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PAT VAN PE

Glucose 6 phosphatase dehydrogenase (G6PD, EC 1.1.1.49) la enzyme oxy
hoa khtr ndm trén bé mit hong cau (HC), c¢6 vai trd then chét trong chu trinh
pentose phosphat (PP). G6PD oxy hod Glucose 6 - Phosphate (G6P) thanh 6
Phospho Gluconolactone (6-PG) va khir Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate (NADP) thanh NADP dang xtic tac (NADPH), 1a mét co-enzyme quan
trong bao vé cac té bao hdng cdu (HC) khoi cac gbc oxy . Thiéu hut G6PD la
bénh 1y enzyme phd bién nhat ¢ nguoi va c¢6 ganh ning dich t& hoc 16n nhét trén
toan thé giéi °. Phin 16n bénh nhan véi cac bién thé G6PD khong co triéu chimg
lam sang trong subt cudc doi cua ho ngoai trur, do vay, nguoi thiéu G6PD khong
biét minh méac bénh, trir khi gip cac tic nhan oxy hoa nhu thic in, thudc, nhiém
tring, hod chét,...Bién chimg ning né nhit & ngudi thiéu G6PD 1a giy tan mau cip
tinh c6 thé din dén tir vong. Pic biét ¢ tré so sinh c6 thé lién quan dén ting nguy
co mic bénh vang da so sinh va bénh ndo do ting bilirubin. Viéc quan 1y hiéu qua
nhat sy thiéu hut G6PD 1a ngin chin tan mau bang cach tranh cic tdc nhan oxy hoa
nén doi hoi bénh nhan cin nhan thie dugc vé tinh trang thiéu hut enzyme nay 2.

Glucose 6 phosphatase dehydrogenase dugc mé hoa boi gen G6PD nam trén
nhanh dai, ving 2, biang 8 cua nhiém sic thé (NST) gidi tinh X (Xq28). Vi vay, su
di truyén cua su thiéu G6PD cho thidy mét kiéu lién két NST X dién hinh v&i nam
gidi bi bénh s& ludn 1a di hop tir, con lai nit gidi c6 thé di hop tir hodc hiém hon 1a
dong hop tir. Nit di hop tir 13 sy ghép gen do bat hoat NST X nén hoat dong enzyme
c6 thé dao dong tir binh thudng hoic thiéu, khién cho viéc chan doan s& gip nhiéu
khé khan®. Cac dot bién phan bé trén khip gen G6PD c6 thé dan dén thay thé axit
amin va sau d6 1a cac bién thé protein voi cac mirc d6 hoat dong cia enzyme >
Khoéang hon 217 bién thé di truyén trong gen G6PD di dugc bao cdo trong co so dir
liéu, phan 16n trong s6 d6 1a cac dot bién sai 1éch voi mot su thay thé bazo duy nhat
va duge To chirc Y té Thé gi61 (WHO) phan loai thanh nam loai dya trén hoat tinh
cua enzyme con lai va cac biéu hién 1am sang 8, Ty 1€ méc bénh va phan bd va cac

loai bién thé G6PD c6 lién quan dén cac vi tri dia 1y cu thé va cac nhom dan toc



khac nhau, gip nhiéu ¢ lwu hanh bénh sét rét (SR) nhu luu vuc Dia Trung Hai,
Trung Pong, Chau Phi va Chau A. Tai Chau A, ty 16 mic va phan bd gip nhiéu
quéc gia, dic biét cac nude nam trong khu vyuc Tiéu ving song Mé Kong mé rong
(GMS) ™, trong d6 c6 Viét Nam khoang 2-31% ciing thay ddi tuy theo dan tdc va
khu vuc 1114

Co it nhat 8 dot bién phé bién khéac nhau di duoc xac dinh trong dan s6 Viét
Nam rat khac nhau gifta cac khu vuc hoac dan tdc, cac dot bién nay da phén la
thudc cac exon trong diém trén & cac nudc chau A 8 Maic du cac nghién ctru
trudc ddy da ching minh ring ty 1& thiéu enzyme G6PD ¢ Viét Nam rat khac nhau
gitra cac khu vuc hoac dan tdc, phé dot bién cua bénh trong dan s6 Viét Nam da
dugc khao sat nhung nhirg nghién ctru nay chi bao gdm mot sd luong nhd nguoi
va bi gidi han vé mat dia 1y. Thong tin lién quan dén dic diém phan tir cia G6PD &
Viét Nam cho dén nay van con roi rac. Rét it khao sat dich t& hoc phan tir trén toan
qudc vé tinh trang thiéu enzyme G6PD duoc bio cdo Va cho dén nay, khong co
nghién ctru nao vé mdi twong quan gitra cac dot bién G6PD cuy thé va kiéu hinh hoat
dong G6PD duogc bao céo. Nham cung ¢ thém chan doan chinh xac bénh dic biét 1a
cac trudong hop nit di hop ttr va dong gdp vao co sd dir lidu vé nghién ciru bénh thiéu
enzyme G6PD tai Viét Nam trén nhom dan toc khic nhau, gitp cho chan doan
ngudi lanh mang bénh, tu van di truyén trudc sinh nham giam ti 1¢ mic bénh, giam
hau qua cho gia dinh bénh nhan va xa hoi, ndng cao chat lugng cham séc suc
khoe trong cong ddng, chung t6i tién hanh dé tai “Nghién ctru dot bién gen G6PD
& mdt s6 dan toc mién Bic Viét Nam” véi muc tiéu:
1. Xdc dinh djt bién cia gen G6PD & bénh nhén thiéu hut enzyme G6PD

thudc mét so dan toc mién Bic Vigt Nam bing kj thudt gidi trinh tw gen.
2. Phdn tich dt bién gen G6PD ¢ mot so gia dinh bénh nhi thiéu hut ciia

nhom nghién cuu.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Tong quan vé enzyme G6PD
L.1.1. Pic diém ciu tric ciia enzyme G6PD

Glucose 6 phosphatase dehydrogenase (EC 1.1.1.49) 1a mot enzyme lién két
X ¢6 mat trong tAt ca cac hinh thirc cua su séng. G6PD dugc phat hién vao nam
1930 trén HC ngua va sau d6 trén mot s6 HC cua dong vat khac béi hai tac gia Otto
Warburg va Christan trén vi sinh vat, enzyme bia va HC ngu’(‘yilg. Giai doan nay, cac
nghién ctru vé& G6PD thuong tip trung vao cac diéu tra co ban, chu yéu 1a hoat do
xuc tac, do di chuyén qua phan tich dién di va mot sd dic tinh enzyme cia ching.
Qua trinh tinh khiét G6PD dugc bat dau nghién ciru vao nam 1936, nhung mai 25
nam sau G6PD méi duoc phan 1ap va tinh khiét thanh cong tir enzyme bia. Pén nam
1966, Yoshida va cong sy moi tach chiét duoc G6PD tir HC nguoi. Tu do, nhiing
thong tin ban dau vé cau truc, trong luong phan tir va cac thong sé dong hoc cua
G6PD méi dan duoc lam sang to .

Glucose 6 phosphatase dehydrogenase cé hai dic tinh 1a tinh khong dong
nhat va tinh chuyén dang phén t. Piém dic biét 13 G6PD co thé dudi nhidu dang
khac nhau nhu monomer, dimer, trimer, tetramer, hexamer, bao gém 1, 2, 3, 4 hoac
6 chudi polypeptide. Cac cau triic nay co thé chuyén dang ldn nhau trong invitro.
Céu triic bac hai dang monomer cia G6PD c6 dang xoan o nhung gan nhu khong
xudt hién & diéu kién sinh 1y. Hai dang hoat dong chu yéu la dimer va tetramer, dang
dimer chudi kép, bén trong c6 cau ndi NADP* chiém uu thé trong HC ngudi. Su
bién ddi tir cac monomer khong hoat dong sang dang hoat dong dimer, tetramer doi
héi phai c6 sy hién dién cua NADP'. Do d6, trong mot enzyme hoat dong,
NADP* vira 14 thanh phan cau tric ndi hai monomer vira 1a mot chat tham gia phan
tng hoa hoc. Ciu trac ciia enzyme nay dugc quyét dinh boi pH cua moéi truong 2.
Su trung hop ctiia cdc monomer thanh cac dimer va cac dang cao hon c6 hoat tinh
xUc tac can sy c6 mit cia NADP+. NADP+ duoc gén voi enzyme vira nhu moét
phirc hop cau triic 6n dinh G6PD nho viéc ngan can sy chuyén dang enzyme tir
dimer thanh monomer khong hoat dong, vira nhu co chét ciia phan tng, 13 chit cong
tac cua enzyme G6PD. Trén mdi dimer cé hai vi tri gén NADP+, tai vi tri gén
NADP chirc niang, NADP géan chit ché hon va can thiét dé duy tri cdu trac oligo
hoat dong cta enzyme. Tinh dong nhat cua trinh tu acid amin thay doi tuy theo



vung. Vung cé tinh dong nhat cao dugc cho 1a vung cé chiic nang quan trong, &

ngudi, ving nay thudc acid amin 188-291% (Hinh 1.1)

A “Hinh 1.1. Cdu triic tinh thé ciia enzyme G6PD ’
O bén trai: Cau truc monome NADP (mau Iluc lam vaxanh 14 cay); Cau
tric dang Dimer: NADP dang phan tir (mau xanh); NADP * dang xiic tac (mau
tim); Chdt nén G6P (mau vang)

O bén phdi: giao dién dimer va cd cdc phdn tir cau triic NADP
1.1.2. Chirc nang cua enzyme G6PD

Glucose 6 phosphatase dehydrogenase 1a mot enzyme oxy hoéa khtr, c6 chiic
ning xuc tac phan ung dau tién cua con duong Hexose monophosphat (HMP)-chu
trinh PP, n6 oxy hoa G6P thanh 6PG va chuyén NADP thanh NADPH.

HMP 13 con duong cung cap ning luong khong dang ké nhung duy nhat tao ra
NADPH trong HC va ca ribose 5-phosphat st dung cho qua trinh tong hop acid
nucleic. NADPH 14 mét coenzyme khtr, lién quan mat thiét véi mot chudi phan tmg dé
bao vé HC chdng lai cac tac nhan oxy hod. NADPH hoat dong qua chuyén GSSG
thanh GSH v6i sy tham gia cia enzyme glutathione reductase. GSH tao thanh s€ ngan
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can qua trinh peroxide ctiia HC, truc tiép bao vé HC khoi cac tic nhan oxy hoa®.

Glucose 6-phosphate

G6PD NADP+

6-phosphoglucono-3-lactone
6PGL
GR "
6-phosphogluconate / - O:"H,
NEDE ;P GSSG Pharmaceutical

DA
6PGD 2GSH SOD drugs

Ribulose S-phosphate
Car H,0,

H.0

Oxidative
damage

Hinh 1.2. Chirc nang ciia G6PD trong HC.



Trong hau hét cac té bao cua co thé, ngoai G6PD con c6 mét s6 enzyme x(c
tac phan Gng dehydrogenase dé tao NADPH nén néu thiéu G6PD trong mot sd
truong hop ciing khong gy thiéu NADPH. Nhung riéng trong HC thi hoan toan
khac véi cac té bao khac cua co thé boi cac 1y do sau. Thr nhit, chtrc ning chinh
ciia HC 1a van chuyén oxy va la noi xay ra nhiéu qua trinh chuyén hoéa. Vi chira
nhiéu oxy nhu vay, nén HC thudng xuyén c6 nguy co bi oxy hoa va nhay cam voi
c4c qua trinh ndy, do d6 chiing rat dé bi hay hoai. HC lai khong chua ty the, do d6
con duong PP 12 ngudn duy nhat dé tao NADPH, yéu t6 then chét bao vé HC lam
giam oxy hoat dong, chong lai sy hily hoai té bao tir cac gdc tu do qua ba dudng
dan oxy hoéa: glutathione, thioredoxin va chu trinh glutaredoxin (Hinh1.2). Pau
tién, dién tor cia NADPH chuyén t6i cac glutathione dang oxy hoa (GSSG) trong
phan ung xac tac boi enzyme glutathion reductase, tao ra hai glutathion
monomers dang khtr (GSH), phong chéng gbc tu do. Hon nita, peroxidase
glutathione (GPX) loai bo peroxit tir HC bing cach st dung GSH 1am chét nén,
trong khi NADPH duoc yéu cau giam GSSG oxy hoa va cac nhom sulfhydryl cia
mdt s6 protein can thiét dé bao vé chéng lai sy oxy héa. Cac HC khong thé loai
b6 duoc sy oxy hda nay s& bi v& va gy thiéu méau 2 Toan bo nhirg chuyén hoa
trong HC phan 16n déu nham dam bao chirc ning van chuyén oxy va bao vé HC chéng
lai qua trinh oxy hoa cua cc tac nhan khac nhau. Thir hai, trong HC thiéu cac con
duong tong hop NADPH khac, nén sy chuyén héa glucose theo con dudng PP lai
chiém uwu thé 2, trude mot tac nhan oxi hod bit ngd thi sur giang hoa glucose theo con
duong nay lai ting 1én gép 20 - 30 14n tham chi cao hon nira >%. Mit khac, km cua
G6PD vé6i NADP rét thap, khoang 2-4 pmol/l va enzyme bi trc ché canh tranh manh
bai NADPH. Vi vay, ti 18 NADPH/NADP trong HC tu diéu hoa toc do ctia phan tng
enzyme. Trong thoi ky tro, ti 16 ndy rat cao va G6PD gan nhu bj tre ché hoan toan 2°,

Mot co ché khac bao vé HC 1a: qua trinh khir MetHb cing dong thoi dién ra
nhd hé théng enzyme methemoglobin reductase (MetHbR) ma can coenzyme la
NADPH va NADH. Khi NADPH bi oxy hoa, GSSG bi khur thanh GSH, NADPH
chuyén thanh NADP+ va G6PD hoat dong, khir NADP+ thanh NADPH. Khi HC
thiéu G6PD, con dudong hexosemonophophat bi ngirng tré. NADPH s khong dugc tao
thanh, din dén GSH khong du. Két qua 1a viéc bao vé HC khong hiéu qua, HC dé bi tan
cong boi cac tac nhan oxy hoa, qua trinh oxy hoa dién ra rat manh va lam ting qua trinh
peroxide hoa cac céu tir cia nd. GSH s& cang khong dii cho nhu ciu cua qua trinh
chuyén hoa, 1am thay d6i chtrc ning mang HC va Hb bi bién tinh. Hb bi oxy hoa thanh



mdt hop chat khong bén véi HbH202™ véi ham lugng kha cao va rat doc cho HC. Lic
nay, lwong glutathion dang khir vn da giam, sé& khong con di kha nang khar hop
chat nay. HbH202 s& bi chuyén thanh MetHb va choleglobin. Thé Heinz xuat hién do
su két tiia cia Hemoglobin, nd gan vao mang HC gdy nén hinh thai bat thuong cua
HC, gay v& HC co hoc. Thém vao dé vi néu thiéu G6PD nén lugng NADPH khong
du cling 1am giam kha niang chdng qua trinh peroxy hoa 16p lipid mang té bao, hién
twong nay ciing dong gop vao co ché gay ton thwong mang lam v HC .

Nhu vdy, G6PD mé dau va diéu khién tdc d6 con dudng PP bang cach tao ra
NADPH dé chéng lai cac tac nhan oxy hod va vi vay G6PD c6 y nghia 16n trong viéc
bao vé mang HC, dam bao thoi gian séng cua HC, dap tmg nhu ciu oxy cua co thé %
1.2. Bénh thiéu enzyme G6PD

Mo ta 1am sang cé hién tugng tan mau do thudc dau tién dugce ghi nhan vao cubi
thé ky 19 béi Mule-Bertolo. Va dong thoi nhitng nha triét hoc Hy Lap va nha toan hoc
Pythagoras da canh bao véi nhitng hoc tro ctia minh vé mdi nguy hiém sau khi tiép
xic v6i dau fava (an hodc hit phai) ¢ biéu hién vang da va c6 hemoglobin niéu.
Tiép sau d6 mot nhdm cac nha y hoc & mién nam Italia va Sardinia di phac hoa hinh
anh 1am sang ctia Favism (tan mau xdy ra & mot so nguoi sau khi dn dau fava) va da
thiy da phan xdy ra & nam gidi co6 tinh chét gia dinh. Cho dén nhitng nim 1950,
nguyén nhan gy ra hién mau duogc giai thich rd hon vé hién tuong tan mau twong tur
xay ra sau khi dung primaquine, mot thudc chong SR & mot nam giéi ngudi Chau
Phi do bénh Plasmodium vivax *%. Sau d6, vao nim 1956 tac gia Alving AS, Carson
PE voi cac danh gia sau hon cho thay hoi chimg tan mau nay 6 chung mét nguyén nhan vé sinh hod
nhitng ngudi nhay cam véi PQ ¢6 hoat d6 ciia enzyme G6PD trong HC rét thép 2. Cac
nha khoa hoc d3 xac dinh cac r6i loan ctia hoi chung trén c6 lién quan dén lién két
trén NST gidi tinh X. Sy nhay cam véi primaquine cling dugc ghi nhan ¢ nir gidi
nhung hoi chimg 1am sang khac v6i nam gidi, tinh trang tan méu c6 thé khdng c6
triéu ching 1am sang ma chi duoc phat hién qua cac xét nghiém #°. Cho dén nay,
nhitng hiéu biét vé enzyme G6PD va céc hinh thai 1am sang ciing nhu co s sinh hoc
phan tir lién quan dén thiéu hut G6PD di dugc 1am 13 *°. C6 nhidu bién thé, mdi
bién thé gay muc d6 thiéu enzyme khac nhau va ching lién quan dén mirc d6 ning
nhe ctia tan mau hoic co thé khong triéu chimg. Nhitng k¥ thuét sinh hoc phén tu
gan ddy di kham pha duoc cu tric gen binh thuong, dot bién va phan tich dugc 15 cac
trinh ty nucleotid va acid amin cia G6PD ngudi binh thuong va cADN (comple-



enzymetary DNA) chi ra rang phan 16n cac dot bién phat sinh hau hét tir su thay thé
axit amin don 1¢, dan dén giam do 6n dinh hodc hiéu suit xuc tic cla enzyme 2,
1.2.1. Pdc diém lim sang va sinh 1y bénh thiéu enzyme G6PD

Nhitng d6i tuong thiéu enzyme G6PD thudng phan 16n khong c6 biéu hién triéu
chimg 1am sang hodc néu cé chi biéu hién rat nhe trong suét cudc doi. Tuy nhién,
nhiing ngudi nay khi tiép xic voi cic tc nhan oxi hda nhu mot s loai thude, hoa chét,
thirc &n c6 tinh oxi héa cao, nhiém toan ceton do dai thao dudng véi nguy co nhiém
tring * ¢6 thé dan dén cac hoi chimg chi yéu 13 nhitng con tan mau. Muc do nghiém
trong ctia biéu hién 1am sang thuong twong g véi mirc do r6i loan chirc ning enzyme
G6PD, kiéu dot bién va loai tac nhan c6 tinh oxy hoa manh *'.

Theo biéu hién 1am sang, sy thiéu hut G6PD c6 thé dugc chia thanh ba
nhém: Tan mau so sinh, thiéu mau tan mau va thiéu mau man tinh 2

1) Vang da so sinh

Tinh trang thiéu mau tan Mau va vang da ¢ tré so sinh kéo dai 1a hai van dé
nghiém trong ma tré thiéu enzyme G6PD gip phai. Tan mau gay vang da so sinh co
thé v6i nhidu mirc do khac nhau *2. Vang da bénh 1y 1a triéu chirng 1am sang ning
nhat cua thiéu G6PD, dinh diém tir 2-3 ngay sau khi sinh. Muc d6 vang da phu
thudc vao muc do tan méau 2 Nguyén nhan 1a do v& HC, giy ting bilirubin. Néu
bilirubin ty do ting va (& nhiéu trong mau s& thdm vao ndo gy ra hdi chimg vang da
nhan (con goi 1a Kernicterus), biéu hién bdi cac con ting truong luc co, xoan vin, mat
cac phan xa so sinh, ngimg thd tim tai va c6 thé din t6i tir vong. Néu qua khoi, c6 thé
dé lai t6n thuong than kinh vinh vién, bat thuong vé gidc quan hay nhiing di chimg anh
hudng té1 kha nang phat trién tinh than va van dong cua tré. Bénh khong diéu tri duge
chi co thé phong ngira dé tranh xay ra . Cac bién chimg nghiém trong nay khong chi
xay ra o tré trai di hop tir thiéu G6PD ma con c6 thé xay ra & ca tré gai khi mang gen
gy bénh. Chinh vi vy viéc sang loc so sinh vé tinh trang thiéu enzyme G6PD duoc
thye hién thudng quy & cac qudc gia 1a vo ciing can thiét. Ngoai ra, mét s6 nghién ctru
da chi ra ring dot bién G6PD c6 thé lién quan dén hoi ching Gilbert tao bién thé
Uridine-Diphosphate-Glucuronosyltransferase 1 (UGT1Al), gdy ra suy giam sy két
hop giita dich mat va axit glucuronic, ddn dén muc d6 mat trong co thé rat cao (ting

bilirubin trong mau) cang dé gay hoi chimg Kernicterus.



2) Chirng tan mdu, thiéu mdu

Thiéu méau tan mau cap tinh 1a biéu hién pho bién va hay gip nhit cua thiéu
hut G6PD, c¢6 thé do nhiéu nguyén nhan khac nhau nhung hau hét HC bi v& boi
hién tugng oxy hoa do thirc dn hoac do thudc hodc hién tuong nhiém trung. Tuy
thugc vao muc do tan mau ma co6 cac triéu ching khac nhau. Vé lam sang: tan
huyét cap co thé gay dau lung, dau bung va vang da thir phét ting bilirubine gian
tiép. Trong trudng hop chirc ning gan binh thudng, vang da sé khong xay ra cho
t6i khi 50% sé hong cau bi pha huy. Két qua ning nhét cua thiéu mau tan mau
cip 1a tan méu rat ning gy suy than cap c6 thé gy tir vong 234,

Tan méu do déau tam (Fava) c6 thé gdy Hoi chitng Favism

Thiéu hut G6PD v&i hoi chimg Favism c6 thé xay ra & moi lira tudi nhung phd
bién va thuong nghiém trong hon & tré em, thuong gip nhat ¢ tré em tir 2 dén 5
tudi va tré trai gap 2 dén 3 1an so voi tré gai 3

Lién quan dén thic an, mot sd nghién ctru va bao céo trén thé gidi chi tap
trung dén dau fava c6 thé din dén tan mau doi khi gay nghiém trong (hay con goi 1a
hoi ching Favism). La bénh 1y thiéu méau tan mau cap tinh xay ra sau khi an dau
tam vai gio, dac biét 13 dau xanh tuoi. Nguyén nhan do thanh phan trong dau fava
c6 chéat glycoside pyrimidine (chii yéu convicine va vicine), khi an dau fava,
glycoside pyrimidine qua qua trinh thuy phan boi glucosidase duong ti€éu hoa gay
giai phong ra cac aglycone (divicine va isouramil). Cac hop chat nay c6 hoat tinh
khang ndm va nhu thudc trir sdu ngan ngira dau bi thdi nhung lai c6 kha ning oxy
hoéa rat manh, khi vao co thé chlng gay giam glutathion khir rat nhanh va manh. Vi
thé, nhitng bénh nhan thiéu hut G6PD khi dn dau tdm s& dan dén con tan mau cép
sau 24-48 gid 2. Con tan mau rat manh, gay vang da, hemoglobin niéu, c6 thé din
t6i suy than cip va tr vong. Pa sd cac truong hop tan mau xay ra ¢ nhiing ca thé
thiéu hut G6PD nang, doi khi gdp & nhitng ca thé thiéu G6PD thé nhe. Bénh Fasvim
xay ra & nhiing noi ¢ tan xuat thiéu enzyme G6PD cao va dau Fava 1a loai thuc
phdm phd bién nhu Nam Au, Trung Dong, Dong Nam A 2°. Pau Fava dugc trong
pho bién ¢ DPia Trung Hai, Trung Pong dén tan Iran va & Pong Nam A nhung
khong dugc trong & cac nude chau Phi nhiét déi. Trong mot bao cao gan day tir rai
Gaza, dau Fava 1a mén an ua thich cua nguoi dan noi day nén trong sb 80 tré em
thiéu G6PD véi tridu chimg tan mau c6 dén 65 truong hop c6 1a do an déu Fava *.
Mot sb tac gia cho rang sy tan mau ciing c6 thé xay ra khi bénh nhan thiéu G6PD hit

phai phin hoa trong d4u Fava va c6 biéu hién nhu mot phan tng di ung, diéu nay



khéng chinh x4c vi cac hoa chit hién dién & ndng do cao trong dau fava nhu vicine
va convicine, 1a cac glycoside pyrimidine khéng bay hoi ma chi tao ra cac gbc tu do.
Cac glycoside nay khong c6 trong cac loai dau khac vi vay cic bac si cin tranh
nham 14n dé c6 thé tu van tét, an toan cho nguoi thiéu enzyme G6PD trong in
ubng®. Tinh trang tan mau c6 thé xay ra khi thai nhi thiéu enzyme G6PD con trong
bung me ma c6 tiép xuc thu dong véi ddu fava. Nhung thuc té rat hiém gip céac
truong hop nay ma chu yéu xay ra khi dira tré duoc sinh ra ’. Chi ¢6 hién twong tan
mau sau sinh c6 thé xay ra khi dira tré bu sita me sau khi me an dau Fava 13 nguyén
nhan dugc cong nhan rd nhat ¥

Ngoai ra cac mén an cd dién bao gom ruou vang do (sulfites), nudc bd
(quinine) va tinh dau bac ha ciing dugc nodi dén gy tan mau ¢ bénh nhan thiéu
G6PD trong cac nghién ciru *. Su tan mau ciing d3 dugc ghi nhan khi cac bénh
nhan thiéu G6PD tiép xtc véi phan hoa, loai thuc vathoya carnosa, bac
sulfadiazine, nhdm phosphide va cac san pham tinh dau bac ha (bao gdm bot tinh
dau bac ha va thach cao tim thuéc) hodc lién quan dén viée st dung thyuc phém co
mau do cam 1 - phenylazo - 2 - naphthol - 6 - axit sulphonic, duoc tim thay trong
chit tao mau thuc phém, Orange- RN, cac phu gia thyc ph:flm nay sau do da bi cAm
& nhiéu qudc gia. Tuy nhién cic béo cao nay khong c6 du bang chimg dé dua ra két
luan 13 rang vé nguy co cia cac chat dugc dé cap trong viée gy tan mau & nhirng
ngudi thiéu enzyme G6PD néi chung ®. Cac nghién ctru cho rang, ton thuong HC
do sy hiiy hoai oxy hoa cua thudc ciing twong ty nhu Favism vi dau fava c6 chira
cac hop chit oxy hoa nhu divicine,isouramil va convicine .

Tan mdu do thudc

Céc loai thudc phd bién duoc noi dén gdy tan mau & bénh nhan G6PD bao
¢6m dapsone, xanh methylen, nitrofurantoin, primaquine, Rasburicase va cac thubc
chéng viém khong steroid,..trong d6 dic biét 2 loai thudc chéng SR 13 primaquine
va dapsone *.

Vao nam 1920, viéc téng hop 8-aminoquinolines, dac biét 1a Plasmoquine va
primaquine, 1a mot budc tién 16n trong viéc kiém soat bénh SR va nd duoc st dung
trong rai. Nam 1950 khi quan do1 Hoa Ky dong quan tai cac khu vuc cia Han Quéc,
noi bénh SR luu hanh, mot sd binh si c6 ddu hiéu bi vang da va thiéu mau sau st
dung thudc, chii yéu gip ¢ nhitng ngudi My gde Phi, dugce goi 1a hoi ching nhay
cam primaquine®. Nam 1956 Carson va cdng su cho rang hoat dong enzyme cia

G6PD di giam rd rét trong cac té bao HC cua nhitng nguoi nhay cam véi PQ di
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kém thudt ngir thiéu hut G6PD ra doi. Nam 1962, cac tinh nguyén vién ngudi My
gbc Phi sau udng PQ vai ngay thiy ham luong Hb giam xudng rd rét con 50g/I vao
ngay thtr 7 va déu c¢6 Hb niéu tir 1-3 ngay voi hinh anh HC v& trén lam mau dan®.
Tai Viét Nam vao nam 1980, Pham Dinh Vy da b4do cdo mdt truong hop tan mau
cAp trén bénh nhan thiéu enzyme G6PD va c6 diéu trj thudc SR dan dén suy than
cép vo niéu phai thay mau toan bo *'.

Nam 2020, sau dai dich COVID-19 dién ra trén toan cau da co6 rat nhiéu bao
c40 no6i dén cac loai thudc chéng lai COVID-19, trong d6 co chloroquine va
hydroxychloroquine ¢é kha nang gay tan mau ¢ bénh nhan thiéu G6PD. Mbi lién hé
giita hydroxychloroquine va thiéu G6PD duoc quan tam dic biét. Sir dung tir khoa
“G6PD va COVID-19” trén trang PubMed (Pubmed.ncbi.nim.nih.gov) *° cho thay
27 bai bao trong do 17 bai (62%) c6 tu khoa hydroxychloroquine, GGPD-COVID-
19 va 6 bao cio md ta COVID-19 thiéu G6PD. Piéu nay da cho thay, thiéu G6PD Ia
mot trong nhitng rdi loan huyét hoc lién quan nhiéu nhat dén nhiém COVID-19 &
bénh nhan ding hydroxychloroquine *°. Théng qua bao cdo tit ca cac truong hop
hydroxychloroquine & bénh nhan thiéu G6PD/COVID-19 duoc cong bd trén
PubMed, cho thiy viéc diéu chinh lidu HCQ & cac bénh nhan nay rat quan trong vi
lién quan dén mirc do phan tmg oxy hoa va phan tmg mién dich lam ting cudng san
xuét cytokine tién viém, kich hoat viém 40,

Mot s6 thude khac c6 tinh oxy hoé ciing c6 thé gdy nén tinh trang tan mau ¢
nguoi thiéu enzyme G6PD nhu acid salicylate (aspirine), cotrimmoxazole (bactrim),
vitamine K tong hop, thuéc giam dau acetaminophene va mot sé khang viém non-
steroides khac *... Nam 2017, mot s6 nha bac hoc di mé ta 1 truong hop bénh
nhan thiéu G6PD tan mau cip sau truyén Vitamin C lidu cao gdy thiéu mau tan mau
rat rd rét **. Mot nghién ctru khac ciing chi ra, do vo tinh nudt phai naphthalene c6
trong trong vién phién, bac ha ciing 1a mot trong nhitng nguyén nhan giy tan mau
cap tinh & nguoi thiéu enzyme G6PD & Anh, nhung hién nay it phd bién do cac san
pham chira naphthalene d3 bi cAm & EU tir nam 2008 **.

Bén canh d9, nhiém trung nhu viém gan siéu vi A va B, Cytomegalovirus,
viém phoi va sot thuong han duge cho 13 mot yéu td kich hoat quan trong khac
cta thiu mau cdp **(www.ncbi.nlm.nih.gov). Hodc sau chén thuong ning, ngudi
thiéu G6PD ciing ¢ thé c6 nguy co nhiém tring huyét cao hon va c6 dién bién lam

sang nghiém trong, didu nay da dugc noi dén trong mot nghién ctru & Anh . Tuy
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nhién, co ché chinh x4c cta hién twong gy tan mau chua rd, c6 thé do bach ciu
san xuét cac loai oxy hoa gdy oxy hoa trong HC.

3) Thiéu mdu tan mdu man tinh khéng phdi HC hinh cau di truyén

Nam 1958 ngudi ta cho rang thiéu G6PD ciing ¢ thé dan dén tan mau man
tinh muc do tr nhe dén nang. Biéu hién 1am sang gém thiéu mau man tinh, vang da
nhe, lach to it. Con tan mau ting thém khi c6 sbt, dung cac thude c6 tinh oxy héa
hodc ngd doc dau tam. Sinh 1y bénh cua trudng hop nay dugc giai thich xay ra khi
thiéu NADPH ¢ trang thai on dinh dé duy tri mtrc do cua cac chat oxy hoa, su tich
tu du thira 1au dai 1am hong mang HC, din dén giam tudi tho cua ching giy va
chting tan mau man tinh. Loai ndy chu yéu gip nhiéu ¢ ngudi Bac Au, ¢ nhitng dot
bién c6 tan suat xuat hién it va khong xay ra o nhiing loai dot bién hay gip nhu
G6PD" - GBPDMed *.

Bén canh d6 sy thiéu hut G6PD con twong tac véi cac bénh di truyén khac lién
quan ciu trac hodc chirc ning ctia HC hién nay van chua dugc moé ta rd rang. Theo
mot s6 nghién ciru & quan thé cd thiéu enzyme G6PD pho bién, bénh HC hinh liém
(HbS) va bénh Thalassemia cing ton tai voi tan suat dang ké. Céc tac gia cho rang,
bénh thiéu mau HC hinh liém va thiéu G6PD dan dén thiéu mau trim trong hon va
ting nguy co méc bénh mach mau nio™ Vi vay, viéc xét nghiém GO6PD trong
bénh HC hinh liém va cac bénh Iy di truyén khac dugce khuyén cdo dé tranh tiép xtc
v6i thude oxy hoa hodc cic tac nhan gdy v& HC lam trdm trong thém tinh trang
bénh. Nén chu dong xét nghiém sdm cho tré em ngay dé phong ngira bién chung
vang da ning dan dén tir vong. Pong thoi, tu vaAn nén nhan, tranh 2 ngudi déu bi
bénh thiéu G6PD léy nhau vi con cua ho sinh ra cling bi bénh nay. DPdi véi bd me
bénh nhan thi nén biét duge bénh ctia con minh ma chu dong tranh tat ca nhirng yéu
t6 1am nang hon.

Ngoai cac biéu hién trén, mot sb tac gia con cho réng, lam sang cua thiéu enzyme
G6PD gitra cac khu vuc cling c6 su khac nhau, c6 thé do dic thu cua céc bién dang. Vi
du hiu hét ngudi My gbe Phi khong cé triéu chimg ** nhung & Dai Loan 20-40% tré so
sinh bj vang da lién quan dén thiéu enzyme G6PD”.

Tém lai mic d6 nghiém trong va dién bién cua mot dot tan mau ¢ bénh thiéu
G6PD phu thudc vao bién thé di truyén G6PD, mirc do thiéu hut enzyme ciing nhu
loai va thoi gian tiép xuc cac tac nhan gdy oxy hoa. Ngoai ra, tudi ciia bénh nhan,

tinh trang bénh 1y kém theo ciing 13 cac yéu t6 1am cho nguy co bénh ning hon. Va
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cac nghién ciru déu giai thich hién twong tan mau so sinh hodc hdi ching Favism
hay gip ¢ nam gidi do dic diém di truyén cua bénh *°,
1.2.2. Tri¢u chieng cén lim sang va cdc xét nghiém xdc dinh chin doin G6PD
Thiéu G6PD la bénh di truyén trén NST gi6i tinh X nén nam gi6i biéu hién
kiéu hinh rd rang va d& gdy tan mau hon nit giéi, dic biét nit di hop tir. Do dé tuy
yéu cau tiép can khac nhau dé sir dung cac phwong phap chin doan su thiéu hut
G6PD bang cac xét nghiém & cap do kiéu gen hay kiéu hinh duya trén cic yéu cau
ctia nhan vién y t& hodc nha nghién ctru. Néu muc dich 13 diéu tri tranh thudc oxy
héa hodc danh gia nguy co tan mau nén s dung xét nghiém kiéu hinh du dé xac
dinh ndng d6 enzyme thich hop va xur tri 1am sang. Kiéu hinh G6PD c6 thé dugc
danh gia theo nhiéu cach. Phén tich protein luén dugc st dung cung voi danh gia

X 24,4851 50,51 w14
e . Néu muc

hoat dong cua enzyme dé xac dinh dic diém cua cac bién th
dich 1a nghién ctru danh gia vé ti 1& mac, do pho bién, bién doi phan tir & cap do
quan thé thi viéc xac dinh kiéu gen 13 du. Pa c6 nhicu nghién ctru 16n dua ra theo
bién d6i dja 1y cua G6PD c6 theo kiéu gen trén mot nhom nho cac dot bién da biét
trong mot quan thé nhat dinh. Nén str dung giai trinh ty gen dé kham pha cac bién
thé hiém hodc dé diéu tra cac quan thé thiéu thong tin >1°°%%,

V6i viée xac dinh kiéu hinh, ¢6 nhidu phuong phap phat hién thiéu G6PD,
bao gdm dinh tinh, ban dinh lwong cho dén dinh lwong. D phuong phép nao, ciing
nham chan doan xac dinh tan mau cip lién quan dén G6PD va phong hoidc can nhic
st dung loai thudc c6 kha ning gay tan mau. Theo Luzzatto it nhét hai trudng hop
can phai budc tién hanh xét nghiém: St dung céc loai thudc nguy co tan mau ¢ khu
vuc thiu G6PD ty 18 cao va sir dung cac thudc tan mau manh (PQ,...)%. Phuong
phap dinh tinh ph6 bién 1a: xét nghiém phat quang va ban dinh lugng tao vong
Formazan. Phuong phép phat quang c6 gia thanh cao va kho phat hién truong hop
nit di hop tir. Phwong phap Formazan 4p dung pho bién & trén thé gi6i va Viét Nam,
vi n6 don gian dé thuc hién, gia thanh ré vi khong can thiét tham gia cia cac thiét
bi. N6 dugc thyc hién thudng quy trong sang loc so sinh & nhiéu nude, chir yéu 13
trén mau khé nhu mét test sang loc trong cong dong, dic biét phu hop cho tai chd
va cac diém nong vé G6PD. Tuy nhién, néu str dung trén quy mé 16n 1a tén kém va

can cach bao quan thich hop cua b thude thir *°.
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G6P-Na 6-GP

(co chit) > (sdn pham)
/_\
NADP+ NADPH2
(dang oxy hoa) (dang khtr)
i\
Formazan | MTT
(mau xanh) PMS (mau vang)

So dé 1.1. Nguyén Iy ciia ky thudt Formazan bdn dinh licong.

