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TOM TAT

Thiéu hyt enzyme G6PD 14 nguyén nhin Fay ra hang Ioal r0| loan trong chuyén héa va din t6i tinh lrang
oxy hoéa globin va protein cu tric ciia héng cau, gay v hong cau. Bénh thiéu hyt G6PD din dén nhimg bién
chimg nguy hiém & tré so sinh nhu vang da nhan nao (gay t6n lhuong than kinh), & phu nix mang lhm de doa
say thai va wr vong. Viéc phét hign céc dang dot bién diém, dot bién mét doan hojc mat 2 nucleotid (rat it gap)
trén céc c4 thé thiéu hyt G6PD c6 thé sit dung cdc phuong phap nhu MPTP (mutiplex PCR using tandem
primer), realtime PCR, giai trinh ny gen... Do d6 phuong phap doc trinh e két hop véi PCR-MPTP vin dugc
dimg nhitu nhat vi phuong phap ndy cb mL phat hign ra dugc dét bién dong hop tir hay dy hop nr. Trong bat
béo nay bing ehu(mg phap PCR- MPTP, két hgp vén doc trinh oy gen exon 2 va cxon 9, chung lon dd phan tich
gen duge 6 mau thiéu byt enzyme G6PD hong cdu ngudi (duong tinh 3+) trong 16ng 56 225 dbi luqng ngudn
din toc Ha Nhi vi Dao. Két qui cho thy da phat hién dugc 01 mau ngudn dén n)c Ha Nhi by dt bién & exon 2,
trong 46 1ai vj tri nucleotide A—G thuge doan trinh ty GAG AAA CTC bi bién dé1 thanh GAG AGA CTC,
din dén bién déi acid amin tai vi tri His— Arg (4ot bién dang gaohe). Vi 02 miu ngudi dan tic Dao bj dét bién
& exon 9, gi vj trl nucleoude G—A thugc doan trinh tr CAA GGT GTT bj bién déi thinh CAA GAT GTT,

dén dén bién doi acid amin tai vi trf 29] tIr Val->Met (dot bién dang viangchan).

Tir khéa: Exon 2, exon 9, thiéu hut enzyme G6PD, PCR-

M3 DAU

G6PD 1a enzyme chinh m& ddu cho con duong
oxy héa truc liép glucose & hong cu. Thiu hyt
enzyme G6PD dn dén hing loat qué trinh chuyén hoa
lién quan bj rbi loan, céc tic nhan oxy hoa téc dong
tryc tiép dén hong chu gy ra hién tuong vo hong cau
hay uéu huyét, tan mau (Nguyén Hiru Chin er al,
1992). Bénh thiéu hut enzyme G6PD 12 b¢nh di truyén
lién quan dén nhidm sdc thé gidi tink, 1a bénh thuong
8ap nhal trong cic bénh sai lgch di rruyén cia té bao
héng cau ngudi. Hign nay ¢6 khoing hon 400 dang
dét bién trén thé gigi da dugc cong bd (Beutler 1994).

Gen G6PD ¢6 13 exon va 12 intron, dai khoang
100 kb, nim trén nhiém sic thé X. Gen cau tric ciia
G6PD dai 20114 bp, trong d6 chi ¢b 1548 bp duge mi
héa. Intron giita exon 2 véa exon 3 dai t6i 9857 bp
(Beutler 1994). (Hsia et al,, 1993) khi nghién ciru trén
4948 ngudi Trung ude, Lo, Philipin & Hawaii da
timra | | dang dét bicn trén DNA cia ngudi thiéu hut
G6PD hong cau trong do co hai dang dot bién gaohe
95 A—G (exon 2), 1003 catham G— A (exon 9)

MPTP

(Hsia er al., 1993). Liu va cong sy (2000) di cong bd
nghién clru so sdnh cic dang dot bien gira hai nthom
ngudi Dao va Han & Guangxt Trung Qudc. Két qua
cho thay ¢ nhém ngudn Dao, cac ddt bien thudng gip
12 41,2% canton (1376 G—T), 26,5% catham 1388 G
—A, 14,7% gaohe 95A— G, ngoai ra con phat hién ra
a6t bién mén & vj tri nucleotid 1311 C— T. Trong khi
do & ngudi Han (i ¢ che dang dét bién tuong img 1a
16,2%, 40,6% va 5,4% .

