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xac dinh ngwoi lanh mang dot bién gen a-thalassemia
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Tém tit:

Bénh a-thalassemia phan 16m 1a do dot bién x6a doan gen HBAI va HBA2 giy thiéu hut chudi a-globin cAu thanh nén phan tir
Hemoglobin (HGB). Tity theo s6 lirgng chudi a bi thiéu hut ma mirc d biéu hién 1dm sang ciia bénh & cic cip d9 khac nhau.
Bénh di truyén lin trén nhiém sic thé thudong nén viéc xac dinh ngudi lanh mang djt bién gen a-thalassemia cé y nghia quan
trong trong tw van di truyén trwde sinh va trude hon nhan nham giam ty 1é mic bénh trong cong dong. Bang k¥ thuat Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) trén miu mau ctia 15 ngwoi nghi ngo' mang dot bién gen a-thalassemia, két qua
xét nghiém céc chi s6 hong cau (RBC) va huyét sic to di xac dinh dwoc 12/15 ngwdi mang dot bién -2, 1/15 ngwdi mang dot bién
-a*7, 1/15 ngwdi mang dot bién -a*2 va 1/15 ngwoi mang dot bién diém Hb constant spring (-a™<).

Tir khéa: gen o-thalassemia, Hb constant spring, MLPA, ngudi mang dot bién, --5£4, -0%7, -o*2,

Chi 56 phén logi: 3.1

a-thalassemia 1a mot bénh tan mau bam sinh do giam san Xuat
chudi a-globin ciia huyét sic t6. Bénh dugc tim thay trén toan thé
gidi, trong d6 phan 1on ¢ céc khu vyc: Dia Trung Hai (19%), chau
Phi (41,2%) va Dong Nam A (44,6%) [1]. Hién nay, khoang 5%
dan s6 thé giéi mang dot bién gen o-thalassemia, bao gdm dang
a*~thalassemia va o°-thalassemia, phan bé rong rii & céc ving va
qudc gia khac nhau (chi yéu 6 Pong Nam A). Tai Viét Nam, ty 1&
ngudi mang dot bién gen bénh dugc phat hién véi tan s6 cao nhat
trong khu vue [2, 3].

Bénh o-thalassemia la bénh di tmyén lan trén nhiém sic thé
thuong, giy ra do dot bién 2 gen a-globin (HBAI va HBA2) nim
trén nhiém sdc thé s6 16 dan dén giam hodc thiéu hut tong hop
chudi a-globin. Moi gen gdm 2 alen quy dinh téng hop chudi
a-globin, nhu vy moi phan tr HGB gom 4 chudi a-globin, tiy
thudc vao sb luong alen bi dot bién va dang dot bién ma céc bicu
hién lam sang cua bénh a-thalassemia xay ra ¢ cac muc do khac
nhau. 90% céc truong hop 1 do dot bién xoa doan gen, co thé
xdy ra trén 1 hodc cd 2 gen HBAI va HBA2, hodc toan by cum
gen a-globin, bao gom ca gen ¢ globin; 10% con lai la dot bién
diém [4]. Nhiing dot bién nay s€ tao ra cac alen dot bién & dang
a-thalassemia (mét ca 2 gen a trén cing 1 nhiém sic thé dan dén
khong tong hop duoc chudi a-globin) va o'-thalassemia (mét hodc
bét hoat 1 gen « trén 1 nhiém sac thé dan dén giam tong hop chudi
a-globin) [2].

Nguoi lanh mang dot bién gen bénh 14 nhimg nguoi chi mang
1 dot bién o°, hodc 1-2 dot bién a”. Nhitng nguoi nay tuy khong
c6 biéu hién 1dm sang, chi xuat hién thiéu mau nhe khi lam xét
nghiém cong thirc mau, nhung khi 2 nguoi mang dot bién gen lay
nhau ho c6 nguy co sinh ra nhitng dira con bi bénh v6i xc suat 1
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25%. Vi vy, viéc xac dinh dot bién trén nguoi lanh mang dot bién
gen bénh hudng t6i muyc ti€u tu van di truyén, tir d6 ngdn ngua va
giam ty I¢ mac bénh trong cong dong la rat can thiét.