Phuong phap dinh luong 13 tiéu chuan hién nay trong chan doan thiéu enzyme
G6PD, gitip phan loai tinh trang, mtrc do thiéu enzyme. Trong d6, xét nghiém dinh
luong do quang pho 12 tiéu chuan vang, théng dung nhat duoc sir dung véi nguyén
tac dua trén su thay doi cia NADPH theo thoi gian trong huyét tan cia mau duoc
v6i chit nén (san pham két qua tir qua trinh ly giai cua HC) dé phat hién tong hoat
dong cua enzyme va dugc do béng do hép thu ¢ budc song 340 nm 6 mdt nhiét d
nhat dinh trén sé luong HC nhét dinh (don vi cia enzyme trén mdi HC: 1U/SLHC)
hodc dbi v6i ndng do hemoglobin nhét dinh (don vi enzyme trén gam hemoglobin:
IU/gHDb). Hoat dong binh thuong dugc coi la tir >200 1U/SLHC hoac 7-10 1U/gHb
tuy theo nha san xuat hing may véi hoa chét twong Gmg. Phuong phap ndy rat cé gia
tri trong ddi twong nghi ngo thiéu G6PD va ¢6 bénh SR kém theo dé dam bao rang
bénh nhan s& khong bi thiéu mau tan mau khi tiép xuc véi thude diéu tri SR. Tuy
nhién k¥ thuat nay cé nhuoc diém phu thudc vao nong do cia Hb trong mau. O
nhirng nguoi bi thiéu mau, dic biét thiéu mau thiéu sit, néng do Hb trong mau thép
gay ra G6PD tang gia tao. Hodc cac truong hop giam thé tich HC, tang s6 luong HC
luoi cling s€ lam tdng hoat do enzyme gia tao > Nim 2017, Bancone dua ra mot xét
nghiém do té bao dong chay nhanh hon va don gian hon. Phuong phéap do té bao
dong chay nhu mét lya chon thay thé giup phat hién enzyme hoat dong & timg HC
don 1¢, bao gdm ca HC ludi nén rat co gia tri xac dinh lugng G6PD & dbi twong phu
nit di hop tir hodc bénh nhan c6 thiéu mau do thiéu st hodc bi bénh huyét sic to

trude d6 vi nd khong bi anh hudng boi ndng do hemoglobin >+,



14

Ca 2 xét nghiém do quang phd va dong chay té bao déu kha tén kém va doi hoi
nguoi thuc hién phai co tay nghé cao, thiét bj va vat liéu tin cdy. Ma & cac nudc nhiét
d6i kém phat trién, noi cin bénh nay rat phd bién can xét nghiém nay s& kho thuc

29,55 b} A 4 ‘A A 7 A A . 9 K . hY
. Vi vay, xét nghi€ém chan doan nhanh, dya trén thiét bi cam bién sinh hoc cam

hién
tay, la mot cong cu chan doan véi do nhay va do dac hiu cao, chén doan chinh xéc
hon, dinh lwrong nhanh trong 4 pht, ré tién, dé& thuc hién. MAu bénh pham ciing rat d&
liy bang cach chich ngon tay mau mao mach hodc mau tinh mach®*. M6 hinh nay
dugc thye hién c4 phan tich enzyme G6PD va Hb trong cuing mot thiét bi %

Tuy diéu kién cta timg qudc gia ma cac xét nghiém hay dinh tinh duoc sir
dung pho bién hon dinh lugng. Pong thoi, két hop gitta xét nghiém enzyme va di
truyén G6PD trong quan thé gitp phan biét ¢ nhiing trudng hop néng do enzyme
30-40% so v6i binh thuong, s& xac dinh chinh xac tit ca nam giéi di hop tir va nir
gidi dong hop tr G6PD?032%°7%0 B3 chin doan chinh x4c nhiing truong hop nit di
hop ttr ¢6 thé dugc phat hién néu ndong d6 enzyme dudi 20%, con lai nén thyuc hién
bang phuong phap phan tich phén tir, vira gitip xac dinh cac dot bién da biét gay ra
bénh *. Cac ky thuat phan tr ¢b dién bao gdm phan tich enzyme gi6i han (PCR-
RFLP), hé thong d6t bién chiu nhiét khuéch dai (ARMS), dién di gel gradient
(DGGE), bién tinh sic ky long hiéu ning cao (DHPLC), duong cong nong chay va
x€t nghi¢m chidm dao nguoc. Hoac co thé giai trinh tu dé xac dinh duogc déy du cac
bién thé cua gen. Cac xét nghiém nay sé& khic phuc nhitng han ché caa xét nghiém
sinh hda vi tinh 6n dinh cia DNA >,
1.2.3. Phan logi

Bénh duoc phan loai lan dau tién vao thang 12 nim 1966 chu yéu dya trén

biéu hién 1am sang voi cac trudng hop nam gidi di hop tir. Khi d6, chi véi 20 bién
thé G6PD dugc mo ta theo % hoat dong G6PD. Tai cudc hop dé phan loai nay da
dua ra khuyén nghi bién thé G6PD tuong tng chi béo hoat dong cua enzyme: (-): <
25%; (+/-): 25— 65%; (+): 65-150% va (++):> 150%, hoat dong enzyme binh
thuong®®. Nam 1971, Yoshida, Beutler va Motulsky méi dé xuét so d6 phan loai ma
dugc quen thude dén ngay nay 1a chia cac bién thé cta bénh 1y thiéu hut G6PD
thanh 5 16p, dua vao hoat do cua enzyme trong HC va biéu hién 1am sang cua chung
%1 Bang phan loai nay dugc kém theo cac canh bao "su phan biét giita cac 16p nay
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khong phai luc nao cling rd rang”. Phan loai cia Yoshida va CS nhanh chong dugc

goi 1a "Phan loai cia WHO". So do phan loai nay da dwoc cung cb thém khi WHO

tap hop thém vé tinh trang thiéu enzyme G6PD vao nam 1985, mé ta 310 bién thé

G6PD va dugc chia thanh 5 16p theo mirc d0 nghiém trong bénh, kém voi hoat

dong cua enzyme va thong s6 huyét hoc cua bénh nhéan ° (Bang 1.3)

Bing 1.1. Phén logi ciia té chirc Y té thé gidgi dwa vao hoat dp enzyme va biéu

hién lam sang

Lop Lam sang Hoat do Ty 1€ hay gap

enzyme

| Thiéu G6PD ning véi thiéu <10% | Khéng pho bién; it xay ra trén
mau tan mau man tinh, vang | so v4i binh | quan thé. (Vi du: G6PD
da so sinh (khong c6 té bao thuong | Minnesota, G6PD Tokyo,

HC hinh cau) G6PD Campinas) *

Il | Thiéu G6PD ning véi thiéu <10% so | Thay d6i; pho bién hon & cac
mAu tan mau cép tinh, ting v6ibinh | nude chau A va Pia Trung
dot thuong | Hai

(Vi du: G6PD Mediterrian,
G6PD Canton, G6PD Union,
G6PD Kaiping) %

Il Thiéu G6PD nhe va trung 10-60% | 10 % nam gidi nguoi da den &
binh, c6 con tan mau cép khi | so véi binh | Hoa Ky. (Vi du, G6PD A") 62
tiép xtic véi cac tac nhan oxy thuong
hoa

IV | Thiéu G6PD rat nhe hoic 60 - 150% | Hiém
khéng, khong c6 biéu hién s0 v6i binh | (Vi du: G6PD A*) %
l&am sang. thuong

\Y Khong c6 biéu hién 1am sang Tang Hiém ((vi du, G6PD Hektoen)

62

Nam 1986, trinh ty cDNA G6PD duoc cong bé mot cach day du, cac dot bién

riéng 1é caa nhiéu bién thé G6PD dugc xac dinh cho thay céc bién thé khéac nhau 1a
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do clng mot dot bién trén DNA gay ra. Tir d6, qua phan tich phan tir dot bién, cac
bién thé mai duoc béo cdo di cung cip ca dic diém vé sinh hoa va sy nhan dang
cta cac dot bién va cho thay méi lién quan cua ching; xac dinh lai hoat dong G6PD
"binh thudng" thanh > 70% hozdc> 80% binh thudng ®*%. Bdng thoi theo cach phan
loai nay nhiéu bién thé da duoc xép vao loai 11 hoic loai 111 dia trén phép do duy nhat
& mot ngudi duy nhat &, Do do, cac nha khoa hoc cho ring can c6 s ddng thuan trong
qué trinh xac dinh hoat dong cua maot bién thé cu thé, vi du, can cu thé vé sé luong
bénh nhan va s6 1an 1ap lai. Vi vy, tac gia Cunningham va Bosman dé xuat hoi dong
k§ thuat to chic dé stra dbi so d6 phan loai G6PD vao dé& xuat sira doi vao ICD-11,
phan loai tinh trang thiéu hut G6PD theo ching tan mau, cu thé 1a thiéu mau tan mau
do thiéu hut G6PD (ma: 3A10.003) 1a bénh di truyén phd bién nhat thiéu hut enzyme
HC c6 thé biéu hién bang vang da so sinh ning, gay hau qua than kinh nghiém trong
hozc thuong gap nhat 1 thiéu méau tan mau cap tinh sau khi sir dung mot sé thuc pham,
thubc hodc trong qua trinh nhiém tring & nhitng nguoi khéng cé triéu chang. Phién ban
hién tai ctia ICD-11 duoc cap nhét vao thang 2 nam 2020 véi 3 muc tiéu: Stra d6i phan
loai dwoc str dung rong rdi nhét cua cac bién thé G6PD, thao luan cac yéu cau dé xac
dinh céc bién thé moi va dé xuat phan loai méi G6PD cho ICD-11, bao gom phéan loai
céc bién thé G6PD va céc biéu hién 1am sang ®.
1.2.4. Chin dodn
1.2.4.1. Chan dodn sang loc

Nén thyc hién sang loc ¢ cac gia dinh da co tré bi vang da hay trong vung SR
hozc ving c6 ty 18 thiéu hut G6PD cao hoic tién st tan mau sau khi st dung mot sb
thudc va thyc pham c6 tinh oxy hoa. Hau hét nhiing nguoi thiéu enzyme G6PD
khong c6 triéu ching, chi biéu hién khi tiép xtc véi mot sb yéu t oxy hod gay kich
hoat v& hong cau (dau fava, mot sé loai thudc, mot sé bénh truyén nhiém,...), c6
thé c6 thiéu mau tan huyét cép tinh, dic biét 1a ¢ tré em. Céc tri¢u ching khai
phét trong vong 2-3 ngay sau khi tiép xuc véi chit kich hoat nay >**®. Cac triéu
chung co thé bao gém mét moi, xanh xao, kho thd, tim dap nhanh, nudc tiéu
sAm mau, nhiét d6 co thé ting dot ngdt, dau lung dudi va lach to. Gap nhiéu la
cac tri¢u chung méat, niém mac va da vang,... Tuy nhién, hau hét céc dot, ké ca
dot nang, bénh thuong ty gidi han va tu khoi. Trong mot sb truong hop it gip o
bién thé loai I, ¢6 thé bi thiéu mau huyét tan man tinh x4y ra ma khong can dén

yéu t6 kich hoat. Nhitng nguoi nay duoc coi 1a mac thé bénh thiéu mau tan mau
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HC khong hinh cau bam sinh, thuong 12 nam gi6i véi cac biéu hién vang da, co
thé bi phi dai lach .

Céc hudng dan xét nghiém sang loc va chan doan c6 thé khac nhau tiy theo
vi tri dia 1y, dan toc, gioi tinh va tudi tac ctia bénh nhan * Pdi véi tré so sinh, co
thé sang loc bang 14y mot vai giot mau ngay sau khi tré sinh ra dugc 48 - 72 gio
bang k¥ thudt ban dinh tinh dé sang loc. Sau d6 ¢ thé chin doan xac dinh bang
cach dinh lugng enzyme G6PD. Diéu nay giup han ché nhiing bién x4u nhat trong
bénh thiéu enzyme G6PD & tré.

Viéc sang loc bang cach nay da dugc 4p dung & hau hét cac nude trén thé gisi
ddc biét tai cac khu vuc luvu hanh bénh SR thudc Chau A, Chau Phi, Chau Au va
Trung Pong, Chau A Thai Binh Duong bang chuong trinh sang loc so sinh (SLSS).
O Trung Qubc qua SLSS tir ndm 2013- 2017 ty 18 nay 1a 0.008- 3,4% °°. Cac nuée
thudc Tiéu ving séng Mé Kong mé rong va khu vuc Chau A Thai Binh Duong noi
c6 muc dd thiéu hut G6PD cao (Théai Lan, Myanmar, Lao, Viét Nam va Campuchia)
thuc hién SLSS chua hiéu qua va dong bo * Thanh cong nhat 13 Malaysia va
Singapore, tién hanh SLSS tir mau cudng ron vio nhimg ndm 1965 vai ty 16 bao phu 1a
95% -99% trong dan s6. O Viét Nam, nim 2006, qua cong trinh “SLSS thiéu enzyme
G6PD” tai bénh vién Tir Dii & 500 tré so sinh cho thiy 5.5% tré bi thiéu, trong do
58.8% bé trai va 42.2% bé géi, gidng véi két qua sang loc ciia cac nude chau A lan
can. Ngoai ra, tir nam 1998-2008 trong chuong trinh SLSS véi du an RAS/6/032, trén
ca nudc khoang 8% tré em duoc sang loc, chii yéu ¢ Ha Noi va H6 Chi Minh, ty 18 tré
em nam thiéu enzyme G6PD 1a khoang 2% (https://tudu.com.vn/vn/y-hoc-thuong-
thuc/suc-khoe-phu-nu/lam-me-an-toan/cham-soc-tre-so-sinh/thuc-hien-xet-nghiem-
sang-loc-so-sinh-sau-khi-sinh). Gan day nhat nim 2021, qua khao sat SLSS 5 loai bénh
Iy tai bénh vién Dai hoc y dugc thanh phd H6 Chi Minh cho ty 1¢ thiéu G6PD 1a 3,09%
trong d6 nam gi6i chiém 68,8% va nit gi6i chiém 32,2% **. Tai bénh vién phy san
thanh phd can Tho qua SLSS qua céc giai doan 2017-2020 va 2021-2022 ciing cho ty
¢ tré méc bénh cuia tré 1a 1,02% va 1,67%">%

Qua chuong trinh cho thy sang loc thiéu G6PD 1a rit quan trong cho tit ca

tré em. Néu thiéu, gilip can thiép kip thoi ciing nhur cung cap nhiing thong tin can
thiét c6 lién quan dén bénh dé cha me cac biét ma phong ngira, ca viéc lap gia dinh
cho nhitng ngudi thiéu G6PD. Va dong thoi rat ¢ gia tri trong chan doan som hoi
chimg Kernicterus do thiéu G6PD .

1.2.4.2.. Chdn dodn xdc dinh:


https://tudu.com.vn/vn/y-hoc-thuong-thuc/suc-khoe-phu-nu/lam-me-an-toan/cham-soc-tre-so-sinh/thuc-hien-xet-nghiem-sang-loc-so-sinh-sau-khi-sinh
https://tudu.com.vn/vn/y-hoc-thuong-thuc/suc-khoe-phu-nu/lam-me-an-toan/cham-soc-tre-so-sinh/thuc-hien-xet-nghiem-sang-loc-so-sinh-sau-khi-sinh
https://tudu.com.vn/vn/y-hoc-thuong-thuc/suc-khoe-phu-nu/lam-me-an-toan/cham-soc-tre-so-sinh/thuc-hien-xet-nghiem-sang-loc-so-sinh-sau-khi-sinh
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Ddi véi tat ca cac dbi tuong, dé chan doan xac dinh thiéu G6PD hién nay déu
dua vao céac xét nghi¢m dinh lugng. Hodc céc nudc ty 1€ bi bénh cao, kém phat trién
co thé st dung cac xét nghi¢ém dinh tinh hodc ban dinh lugng trén 1 thiét bi cam
bién sinh hoc chin doan nhanh gitip quan 1y nhanh, hiéu qua **™.

Ngoai ra c6 thé sir dung k§ thuat phan tich gen dé phat hién dwoc nguyén
nhan va dang dot bién gen tir d6 c6 hudng tién lugng va du phong. Tuy do chinh
xac cua k¥ thuat nay cao nhung lai tén kém.

1.2.5. Diéu tri va phong bénh
1.2.5.1. Diéu tri

Thuong thi triéu chung sé tu hét sau khi dung tiép xGc nhitng chat gay tan
mau. Tuy nhién c6 mot sd trudng hop can quan 1y, theo doi va diéu tri khi céc triéu
chimg anh huéng dén tinh mang va chu yéu 1a diéu tri triéu ching®. Néu tinh trang
thiéu mau anh huong nghiém trong dén tinh mang can truyén mau. Néu cé ton
thwong than cép tinh cin duoc chay than nhan tao®. Néu c6 vang da so sinh, ting
bilirubin méau nghiém trong can thuc hién quang tri li€u giam nguy co ton thuong
ndo’’. Nam 2019, Raub va CS da dua ra céac bién phap diéu tri béng cach st dung
cac chat hoat hoa phan tir nho cia enzyme (AG1) c6 thé thic ddy hoat dong cua
enzyme dua trén nguyén tic twong tac protein-protein (PPIs), ting cuong hoat dong
enzyme ciia G6PD'2.
1.2.5.2. Phong bénh

Viéc phong bénh gitr mot vai tro quan trong vi gitip tranh xay ra cic bién
ching. Vi ngudi bi thiéu enzyme G6PD da phan s& c6 cudc séng hoan toan binh
thuong, chi co thé xay ra khi sir dung mot s6 loai thirc an, thude co kha nang oxy
hoéa thi co thé co cac bién chimg nghiém trong. Hau hét bénh nhan hodi phuc mot
cach ty nhién sau ding cac chat oxy hoa nhung cin dwoc theo ddi cin than *. Véi
nhimg bénh nhan thiéu G6PD di duoc biét trude can thong bao vé tinh trang thiéu
enzyme G6PD cho bac si va chu dong phong tranh thirc an va thude c6 tinh oxy hoa
da duoc khuyén céo *' va dy dinh chi dinh thudc c6 tinh oxy héa nghi ngd gay tan
mau thi nén sang loc G6PD trudc khi dung. Truong hop bét bude phai dung céac loai
thudc co nguy co thi can theo ddi chit ch& van dé tan mau, vang da. Trang bj kién
thirc cho cha me cta tré mic bénh vé bénh, cac yéu td nguy co va nhitng nguy hiém
c6 thé gip phai va cac bién phap phong tranh. Ddi véi nhitng ving c6 ty 1& bénh
cao, vung SR luu hanh nén dua xét nghiém hoat d6 enzyme G6PD thanh xét nghiém
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thudng quy trude chi dinh diu tri cac thudc chéng SR. Pua viéc phat hién thiéu
G6PD vao chuong trinh SLSS. Gido duc tuyén truyén trong cong dong y thirc duoc
¥ nghia tam soat bénh. Tu van trudc hén nhan cho ngudi bénh, ngudi mang gen vé
su di truyén cua bénh. Khi da co cac tri¢u chung cua bénh can phong biéu hién bién
chting bang cach theo ddi thuong xuyén cac xét nghiém nhu: tong phan tich té bao
méau mau, nudc tiéu, theo ddi triéu chirng tan méau. Céac viéc nay can duoc duy tri,
tuan thu sudt doi. Ngoai ra, can tranh nhitng tinh trang anh hudng xau t6i stc khoe,
ké ca nhitng bénh do nhiém tring hodc nhiém virus. Cac ba me cho con ba khéng
dugc st dung nhirng thirc an hodc dugc phém khong dugc st dung & nguoi bi thiéu
enzyme G6PD vi nhiing chét nay co6 thé di vao co thé tré qua sita me **7
Hién tai bénh nay khong thé chita khéi dugc nhunged thé phong ngira dugc

hau qua tan huyét do bénh thiéu enzyme G6PD giy ra. Néu phong ngira duoc thi s&
song phat trién nhu mot ngudi binh thuong.
1.3. Pic diém di truyén, dt bién gen G6PD
1.3.1. Pic diém di truyén

Thiéu G6PD 1a bénh di truyén nam trén NST X. Vi vay nit giéi 1a ngudi mang

gen bénh rdi truyén cho con trai. Nguoi nit ddng hop tir gen dot bién hiém gap’.

A B C D E
. Me B6 Me B6 Me . Me B6 Me
BoBT  mang = mang BT  bénn ™39 BOBT  penh  bénh U bénh
XY 0% OOY XX Y (60X X oM oY (000
#x) xx (x)y xy  (x)x omy  (x)(x) (x)x (x)y xy x(x) (xy (xp(x)  (x)y
9% W% 5% IS%  S0% SO 1SN IS IS 15K SO 5% 50% 5%
X: NSTX BT (X): NST X bénh Di truyén cua thiéu G6PD

So' dé 1.2. Di truyén ciia bénh thiéu G6PD
Céc tinh hudng di truyén c6 kha ning xay ra 5 tinh hubng sau day:
Trwong hop 1: Néu bd khong bi bénh va me 1a ngudi binh thudng nhung
mang gen bénh:
— Kha ning sinh con gai bi thiéu enzyme G6PD 1a 0%
— Kha nang sinh con gai binh thuong nhung mang genes 1a 50%
— Kha ning sinh con trai bi thiéu enzyme G6PD la 50%
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— Kha nang sinh con trai hoan toan binh thuong 1a 50%

Truong hop 2: Néu b bi thiéu enzyme G6PD va me hoan toan binh thudng
(khong mang gen bénh):

— Kha ning sinh con gai bi thiéu enzyme G6PD 1a 0%

— Kha ning sinh con trai bi thiéu enzyme G6PD la 0%

— Kha ning sinh con gai binh thudng nhung mang genes bénh thiéu enzyme
G6PD la 100%

Truwong hop 3: Néu bo bi thiéu enzyme G6PD va me binh thuong nhung
mang gen bénh:

— Kha ning sinh con gai bi thiéu enzyme G6PD 1a 50%

— Kha nang sinh con gai binh thuong nhung mang genes la 50%

— Kha nang sinh con trai bi thiéu enzyme G6PD la 50%

— Kha nang sinh con trai hoan toan binh thuong la 50%

Truwong hop 4: Néu bd va me déu bi thiéu enzyme G6PD:

— Kha ning sinh con trai bi thiéu enzyme G6PD la 100%

— Kha nang sinh con gai bi thiéu enzyme G6PD la 100%

Truong hop 5: Néu bd khong bi thiéu enzyme G6PD va me hoan toan binh
thuong (khong mang gen bénh):

— Kha ning sinh con trai bi thiéu enzyme G6PD la 0%

— Kha ning sinh con gai bi thiéu enzyme G6PD la 0%

Vi gen gdy bénh nam trén NST X nén c6 su khac nhau ca kiéu gen va kiéu
hinh cia nam va nit. Nam gidi c6 mot nhiém séc thé X, néu thira huong mot NST X
c¢6 chira gen dot bién tir me, s& bi bénh véi kiéu gen ban hop tir (hemizygote) va co
biéu hién kiéu hinh Ia sy thiéu hut G6PD. Nam gidi c6 kiéu gen ban hop tir ndy lai
truyén cho tat ca cac con gai cua ho, 1a ngudi mang gen bénh néu NST X khéc tir
me binh thuong. Nam giéi khong thé truyén gen X cho con trai cia minh vi nam
gidi ludn truyén Y. O nit gidi, c6 dot bién gen G6PD hay khong phu thudc vao
mot qua trinh binh thuong dugc goi la bat hoat NST X ngﬁu nhién. Hién tugng bat
hoat nay 1a do nit gi6i c6 hai X, dic diém bénh tat trén 1 NST X, nhu mot gen dot
bién va co thé bi gen binh thudong trén NST X kia “che ddu”. V& co ban, trong mdi
té bao cua co thé, mot NST X dang hoat dong va mot NST bi “im lang”. biéu nay

x4y ra ngau nhién va thudng xay ra theo ty 16 50:50. Tuy nhién, trong mot sd trudng
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hop, phu nit c6 thé bj bat hoat X thuén 1o, trong d6 NST X “im lang” trong hau hét
cac té bao, khi d6 ho c6 thé c6 hoat dong G6PD binh thuong, khdng c6 triéu ching
ngay ca khi c6 cac yéu t6 kich hoat. Nguoc lai, nit gidi co thé bi bat hoat X khong
thuan loi, trong d6 NST X khong bi “im ling” trong hau hét cac té bao, khi d6 phu
nir ¢6 cac ddu hiéu thiéu G6PD twong tu nhu nam gi6i bi anh hudng ’. Chinh vi vy
nhirng ngudi nit di hop tir c6 hai quan thé HC, mot quan thé HC binh thudng va mot
quan thé HC bénh 1y; ti 1¢ hai loai nay thay doi trong pham vi kha rong, c6 thé dat
t6i ti 18 50:50, hodc c6 thé ¢ truong hop ti 18 HC binh thuong chi chiém 1%, nhung
cling ¢6 khi loai nay cao toi 99%. Tuy nhién, da phan két qua tong muc hoat dong
ctia enzyme G6PD binh thuong & nit di hop tir chil yéu nam trong khoang 30-80%
hoat dong G6PD binh thuong. Nén ddi véi nhitng ngudi nit di hop tir, ¢6 thé co kiéu
hinh (phenotyp) binh thudng hodc thiéu hut G6PD tir nhe dén trung binh, hodc ning

nhu nam gio1, dac biét khi ho mang alen b1 dot bién & vung ¢6 chuc nang quan

trong 274
Bdng 1.2. Cdc lién két kiéu gen va cdc kiéu hinh G6PD trén NST X. >
Kiéu gen Kiéu hinh
Nam gidi Nir gioi Thé loai 1am | % hoat
Kiéu Alen Kiéu Alen sang dong binh
‘ thuong °
Dong hop tir ‘
Hemizyg (Homozyggus) Thiéu G6PD Thicu tram <30%
ous , Di hop tir trong
(nam gidi | Thiéu | (Heterozygous)
chi co . q Thiéu Thiéu trung | Chu yéu la
mot alen) (Hetaromous) | GEPDIBIRN | binhhoge |t 30%
Y9 thuong thidunhe | dén 80% "
Hemizyg Dihop t Binh thuong
ous Binh (Heterozygous)
(nam gidi . \ , Binh thuong > 80%
, S thuong bong hop tir . \
chi cé (Homozygous) Binh thuong
mdt alen) Y9
Chu thich:

- Hemizygous: nam gi6i chi c6 mét alen, thiéu G6PD hoic binh thudng;
- Homozygous: nit giéi ddong hop tir, thiéu G6PD hodc binh thudng.
- Heterozygous: di hop ttr, thiéu G6PD hoic binh thudng.
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- CA4c kiéu hinh lién quan: * Hoat dong enzyme G6PD binh thudng (hodc 100%)
cua nam gio1 di hop tur; ® Hoat dong enzyme dong tir nghiém trong dén mirc binh
thudng, chi yéu ndm trong pham vi 30-80%.

Bén canh d6 nam 2018, Lucio Lazzutto va CS % cho rang su di truyén trén
NST X cé ¥ nghia quan trong d6i v6i ca di truyén quan thé va 1am sang. Thr nhét,
trong mot quan thé cu thé vi nam giéi chi c6 mot NST X nén tan s cua nam gi6i di
hop tir thiéu G6PD 1a giéng véi tan sé gen; Néu né & trang thai can bang Hardy-
Weinberg, tan sd nit di hop tir s& gan nhu gap doi dong hop tir. Thir hai, trai véi
tuyén bd trong nhiéu 4n phim cho rang thiéu enzyme G6PD khong phai 1a tinh
trang lan ma sy biéu hién cia nd phu thudc vao ty 1€ bat hoat NST X. That vay, bat
ky bénh nhan nao méc hoi chimg Favism déu bao gdm ca nam, nir va hau hét 1a di hop
tir. Pac diém biéu hién ¢ di hop tir khdng phai 1a tinh trang 1an ma la sy bat hoat NXT
X tao ra mot quan thé HC kép: mot s HC c6 mirc G6PD binh thudng, con HC bj thiéu
G6PD khi tiép x(c vai cac tc nhan oxy hda khr, ciing d& bi tAn huyét nhu cac té bao
HC thiéu G6PD ¢ nam gidi di hop tir. Thir ba, su bat hoat NST X 1a mét hién tuong
ngiu nhién va ty 1& cac HC thiéu G6PD so v6i HC c6 G6PD binh thudng rat thay doi,
néu nhiéu dén mirc ¢ hai dau cta phan phdi chuan (Gaussian), co sy xen phu twong
g véi cac dong hop tir G6PD binh thudng va thiéu. Nén phu nit di hop tr ¢ nhitng
ngudi ¢ ty 18 HC thiéu enzyme G6PD 16n hon thi biéu hién ctia bénh thiéu mau tan
méu cap tinh mirc d6 nghiém trong nhu nam gidi. Udc tinh ty 18 nay & bat ky di hop tir
qua hoat dong G6PD cuia tong quan thé HC hozc hai loai HC riéng 1¢ (HC c¢6 G6PD
binh thuong va HC thiéu G6PD) bang k¥ thuat do dong chay té bao dé dinh lugng
chinh xac. M6t s6 phu nit ddng hop tir c6 thé phat trién cac triéu chimg khi ¢6 cac yéu
tb kich hoat tuy thudc vao tirng loai dot bién cu thé.

Nén sang loc va tu van di truyén tinh trang thiéu G6PD cho phu nit mang gen
rat co y nghia cho stic khoé, han ché sinh ra nhimng dira tré c6 nguy co thiéu enzyme
v6i cac bién chimg vang da so sinh, c6 thé gy ton thuong ndo, néu khong duoc

.2 ., 3359
kiém soat
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1.3.2. Pic diém vé gen va dpt bién gen G6PD
Gen ma héa cho G6PD 13 mot trong nhirng gen nam trén canh dai ving 2 bang
8 NST X (Xq28) duoc biét dén nhu 1 diém nong gdm tip hop cac bénh réi loan

. , . n N 57,59
sung hoa, hemophilia A, gen bénh mu mau,....”"

Nam 1986, gen nay dugc phan
tich, giai trinh tu twong dbi day du boi cac nha bac hoc Persico va CS, Takizawa va
Yoshida *’. Gen dai khoang 18,5 kb, trong lugng phén tir 1a 59,256 dalton, c6
13 exon va 12 intron véi cdu tric don bao gdm 515 acid amin, 25861 nucleotid.
Gen céu tric ciia G6PD gém 20014 bp, 2269 nucleotid, tuong tng véi 2.4 kb, ma
hod mRNA ctia G6PD. Ving mi hoa nim ¢ exon 2-13, bd ba ma hoa dau tién
bat ddu ATG nam trong base 115 caa 127 bp ciia exon 2. Kich thudc ciia cac exon
mi hoa thay ddi rit nhiéu, tir 38 bp (exon 3) dén 695 bp (exon 13). Hau hét cac
intron déu ngan hon 1 kb, chi c¢6 intron 2 dai (khoang 12 kb). 600 bp dau tién dau
5’ nam trén exon 1 va 8 bp dau tién ctia exon 2, 88 bp dau tién cta exon 13 tao thanh
céc phan chua duoc dich mi cia mRNA G6PD. Ving promoter ciia gen G6PD khong
mA& hoa nay tinh ning di dwoc xac dinh, thé hién hai tiéu viung v6i Guanine va
Cytosine cao (80%), ddy 1a dic diém chung ctia cac gen c6 biéu hién cu thanh % Su
vang mat cta phan tt CAAT thudng ndm & vi tri -70 dén -90 ctia cac gen 13 noi can
thiét cho qua trinh phién ma; sy thay thé ciia hop TATA c6 dién theo trinh tu
ATTAAAT nam & -202 bp tir codon bt dau ATG va sy hién dién cia it nhat chin dia
diém CCGCCC, dudng nhu lién quan dén sy diu tiét gen 2.

Hypoxanthine G6vPD
Phosphoribosyltransferase Factor IX Fragile Site Colour Vision Factor VIII
HPRT /F9 FRAXD CBBM F8C
l Elf :
Uﬂ m Xq26 | Xq28 / ) Telomere
F8C__.-—— G6PD CBBM
— il |
5"/,4»"“./“— G6PD gene e ) =
{ N N 0T T WhmesS———

Hinh 1.3. Vi tri gen G6PD trén NST X
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Hinh 1.4. NST X va phén bé cdc dét bién trong gen G6PD.

MGt trén: cé&c intron (xam) va exon (hong). Mt diwdi: phdn loai mRNA va cdc
dét bién bién thé missense. VONG tron mau dé la cac dt bién lién quan dén thiéu
mdu tan man tinh. VONg tron tim thé hién cdc dot bién cdp II, vong tron mau
Vang thé hién cac dot bién cdp III, vong trdn mau nau thé hién dot bién cdp 1V,
vong tron mau xanh & cay la cdc bién thé méi bédo cdo gdn ddy

Gen G6PD duoc coi 1a gen c6 su diéu hoa va kiém soét (housekeeping) chat ché.
Néu dot bién xay ra trén gen ciu tric s& pha v cau tric binh thuong ciia enzyme,
gay thiéu G6PD vé mit chat luong. Néu dot bién xay ra trén gen diéu hoa hodc gen
khoi dong s& 1am giam sb luong enzyme G6PD. Su thay d6i vé sé luong va chat
lwong ciia G6PD déu dan dén sy thay ddi hoat do ciia enzyme G6PD *%. Tuy nhién
hau hét cac enzyme bi dot bién ludn ludn c6 thanh phan bat thuong vé mat chat
lugng. Piéu nay ching to nhitng dot bién niy xay ra tai gen cau tric - ving ma hoé
(coding region) con nhirng dot bién gen didu hoa thi chua duoc khang dinh .

V61 sy phat trién cua sinh hoc phan ti, co s& gen hoc cuia bénh thiéu hut
G6PD ngay cang sang t6. V4i 13 exon, exon 1 va mot phan exon 2 khong ma hoa,
con lai hau nhu tit ca cac exon déu c6 dot bién ™. Nam 1993-1994, 60 dang dot bién
v6i 97 bién thé va hau hét 1a dot bién diém (96,8%) giy ra sy thay thé acid amin
don 1¢ trong gen G6PD *, con lai 4/126 (3,2%) 1a G6PD loai bo ba bazo trd 1én. Do
la G6PD Sunderland x6a b6 3 bp, (CAT) xay ra & exon 2, ddn dén mat mot phan du
Isoleucine & vi tri 35; G6PD Stonybrook véi sy méat doan 6 bp (GGCAAC) & exon 7
dan dén mat Glycine va Threonine & vi tri 242-243, thtr 3 13 G6PD Nara mit 24 bp &
exon 9 & vi tri 953-976 méat 8 acid amin tir vi tri 319 - 326 va G6PD Vancouver, vé6i

ba dot bién thay thé bai exon 6 & vi tri 317 ¢, 544 ©Tva 592 " tao ra ba acid amin
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thay thé (106 Ser-Cys, 182 Arg-Trp va 198 Arg-Cys) °. Ngoai trir nhing truong hop
nay, khong co dot bién nio xay ra ¢ viung khoi dong hodc ving ndi cua gen G6PD.
Nam 2002, Longo va cong su '° da théng ké khoang 183 dot bién cho thiy trong sb
nay 70 loai thuoc 16p 1, 40 thudc 16p 2, 36 thudc 16p 3 va con lai thude 16p 4. Cu thé
khi phén chia theo cac dang dot bién, ong thdy 164 dang dot bién dot bién diém thay
thé 1 nucleotid, 8 dang la dot bién thay thé 2-3 nucleotid, 9 dang la dang dot bién bi
x04 khung va chi ¢6 1 dang 1a dot bién anh huong dén céc intron tai vi tri ndi (IVS-
X), 1 dang dot bién v6 nghia (G6PD Georgia) duoc tim thdy nhiéu nim trudc do.
Nam 2012 Minucci cap nhat khoang 186 dot bién®. Trong d6 c6 159 (85,4%) la dot
bién diém, 15 (8,0%) la dang d6t bién phdi hop nhiéu hon 2 vi tri, 10 (5,3%) 14 dang

bi mét cac nucleotide, va 2 (1,0%) 13 anh hudng dén cac intron.

A95G AB35T T1153C
G159C 535T ~c93c T1141C|G1154T
G40A A527 T1139C|||C1155G
T224C
C317G G637T A1138G A1156G
T648G C1159T
C514T C1089A G1160A
G488A A713G  c1o82T A1
G1081A
As7ec RETAR
G820A
C833T
G910T

921C

C131

31G
T143C
G172
S5
02

A

C185T

G202A
T208C

A209G
B Class K<10%) ‘202090 G854A G949A6
B Ciass 1 (<10%) A493G

G497A!
I Class (10 to 60% yAD42T

C563T
I Ciass IV(>60%)

G1388A
1387T
1400C

Hinh 1.5. Cac bién thé phé bién va phdn logi trong gen G6PD ’77
Lop I: Mau do: sy thiéu hut enzyme tram trong (dwoi 10%) voi bénh thieu mau tan

mdu khéng phdi té bao xo vita man tinh (CNSHA). Lép II: mau xanh lam: sw thiéu
hut tram trong (dwdi 10%). Lép I mau da cam: thiéu hut tir nhe dén trung binh
(10-60%). Lép IV: Mau den: thiéu hut rdt nhe hodc binh thieong (> 60% hoat déng

binh thirong) va khong cé biéu hién lim sang.
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Nam 2016, Gémez-Manzo va CS da tong hop thém 31 d6t bién méi cua
G6PD, 1én 217 d6t bién va phan tich trinh tu DNA ciing van chi ra rang phan 16n cac
d6t bién, ciing c6 nhitng sai sot trong ciing mot alen gdy ra 2 hay nhiéu vj tri thay thé
nucleotid ciing nhu trong cac truong hop mat khung hodc anh huéng dén qué trinh
nbi nhung hiém gip. Tan s thay thé don hodc nhiéu nucleotit 13 gin nhu nhau giira
céc bién thé hodc co thé 1a su két hop voi cac da hinh, con su mat doan chi dugc tim
thiy trong cac bién thé khong da hinh. Cu thé: 23/31 (83,9%) thay thé don nucleotide,
01 1a dang dot bién xo4 bo, 04 thudc vé dang phdi hop va cd 03 dot bién méi c¢o anh
hudng dén intron (Bang 1.5). Nhu vay cho dén nim 2016 di tong két véi 217 bién
thé G6PD duoc béo cao co: 182 (83,9%) 1a dang don (bién thé missense), 19 (8,7%)
la phéi hop, 11 (5,1%) 13 dang xo6a bo, va 5 (2,3%) anh hudng dén intron . Pong
thoi 16 dot bién don da duoc bao cdo béi Minucci nhung chua duge xép 16p theo
phan loai cia WHO thi dua sip xép vao theo 16p duge dua sap xép vao theo 16p: Lop
1: 7/16 gébm G6PD Zacatecas (Arg 257 Leu, exon 7), G6PD Palermo (Arg 257 Met,
exon 7), G6PD Hamburg (Pro 276 Leu, exon 8), G6PD Veracruz (Arg 365 His, exon
10), G6PD Yucatan (Lys 429 Glu, exon 10), G6PD Tennessee (Leu 422 Val, exon
10) va G6PD Taif (174 Gly, exon 6) va 16p 2: G6PD Bahia (Phe 66 Thr, exon 4),
G6PD San Luis Potosi (Asn 126 Tyr; exon 5), G6PD Coimbra (Arg 198 His, exon 6),
01 bién thé 16p III véi dot bién kép: GEPD Sierra Leone (Arg 104 His, Asn 126 Asp,
exon 5), mot dot bién ¢ San Paulo véi 16p IV (Ile 220 Met, exon 7). C6 4 dot bién
khong dugc phan loai theo hoat dong enzyme: G6PD Shanghai (Ala 231 Pro, exon
7), G6PD Karachi (Asp 325 Asn, exon 9), G6PD Vietnam 1 (Glu 3 Lys, exon 2), va
G6PD Viét Nam 2 (Phe 66 Cys, exon 4).

Bing 1.3. Danh sdch cdc dt bién G6PD dwgc mé ti gin day dwa ®.

Tendpt | J1haythe |y o | Amino acid .| Noi phat
bién | MUcleotide | o oion |thay thé Exon | Lép hién
cDNA :
Dot bién don (Missense)
Viét Nam 1 7G> A 3 Glu — Lys 2 NR Vi¢t Nam
México DF | 193A> G 65 Thr — Ala 4 NR Mexico
Bahia 1977> A 66 Phe — Thr 4 1 Brazil
ViétNam 2 | 197T7>G 66 Phe — Cys 4 NR Viét Nam
SanLUls | a06as T | 126 | Asn— Tyr 5 I Mexico
Potosi
Gaza 536G> A 179 Ser — Asn 6 NR Palestine
Herlev 592C> A 198 Arg — Ser 6 /11 Dan Mach
Coimbra | 593G>A | 198 Arg — His 6 I An Do
San Paulo 660C> G 220 Ile —» Met 7 v Brazil
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Tendpt | 1NaYhe |y i |Amino acid .| Noi phat
bién. nucleotide Cddon thay thé Exon Lop hién
cDNA C
Thuong Hai | 691G> C 231 Ala — Pro 7 NR | Trung Qudc
Tunisia 737T>C 246 Arg — Leu 7 Il Tunisia
Zacatecas 770G> T 257 Arg — Leu 7 I Mexico
Hamburg | 827C>T 276 Pro — Leu s6 8 | Dtc
Tunis 920A> C 307 GIn — Pro 9 1 Tunisia
Nefza 968T> C 323 Leu — Pro 9 1L Tunisia
Karachi 973G> A 325 Asp — Asn 9 NR Pakistan
Quilmes 995C>T 332 Ser — Phe 9 I Argentina
V0 danh 1088A> T 363 Asn — Ile 10 I Trung Qudc
Veracruz | 1094G>A | 365 Arg — His 10 I Mexico
Vo danh | 1187C>G | 396 Pro — Arg 10 | Han Quoc
Merlo 1226C> A | 409 Pro — Gln 10 I Argentina
Yucatan 1285A> G 429 Lys — Glu 10 I Mexico
Tennessee | 1465C> G 422 Leu — Val 10 I Hoa Ky
Dot bién két hop
Taif 516-518 del | 174 Gly 6 I Saudi Arabia
. 311G> A 104 Arg — His .
Sierra Leona 376A5 G 126 Asn — Asp 5 11 Sierra Leone
769C> A 257 Arg — Met ¢
Palermo 770G> T 7 I Y
Viangchan +| 871G> A 291 Val — Met .
Mahidol | 48765 A | 163 Gly > ser | >0 | I/HI] Thailan
Viangchan +| 871G> A 291 Val — Met .
Union | 1360C> T | 454 Arg — Cys | 11 | /1) Thailan
Dot bién khong mi hod
Qingzhen |IVS5-1G> A - - - NR -
Vo danh !1\3{2:/,'6\“ - - - 1l Tunisia
R IVS- -
V0 danh VB55CST - - - 11 Tunisia

Céc dot bién khac nhau s& gay ra bat thuong khac nhau trong enzyme, hau hét

dan dén giam d9 on dinh hoac gidm hi€u suat xuc tac cua enzyme. Mitrc do roi1 loan

chtrc ning enzyme dugc phat hién trong cac bién thé phi hop v6i muc do nghiém

trong cua cac biéu hién 1am sang % Vi vay vi¢c phan loai cac bién thé G6PD nén

dya trén muc d6 thiéu hut va biéu hién 1am sang. Theo phan loai cia WHO cac bién
thé gen G6PD duoc phén loai thanh 4 16p. C6 thé tim thiy danh sach cac bién thé

G6PD tai http://www.bioinf. org.uk/gépd/db mét cach day du.
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1.3.3. Phén bé dang dét bién theo dia Iy
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Frequency of G6PD deficient males Polymorphic G6PD variants 5% y | / ot y
<05% 7.0-9.9%% @ A-(202A)  Chatham Mediterranean @ Taipel !
05-29%% 10.0 - 14.9%% A-(968C) @ Coimbra Mahidol @ Union % \ / v
30-69%% 15.0 - 126.0%% ® Aures Cosenza @ Santamaria @ Viangchan . y

@Canton Kaiping Seattle @ Local variant el

Hinh 1.6. Phén bé cdc bién thé G6PD hay gdp trén thé gigi®

G6PD phén bd phd bién hon ¢ nhitng khu vuc ¢ bénh SR lwu hanh hoic dai
ting luu hanh nhu 14 & Chau Phi, Chau A, Chau Au va khu vuc Dia Trung Hai. Vi
day 1a bénh di truyén nén c6 moéi lién quan ty 18 va dang dot bién ctia mdi dan tdc cd
chung nguén gbc hoidc c6 mdi quan hé huyét théng lau doi. Thuong gip nhiing dang
dot bién theo cac quéc gia, nhom dan toc cu thé **. Khu vuc Chau M¥ va Chau Phi
chu yéu cac bién thé cua kiéu hinh G6PD A(-) va khong thay su xuat hién cac bién
thé khac. Tdy A chu yéu gip G6PD Dia Trung Hai; G6PD Kalyan-
Kerala %9 va Orissa **'® doc quyén tai An Do; Khu vuc Chau A - Thai Binh
Duong 6 sy da dang bién thé G6PD 16n nhat trén toan cau, khong co bién thé nao

chiém wu thé ma co téi 10 bién thé cung xuit hién: G6PD Mahidol *™*

¢ Myanmar
va Théi Lan; G6PD Viangchan ®** hay gip & ngudi Lao, Thai Lan, Trung Qudc,
An D9, Philipin, Papua New Guinea. O cac nuéc Pong Nam A trong d6 co Viét
Nam dang d6t bién thuong tap trung & exon 9, 11 va 12 ", 1a nhiing dot bién khong
nam & nhirng domain truc tiép gdn NADP nhung lai gan voi ving nay do d6 co thé
lam thay ddi hoat tinh va kha ning bao vé HC cia G6PD, bénh nhan chi gip tan mau

khi str dung thudc hoidc cac tic nhan oxy hod khac hay nhiém khuan...Exon 9: G6PD
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Chatham 1a dang dot bién gy giam hoat tinh G6PD vira va nhe, tim thiy nhiéu ¢
Philipin va Trung Quéc. Exon 11 hay gap G6PD Union & Philipin, Lao, Myanmar,
Trung Quéc, Nhat Ban. Exon 12 thuong gip 2 dang G6PD Canton va Kaiping, gip
rat nhiéu & Nam Trung Qudc (Quang Pong, Phic Kién), gay giam enzyme ning
hon. Va ciing tai exon 12, G6PD Kaiping gip nhiéu ¢ Lao *2. O exon 2, G6PD
Gaoha chi gip & Trung Qudc, it gip ¢ cac nudc chau A khac. Khu vuc Dong Nam A
con hay gap 2 loai dot bién cam do thay d6i nucleotid nhung khong 1am thay doi trinh ty
acid amin nén dugc goi 1a dot bién cam: Loai thir nhat goi 1a dot bién Silent tai exon 11,
diém d6t bién nam trong vi tri cudi ¢ codon (1311 C — T) nhung ca hai bo ba TAC,
TAT déu ma cho Tyrosin nén cau trdc bac 1 cia G6PD khong bi thay d6i, 1a dang dot
bién cam hay gip nhat khu vuc Pong Nam A. Dang d6t bién cam thir 2, & exon 10
(1116 G —A) con goi 1a G6PD San Luis Potosi, 1an dau dugc tim thay &
Mehico, ciing khong lam thay déi acid amin "°, dang nay it gip & khu vuc Dong
Nam A. (Hinh 1.7 va bang 1.6).