Nucbprayoon e/ al., (2002) khi nghién ciru trén
522 ngudi dan t9c & Bangkok, Thai Lan cho ring céc
dang dot bién dién hinh Ia 54% viangchan, 10%
canton, 8% mahidol, 5% kaiping, 2,6% union, 2,6%
chinese-5 (Nuchprayoon er al,, 2002) Trén ngudi
campuchia, (Yoshida er al., 2005) cho thdy co téi
97.9% s6 thiéu hut G6PD thuge dang viangchan 871
G— A va 2,1 % union 1360 C— T. Trén nguai
Malaixia, Wang va cfng sy (2008) phat hién duoc
27 dang ddt bién: mdt so dang dét bién phé bién hay
ghp ¢ ngudi Campuchia, Myanmar la viangchan
(871G—A, 1311CoT, IVSII nt93TC) va G6PD
mahidol (487G—A) (Wang er al., 2008).
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Trong mt s6 nghién ciru truée day, ching to1 da
tién hanh nghién ciru phan tich trinh ty mt s6 dang
dét bién thiéu hut gen G6PD & ngusi dan toe Gia rai
(Db Thj Tuyén et al., 2010), ngudi dan tgc Kinh vi
Mubng (D3 Thi Tuyén ef al, 2009); dén 1oc Ning,
Thai, Ruc (L& Thi Thdy Duong ef al., 2008). Trong
nghién ciru ndy ching t6i ticn hinh phén tich cdc
dang dot bién trén nguoi dan toc Ha Nhi v din toc
Dao dé cung cap thém nhimg théng tin khoa hoc vé
cac dang dot bién cia dan toe nguoi Viét Nam.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Dbi trgng nghién cim

D6i tugng nghién ciru 1a ngudi binh thudng,
khoe manh khéng cé d1 tat bam smh khéng co bénh
man tinh, trang thai than kinh on dinh, tim sinh 1y
binh thutmg. Tiéu chuan log1 trir: loai trir cac dbi
twgng bj lhleu mau cip va man tinh. Dbi tuong
nghién ciru gbm 225 ngudi trong do thugc cac dan
tgc Dao, Ha nhi sinh song & cac tinh mién nii phia
bdc Viét Nam. D) tudi cia déi tugng nghién ciru tr
17+59 twdi. i twong phai cé thoi gian dinh cu tai
not nghién ciru tlr 10 nam tré 1én.

Cac dbi tuQng ur nguyén tham gia nghién ciru
Cic d01 tuong thiéu byt G6PD sé duqc thdng bao
trye tidp va duqe nhin téi lidu v van vé phong va
diéu tri bénh. Dﬁng thoi ho duoc o viin vé theo ddi,
cham sdc tré so sinh, phy ni ¢ thai, nhing chi y
khi két hén, khi sinh san, khi truyén mau & cac doi
twong bj thiéu hut G6PD.

Thiét ké nghién ciru
LAy méu cac déi trgng nghién ciru dé sang loc,

xac dinh thiéu hpt G6PD bang phuong phap
formazan. Ly cic miu mau co két qua formazan

Bang 1. Trinh ty mdi cla exon 2 va exon 9 irén gen G6PD.

DS Thj Tuyén e al.

dwong tinh, xéc dinh hoat 46 G6PD, dé danh gid
muc do Ihléu hyt G6PD. LAy cac mau méu c6 hoat
d6 G6PD thip dé tién hanh tich chiét DNA, phét
hién dot bién gen G6PD theo 2 phuong phap: PCR-
MPTP va doc trinh oy,

Chuin bj miu thir

Mau Idy tr tinh mach hoac tir diu ngén tay, vao
budt sing, khi déi tugng chua 4n sang: nho 3 giot
mau vao gidy S&S#903, dé kho va bao quén o nhiét
d¢ 4°C, trong thoi gian 7 ngay. Sau khi sang loc xac
dinh cac déi wong bj thiéu hut G6PD (duong tinh
3+) bing phuong phip formazan (Kaom et al,
1997) che miu duge nén hanh tach chiét DNA nr
mAu mau gidy (Sambrook and Russell 2000).

Hoa chit

Chc hoéa chat dugce ding trong thi nghi¢m nhu
sucrose, tris base; MgCly, tritonX-100, pmlclnalse K
duge mua tr Sigma (My); kit tinh sach san pham
PCR (Qiagen, M), enzyme Taq polymerase, dNTP
dugc mua tir Fermentas.

Phian img PCR

Tién hanh PCR trén cac miu DNA dé cdu cic
exon. Cac san phdm thu dugc sau PCR lén thir nhét
dugce ding lam khudn dé tién hanh phan (ng MPTP
cho cAc exon, xdc dinh nhanh cac dang dét bién.

H6n hop phin ttng PCR (10ng thé tich 13 25 pl )
bao gom: 2,5 ul dém PCR; 1,5 pl 25 mM MgCly; 2
ul 2,5 mM dNTP; | pl DNA khuén; 16,75 pi nude
cat; 1 pl mdi mdi loai; 0.5 pl Taq polymerase 1 U.
Phan tmg PCR dugc thuc hién theo chuong trinh:
95°C/10%, 35x (95°C/30"; 58°C/30™; 72°C/2').
72°C/10°. M3i exon céin khuéch dai c6 chc cip moi
tuong img dac hiéu (Bang 1).