K§ thuat MLPA ¢6 d6 chinh xac cao va két qua nhanh chéng,
1a phuong phap hiru ich trong viée xéc dinh céc dot bién xoa doan
dong hop tu cling nhu di hgp tu. Dong thoi cling xac dinh cac dot
bién ldp doan va mot vai dot bién diém thuong gip trong cum gen
a-globin. Xuét phat tir thyc tién néu trén, nghién ctru dugc tién
hanh v6i myc tidu: “Xac dinh cac dot bién gen ¢ nguoi lanh mang
dot bién gen bénh a-thalassemia bang ky thut MLPA”

Déi twgng va phueng phap nghién ciiu

Doi twgng

Nhom nghién ciru: 15 nguoi duge chon dya trén xét nghiém
cong thuc mau bat thuong: RBC>5,5 T/L, MCH<27,0 pg,
MCV<80 fL, HGB<130 g/l va ket qua dién di huyet sac to binh
thuong. Cong thitc mau cia nguoi lanh mang dot bien gen bénh
duogc tong hgp 6 bang 1.

Bang 1. Cong thirc mau va chi sé dién di huyét sic té cla
nhoém nghién ciru.

n=15 Trung binh (£SD)
RBC (T/L) 5,73+0,54
HGB (g/L) 127,61+17,62
MCYV (fL) 67,2+3,47
MCH (pg) 21,55+1,49
HbAT1 (%) 97,07+1,43
HbA2 (%) 2,73£1,15
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Abstract:

a-thalassemia disease is mostly caused by mutations in the
HBAI and HBA2 genes that lead to the deficiency in the a-globin
chain, which builds up the haemoglobin molecule. Depending
on the number of missing a chains, the clinical manifestations
of the disease are at different levels. This disease is inherited
in an autosomal recessive manner, hence identifying healthy
individuals carrying mutations in the a-thalassemia gene is
essential for prenatal and premarital genetic counselling to
reduce the incidence in the community. Multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) technique was used
to determine 15 people who were suspected of carrying the
a-thalassemia gene based on their complete blood count.
This study identified that there were 12/15 people carrying
--SEA mutation, 1/15 carrier having -¢*” mutation, 1/15 carrier
having -o*? mutation and 1/15 person carrying point mutation
Hb constant spring -a%,

Keywords: Hb constant spring, MLPA, mutation carriers,
a-thalassemia, --5%4, -7, -a*?,

Classification number: 3.1

Tiéu chudn logi trir: Nhimg ngudi thibu mau do thiéu sat.

Nhém chirng: Mau méu cta 5 nguoi truong thanh co cong thire
mau binh thuong: $6 luong RBC: 4,0-5,5 T/L; MCH: 27,0-34,0
pg; MCV: 80-95 fL; HGB: 30-150 g/I. Két qua dién di huyét sic t
binh thuong: HbA1 96,5-98,5% va HbA2 1a 1,5-3,5%.

Céc mau trong nghién ctru dugc thu thap va tién hanh cac ky
thuat sinh hoc phan ttr tai Trung tdm Nghién ctru Gen - Protein,
Truong Pai hoc Y Ha Noi.

Phuong phap nghién ciru

Ky thudt tach chiét DNA: DNA dugc tach tir miu mau toan
phan bing bg kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit ciia
Hing Promega, Hoa Ky. Quy trinh tach chiét tuan theo hudng dan
ctia nh san xuét.

Néng d6 va do tinh sach cua DNA sau tach chiét dugc kiém tra
bang phuong phap do quang trén may NanoDrop: nong d0 DNA
80-200 ng/pl, danh gia d9 tinh sach bang ty 1¢ A260/A280=1,8-2,0.
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Ky thudt MLPA: Nghién ctru st dung bg kit SALSA MLPA cua
Hang MRC Holland (Ha Lan) v6i b dau do P140 danh cho chan
doan o-thalassemia.

Tién hanh: 5 ul DNA c6 nong do tdi wu trong khoang 50-250 ng
da khir RNA dugc sir dung 1am khuén cho phan tmg. MLPA gdm 4
bude chinh 1 bién tinh, lai héa diu do, PCR va dién di mao quan.
Céc budc thi nghiém va chu trinh nhiét cua phdn tmg dugc thuc
hién tuan theo quy trinh chung ctia nh san xuat.

Két qua MLPA dugc phan tich trén phan mém COFFALYSER Net
dé tinh gia tri Dosage Quotient (DQ - thuong s6 cuia tin hiéu dinh
méu nghién ciru so voi mau déi chimg). Nhitg dinh ¢6 gia trj DQ
trong khoang 0,8-1,2 1a binh thuong; DQ=0 tuong duong vdi dot
bién mét doan ddng hop tir; DQ trong khoang 0,4-0,65 duogc xac
dinh 1a x04 doan di hop tr; DQ 1,3-1,65 1a c6 dot bién 1dp doan.