Burman
487 G—A
Kachin

Burman
487 G—A |~ 387 G—A
] shan Lisu

487 Goa| |487G—A

487 G—A Shan
indian 487 G—A Lao

487 G—A || Burman
487 G—A

1376 G>T

871 G—A
Orang-Asli
592 C—»T

95 A—G
1003 G—A
1291 G—A Javanese |
1376 G—T |sez c—7]|

e AN

Hinh 1.7. Cic dang dt bién G6PD hay gip & viing Dong Nam A ™

O Viét Nam ciing thay c6 8 dang dot bién hay gap: G6PD Viangchan,
Canton, Kaiping, Union thudc 16p 2; G6PD Gaohe, Chatham thudc l6p 3; G6PD
Chinese — 5 va Silent. Hay gipnhat 1a exon 9 véi3 vi tri 871G, 1003G va 1024C tuong
tmg G6PD Viangchan, Chatham va Chinese — 5 va dang d6t bién hay gip nhit 1a
Viangchan. Exon 11 vai2 vi tri 1360C va 1311C tuong tmg G6PD Union va Silent.,
exon 12 ciing véi 2 vi tri 1376G va 1388G g G6PD Canton va Kaiping va exon 2 la
G6PD Gaohe. Nhitng nghién ctru gin day dd phat hién thém 1 sb loai dot bién &
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ngudi Viét Nam (Viét Nam1 (G7A, Glu ® Lys), Viét Nam2 (T10148G, Phe ®® Cys),
Viét Nam3 (C10170 T, Ser " Ser)... *".
Bing 1.4. Cdc dang dpt bién G6PD hay gdp viing khu vwe Chiu A

8 Vj tri bién doi id ami 5 .
T Tefl d.z.:ng ! _ Acid aI’nln twong Pf’lan Pia ditm
dot bien |Exon| Nucleocid ung 16p '
1. | Gaoha | 2 | 95A—G | 32His— Arg 2 Trung Qudc
2. |Viangchan| 9 | 871G —A | 291 Val > Met | 2 |LnaiLan, Lao, An Do,
Trung Qudc, Philippin,
3. | Chatham | 9 [1003G — A| 335Sla— Thr | 3 Philippin
4. |Chinese-5| 9 [1024C — T| 342 Leu — Phe 2 |Trung Qudc, Pai Loan
Philippin, Lao, Trung
5 Union 11 | 1360C —> T | 454 Arg — Cys 2 Quoc,Nhat,'I:ayBan
Nha, Y
6. | Canton | 12 [1376G — T| 459 Arg—Leu | 2 |Trung Qudc, Myanmar
7. | Kaiping | 12 [1388G — A| 463 Arg — His 2 Lao, Trung Qudc
8 | silent | 11 |1311Cc—T| ATTTAC
Tyrosin

Mot s6 nha khoa hoc ciing dat ra cau héi la liéu ching c¢6 ngudn gdc duy nhat
cho mdi dang dot bién va rdi lan theo dong ngudi di dan hay khdng? 2°. Nhu trong ba
dang dot bién co dién G6PD A(+), G6PD A(-), G6PD Med thi G6PD A (-) va G6PD
A(+) thuong gip ¢ Tay Phi, nguoi My da den do nguoi Phi di dan dén. Hodc
G6PDUnion phat hién dau tién & mot ngudi Philipin séng trén dao Hawai va sau
d6 lai tim thdy ¢ cuc ratxa cia dia ciu quan dao Vanuatu & Ty Nam Thai Binh
Duong, sau do la tim théiy ¢ Lao, Trung Qubc, Nhat Ban, Tay Ban Nha, y 5380,
Trong nghién ciru khac, lai thdy G6PD Coimbra 1a dang dot bién rat hay gip ¢
ngudi Trung Qudc, dong thoi tim thay ¢ mot ngudi dan 6ng Indonesia va mot ngudi
cod géc Pai Loan . Hoic bién thé Dia Trung Hai dugc tim théy phé bién & Nam Au
va Trung Dong, 12 nguyén nhan gy tan mau cip tinh v6i hoi ching Favism ¢ Y va
Hy Lap ciing thiy gip nhidu & Afghanistan %,

1.4. Cac phwong phap sinh hoc phan tir phat hi¢n dgt bién G6PD

Trén thé gidi ciing nhu & Viét Nam dé c6 rat nhidu phuong phap xac dinh
d6t bién gen G6PD bing PCR thuong, phén tich ciu trac da hinh chudi don, st
dung enzyme cit gii han, phan tich duong cong néng chay, khuéch dai cac dot

bién bén vdi nhiét, giai trinh ty gen...
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1.4.1. Phuwong phap PCR (Polymerase chain Reaction)

Polymerase chain Reaction duoc phat trién béi Kary Mullis vao nhitng nim
1980. Pay 1a mét k§ thuat pho bién trong sinh hoc phan tir nhim nhan ban mot hay
vai doan DNA thanh nhiéu ban sao. Phan tmg PCR dya trén nguyén tic bién tinh,
hdi tinh cia DNA béi nhiét d6 va kha ning cia DNA polymerase tong hop chudi
DNA méi bd sung cho chudi mau ban dau®.

Polymerase chain reaction - PCR

TEs sl —
original DNA HH
to be replicated »~ 5 37 5 3 / “ \
TETTETI I - Aasannanal
. . HHH A
o« . b - slllvlllllll3 / 3 Iu5' \“ ““ /
- » 5 @ kghedcd B \o“
TN (e o o s s
FETTRRNY " . .I'IIIIFI"
: o ‘b ‘** ¥ = \‘* lm“lll . |?"l==a||| . / - \
DMA primer 3 ES 3 5 -
nucleinde \‘ I TPPrD -
140411 L
T

@) Denaturati ion at 54-96°C
9 Annealing at —687°C
€} Elongation atca. 72 °C

Hinh 1.8. Cac giai dogn cuia phan ing PCR
1.Giai doan bién tinh; 2.Giai doan gan moi; 3. Giai doan kéo dai
(Nguon: https://en.wikipedia.org/)

1.4.1.1. Nguyén tic: Tao luong 16n cac doan DNA dac thu tir DNA khuon dya trén
co so hoat dong cuia DNA-polymerase dé tong hop sgi mdi bo sung.
1.4.1.2. Céc buéc tién hanh quy trinh: La mot chudi gom nhiéu chu ky va mdi chu
ky gébm 3 giai doan:
Giai doan 1 — Giai doan bién tinh

Pua DNA vio dung dich phan tng (gom céc thanh phan can thiét cho sy sao
chép), tang nhiét d6 cua dung dich 1én t&i 90-98°C trong khoang tir 30 gidy -1 phut.
Tai nhiét d6 nay, cac DNA mach kép bi tach ra (do lién két hydrd bi dut), tao nén
céc soi don dung dé lam khuon tong hop soi méi.
Giai doan 2 — Giai doan gcfn moi

Sau giai doan 1, 1ap tirc nhiét d6 duoc ha xubng tir tir khoang 37-68°C, nhod
hon nhiét @ Tm ctia moi trong 30s-1 phut. B6 sung moi dé moi bat cip voi soi
khuon. Mdi duoc téng hop hoa hoc, co mdi ngugc va xuodi. Ngudi ta con co thé dua
vao trinh ty nucleotide & ddu 3’ cua khuén dé tong hop moi. Sau d6 bd sung DNA-

polymerase dé kéo dai moi.
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Giai dogn 2 — Giai doan kéo dai (extension)

Nang nhiét phan tng 1én 72°C trong vai chuc gidy dén 1 phut dé DNA-
polymerase tong hop soi moi. Thoi gian va nhiét do phan tng phu thudc vao soi
DNA cén khuéch dai.

Két thuc mot chu ky tir mot DNA kép me tong hop 2 soi DNA kép con. Phan
g x4y ra trong 25 dén 40 chu ky. Sau chu ky cudi, nhiét d6 dugc duy tri & 72°C/5-
10 phut cho tat ca cac sgi don xodn lai va tao nén san phém ctia PCR. R6i ha xuéng
4°C @ bao quan san pham va duoc kiém tra bang cach chay dién di trén gel agarose
0,8%-2% dé phat hién sy da hinh clia cac doan DNA dic thu, hoic DNA bi thay doi
do cac tac nhan (dot bién, tai to hop). Trong thuc té, s6 luong chu ki cua phan tng
PCR khéng vuot qua 40 chu ki %,
1.4.1.3.CAc thanh phan va cdc yéu té anh hudng ciia phdn g PCR:

+ DNA khudn: Boan khuén DNA (DNA template, DNA target) tinh sach la
yéu té vo cung quan trong, dam bao két qua tao duoc cac san pham PCR chinh xac.
Kich thuéc doan khudn nho hon 3kb cho két qua nhan gen tt nhat. Phan tng PCR
tdi wu v6i cac doan khudn hoan toan tinh sach, nguoc lai néu con lan protein, hiéu
qua PCR giam theo ty 1€ thudn véi do tinh sach cia DNA khudn.

+ Moi cho phdn ing (Primer): Moi 1 nhitng doan oligonucleotid c¢6 chiéu dai
khoang 15-30 nucleotid. Dé thyc hién nhan mot doan DNA bang phan tng PCR,
can c¢6 mot cap méi thich hop, bét cip dic hiéu voi DNA khudn. Méi cip moi gém
1 mdi xudi F (Forward) va 1 mdi ngugc R (Revert). Mdi xudi c6 trinh tu acid
nucleic tuong déng véi trinh tu cia mach don DNA khong mang mi (mach
antisense), mdi xudi bat cap & dau 3’ cua mach antisense. Mdi nguoc co trinh tu
tuong ddng véi trinh ty cia mach DNA mang mi di truyén (mach sense) va bét cip
v6i mach sense & dau 3°. Nong do ctia mdi moi trong phan tmg 12 0,1-0,5 pM.

+ Cdc nucleotid tw do (ANTP): Gom dATP, dTTP, dGTP, dCTP. Can chu ¥
dén ti 16 G-C trong doan khuon dé xac dinh ham lwong mdi loai dNTP phu hop.
Nong d6 dNTP mbi loai, thuong khoang 50-200uM. Khi ham luong cac loai INTP
tu do qué it, tao san phdm PCR it khong du dé phat hién, nguoc lai ndng do qué cao
thi phan tmg PCR kho thuc hién.
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+ Enzyme DNA polymerase: La yéu tb rat quan trong, quyét dinh hiéu qua cta
phan tmg PCR. Moi loai enzyme DNA polymerase c6 dic tinh va vai trd khac nhau
trong phan g PCR, thu duogc cac san pham PCR c6 tinh dic hiéu khac nhau. Mot s6
loai thudng duoc str dung trong cac phan img PCR gdom: T, DNA polymerase, Taq
DNA polymerase, Vent DNA polymerase, Tth DNA polymerase, Pfu DNA
polymerase... Enzyme DNA-polymerase.

+ Dung dich @ém cho PCR (Buffer): Dung dich dém can dam bao thanh
phan cac chat can thiét cho hoat dong cua enzyme DNA polymerase nhu
MgCl,, KCI, Tris...Trong do, ion Mg2+ la thanh phén c6 anh hudng ro rét dén
hiéu qua phan ung PCR, anh huéng dén kha ning bit cip va gin cac moi véi
mach khudn. Pé c¢6 hiéu qua PCR cao can luu y dam bao cac thanh phan dung
dich dém, nhiét d6 va cac chat can thiét khi thuc hién phan Gtng PCR.

+ Thiét bi va dung cu thuc hién phan ung PCR:

Phan tmg PCR 13 mét chudi cac chu ki tuan hoan nhiét, do vay phan tng PCR
phai duoc thuc hién trong cac thiét bi chuyén dung la cac may PCR. Mot may PCR
thong thuong, thdi gian cho mot phan ung 13 3h, véi may hién dai, c6 thé giam
xubng con 30-40 phut hodc ngin hon. Mdi thiét bi c6 dic diém khuéch dai riéng
nén thi nghiém cia mot nghién ciru can duoc tién hanh trén cung mot loai thiét bi.
1.4.1.4. Phdn tich san pham PCR: Khi phan tng két thiic, can phan tich san
pham PCR dé c6 thé xac dinh mirc do thanh cong ctia phan tmg. Phuong phap
thong thuong nhat xac dinh kich thuéc cac doan DNA nho dién di trén gel
agarose. Tuy nhién mot s phuong phap phan tich khac cho phép ching ta
theo d&i dong hoc ciia phan g trong mdi chu ki ma khong can dién di. Sy
thanh cong hay that bai ctia phan tng ¢6 thé dugc xac dinh bang cac cach sau:
C6 san pham cta phan tng khong? Co6 cac san pham phu khong?; Kich thudc
ctia san pham c6 dung nhu du kién khong?; Tuy thudc vao mirc d6 thanh cong
ctia phan ung PCR dau tién ma chung ta c6 thé thay ddi cac diéu kién dé tbi

uu hoa quy trinh phan ung.
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1.4.2. Gidi trinh tw gen (DNA sequencing).

Tu ky thuat PCR khuéch dai cac doan gen mong muén, sau d6 thuc hién k¥
thuat giai trinh ty gen dé phuc vu nghién ctru. Giai trinh tu gen 13 phwong phap xac
dinh vi tri sdp xép cua cua 4 loai nucleotid: A (Adenin), T (Thymine), G (Guanine), C
(Cytosine) trén phan tr DNA. Hién nay, nguoi ta thuong st dung hai phuong phéap
giai trinh ty d6 13 phuong phéap dideoxynucleotid va giai trinh ty bing may tu dong.
Ngoai ra, giai trinh ty thé hé méi duoc dua vao st dung voi vu diém cho phép xac
dinh dong thoi nhiéu trinh ty DNA dich trong mét 1an chay cho phép tang hiéu suat
va giam chi phi thyc hién.

Céac phuong phap giai trinh tu gen:
1.4.2.1. Phuong phap dideoxynucleotid (enzyme)- Phuwong phap Sanger:

Pugc phat minh nho Frederick Sanger vao nim 1977. Thanh phéan cia ky
thuat nay bao gom DNA soi don can duoc giai trinh ty; enzyme DNA polymerase;
doan mdi deoxynucleotidetriphosphate (ANTPs) va mot hanh phan dic biét 1a di-
deoxynucleotidetriphosphate (ddNTPs). La mot phan tir nhan tao, cdu trac cua
ddNTP twong tu nhu phan tr deoxynucleotid (ANTP), tuy nhién ¢ carbon sb 3 cua
duong deoxyribose khong phai 1la nhém hydroxyl (-OH) ma la —H. Cac ddNTP cé
nhiém vu ding viéc tong hop mach b6 sung do khong hinh thanh duogc lién két
phosphodiester. Cac ddNTP tham gia vao phan Gng tai nhiéu thoi diém khac nhau

va tao ra cac soi don DNA co6 kich thudc khac nhau.

0 0
OCH, base OCH, base
H H H H
H H OH H
dideoxynucleotide (ddNTP) deoxynucleotide (dNTP)

Hinh 1.9. Céu triic ciia ddNTP
(Nguon: http://bio.libretexts.org)
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Pé thuc hién k¥ thuat giai trinh tu gen, dau tién khuéch dai doan DNA cin gidi
trinh tu. St dung mot doan mdi b sung vd&i trinh ty ctiia vector va gén vao dau 3’
ciia vector gan vi tri chén DNA. Phan tmg sau d6 duoc tién hanh trong 4 dng
nghiém, mdi 6ng dugc cung cép thém DNA polymerase, 4 loai ANTP ty do va mdt
trong 4 dideoxynucleic (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Nong d6 ciia mdi ddNTP
dugc diéu chinh than trong, v&i mot lwong nho khoang 1%. Trong qua trinh tong
hop chudi, enzyme DNA polymerase s& gan cac dNTPvao dé kéo dai chudi. Do
ham lugng rat thap nén thinh thoang méi ¢6 1 dideoxynucleotid dugc gin vao chudi
va lac d6 phan ung tong hop chudi bi ding lai. Nhu vdy trong mdi 6ng phan tng
chira cac mach don DNA c6 chiéu dai khac nhau va & dau 3’ ciia cac doan DNA
chtra mot dANTP twong tng di cho vao éng d6. Tién hanh dién di 4 dng phan tng
trén 4 hang cua mot gel polyacrylamide dé phan tach cac doan DNA. Do mét trong
4 dNTP c6 danh dau phong xa nén khi dung k¥ thuat phong xa tu ghi, cac mach don
trén gel dién di s€ tao ra cac vach sang trén phim X quang. Giai trinh ty Sanger c6
thé thuc hién véi cac doan DNA khoang 400 — 900 cip base.
1.4.2.2. Gidi trinh t bang may ty déng:

Nam 1986 thiét bi giai trinh tu ty dong dua trén phuong phap cia Sanger duoc
phat minh boi Lloyd M.Smith va dugc san xuit boi cong ty Applied Biosystems. Hé
théng may gém nhiéu mao quéan chua gel polyacrylamide cho phép phan tich nhiéu
mau mot lan dién di. Cac dANTP duoc danh dau huynh quang véi 4 mau khac nhau,
nhd vay phan tmg giai trinh ty c6 thé duoc thuc hién trong mot éng nghiém va chi
can dién di trén mot hang. H¢ théng detector g6m cac camera c6 chum tia sang laser
di qua n6 dé ghi nhan tin hiéu huynh quang mét cach chinh xac. Nguyén tic hoat
dong cia may la trong subt qué trinh dién di, khi c6 mot vach dién di di qua chum
tia laser thi phan tir ddNTP cubi cing & dau 3’ cua doan DNA s& phat ra mot mau
huynh quang tuong rng va dugc camera ghi nhan lai thanh mgt cuong do dinh sang
trong biéu d6. Dya vao biéu d6 nay, may s& phan tich cac dinh cudng d6 sang, so

sanh v&i cac mau, nhan dién duoc loai nucleotid va cho ra trinh tu DNA dich.
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Hinh 1.10. Gidi trinh tw gen trén may gidi trinh tw gen tw dong
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(Nguon: http://en.wikimedia.org/wiki/sanger sequencing)

Cac budc giai tinh ty trén may tu dong:

Budc 1: PCR doan gen can giai trinh trinh tu va tinh sach san pham PCR

Budc 2: Thuc hién phan tmg chu tinh giai trinh ty trén may ty dong voi mot
trong hai mdi xudi hodc moéi nguge va cac thanh ohaafn can thiét khac.

Budc 3: Tua san phém giai trinh ty va loai bo chat danh dau thira

Budc 4: Pién di mao quan san pham trén may va doc két qua.

Nghién ctu dugc thuc hién trén may gidi trinh ty gen ty dong, dem lai két qua
nhanh chéng va chinh x4c cta cac gen can nghién ciru, giup phat hién chinh x4c cac
d6t bién xdy ra trén gen. Dong thoi ting kha ning phat hién cac dot bién méi chua
dugc phat hién.

Trinh tu gen duoc ddi chiéu va so sanh véi trinh tw gen trén Genbank (NCBI).
Phuong phéap nay cho phép phat hién tat ca cac dot bién, dic biét 1a cac dot bién
diém, do do6 k¥ thuat nay duoc ap dung cho viéc phat hién mot s6 SNP khong c6 vi

tri cit enzyme gidi han cua gen.
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Hinh 1.11. Hinh anh gidi trinh tw gen trén mdy gidi trinh tw gen tw dong
(Nguon Trung tam Gen - Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi).

Ngoai ra, hién nay tuy thudc vao timg qudc gia, tng bénh vién, mot sé ky
thuat sinh hoc phan tir da dugc st dung trong xac dinh dot bién gen G6PD nhu k¥
thugt phan tich cdu trac da hinh thai chudi don (SSCP: Single - Strand
Comformation Polymorphism analysis): ky thuat da hinh chiéu dai sir dung enzyme
cit gioi han RFLP-PCR (RFLP: Restriction Fragenzymet Length Polymorphism),
Phuong phap PCR - MPTP (Multiplex Tandem forward Primer) Phuong phap PCR-
ARMS: (ARMS: Amplification Refractory Mutation System) hoac Phuong phap
Realtime PCR - HRM (HRM: High Resolution Melt)...

1.5. Tong quan tinh hinh nghién ciru trén thé gi6i va Viét Nam
1.5.1. Trén thé gidi
Cho dén nay, dd c6 nhiéu nghién ciru vé bénh thiéu G6PD trén toan thé gidi

trén tat ca cac mat tur dich t€, tan xuat thiéu cho dén dac diém di truyén, chan doan,
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moi lién quan hoat dong enzyme véi cac tac nhan gy tan mau,...va ngdy cang lam
sang to hon vé bénh.

Sy thiéu hut G6PD d3 dwgc cong nhdn 1a bénh 1y enzyme phd bién nhit, anh
huéng dén gin hon 400 triéu nguoi trén toan thé gisi *, trung binh mdi nam lam
4100 ngudi chét 2. Cac diéu tra vé& mat dich t& hoc di ghi nhén rng co sy gia ting
ty 16 méc bénh & cac qudc gia co nguy co cao, thudng lién quan dén nhan khau hoc
song trong ving SR dd va dang luu hanh Bénh gip ¢ tat ca cac nhom dan toc,
chung toc khac nhau ***°. Tan suét thiéu hut enzyme G6PD khac nhau tiy thudc
vao dan toc va vung dia 1y, cao nhét 1a cac khu vuc Dia Trung Hai, chau Phi, Trung
Pong, Chau My Latinh va Nam A, it gip hon & Bac Au. Cu thé: O Chau Phi ty 1¢
nay la 1,2- 30.7% (lvory Coast 30%, Ghana 26%, Burkina Faso 25%, Gabon 22%);
¢ Dia Trung Hai 4-30%. Chau M§ 1.3-9,7% trong d6 My Latinh, dao dong tir <2%
& cac nude nhu Guatemala, Mexico va Peru dén 16% ¢ Honduras , Venezuela ~
4% ®283: Chau Au ty 16: 0,2-11.9% gap nhiéu & Hy Lap va Y, Trung Pong 2-17%
va hiém gdp & Chau Thai Binh Duong ®. Chau A c6 ty 1& 3,1-28.5%, c6 ba diém
noéng dang chu y véi ty 1& thiéu hut G6PD> 20%: ciac nhom bd lac Orissa-An
Do, bién gidi phia bac Lao/Thai Lan va quan dao Solomon Islands. Tai An D6 tac
gia Devi ST cho thay ty 1¢ thiéu G6PD & ving SR luu hanh ning 13 14.13%, ving
SR Iwu hanh nhe chi 5.5%. Ty 1& thiéu enzyme chung & khu vire Pong Nam A, Pia
Trung Hai va New Papue Gunea la 0,5-30%. O Lao 7,2%:; Thai Lan 7-33%;
Indonesia 3,7%:; Myanmar 4,4%; Philippin 8- 12%; Pai Loan va Nam Trung Qudc
2-16%, Viét Nam dao dong 0,5 - 30%. Gan day, nhom tac gia tai cac nudc tiéu
ving sdong Mé Koéng mé rong cho thay ty 1¢ thiéu G6PD c6 sy khac nhau giita cac
tinh thanh trong cic qudc gia: ty 16 chung 10,4% & nam va 3,4% & nit trong d6 &
Campuchia tir 10,8 dén 29,6%, 5,1% dén 14,8% & CHDCND Lao, 6,7% va 8,2% &
Théi Lan va 6,9% va 11,4% & Viét nam °. Céc tac gia ciing ndi raing do qud trinh
toan cau hoa va di kém su di cu gay sy thay doi dang ké vé& nhan khau hoc dén sb.
Do d6, ton tai cac nhom dan cu bi anh hudng boi bénh nay ¢ phan 16n cac qubc gia
va gia ting ty 16 mic & nhitng qudc gia ma trude day duge coi 1a hiém gap *°. Vi
du, & Hoa Ky, trudc day chil yéu hay gip & nhiing nguoi goc Phi thi gan ddy, tan
suat dan so bi khoang 10-14%, dic biét cic nam gidi da den va 24% 1a ngudi mang
mam bénh. M6t udc tinh gan day cho thdy khoang 8% dan so thé giGi thiéu enzyme
G6PD, dao dong tir thap nhat 0,1% ¢ Nhat Ban va mot s6 nudc khu vuc chau Au

dén cao nhét 35% & chau A **™. Cac diéu tra v& mat di truyén cho thdy nam bj anh
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huéng nhiéu hon so véi nir gidi, tuy nhién kiéu gen phd bién nhét 1a nit di hop tur >
Ty 1¢ phd bién bénh c6 lién quan dén cac bénh 1y khac, dic biét 1a nhitng bénh anh
huong dén HC (bénh huyét sic t5, HC hinh 1iém va bénh thalassemia) ®

Qua cac giai doan, WHO cho thidy mirc 46 nghiém trong ctia bénh tiy thudc
vao hoat dong cia enzyme con lai va lién két co chét, phan loai bénh thanh 5 loai
8858 S8 lwong cac bién dang dot bién phat hién ting dan, nim 2012, 1a 186, nim
2016 1én 217 v&i 442 bién thé trong d6 68 dot bién thudc phan 16p I, ma héa vi tri
gan chat nén dimer cau traic NADP* va din dén kiéu hinh nghiém trong, thiéu méau
tan mau HC khong hinh cau man tinh véi hoat tinh enzyme dudi 10%, chiém tan s6
tuong ddi cao trén tong sé dot bién diém duoc xac dinh. Loai nay tap trung chu yéu
& céc exon 6, 8, 10, 13, cao nhét tai exon 10. Gan 90% dot bién tim théy 1a d6t bién
diém, hiém gap dot bién x6a doan hay dot bién xay ra trén intron 985 Mdi dang dot
bién gy ra nhiing bénh canh va mutc d6 ning nhe khac nhau nhu thiéu mau tan
huyét, vang da, dai huyét sic t6, suy than va hau hét phai co sy tin cong cua cac
chat o0xy héa nhu mdt s6 thirc an, mot sb loai thube hay nhiém khuin *. Cac loai dot
bién dugc tim thiy thuong phan b c6 tinh khu vuc 16,29,52,66
1.5.2. Taqi Viét Nam

Dau tién, mot sb tac gia nghién ctru vé ty 1& thiéu GE6PD lién quan dén bénh
SR nhu Hoang Van Son, Poan Hanh Nhén, Ta Thi Tinh, ...trén mot vai nhém dan toc
chra tim dwoc mbi lién quan nao gita SR va thiéu G6PD.
(http://www.impegn.org.vn/impegn/vn/portal/InfoDetail.jsp?area=58 &cat=944&1D=11629).
T nam 1996-1997 Ta Thi Tinh va CS c6 nghién ctru chon ngau nhién trén 1.676
nam sinh tudi tir 6-15 tai 8 huyén thudc 4 tinh (Hoa Binh, Ha Giang, Son La, Thanh
Ho4) cho théy thiéu G6PD c6 ty 1€ cao tai mot s6 vung SR nhe nhu Kim Bo6i 34,1%,
Mai Chau 20,4%, Nhu Xuan 19,7%, Mudng La 17,8% va thap tai mot sb ving SR
khong lru hanh nhu Méo Vac 0,3% va Nga Son 0,5%. Cac dan toc khac nhau cho két
qué khac nhau, cao nhét 1a nhém dan toc Mudng 31%, Thé 22,6% va Thai 19,3%,
thap nhat & nhom Kinh 0,5% va Méng 0,3%. Mot nghién ctru khéc cling cta tac gia
nay tai Gia Lai, Binh Phudc noi SR nang cho biét ty 1€ thiéu G6PD cua dan toc Gia
Rai, Ba Na, X Tiéng twong ung 13 2,3%; 1,7% va 3,4% va khong thay c6 mdi lién
quan gitra thiéu G6PD véi bénh SR ¥, Téac gia Hoang Hanh Phuc khi diu tra ty 16
thiéu enzyme G6PD trong phé thong co sd trong hoc sinh dan tdc Kinh tai Ha Noi la
0,86%, Hoa Binh 1a 4,53%, Muong tai Hoa Binh 1a 11 36%. Theo Nguyén Tho Vién
khi nghién ciru thay ty 1¢ thiéu enzyme G6PD c6 KSTSR téi 60,71%, trong d6 thiéu
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hoan toan t6i 25%, ngudi khong c6 KSTSR 1a 37,04% va thiéu hoan toan 1a 6,79% va co
két luan thiéu GE6PD ¢ lién quan dén SR. Cung ndi dung nay, Poan Hanh Nhan va CS
nghién ctru thiéu G6PD & khu vuc mién Bic Viét Nam théy ti 1& cao tai mot s6 vung SR
luru hanh nhu Kim B6i 34,1%; Mai Chau 20,4%; Nhu Xuan 19,7%; Muong La 17,8% va
thap tai ving khong ¢6 SR luu hanh nhu Mo Vac 5,3% va Nga Son 0,5%; Tran Thi
Chinh, Nguyén Thi Ngoc Dao va CS & nguoi kinh Ha Noi va quanh Ha Noi 1a 1,75%;
Huynh Thi Diém Thiy vao nim 2004 nghién ctru tai 3 tinh v6i ty 16 chung 1a 3.4% (Hai
Phong 2,5%, Thanh Hda 3,8%, Thai Nguyén 4%) va khoéng c6 su khac biét gitra 3 dan
toc Kinh, Tay, Muong 2%,

Viéc xac dinh cac bién thé tai Viét Nam van véi ¢& mau nhd, nén cho théy ty 1€
thiéu enzyme G6PD khéc nhau & nhiéu ving va nhiéu nhom dan toc. Cac dang dot
bién thuong gap tai Viét Nam phﬁn 16m thudc céc exon 2, 9, 11, 12 nhu: Viangchan,
Canton, Kaiping, Union thudc 16p II; Gaohe, Chatham, Chinese - 5 thudc 16p 111, phat
hién dot bién Silent trén exon 11, 1311C>T (TAC>TAT), xuat hién véi tan suat twong
dbi cao, déng thoi cung mot s6 dot bién khac nhu Viangchan va Canton 15-1887.89
Nguyén Thi Hué va CS trén 30 tré so sinh nam dan toc Kinh ciing da thay 7 loai dot
bién chu yéu trén exon 9, 11, 12, khéng tim thay dot bién trén cac exon 3, 4, 6, 7, 10,
13. Trong d6 Viangchan va Canton 13 hai loai dot bién gap nhiéu nhat trong nghién ciu
vai ty 18 1an luot 12 43,33% va 26,6%. °%°. Két qua nay phu hop v6i nhan dinh cia cac
nghién ctru nhan thay hot spot & cac nudc chiau A 14 & exon 9, 11, 12. Ngoai ra, qua
cac nghién ctu cua cac tac gia Viét Nam cling da dong gop vao co so dir liéu dot
bién gen G6PD cho ngan hang gen véi 5 dot bién phat hién lan dau tién tai Vieét
Nam nhu G6PD Bao Loc (118 Tyr > His) *° Vietnam1 (3Glu > Lys), Vietnam2
(66Phe >Cys), Vietnam3 (73Ser > Ser) '/, nam 2017 1an dau phét hién thém 1 bién
thé duoc dat tén G6PD Ho Chi Minh (173 A>G; 58 Asp>Gly) ™.
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ciru
Muc tiéu 1: Gom 350 bénh nhi thudc céc tinh phia Bic, dén kham va dugc chan
doan thiéu enzyme G6PD tai bénh vién Nhi Trung uong

> Tiéu chudn lica chon.

- Duéi 16 tubi tai thoi diém chan doan.

- C6 két qua dinh luong hoat 46 enzyme G6PD dudi 200 TU/10HC %%,

> Tiéu chudn logi triv: Khong dong ¥ tham gia nghién ciru.

Muc tiéu 2: Theo cac ty 1€ cac dot bién phat hién duoc tr muc tiéu 1 tiép tuc chon

cac ho gia dinh cho muc tiéu 2. Theo ty 1€ nay chon duoc 25 gia dinh:

Ti 1€ muc
TT Loai bién thé Exon T 6 tiéu 2 theo
muc tiéu 1 gia dinh
1 Gaohe (c.95A>G) 2 7,4% 2 (8%)
2 Orissa (c.131C>G) 3 1,1% 1 (4%)
3 Quing Yan (c. 392G>T) 5 3, 7% 1 (4%)
4 Valladolid (c. 406 C>T) 5 0,6% 1 (4%)
5 NanKang (c.517 T>G) 6 0,3% 1 (4%)
6 | bia Trung Hai (c. 563 C>T) 6 0,3% 1 (4%)
7 Comibra Shunde (592 C>T) 6 0,3% 1 (4%)
8 | Viangchan (c.871G>A) 9 24,9% 5 (20%)
9 Chinese-5 (¢.1024C>T) 11 4,3% 1 (4%)
10 | Taiwan2 (c.1330G>A) 11 0,3% 0
11 | Union (c.1360C>T) 11 14,9% 3 (12%)
12 | Canton (c.1376G>T) 12 18% 4 (16%)
13 | Kaipping (c.1388G>A) 12 20,9% 4 (16%)
Tong sb 100% 25 (100%)
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Sau do, béng cach goi dién thoai, hen dén tan nha léy mau toan bo cac thanh
vién cua gia dinh. Viéc ldy mau, dong géi, van chuyén bénh pham theo quy dinh
cta thong tu 40/2018/TT-BYT Thong tu quy dinh vé quan 1y miu bénh pham bénh
truyén nhiém vé dong géi va van chuyén mau bénh pham.

Tiéu chuan loai trir: Cac thanh vién cua gia dinh khong déng ¥ hop tic tham
gia xét nghiém.

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ctru

* Thoi gian nghién ciru: Tt nam 2017 — 2020

* Pia diém nghién ciru:

- Bénh vién Nhi Trung Uong

- Trung tam Nghién ctru Gen va Protein, Truong Pai hoc Y Ha Noi.

2.3. Phuong phap nghién ciru
2.3.1. Thiét ké nghién ciru: Nghién ctru tién cru, mo ta cit ngang.
2.3.2. C& méu nghién ctvu:

S6 lugng bénh nhan theo phwong phap chon mau c6 chu dich. Bén canh d6
chung t6i st dung cong thire tinh ¢& mau wéc luong theo ty 18 phat hién dot bién dot
bién ctia 1 nghién ciru trude d6. Cong thire tinh nhu sau:

Pq
A2

_ 52
N=Z"(1-0s2)-

n: C& mau nghién ciu.

Z: Hé s gidi han tin cay (voi a=0,01 ta ci Z%(1.,/2=2,56)

p: Ti 1é udc luong cua quan thé tai thoi diém nghién ciru (dua vao két qua

cua nghién ctu trude).

q: 1-p

A: Khoang sai 1éch mong mudn giuwax ty 1& thu duoc tir ¢& miu (p) va ty 1é
ciia quan thé (p). Khoang sai léch nay dugc xac dinh tuy theo ¥ tuéng cia ngiroi
nghién ciru. Khi xac din ty 1& dot bién gen ¢ bénh nhan thiéu hyut enzyme G6PD

chiing t6i str dung cong thirc tinh ¢& mau clia qua mot ty 18. Vi day 1a xét nghiém
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sinh hoc phén tir cdc xét nghiém kha tén kém, kinh phi c6 han nén chung t6i chip
nha sai sb tuong dbi giita ty 16 that véi ty 18 wée luong () 1a 5% (0,05).
Cu thé nghién ctru nay dua trén mdt nghién ctru ty 1€ phat hién dot bién cua

gen G6PD cua tac gia Nguyn Thi Hué trén 30 bénh nhan *° 13 87,9%

Nhu vdy s bénh nhi tdi thiéu ciia miu can 1ay & cac dan toc dé xac dinh ti 1¢
thiéu hut G6PD dugc tinh va sé mau thuc té thu thap dugc nhu sau:
87,9.(100-87.9)

n =2,56° = =279

Pong thoi ching toi du kién 20% ctia ¢& mau trén khong tham gia nén ¢& mau du
kién 13: 279 + (279 x 0,2) = 335. Va thuc té ¢& mau ching t6i 4y 1a 350.

2.3.3. Chi 56 va néi dung nghién ciru
2.3.3.1. Chi s6 nghién ciru

- Cdc théng sé lam sang nghién ciiu:

+ Tuoi: Chia lam 3 nhom

+ G161: Nam, nir

+ Dan toc: Theo cac dan tdc cua ngudi Viét Nam

- Hoat 6 G6PD dugc dinh lugng theo quy trinh k¥ thuat cua khoa Hoa sinh
vién Nhi Trung wong.

Phén loai mic do thiéu enzyme dua trén cin cr chan doan chia cac 16p cua
WHO 2019 8, dugc tinh dya trén ty 1¢ % so véi gia tri binh thuong (theo tiéu chuan
chdn doan cta Vién Nhi Trung Uong, thiéu enzyme G6PD khi dudi 200
|U/10"HC).

+ Thiéu nang hoat dong G6PD dudi 10% so voi gia tri binh thuong (twong
mg: < 20 1U/10"*HC)

+ Thiéu trung binh hoat do G6PD tir 10% dén 60% (twong Gng: 20-120
|U/10"*HC)

+ Thiéu thiéu vira nhe: hoat 46 G6PD trén 60% (twong ung: 120 - 200
|U/10*?HC)
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- Cdc chi sé dong HC (SLHC, Hb, Ht, MCV, MCH, MCHC)

Bing 2.1. Khodng tham chiéu cdc xét nghigm dong hong ciu

(Tham khdo S6 tay khodng tham chiéu ciia vién Nhi Trung wong)

HCT SLHC MCH MCHC
Hb (g/dI) MCV/(fl)
%) | (1012/L) (Pg) (g/dl)
™| |m| |mm| || |mT™| |TB|
2SD 2SD 2SD 2SD 2SD 2SD
ltudn |175|135|54 | 42 |51| 39 |107| 88 | 34| 28 | 33| 28
2tudn | 165|125 |51 | 39 |49| 36 [105| 86 | 34| 28 | 33| 28
1thang | 14,0 /10,0 | 43 | 31 |4,2| 30 |104| 85 |34 | 28 |33 | 29
2théang | 115| 9,0 | 35| 28 |38 27 | 96 | 77 | 30| 26 | 33| 29
36
115| 95 | 35| 29 |38] 31 |91 | 74 |30]| 25 | 33| 30
thang
052
" 1120|105 (36| 33 [45| 37 |78 | 70 | 27| 23 | 33| 30
tudi
2 6tudi 125|115 |37 | 34 (46| 39 |81 | 75 | 27| 24 | 34| 31

Trong d6 theo Hudng dan chan doan va diéu tri Nhi khoa (2018) va cia To

chuc y té thé gidi cho thdy thiéu mau khi ndng d6 Hb < TB — 2SD, tinh tong cac

giai doan tir so sinh dén 6 tudi: 111,25 g/l va chia cu thé theo Itra tudi twong tng:
- So sinh: <135 g/l
- 2-6 thang: <95 g/l

- 6 thang — 2 tudi: <105g/I
- 2-6 tudi: < 110g/I

- Cac dang dot bién gen G6PD: Bang cac phuong phap sinh hoc phan tir: PCR,

giai trinh ty gen tai trung tdm nghién ctru Gen Protein truong Pai hoc Y Ha Noi.
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2.3.3.2. Noi dung nghién curu
- Nhén xét mét s dic diém chung ctia nhoém nghién ctru theo tudi, gi01, dia du, dan
toc va cac chi sb dong hong cau (SLHC, Hb, Ht, MCV, MCH, MCHC)
- Muyc tiéu 1: Xéac dinh dot bién ctia gen G6PD ¢ bénh nhén thiéu hut enzyme G6PD

+ Xac dinh céc loai dot bién va su két hop cac dot bién nay ¢ bénh nhi thiéu
enzyme G6PD theo dinh lugng hoat d6 G6PD.

+ Xac dinh ty 1€ dot bién trén cic exon cla gen G6PD.

+ Xac dinh ty I¢ ting loai dot bién cua gen GO6PD trén tirng dan tde.

