019) & 55 bénh nhan GS ngudi Trung Quéc cho
thay *60 la bién thé co ty Ié 16n (85%) [7]. Ngoai ra, bién thé UGT1A1*60 thuong di kém véi
bién thé *28, 91% (21/23) bénh nhan hoi chimg GS dong hop tir "60 ¢6 bién thé UGT1A1"28 [7].
Niam 2020, mét nhom nghién ciru cua Viét Nam dd béo céo ty 1é bién thé UGT1A1*28 & tré so
sinh tang bilirubin la 6% va khong khac bi€t so véi tré so sinh binh thuong [30]. Trong nghién
ciu nay, ty & bién thé *60 ching i xac dinh dugc ¢ nguoi dan toc Kinh la tuong dbi lon,
32,292%. Do d6, vai tro cua bién thé *60 di v6i qua trinh diéu tri ting bilirubin mau bang thudc
phenobarbital tai Viét Nam rat dang dé quan tam.

4. Két luan

Nghién ciru nay di xac dinh dugc bién thé UTG1A1*60 & nhom 96 ngudi Kinh Viét Nam ¢6
trong kiéu gen di hop va ddng hop véi tan sé tuong (ng la 45,833% (N = 44) va 9,375% (N =
9). Tan s alen cua bién thé UTG1A1*60 trong quan thé 1a 32,292%, ddy 1a con sb twong doi
I6n. Do d6, can tién hanh nhirng nghién ctru sau hon vé anh huong cua bién thé gen nay ¢ bénh
nhan Viét Nam.

Loi cam on
Nghién ciru nay duoc thyc hién véi su hd tro vé co s¢ vat chat va thiét bi cia Vien Nghién
ctu hé gen - Vién Han Iam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
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