Pao dirc nghién ciru: Nhimg ngudi mang dot bién gen bénh
a-thalassemia tham gia vao nghién ctru ndy mét cach tu nguyén.
Ho duoc thong béo két qua xét nghiém gen va bao mat thong tin
ca nhan. Nguoi tham gia c6 thé rat khoi nghién ctru bat ¢t luc nao.

" ,
Ket qua

Dot bién phat hién dwoc trén nguwoi lanh mang dot bién gen
bénh

Dot bién mat doan lon: Bfing ky thuat MLPA, nghién ctu da
xac dinh dugce 14/15 nguoi lanh mang dot bién mét doan 16n vung
gen a-globin. Trong do, 12/15 (80%) ngudi mang dot bién -S4,
1/15 (6,67%) nguoi mang dot bién -o*” va 1/15 (6,67%) ngudi
mang dot bién -a*2. Két qua phan tich MLPA cta timg nhom dot
bién dugc thé hién ¢ hinh 1.

Hinh 1. Két qua MLPA ctGia nhém chirng va nhém nghién ctru
c6 dot bién mat doan I&n. Truc tung bidu thi gia tri DQ cla cac
mau, truc hoanh biéu thi cac dinh cGa dau do trong bo kit MLPA
P140. (A) Nhém chirng; (B) Nhdm mang dét bién --S&4; (C) Nhém
mang dot bién -a*7; (D) Nhém mang dot bién -a*2.



Két qua MLPA ciia nhém chimg (hinh 1A) cho thdy, cac dinh
cia cum gen quy dinh tong hop chudi a-globin (trong khung mau
d6) ¢6 chiéu cao déu nhau va gi4 tri DQ déu ndm trong gia tri binh
thuong (khoang 0,7-1,3 theo nhu khuyén cao ctia nha san xuat).
Hinh 1B céc dinh tir HBM dén HBQ! (trong khung mau do) c6 gia
tri DQ 0,4-0,65, thip hon khoang 1/2 so véi ngudi binh thuong,
twong tmg v6i khoang mét doan --4. Tuong tw nhw vay, hinh 1C
thé hién dot bién gdy mat doan gen HBA! ctia dot bién -*7 va hinh
1D c6 tin hi¢u céc dinh tai vung gen HBA2 thép hon véi nhom
chimg, twong mg voi doan gen mat gay dot bién -a*2.

Dot bién diém -a™: Co 1/15 (6,67%) ngudi duge xac dinh
mang dot bién diém -/ trong nghién ctru nay (hinh 2).
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Hinh 2. Két qua MLPA cua ngwoi lanh mang dot bién diém -at®cs,

Nguoi mang dot bién - ¢ két qua MLPA gan giong voi
két qua cua nhom chimg, gia tri DQ cia cac dau do déu nim trong
khoang 0,7-1,3 nhung xuat hién thém dinh HBA2-CS.

Tong hop két qua MLPA ctia 15 ngudi lanh mang dot bién gen
bénh dugc thé hién ¢ bang 2.

Bang 2. Cac dang dot bién va kiéu gen phat hién trén gen
a-globin.

Dang dot bién Tén dot bién  Kiéu gen S6 lrgng (n=15)
Di hgp tir -037 -o>7/oa 1 (6,67%)
Di hgp tr -o*? -o*/o 1 (6,67%)
Chua x4c dinh dugc -/ oS/aa 1 (6,67%)
Di hop tir = -SE4 [y, 12 (80%)