+ Xac dinh ty 1€ tung loai dot bién cua gen GO6PD theo mutc do thiéu hut
enzyme G6PD.

+ Xac dinh ty 1é timg loai dot bién ctia gen G6PD theo phan 16p ciia WHO.

+ Xéac dinh ty I¢ ting loai dot bién cua gen G6PD theo hoat dong enzyme va
kiéu gen.
- Muc tiéu 2: Phan tich dot bién gen GO6PD ¢ mot sb gia dinh bénh nhi thiéu hut caa
nhom nghién ctru.

+ Nhéan xét mot sd dic diém dia du, dan toc cta cac gia dinh bénh nhi thiéu
hut enzyme G6PD

+ Xac dinh ty 1 thiéu enzyme G6PD va ty 1& d6t bién gen G6PD & cac gia
dinh.

+ Xac dinh ty 1¢ thiéu enzyme G6PD va ty 1& dot bién gen G6PD & cac thé hé
trong c4c gia dinh.

+ Phan tich dic diém loai dot bién gen G6PD voi hoat do enzyme va kiéu di
truyén & céac gia dinh.

+ Phan tich ddc diém kiéu di truyén loai dot bién gen G6PD theo cac thé h¢ &
cac gia dinh.

+ Xac dinh ty 1€ ting loai dot bién cua gen G6PD theo hoat dong enzyme va

ki€u gen ¢ cac gia dinh.
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2.4. Vat liéu va cac ky thuat sir dung trong nghién ciru
2.4.1. Vat liéu

- Bénh pham: L4y 2 ml mau tinh mach chéng dong bang EDTA véi ham
lwong 1,5 mg/mL cac ngudi than trong gia dinh c6 chau bé duoc chan doan thiéu
enzyme G6PD. Quy trinh ldy méu dam bao vé triing tuyét ddi.

- Pinh lugng enzzyme G6PD bang may hoa sinh ty dong AU5800/AUG80 va
cac hoa chat di kem

- Xét nghiém tong phan tich t& bao mau ngoai vi: May huyét hoc tu dong:
ADVIA 2120i cia hing Sieenzymes va cac hoa chat di kém.

- Cac ky thuat xét nghiém sinh hoc phan ti: Dung cu va trang thiét bi can thiét
theo tirng k¥ thuat.

2.4.2. Cac ky thudt xét nghi¢m trong nghién ciru
- K¥ thuat dinh luong hoat d6 G6PD.

Puogc tién hanh bang phuong phap dinh luong ctia may hoa sinh ty dong
AU5800/AU680 hién dai, tai khoa Sinh Hoa bénh vién Nhi Trung wong chét luong
duoc kiém soat theo tiéu chuan ISO 15189: 2012 di dugc phé duyét va chimg nhan..

- K§ thuat tong phan tich cac té bao mau

Pugc tién hanh bang phuong phap bang may ADVIA 2120i hién dai, tai khoa
Huyét hoc bénh vién Nhi Trung wong chat lugng duoc kiém soat theo tiéu chuan ISO
15189: 2012 da duoc phé duyét va chirng nhan..

- Céac k¥ thuat xét nghiém sinh hoc phan tir: Pugc thuc hién tai Trung tdm Gen —
Protein truong Pai hoc Y Ha Noi véi quy trinh bao gom:
+ Dung cu trang thiét bi va hoa chat

e Dung cu, trang thiét bi

- May ly tam lanh Eppendorf 5424R Centrifuge.

- May ly tam E-Centrifuge WEALTEC

- May vortex (Eppendorf MixMate)
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- May lic u (Eppendorf Thermomixer 5437)

- M4y quang phd vi dinh luong NanoDrop 1000 Thermo Scientific (USA)

- May PCR Eppendorf Mastercycler® Pro (Ptrc)

- May dién di mini gel Thermo Scientific™ Owl™ EasyCast™ B2 (USA)

- May soi gel va chup anh tu dong (UVP Bio Chemi HP Darkroom)

- Can dién tor (AB204)

- L0 vi song Saiko

- May doc trinh ty gen ABI 3500 Genetic Analyzer (USA)

- Tu lanh sau -30°C ARCTIKO

- T lanh sau -80°C Ultra low SANYO

- Tu lanh 4°C

- Tt sdy, ti 4m

- Cac phan mém: NanoDrop 2000 va VisionWorks LS.

- Ong 1y méau chong dong EDTA

- Dung cu thuy tinh, céc thuy tinh, dng dong

- Pipet, dau con cac loai

- Ong Eppendorf 1,5ml, 0,5ml, 0,2ml.

- Gia 6ng nghiém cho 6ng Eppendorf va dng lay mau chong dong EDTA

- Ging tay, khau trang, gidy tham vo tring

o Hoa chit

- Hoéa chat dung dé tach chiét DNA theo kit The Wizard Genomic DNA
Purification cuia hang Promega: Dung dich Cell Lysis Solution, Nuclei Lysis
Solution, RNase Solution,dung dich Protein Precipitation Solution, Isopropanol,
DNA Rehydration Solution; Dung dich ethanol 70%

- Ho4 chit dé thyc hién k¥ thuat PCR: Nudc cat da khir ion; Go Taq Hot start
Master Mix 2x gdom: 4 loai dNTP, Taq polymerase, MgCI2, buffer; Cac cip mdi

(xudi va nguoc)
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- Ho4 chat dé dién di san pham PCR trén gel agarose: Agarose; Dung dich
TBE 1X (Tris; acid boric; EDTA); Ethidium bromide 10 mg/ml; DNA Gene ruler
1kb

- Ho4 chét dé doc trinh tu gen: Kit tinh sach ExoSAP- IT ™ PCR product
cleanup Reagent; Buffer Big dye 5X (ABI); Big dye Teminator v3.1 Cycle
sequencing kit (ABI); Bigdye XTerminator Purification
+ Cdc bude chinh tién hanh xdc dinh dot bién

1) Téch chiét DNA tir mau bang kit The Wizard Genomic DNA purification ctia

hang Promega. Kiém tra do tinh sach bang phuong phap do mat do quang
(OD) & budc song 260/280 nm. Bao quan ¢ nhiét do -20°C.

2) Thiét ké cap mdi dic hiéu cho cac doan exon trén gen G6PD, st dung cho

phan trng PCR.

3) Thuc hién phan tng PCR khuéch dai cac doan exon dich chuan bi cho giai

trinh tu gen.

4) Kiém tra san pham PCR bing phuong phap dién di trén gel Agarose 1,5%.

San pham dién di duoc nhudm voi chat nhuém Ethidium bromide va chup
anh bang may chup anh gel Bio-Rad.

5) San pham PCR duoc st dung tién hanh giai trinh tu trén may giai trinh tu

ABI Prism 3500 Genetic Analyzer (USA)
6) Phan tich két qua trinh tu thu duoc bang phan mém CLC Mainworkbench,
so sanh trinh ty gen ciia bénh nhan véi trinh ty gen chuan ctia gen Bank
(NCBI) (NG_009015).
- Quy trinh ky thudt
1) Tdch chiét DNA tiv mdu ngoai vi

2 ml mau tinh mach chéng déng EDTA duoc dung dé tich DNA cang sém cang

t6t. Mot s6 chua ding ngay bao quan ¢ 4°C- 8°C trong vong 24-72 gid hoic tach hong

cau bao quén trong ti lanh 4m sau -80°C cho dén khi sir dung.
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Nghién ctru str dung quy trinh theo huéng dan ctia hing san xuit.

(PHU LUC 1. Quy trinh tach chiét DNA tir mau bang kit The Wizard Genomic
DNA purification)

2) Kiém tra néng dé va dp tinh sach ciia DNA

San pham dat yéu cau khi A260/A280 = 1,8 — 2,0 va A260/A230> 2

ChU y: San phdm DNA tach chiét duoc bao quan & nhiét d6 4°C trong thoi
gian ngan hodc ¢ nhiét d6 -20°C trong thoi gian dai hon.

DNA sau khi dugc tach chiét, kiém tra nSng do va do tinh sach dat yéu cau s& dugc
str dung 1am khuén dé khuéch dai mot doan gen G6PD bang may PCR Eppendorf. Cac
mau DNA tich chiét déu dugc pha lodng vé néng do khoang 50 ng/ul dé thuc hién
phan trng PCR.

Quy trinh duoc sir dung theo hudng din cua hing san xuat.

(PHU LUC 2. Quy trinh kiém tra ndng d6 va do tinh sach DNA)
3) Thiét ké méi
Str dung chuong trinh Primer — BLAST dé thiét ké cac doan moi can thiét.
Qua trinh thiét ké cac doan méi sir dung Primer — BLAST gdm 2 budc:
1. Thu thap khuoén mau

Trinh tu moi duoc thiét ké dwa trén trinh tu gen GO6PD duogc cong bd trén

ngan hang gen (NCBI: http://ncbi.nIm.nhi.gov/) mé& gene bank: NG_009015
2. Thiét ké cac doan moi sir dung phﬁn mém Primer — BLAST tai dia chi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.

Nhitng mdi dat tiéu chuan phai c6 vi tri phit hop dé khuéch dai ving gen
dich nhu mong mudn va thda min cac yéu cau sau:

- Do dai ciia mdi nén nam trong khoang 18-28 base.

- Tm nén nidm trong khoang 50-65°C. Nhiét do cua hai mdi khong chénh
léch nhau qué xa (< 5°C)

- Ty 1é G, C nam trong khoang 30% <G+C<70%.


http://ncbi.nlm.nhi.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

50

- Trinh tir gitta mdi xudi va moi nguoc khéng qua 16n(tdt nhat 1a dudi 1000)

Tranh sy hinh thanh cdu tric bac 2 cia moi do cac ving cua mdi c6 kha
ning lién két bd sung véi nhau va khong cé su bit cip gitra moi xudi va moi
nguoc. Tranh cdu tric kep toc [Abd-Elsalam KA. Bioinformatic tools and
guideline for PCR primer design. Afr J Biotechnol. 2003;2(5):91-95. doi:10.4314/
ajb.v2i5.14794]

16,182bp

Promoter region +1 ATG
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El11EI12 E13

I 0 I 1

5 UTR

.

F4

F5

F6

F8

F9

Hinh 2.1. So do thiét ké cip méi cho cdc exon trén gen G6PD

'Y
| 4




o1

Bdng 2.2. Cac trinh se moi dUng dé khuéch dai 13 exon

Tén . Tm Kich
. Trinh ty moi (5'->3") Exon
moi (°C) thuéc(bp)
F1F | 5>-CTCAAGAAAGGGGCTAACTTCTCAA-3’ 63.5
2 241
FIR | 5-GCACTTCCTGGCTTTTAAGATTGGG-3’ 63.1
F2F | 5>-AGGTCGTGTCCCCAGCCACT-3’ 62
3va4
F2R | 5>-GCACAGACACTGCCCCAGGC-3’ 63.1 641
F3F | 5>-GGGCACCCTCCCTGGACCTC-3’ 61.5
5
F3R | 5>-TCGTGGAGCAACGCTGCCAC-3’ 60.7 491
FAF | 5°>-ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG-3’ 62.5
6va 7
FAR | 5-GCTCTGCCACCCTGTGCCAG-3’ 62.8 561
F5F | 5>-ACACAGCCAAGCACCCCACG-3 62.1
8
F5R | 5-CAGGGCCCCTCCCTGAGGAC-3’ 63.1 607
F6.2F | 5>-GACTCGAGATGGACCAGGGTG-3’ 61.9
9,10 977
F6.2R | 5>-CTCGAAGGCATCACCTACCATCC-3’ 62.7
F8F | 5-GGCCGTGTACACCAAGATGAT-3’ 60.4
11,12 566
F8R | 5-AGAGTGACGGGTGGAGGAGAG-3’ 62.7
FO9F | 5>-TATGGCAGGTGAGGAAAGGGT-3’ 60.8
13 297
FOR | 5-AATGTGCAGCTGAGGTCAATG-3’ 59.2
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4) Ky thudt PCR
Chuan bj day du thanh phan phan img PCR
Bing 2.3. Thanh phén phdn trng PCR

TT Thanh phén Thé tich (ul)
1 Go taq Hot Start Master Mix (2X) 5
2 | Moixudi (1,25 uM /2,5 pM / 5 pM) 0,5
3 | Moéinguoc (1,25 uM /2,5 uM / 5 uM) 0,5
4 | DNA 1,0
5 Nudc cat 3
Tong thé tich 10

+ T6i wu nong dé moi

Chuén ndng d6 mdi nhdm tim ra ndng do thich hop nhit dam bao cho mdi gin

dac hi€u va dam bao hi¢u gia phan tng.
Phuong phap:
Str dung mau DNA chuan dé tién hanh phan tmg PCR véi 3 cap moi da thiét ké.

Chuan bji diy du thanh phan phan tng PCR. Véi mdi cip moi s& thyc hién
phan tmg PCR véi 3 nong d6 modi khac nhau: 1,25 uM — 2,5 pM — 5 pM. Néng do cac
thanh phan khac khong thay dbi trong tong 10l thé tich phan tng. Dua vao két qua
dién di chon ra néng do mdi tdi wu nhat.

+ Toi wu nhiét dp gdn moi

Chuan nhiét d6 gin moi nham tim ra nhiét d6 thich hop nhat dam bao cho
moi gén ddc hiéu va han ché tao thanh cac san phém khong mong muén.
Phuong phap:

T6i wu héa nhiét 6 gdn moi bang cach chay gradient nhiét d6 gan moi.

Chuan bi dy du thanh phan phan tng PCR. Str dung mau DNA chuén dé
tién hanh phan Gng véi 3 cip mdi da thiét ké. Mdi cip mdi dugc thuc hién phan

tmg PCR ¢ 3 diéu kién nhiét 46 gan moi khac nhau 1a 55-58-60°C, v&i nong do
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moi di t6i wu hoéa va cac thanh phan khac duoc gitt nguyén trong tong 10ul thé
tich phan Ung.
Chu trinh nhiét cua phan ung
Bién tinh hoan toan : 94°C trong 2 phut
Bién tinh: 94 °C trong 30 gidy \
55°C
58°C
Ganmoi:  *60°C trong 25 gidy x 35 chu ky
Kéodai: 72°Ctrong 40 giay
Kéo dai hoan toan : 72°C trong 5 phif

—

Bao quan: 15°C
Dua vao két qua dién di san phém PCR chon ra nhiét do gén moi toi vu nhat.
5) Gidi trinh tw gen truc tiép
Budc 1. Tién hanh phan tmg PCR giai trinh tu
- Tinh sach san phém PCR, loai bo primer thira
« LAy lo ExoSAP ra khoi tii dong -20 °C va dé 1én khay giit lanh
« Cho 2ul ExoSAP vao tube PCR 0,2ml
«  Thém vao 5pl san pham PCR
* Chay PCR voi chuong trinh nhiét: 37 °C 15 phut, 80 °C 15 phut
- Chuan bi master mix cho phan tng:

Bing 2.4. Thanh phan phdn ting gidi trinh tw gen

STT Thanh phin Thé tich (nl)
1 Buffer Big dye 5X 2
2 Big dye Terminator v3.1 1
3 Moi xudi hodc méi nguoc 5 uM 0,5
4 | Nude cat 6,0
5 DNA can giai trinh tu (san pham PCR) 0,5
Tong thé tich 10
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- Chu trinh nhiét:
96°C 96°C Tgm 50°C 60°C Bao
1 Phat 10 giay || Sgiay 4 phat ‘11‘5133

A
v

25 chu ky

Budc 2: Tinh sach san pham PCR giai trinh tu

Tinh sach san pham PCR giai trinh tu

- Votex lo Big Dye XTerminator™™ breads khoang 8-10 gidy trudc khi mix vé6i
SAM solution

- Chuén bi mix SAM/Bigdye XTerminator'™ breads gom:

+ 45ul SAM solution

+ 10 pl Bigdye XTerminator™ bread solution

- Chuyén 55ul dung dich SAM/Bigdye XTerminator' ™ bread vao mdi miu can
tinh sach

- Votex trén may votex plate 2000v trong 30 phat

- Ly tdm plate 1000g trong 2 phat

- Phan phéi 15ul dich ndi trong trén mdi mau sau khi lic 1an luot vao plate.

- Pay nap plate

- Cho vao may giai trinh tu.

Budc 3: Gidi trinh ty gen trén may tu dong

Budc 4: Phan tich két qua giai trinh tu
2.5. Phan tich va xir Iy két qua

- Cac nucleotid trén gen s& duoc biéu hién bang cac dinh (peak) voi 4 mau
tuong duong voi 4 loai nucleotid A, T, G, C. Phan tich két qua trinh ty thu duogc
bang phan mém CLC Mainworkbench. So sanh trinh tu gen ctia bénh nhan véi trinh
tu gen chuan cua gen Bank (NCBI) (NG_009015) x4c dinh cac dot bién.

- S6 liéu duoc nhap thong ké va xur 1y bang phan mém Excel va SPSS 16.0.

Tat ca cac sb liéu va két qua nghién ctru duge xtr 1y theo phuong phap théng ké y
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hoc. Phan tich thong ké mé ta, so sanh, tinh cac gid tri trung binh, ty 1& phan tram
(%), tinh p theo T- Test. M6 ta két qua: Cac bién dinh luong duoc trinh bay theo gia
tri trung binh va d6 léch chu n (X + SD); Cac bién dinh tinh dugc trinh bay theo ty
16 %; Panh gia sy khac biét. Bdi v6i bién dinh tinh sir dung test y°. Su khac biét co
¥y nghia théng ké véi p < 0,05 & mot béc tu do khi y* >3,84. Bdi véi bién dinh lugng
st dung test T-Student. Su khac biét c6 y nghia thdng ké v6i p<0,05 khi t >1,96.
2.6. Céc sai s6 va bién phap khic phuc:

- Chép hanh t6t tiéu chuan lua chon bénh nhan dé tranh sai s6 lwa chon

- Théng nhat vé diéu kién, co s& vat chét, nhan lyc, trang thiét bi hoa chét,
sinh pham vat tu theo tiéu chuan ISO 15189 d¢ tranh sai s6 trong thu thap thong tin.

- Céc sb liéu duoc 1am sach, mi hoa dam bao tinh riéng tu trude khi nhap vao
may tinh.

2.7. Van dé dao dirc trong nghién ciru

- Nghién ctru tuan thu dao dire nghién ctru y hoc.

- Cac ddi twong tham gia hoan toan tu nguyén. Cac thanh vién gia dinh hoan
toan tu nguyén tham gia vao nghién ctru. Cac gia dinh va bénh nhan c6 thé rut khoi
nghién ctru khi khong mudn tham gia. Cac gia dinh va bat nhan khong phai tra bat
ky kinh phi nao.

- Céc thong tin vé bénh nhan, két qua duoc hoan toan giir bi mat.

- Céc quy trinh thyc hién trong nghién ctru dugc tuan thu dam bao.

- Nghién ctru duoc tién hanh hoan toan vi muc dich khoa hoc, khong vi bat ki

muc dich nao khac.
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SO PO NGHIEN CUU

MUC TIEU 1 MUC TIEU 2

350 bénh r}hi dugc chan doan thiéu Xac dinh S‘(A’) luwong g_i,a
G6PD bang dinh luong enzyme dinh theo ty 1€ dot bién

Thu thap mau mau cua

. cac thanh vién trong
Thu thap mau mau

(3ml mau tinh mach EDTA) Dinh lugng enzyme

G6PD

Thiéu enzyme G6PD

Tach chiét DNA tir mau ngoai vi

Phan tmg PCR khuéch dai 13 exon
cua gen G6PD

Tinh sach san pham PCR

Giai trinh tu gen xac dinh dot bién.
So sanh Genbank
Xac dinh loai dot bién gen G6PD

Xac dinh ty 18 d6t bién gen G6PD
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Mgt so6 dac diém chung ciia nhom nghién ctru
3.1.1. Ddc diem vé tuoi va gioi

Bang 3.1. Ddac diém vé tuoi va gioi cua nhom nghién curu

. Nam Nir Tong so
Tuoi, gioi
n | Ty16% | n Ty 18 % n | TyR %
Dudi 1 thang 247 70,57 26 7,43 273 78
1-6 théng 56 16 9 2,57 65 18,6
> 6-12 thang 5 1,43 1 0,29 6 1,71
> 12-24 thang 2 0,57 1 0,29 3 0,86
> 24 thang 2 0,57 1 0,29 3 0,86
Tong so 312 89,14 38 10,86 350 100
p <0,05
Nhdn xét:

- Trong tong s6 350 tré thiéu hut G6PD ty 18 & tré nam chiém 89,14% nhiéu &

tré nit: 10,86% co6 y nghia théng ké vdi p<0,05

- Tré dén kham tai vién Nhi chu yéu khi dudi 2 tudi (> 99%) trong dé tré duoc
< Ithang tudi chiém 78%, 1-6 thang: 18,6%, 6-12 thang chiém 1,71% va chi c6 3 tré

trén 2 tudi chiém 0,86%.



3.1.2. Pic diém vé dia dw
Bdng 3.2. Diic diém vé dia dw ciia cac doi twong nghién ciru

Khu vire TT theo TT”theo Tinh TONG
: KV tinh n Tilé %
1 1 Ha Noi 170 48,57
2 4 Vinh Phuc 14 4,0
3 7 Hai Duong 9 2,57
Pong bang 4 10 Ninh Binh 7 2
Soéng Hong ) 11 Bic Ninh 7 2
(230 bénh nhi, 6 12 Nam Dinh 7 2
65,7%) 7 18 Hung Yén ) 1,43
8 19 Ha Nam 4 1,14
9 22 Thai Binh 4 1,14
10 25 Hai Phong 3 0,86
1 2 Ha Giang 19 5,43
2 3 Phu Tho 17 4,86
3 5 Thai Nguyén 14 4,0
Péng Bic B 4 9 Bic Giang 7 2
(82 bénh nhi, 5 15 Quang Ninh 6 1,71
23,4%) 6 16 Tuyén Quang 6 1,71
7 17 Cao Béng 5 1,43
8 20 Béc Kan 4 1,14
9 21 Lang Son 4 1,14
1 6 Son La 12 3,43
L 2 8 Hoa Binh 7 2
Tay Bac Bo 3 13 Yén Bii 7 2
(38 bénh nhi, 4 14 Lao Cai 6 1,71
11,7%) e :
5 23 bién Bién 3 0,86
6 24 Lai Chau 3 0,86
Tong: 25 350 100

Nhdn xét. Cac tré thiéu G6PD nam trong toan bd 25 tinh, thanh Mién Bic Viét
Nam, gan mot nira (48,57%) tré thudc thanh phé Ha Noi. Chia theo 3 khu virc mién

Bic thi cao nhét 1a cac tinh thudc khu vuc Pong bang Séng Hong.
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3.1.3. Pdc diém vé din tic

Ty |& thiéu G6PD theo dan tdc

70.00 250
60.00
200
50.00
40,00 130
30.00 100
20.00
50
10.00 I
0.00 . - . - 0
Kinh Muéng Tay Nung Thai
= Seriesl 210 55 45 22 18
® Series2 60.00 15.71 12.86 6.29 5.14

Biéu dé 3.1. Pic diém vé din téc ciia cdc déi twong nghién ciru
Nhan xét. Cac tré thiéu G6PD thudc 5 dan tdc, trong do nhiéu nhit 1a dan toc Kinh
chiém 60% sau d6 dén dan toc Muong chiém 15,71%, Tay chiém 12,86%, Nung
chiém 6,29% va cudi ciing 13 Thai chiém 5.14%.
3.1.4. Pic diém vé cdc chi so hong ciu
Bing 3.3. Cdc chi sé HC 6 cdc tré thiéu hut G6PD

Chi s6 HC i

(X £ 5D) Nam (313) Nir (39) p
RBC 3,89+1,56 3,76+0,69 >0,05
Hb 105,76+17,75 104.38+15,71 >0,05
Het 30.85+4,61 30.91£3,51 >0,05
MCV 83.59+18,69 81.63+9,8 >0,05
MCH 28.08+4,42 27.853,85 >0,05
MCHC 340.663+17,34 340.54+13,67 >0,05

Nhin xét: Céac tré thiéu G6PD déu c6 gia tri cac chi s SLHC, Hb, Ht giam con
MCV, MCH, MCH RDW déu binh thuong. Cac chi sb ndy, khong c6 su khac biét

gilra nam va ntr.
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3.2. Xac dinh cac dot bién gen G6PD
3.2.1. Két qud tich chiét DNA:

Tach chiét DNA tir mau ngoai vi bang kit The Wizard Genomic DNA
Purification cua hing Promega. DNA tach chiét s& dugc kiém tra do tinh sach bang
phuong phép do mat d6 quang OD & budc song 260/280 nm. Tét ca cac miu DNA
déu c6 do tinh sach cao dao dong trong khoang 30,6 ng/ul dén 283 ng/ul véi ty sd
mat d6 quang & budc soéng 260/280 nm nam trong khoang 1,75+ 2,29. Cac méu

DNA c¢6 noéng do cao dugc pha vé nong do 50 ng/ul dé thyc hién phan tmg PCR.

Sau d6 cac mau tach chiét nay dugc bao quan & nhiét do -20°c.
3.2.2. Két qud chay PCR khuéch dai cdc exon

Str dung phén mém Primer — BLAST va céc trinh tu tham khao NCBI, thiét
ké 8 cap mdi dic hiéu cho toan bd cic exon trén gen G6PD, str dung cho phan ting
PCR. Céc dic diém vé do dai, nhiét do nong chay, %GC va kich thudc trinh ty nim
giita hai mdi nguoc va mdi xudi thod man cac yéu cau thiét ké moi.

Kich thuéc cua cac san pham PCR trong khoang 241-882 bp. San phim
khuyéch dai dugc dién di trén gel agarose 1,5%. San pham dién di dugc nhuém
v6i chat nhuom Ethidium bromide va chyp anh bang may chup anh gel Bio-Rad.
Céc mau déu tao bing duy nhit, sang rd nét, khong co cac bang phu, kich thudc phu

hop véi kich thude cua doan gen can khuéch dai.

— i M S S i Sl e (s et i <«— 977bp

Hinh 3.1. Hinh anh PCR dai di¢n khuégh dai exon 9, 10 cua gen G6PD.
MK: marker 1kb; (+): chung duwong (mdu nguoi binh thuong); (-): chung am

(mau nude); 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9: mdu bénh nhéin
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Nhin xét: Trén gel dién di cic miu tao thanh mot bang duy nhat, sang rd nét,
khong co cac bang phy, kich thuéc phu hop véi kich thude ciia doan gen cin
khuéch dai 12 977 bp.

MK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (+) ()

< 566bp

Hinh 3.2. Hinh anh PCR dai di¢n lfhué'ch dai exon 11, 12 ciia gen G6PD.
MK: marker 1kb; (+): chung dwong (mdu nguoi binh thuong), (-): chung dm (mdu

nuwoc), 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11: mau bénh nhan

Nhén xét: Trén gel dién di cic miu tao thanh mot bang duy nhat, sang rd nét,
khong co cac bang phy, kich thuéc phi hop véi kich thudc ciia doan gen can
khuéch dai 12 566 bp.

() MKk 1 2 3 4 5 6 1 8 9

. s B BENED SN § S R e S S 6297]31)

Hinh 3.3. Hinh anh PCR dgi di¢n khuéch dai cdp moi FIF-9R ciia gen G6PD.
MK: marker 1kb; (-): chitng am (mdNu nuwoc); 1, 2, 3,4, 5,6,7,8: mau bénh nhan, 9
: chitng dwong (mdu nguwoi binh thuong);

Nhin xét: Trén gel dién di cac mAu tao thanh mot bang duy nhat, rd nét, khong co
bang phu, kich thudc phu hop véi kich thude ciia doan gen can khuéch dai l1a

297bp.
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3.2.3. Két qua gidi trinh tw gen xdc dinh djt bién
3.2.3.1. Két qua gidi trinh tw 1y 1é cdc dang dot bién trén cac exon

Nghién ctru xac dinh dugce cia 339/350 trudng hop c6 dot bién gen chiém
96,85%. Quan sat thiy c6 13 dang dot bién gy bénh trén 7 exon.

2 YA JA <A ~ »
Ty 1€ Aot bien gen G6PD trén cac exon
WExon2 ®WEon3 MExon5 ﬁﬁ MExon9 MExon1l MExon 12 MKhéng

1.14

14.86

Biéu db 3.2. Ty 1¢ bénh nhén c6 dt bién gen G6PD trén cdc exon

Nhin xét. Cac dot bién xay ra nhiéu nhét trén 3 exon thudc diém nong vé dot
bién G6PD ¢ khu vuc bong Nam A 1a: exon 12 chiém ty 1€ 38,85%, exon 9
chiém 29,43%, exon 11 chiém 14,86%. Khong truong hop nio cd dot bién trén
exon 4, 7, 10.
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3.2.3.2. Két qua ty lé cac dang dot bién dwoc phat hién

Bing 3.4. Ty 1¢ cdc logi dét bién dwoc phdt hién

) Vi tri dot Bién doi S6 Ty 18

TT | Tendotbien bién acid amin =xon lwong | (%)
1 Viangchan* c.871G>A V291M 9 87 24,86
2 Kaipping* c.1388G>A R463H 12 73 20,86

3 Canton* c.1376G>T R459L 12 63 18
4 Union* €.1360C>T R454C 11 52 14,86
5 Gaohe Cc.95A>G H32A 2 26 7,43
6 Chinese-5 €.1024C>T L342F 9 15 4,29
7 Quing Yan* c. 392G>T G131V 5 13 3,71
8 Orissa* €.131C>G A44G 3 4 1,14
9 Valladolid* c. 406 C>T Al142C 5 2 0,57
10 NanKang c.517 T>G P173L 5 1 0,29
11 | bDia Trung Hai* €. 563 C>T S188P 5 1 0,29
12 | Comibra Shunde* 592 C>T A198C 6 1 0,29
13 Taiwan2 c.1330G>A V444| 11 1 0,29
Chua xac dinh 11 3,14

Tong sb 350 100
14 Silent c.1311C>T ‘ T437T ‘ 11 80 | 2543

Nhdn xét.

- Phat hién duoc 14 dot bién cua gen G6PD, trong d6 G6PD Viangchan chiém
ty 16 cao nhat (24,86%). Sau d6 dén G6PD Kaipping (20,86%), G6PD Canton
(18%) va G6PD Union (14,86%); G6PD Gaohe (7,43%), G6PD Chinese-5 (4,29%),
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G6PD Quing Yan (3,71%), G6PD Orissa (1,14%) va G6PD Valladolid (0,57%).
Bdn loai d6t bién chi c6 1 truong hop déu chiém 0,29% la G6PD NanKang, G6PD
Dia Trung Hai, GBPD Comibra Shunde va G6PD Taiwan2. C6 5 dang dot bién lan
dau tién xuat hién tai Viét Nam la G6PD Orissa, G6PD Valladolid, G6PD

NanKang, G6PD Comibra Shunde va G6PD Taiwan2.

- C6 89 truong hop dang dot bién da hinh Silent va 98% 1a dudi dang két hop

v6i cac dot bién khac (*).

Bing 3.5. Xdc dinh ty 1¢ sw két hop giita cdc dpt bién cud gen G6PD

Dot bién két hop

TT Ty e n Ty ¢ %
Loai dot bién Loai két hop

1 Viangchan 69 77,53
....................... 5] Gnior 5 5.99
....................... = Cantor i 13
....................... T Kaiping 3 337
Silent Valladolid 2 2,25

Dia Trung Hai 1 1,12

....................... ] Comibrapinds i 112
....................... - Quing Yan ; 112
....................... _— Oricsa i 112
.................... T Kiéng K61 Biop i 112
.................................................... Thng 5 100
1 Kaiping Canton 1 100

Nhén xét: Hau hét cac bénh nhan c6 dot bién G6PD Silent déu két hop voi cac dot
bién khac, trong d6 nhiéu nhét 1a két hop G6PD Viangchan (c.871G>A) 77,53%,
con lai két hop v6i 8 dang khac. Phat hién 1 bénh nhan c6 két hop 2 d6t bién

G6PD Kaiping va Canton.
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Két qua xdc dinh cdc dpt bién trén cac exon 2 bang gidi trinh ti
Xéc dinh duoc 01 dot bién Gaohe (c.95A>G)

c.95A c.95aA>G
(p-His>Arg)

¥ ¥

WAV e

Nguoi binh thuong Bénh nhan 227

Hinh 3.4. Hinh dnh gidi trinh tw djt bién Gaohe trén exon 2 ciia gen G6PD
Nhdn xét: V1 tri nucleotide ¢.95 ¢ nguoi binh thuong trén gen G6PD 1a A, trong khi
d6 vi tri nay & bénh nhan sd 227 ¢6 trinh tu 13 G. Sy thay d6i trén lam thay d6i bo
ba ma hoa acid amin tai codon 32 tir Histidine thanh Arginine.

Két qua gidi trinh tw trén cdc exon 3
Xac dinh dugc 01 dot bién Orissa (c.131 C>G)

c.131C>G
c.lj/lC (p.Arg>Gly

Do 0 penaonl

Nguoi binh thuong Bénh nhéan 80

Hinh 3.5. Hinh dnh gidi trinh tw dét bién Orissa trén exon 2 ciia gen G6PD
Nhin xét: Vi tri nucleotide c.131 ¢ ngudi binh thuong trén gen G6PD la C, trong
khi @6 vi tri ndy & bénh nhan sb 80 c6 trinh tu 1a G. Su thay dbi trén 1am thay doi bo

ba ma hoa acid amin tai codon 44 tir Arginine thanh Glycine.
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Két qua gidi trinh tw trén exon 5
Xac dinh duoc 04 dot bién G6PD Quing Yan (c. 392 G>T), Valladolid (c.406
C>T), NanKang (c.517 T>C) va Dia Trung Hai (¢.563C>T)

¢.392G>T
¢.392G Gl
ACCTGGGGTCACA . ACCTGGTGTCACA
Nguoi binh thuong Bénh nhéan 296

Hinh 3.6. Hinh dnh gidi trinh tw dt bién Quing Yan trén exon 5
Nhin xét: Dot bién G6PD Quing Yan (c. 392 G>T) & vi tri nucleotide ¢.392 &
ngudi binh thudng trén gen G6PD 1a G, trong khi d6 vi tri ndy ¢ bénh nhan s6 296
co trinh ty 1a T. Sy thay doi trén 1am thay d6i bo ba ma hoa acid amin tai codon 131

tur Glycine thanh Valine.

c.406C>T
c.406C (p-Arg>Cys)
GGCCAACCGCCTCTT GGCCAACTGCCTCTT
Nguo1i binh thuong Bénh nhén 255

Hinh 3.7. Hinh dnh gidi trinh tw dét bién Valladoid rén exon 5
Nhdn xét: Dot bién G6PD Valladolid (c.406 C>T) & vi tri nucleotide ¢.406 & nguoi binh
thuong trén gen G6PD 14 C, trong khi d6 vi tri ndy ¢ bénh nhéan sb 255 ¢6 trinh tu 13 T.
Sy thay d6i trén lam thay doi bo ba ma hoa acid amin tai codon 142 tir Argrinine

thanh Cysteine.
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517 T>C
c.517T (¢.173Phe>Leu)
AAGCCCTTCGGGA AAGCCCETCGGGA

Ngudi binh thuong Bénh nhan 228

Hinh 3.8. Hinh dnh gidi trinh tw dt bién G6PD NanKang trén exon 5
Nhin xét: Dot bién NanKang (c.517 T>C) & vi tri nucleotide ¢.517 ¢ nguoi binh
thuong trén gen G6PD 1a T, trong khi d6 vi tri ndy & bénh nhan sb 228 c6 trinh tir 12
C. Su thay ddi trén lam thay dd6i bo ba mi hda acid amin tai codon 173 tir

Phelylanaline thanh Leucine.

¢.563C ¢.563C>T (p.188S>P)
tACATCTCCTCCCTC cACATCTHECTCCCTC
Ngudi binh thuong Bénh nhan 319

Hinh 3.9. Hinh dnh gidi trinh tw dét bién G6PD Pia Trung Hdi trén exon 5
Nhin xét: Dot bién G6PD Pia Trung Hai (c.563C>T) & vi tri nucleotide ¢.563 &
ngudi binh thuong trén gen G6PD la C, trong khi d6 vi tri ndy & bénh nhan s6 319
co trinh ty 1a T. Sy thay ddi trén 1am thay ddi bd ba ma hoa acid amin tai codon 188

trong G6PD tir Serine thanh Phenylalanine.
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Két qua gidi trinh tw trén exon 6

Xac dinh dugc 1 dot bién G6PD Coimbra Shunde (c.592C>T)

¢.592C ¢.592C>T (p.198A>C)
GATCTACCGOCATC GATC T ACTGCOCATC
Nguo1 binh thuong Rénh nhan 119

Hinh 3.10. Hinh dnh gidi trinh tw dpt bién Coimbra Shunde trén exon 5
Nhén xét: Dot bién G6PD Coimbra Shunde (c.592C>T) ¢ vi tri nucleotide ¢.592 &
nguoi binh thuong trén gen G6PD 1a T, trong khi d6 vi tri ndy ¢ bénh nhéan s6 255
co trinh ty 1a C. Sy thay doi trén 1am thay d6i bo ba ma hoéa acid amin tai codon 173
tur Phelylanaline thanh Leucine.

Két qua gidi trinh tw trén exon 9

Xac dinh dugc 04 dot bién G6PD Viangchan (c.871G>A), Chinese-5

(c.1024C>T) va Taiwan 2 (c.1330 G>A)

c.871G>A
c.871G (p-Val>Met)

! {

e

Nguwoi binh thuwong Bénh nhan 10

Hinh 3.11. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién Viangchan trén exon 9
Nhdn xét: Vi tri nucleotide ¢.871 & nguoi binh thuong trén gen G6PD 1a G, trong
khi do6 vi tri ndy ¢ bénh nhan s6 15 ¢6 trinh tu 13 A. Su thay ddi trén lam thay ddi bd

ba ma hoda acid amin tai codon 291 tir Valin thanh Methionin.
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¢.1024C>T
¢.1024C (p-Leu>Phe)
GTCGTCCTCTATGTG GTCGTCHRTCTATGTG

Nguoi binh thuong Bénh nhan 25

Hinh 3.12. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién Chinese-5 trén exon 9
Nhdn xét: Vi tri nucleotide ¢.1024 & nguoi binh thuong trén gen G6PD la C, trong
khi d6 vi tri nay ¢ bénh nhan s6 3 ¢o trinh ty 1a T. Su thay dbi trén lam thay doi bo

ba ma hoa acid amin tai codon 342 tir Leucin thanh Phenylalanin.

c.1330G>A
¢.1330G (p.444Va>Iso)

| |

: CCTGGACATCTTCTG
CCTGGACGTCTTCTG

A\

!

AW WA

Nguoi binh thuong Bénh nhan 215

Hinh 3.13. Hinh danh gidi trinh tw djt bién Taiwan exon 9 ciia gen G6PD
Nhdn xét: Vi tri ¢.1330 trinh tu nucleotid cuia Genbank 1a G, trong khi d6 vi tri nay
& bénh nhan sd 215 ¢6 trinh ty 12 A. Su thay ddi trén lam thay ddi bo ba mi hoa

acid amin tai codon 444 tir Valin thanh Isoleucin.
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Két qua gidi trinh tw trén exon 11
Xac dinh duoc 1 dot bién: G6PD Union (c.1360C>T)

c.1360C>T
¢.1360C

(p-Arg> Cys)

! !

ACTTCGTGCGCAGGTGA ACTTCGTGTGCAGGTGA

Ngudi binh thuong Bénh nhan 20

Hinh 3.14. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién Union trén exon 11
Nhan xét: Vi tri nucleotide ¢.1360 & nguoi binh thuong trén gen G6PD la C, trong
khi d6 vi tri ndy ¢ bénh nhéan sd 16 ¢6 trinh ty 13 T. Sy thay d6i trén 1am thay doi bo
ba ma hoa acid amin tai codon 454 tir Arginin thanh Cystein.
Két qua gidi trinh tw trén exon 12

Xac dinh duge 2 dot bién: G6PD Canton (c.1376G>T) va Kaipping (c.1388G>A)

¢.1376G>T c.1388G>A
(p-Arg>Leu) (p-Arg>His)

| | | !

CTCCGTGAGGCCTGGCGTA CTCCTTGAGGCCTGGCATA

¢.1376G ¢.1388G

Nguoi binh thuong Bénh nhan 22

Hinh 3.15. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién Canton va Kaiping
trén exon 12 ciia gen G6PD
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Nhan xét: Vi tri nucleotide ¢.1376 va vi tri ¢.1388 & nguoi binh thuong trén gen
G6PD déu 1a G, & bénh nhan s6 11 vi tri nay c6 trinh ty 1an luot 1a T va A. Sy thay
d6i trén 1am thay doi bo ba ma hoa acid amin Arginin tai codon 459 va codon 463
thanh Leucin va Histidin.

Két qua gidi trinh tw ciia dét bién Silent exon 11

Ngoai ra, ghi nhan 89 dbi tuwong c6 vi tri bién doi nucleotide s6 ¢.1311C>T & exon
11. Trong d6 87 trudng hop bién ddi nay ton tai song song cung cac dot bién G6PD
khac, chi c6 2 truong hop méi chi ghi nhan bién ddi ¢.1311C>T.