Exon Primer Trét ty chudi nucleotide 86 cip base (bp)
2 F 2a 5'-cccagaggaacictcaagaaa 288

R 2b 5'-aacasttagtiggaaaagctga
° F ESFN 5%-agclcicicaggatgtgga 537

R _ESRN 5'-lgaccagggaaggecatig

Phan ing PCR-MPTP

MPTP dya trén cac phan img PCR, mdt ving
dich trén gen G6PD dugc nhan én, sau d6 san phim
dyoc s dung nhu mot khudn. Phan tng PCR duge
ucn hanh véi nhiéu primer theo chiéu doc xudi lién
liép trén khudn trong viing quan sat va mot primer
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doc ngugc thong thudng. Sy ving mat mot san phim
trong uhitng san phim dwgc nhan lén s& xac dinh
duge vi tri cua sy dgt bién rong mét vang ngay sét
vi (i ghi nhan cia primer. Két qui nay di dugc
khing dinh i bing phan tich sequence.

Cac san pham PCR thu dugc sau PCR lan thir
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nhat duge dung 1am khudn dé tién hanh phan img
PCR-MPTP cho céc exon. Hén hgp phan img PCR
(t5ng (hé tich 12 10 p1 ) bao gom: | pl dém PCR; | pl
25 mM MgCly; 1,6 ul 2,5 mM dNTP; | ul DNA
khuon; 4,4 pl nuée cat; 0,5 pl mdi mix; 0,25 pl Taq
polymerase 1 U. Phin tmg PCR dugc thuc hién theo
chuong trinh; 95°C/10"; 30 x (95°C/30”; 52°C/30",
72°C/30"Y), 72°C/0".

Phan ung PCR- MPTP dugc chay song song
tién hanh v&i 2 phan img, méi phan ung c6 cac

cip mdi riéng. Trinh ty mdi dac hiéu cho cac exon
trong phan (ng (im diem d$t bien PCR-MPTP
(Bang 2)

Xice dinh trinh ty DNA

San pham PCR dugc tinh sach va dugc doc trinh
tr trén may ABI PRISM 3100 Avant Gentic
Analyzer. Phin mém DNAstar vi BLAST duoc sir
dung dé tim va so sanh trinh tr nucleotide trong
GenBank.

Bang 2. Trinh ty mdi cia exon 2, 9 trén gen G6PD diing cho phan irng PCR-MPTP,

Exon Trinh ty nucleotide ciia méi San pham (bp)
2C 5'-categgtgagtatct 64

2 2-95 5'-cagtcggatacacac 98
2-95M §'- caglcggalacacG 98
2R S'-ctecalgectcage
9C §'- gagagggcgagg 146
9871 §'- tetcaggteaagg 229

9 9-871M 5'- cletcaggtcaagAt 94
91003 S§'-glecaccacege 229
9-1003M §'- gglccaccaccAc 95
9-R 5"

KET QUA VA THAO LUAN

Phin tich djt bién & exon 2

Sau khi x4c dinh dugc 6 mdu bénh nhan by thiéu
hut G6PD duong tinh 3+ trong tong s8 225 mau nguoi
dan tdc Ha nhi v nguai dan tgc Dao (DS Thj Tuyén
2009- 2010), ching tai tién hanh tach chiét DNA téng
56 va PCR tim dét bién & exon 2 va exon 9.

Két qua & hinh 1B cho thdy mau sb 3 xuat hién
d6t bién & exon 2, san pham PCR- MPTP ving sian
phim 98 bp dot bién dang gaohe. Bén canh viéc
dung ki thugt PCR-MPTP xic djnh d6 /bién, ching
toi ciing song song kiém ching lai kél qua biing

123 45 6M

A

phuong phép giai trinh tw gen. Két qua hinh 2A cho
thay trinh ty cia doan gen trén cxon 2 cia ngudi
khéng bj thiéu hyt G6PD, khéng co dt bién (sir
dung tam mau dbi chimg) khi so sanh véi trinh tw
gen chufin cla exon 2 trén ngan hing gen c6 ma so
X.55448, nhu vay. Riéng miu s6 3 dugc x4c djnh 1a
¢6 dot bién gaohe theo ky thuat PCR-MPTP, tai vi tri
nuctcotid trén doan gen binh thuéng cé doan trinh
ty: GAG AAA CTC (Hinh 2A) tuong (g trén mau
gen ¢ dot bién, trinh tu bj thay déi 1 nucleotid tir
A—G d6 13 GAG AGA CTC (Hinh 2B). Bét bién
duogce x4c dinh la dot bién dang gaohe thudc exon 2,
vi trf nucleotid sé 95 bi bién dbi tr ADG, din dén
bién ddi acid amin tai vj tri 32 tir His>Arg.

Hinh 1 Dién di @b cia (A) san phdm PCR cau exon 2 ciia 6 bénh nhan thidu hyut GEPD ((1-6) s3n phdm PCR cAu exon 2.
M: marker), (B) san pham PCR- MPTP vé1 mi ddt bién cla exon 2 ((1-6) san phdm PCR- MPTP sir dung mdi ddt bién; M:
marker), (C) $an pham PCR- MPTP sir dung cdc cap méi khang dot bin cia cac mau bénh nhan thidu hut GEPD ((1-6) san
phdm PCR- MPTP sir dung méi khdng ddt bidn; M: marker)
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