¢.1311C c.1311C>T

! '

TGACGCCTACGAGCGCC TGACGCCTATGAGCGCC

Ngudi binh thuong Bénh nhan 10

Hinh 3.16. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién c.1311C>T trén exon 11
Nhan xét: Tai vi tri c.1311 trinh ty nucleotid ciia Genbank déu 1a C, & bénh nhan sd
10 vi tri nay co trinh tu lan luot 1a T. BO ba TAC va TAT cung ma hoéa cho acid

amin Tyrosine nén su thay d6i nay khong 1am thay déi acid amin.
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3.2.3.3. Két qua xdc dinh dot bién gen GOPD theo ddn toc

Bing 3.6. Ty 1¢ dot bién phén bé theo cdc din téc tai khu viee mién Bic

Tén dang : . . S
TT , Exon | Kinh | Mwong | Tay | Nung Théai Tong
dot bien
1. Gaoha 2 15 2 6 2 1 26
2 Orissa 3 3 - - 1 - 4
3 | Quing Yan 5 12 - 1 - - 13
4 | Valladolid 5 - - 2 - - 2
S. NanKang 1 - - 1 - - 1
6. [Dia Trung Hail 1 - 1 - - - 1
Comibra
7 1 - 1 - - - 1
Shunde
8. Viangchan 9 62 9 11 1 4 87
0. Chinese-5 9 9 2 1 1 2 15
10 | Taiwan 2 9 1 - - - - 1
11 Union 11 24 21 1 1 2 52
12 Canton 12 35 14 8 4 2 63
13 Kaiping 12 40 5 13 8 7 73
., 201 55 44 21 18
Tong 339
(59.29%0)((16,22%0)| (12,98) | (6,19%0) ((5,31%0)

Nhin xét: 13 dang d6t bién chinh xut hién & 5 dan toc, nhiéu nhat 1a ngudi Kinh
v6i 10 dang dot bién chiém ty 18 59.29% va loai dot bién lan dau tién xuat hién ¢
Viét Nam (G6PD Taiwan2) nam trong nhém nguoi Kinh. Sau d6 dén nguoi Mudng
v6i 8 dang dot bién chiém 16,22% va ciing thay c6 2 loai chua tirng thay xuat hién &
nguoi Viét Nam (G6PD Dia Trung Hai, G6PD Comibra Shunde) nam trong nhom
ngudi ndy, ngudi Tay cb 44/341 truong hop (12,98%) voi 9 dang dot bién, trong do
2 truomg hop dang G6PD Valladoid 1an dau thdy & Viét nam déu nim & nhom nguoi
nay. Cudi cing ngudi Nung ¢6 21 trudng hop chiém 6,19% véi 7 dang dot bién déu

da ting tim thay ¢ Viét Nam.
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Bing 3.7. Phan logi mirc dé thiéu hut G6PD ciia nhém nghién ciru

Niing Vira Nhe

Mitc dg | (<20 U/10%2 (20-120 (120-200 X +SD

thiéu HC) U/10%*HC) U/10"HC)

G6PD i i i Nam Nir Chung

Nam | Nt | Tong | Nam | Nit | Tong | Nam | Nit | Tong
(312) (38) (350)
S6luong| 98 | 4 | 102 | 204 | 28 | 232 | 10 | 6 | 16 |35,9+30,9|82,3+45,81 | 41,3+35,9
Ti 18 (%) 29,14 66,29 4,57 (0-186,1) | (2-167,5) | (0-186,1)
p <0,05 <0,05

Nhan xét: 66,29% bénh nhan c6 néng d6 G6PD mirc do vira, sau do6 dén nhém

bénh nhan muc d6 nang chiém 29,14%. Hoat dong enzyme cia 350 bénh nhan nhi

dao dong tir 0-186,1 U/10™ HC véi mire trung binh 1a 41,3 + 35,9 U/10"2 HC, trong

d6 thap nhat & 1 bénh nhan nam c6 mic enzyme 1a 0 va cao nhat ciing 1a 1 bénh

nhan nam c6 ndng do 1a 186,1 U/10*? HC. Khéng c6 su khac biét c6 ¥ nghia vé hoat

d6 enzyme trung binh gita cic nam giéi voi 38,3 + 32,6 U/10"? HC va nit gioi la
80,2+45,4 U/10* HC (p> 0,05).
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Bing 3.8. Két qud xdc dinh dét bién gen G6PD theo phén I6p va hoat dé enzyme

, ¥ Hoat do
Lop/Hoat ) . Bien A R S
doenzvme | TT| Tén dat bié Vi tri dot 461 acid So Ty 1€ enzyme

en do en y 01 ac
b enzy ol bién 12 wong | (%) | (U/102HC)
(X £ SD) amin .
(min-max)
280 |82,6% | 0-186,1
1 Viangchan c.871G>A | V291M 87 |31,1% | 1,01-159,1
2 Kaipping c.1388G>A | R463H 73 |26,1% | 0,3-186,1
Léo Il 3 Canton c.1376G>T | R459L 63 | 225% | 1,7-173,3
op 4 Union c.1360C>T | R454C 52 18,6% 0-152
(38,7+34,82) .
5 Valladolid c. 406 C>T | Al42C 0,7% | 43,1-53,1
6 NanKang c.517 T>G P173L 0,3% 44,2
7 | bia Trung Hai | ¢.563 C>T | S188P 0,3% 15,5
Comibra
8 592 C>T A198C 1 0,3% 67,7
Shunde
59 |17,4% | 10,1-167,5
) 1 Gaohe C.95A>G H32A 26 10,1-94,7
Lop I 1 chinese-s | c.1024CT | L342F | 15 | 429 | 001-1638
(53,6+39,78) :
3 Quing Yan c. 392G>T | G131V 13 3,71 | 28,3-167,6
4 Orissa c.131C>G A44G 4 1,14 27-78,9
5 Taiwan2 c.1330G>A \VV444] 0,29 123,4
p<0,05
Nhan xét:

- Theo phén loai cia WHO thiéu enzyme G6PD ¢6 5 16p (I-V). Tét ca cac dot

bién dugc phat hién déu thudc 16p II va 16p III theo phan loai cia WHO, khong ¢

bién thé ndao nim trong 16p I va 16p IV, V. Ldp II ¢6 8 loai d6t bién véi 280 bénh
nhan chiém 82,6 %, 16p III c¢6 5 loai v6i 59 bénh nhan chiém 17,4% (dang Taiwan2

duogc du doan thude 16p nay).
- Hoat d6 enzyme trung binh cua 16p II 1a 38,7+34,82 U/10™HC va 16p 111 14
53,6+39,78 U/10"HC, c6 su khac biét vdi p<0,05.
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Bing 3.9. Cdc dang dét bién cud gen G6PD vdi hoat dj ciia enzyme theo kiéu gen

Hoat d6 Nam gi61 (301) Nir gidi (38)
oat do <
Dang dot o Di Hoat do Di Hoatdd |bPong| Hoatdo
TT > n enzyme
bién 12 hop enzyme |hop| enzyme hop enzyme
(U/107°HC) 1 1 12
te | (UI/I07HC) | ta |(UI/AI0°HC)| ta |(UI/10°HC)
LOP II: 280 (82,6%): 38,7+34,82
1 |Viangchan| 87 | 1,01-159,1 | 77 | 1,01-159,1 | 6 61,6-148 4 15,3-105,5
2 | Kaiping | 73 | 0,3-186,1 | 69 0,3-186,1 3 23,7-136 1 21,8
3| Canton | 63 | 1,7-173,3 | 58 | 1,68-173,3 | 4 12,5-131 1 22,8
4 | Union | 52 0-152 42 0-152 9 20-115,6 1 2
5 |Valladolid 43,1-53,1 43,1-53,1 0 - 0 -
6 | NanKang 26,7 26,7 0 - 0 -
bia Trung
7 y 1 15,5 1 15,5 0 - 0 -
Hai
Comibra
8 1 67,7 0 - 1 67,7 0
Shunde
LOP III: 59 (17,4%): 53,6+39,78
1| Gaohe | 26 | 10,1-94,7 | 24 10,1-94,7 2 | 78,8-84,8 0 -
. 111,04-
2 | Chinese-5| 15 | 0,01-163,8 | 12 0,01-171 2 1 116,2
163,8
Quing
3 13 | 28,3-167,6 | 11 28,3-122 2 | 117-167,6 0 -
Yan
4 | Orissa 4 27-78,9 27-28,3 - 1 78,9
5| Taiwan2 | 1 123,4 123,4 - 0 -
. 41,3+35,9 35,9£30,9 89,6+44,6 56,1+ 42,1
TONG | 339 301 29 9
(0-186,1) (0-186,1) (20 -167,5) (2-116,3)
p P1 <0.05, P2<0.05, P3<0.05

Ghi chu: P1: Nhom nam di hop tw va niv di hop tir; P2: Nhom nam di hop tw va nir

dong hop tir; P3: 1 Nhém nit di hop tir va nit dong hop tir



76

Nhén xét:

- Xét vé dang d6t bién theo kiéu gen: Tong 301 nam gidi c6 dot bién déu 1a
dang di hop tir (Hemozygous) véi ndng do enzyme 1a 35,9 +30,9 U/10* HC, & nit
gidi c6 38 bénh nhan véi 2 dang kiéu hinh: déng hop tir ¢6 9 bénh nhan véi hoat
dong enzyme 56,1+42,1 U/10* HC va di hgp tor c6 29 bénh nhan véi hoat dong
enzyme 89,6+44,6 U/10"* HC.

3.3. Phén tich djt bién gen G6PD & mot so gia dinh bénh nhi

Tir 341 tré thiéu G6PD, ching t6i tién hanh 13y 25 tré thiéu v6i 25 ho gia dinh
twong tng 12 loai dot bién theo ty 1¢ tir muc tiéu 1. Qua nghién ctru chung t6i thu duoc
két qua nhu sau:

3.3.1. Mt s6 ddic diém dia dw, dan téc ciia cdc gia dinh

Bing 3.10. Pic diém dia dw, din téc ciia cdc gia dinh

TT Dia dw 50 gia Déan toc
dinh
1 | HaNoi 4 Kinh: 10
2 Hai Duong 3 Muong: 9
Hung Yén, Cao Bang, Hai Phong, Bac| 2/ltinh | Tay, Nung, Thai:
3 Giang, Dién Bién, Lao Cai Ninh Binh thanh 3 gia dinh/1 dan
4 Hoa Binh, Bac Ninh, Lang Son, Yén Bai 1/1tinh toc
Tong 14 tinh/thanh pho 25 25

Nhin xét: Tré dugc lay tir 25 ho gia dinh ndm trong 14/25 tinh, thanh khu vyc mién Bac
Viét Nam (Ha Noi: 4 tré, Hai Duong: 3 tré, Hung Yén, Cao Béng, Hai Phong, Bic
Giang, Dién Bién, Lao Cai Ninh Binh: 2 tré/1 tinh, Hoa Binh, Bic Ninh, Lang Son,
Yén Béi: 1 tré/1 tinh), phan b déu ¢ 5 dan toc tir cao xudng thap: Kinh: 10 tré,

Muong: 9 tré va Tay, Nung, Thai: 3 tré/1 dan tdc
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3.3.2. Ty I¢ thiéu enzyme va djt bién gen G6PD cdc gia dinh
Bing 3.11. Ty I¢ phdt hién thiéu enzyme va dot bién gen G6PD ciia cdc gia dinh

Thé hé/Giéi Nam Nir Tong
Tré dén kham 25 5 25
Cic thé hé caa gia dinh tré 61 66 127
Anh chi em n 7 12 19
| (19) Thiéu enzyme 5 7 12
PBG 5 7 12
B me n 25 25 50
I (50) Thiéu enzyme 6 23 29
PBG 1 24 25
Ong ba n 29 29 58
11 (58) Thiéu enzyme 14 16 30
PBG 12 14 26
Thiéu Khéng 36 20 56
Tong enzyme Co 25 46 71
(127) PBG Khéng 43 21 64
Co 18 45 63

Nhén xét: Tir 25 tré thiéu G6PD (20 nam va 5 nit) tién hanh lay dugc 127 ngudi
thudc cac gia dinh nay, bao gém 19 anh chi em, 50 bd me va 58 ong ba ndi ngoai.
Phat hién 71 trudng hop thiéu enzyme G6PD chiém 55,9% véi 25 nam gidi va
46 nir giéi. Dong thoi trong d6 tim thdy 63 trueong hop co dot bién gen chiém

88,73%, cO 18 nam gi¢i va 45 nit gidi.
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Ong Ba
Onglba| Thiéu | Khong | PB | Khong | . Thiéu | Khong | PB | Khong
Tong ) Tong .
enzyme | thieu [gen| DB enzyme | thieu |[gen| DB
Noi 6 1 5 0 6 5 0 5 0 5
Ngoai | 23 13 10 | 12| 11 | 24 16 8 | 14| 10
Téng | 29 14 15 |12 | 17 29 16 13 | 14| 15

Nhan xét: 29 cap 6ng ba ndi ngoai cd 6 cdp 6ng ba ndi va 24 cap 6ng ba ngoai.

Trong d6 khong c6 6ng ba ndi nao cd dot bién gen, trir 1 truong hop da dugc gia

dinh ké lai ba noi mat do thiéu enzyme G6PD.
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3.3.3. Pdc diém cdc loai dpt bién véi nong dp enzyme va kiéu di truyén gen G6PD trong cdc gia dinh:

Bing 3.13. Bing tong hop vé cdc logi dét bién theo kiéu di truyén gen

Kiéu gen Hoat do
enzyme
) S6 gia Tré kham | Anh/chi/em B6/me Ong/ba Téng | (UI/10%
TT Loai dot bieén
dinh HC)
Nam | Ni&r | Nam Nir Nam | N@ Nt | Nam | Nt 93,5+ 65,8
DHT | DHT | DHT | DHT | DHT | DHT | BHT | DHT | DHT (1-182,8)
Gaohe 2 6
1 2 - - - - 2 - 2 - 13,3-132
(c.95A>0) (8%) (6,8%)
Orissa 1 3
2 1 - - - - 1 - - 1 26,3-134,4
(c.131 C>G) (4%) (3,4%)
uing Yan 1 4 24,13-
3 Quing 1 - - 1 - 1 - - 1
(c. 392G>T) (4%) (4,5%) 137,2
Valladolid 1 4 37,36-
4 1 - 1 - - 1 - 1 -
(c.406 C>T) (4%) (4,5%) 107,4
NanKang 1 3
5 1 - - - - 1 - - 1 44,2-109,2
(c.517 T>G) (4%) (3,4%)
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bia Trung Hai 1 3
6 1 - - 1 - 1 - 15,5-98,7
(c. 563 C>T) (4%) (3,3%)
Comibra Shunde 1 4
7 - 1 - 1 - 1 - 28,1-67,7
(592 C>T) (4%) (4,5%)
Viangchang 5 16
8 4 1 1 4 - 3 2 1,7-156,8
(c.871G>A) (20%) (18,2%)
Chinese-5 1 5
9 1 1 - - 1 1 1 1-165,1
(c.1024C>T) (4%) (5,7%)
Union 3 12
10 2 - - 2 1 1 3 1,44-182,1
(c.1360C>T) (12%) (13,6%)
Canton 4 15
11 2 3 - 4 - 4 17,09-159
(c.1376G>T) (16%) (17%)
Kaiping 4 13
12 4 - - 4 - 2 2 8,24-180.2
(c.1388G>A) (16%) (14,8%)
25 20 7 1 22 2 12 14 88

Tong so

Nam: 18, Nir: 45

Nir DHT: 43 (68,23%), Nit DHT: 2(3,17%) Nam DHTs: 18 (28,6%)
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Nhan xét: 25 gia dinh voi 12 dang dot bién, trir cac truong hop bénh nhi dugc phat

hién tir muc tiéu 1, phat hién tiép tong 63 truong hop trong d6 45 trudng hop 13 nit
(43 di hop tir chiém 68,23% va 2 dong hop tir chiém 3,17%), 18 nam déu 1a dang di

hop tir chiém 28,6%. Hoat d6 enzyme cua cac thanh vién trong gia dinh dao dong:

93,5 + 65,8 UI/10" HC, trong d6 thip nhét 1a 1 U1/10"? HC va cao nhat 1a 182,8

UI/10" HC
Bing 3.14. Bing phén bé cdc kiéu di truyén theo cdc thé hé
TT Loai di truyén S6 gia dinh
3 1 chéu trai 8
T 5 AT i
......................................... Ba ngoai (12: 48%)
5 chau trai, chau gai 2
................ = 2 chéu gii i
1 Ong ngoai (10:40%) chéu trai 7
................ 5 chéu tra, chéu gé 3
7 Ong ba ngoai (2: 8%) chau trai, chau gai 2
8 Ba ndi (1: 4%) chau trai, chau gai 1
Tong s6 gia dinh 25

Nhin xét: 88% la di truyén tir 6ng ba ngoai cho me rdi tiép tuc truyén cho chau cia

ho. Trong d6 nhiéu nhét 12 ba ngoai di truyén bénh, song dén 6ng ngoai.
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MGt s6 hinh dnh di truyén so dé di truyén ciia cdc logi dt bién
Chu thich: I

I:I Nam binh thudng O
(O Nit binh thuong I o
- Nam thiéu G6PD

O
@ Nt G6PD di hop tir

Hinh 3.17. So' d6 pha hé gia dinh bénh nhén vai lgi djt bié'n‘ Viangchang
(c.871G>A) 6ng ngoai (Hemo) truyén cho me (Hete), me truyén cho con trai

(Hemo).
c.871G c.871G>A (p-Val=Met)
) {
/ o\l VYY)
VMWW WAV VYWY
Ngudi binh thuong Bénh nhén
c.871 G>A (p.Val>Met c.871 G>A (p.Val>Met

Ong ngoai bénh nhan
Me bénh nhan

Hinh 3.18. Hinh dnh gidi trinh tw dgt bién Viangchan trén exon 9 ciia gen G6PD
& gia dinh bénh nhan sé 5
Nhan xét: Vi tri ¢.871 trinh ty nucleotid cua Genbank 1a G, trong khi d6 vi tri nay &
bénh nhan thudc gia dinh s6 3 ¢o trinh ty 1a A. Su thay ddi trén 1am thay ddi bo ba

ma hoa acid amin tai codon 291 tir Valin thanh Methionin.
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Chu thich: I
|:| Nam binh thudng

(D Nit binh thuong 1 "

- Nam thiéu G6PD

1
@ Nit G6PD di hop tir O

Hinh 3.19. So d6 phd hé gia dinh bénh nhan 11 voi lgi dot bién dang Kaiping
(c.1388G>A) ba ngogi DHT (Hete) truyén cho me DHT, me truyén cho con trai
(Hemo)

¢.1360C €.1360 C>T (p.Arg>Cys)
i v
ACTTCGTGTGCAGGT(
ACT TCGTGCGCAGGTI(

AWV AN

s . Bénh nhén
Nguoi binh thuong
¢.1360 C>T (p.Arg>Cys) €.1360 C>T (p.Arg>Cys)
R LI AT . CTTCGTGTGCAGG

AV AWAA AR AN A AU WAS

Me bénh nhan Ba ngoai bénh nhan.

Hinh 3.20. Hinh danh gidi trinh tw djt bién Kaiping trén exon 9 ciia gen G6PD &
gia dinh bénh nhan so 35
Nhan xét: Vi tri ¢.871 trinh tu nucleotid ciia Genbank 1a G, trong khi d6 vi tri nay &

bénh nhan thudc gia dinh s6 3 ¢6 trinh tu 13 A. Su thay doi trén lam thay ddi bo ba

ma hoda acid amin tai codon 291 tir Valin thanh Methionin.
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Chu thich: I

|:| Nam binh thuong ( ° )

(D Nit binh thuong I _O

- Nam thiéu G6PD

@ Nit G6PD di hop t

Hinh 3.21. So do phd hé gia dinh b¢nh nhan véi lgi djt bif?'n dang Viangchan
(c.871G>A) ba noi (Da mat) truyén cho bo (Hemi), bo truyén cho con gdi (Hete)
va cd con trai (Hemi).

¢.871G>A (p.Val>Met)

c¢.871G

Bénh nhan

c.871 G>A (p.Val>Met

Nguoi binh thuong
c.871 G>Al(p.VaI>Met

A

A

Chi gai bénh nhan

B6 bénh nhan

Hinh 3.22. Hinh danh gidi trinh tw dgt bién Viangchan trén exon 9 ciia gen G6PD
¢ gia dinh bénh nhain sé 24

Nhan xét: Vi tri ¢.871 trinh tu nucleotid cia Genbank 1a G, trong khi d6 vi tri nay &

bénh nhan thude gia dinh s6 3 ¢o trinh tu 13 A. Su thay ddi trén 1am thay ddi bo ba

ma hoa acid amin tai codon 291 tir Valin thanh Methionin.
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Chu thich: I
[ ]Nam binh thudng

C O Nit binh thudng I

Bl oo thidu G6PD

@ Nit thiéu G6PD DHT

‘ Nit thiéu G6PD PHT

Hinh 3.23. So' d6 pha h¢ gia dinh bénh nhén véi lgi dpt bién dgng Union
(c. 1360 C>T) cd dng ngoai (Hemi) va ba ngogi (Hete) truyén cho con gai
(Homo), me truyén cho cd con géi (Hete) va cd con trai (Hemi)

Nguoi binh thuong Bénh nhan
c.454 G>A (p.Arg>Cys)

LY

GCACTTCOCGTGTGOCAGG

¢.1360C

ACT T OCGTGOCGOCAGGT(

XNNNNNYVYY SDACON

Me bénh nhan Anh trai bénh nhan
c.454 C>T (p.Ar1>Cys c.454 C>T (p.Arg>Cys)

T T COCGTG TGOCAGG
CT T OCG TG TITGOCAaAGG

ANV ANV Y

Ba ngoai Ong ngoai
€.454 C>T (p.Arg>Cys) ¢.871 C>T (p.Arg>Cys)
CACT TOCG T G T GooaAacacG T T COCOG T G T GooOaAaGac

AVVAYVAVVAVAA S AVAVAYAL VA VaNAVN AV 4 "=V AVAYAYAY
Hinh 3.24. Hinh dnh gidi trinh tw dét bién Union trén exon 11 ciia gen G6PD &

gia dinh bénh nhén sé 239
Nhan xét: Vi tri ¢.1360 trinh ty nucleotid cua Genbank la C, trong khi d6 vi tri nay

& bénh nhan thudc gia dinh s6 239 ¢6 trinh ty 1 T. Su thay ddi trén lam thay doi bo

ba ma hoa acid amin tai codon 454 tir Arginin thanh Cystein.
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. Mot s6 diic diém chung ciia d6i twong nghién ciru
4.1.1. Pic diém vé tuoi, gidi, dia dwva din téc

Thiéu hut G6PD 1a mét bénh di truyén lién két trén NST gi6i tinh X va
khong c6 alen tuwong ung trén NST Y nén nam gidi thuong bi anh hudng thuong
xuyén hon nit gigi va co thé tit ca nam gidi déu co biéu hién thiéu hut enzyme khi
mang bat ky loai bién thé G6PD nao. O nam gidi chi c6 mot NST X s& xay ra nhu
mot kiéu gen di hop tir binh thudng (Gd +) hodc thiéu (Gd-). Nhung ¢ nir gidi, do
c¢6 hai ban sao ctia gen G6PD trén méi NST X nén xay ra c¢6 thé nhu mot kiéu gen
ddng hop tir binh thuong (Gd +/Gd +), dong hop tir thiéu (Gd-/Gd-) hoic di hop tir
(Gd-/Gd +) % Tuy nhién, déng hop tir & nit gidi hiém gip ma chu yéu gip di hop tir
khi mang 1 alen X thiéu hut véi hoat dong cua enzyme G6PD dao dong tor muc do
thiéu hut nghiém trong dén mutrc do thiéu nhe va binh thuong. So di ¢ diéu nay 1a
do dic diém nir giéi voi mot alen X, sy biéu hién cua sy thiéu hut G6PD theo thuyét
su bat hoat ngiu nhién ctia mot trong hai NST X som trong doi song ph6i thai
(Lyonization) nén c6 thé tim thay hon hop té bao binh thuong va thiéu enzyme nén
thé hién su bién ddi tuy thugc vao mirc 4o kham té bao soma 3%,

Vé tuéi va gidi tinh

Nghién ctru ndy ctia chung t6i trén 350 trudng hop tré thiéu hut G6PD dén
kham va duoc chan doan thiéu G6PD, bang 3.1 cho théy, 78% la tré em dudi 1
thang tudi va gan 2% tré trén mot tudi. Pong thoi nam gidi: 312 tré voi ty 1& 89,14
%, con lai tré nit chi c6 38 chau chiém 10,86%. Két qua nay pht hop mé hinh di
truyén cta bénh va tuong ty véi cac nghién ciru vé G6PD ¢ dan sd Viét Nam hay
céc nghién ctru khac cia qudc té. Theo tac gia Dinh Thi My xét nghiém thiéu G6PD
tai khoa so' sinh Bénh vién Nhi Trung Uong * cho biét sang loc 700 bénh nhén,
trong d6 c6 377 tré nam chiém 54% va 323 tré nit chiém 46%. Va gan ddy nhat nim
2021, 2022 cac nghién clru ciia mot s tac gia khu vuc mién Nam Viét Nam tai bénh

vién Phu San thanh ph Céan Tho trong chuong trinh SLSS cho két qua ty 1¢ thiéu
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G6PD: giai doan 2017-2020 1 1,02%, nam mac bénh gap 4,8 lan nit, nam 2021-
2022 ty 1& thiéu 1a 1,67% trong d6 nam 1a 2,55%, nir la 0,7%°"®. Ciing trong
chuong trinh SLSS nay tai bénh vién Pai hoc Y Dugc TP HCM thi ty 1€ thiéu 1én
dén 3,09% trong d6 nam gi6i chiém 2/3*. O khu virc mién Béc mot nghién ctru méi
day ctia nhom tac gia tai bénh vién da khoa Quéc té Hai Phong & 46 bénh nhan voi
d6 tudi tir 6,6-26,6 thi ciing cho ty 1& thiéu G6PD & nam gidi 1a 65,2%°. Nhu vdy
du ¢ tré so sinh hay ¢ dbi tuong tré em 16n hon ty 16 & nam gi6i luén cao hon nit.
Céc nghién ctru trude day, tir tic gia Lucio Luzzatto *° khi néi dén hoi ching tan
mau cip do dn dau Fava hoic trong chuong trinh phong chéng SR toan ciu cho dén
cac nghién ctiru gn day vé cac ddi twong thiéu G6PD ¢ tré em ** hodc ngudi 16n &

h 199192 /3 6An day nhét 1a nghién ctru vé cac dot bién G6PD

cac khu vuc SR luu han
tai cac nudc tiéu ving séong Mé Koéng mé rong trong d6 c¢6 Viét Nam *° déu cho két
qua tuong tu.

Chinh v6i d3c diém nay, tr nam 1989, WHO da dua ra khuyén c4o can tién
hanh sang loc tinh trang thiéu enzyme G6PD & tré so sinh tai nhitng ving c6 ty 18
méc bénh 3-5% & nam gidi1, trong do c6 Viét Nam 11,86 Muc ti€u cua cac khuyén
nghi sang loc cia WHO 1a nhanh chong phét hién tré so sinh cd nguy co cao bi
vang da, tang bilirubin trong mau dé kip thoi diéu tri nhim ngin ngira cac két qua
bat lgi vé nhiém ddc than kinh. Cac quéc gia da thuc hién cac chuong trinh sang loc
so sinh vé tinh trang thiéu hut G6PD c6 hodc khong kém theo két hop chwong trinh
gido duc ctia cha me, trong d6 c6 Viét Nam ciing nam trong chuong trinh nay nhung
chua thyc sy hidu qua. Nam 2006, nhan thirc thiy tim quan trong cia viéc nang cao
chat lugng dan s6, BO Y té d3 trién khai Dé an nang cao chit luong dan $6 thong
qua xay dung va mé rong hé thong sang loc trudc sinh va sang loc so sinh. Chuong
trinh tdm soat, chan do4n trudc sinh va so sinh dugc bat dau trién khai thi diém tir
nam 2007 trén dia ban ciia 20 tinh, thanh phd sau d6 mo rong trién khai & 63/63
tinh/thanh phé trén cd nudc. Cac Trung tam sang loc tai cac khu vuc da trién khai
thi diém viéc tAm soat, chin doan mot sd bénh trude sinh va so sinh, trong do co 2

bénh 1a thiéu G6PD va suy giap trang bam sinh duoc tién hanh sang loc rat hiéu
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qua, khién cho viéc cac tré em duogc chan doan sém tai céc tinh. Sang loc bénh thiéu
G6PD rat dé thuc hién qua ki thuat léy 1 giot mau kho got chan cua tré so sinh b?mg
phuong phap dinh tinh, phan tich, xét nghiém nhanh dua trén nguyén 1y do diém
huynh quang ban dinh lugng tai cac co so y té vi vay tré dugc phat hién sém hon
mic du chua c6 biéu hién 14m sang. TAt ca cac trudng hop c6 nghi ngd duong tinh
déu dugc gidi thidu dén cac co sd xét nghiém uy tin dé tién hanh cac xét nghiém
dinh lugng c6 d9 tin cay cao. Da phén tré so sinh khu vyc quanh Ha N1 va khu vuc
Mién Bic di duoc sang loc so sinh nén hau nhu sau sang loc gia dinh nhanh chong
dua tré dén kham va chan doan xac dinh thiéu G6PD tai bénh vién Nhi Trung uong
1a tuyén cudi cung trong kham chita bénh cho tré em. Vi vay, vé do tudi cia tré dén
kham va phat hién thiéu hut G6PD trong nghién ciru cia ching t6i, 99% nam trong
khoang tré dui 2 tudi trong d6 gan 98% 1a tré dudi 1 tudi.
Vé dic diém ve dia du, déan téc

Mién Bic Viét Nam hién nay bao gdm 25 tinh thanh chia thanh 3 vung lanh
thé nho: Khu vuc Tay Bic Bo bao gém 6 tinh: Lao Cai, Yén Bai, Dién Bién, Hoa
Binh, Lai Chau, Son La. Ving nay chu yéu nam & hitu ngan séng Hong. Riéng Lao
Cai, Yén Bai d6i khi van dugc xép vao tiéu ving dong bac. Khu vic Pong Bic Bo
bao gébm 9 tinh: HA Giang, Cao Bing, Bic Kan, Lang Son, Tuyén Quang, Thai
Nguyén, Phii Tho, Bac Giang, Quang Ninh. Khu vuc Pdng bang séng Hong bao
gém 10 tinh thanh: Bac Ninh, Hd Nam, Ha Noi, Hai Duong, Hai Phong, Hung
Yén, Nam Dinh, Ninh Binh, Thai Binh, Vinh Phtc (https://vi.wikipedia.org/wiki).

Trong nghién ctru cua chiing t6i, tai bang 3.2, két qua 14 tat ca cac tinh thanh
thudc cac khu vue déu ¢ tré dén kham do thiéu G6PD, dic biét céc tinh thude khu
vuc dong bang song Hong trong d6 ¢ thit d6 Ha Noi. Cu thé: Ha Noi: 170 tré, Ha
Giang: 19 tré, Pha Tho: 17 tré, Vinh Phuc va Thai Nguyén déu 14 tré, Son La: 12
tré, Hai Duong: 9 tré, Hoa Binh, Bic Giang, Ninh Binh, Bic Ninh, Nam Dinh, Yén
Bai bang nhau: 7 tré, Lao Cai, Quang Ninh, Tuyén Quang déu 6 tré, Hung Yén va
Cao Bﬁng déu 5 tré, Ha Nam, Bic Kan, Lang Son, Thai Binh déu 4 tré, Dién Bién
va it nhét 14 3 tinh Lai Chau, Hai Phong déu 3 tré. Va néu chia theo khu vuc thi khu


https://vi.wikipedia.org/wiki/Lai_Ch%C3%A2u
https://vi.wikipedia.org/wiki/S%C6%A1n_La
https://vi.wikipedia.org/wiki/S%C3%B4ng_H%E1%BB%93ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%C3%A0_Giang
https://vi.wikipedia.org/wiki/Cao_B%E1%BA%B1ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BA%AFc_K%E1%BA%A1n
https://vi.wikipedia.org/wiki/L%E1%BA%A1ng_S%C6%A1n
https://vi.wikipedia.org/wiki/Tuy%C3%AAn_Quang
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A1i_Nguy%C3%AAn
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A1i_Nguy%C3%AAn
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%BA_Th%E1%BB%8D
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BA%AFc_Giang
https://vi.wikipedia.org/wiki/Qu%E1%BA%A3ng_Ninh
https://vi.wikipedia.org/wiki/%C4%90%E1%BB%93ng_b%E1%BA%B1ng_s%C3%B4ng_H%E1%BB%93ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BA%AFc_Ninh
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%C3%A0_Nam
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%C3%A0_N%E1%BB%99i
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BA%A3i_D%C6%B0%C6%A1ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BA%A3i_Ph%C3%B2ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%C6%B0ng_Y%C3%AAn
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%C6%B0ng_Y%C3%AAn
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ninh_B%C3%ACnh
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A1i_B%C3%ACnh
https://vi.wikipedia.org/wiki/V%C4%A9nh_Ph%C3%BAc
https://vi.wikipedia.org/wiki)
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vuc Dong bang Séng Hong chiém sb luong bénh nhi va ty 18 cao nhét: 230 bénh nhi
(65,7%), sau d6 dén khu vuc Pong Bic Bo c6 82 bénh nhi (chiém 23,4%) va it nhat
1a khu vyc Tay Béc Bo ¢ 38 bénh nhi (chiém 11,7%). Diéu nay hoan hoan dé& giai
thich vi khu vuc nay bao gém nhiéu tinh nhét trong khu vyc (10 tinh) va cac tinh
thudc khu vuc nay ndi vé trinh d dan tri va phat trién kinh té thi cao hon khu vuc
DPoéng Bic va Tay Bic. Dy 1 ving trung tim giao luu giita cac khu vuc khéc trong
mién Béc déng thoi cling 1a dau moi giao thong, giao luu dich vy, thwong mai, du
lich cta cac tinh phia Béc. Vi vdy, so v6i cac khu vuc khac thi Pong bang Song
Héng 6 diéu kién ty nhién thuan lgi hon cho phat trién kinh té, nén nhan dan séng
tai viing ndy cling quan tim dén strc khoé bénh tat hon. Khu vuc Tay Bic va Pong
Bic ¢6 dia hinh phtrc tap, viéc di lai va giao luu kinh té gifra cac dia phuong trong
vung dic biét 1a ving cao, ving xa gip nhiéu khé khan. Pay ciing 1a khu vuc tap
trung nhiéu dan toc khac nhau: Tay, Nung, Dao,... ¢4 khoang trén 30 dan toc trong
vung (https://vi.wikipedia.org/wiki).

Vé dan toc, Viét Nam bao g6m hon 54 dan tdc anh em trai tir Bic vao Nam.
Trong d6, dan toc Kinh 14 nhiéu nhit 85,7% déan s Viét Nam, sau d6 dén Tay, Thai,
Muong, H’moéng, Khmer, Nung. (https://vi.wikipedia.org/wiki/ Danh_s%C3%
Alch_c%C3%Alc_ d%C3%A2n _t%E1%BB% 99c_ Vi%E1% BB%87t _Nam
_theo_ s% E1%BB%91_d%C3%A2n). Cac dan toc ndy cling chil yéu nam & céc
tinh phia Bac Viét Nam. Vi vdy, trong nghién ctru ¢ tré em thiéu G6PD thudc khu
vuc mién Bic cling 1a s tré chiém ty 1& cao nhit ndm trong 5 nhoém dan toc Kinh,
Muong va Tay, Thai, Nung. Cu thé tai Biéu d6 3.1 cho thay, nhém dan toc Kinh
chiém ty 1& nhiéu nhit 210/350 (dén 60%), sau d6 dén dan toc Mudng 55/350
(15,71%), va Tay 45/350 (12,86%), Nung 22/350 (6,29%), it nhat la ngudi Thai
18/350 truomg hop (5,14%). Diéu nay hoan toan phu hop boi vi bénh vién Nhi
Trung Uong 1a tuyén cudi ciing trong diéu tri cho tré em nén phan 16n cac tinh mién
Bic déu vé kham tai day, ddc biét khu viuc Ha Nbi 1a noi thuan loi vé mat dia 1y va
v6i dan cu chu yéu nguoi Kinh, sau d6 méi dén cac cac tinh 14n cin va cac tinh

thudc khu vue mién Bac v6i cac dan tdc khac. Trude khi vé vién Nhi Trung Uong


https://vi.wikipedia.org/wiki)
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kham, thong qua chuong trinh sang loc so sinh vé bénh thiéu G6PD duoc dién ra
trén ca nudc tir nhidu ndm trude day, tré da dugce sang loc mau bing got chan dé
dinh huong dén bénh nay, sau do duoi su tu vAn ctia nhan vién y té hodc gia dinh tu
nguyén dua tré dén kham. Tuy nhién nhuge diém cta nghién ciru nay chua lay dugc
toan bo sb tré so sinh dd qua sang loc tir cac tinh nén nghién ctru ciing chua du dé
phan anh dugc dang ti 1€ mic bénh tir c4c tinh cling nhu cac dan toc khac nhau. Vi
vay, chung toi coi day 1a nghién ciru budc ddu dé phan anh ty 16 mac bénh thiéu
enzyme G6PD & cac tinh ciing nhu cic dan toc trong khu vuc mién Bic Viét Nam.
Trong thoi gian téi, day 1a tién dé dé thuc hién cac nghién ciru v6i & mau mé rong
hon, danh gia day du va dé phan anh dugc ding ti 16 mac bénh tir cac tinh ciing nhu
cac dan tdc khac nhau thudc khu vyc nay. Lién hé vdi cac nghién ctru trude day cho
thay, hau hét cac nghién ctru di chi ra rang sy phan bd cac mic d6 pho bién va cac
bién thé thiéu enzyme G6PD khac nhau déu c6 lién quan dén cac vung dia 1y va cac
nhom dén toc trén toan thé gidi ciing nhu ¢ Viét Nam. Diéu nay s& duoc ching toi
ban luan k¥ hon khi ndi vé cac bién thé ctia G6PD. Vé ty 1é bj bénh ctia cac dan toc
tai Viét Nam, cling da co nhiéu nghién ctru chia theo khu vyc. Mot sb nghién cuu
dién hinh nhu nam 2000, tac gia P.Verlé, Doan Hanh Nhan, Ta Thi Tinh va cOng su
87 nghién ciru trén 2 huyén thudc 4 tinh mién Bic & cac dbi tuong tré em tir 5 dén 15
tudi (trung binh 11 nim) thudc 6 dan toc (nguoi Dao, nguoi Kinh, ngudi Mong,
ngudi Mudng, nguoi Thai va ngudi Tho) cho thay ty 18 thiéu G6PD & 6 dan toc nay
dao dong tir 0,3% dén 31% va & nam la 39,5%, & nit 1a 13,7%, cao nhat 1a ngudi
Muong, khong thdy c6 & ngudi Kinh. C6 thé do dic thu d6i twong lwa chon trong
nghién ctru thudc cac tinh mién nui, noi c6 it nguoi Kinh sinh séng. Hodc trong
nghién ctru cua tac gia Pham Mai Huong Trang *® ciing cho biét sé lwong tré bi
thiéu G6PD thudc dan toc Kinh chiém cao nhat (18/43), cac dan tdc khac: Tay, Dao,
San Chay, San Diu, Muong, Nung vdi cac ti 1€ twong tng 1a 11/43, 6/43, 4/43, 2/43,
1/43, 1/43. Va ddng thoi v6i nghién ctru cua tac gia Hoang Thu Trang™™ tai bénh
vién phu san Trung wong trong chuong trinh sang loc trude sinh xac dinh ty 18 thiéu

G6PD ¢ tré so sinh tai mot sb tinh phia Bic cho biét qua 12955 mau thu thap tai 3
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tinh Thai Nguyén, Thanh Hoa, Hai Phong thi ty 1& thiéu G6PD chung 14 3.4% va ty
1¢ thiéu cta 3 tinh Hai Phong, Thanh Hoa, Thai Nguyén lan luot 1a 2,5%, 3,9%.
Hoic mot nghién ctru gin day tai cac tinh ddng bang song Ctru Long dén kham va
sang loc tai bénh vién phy san thanh phé Can Tho théy bénh phan bo rong ¢ ca 12
tinh trong d6 cao nhat 1a Tra Vinh va Séc Tring va v6i 5 nhém dan toc thi cling tap
trung vao phan nhiéu 13 Khmer va Hoa, 1 2 dan toc chiém ty 1& cao céc tinh nay®’.
Ciing v6i nghién ciru cia nhom tac gia vai 1 ¢d mau nhd & 8/14 dan toc tai ving luu
hanh SR cua tinh Pak Nong ciing thay ty 1& thiéu G6PD 2,31% nam nhiéu hon nif,
sy phan bd cac bién thé G6PD Viangchan, Mahidol, Canton, ctia 8 dan tdc nay ciling
khac nhau'®.

So sanh két qua nay voi cac nghién ctru trén thé gidi thi hau hét cac tac gia
déu c6 nhan xét vé ty 1¢ hién mic thiéu G6PD mirc d6 phé bién hon & nam va cé su
khac biét gitra cac nhom dan toc va cac vung mién. Cu thé tai cac nudc khu vuc
bong Nam A: O Thai Lan khi chia ra theo 3 khu vuc nhu & Viét Nam cho théy: khu
vuc mién Bic Thai Lan ti 18 quan sat dugc: 16,6% ¢ nam va 15,2% & nit hoac
14,28% & nam va 12,82% & nit tai dan toc Lue %, nhém dan cu ¢ mién Trung Thai
Lan 1a 11,10% & nam va 5,80 % & nit *% va mién Nam Thai Lan 9,75% & nam va
10,36% & nit 1. O Myanmar: 11,60% & nam va 9,60% & nir, Lao: 8,80% & nam va
4,50% ¢ nir, Campuchia: 26,10% ¢ nam va 3,10% & nit; Malaysia: 5,30% & nam va
1,05% & nit "“'%1% Pdng thoi cling c6 s phi hop vé khac biét giita cac bién thé
ciia G6PD theo nhom, vung, dan tdc so voi cac nghién ciru trude day, diéu nay s&
dugc phan tich k§ & phan sau.

4.1.2. Pic diém cdc chi so hong ciu

Theo bang 3.3 cho thdy, cic chi s6 s6 lugng hong cau, Hemoglobin,
Hematocrit c6 xu hudng binh thuong gidi han dudi va khong c6 su khac biét ¢ ca
tré nam va ntt, dac biét lugng Hb trung binh cua tré nam 105,76 g/l va 104.38 g/l
cta tré nit déu thdp hon trung binh so véi gia trj cua binh thudng & ca nam va nir
thudc céc lira tudi tir so sinh dén dudi 6 tudi 1a 111,25 g/I*'****, Nhung khi so sanh

gidi han nong do Hb cua ca tré nam va tré nit voi gia tri binh thuong nay thi déu
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khong ¢ su khac biét voi p>0,05. Diéu nay cho thiy tré thiéu G6PD hau nhu khong
6 biéu hién 1am sang, cu thé 1a thiéu mau do tan mau néu nhu khong c6 su tiép xuc
v6i cac chat nguy co gy tan mau. Nhom tré trong nghién ctru nay hau hét déu dén
vién kham qua sang loc & cic bénh vién tuyén tinh chir khong phai do xuat hién cac
tri¢u chung lam sang cua bénh. Con céc chi s6 MCV, MCH, MCHC, RDW déu va
cling déu khong c6 su khac biét giita nam va nit v6i p<0,05 va trong gii han binh
thuong khi so voi gia tri gia tri binh thuong cua tré giai doan nay. Diéu nay ciing
hoan toan phu hop véi nghién ciru cia tac gia Quach Xuan Hinh tién hanh khao sat
xem c6 mbi lién quan giita gia trj cac chi sé s6 lwong hong cau va ndng d6 Hb trong
mau ngoai vi & 2 nhém ddi tuong co6 thiéu hut va khong thiéu hut G6PD cho thay
khong c6 su khac biét gitta 2 nhom dbi twong 2. So sanh véi cac nghién ctru chi sb
héng cau & bénh nhan thiéu G6PD c6 nhom tac gia cua bénh vién da khoa Qubc té
Hai Phong ciing cho két qua twong tir vé ndng do Hb va Hematorit
4.2. X&c dinh cac dot bién gen G6PD
4.2.1. Két qua tach chiét DNA

Pé tién hanh xac dinh dot bién trén gen G6PD, tach chiét DNA 1a budc dau
tién quan trong va co anh huong truc tiép dén két qua cua cac k¥ thuét sinh hoc
phan tir tiép theo. DNA tach chiét dugc phai dam bao khong bi dit giy, khong
nhiém tap chit déng thot phai dat du né)ng do dé thuc hién céc ky thuat tiép theo.
Muc dich cudi cung cua nghién curu 1a giai trinh ty gen xac dinh dot bién nén viéc
tach chiét DNA thu duoc san phém co né)ng do vao do tinh sach cao s€ giip cho
hinh 4nh két qua giai trinh ty duoc rd nét, khong bi nhidu va cé tinh tin cay cao.
Hién nay c6 rat nhiéu phuong phap tach chiét DNA, tuy thudc muc dich nghién ciru
ma lya chon phwong phap phu hop. Trong nghién ctru ndy, k¥ thuat tach chiét DNA
dyoc tién hanh st dung kit The Wizard Genomic DNA purification ciia hing
Promega. Qua trinh tach chiét tuan theo nguyén 1y chung gém cac budc theo thir ty:
pha v& mang té bao va mang nhan, loai bo cac tap chat va thu duoc DNA hoa tan,
cudi cung 13 tia DNA. Uu diém khi tach chiét str dung kit ctia hing Promega 13 hoé

chat duoc san xuat theo kit nén dé& dang st dung, ton it thoi gian do khong can pha
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ché vi vdy thao tac tuan thu dtng quy trinh chuin thi san phim DNA thu duoc
thuong cé néng do va do tinh sach cao. Tat ca cdc mau DNA cua bénh nhan trong
nghién ctru sau khi tach chiét déu duoc kiém tra néng do va do tinh sach bang
phuong phap do do hap thy quang trén may Nanodrop 2000c tai cic budc séng 260
nm (A260) va 280 nm (A280). Gia tri do OD & budc séng 260 nm cuia cac mau DNA
cho phép xéac dinh ndng d6 DNA trong dung dich. Ty s6 A260/A280 cho biét d6 tinh
sach ctia mau DNA tach chiét duoc. Két qua ndy cho thiy nong d6 DNA téng sb
trong cac mau dao dong trong khoang tir 30,6 ng/pl dén 283 ng/ul. Tét ca cic miu
déu c6 do tinh sach cao, A260/A280 nam trong khoang 1,75+2,29 dam bao yéu cau
dé thuc hién phan tmg PCR & budc tiép theo.

Nhitng mau DNA c6 ndng d6 cao dugc pha vé ndng do dao dong trong
khoang 50 ng/ul dé thyc hién phan ing PCR. Nong d6 DNA khuén trong phan g
qua cao thi cac kha ning xuét hién cac san pham phu trong san pham PCR cang 16n
vi vay d6i voi nhitng mau nong do DNA cao thi nén pha lodng dé giam sy khuéch
dai cac san pham phu.

4.2.2. Két qud phan itng PCR khuéch dai cdc exon

Thiét ké mdi va t6i wu cho phan tng 1a budc vo cing quan trong trong qué trinh
tién hanh phan ing PCR. Mbi 1a diém khoi dau dé cac polymerase c6 thé thuc hién
tong hop mach bd sung méi ciing nhu xac dinh doan DNA duoc khuéch dai. Do d6
viée thiét ké mdi s& quyét dinh mtrc d§ dac hi¢u va nang suit cua phéan Ung. Bﬁng
phuong phap thii cong kho c6 thé thuc hién thiét ké moi do nhiéu thong sb can tinh
toan twong d6i phirc tap. Primer-BLAST 13 mot cong cu dugc phat trién boi NCBI
(The National Center for Biotechnology Information) giup ngudi dung thiét ké moi dic
hi¢u cho mét phan ing PCR cu thé. Primer-BLAST sit dung ma nguén m& Primer3 dé
thiét ké mdi, sau d6 dung cong cu BLAST va thuat toan dinh tuyén tong quat (global
alignenzymet) dé kiém tra trong co s dit liéu cia NCBI nhim trénh cac sai sot két cap,
twrong dong chéo 1a nguyén nhan dan dén phan tng PCR khéng hiéu qua. Uu diém khi
str dung Primer — BLAST 1a nguoi ding c6 thé tan dung t6i da ngudn co s¢ dir liéu tir
NCBI. Phan mém truc tuyén nay di hd tro hiéu qua cho nhiéu nghién ciru trong céc

linh vue Y hoc, Sinh hoc cho két qua tét thé hién qua thanh cong ctia cic nghién ciru va
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nhan duoc sy danh gia cao va tin tudng tir nguoi dung. Nghién ctiru cia ching toi sur
dung Primer-BLAST d¢é thiét ké mdi cho phan tmg PCR, v6i 3 méi duoc thiét ké qua
danh gia ban dau vé chét lugng dat cac yéu cau thiét ké mdi >, Po dai cua cac mdi
nim trong khoang tir 18-22 base, du dai dé c6 thé dam bao gin dic hiéu va du ngin dé
c¢6 thé gan dé dang vao khuon tai nhiét d6 gin moi. Nhiét do nong chay cua cac mdi
(Tm) déu nam trong khoang 50-60°C. Nhiét d6 nong chay ctia mdi trén 65 d6 dé dan
dén xu hudéng moi gin khong chinh xac. Nhiét do Tm ctia hai mdi nguoc va moi xudi
khong quéa chénh léch. Ty 1¢ G, C cua ca 3 cip moi déu nam trong khoang 30%
<G+C<70%. Kich thudc san pham khuéch dai khoéng qua dai, dudi 1000bp. Pam bao
¢6 it nhat mot G hodc C & dau 3’ cua moi dé giap cho dau 3’ cia mdi lién két manh
hon. Két qua thiét ké moi thu duoc 8 cap moi ¢6 vi tri phit hop dam bao khuéch dai 13
exon trén gen G6PD va dam bao cac yéu cau thiét ké moi.

Sau khi di t6i vu hoa quy trinh, tién hanh phan ung PCR khuéch dai cac exon
muc tiéu st dung cac cap mdi di duogc thiét ké tuong ung. Chu trinh nhiét trén da
duoc chimg minh hiéu qua & tat ca cac mau DNA can khuéch dai. Hinh 3.3 1a két qua
dién di san phém PCR khuéch dai khuéch dai exon 9, 10 st dung cap moi F6F-6R.
Trén gel dién di cic mAu tao thanh mot bang duy nhét, sang, rd nét, khong cé cac
bang phuy, kich thudc phu hop véi kich thudce cua doan gen can khuéch dai 1a 977
bp. Két qua dién di san pham PCR cho thiy cip méi duogc sir dung 1a dic hiéu, chu
trinh nhiét da dugc chuan hoa toi wu. Tuong ty d6i voi cip modi F8F-8R va FOF-9R,
khi tién hanh trong diéu kién di tdi vu trén, ciing thu duoc két qua cho thiy phan
ung PCR khuéch dai cac exon dich dat néng do va do dic hiéu cao. Diéu nay chung
t6 cap mdi duoc sir dung bit cap dic hiéu, chu trinh nhiét va cac diéu kién khac 1a
ti vu, gitip phan tng PCR duoc thuc hién thanh cong. San phim PCR c6 thé dung
dé tién hanh k¥ thuat giai trinh tu gen phuc vu cho muc ti€éu xac dinh dot bién.

San pham dién di dugc nhudm véi chat nhuém Ethidium bromide va chup
anh bang may chup anh gel Bio-Rad. Cac miu déu tao bang duy nhét, sang rd nét,
khong co cac bang phy, kich thuéc phu hop véi kich thude cua doan gen cin
khuéch dai. (Hinh 3.1, 3,2, 3.3)
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4.2.3. Két qua gidi trinh tw gen xdc dinh dét bién
4.2.3.1. Két quad phat hién ty 1¢ cdc dang ddt bién trén cac exon

Cho dén nay, di xac dinh dugc hon 200 dot bién c6 lién quan dén su thiéu hyt
G6PD va hau hét cac dot bién (85%) 1a cac bién thé sai Iéch lam giam hoat dong va
6n dinh cia enzyme G6PD .

Phéan bd va cac dang dot bién va bién thé G6PD chu yéu dugc phat hién co
lién quan dén cac vi tri dia Iy cu thé va lién quan dén cac nhom dan toc khéc
nhau. Trong vai thip ky qua, khoang hon 200 dang dot bién giy bénh giy ra
thiéu enzyme G6PD trén Iam sang d duoc xac dinh (dit liéu tir Co so dir lidu dot
bién gen ngudi (Human Gene Mutation database: HGMD). Phan tich phan tir ciling
da ching minh rang mac du c6 sy khong dong nhat ciia cac dot bién gen G6PD trén
toan thé gidi nhung mot sb luong gidi han cac alen cu thé chiém uu thé & mdi khu
vuc dia Iy, moi dan tdc c6 mot c4u hinh dic trung cua cac bién thé thiéu hut S, Su
phan bd tan s6 cia cac alen bi thiéu hut ndy twong quan chit ché véi cac quan thé da
tung tiép xtuc vo1 bénh SR luu hanh trong lich str. Béi vi ho cho réng, su thiéu
hut G6PD mang lai lgi thé chon loc chéng lai nhiém trung boi SR va sy phan bd
ctia sy thiéu hut G6PD c6 lién quan chit ché véi ty 1é phd bién cua bénh SR. Piéu
nay co thé giai thich cho tan suét cua su thiéu hut G6PD & cac ving nhiét doi va can
nhiét d&i cao hon nhitng noi khac 146 Dbong Nam A, do bénh SR duogce coi 1a bénh
dién hinh ¢ khu vuc nay, 13 nguyén nhan gay ty 18 thiéu enzyme G6PD cao, dic biét
dugc ching minh & cac nhém déan cu séng doc theo Tiéu ving song Mé Kong mé
rong (GMS), bao gdm tinh Van Nam cta Trung Qudc, cac khu vic & Campuchia,
Vi¢t Nam, Lao, Myanmar va Thai Lan >6,10,12,53,78,106,108 Su khéc biét vé tinh dic
hiéu cua cac dang dot bién G6PD dbi v&i mot s nhom dan toc khac nhau & cac
nuéc khac nhau do dic diém miéc cac loai ky sinh tring SR khac nhau va sy cach
biét vé& dia ly dd gay ra '*°. Hién tai, hon 36 loai dot bién do thiéu G6PD d3 duoc
tim thiy & cac nhom dan toc khac nhau & Pong A va Pong Nam A *'*® G6PD
Mahidol (487G> A) dugc coi 1a bién thé chi yéu cua cac nhom dan toc Mién Pién
*2 va Kachin **, trong khi G6PD Viangchan (871G> A) phé bién nhét & cac nhom

10,115,118

dan toc Thai, Lao va Campuchia va Viét Nam . Hoic theo thong ké gan day
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nhit tai cac nuée tiéu ving song Mé Koéng mé rong (GMS), cac bién thé G6PD
Viangchan va G6PD Mahidol dugce quan sat thdy & mirc d6 phd bién cao nhét khu
vuc. Diac biét, dot bién G6PD Viangchan dugc tim théy phan bd rong rai 0 & tat ca
cac diém nong khu vuc Dong Nam A va gii han 6 rang vé phia Tay & bién gidi
Thai Lan - Myanmar. Béi voi dot bién G6PD Union, mic du xuét hién voi 1 tan
xudt it hon nhung ciing c6 sy phan b tuong tir. Dot bién Mahidol cho thdy su phin
b rong rai hon, nhung ciing cho thay tan suat gap nhiéu & Myanmar va giam manh
tir Myanmar, Thai Lan dén cac dia diém khac 10

Theo cac nghién ctru gan day, c6 10/15 bién thé chu yéu hay gip & cac nudc
khu vyc Pong A va Pong Nam A bao gdom G6PD Gaohe, Chinesse 4, Mahidol,
Coimbra, Viangchan, Chinesse 5, Union, Canton, Kaiping va dot bién im lang
Silent T1311C. Tai Trung Qudc véi thong ké nghién ctru ¢ 16 dan toc khac nhau
nhung ciing déu thay gap 10 loai dot bién ma hay gip & Chau A. Dbi véi cac nudce
khu vuc Pong Nam A ciing thiy cac dot bién xuat hién thudng xuyén nhu khu vire
Chau A nhung bén canh d6 mdi qudc gia ciing c6 ty 1é timg dot bién theo dic thu
riéng. Vi du Théi Lan, Myanmar chi yéu G6PD Mahidol va G6PD Viangchan, con
Lao, Viét Nam, Campuchia hau hét 1a dang G6PD Viangchan, Malaysia va
Indonesia thi lai 14 G6PD Kaiping, Canton va cac dot bién khac (Bang 4.1).
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Bing 4.1. So sanh sw phdn bé cdc dang dgt bién G6PD phé bién 6 cdc cac Pong A va Pong Nam A theo khu vue sinh séng trong

nhitng nghién civu gan day >3

A Phan bd tin suét cia cac bién thé G6PD
Dap toc/ Khu vure n Chi Chi
Quoc Gia . Gaohe |rllesse- Mahidol | Coimbra | Viangchan |r;3esse- T1311C | Union | Canton | Kaiping | Khac
Viét Nam
. Binh
Stieng Phude, 123 119 4
Kinh Lam Pong | 19 1 1 6 2 5 3
K’Ho Lam Pong | 5 5
CHDCND | Sekong, | ;g 6 4 124 9 1 4
Lao Salavan
Campuchia | 64 tinh | 406 4 3 383 2 4
. Tak,
Théi Lan Chantaburi 62 31 31
Myanmar
Khong ro Eang 559 5 533 5 14 2
aren
Mién Dién | 16 14 1 1
. Nusa
Indonesia Tenggara 99 2 12 16 2 28 39
Malaysia
M4 Lai Kuala | gq 13 3 32 2 4 2 30
Lumpur
Trung Quée | U312 |08 | g 1 2 1 2 1 54 50 8
Lumpur




98

Trung
Quoc
Zhuang Q?;;lg 154 | 27 7 9 19 40 51 1
Dai Van Nam | 76 6 9 4 2 13 6 19 14
Yi Van Nam | 34 4 1 6 8 2 7 5
Miao VanNam | 8 2 2 1 2 2
Bai Van Nam | 7 1 1 2 3
Jingpo Van Nam | 31 3 2 2 2 9 9 4
Hani Van Nam | 36 3 3 3 3 10 11 3
Jino Van Nam | 46 5 2 2 12 18 31
Buyi Quy Chau | 15 3 1 1 1 4 5
She Phuc kién | 108 8 52 28 20
Li Hainam | 346 15 3 15 4 2 221 84 2
Hui Ninh Ha | 11 1 1 2 4 2 1
Tay Tang | Tay Tang | 1 1
Méng C6 | Noi Mong | 0
Yao Quang | o4 | g 1 2 3 15 20 7
bong
Han Quing | ¢ | g 2 5 1 26 22 1
bong
Han Quang | 4o | g 1 3 5 17 14
bong
Han Giang Tay | 82 6 4 9 2 34 30
Ghi chl: Cdc s6 liéu ciia Viét Nam duwoc bdo cdo tir ****® 56 ligu vé Lao duoc bdo cdo tir va Campuchia dwoc bdo cdo tir 8. So

12,109,119
409,19

lieu cua Thai Lan dwoc bao cao tir 12119 o6 lieu cua Myanmar dwoc bdo cao tir it liéu cua Malaysia va Indonesia duoc bao

C N 12119 Agaa £ ara 2 . . 53116,117,120-125
cdo tur 50 liéu cua Trung Quoc va Mong Cé dwoc bao cao tie
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Bén canh do, tai Viét Nam cac nghién ctru tir true dén nay ciing cho thiy da im
thay su xudt hién cta 20 loai dot bién khac nhau, trong d6 5 loai dot bién chwa timg thay
xuét hién & Viét Nam da duoc phat hién tai nghién ctru nay 1*>*8889112 (Bang 4.2)

Qua nghién ctru nay ctia chiing toi, voi cac két qua giai trinh tu cia cac mau
bénh nhan thu dugc hinh anh c6 tin hiéu rd rang, khéng bi nhiéu, tin hiéu nén thap,
trinh ty doan gen dugc khuéch dai trung khop voi trinh ty doan gen G6PD trén
Gene Bank, du d¢ tin cdy dé nhan dinh két qua. V&i 8 moi dugce thiét ké dac hiéu
cho céac exon trén gen G6PD (tir exon 1 dén exon 13), bang phan ung PCR va giai
trinh ty Sanger nghién ciru da xac dinh duoc dot bién ctia 339/350 trudng hop twong
duong voi 96,9% doi tugng tham gia da phat hién 14 dot bién, déu 1a cac dot bién
diém do thay ddi 1 nucleotid sai léch d4nh huong dén ving ma hoa cua gen G6PD,
khong c6 truong hop nao méat mot hodc vai nucleotide hodc loai khac.

Chia céc loai dot bién theo cac exon qua biéu dd 3.2 cho thiy, hau hét cac dot bién
déu tap trung tai exon 12, 2,9, 11, 5 va ty 18 nhiéu nhat 13 trén exon 9, 11,12. Khéng c6
dot bién nao duoc tim thy trén exon 4, 6, 10, 13. Két qua niy turong dong véi cac nghién
ctu trude day, cho théy exon 9, 11, 12 1a nhiing exon trong diém chira nhiéu dang dot
bién G6PD hay gip & khu vuc Dong Nam A ciing nhu & Viét Nam 10999412
4.2.3.2. Két qua phdt hién ty 1¢ cdc dang dét bién

Chia 14 dang dot bién phat hién trong nghién ctru nay theo ty 1¢ timg loai dot
bién tai bang 3.4 thanh cac nhdm: Nhom bdn dot bién phd bién va chiém ty 1é cao
nhat 1a: G6PD Viangchan chiém ty 18 cao nhit (24,86%), G6PD Kaipping
(20,86%), G6PD Canton (18%) va G6PD Union (14,86%). Tiép tuc dén nhoém 4 dot
bién tiép theo G6PD Gaohe (7,43%), G6PD Chinese-5 (4,29%), G6PD Quing Yan
(3,71%) va G6PD Orissa (1,14%). Cudi cing nhom bén loai dot bién chi co 1-2
treong hop 1a G6PD Valladolid (0,57%), G6PD NanKang, G6PD Dia Trung Hai,
G6PD Comibra Shunde va G6PD Taiwan2 déu chiém 0,29%. Ngoai ra con 1 dang
dot bién dugc coi 1a dot bién cam (Silent), khong 1am anh huong dén nong do cta
enzyme. Trong cac dang dot bién trén, c6 5 dang dot bién 1an dau tién xuét hién tai
Viét Nam la G6PD Orissa, G6PD Valladolid, G6PD NanKang, G6PD Comibra
Shunde va G6PD Taiwan2. Theo phén loai cia WHO c6 8 loai dot bién duoc xép
vao 16p II (chiém 82,6% tong cac loai) va 5 loai dugc xép vao 16p III (chiém 17,4%
tong cac loai) trong d6 dang G6PD Taiwan2 mdi dugc phat hién 1an dau tién nim

2019 dugc du doan thude 16p nay.



100

Bdng 4.2. So sanh cdc loai djt bién ¢ nghién ciru ciia chung toi voi cac nghién

curu trudc day

Il Tén dét bién Exon | Nam phat hién tai Viét Nam | \IMen
clru nay
1 Gaohe 9
(c.95A>G) Nguyén Thi Hué, (2013) TP
2 | ViétNam 1 (c.7G>A) 2 HCM
3 | VietNam2 (c.197T>G) | 2
4 | Bao Loc (c.352Y>H) o | Hiroyuki Matsuoka (2007), |y pqnq
Lam Dong
5 Orissa (¢.131C>G) 3 | Chua tirng thay & Viét Nam Co
6 Vi¢t Nam 3 Nguyén Thi Hué, (2013) TP o
(219 C>T) 3 HCM Khong
7 Quing Yan 5 Hiroyuki Matsuoka, (2007), c6
(c. 392G>T) Lam Dong
8 Valladolid \ £ 2 xreA .
(c. 406 C>T) 5 Chua turng thay ¢ Viét Nam Co
9 G6PD Mahidol 5 Nguyén Minh Hang (2015), Khan
(c. 487 G>A) TP HCM g
10 NanKang .
(517 T>G) ® | i firme thiv & Viet Nam |
11 Pia Trung Hai 5 tra tirng thay 0" viet Xa 6
(c.563 C>T) )
12 Comibra Shunde (592 5 Nguyén Thi Hug, (2013) TP c6
C>T) HCM
13 Viangchan (¢c.871G>A) 9 Hiroyuki Matsugka, (2007), Co
Lam Dong
14 | Chatham (c.1003G>A) | 9 | Tran Thi Chinh (2003), mién | Khong
15| Chinese-5 (c.1024C>T) | 11 Bac Vict Nam o
16 | Taiwan2 (c.1330G>A) 11 Chua tirng thay & Viét nam Co
17 | Union (c.1360C>T) | 11 | .\ . s | Co
18 | Canton (c.1376G>T) | 12 | 1rn Tlg ;Jh\lzgt(i‘;?f)’ mién e
19 | Kaipping (c.1388G>A) 12 '
20 Silentl (c.1311C>T) T437T
21 Ho Chi Minh . .
Hiroyuki Matsuoko (2017), A
(173 A>G) TPHCM Khong

Trong nghién ctru ndy, nhom thir nhit véi bon bién dang gip nhiéu nhat Ia

G6PD Viangchan (24,86%),

G6PD Kaiping (20,86%), G6PD Canton (18%) va
G6PD Union (14,86%). Két qua nay rat phu hop vé6i cac nghién ciru dd cong bd
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trude day vi trong hau hét cac nghién cru cho thiy day déu la cac dang dot bién
G6PD di dugc cong bd va gip nhiéu & cac nuéc chau A va Péng Nam A nhu
Trung Qudc, Lao, Thai Lan, Campuchia, Malaysia, Philipin, Papua New Guinea
122 Cuy thé, & Pong Nam A: G6PD Viangchan 13 d6t bién phd bién nhat duoc xac
dinh & quan thé ngudi Campuchia (97,9%), ngudi Lao (100%) va ngudi Malaysia
(37,2%) 199127 con G6PD Canton va G6PD Kaiping 13 hai dot bién phé bién nhit &

1 11 ~ o 1A 1A A ok A (1
0.66.98,L16 nhung cling chiém ty I¢ 16n ¢ cdc nudc Dong Nam A °

ngudi Trung Qudc
Két qua nay ciing phu hop d6i voi cac nhom nghién ctru tai Viét Nam. O khu vuc
mién Bic nhom tac gia Tran Thi Chinh va cong su ™ hay cua tac gia Quach Xuan
Hinh 2, Mai Huong Trang ' déu cho thiy cac dot bién trén phd bién & khu vuc
nay. Tai khu vuc mién Nam Viét Nam, nhom nghién ctu Pang Thi Lan Anh va

16,89,91,126

cong su , Nguyén Thi Hué va cong su 168991126 " awamoto va cong su

%1 déu tién hanh ¢ dan toc Kinh tai thanh phé HO Chi Minh hay nghién ctru cia

168991126 (iing cho thdy G6PD Viangchan va

Matsuoka va cong su tai Lam Béng
G6PD Canton, G6PD Kaiping va G6PD Union 1a cic dot bién phd bién nhat
trong nhom dan toc Kinh tai Viét Nam. Gan day nhat tai cac tinh TAy Nam Bo:
c6 hai nhom tac gia cling phat hién mot sb dang dot bién dién hinh & Viét Nam:
Nghién ctru cua Pang Thi Hong Xuin Thay nim 2021 trén 120 miu tai huyén
Krong Nang - Pak Lak *® cho thiy day 1a hai bién thé chiém wu thé va cao nhét
trong danh sach cac bién thé da duoc ghi nhan tai ving Pong Nam A 1a Mahidol va
Vianchang c6 mat & dan toc cac dan tdoc khac nhau. Sau do, bién thé Canton véi ty
16 9,2% va c¢6 1 ca c6 bién thé Kaiping (0,8%). Nam 2022, nhom tac gia khac
nghién ctru tai ba xa ¢6 SRLH gdm Quang Truc, Dk Ngo va Piak Buk So, huyén
Tuy D, tinh Dik Nong tir ndm 2018-2020"% cho két qua loai bién thé thiéu G6PD
chiém cao nhét ciing 12 bién thé Viangchan véi 89,23% (58/65), ké dén bién thé
Mahidol v&i 6,15% (4/65) va bién thé G6PD mai Canton véi 4,62% (3/65).

Dang d6t bién chiém cao nhat dau tién 1a G6PD Viangchan, dugc mé ta lan
dau tién vao nam 1988 trén mot bénh nhan nguoi Lao thiéu G6PD dinh cu tai

Canada. O bénh nhan nay nhan théy c6 su thay thé nucleotid s 871 trén gen G6PD
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tr G thanh A *%°, Su thay ddi trén lam thay ddi bd ba ma hoa acid amin tai codon
291 tir Valin thanh Methionin dan dén kiéu hinh thiéu hyt G6PD nghiém trong va
dugc xép vao phan 16p II theo phan loai cia WHO. DAy ciing 1a dot bién gip véi ty
1é cao nhat & mot sd nude khu vuc Dbong Nam A nhu Lao, Thai Lan, Campuchia
6106130.131 "Tai Viét Nam, G6PD Viangchan chiém da s trong cac bién thé, nghién
clru ctia Matsuoka trién khai tai Lam Dong ndm 2007 ciing gip 6/19 truong hop c6
dot bién Viangchan %, trong nghién ctru cia Nguyén Minh Hung va cong sy nim
2009 tai mién Trung va Bac Viét Nam gip ¢ 11/25 truong hop ngudi Kinh (44%),
8/9 truong hop nguoi Raglai va 16/16 truong hop nguoi Pako 18 cling nam nay tac
gia Quach Xuan Hinh ciing cho két qua twong ty & nhém cac dan toc Kinh, Théi va

12 va trong nghién ctru ctia Nguyén Thi Hué va cong s ndm 2013 dot bién

Raglai
nay ciing duoc xac dinh chiém 44,3% *°. Ciing tic gia Nguyén Minh Hung va cong
su, hai nghién ctru: ndm 2015 *?° lai khing dinh G6PD Viangchan 1a dot bién gip ty
1¢ cao nhit v6i ty 1& 12/40 ctia nhom tré thiéu G6PD tai bénh vién Phy san Qudc té
Sai Gon. Nam 2017 ciing cho két qua dot bién loai nay 1 32% & 90 tré so sinh tai
bénh vién Tu Di 1 Gan day nhat nam 2021, 2022, voi nghién clru cua nhom tac
gia tai tinh Dak Lik va Dik Nong déu cho két qua su phan b cac bién thé G6PD

Viangchan, 1a nhiéu nhat %1%

Ty 1€ luu hanh cao cua G6PD Viangchan & nguoi
Viét Nam c6 1& cho thiy ngudn gdc t6 tién chung cia ngudi Viét Nam va cac nhom
dan cu Pong Nam A khéc (Lao, Thai Lan, Campuchia).

Dot bién dung thir 2 va 3 trong nghién ciru ndy 1a G6PD Kaiping (c.1388G>A)
v6i va G6PD Canton (c.1376 G>T) déu nam trén exon 12 véi ty 1& lan luot 1a
20,86% va 18%. Voi dot bién Kaiping do vi tri nucleotid 1388 G thay A Iam acid
amin 463 Arg thanh His. V6i G6PD Canton do vi tri nucleotide ¢.1376 & nguoi
binh thuong trén gen G6PD la G, & bénh nhan c6 dot bién G6PD Canton vi tri nay
c6 trinh ty 1a T, lam thay doi bo ba ma hoa acid amin Arginin tai codon 459 thanh
Leucin. Day 1a 2 dot bién dugc phat hién 1an dau tién tai Trung Qubc vao nim 1991
132 va ciing duoc thdy rat phd bién ¢ Trung Qudc véi ty 18 trén 70% °°. Pdng thoi

cac bién thé nay ciing duoc ghi nhan & cac nudc Pong Nam A nhu Thai Lan,
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Indonesia, Malaysia, Lao, Campuchia, Myanmar v6i tan suat cao
10,70,78,99,101,115,119,133 o an YUY S . . I

EIEEREREIEEEE Trude day, cac dot bién nay dugc coi chua ting xuat hién tai
An D6 va cac nuée Chau A khac ° nhung trong 1 nghién ciru gan day tic gia tim

théy bién thé Kaiping xuit hién ngay tai An Do ***

. Tai Viét Nam, cac nghién ctru
cling cho thiy 2 dang d6t bién nay ciing d3 duoc ghi nhén trong nhém nguodi Kinh
vao nam 2013, nam 2015, 2017, 2021, 2022 déu thudc cac tinh khu vuc mién Nam
Viét Nam 1691105126128 5 & mién Bic Vi¢t Nam, tac gia Nguyén Thi Ngoc Giao,

15103 ciing cho két qua twong tu.

Pham Mai Huong Trang

G6PD Union (¢.1360C>T) hay con duoc goi 14 G6PD Chinese 2, nim trong 4
dot bién gap ty 1é cao trong nghién ctru nay véi ty 1é 1a 14,86%. G6PD Union dugc
béo cdo dau tién boi Yoshida nam 1970 trén mot bénh nhan nam nguoi Philipin,
bénh nhan mang dot bién nay cé su thay thé mot nucleotide C & vi tri 1360 thanh T,
dan dén thay d6i bo ba ma hoa acid amin tai codon 454 Arginin thanh Cystein va
duoc dit tén theo tén dia danh tim ra d6t bién 13 Union 85,135,136 Su thay doi trén gen
G6PD nay tiép tuc duoc bao cdo sau do tai Nhat Ban, cac nuéc Hy Lap, Tay Ban
Nha, Y va con dugc 201 voi mot sb tén khac 1a G6PD Maewo hay G6PD Chinese-2.
Tuy nhién qua nghién ctru hoat d6 enzyme, tinh chat dién di va cac dic tinh sinh
hoa nhu hﬁng s6 Km cho G6P, tinh 6n dinh véi nhiét, pH t61 wu cta nhirng dot bién
nay cac nha nghién ctru di nhan thiy c6 sy twong déng hoan toan véi G6PD Union
37 pidu nay cho thiy su phan bd da dang vé dia 1y cua kiéu dot bién thudc phan
16p II nay. Bién thé ¢.1360 C>T nay ciing d3 thdy xuit hién & Pong A, trong d6 ¢o
Trung Qudc, cac nudc khu vuc tiéu Song Mé Kong nhung ty 18 it hon so véi cac
bién thé trén, dudi 1% (Lao, Viét Nam, Campuchia, Malaysia) 10.53,138.139, Tai
Viét Nam, bién thé nay ciing xuat hién véi tan xuat thap hon nhu 2/25 nam 2007,
1/50 ndm 2015, 5/90 nam 2017 & dan toc Kinh ***** 2/30 & dan toc Thai ** va
7/7 & dan toc Khomu *?® va tac gia nay con dua ra gia thuyét dan toc nay cé tb
tién khac vo1 dan tdc Kinh. Trong nghién clru nay, ghi nhan bénh nhan cé hoat
do enzyme thfip nhéit thudc dang dot bién G6PD Union. Vi G6PD Union, dot
bién vé ciu truc gay ra su thay ddi tinh dic hiéu cta co chit cua enzyme, hoat do

enzyme chi khoang 10% so véi ngudi binh thuong ®.
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Nhém c6 ty 18 nhiéu thir 2 cua nghién ctu 1a dot bién G6PD Gaohe
(c.95A>G), G6PD Chinese-5 (c.1024C>T) va G6PD Quing Yan (c. 392G>T)
(Chinese 4) va G6PD Orissa (¢.131C>G véi ty 18 1an luot 1a 7,43%, 4,29%, 3,71%
va 1,14%. Theo phan loai cia WHO Ca 3 G6PD Gaohe, G6PD Chinese-5 va G6PD
Quing Yan déu thudc 16p IIL. V&i G6PD Gaohe xay ra & exon 2, do nucleotid 95 A
dugc thay bang G lam acid amin 32 His thanh Arg; G6PD Chinese-5, xdy ra & exon
9 do nucleotide & vi tri 1024 thudc exon 9 thay doi tir C thanh T, diéu nay lam acid
amin s6 342 Leucin tr¢ thanh Phenylalanin va G6PD Quing Yan xay ra & exon 5 do
nucleotid 392 G duogc thay bang T 1am acid amin 131 Gly thanh Arg. Ca 3 loai nay

47,140 _ z
140 va cho dén nay

déu dugc ghi nhan lan dau tién ¢ quan thé nguoi Trung Qudc
cac dot bién nay van gap ty 16 16n & nguoi Trung Qudce * thay vi hdu nhu khong tim
thdy ¢ quan thé nguoi Péng Nam A (Lao, Campuchia, Myanmar, Indonesia)
10131138 139.141192 1o0ai trir & mot nghién ciru duge cong bd vao dau nam 2021 &
mién Trung Thai Lan véi ty 1& rat thip % So sanh véi cac nghién ctu trude day cua
Viét Nam cho thay rat phu hop, cac dot bién nay ciing da xuat hién nhung v6i mot
ty 1& thap hon. Matsuoka nam 2007 c6 1 trudng hop Gaohe, 1 truong hop Quing
Yan, khong cé truong hop nao Chinese 5 va ndm 2009, 2013, 2017 céac tac gia khac
cling gip cac dang dot bién nay xuét hién trong quan thé ngudi Viét Nam véi tan

169112 Nouyén Thi Hué va CS (2013) nghién ctru mét s nude GMS tim

suat thap
thiy 7 bién thé 1a Gaohe Ghaozou, Chinese-4 Quing Yuan, Viangchan, Union
Chinese- 2, Canton, Kaipping va dot bién tham ling chua thé hién kiéu hinh rd
rang'®. Sy xuét hién phd bién cua cac dot bién co ngudn gde tir Trung Qubc nhu
Kaiping, Canton, Chinese-5, Gaohe, Quing Yan, Chinese 4 tai Viét Nam dugc cho
1a do Viét Nam 1a thudc dia cua Trung Qudc trong hang nghin nim trude day va su
tiép giap vé ranh gidi dia 1y, mbi quan hé giao luu lau dai gitta dan cu hai nudc
khién su giao thoa vé cac gen bénh nay.. Con véi G6PD Orissa (c.131C>G) 1a bién
thé 1an dau duoc tim thay lan dau ¢ Viét Nam, chiing toi s& phan tich vé bién thé
nay cing véi cac dang bién thé khac 1an dau xudt hién tai Viét Nam ¢ dudi day.

Con lai 5 loai dot bién chiém ty 1& thdp mdi dang chi chiém 1- 2 trudng hop,
cu thé: G6PD Valladolid (c. 406 C>T) 2 trudng hop (0,57%) va G6PD NanKang
(c.517 T>G), G6PD bia Trung Hai (c. 563 C>T), G6PD Comibra Shunde (592
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C>T), G6PD Taiwan2 (c.1330G>A) mdi bién thé déu chi ¢6 1 truong hop (0,29%).
Trong cic dang dot bién trén, GG6PD Comibra Shunde (592 C>T) da duogc tim thay
& ngudi Viét Nam duy nhat 1 1an qua nghién ctru cia Nguyén Thi Hué nim 2009 &
2 nguoi dan 6ng dan toc Kinh . Con ¢ nghién ciu nay G6PD Comibra Shunde
(592 C>T) xuit hién ¢ 1 tré em dan toc Muong thudc tinh Ha T4y cii, thanh phd Ha
Noi ngay nay. Theo phan loai cia WHO, bién thé nay thudc 16p II va 1a dot bién
duy nhit trén exon 6 dugc phat hién ¢ ngudi Viét Nam cho dén nay. G6PD

47183 .o Ay A 1x A s ,
‘3tu:mc_)t cau bé nguoi B6 Pao Nha co

Comibra Shunde dugc tim thiy 1an dau
tién sir gia dinh c6 hoi ching Favism, do sy chuyén doi C thanh T & nucleotide 592
lam thay d6i vi tri 198 Arginine thanh Cysteine. Tuong ty G6PD Dia Trung Hai,
G6PD Comibra Shunde ciing di thay xuét hién tir sém & cac nuéc Trung Qudc sau
d6 duoc cho 1a di chuyén sang Tay Indonesia ***'*2!** Malaysia, Myanmar, Théi
Lan, Campuchia nhung v&i mot ty 16 rat thap: 1-2 truong hop °°*%% G6PD
Coimbra, mot trong nhiing bién thé lau doi nhat dugc phat hién véi tan suit cao
trong Orang Asli, hién sinh séng & ban diao Malaysia va mot nghién ctru gan day da
tiét 16 bang ching vé dong gen giita Orang Asli noi tiéng Austroasiatic va cac quan
thé tir Pong Nam A va Nam Trung Qudc cho thiy sy hién dién rong rii cta nhiing
ngudi ndy & Dong Nam A va Nam Trung Quéc . Ching ta ciing biét ring Nam
Trung Qudc, giap voi cac phan phia bic ciia Viét Nam, Myanmar, Lao va Thai Lan,
1a “dAt me” cua tit ca cac nhom dan toc & bong Nam A, tir d0, tit ca cac b lac nay
dugc cho 1a cung nhau di cu xudng phia nam dé giai thich cho sy xuat hién dang dot
bién nay tai day Tuy nhién, trong nghién ctru nay, nhu trong bang 3.7, dang dot bién
nay khong dugc phat hién & tat ca cac nhom dan toc, chi th(?iy ¢ dan toc Muong
thudc cac tinh mién ndi phia Béc, noi giap voi cac tinh phia Nam Trung Quéc, diéu
d6 duoc giai thich do van dé mdi quan hé vin hoa lau doi ciia 2 nudc lang giéng
gay nén. Va & nghién ctru ndy véi 1 truong hop xuét hién dang dot bién ndy nén
can ciing 1a han ché dé khang dinh diéu nay, cin c6 mot nghién ciru sdu vé riéng
dang dot bién nay cling nhu sy xuét hién & cac dan toc khac nhau.

Sau day xin duoc ban luan vé céc dang dot bién ma lan dau tién duoc phat
hién ¢ Viét Nam qua nghién ciru nay. Mac du trong nghién ctru caa chdng toi khéng
thay xuit hién dot bién moi nao lan dau phat hién trén thé giéi nhu mot sé cac
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nghién ctru, nhung ching t6i da phat hién duoc 5 dang dot bién chua tirng xuat hién
trong dan s nguoi Viét Nam tir trude dén nay bao gdm: G6PD Orissa (¢.131C>G),
G6PD Valladolid (c. 406 C>T), G6PD NanKang (c.517 T>G), G6PD Dia Trung
Hdii (c. 563 C>T), G6PD Taiwan2 (c.1330G>A).

Dau tién 1a dang G6PD Orissa (c.131C>G) ¢ exon 3 do vi tri ¢.131 C>G lam
thay ddi bd ba ma hoa acid amin tai codon 44 tr Alanine thanh Glycine, dugc tim
thay ¢ 4 tré em (3 Kinh, 1 Nung). Dot bién nay 1an dau tién dugc tim thdy ¢ cac bo
toc da do tai An PO nim 1995 146, cling 1a dot bién dién hinh cua cac dan toc & quéc

gia nay va rat hiém khi thiy xuit hién & khu vuc Pong Nam A P¥414147

. Viéc phat
hién ra bién thé An Do nay ¢ Viét Nam c6 thé cho théy c6 hau du¢ cua nhitng nguoi
nhap cu An b6 trong dan s6 Viét Nam hién nay.

Tiép theo 1a d6t bién G6PD Valladolid (c. 406 C>T) lién quan dén thay doi C
— T & nucleotide 406 & exon 5, dan dén sy thay thé Arginine (Arg) sang Cysteine
(Cys) & acidamin 136 trong protein. Dot bién nay 1an dau tién duoc xac dinh & hai

148 va gay ra bénh thiéu mau huyét tan nhe. O

nam gioi Tay Ban Nha vao nam 1997
nghién ctru nay dot bién G6PD Valladolid duoc phat hién trén 2 tré nam déu thudc
dan toc Tay. Trong cic nghién clru & cac nude Pong A, dot bién nay ciing duoc tim

thdy lan dau tién & Myanmar nim 2008 109, Trung Qudc vao nim 2010 149

trong ba
gia dinh ngudi Hoa, ndm 2011 & 1 tré em ngudi Campuchia ¢ va gin day n6 ciing
duogc xac dinh 1an dau trong dan sé mién Trung Thai Lan dugc cong bd vao thang 4
nam 2021 . Dot bién nay xuét hién trong dan s6 & Myanmar, Trung Qudc,
Campuchia va Thai Lan cu thé nhu thé ndo cac tic gia déu chua chi ra duoc nhung
cac tac gia dé xuat rang dot bién G6PD Valladolid co thé da tién hoa, phat sinh mot
cach doc 1ap hon 14 tir dong gen boi vi khong co6 mbi lién hé lich sir nao dugc tim
thy giita Tdy Ban Nha va cac nudc nay. Piéu ndy ching toi ciing thay phu hop dé
ndi vé sy xuét hién clia dot bién G6PD Valladolid tai Viét Nam. Mot diéu thti vi la
c4 hai bénh nhan mang bién thé G6PD Valladolid déu thudc dan toc Tay, nén can cd
nghién ctru su hon vé bién thé G6PD Valladolid nay ¢ cac dan toc dé co thé co ty
1é nhiém & khu vuc dia 1y nay.

Dot bién thtr 3 1an dau xuit hién tai Viét Nam 1a G6PD NanKang (c.517
T>G) ciing xay ra trén exon 5, do su thay d6i T thanh C & vi tri nucleotide 517, tao
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ra su thay thé Phe 173 Leu trong protein G6PD cia ngudi. Dot bién nay lan dau
dugc phat hién va dat tén & mdt tré so sinh Trung Quéc bi vang da so sinh vao nam
1996 **°. Tuy nhién cac nghién ciru sau nay cho thdy bién thé nay xuét hién véi tan

53,116,124 T . . A {1 %
= Tai cac nude Pong Nam A, chi duy nhat

s6 thap & nguoi dan Trung Qudc
thiy su xuat hién G6PD NanKang ¢ tré so sinh Malaysia gbc Hoa vao nim 2004 ma
chua timg xay ra & cac nudc khac trong khu vire 1. Sy xuét hién G6PD NanKang
¢6 nguodn goc Trung Qudc tai Viét Nam hoan toan pht hop véi méi quan hé vian hoa
lau do1 cua 2 nude lang giéng. M5t 1an nita khéng dinh vé su xuit hién cac dang dot
bién va bién thé dugc phat hién 1an dau va c6 lich st 1au doi ¢ Trung Qudc nay thay
su xuat hién cua ching tai Viét Nam.

Dang dot bién thtr 4 1an dau xuét hién tai Viét Nam trong nghién clru nay la
G6PD Pia Trung Hai (c. 563 C>T), chling ciing nam trén exon 5. G6PD Dia Trung
Hai 12 do dot bién diém (C — T) & nucleotide 563, ddn dén su thay thé Serine thanh
Phenylalanine ¢ axit amin 188 trong G6PD. Dot bién G6PD Dia Trung Hai 563 C
— T lan dau tién dugc phat hién & mot ddi tuong dén tir mién Nam nuée Y 2 va da
dugce ching minh 13 1 bién thé pho bién nhat dic trung bai su thiéu hut enzyme
nghiém trong va kha ning di chuyén dién di giéng B. N6 duoc goi 1a "G6PD-Pia
Trung Hai" vi né dugce phan b rong rii trong cac quan thé khac nhau xung quanh
Bién Dja Trung Hai trong vong 1.600 dén 6.640 nim qua. Sau do, nd lan sang
Trung Pong nhu Iran va Bac Phi, phia dong nhu An Do bang cac con dudng thuong
mai va thudc dia cua Hy Lap va boi ddi quan cua Alexander Pai dé, nguoi da chinh
phuc Trung Déng va Béc Phi 2°*'*3 G6PD Dia Trung Hai 563 C> T di dwoc tim
théy trong bdi canh cua hai dang don bdi, mot dang co dot bién Silent 1311T, phé
bién & ngudi chau Au, Trung Dong va loai khac 1a 1311C phd bién & ngudi dan
Punjab & An P9 *****. Hién nay G6PD Dia Trung Hai phd bién & An Do, con & cac
nude khac thudc khu vuc Pong A va Pong Nam A, duy nhat mot nghién ciru tai
Malaysia da thy su hién dién cua bién thé Pia Trung Hai véi tan suat cao & ngudi
M3 Lai dugc coi 1a kha bat ngd véi 27% (23/85), ca hai loai haplotype déu ton tai
don boi 1311T va 1311C ™. Sy hién dién cua dot bién nay duoc giai thich c6 thé 1a
do su ddng hoa sic tdc voi nhitng nguoi A Rap dén quan ddo Ma Lai vao dau thé ky

thir 9 voi tu cach 1a thuong nhan va dong thoi truyén ba dao Hoi va tac dong cua sy
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hoa nhép sic tdc v6i nhitng ngudi da do dén ban dao Malaysia 1am cong nhan nhap
cu trong cac don dién cao su vao dau thé ky 19. G6PD Dia Trung Hai (c. 563 C>T)
cling di thdy xuét hién tir sém & cac nudc Indonesia ****** Thai Lan, Myanmar,
Campuchia nhung v&i mét ty 18 rat thip chi 1-2 trudong hop *°°>%1% Trong nghién
ctru nay, G6PD bia Trung Hai (c. 563 C>T) duoc tim thidy ¢ 1 bénh nhan nam
ngudi Mudng dudi dang két hop Silent 1311T, ¢ thé duoc giai thich do su hoa
nhap séac toc ciia cac nudc trong khu vuc va trén thé gidi vao Viét Nam trong thé ky
mo1 nay.

Dang dot bién cudi cung lan dau xuét hién tai Viét Nam duoc ndi dén trong
nghién ciru nay 1a G6PD d6t bién Taiwan2 (c.1330G>A) nam trén exon 11. NGO
duoc phat hién ¢ 1 tré em dan tdc Kinh tinh Vinh Phic ¢6 me 1a ngudi Viét nhung
dang lao dong tai Pai Loan. That trung hop, dang dot bién nay dugc mo ta lan dau
tién vao nam 2019 & 1 bénh nhan Pai Loan khién thay d6i bo ba ma hoa acid amin
tai codon 444 tir Valin thanh Isoleucin **°. T4c gia nay dua trén ndng do enzyme tai
thoi diém phat hién du doan bién thé nay thudc 16p III theo phan loai cia WHO va
cho dén hién tai bién thé nay cling dang tam dugc xép vao lop III. Su xudt hién cua
dang dot bién nay tai Viét Nam cho théy su da dang hoa vé bénh canh di truyén
dudi anh hudng cua sy hdi nhap nén kinh té cling nhu nén van hoa. Chung t6i hi
vong cac nghién ctru vé su xuit hién cac dot bién gen G6PD s€ dugc tiép tuc thuc
hién trong thoi gian téi dé mot 1an nita khang dinh dang c6 su da dang vé bénh canh
di truyén v6i su mé ctra nén kinh té va van hoa hoi nhdp ctia Viét Nam véi cac nude
trén thé gioi.

Ngoai ra, trong nghién ctru nay can néi dén mot dot bién duoc goi 1a da hinh
(SNP) do bién d6i nucleotide sb ¢.1311C>T & exon 11 tao bd ba TAC thay TAT,
nhung ca hai cing mi hoa cho acid amin Tyrosine nén bién d6i nay dugc coi la
khong anh hudng dén sy ma hoa acid amin trong ciu tric G6PD duoc goi dot bién
v6 nghia ( dot bién Silent - dot bién cam) = nhung nd gdy hoat dong GE6PD thip
hon bdi mot co ché chua rd rang. G6PD 1311C>T 1an dau tién duoc nhan thay khi
mau DNA cua cac dbi trong c6 dot bién G6PD Dia Trung Hai (Gd-Med) duoc giai
trinh ty béi De Vita et al **®. Cho dén nay cac nghién ctru ddu cho thiy sy ton tai

ctia ¢.1311C>T cung hau hét cac dot bién khac di dugc quan sat va xuat hién trong
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cac quin thé trén toan thé gisi voi tin s alen thay dbi tir 0 dén 0,45 **°. G Chau A,
né duoc bao cdo lan diu tién & Philippin va sau dé n6 dugc phat hi¢n xuét hién
nhiéu & quan thé ngudi Java' ¢ Indonesia, roi dén Trung Québc'?? mién Nam Thai
Lan™, nguoi Ma Lai, ngudi Orang Asli — thd dan Malaysia thudc Malaysia'® va
dan toc Kachin — mét dan toc thiéu s & Myanmar. Ngudi M3 Lai va Orang Asli —
duoc biét dén nhu 1 dan toc ¢d thude Malaysia va khu vuc Pong Nam A, diéu nay
cho thay bién thé nay da ton taj tir thoi c6 dai ciing vdi G6PD Viangchan. Trong khi
& tiéu luc dia An Do G6PD Viangchan luon di kém véi cac dot bién ¢ 1311C> T ¢
exon 11 va IVS 11 nt93T> C ¢ intron 11, trong khi G6PD Jammu (871G> A; thudc
16p 1I theo phan loai ciia WHO), ¢6 trinh tu kiéu hoang da tai 1311C vé&i IVSI1
nt93T. Can luu y rang G6PD Pia Trung Hai (563C> T; thudc 16p II theo phan loai
cia WHO) ciing c6 hai kiéu phu ¢ da hinh 1311 va IVS 11 nt93: Kiéu phu Dija
Trung Hai di kém véi “1311C> T véi TVS11 nt93T> C” va kiéu phy An Do-
Pakistan v&i trinh tir kiéu hoang di “1311C véi IVSI1 nt93. Do dé, dot bién nay
thuong duge str dung nhu mot dau hiéu da hinh trong cic nghién ctru di truyén hoc
dan s6 va nhan chung hoc ">**. O Trung Qudc va cac quin thé Pong Nam A, dot
bién 1311C> T két hop vé6i IVS11 nt93T> C trong intron 11 da duge bio céo va né
c6 lién quan dén cac nhom dan toc khac nhau ">,

Trong nghién ciru ctia chung t6i c6 89 trudng hop c6 dot bién G6PD 1311C>T
Silent chiém 25,43%. Trong 13 dot bién duoc phat hién ¢ nghién ctru nay theo bang
3.5 thi G6PD 1311C>T Silent két hop 9 dot bién: nhidu nhat két hop G6PD
Viangchan (c.871G>A): 70/86 trudng hop chiém 78,7%, 5 truong hop két hop
G6PD Union (¢.1360C>T), G6PD Kaiping (c.1388G>A) va G6PD Canton (c.1376
G>T) déu c6 3 truong hop két hop, 1 két hop G6PD Quing Yan. Bdi véi cac trudng
hop dot bién lan dau xuat hién tai Viét Nam thi ca 2 truong hop dot bién G6PD
Valladolid (c. 406 C>T), 1 truong hgp G6PD Orissa (c.131C>G), bia Trung Hai (c.
563 C>T) 1a c6 két hop. Két qua nay twong ddng véi nghién ctru cia Hiyoruki
Matsuoka va cong su di chi ra rang d6t bién G6PD Viangchan 1a nguyén nhan gay
ra 97,9% thiéu hut enzyme G6PD trong quan thé dan cu Campuchia va tit ca alen
nay déu co lién két voi hai dot bién khac trén ving intron ciia gen G6PD la

c.1311C>T va ¢.93T>C dong thoi ciing ghi nhan 1 trudng hop két hop gitta dot bién
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G6PD Union va ¢.1311C>T ***, Méi lién két gitta G6PD Viangchan va ¢.1311C>T
cling dd dwgc ghi nhan trong nhiéu nghién ctu tai cac quc gia khac nhu khu vuc
Pong Nam A Lao, Thai Lan, Malaysia 12,99,106,138,157 Trong nghién ctru ty 16 méc
bénh thiéu enzyme G6PD ¢ khu vuc Pong Quan Trung Qubc nim 2015 cho két
qua ty 1& da hinh C1311T/IVS & 469 ca nhan bi thiéu enzyme G6PD 1a 13,9% va tat
ca 22 bénh nhan nam bj G6PD Viangchan déu c6 da hinh C1311T/IVS ¥ . Trong khi
d6, tai mot s6 nuéc nhu An PO hay vung tiép gidp Trung Qudc — Myanmar,
¢.1311C>T thuong lién két voi G6PD Med (c.563C>T) hay néi cach khac l1a G6PD
Med xay ra trén gen G6PD da c6 tinh da hinh 1311T (cytosine thay thé boi thymine
& nucleotide 1311) vi vay dot bién im ling nay thuong duoc sir dung nhu mot dau
hiéu da hinh trong cac nghién ciru di truyén hoc quan thé va nhan chung hoc. Két
qua nay ciing pht hop véi két qua cua sy két hop dot bién da hinh nay trong cac
nghién ctu trudc day ¢ Viét Nam. Trong nghién ctru tac gia Nguyén Thi Hué 16
G6PD 1311C> T xuat hién lien két v6i cac dot bién khdc nhau nhu G6PD
Viangchan, Canton, Kaiping, Union, Gaohe va QuingYuang ddc biét voi G6PD
Viangchan va Canton khién tac gia ndy ciing dua gia thuyét co thé dugc sir dung
lam déu hiéu chan doan ddi tuong dan tdc Kinh Viét Nam. Hodc tac gia Matsuoko
cho réng: Ké tir khi dot bién im lang ctia 1311 T / 93 C ludn ludn co6 su két hop tao
hai bién thé hinh thanh nén cac G6PD “méi” ¢6 thé twong tu G6PD Viangchan (871
G> A, 1311 C> T, nt 93T> C) hoic G6PD Pia Trung Hai (kiéu phu Mediter-ranean;
563 C>T, 1311 C> T, nt 93 T> C) véi ty 1€ luu hanh cao 1311 T/ 93 C trong cac dan
toc dé danh gia c6 dai xung quanh Nam Trung Qudc c6 thé lién quan chit ché véi su
xuit hién va 1ay lan ctia G6PD Viangchan vao nhiéu nhom dan toc & Dong Nam A,
chéng han nhu Orang Asli, Kinh, K’Ho, Stieng, Khmer, Lao, Thai va Ma Lai,..., vi dy,
trong nhiéu nhém dan toc & Myanmar, G6PD Mahidol 14 bién thé phd bién nhat nhung
chi c6 nhom Kachin s¢ htru G6PD 1311T / 93C (95/198) tao G6PD Mahidol “mai”
(487 G> A, 1311 C> T, nt 93 T> C) ™, mét truong hop ciia G6PD Mahidol /1311
T/93 C ciing dugc bdo céo tai mot ddi twong ngudi Trung Qubc ¢ tinh Van Nam, Nam
Trung Qudc vé sur xuat hién ctia nhitng dot bién “méi” nay. Tuy nhién, chirc ning va
mdi lién quan giita cac dot bién nay voi bénh 1a chua rd rang, can phai duoc lam rd

0 cac nghién curu sau hon nira.
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No6i dén su két hop cac dot bién trong nghién ctru nay con c6 1 trudng hop nit
c6 hai dot bién di hop tir Canton va Kaiping. Hai dot bién nay co vi tri trong ddi
gan nhau trén exon 12. Dot bién Canton 1am thay d6i bd ba md héa cho acid amin
Arginine ¢ vi tri 459 thanh bd ba md héa cho acid amin Leucine va dot bién
Kaiping 1am thay d6i acid amin mi hoa cho Arginine & vi tri 463 thanh bd ba mi
hoa cho Histidine. Hiéu qua ctia G6PD trén hoat tinh xuc tic ciia enzyme thay doi
theo kha ning tich dién, tinh phan cuc cia protein nay **?°. Arginine c6 mot nhoém
guanidinium & vi tri delta va thuéc nhém acid amin c6 goc R tich dién duong.
Leucine 12 mot acid amin c¢6 gdc R khong phan cuc. Viéc thay thé nay c6 nghia la
gbc R tich dién duong va phan cuc khong con nita. Piéu d6 di lam giam hon 95%
hoat tinh ctia enzyme. Histidine 12 mot acid amin dugc xép cing nhom véi Arginine
nhung cong thirc cdu tao c¢6 di vong imidazol & vi tri beta, khong gidng véi
Arginine. Viéc thay thé arginin thanh histidine tai codon 463 trong d6t bién Kaiping
(c.1388G>A) lam giam 70 — 90% hoat tinh cua enzyme G6PD % Cuy thé voi
truong hop co chira hai dot bién nay trong nghién ciru cau ching t6i hoat do enzyme
do duoc 1a 32,7 TU/10HC. Pay 14 hai bién thé phd bién nhat & khu virc mién Nam
Trung Qudc, nghién ctru ciia Chiu D.T.Y va cong sy nam 1993 ciing cho két qua
tuong ty khi chi ra r::ing dot bién Canton cé hoat do enzyme 4,9% va dot bién
Kaiping c6 hoat d6 enzyme 8% so v6i ngudi binh thuong *"**°. Mot nghién ctu
khac ctia Ainoon O va cdng su tai Malaysia nam 2002 ciing cho théy, hoat do
enzyme G6PD & nhitng ngudi c6 dot bién Canton va Kaiping chi bang 10% hoat d6
& nhitng ngudi khong thiéu hut enzyme G6PD .

Qua két qua cua nghién ctru nay, mot dac diém tha vi vé dic diém phan bd cac
bién thé khu vuc Péng Nam A ciing can duoc dé cap la sy ving mit cuia G6PD
Mahidol trong cong dong cac dan toc ngudi Viét Nam trong cac nghién ciru trude
day o khu vyc mién Bic Viét Nam ma chi dugc tim thdy tai cac tinh phia Nam
nhung v6i mot ty 16 khong nhiéu tai Dak Lik va Dak Nong ty 1¢ 1an luot 1a Mahidol
v6i 6,15% (4/65) va 4,62% '®1%. G6PD Mahidol 1a bién thé chu yéu cua cac
Myanmar va Thai Lan **'%°. Si ving mit cia G6PD Mahidol tai khu vuc mién Bic
c6 thé 1a két qua cua viéc khong c6 quan hé gan giii voi cac bo toc Myanmar voi

Viét Nam tir trude cho dén nay, vi 1anh tho cia ho 13 twong ddi xa X0i o Tuy nhién
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su xuat hién cua né & khu vuc mién Tay Nguyén, noi cé dia Iy gan giii giao thuong
v6i Thai Lan va Myanmar hon. Dong thoi nghién ctru nay ciing khong thdy su xuat
hién cua 5 bién thé méi duoc phat hién gén day ¢ khu vuc Bao Loc, tinh Lam Déng
va thanh phd HO Chi Minh thudc mién Nam Viét Nam nhu G6PD Hd Chi Minh *!
tiép theo 1a G6PD Bao Loc *° va G6PD Viét Nam 1,2,3 17 dugc phat hién tir ngudi
Kinh & mién Nam Viét Nam hodc ciing khong gip 2 bién thé méi duge tim thiy tir
cac nuéc Pong Nam A: G6PD Songklanag me (196T> A) tir mién nam Dan sb Thai
130, va mot dot bién maoi, 94 C> G, tir quén thé Mon & Myanmar 109 Cac dot bién
trén déu duoc phat hién & cac nghién ciru véi 1 ¢& mau rat nho 14 1 truong hop.
4.2.3.2. Két qua xdc dinh dot bién gen GO6PD theo ddn toc

Phan tich vé su xuét hién cua 14 dang dot bién theo cac dan toc tai bang
3.6 cho thiy trong 5 dan tdc dugc nghién ctru, nhiéu nhat 1a nguoi Kinh véi 201 tré
(chiém 59,29%), gap nhiéu loai dot bién nhéat. Cu thé v6i 10 dang dot bién, dién
hinh 1a cac dot bién c6 ngudn gbe tir Pong Nam A va Trung Quédc bao gdbm G6PD
Viangchan, Kaiping, Canton, Union, Gaohe, Quing Yan, Chinesse 5, trong dé
G6PD Viangchan chiém ty 1é cao nhat 61/203. Véi cac dot bién it gap va lan dau o
Viét Nam duy chi c6 G6PD Taiwan2 chi gap ¢ dan toc Kinh. Tuy nhién nhu ching
t6i ciing da nhan thdy mot diém yéu trong nghién ciru ndy con chua iy duoc toan
b sb tré so sinh da qua sang loc tir cac tinh nén chwa du dé phan anh dugc dung ti
1é méc bénh cling nhu ty I¢ cac dot bién & cac dan tdc khac nhau. Sau nguoi Kinh
dén nguoi Muodng véi 55 tré (chiém 16,22%) c6 8 dang dot bién 1a G6PD Union
21/55, Canton 14/55, Viangchan 9/55, Kaiping 5/55, Gaohe, Chinese 5 mdi loai co
2/55, G6PD Comibra Shunde 1/55 va ciing thay co6 1 loai chua timg thay xuét hién
& ngudi Viét Nam 1a G6PD Dia Trung Hai 1/55. Nguoi Tay véi 44 tré (chiém
12,98%) nhung ciing c6 dén 9 dang dot bién khac nhau, trong 6 G6PD Union ciing
chiém da phan 21/44, d¢én G6PD Kaiping 13/44, Viangchan 11/44, Canton 8/44,
Gaohe 6/44, dang G6PD Valladoid 2/44 va NanKang 1/44 1an dau thay ¢ Viét Nam
nam ¢ nhom ngudi nay, con lai GBPD Union, Quing Yan, Chinese 5 mdi bién thé
déu xuét hién 1 truong hop. Ngudi Nung co6 21 tré (chiém 6,19%) véi 7 dang dot
bién déu di ting tim thdy & Viét Nam, trong d6 chiém nhiéu nhat 1 G6PD Kaiping
8/21 va Canton 4/21. Sau d6 dén G6PD Gaohe 2/21, con lai G6PD Orissa,
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Viangchan, Chinese 5, Union mdi loai c¢6 1 trudng hop. Cubi cing 1a ¢ dan toc
Thai, c¢6 18 truong hop (chiém 5,31%) voi su xudt hién cta 6 bién thé khac nhau,
trong d6 nhiéu nhat lai 14 G6PD Kaiping 7/18 va Viangchan 4/18. Con G6PD
Union, Canton, Chinese 5 mdi loai c¢6 2/18 va it nhat 1a G6PD Gaohe 1 trudng hop.
So sanh nghién ctru ndy véi cac nghién ciru trude diy chung toi thdy déu thiy
coO su tuong déng vé phan bd cac loai dot bién theo cac dan tdc. Theo tim hiéu cua
chung t6i, O mién Bac Viét Nam da c¢6 3 nghién ctru phan tich phan tir cac bién thé

15,18,112

G6PD da dugc bao cao cho dén nay va khu vuc mién Trung va mién Nam

16,17,91,12 A 5 i 3 kié
01912 nhung déu cho con s6 G6PD Viangchan 1a kiéu

v6i nhiéu nghién ctiru hon
xudt hién troi nhat & ngudi Kinh va dong thoi nhém nguoi Kinh so hitu nhiéu loai
bién thé pho bién tir Pong Nam A va Trung Qudc chang han nhu G6PD Gaohe
(95A> G), Canton (1376 G> T), va Kaiping (1388 G> A), Chinese 5
(c.1024C>T),... Piéu nay duoc giai thich do dan toc Kinh c6 ngudn gdc tir nhiéu t6
tién khac nhau va méi lién hé lich st chit ché giita Viét Nam va Trung Qudc co tir
hon 2.000 nidm truéc thdi nha Han nén rd rang nhitng bién thé co6 ngudn gdc tir
Trung Qudc nay dd duoc dua vao dan toc Kinh tir 1au doi. Ngay tir nhitng nghién ctru
so khai d4u tién vé phan tir dot bién gen G6PD di ndi 1én diéu nay. Trong nghién ctru
nay ciing cho thiy sy phin bd tan suat cta cac bién thé GEPD trong dan s Kinh kha
giéng véi dan toc Thai va thé hién ngudi Théi co thé gidng nhu ngudi Kinh, d& dang
chép nhan két hén véi cac thanh vién cia cic dan toc khéac tir Campuchia, Lao,
Myanmar, Trung Qudc va Chau Dai Duong *!. Déi véi dan toc Mudng va Tay, phd
bién nhat 13 bién thé G6PD Union. Dy 1a dang bién thé thudc 16p II duoc tim thiy lan
dau tién ¢ ngirdi TAy Ban Nha c6 ngudn gdc Gypsies thudc mot nhom bo lac tir Tay
Bic An D6 di cu vao Trung va Ty Au. Ngay tir nhitng nghién ctru rat sém da thiy

5 2. Tom lai, su phan bd tan suat cua

rang bién thé nay c6 phan phdi trén toan thé gi
cac bién thé G6PD trong dan s6 Kinh, Thai, Mudng, Tay, Nung trong nghién ctru nay
v6i cac nhom dan toc khac & Pong Nam A 13 kha phong pht cho thdy mdi lién hé di cu
va s troi dat di truyén nhu nhom dan toc khac cia cac nude Pong Nam A. Nhitng phat
hién hién tai cua chung t61 da x4c nhan sy hién dién cta tan suét phan bd céac bién thé

G6PD ¢ mién Bic Viét Nam giéng voi phan bd tan suat duoc xac dinh trong nghién ciru
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trude ddy. Do d6, c6 kha ning 13 ngudi Viét Nam da két hon véi cac dan toc Trung Québc
hodc chau Pai Duong, dan dén su du nhdp cia cac bién thé nay vao dan s6 ctia minh.

Tuy nhién khi so sanh v6i cac dan tdc khu vuc mién Trung va Nam B¢
chiing t61 théy c6 su khac biét theo dan tdc vé su xuét hién cua mot sb bién thé it
gip. V6i cac tinh khu vue Tay Nguyén tai tinh Pak Lik cho thiy ciac nhom dan
toc Tay, Nung, Muong, Sach, Thai, Kinh, H’'Mong va E Dé thi G6PD Viangchan va
Mahidol gip nhiéu nhat trong d6 Mahidol gip dan toc Tay, Nung, Mudng, Sach,
Thai, Kinh, H’Moéng va Vianchang c6 mat ¢ dan toc Tay, Nung, Muong, Sach,
Kinh, E Dé. Ngoai ra, bién thé Canton ciing gip trén cac nhom dan toc Tay, Nung,
Sach, Kinh va Dao véi ty 18 9.2% va ¢6 1 ca c6 bién thé Kaiping (0,8%) ¢ dan toc
Mudng'?®. Con tai tinh Dak Néng thi ciing 14 Viangchan nhiéu nhét, dén Mahidol
va Canton. Khi phan tich gop theo nhom dan toc di cu tir phia Bic vao Tay Nguyén
thi thdy nhom dén tdc di cu tir cac tinh mién nui phia Bic ¢ bién thé Viangchan ¢o
18,46%, Mahidol 1a 4,62%, va Canton 1,54%. Trong khi d6, trén nhom dan toc ban
dia, loai bién thé Vianchang chiéu wu thé 70,77% va Canton 12 3,08% va Mahidol 13
1,54% thap hon .

Dé ¢6 cai nhin téng thé va d?ly du ve su phat hién cac dang dot bién khac nhau
& cac dan toc ving mién khac nhau & Viét Nam chung t6i c6 bang 4.3 thdng ké cac
nghién ctru thiéu enzyme G6PD tur trude dén nay dugc thuc hién trén cho théy 13
dan toc khac nhau véi 20 loai dot bién duoc phat hién, trong d6 ching t6i da gop
phan phat hién & 5 dan toc v6i 14 loai dot bién.Véi 8 nghién ciru vé dic diém va ty
18 cac bién thé dot bién G6PD & Viét Nam tir trude dén nay da cho ching ta mot cai
nhin twong ddi bao quat vé cac bién thé

Tuy nhién, cin c6 cac nghién ctru su hon dua vao cong dong can duoc thue hién
dé xac dinh murc d6 pho bién, phan bd va twong quan kiéu hinh cta céc bién thé nay &

cac nhom dan tdc khac nhau va ¢ cac khu vuc dia Iy khac nhau.
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Bdng 4.3. So sanh sw xuat hién cdc dot bién trén cdac din toc voi cdac nghién ciru tai VN
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1. Gaoha 20-1--13|-|-|-|-]|-(1|2|1/1]|-11|1]|-]|1 - - -l-]-1-1-1-1-1-11512(6|2]|1
2 Orissa 31 -1-1-1-1-/-1-1-1-|-1-1- - - - - - - -l -1-1-13]-/-11]-
3 Quing Yan 5{-1-1-|-1-1-1-1-1-1- -1 - - 4 -l -] -] - -l--112(-11)-]-
4 Valladolid 51--1-1-1-1-1-1-1-1-{-1-1-1-1-|/-1-1-+ - - S e e B e B B I B 2 B
5. NanKang 6-|--1-1-1-1-1-1-1-'\-1-{-1-1-/-1]-/- - |- -l- - -
6. PiaTrungHai (6 |- |- [- |- [-|-|-|-|-|-|-|-|-]-|-/[-]|-]/- - - -l -l -]-]-]O0f2f-]-]-
7. | ComibraShunde |6 |- |-|-|-|-|-|-|-1]-/- -l -0--121-]- I e B O T e B I e O I A ¢ 2 I A R A
8. Viangchan 98|16 1113 (20|14/111|13|9|3|6|5|-1(20(13|13|12|32|1|1|2|1|1|6|1|1|40/6|61|911|1 |4
9, Chatham of-1-1-1al-1-1-1-1--1-1-1-1-1-1-1-1-
10. Chinese-5 - - -1-1a--1-1--1-1-1-1-1-14]1]- 70-1-1-1-1-1-1-1-1-1-19]2]1]1]2
11 Taiwan 2 - -{--1-1-1-1-1-1-1-1-1-/-1-1-1-1]- - | - - - -] -
12 Union 1 -|-{713|8|1|-|-|[-]-[2]2]2|-]|-]|-|-]2|2]|5]- Sl -l24 21112
13 Canton 1201 -|-|1a|3|-[4]3]-|-|-|-|5|-|-]-]-1|8|2[8]-[3]-]|-|-|-]-|1]1|1|35]14|8]|4]2
14 Kaiping w20-1-1-171-1-1-1a[-1[-1-1-13[-1-[-1-]2/|12[11]- ---1-]-1-]-]-]40|513|8]7
15.1 Silent 1 o083 - - - -]--]-1-]-|-1383]21|3]- [17] - N
15.2 Silent 2 B i i e e e e I I T I e e e e e e e e e e N
16 Bao Loc 20-1-1-1-1-1-1-1-1-1-0/-1-1al-1-1-1-"1-01-"0/-01-"1-"1-"0/-0/-0\-'1-\1-1-1-1-/1-1-/-}-
17 Vietnam1 2 -1 -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1al-1-1-0/-"1-0/-1-0[-|-1\-0[-/[-1-1-1-1/0-1-1-/|-
18 Vietnam2 2 -1 - - - - - - - - - =11
19 Vietnam3 Sl-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-|-1-1-|-{2]|-1-1-]1-]- R
20 | HoChiMinh |- |-|-{-|-|-|-|-|-1-1[-1-1-[-[-1-[-[-"[-[-"[]a’ -"|-[-|-|[-[-[-[-/-V-|-/-/|-]-1/-
21 Mahidol S| -[-1-|-]--1-{-1-|-[-[-|-|-[-]-]-/2]|-]/- -2 - -a ) - -]
9116|7144(18|21|18|5|1|4(12|5(19|/5|1(64|35(30|18(85|1(4|2|2|1|8|1|2|41| 8 |201|55|44(21|18

Ghi chu: Cac 5o liéu trén cua Viét Nam dwoc bao cao tir

16,17,90,91,105,112,126,128
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Bing 4.4. Bing théng ké sw phin bé cdc dang djt bién G6PD phé bién theo cac nhom tjc chinh cia cdc nwéce khu viee Dong Nam
A trong nhitng nghién cvwu gan day >3

Quoc gia Viét Nam | Lao | Campuchia -IILZ?]I Myanmar Malaysia Indonesia Philippin
Dan tc Kinh | Khac | Lao |Khmer|Khac| Thai |Mién|Khac|Ma Lai| O.Asli| Java |Nhép cw
Viangchan (871G> A) | 164 19 245 637 5 169 9 3 36 6 7 31 6
Mahidol (487G> A) 7 10 97 701 | 260 18 2
Vanua Lara (383 T> C) 3 95 1
Dia Trung Hai (563C> T) 5 1 2 25 5 2
Coimbra (592C> T) 2 6 3 4 5 1 11
Chatham (1003G> A) 2 31 8
Kaiping (1388G> A) 14 7 50 13 10 2 30
Canton (1376G>T) 13 8 9 38 16 2 4 4
Chinese-5 (1024C>T) 11 1 3 3 2
Quing Yuan (392G> T) 5 6 7 8 8
Chinese -3 (493A> G) 4
Gaohe (95A> G) 2 3
Union (1360C> T) 9 25 4 19 4 2 38
Khéc 5 1 1 6 2
1311T/93C * 50 21 9 95 3 57 5 1
Téng cong 275 41 298 675 5 397 762 | 378 101 68 24 202 58
Ghi chii: Cdc s6 liéu cia Viét Nam dwoc bdo cdo tir 101216-18,91,163 ' ¢ 5 liéu vé Lao dwoc bdo cdo tir 1012,131,139,164. ¢ f liéu vé
Campuchia dwoc bao cao tir 4.10.161,164.165. ¢ lieu cua Thai Lan dwoc bao cado tir 10.12,55,93,99.106,107.119.127.130,164. ¢ f lieu cua Myanmar
dwoc bao cao tir 43’164‘166; s6 lidu cuia Malaysia dwoc bao cao tir 12‘51'141'151’155’164; 6 lidu vé Indonesia dwgc bdo cdo bcing tiéng Java,

12,50,51,141,144,151,155,163,164 12,50,144,163,164,167,168 ,

Betawi va Sundan , ; 86 liéu ciia Philippines dwoc bdo cdo tir 164,169,170
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4.2.3.3. Két qua xdc dinh dot bién gen G6PD theo I6p va hoat do enzyme

Mot khia canh nita can phén tich qua két qua nay 13 hoat 4 enzyme cua céac
tré em mién Bic Viét Nam do cac bién thé G6PD giy ra. Nhu ndi dung vé thiéu
G6PD da duogc 1am rd trong nghién ctru nay, mirc nhau nghiém trong ctia bénh thay
dbi tuy thudc vao hoat dong cua enzyme con lai va lién két co cht, chung bi anh
huong boi loai dot bién khac nhau. To chire Y té Thé gidi (WHO) phan chia 5 phan
16p dua vao chtrc ning hoat dong enzyme va mtc do anh hudng dén lam sang,
trong d6 phan 16p I, thiéu G6PD ning khi hoat d6 enzyme <10% va c6 biéu hién
lam sang thuong dé lai hau qua nghiém trong, thiéu mau tan mau HC khong hinh
cau man tinh (CNSHA), bénh nhan thudng c6 tién st vang da ning, thiéu mau can

2 oA ’ < A A
832 Tuy nhién céac bién thé

phai truyén mau, ghi nhan c6 ting HC ludi va lach to
thudc loai nay thuong khong pho bién va hiém xdy ra trén quan thé. Lép 11, thiéu
G6PD nang khi hoat d§ enzyme <10% va cé biéu hién 1am sang voi thiéu mau tan
mau cip tinh, timg dot, loai nay phd bién hon & cac nudc chiu A va Pia Trung Hai.
Lép 111 dugc coi 1a thiéu G6PD nhe va trung binh khi hoat d6 enzyme 10-60%, c6
con tan mau cap khi tiép xtic voi cac tac nhan oxy hda.Con lai 16p IV va V thiéu
G6PD rét nhe hoic khong khi hoat d6 enzyme >60%, khong c6 biéu hién 1am sang
va rat hiém gip.

Trong nghién ctru nay, khi phan tich theo muc d6 qua hoat d§ enzyme G6PD
qua bang 3.7 cho théy: hoat dong enzyme cua 350 bénh nhan nhi dao dong tur 0-
186,1 U/10™ HC véi mirc trung binh chung 1a 41,3 + 35,9 U/10* HC, trong d6 thip
nhat & 1 bénh nhi nam c6 muc enzyme 1a 0 va cao nhat ciing 1a 1 bénh nhi nam c¢6
ndng do6 1a 186,1 U/10"? HC. Chia theo téng bénh nhi thiy cao nhit c6 66,29% bénh
nhan c6 noéng d6 G6PD mirc do vira, 29,14% nhém bénh nhan mirc do ning va thap
nhat c6 4,57% nhom bénh nhi ¢6 mtc do nhe. Diéu nay ciing phu hop véi cac
nghién ctru trén thé gidi cling nhu ¢ Vi¢t Nam. Sy khac biét cua cac muac do
enzyme c6 ¥ nghia théng ké véi p<0,05. Hau hét cic nghién ciru déu cho thay
khong co mbi lién hé gitra hoat d0 enzyme v61 muc dd ndng, nhe cua lam sang ma
thuong do hién tuong tiép xic véi cac tac nhan gy 6xi hoa. VA quan trong nita,

hoat d§ cting nhu cdc dau hi¢u lam sang, cac bién chiing xay ra con I¢ thudc cac
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dang bién thé c6 nam trong nhém cAu triac cua enyme véi vi tri 6 chira nhitng acid
amin c6 tinh dong nhat cao thudng 1a ving c¢é chirc ning quan trong hay khong?.
Nhitng dot bién x4y ra & xa ving nay thi enzyme it thay d6i chirec nang nguoc lai dot
bién x4y ra xung quanh vung nay hay tai chinh ving ndy s& dan t&i thay doi nhiéu
vé mat chuc ning. Trong cac dot bién gay bénh thiéu hut G6PD, nhitng dot bién tai
vi tri xa ving gan NADP" hay xa vi tri gan co chat G6P thuong it giy anh hudng
nghiém trong dén chirc ning cta enzyme va nguoc lai. Cau tric cta enzyme vi tri
¢6 chira nhitng acid amin c6 tinh dong nhat cao thudng 1 ving c6 chirc ning quan
trong. Vi vay, nhiig dot bién xay ra ¢ xa ving nay thi enzyme it thay doi chuc
nang nguoc lai dot bién xay ra xung quanh ving nay hay tai chinh ving nay s& dan
t6i thay doi nhiéu vé mat chirc ning. Trong cac dot bién gy bénh thiéu hut G6PD,
nhing dot bién tai vi tri xa ving gan NADP" hay xa vi tri gdn co chat G6P thudng it
gy anh hudng nghiém trong dén chirc niang ciia enzyme va nguoc lai. Exon 10 13 vi
tri da dugc ghi nhan nhiéu dot bién nhat trén gen G6PD, 86% dot bién nim trén
ving nay duoc xép vao phan 16p 1, day 1 nhirng dot bién tap trung quanh cac ving
gén G6P va NADP" nhu cac vi tri acid amin 360-365, 374-388, 389-395 va 408-
414 %%, Trong nghién ctru, chung tdi cling da tién hanh khao sat trén toan bd exon
10, tuy nhién khong ghi nhan trudng hop bénh nhin nao co bién doi o vi tri nay.
Phan 16p loai II v6i diac diém thiéu vira, hoat do enzyme 10-60% so véi hoat
dong binh thudong (twong tng 20-120 U1/10™ HC), phan 16p loai III véi dic diém
thiéu nhe, hoat do enzyme 60-150% so vo1 hoat dong binh thuong (twong ung 120 -
200 UI/10" HC). Tuy nhién su phén biét giita cac 16p khong phai luén ludn 13 rang,
nhimg dang dot bién duoc liét ké trong 16p I nhung xét vé mit hoat d6 enzyme thi
tham chi lai cao hon mot sd bién thé duoc xép vao phan 16p III. Viéc phan loai cac
bién thé thanh loai I va III con gy tranh cdi nhiéu hon vi dit lidu tich lily trong
nhiéu nam cho thiy sy bién doi cyc ky 16n vé tinh ning cua protein va rat it khac
biét vé& hoat tinh enzyme con lai. Do do, hoat tinh cia enzyme dugc st dung dé
phan biét gitra cac 16p duong nhu khong du dé phan loai chinh x4c vé nguy co tan

méu *. Phan loai cia WHO d6i khi cling bi hiéu sai va dugc st dung nhu mgt phan
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loai kiéu hinh cua “céc ca thé” thay vi phan loai cac hoat dong enzyme con sot lai
dugc quan sat thdy ¢ nam gidi di hop tir v6i bién thé cy thé *.

Piéu nay ciing duoc nhan thay trong nghién ctru ciia chung toi, qua bang 3.8
cho thdy Theo phén loai cia WHO thiéu enzyme G6PD c6 5 16p (I-V). thi tit ca
cac dot bién dugc phat hién déu thudc phan 16p 11, 16p 111, khong co bién thé nao
nam trong 16p I va 16p IV, V. Lop II ¢6 8 loai dot bién v6i 280 bénh nhan chiém
82,6 %, 1op I c6 5 loai vé1 59 bénh nhan chiém 17,4% (dang Taiwan2 dugc du
doan thudc 16p nay). Hoat d6 enzyme trung binh cua 16p 11 1a 38,7+34,82 U/10"2HC
va 16p 111 1a 53,6+39,78 U/10"HC, va sy khac biét vé hoat d6 enzyme cua 2 16p nay
¢ y nghia thong ké véi p<0,05.

Tuy nhién bénh nhan c6 cing kiéu dot bién nhung hoat d6 enzyme twong ddi
chénh léch nhau dan t&i dai phan b6 hoat d6 enzyme cuia modi dang dot bién tuong
d6i rong. Nhom 16p II voi 8 dang dot bién, G6PD Viangchan do dao dong cua
enzyme tr 1,01-159,1 UI/10* HC; G6PD Kaiping 0,3-186,1 UI/10* HC; G6PD
Canton 1,7-173,3 UI/10" HC; G6PD Union 0-152 U1/10* HC déu twong tng vdi ca
thiéu nghiém trong, vira va nhe. Con lai 4 loai d6t bién G6PD Valladolid c6 2 bénh
nhi: 43,1 va 53,1 UI/10** HC, G6PD NanKang véi 1 bénh nhi c6 ndng dd enzyme
26,7 UI/10"? HC va tuong ty G6PD Dia Trung Hai va G6PD Comibra Shunde du
c¢6 1 bénh nhi véi hoat d6 enzyme twong tung 15,5 U1/10"? HC va 67,7 U1/10"2 HC
déu thudc muc do vira. Trong cac dot bién 16p 111, van c6 céc bién thé c6 hoat do
enzyme muc do nang nhu G6PD Gaohe c6 hoat do enzyme 10,1-94,7 UI/10* HC
va G6PD Chinese-5 la 0,01-163,8 U1/10" HC. Nhu vay, didu nay khong phu hop
v6i cac phan loai cia WHO vé thiéu hut mirc d6 II 1 nghiém trong hodc I1I 13 vira
dén nhe. Con lai 3 d6t bién cua 16p 3 1a G6PD Quing Yan, G6PD Orissa va G6PD
Comibra Shunde c6 véi hoat do enzyme twong tmg 28,3-167,6 U1/10"* HC, 27-78,9
va 123,4 UI/10* HC déu thudc mirc d6 vira va nhe. Mot sb tac gia cling da chi ra
han ché ctia hé théng phan loai cia WHO 1a né thuong dya vao mdt ) lugng nho
cac quan sat va phuong phap luin phong thi nghiém khong duoc tiéu chudn hoa **°,

Hon nita, viéc sir dung tlly ¥ gia tri gidi han ctia hoat tinh enzyme 10% dé phan biét
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gifta cac bién thé loai II va III khong duoc tim thiy c6 lién quan dang ké dén mirc
d6 nghiém trong cta ching tan mau 1am sang trong mot s6 nghién ctiru *2 Gén day
khi nghién ctru vé trong quan kiéu gen, kiéu hinh & tré so sinh, c6 tac gia cho rang,
thiéu G6PD rat khong déng nhét vé cac biéu hién sinh hoa, 1am sang va phan tur, cac
d6t bién G6PD khac nhau da tao ra mot loat cac kiéu hinh 1am sang va sinh hoéa
chdng chéo giira cac bién thé loai I, II hodc III. C6 su thay doi rong rii trong hoat
dong cua enzyme O cac ca thé thiéu G6PD, ngay ca & nhitng ngudi co cung kiéu
gen, cung v6i phd dot bién khong ddng nhat, can tré viéc phan loai cac bién
thé G6PD theo phan loai hién tai cia WHO *"*. Cac ty 16 dong xuat hién trai nguoc
nhau gitta cac mirc do thiéu hut trAm trong/trung binh dén nhe va cac bién thé G6PD
da dugc tim thdy trong nghién ctru hién tai cua chung t6i va trong mot s6 nghién
clru truge d6 10217133147 ung ho viéc dé xuat xem xét lai hodc phan loai lai hé théng
phan biét hoat dong enzyme G6PD cua WHO da duogc thiét lap. Gan day nhat, mot
s6 phan tich in-silico da dugc cong bd cho thiy cac du doan vé thiéu hut enzyme
can chi dua trén hoat tinh ctia enzyme dugc danh gia trong mét sy kién tan mau, dir
lidu kiéu gen, cic dic diém kiéu hinh va 1am sang t6t hon dé c6 ¥ nghia cho thuc
hanh 14m sang dwa vao phén loai dic biét voi danh gia trén phu nit di hop tu 3128172

Trong nghién ctru, c6 11 truong hop chua xac dinh dugc dot bién qua khao sat
trén cac exon. Nhiing truong hop ndy c6 hoat d6 enzyme twong ddi thap dao dong
trong khoang tir 0,32 dén 111,27 U/10"HC. Cac dot bién gy bénh trén cac truong
hop nay c6 thé duge xac dinh duge khi khao sat trén cac intron ciia gen G6PD. Diéu
nay cho thiy van rat can nhitng thim do duoc tién hanh v6i ¢& miu 16n va trén toan
bd ca cac exon va intron gen G6PD v6i k¥ thuat hi¢n dai hon ntra. Tt d6 co thé xay
dung ban do phan bd cac dot bién tai Viét Nam 1a co s dit liéu phuc vu cho nghién
clru, sang loc bénh & nhitng khu vuc c6 tan sudt mic bénh cao giup cho cong tac
phong bénh hiéu qua va giam dang ké cac nguy co xay ra cac bién chimg nguy hiém
cua bénh nhu tan mau d@)ng thoi tao diéu kién thuan loi cho cong tac tu van di

truyén bénh. Viéc nim duoc cac dot bién thuong gip trong dan cu Viét Nam nodi
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chung va cac dan toc néi riéng ciing hd tro cho viée thiét 1ap cac cong cu chan doan
duoc dé dang, chinh xac hon.
4.2.3.4. Két qua xdc dinh dét bién gen G6PD véi hoat do enzyme va kiéu gen

Phén tich vé dic diém mirc d6 enzyme va mdi twong quan kiéu gen, kiéu hinh
ctia cac dot bién qua bang 3.7, 3.9 cho thay: 301 nam gidi c6 dot bién dang di hop
tr (Hemozygous) ciing 13 tong s nam gidi bi bénh c6 hoat dong enzyme 1a 35,9 +
30,9 U/10"™ HC con 38 nit gidi co hoat dong enzyme la 82,3+45,81 U/10* HC trong
d6 c6 2 dang kiéu hinh: 29 truong hop dong hop tir (Homozygous) véi hoat dong
enzyme 56,1+42,1 U/10* HC va 9 trudng hop di hop tir (Hetezygous) c6 hoat dong
enzyme 89,6 + 44,6 U/10™ HC. Khi so sanh hoat dong enzyme giita nhom nam dj
hop tir va nit di hop tir c6 su khac biét c6 y nghia théng ké véi do tin cay 99% (pl
<0,01); mirc d6 enzyme giita nhém nam di hop tir va nir dong hop tir va nit nit di
hop tir va nit dong hop tir cling c6 su khac biét c6 ¥ nghia thong ké vai do tin cay
95% (p2,3 <0,05). Khi danh gia mic do enzyme theo d6 theo gid tri cao nhét va
thap nhét cho thdy: Hoat do enzyme thap nhat xdy ra & ca 2 d6i tugng nam gidi di
hop tir va nit dong hop tir déu & dot bién dang G6PD Union, dot bién thudc 16p II
theo phan loai cia WHO: ¢ 1 nam gidi di hop tir hoat do enzyme bang 0 U/10* HC
va 1 nit ddng hop tir 1a 2 U/10™ HC. Nhung hoat d6 enzyme thp nhit trén nit di
hop tir bang 12,5 U/10"2 HC lai xay ra trén dot bién G6PD Canton ciing thudc 16p
II. Hoat 6 enzyme cao nhét xdy ra nam gidi nong do enzyme bang 186,1 U/ 10*2
HC véi dot bién G6PD Kaiping ciling thuoc 16p II, con nir déng hop tr ¢6 hoat do
enzyme cao nhit 1a 116,2 U/10* HC v&i dot bién G6PD Chinese 5 va nit di hop tur
c¢6 hoat do enzyme cao nhét 1a 167,55 U/10* HC vé6i dot bién G6PD Quing Yan,
déu 1a cac dot bién thudc 16p I1I. Nhu vay, khi tat ca nam gidi mang bat ky loai bién
thé G6PD nao déu c6 biéu hién thiéu hut enzyme déu c6 thé & cac mic do tir
nghiém trong, vira va nhe nhung 96,8% 13 vira va ning. Diéu nay hoan toan phu hop
vi & nam do chi c6 mdt NST X, nén khi bi dot bién thuong 1a thiéu hoan toan, néng
d6 enzyme thip hon han. Hoat dong cua enzyme G6PD & phu nit di hop tir ciing
dao dong gitta mirc do thiéu hut ning, vira va nhe nhung 95 % la vira va nhe. C6 hai

truong hop nit di hop tir ¢6 hoat do enzyme mirc d6 ning (< 20 UI/10"HC) 1a mot
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truomg hop v6i G6PD Kaiping véi 12,5 U/10* HC va G6PD Union véi 20 U/10%
HC. La mot dic diém lién két véi X, sy biéu hién cia su thiéu hut G6PD ¢ phu nir
di hop tir theo 1y thuyét cua Lyon. Do su bat hoat ngdu nhién ciia mot trong hai
NST X sém trong doi sdng phoi thai, ¢6 thé tim thdy hdn hop té bao binh thuong va
thiéu enzyme. Do d6, nhitng con cai di hop tir thé hién sy bién d6i ciia biéu hién tuy
thudc vao muc do kham *. Vay hai bénh nhén nit di hop tir nay c6 hoat d6 enzyme
dudi 20 TU/10"HC c6 kha nang 1a do mét trong hai NST X trong té bao & nit da bi
bat hoat tir giai doan sém cta thoi ky phoi thai, sau d6 theo qua trinh phan bao, né
dugc nhan 18n tao thanh co thé dang kham giita nhiing té bao c6 NST lanh va NST
mang gen dot bién véi cac ty 1¢ khac nhau. Trong truong hop nay c6 2 quan thé HC:
mot quan thé binh thuong va mot quan thé thiéu G6PD. Ty 1¢ giira hai quan thé HC
nay 1a khong phai luén dong déu. Mot s it truong hop, cac HC bat thuong chi
chiém 1%, nhung ciing c6 khi 1én dén 99%. Ngoai ra, con c6 1 trudng hop nir khac
trong nghién ctru ¢6 hai dot bién di hop tir Canton va Kaiping, c6 hoat d6 enzyme
do duogc 1a 32,7 IU/10"HC duge xép vao nhoém mirc do vira, hai dot bién nay co vi
tri twong d6i gan nhau trén exon 12 va déu duoc xép vao phan 16p II theo su phan
loai cta to chuc y té thé gidi, 1a hai bién thé phd bién nhat & khu vuc mién Nam
Trung Qudc.

Thiéu G6PD & nir ¢6 hai dang: thiéu G6PD dong hop tir va thiéu G6PD di
hop tir. Cac trudng hop thiéu dong hop tir 1a ca hai X (1 nhan tir bo va 1 tir me) déu
bj dot bién, truong hop nay thudng hiém gip hon, & nit hay gip hon ca 1a cac dot

100201 “Theq quan sat cta chung t6i, 9 truong hop nir déng hop

bién dang di hop tir
ttr chi ¢6 2 muc do thiéu hut nang va vua va con phu thudc vao bién thé dot bién.
Mtc do ning xay ra & 1 dot bién G6PD Unoin véi 2 UI/10% HC va dot bién G6PD
Viangchan véi1 15.3 Ul/ 10** HC. So sanh két qua nay véi cac nghién ctu khéc trén
thé gidi cho thay ciing cho két qua tuong tu, cac nam gidi di hop tir va nir dong hop
tir thuong cho két qua hoat do gen trdm trong hon so nit di hop ti *102139173

Tuy nhién, cac tac gia cling cho ring cac phuong phap dinh tinh va dinh luong
enzyme G6PD d phét hién khong t6t cac truong hop thiéu G6PD & nit. Trong phuong

phap danh gia do nhay va do dac hi¢u cta phuong phap Akira Hirono so v&i phuong



123

phép dinh Iugng, Ta Thi Tinh va cdng su da nhan xét phuong phép c6 do nhay 79% va
do dac hidu 97% néu phat hién ca hai giéi. Do nhay tang 1én 92% néu chi phat hién &
nam va giam xudng con 63% khi phat hién & nit.
Exon
1

Gaohe 95 A>G
2

Orissal41C>G 3__——

Quing Yan 392 C>G
5 A— Valladoloid 406 C>T

NanKang 517 T>G

Dia Trung Hai 563 T>C

Coimbra 592 C>T 7

Viangchan 871 G> A

Chinese5 1024 C>T

Taiwan 2 1330 G>A

Silent 1311 C€T Union 1360 C>T
Canton 1376 G>T

Kaiping 1388 G>A

Hinh 4.1. Vi tri cdc dang djt bién trén gen G6PD
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4.3. Phan tich dt bién gen G6PD & mét s6 gia dinh

T 341 tré thiéu G6PD tai muc tiéu 1, can cir vé tiéu chi chon cac gia dinh, ching
t6i tién hanh thu thap dugc mau cta 25 gia dinh bao gdm 20 gia dinh tir 20 tré nam va
5 gia dinh tir 5 tré nit thiéu enzyme G6PD. Tong s6 152 ngudi dd duoc tién hanh iy
mAu mau 1am xét nghiém. Qua nghién ctru chiing t6i thu dugc két qua nhu sau:
4.3.1. Mt sé dic diém dia dw, dén toc ciia cdc gia dinh

Vé dia du va dan tdc, tir 339/350 tré em thiéu G6PD c6 dot bién gen thudc
muc tiéu 1 thudc 28 tinh/thanh mién Bic Viét Nam ching t61 lya chon 25 gia dinh
thudc 14 dja du tinh/thanh khu muc mién Bac Viét Nam, mdi tinh/thanh c6 1-2 gia
dinh thiéu G6PD, trong d6 Ha Noi c6 4 gia dinh chiém ty 1¢ cao nhét, sau d6 dén
Hai Duong: 3 gia dinh, Hung Yén, Cao Bang, Hai Phong, Bic Giang, Pién Bién,
Lao Cai, Ninh Binh mdi tinh c6 2 gia dinh, con lai Hoa Binh, Bic Ninh, Lang Son,
Yén Bai mdi tinh ¢6 1 gia dinh thiéu G6PD, dam bao phan bd trong 28 tinh thanh.
Béng thot lya chon dugc 5 dan toc gap ty 1€ thiéu cua bénh nay cling bao gém thudc
5 dan toc khac nhau trong muc tiéu 1 gip ty 1é cao mic bénh nay & khu vuc mién
Bic Viét Nam. Cu thé véi cac ty 1&: Dan toc Kinh: 10, Muong c¢6 9 gia dinh, dan toc
Tay c6 3 gia dinh va dan toc Nung 2 va Théi 1 gia dinh. Piéu nay di duoc chung toi
ban luan k¥ trong muc tiéu 1.
4.3.2. Phdt hi¢n thiéu enzyme va dét bién gen G6PD cdc gia dinh

Tur 341 tré thiu G6PD tai muc tiéu 1, cin ctr vé tiéu chi chon cac gia dinh,
chung t6i tién hanh thu thip dugc mau cua 25 gia dinh bao gdm 20 gia dinh tir 20
tré nam va 5 gia dinh tir 5 tré nir thiéu enzyme G6PD. Két qua thu duoc theo bang
3.11 cho thay, tong s6 127 nguoi véi 19 trudng hop thé hé 111 1a cac anh/chi/em cua
bénh nhi; 50 truong hop thé hé II 1a 50 bd, me va 58 trudng hop thé hé I 1a 6ng, ba
ndi ngoai. Theo trinh ty nghién ctru, dau tién qua xac dinh ndng do enzyme phat
hién 71 truong hop c6 thiéu enzyme G6PD, chiém 55,9%. Sau d6 tir 71 truong hop
nay chiing t6i tiép tuc tién hanh phuong phap giai trinh tu phat hién duoc 63 trudng
hop c6 dot bién gen chiém 88,73%. Két qua dot bién gen tir cac truong hop trong 25
gia dinh ¢6 thanh vién thiéu enzyme thap hon so véi ti 1¢ phat hién & myc tiéu 1 Ia:

97,15% khi lam trén cic d6i twong 1a cac thé hé trong gia dinh.
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Khi phan tich cu thé vé ty 18 thiéu enzyme va dot bién gen G6PD & cac thé hé qua
bang 3.11 cho thdy: Thé hé III 13 thé hé cac tré bi bénh va cac anh/chi/em: trir 25 bénh
nhan nhi (20 nam, 4 nit) dwoc phat hién tir muc tiéu 1 thi nghién ctru nay tiép tuc phat
hién 12/19 anh/chi em vira thiéu enzyme va déng thoi déu co dot bién gen duoc tiép tuc
phét hién qua muyc tiéu nay chiém 26,76%, trong d6 5 tré nam va nit 7 tré nit. Nhu vay
& thé hé nay néu chi tinh dén sé anh/chi/em thi nam giéi it hon nir gidi, diéu nay ciing
d& giai thich do day la cac dbi trong c6 thé duoc hoic khong duoc tham gia sang loc so
sinh bénh thiéu G6PD. Pong thoi voi mot con sd 25 gia dinh ciing 14 nhuoc diém cia
nghién ctru ndy nén khéng khang dinh duoc véi ty 16 vé gidi qua con sb nay.

Thé hé thu 11 trong gia dinh 1a bd me bénh nhi chung t6i da thu dugc tong 50
bd, me trong d6 ti 1¢ thiéu enzyme va dot bién gen G6PD lan luot 12 29/50 (58%) va
25/29 (86,2%). Vi cac bd: Tir 24 ngudi bd trong gia dinh chi ¢6 6 trudng hop c6
thiéu enzyme va chi c6 1 trudng hop bd ¢ dot bién. Gia dinh nay thudc loai dot
bién G6PD Viangchan. Con lai 23 truong hop thiéu enzyme va 24 truong hop dot
bién gen 1a tir me. Co 1 truong hop me c6 hoat do enzyme binh thuong nhung ¢
dot bién gen G6PD, truong hop nay 1a trudng hop me di hop tir khong hé c¢6 biéu
hién 1am sang cling nhu ndng d6 enzyme hoan toan binh thudng nhung vin mang
gen dot bién tir ba ngoai sau do truyén cho con trai ciia minh. Nguoi me nay mang
dot bién G6PD Canton.

Vi thé hé cao nhét 1a 6ng ba, qua bang 3.10, 3.11 thu dugc 58 ngudi tir 29
cip ong ba bao gdm: 23 cip 6ng ba ngoai, 1 ba ngoai va 6 cip ong ba ndi: 1) Voi
cac cip Ong ba ndi: Puoc ldy tir 6 nguoi bd c6 thibu enzyme, thiy co 1 ong thiéu
enzyme nhung khi tién hanh tim cac dot bién trén gen G6PD thi khong trudng hop
nao c6 dot bién; ¢ 5 ba ndi ciing khong thiy truong hop nao cé thiéu enzyme ciing
nhu c6 dot bién. Nhung qua tim hiéu tir 1 gia dinh c6 b bi bénh va dot bién chung
toi thu dugc thong tin tir gia dinh 1 ba ndi da bi mat dugc chan doan co lién quan
thiéu G6PD. 2) Véi cac cap ong ba ngoai: Puoc thu thip tir 24 ngudi me, 23 cip
ong ba ngoai va 1 ba ngoai voi 24 ba ngoai thi phat hién 14 ngudi thiéu enzyme
nhung 12 nguoi dot bién gen va 23 dng ngoai (do 1 6ng dd mat) thi 13 ngudi thiéu

enzyme va 12 nguoi dot bién gen. Nhu vay thé hé nay dugc tién hanh ldy s6 lugng
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d6ng nhat tong 30 ngudi thiéu va 26 ngudi dot bién, da phan 13 cac truong hop 6ng
ba ngoai truyén cho con gai cia minh va tiép tuc truyén cho chau cua ho.

V& giéi tinh cho thiy, két qua dot bién gen tir 25 bénh nhi 13y theo cac loai dot
bién tré nam 1a 20 (80%) va nir 1a 5 (20%) gan tuong tng véi ty 1¢ tré thiéu G6PD
trong muc tiéu 1 (nam: 88,9%, nir 11,1%). Con lai c&c thanh vién trong gia dinh 71
truong hop ¢ thiéu enzyme G6PD vdi 25 nam gidi (35,2%) va 46 nit gidi (65,8%);
63 trudng hop co dot bién gen voi 18 nam (28,57%) va 45 nit (72,43%). Ty 1& khac
v6i két qua phat hién cac dot bién tir muc tiéu 1 do cac truong hop tai muc tiéu 2
hau hét 1 chua dugc sang loc, phan nhiéu 1 ngudi mang gen bénh nén ty 1& nir gidi
cao hon. Chung ti 1& phan tich ca 3 thé hé LILIII (6ng ba, bd me, con) thi s6 nam
gidi chiém 48,27%, nir 1a 51,73%. Piéu nay cho thdy do dic diém di truyén cua
bénh nén kho phat hién ¢ nit gidi, dic biét & cac thé hé trude. Vi vay véi su tién bod
ctia khoa hoc cong nghé, k¥ thuat y hoc, bénh can dugc chan doan sdm, khi con nho
dé ¢ su can thiép kip thoi qua SLSS va can su quan tdm cta gia dinh bénh nhi gidp
cho tur van di truyén va phong bénh. P6i véi thé hé 6ng ba va bé me hau nhu da
mang gen bénh nhung dién bién 4m tham, khong dugc sang loc, khong duge chan
doén, do cac truong hop di hop tir khong co6 triu chiing 1dm sang hoac céac triéu
ching nhe nén hau nhu khong dugc chan doan, theo ddi va quan 1y ciing nhu tu van
di truyén. Diéu nay hoan toan phu hop véi dic diém di truyén cia bénh ma ciing
phtt hop véi cac nghién ciru ¢ Viét Nam va trén thé gi6i da dugc nédi dén trong muc
tiéu 1.

4.3.3. Pic diém vé nong d enzyme va di truyén cdc bién thé ciia gen G6PD trong
cdc gia dinh:

Pé c6 duoc cac két qua vé dot bién gen trén toan bg 13 exon, twong ty muc
tiéu 1 chung t6i da tién hanh phan tng PCR va giai trinh tu Sanger nghién ctru voi
tat ca cac mau DNA déu c6 d6 tinh sach cao (mat do quang ¢ budc song 260/280
nm khoang 1,8-2,0), dam bao cho k¥ thuat PCR thuc hién thanh cong. Str dung 8
cap mdi dic hiéu cho kich thudc cua céc san pham PCR trén gel agarose 1,5%
déu cho hinh anh rd nét. Két qua da xac dinh duoc 71 truong hop thiéu enzyme

G6PD chiém ty 18 55,9% va trong d6 tim thay 63 truong hop co6 dot bién gen
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chiém 88,73%. Ti 1& phat hién dot bién gen cta cac thanh vién trong gia dinh bénh
nhan thép hon so voi ti 1¢ phat hién & muc ti€u 1 1a: 97,15% khi lam trén cac doi
tuong 1a bénh nhi. So sanh ti 1é nay v6i véi nghién ciru ciia tac gia Nguyén Thi
Hué khi nghién ctru ¢ nguoi Viét Nam voi ty 1€ 89,7% nhung vi nghién ctru do6
duoc thuc hién trén ¢& miu 30 bénh nhan °,

Phén tich theo cac dang dot bién cho thay, tir 13 dang dot bién duogc xac dinh
tai muc ti€u 1, ching to1 da léy duoc 12 loai dot bién khac nhau. S¢ di ching t6i
chon theo ti 18 trén 13 cdn cr vao ti 1 cac dot bién ma nghién ctru da phat hién tur
muc tiéu 1, trong d6 12/13 dot bién duoc lya chon léy theo gia dinh, duy nhat dang
dot bién G6PD Taiwan2 (c.1330G>A) khong duoc xuat hién & muc tiéu 2 nay 1a
do dot bién nay duoc ching t6i tim thay & 1 gia dinh c¢6 nguoi me don than nhung
hién tai dang sinh sdng tai Pai Loan nén ching t6i khong thé 1y dwoc mau (theo
bang 2.1). Cu thé dang dot bién tir cao dén thép can cu trén ti 1¢ phat hién cac dot
bién tai muc tiéu 1: Nhiéu nhét la dang bién thé G6PD Viangchan 5 gia dinh chiém
20%, sau d6 dén G6PD Canton va Kaiping mdi loai 4 gia dinh (16%), G6PD
Union v&i 3 gia dinh (12%), d6t bién G6PD Gaohe ¢6 2 gia dinh (8%). Cubi cung,
7 dang dot bién con lai déu tir 7 gia dinh, mdi gia dinh/1 dot bién (4%): dot bién
G6PD Orissa ¢ exon 2, ¢6 4 loai dot bién 1a G6PD Quing Yan, Valladoid,
NanKang, Dia Trung Hai déu ¢ exon 2 va G6PD Chinese 5 trén exon 6.

Phan tich vé dic diém ndng d6 enzyme va kiéu di truyén gen G6PD trong céc
gia dinh bénh nhan nhin vao bang 3.12 cho thiy hoat do trung binh cia cac gia dinh
la 93,5 + 65,8 UI/10" HC gia tri 16n nhat 1a 188 UI/10** HC va nho nhét 1a 1
U1/10" HC. Gi tri nay cao hon so v&i gid tri trung binh ctua nhém cac bénh nhan
thudc muc tiéu 1 (X + SD: 41,3+35,9 U1/10'? HC: min-max:0-186,1) v&i su khac
biét c6 ¥ nghia thong ké véi p<0,05. Pidu nay hoan toan phu hop do trong nhém
nay chi c6 25 trudong hop 1a bénh nhan nhi dugc xac dinh khi dén kham tai bénh
vién Nhi Trung Uong con lai déu 1a cac truong hop ngudi mang gen bénh nén nong
doé enzyme cao hon.

12 loai dot bién dwoc nghién ciru trong cic gia dinh, trudng hop noéng do

enzyme thap nhat 1 thudc gia dinh bénh nhi ctia dot bién G6PD Chinese-5 v&i nong
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d6 enzyme 1 UI/10™ HC, dugc xép vao phan loai 16p IIL. Diéu nay ciing giéng nhu
1 truong hgp & muc ti€u 1, bénh nhi co néng do enzyme thép nhét cia 16p 3 cling
thugc dot bién Chinese-5. Nhung rat tiéc 2 trudng hop nay khong nam trong cung 1
gia dinh. Piéu nay mot lan nira cho thiy su phan loai 16p theo hoat d6 enzyme cho
dén nay khong c6 sy chinh xac, dong thoi su di truyén cia thiéu hut vé ndng do
enzyme 1a khong gidng nhau giita cac thé hé. Ngoai ra 11 dang dot bién con lai thi
ndng do6 enzyme thap nhit déu thudc cac bénh nhi nim trong muc tiéu 1. Nong do
enzyme cao nhat, thudc vé 1 ngudi bd cua gia dinh bénh nhi c6 dot bién G6PD
Gaohe véi ndng d6 188 U1/10™ HC. Nhung khi phan tich dot bién thi khong thy
dot bién xuat hién ¢ nguoi bd ndy ma sy di truyén dot bién cia gia dinh nay 1a tir
ngudi me va ba ngoai. Va nguoi vira ¢ nong dd enzyme cao vira xuat hién dot bién
thudc vé ngudi me voi dot bién G6PD Kaiping c6 nong d6 180,2 U1/10? HC. Nong
d6 enzyme cia gia dinh nay ciing khong c6 sy giong nhau vé nong do enzyme cua 3
thé hé. biéu nay mot lan nita khéng dinh, mac du bénh di truyén trén NST X theo
pha hé nhung ndng d6 enzyme thi khong giéng nhau.

Ngoai ra chiing t6i ciing tién hanh phan tich 8 trudng hop khac ma c6 nong do
enzyme G6PD c6 ndng d6 enzyme dudi 200 U1/10™ HC, duoc coi 1a thiéu G6PD
thudc 5 nguoi bd, 2 ba ngoai, 1 6ng ndi Ma khong cé dot bién, thi thiy 8 ngiroi nay
v6i cac ndng d6 enzyme déu nam trong thiéu mirc do enzyme nhe, twong Gng tir cao
dén thap nhu sau: 188, 182,8, 167,7, 167, 165, 165,1, 136,5 va 123,6 UI/10* HC.
Bén canh d6 c¢6 1 trudng hop ngudi me cua gia dinh G6PD Canton me c¢6 ndng do
G6PD 298,1 UI/10"? HC nhung khi phan tich gen lai thdy dot bién. Diéu nay cho
thay rang xét nghiém Sinh hoc phan tir hién nay c¢6 y nghia dic hiéu trong xac dinh
d6t bién va dang dot bién cia bénh thiéu G6PD nay va cac bénh di truyén khac.

Phan tich su di truyén cac dot bién theo kiéu gen qua bang 3.12 chdng toi nhan
thdy, trong 25 gia dinh, bao gdm 63 trudng hop voi 12 loai dot bién thi 45 trudng
hop 1a nir voi 43 di hop tir (Hetezygous: 68,23%) va 2 dong hop (Homozygous:
3,17%). Trong 43 nit di hop tir (Hetezygous) bao gom 7 chi em, 22 me va 14 ba
ngoai. Cac dang dot bién gen nay rai déu & gan hét 12 loai dot bién. C6 2 nir dong
hop tir (Homozygous) 1a 2 ngudi me thudc 1 gia dinh c6 dot bién G6PD Chinese-5

va 1 gia dinh c6 d6t bién G6PD Union. Hai nguoi me nay déu dugc di truyén tir bd
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me cta minh. 18 nam déu 1a dang di hop tir (Hemizygous: 28,6%), bao gém 5 anh
em, duy nhit 1 bd va 12 ong ndi, ngoai. Ti 1& ndy ciing twong ddng véi cac ti 16 vé
cac dang dot bién gen chung t61 da phat hién tir muc tiéu 1. Cuy thé thé hé I1I ngoai
nhom 25 bénh nhén thi c6 11 anh chi em trong d6 khong phat hién truong hop
ddng hop tir nao, tat ca déu 1a di hop tir voi 5 nam va 7 nit. O thé hé bd me vai 25
truong hop c6 duy nhat 1 truong hop bd di hop tir do di truyén tir ba noi thudc 1 gia
dinh dot bién G6PD Viangchan, tuy nhién nguoi ba nay dd mat nim 2017 dugc
ngudi nha ndi nhidu lan di bénh vién duoc bac si chan doan c6 bénh thiéu enzyme
G6PD va qua nghién ctru thdy mé hinh di truyén nay hoan toan hop 1y. 24 trudng
hop 14 me trong d6 22 trudng hop 1a di hop tir va 2 trudng hop me dong hop tir. 22
truong hop me di hop tir gap ¢ 11/12 dang dot bién tai cac gia dinh, duy chi khong
gip loai G6PD Chinese 5, cac truong hop niy déu duoc di truyén bai 1 NST tir ong
ngoai hoic ba ngoai. Hai truong hop dong hop tir 1a 01 dang G6PD Chinese 5 va 01
1a dang G6PD Union duoc di truyén tir ca hai 6ng ba ngoai. Chinh vi su di truyén
trén ma thé hé 6ng ba véi 26 truong hop déu 1a di hop tir ¢6 12 1a ong ngoai va 14
ba ngoai.

Vé dic diém di truyén trong nghién ctru nay di dugc tom tat cac két qua qua
bang 3.13 cho thay rat phi hop véi dic thu di truyén bénh trén gen lan ciia NST gidi
tinh X nén thuong nam gidi bi bénh khi mang 1 gen gay bénh, nit gi¢1 bi bénh khi &
thé déng hop tir, con nit dang di hop tir 13 ngudi mang gen bénh. Va su di truyén
cting khong phu thudc vao loai dot bién, phr:in 16n 1a hién tuong ba ngoai mang gen
bénh (12 gia dinh chiém 48%) hodc 6ng ngoai (10 gia dinh chiém 40%) di truyén lai
cho ngudi me va ngudi me lai truyén bénh cho cac con ctia minh. Duy nhat ¢6 1 gia
dinh (gia dinh c6 dot bién dang Viangchan) 1a ba ndi truyén gen cho bd, sau d6 bd
truyén lai cho ca con trai va con gai. Ngoai ra con 2 gia dinh ca 6ng ba ndi ngoai di
truyén cho me dong hop tir. Sy di truyén cua bénh co ban di dugc khing dinh va
tuan theo quy ludt. Tai Viét Nam nghién ctru vé hién tuong di truyén ndy ciing duoc
tac gia Tran Thi Chinh va cong sy noi dén trong dé tai cip Bo tuy rang sb luong
mau twong ddi nho voi két qua 8 cip me con ciing déu cho két qua cic con cung
dang dot bién v6i me va 3 gia dinh ca bd me va con cung mot dang dot bién, cac
con gai clia ho déu nguy co thiéu G6PD ddng hop tir khi nhan ca hai gen ciia bd me

1 < A \ A A ~ A \ I ’ < A 5 A A
>. Piéu nay mét 1an nita cho thdy cing véi su phat trién cia khoa hoc cong nghé,
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viéc thuc hién sang loc trudc sinh va thuc hién chan doan sém & tré em béng cac ky
thuat sinh hoc phan tir va cac k¥ thuat hién dai la rat can thiét dé kip thoi chan doan
bénh dic biét cac truong hop nit di hop tir voi hiéu tng kham chi c6 mdi nhiém sdc

thé X c6 hoat dong enzyme nim trong giéi han binh thudng.
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KET LUAN

Nghién ctu phat hién dot bién gen G6PD trén bénh nhan thiéu enzyme
G6PD, ching t6i rdt ra duge két luan sau:
1. Xac dinh cac dang dot bién gen trén bénh nhan thiéu enzyme thuéc mot sb
dan tc mién Bic Viét Nam

- X4c dinh 339/350 trudng hop thiéu hut enzyme G6PD mang dot bién trén 13
exon cua gen G6PD.

- Xac dinh duoc 14 dot bién cua gen G6PD, déu 1a cac dot bién diém: 9 loai
16p 11 (82,7%) va 5 loai 16p 1T (17,3%), khong ¢ 16p 1, IV; Bao gém cac dang:
G6PD Viangchan (24,43%), G6PD Kaipping (20,74%), G6PD Canton (17,9%) va
G6PD Union (14,77%), G6PD Gaohe (7,39%), G6PD Chinese-5 (4,26%), G6PD
Quing Yan (3,69%), G6PD Orissa (1,14%), G6PD Valladolid (0,57%), G6PD
NanKang, G6PD Pia Trung Hai, GBPD Comibra Shunde va G6PD Taiwan2 déu
chiém 0,29%; 89 truong hop (25,43%) dang dot bién da hinh Silent va dudi dang
két hop vé6i cac dot bién khéac; 1 truong hop c6 dong thoi 2 dot bién G6PD Canton
va Kaiping. C6 5 loai 1an dau tién xuat hién tai Viét Nam 13 G6PD Orissa, G6PD
Valladolid, G6PD NanKang, G6PD Comibra Shunde va G6PD Taiwan2.

2. Phan tich dot bién gen G6PD & mot s gia dinh bénh nhi

Tu 25 gia dinh cua 25 bénh nhi, vo1 127 ngudi phat hién:

- 71/127 trudng hop co thiéu enzyme (88,7%) va 63/71 trudng hop c6 dot
bién gen & ca 3 thé hé (88,73%) voi 12 dang dot bién (G6PD Viangchan, Kaipping,
Canton, Union, Gaohe, Chinese-5, Quing Yan, Orissa, Valladolid, NanKang, Dia
Trung Hai, Taiwan2, Comibra Shunde).

- 18 nam gi61 mang 1 alen (hemizygous), 43 nit di hop tir (heterozygous) va 2
nir ddng hop tir (homozygous).

- 12/25 gia dinh di truyén bénh tir ba ngoai cho con gai, 10/25 gia dinh ong
ngoai cho con gai, 02 gia dinh ca 6ng ba ngoai cho con gai va 1/25 ba ndi truyén
cho bd. Su di truyén cac dang dot bién ciia gen G6PD tuan theo quy luat di truyén

cua Mendel.
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KIEN NGHI

Bénh thiéu enzyme G6PD thudng kho duoc phat hién vi hau hét chi gy triéu
chtng 1am sang khi tiép xtic cac nguy co giy tan méau. R4t nhiéu triéu ching cia
bénh giy nén nhitng chan doan khac nhau. Chan doan dugc chinh xac nguyén nhan
gay tan mau do thiéu enzyme, gop phan vao chan doan sém, dy phong gilp giam
kinh phi diéu tri cho gia dinh ngudi bénh ciing nhu ganh ning cta xa hoi. Do d6
chung t6i xin ¢6 mot sb kién nghi nhu sau:

1. Thiét 1ap va quan 1y co sé dir liéu vé dot bién gen G6PD & bénh nhén thiéu
enzyme nay.

2. Thiét 1ap va quan 1y co s& dir liéu vé nguoi mang gen bénh thiéu enzyme
G6PD.

3. Tu van di truyén trudc hén nhan va chan doan trude sinh cho nhiing ba me

c6 nguy co sinh con bi bénh trong qué trinh mang thai.
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PHU LUC 1
QUY TRINH TACH CHIET DNA TU MAU NGOAI VI

bang kit The Wizard Genomic DNA purification
Cho 900u1 cell lyse solution vao dng 1,5ml
Thém 300 pl mau toan phan
Lic 5-6 lan
U 10 phiit ¢ nhiét d6 phong
Ly tdm 14 000 vong 1 phut/22°C

Loai bé dich noi

N o g kbbb e

Lap lai budc 1-6 dén khi thay tia trang. Votex 10-15 gidy. Thém 300 pl Nuclei
Lysis Solution. U tiép ¢ 37°C trong 1gio.

8. Thém 100 pl Protein Precipitation Solution

9. Ly tdm 14 000 vong 3 phut/22°C

10. Chuyén dich ndi sang dng méi chira 300 pl Isopropanol. Lic va quan sat taa
DNA

11. Ly tim 14000 vong 10 phut/4 °C. Loai bo dich n6i, thém 300 pl ethanol 70° lic
5-10 lan. Ly tam 14000 vong 10 phat/4 °C. Bé dich ndi, dé khd & 56°C trong 20
phut.

12. B6 sung 50 pl DNA Rehydration Solution. U O 65 °C trong 1 gid va dé qua
dém ¢ nhiét d§ phong.



PHU LUC 2
QUY TRINH KIEM TRA NONG PQ VA PQ TINH SACH DNA

Nguyén ly: Dua vao su hp thy anh sang t6i da & bude séong 260 nm cua hai don
phan cau tao nén DNA 1a base purin va pyrimidin, ngudi ta sir dung gia tri mat do
quang & budc song 260 nm dé xac dinh néng do acid nucleic trong mau.
Ngoai ra mat do quang & budc séng 280 nm con xac dinh duge ndng do protein,
cacbohydrat ¢c6 mat d6 quang 16n nhét tai budc song 230 nm. Tir d6 dua vao ty 16
A260/A280 dé kiém tra chét luong ciia DNA tach chiét.
Tién hanh:

- Chon may, chon chuong trinh

- Trude khi do ndng d6 can phai trang biang dung dich hoa lodng DNA & budc
tach mau. Hat 2ul DNA hoa loang cho vao mat doc. Chl y can thdm hét dung dich
DNA ctia 1an do truéc. BAm nut measure hodc F1, doi ra két qua, quan sat db thi.
San pham dat yéu cau khi A260/A280 = 1,8 — 2,0 va A260/A230> 2
Cha ¥: San pham DNA tach chiét can dugc bao quan ¢ nhiét do 4°C trong thoi gian
ngan hodc ¢ nhiét do -20°C trong thdi gian dai hon.
DNA sau khi duoc tach chiét, kiém tra n6ng do va do tinh sach dat yéu cau sé duoc sir
dung 1am khuén dé khuéch dai mot doan gen G6PD bang may PCR Eppendorf. Cac mau
DNA dugc tach chiét déu dugc pha lodng vé ndng do khoang 50 ng/ul dé thuc hién
phan trng PCR.



PHU LUC 3
QUY TRINH PIEN DI KIEM TRA SAN PHAM PCR TREN GEL AGAROSE

Budc 1: Chuan bj gel agarose 1,5%:
- Chuan bi khay d6 gel va luge: Tuy thudc vao s lwong mau DNA can kiém
tra ma chon loai khay va rang lugc thich hop, ¢ hai loai khay dé d6 ban gel:
Khay 16n: can 0,375g bot agarose hoa tan trong 25ml dung dich TBE 1X.
Khay nhd: can 0,225¢g bdt agarose hoa tan trong 15ml dung dich TBE 1X.
- Pun hdn hop bang 16 vi song trong khoang 1-1,5 phat dén khi dung dich so6i
hoan toan va bot agarose tan hét thanh dung dich dong nhat.
- Db gel vao khay dién di d3 c6 sin cac luge dé tao giéng.
- Pé khoang 45 phut dé gel dong dic hoan toan.
Budc 2: Tra mau dién di
- Pit ban gel vao bé dién di sao cho ban gel ngap hoan toan trong dung dich
dém TBE 1X.
- Tra2pul Marker vao giéng dau tién.
- Tra 2-3pl san pham PCR lan luot vio céc giéng con lai trén ban gel.
Buoc 3: Chay dién di
- Chay dién di miu trong 20-30 phit ¢ hiéu dién thé 100V
Budce 4 : Nhudom ban gel
- Ngam ban gel vao dung dich nhuém Ethidium bromide trong 3-5 phit. Sau
d6 1ay ban gel ra rira nudc dé loai bo pham nhudm du thira.
Budc 5: Chup ban gel
- Quan sat cac vach sang xuat hién trén ban gel. Chup hinh luu trir két qua.
- Vach dién di r0 nét, khong c6 vach phuy, kich thudc khi so trén thang chuin

tuong tng v6i kich thudce cia doan gen can khuéch dai