Tét ca 15 nguoi tham gia nghién ctru déu ¢ dot bién gy bénh
a-thalassemia, trong d6 co 14/15 (93,33%) ngudi mang dot bién
mit doan 16n va 1/15 (6,67%) nguoi mang dot bién diém gay bénh.
12/15 (80%) ngudi mang dot bién -4, céc dot bién -a*, -a*2 va
-a™C déu dugc phat hién véi ty 18 1/15 (6,67%) ngudi véi mdi
loai dot bién.
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Hién nay, ¢ nhiéu k¥ thuat sinh hoc phan tir da dugce phat trién
cho phép xéc dinh chinh xac dot bién gen a-globin phd bién hodc
hlem gip, gitip gidi thich cac kiéu hinh khac nhau ciia bénh, Mot
56 nghlen ctru str dung cac phuong phap khac nhau nhu Gap-PCR
va gidi trinh tw DNAS, 6]. Mbi ky thudt déu co uu diém va nhugc
diém cua no. Tiy theo didu kién, muc dich va dbi twong nghién
ctru khac nhau ma moi cong trinh Iya chon ky thudt phu hop, hodc
két hop nhiéu k¥ thuat gitp cho két qua chinh xdc nhit trong thoi
gian ngdn nhat, v6i chi phi hop ly nhat. Hon 128 loai dot bién gen
a-globin gy ra bénh o-thalassemia da dwogc tim thiy. Su tuong téc
giita cac dot bién nay co kha ning ngay cang tao ra cac kiéu hinh
khac nhau. Mtrc d§ nghiém trong cua bénh twong quan cht ché
voi viée gidm hoat dong cua gen a-globin [7].
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Nghién ctru nay sir dung k§ thuat MLPA, gidng voi nghién ctru
cuaJ.Z. Liu va cs (2008) [8]. MLPA dugc chon lam k¥ thuat chinh
dé xac dinh dot bién gen o-globin trong nghién ctru vi né c6 mot
s wu diém so v6i cac ky thudt thong thuong khac dugc st dung
dé phat hién bénh a-thalassemia. Ky thudt Gap-PCR chi c6 thé xac
dinh céc dot bién mat doan da biét va khong thé xéc dinh duogc cac
dot bién diém. MLPA 1a mot k thuat co do nhay va do dic hiéu
cao, khong chi dirng lai ¢ viéc xac dinh duoc cac dot bién mit doan
phd bién da biét trude, n6 con cb thé xac dinh duoc cac dot bién
mat doan hiém hodc méi phat sinh cta cac gen a-globin gay bénh
o-thalassemia. Ngoai ra, MLPA con c6 thé phat hi¢n dugc dot bién
lap doan va diém -a< 8, 9],

Trong nghién clru ndy, cac tac gia quan sat thay dot bién -S4
chiém 80% tong s6 miu phan tich, trong khi -a*7, -a*2 va -a<
co cung ty 1¢ 6,67%. C. Hockham va cs (2019) [5] da phat hi¢n ra
rang, -4 [ dot bién -thalassemia phd bién nhat & khip khu virc
Pong Nam A, twong tw nhu nhimg gi da duoc tim thay trong nghién
ctru ndy. Ngoai ra, mirc d xudt hién cua -thalassemia 1 -*7 1
pho bién va - chiém phan 1on cac dot bién khong x6a doan
16n trén toan khu vuc. Tan sb gen cua bénh o-thalassemia dugc
nghién ctru 6 Campuchia voi -o* 1a bién thé pho bién nhat [6].
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Nghién ctu cia T. Munkongdee va cs (2016) [6] ciing xac dinh
céc tan s 1a 0,3-0,8% doi véi -a*2, 0,8-1,1% dbi véi - va 2,1-
4,4% @6 v6i dot bién - trong cong dong ctng voi dot bién
-aPhséa((,9-3,6%). Tan s6 alen -o*” dugc xac dinh bi R. Ahmad
va cs (2013) [10] trong cc quan thé Malaysia khéc nhau dao dong
trong khodng 6,2-29%. R. Ahmad va cs (2013) [10] cling phat hi¢n
ra rang, ty 1 alen -o*? gap ¢ quan thé bénh nhan Ma Lai 14 0-1,3%.
Két qua nghién ctru khong twong quan véi cac nghién ctru trén do
$0 lugng mau it. Do do, két qua ctia nghién ciru chua thé hién dugc
su phan bd chinh xéc cia cic dang dot bién gen o-globin trong
cong dong ngudi Viét Nam.

Dot bién mat doan --54 chlem ty 1€ cao trong nghién ctru nay.

Két qua nay phu hop voi thyc té rang, kiéu mét doan nay la dang
dot bién pho bién nhat 6 Dong Nam A, dan dén thiéu 2 gen o- -globin
trén nhidm sic thé 16 [11]. Trang thai ddng hop tir cuia dot bién nay
(-=5F4/--5) s€ lam mit hoan toan 4 gen a-globin, do d6 khong thé
tong hop chudi a-globin. Néu truong hop nay xay ra khi mang
thai s& lam phét sinh qua trinh tw tring hop cac chudi y globin
trong bao thai, tao ra Hb Bart’s; loai a-thalassemia nay khong co
kha ning giai phong oxy dén mo, gay phu thai, do d6 thai nhi s&
chét hodc chi sdng dwgc mot thoi gian rat ngén sau khi sinh [12].

-a™C duge tim thay véi ty 1¢ thap trong cac miu nghién ciru
ctia nhom tac gia (1/15 méau). O Dong Nam A, -a< dic biét phd
bién ¢ Thai Lan va Lao [13]. O cac nudc khac trong khu vire Dong
Nam A, trong d6 c6 Viét Nam, s6 ligu vé ty 1é mang -a“ trong
dan s6 con han ché [14]. Dot bién -a* dugc gy ra boi su thay
thé TAA->CAA & vi tri codon két thic cia gen HBA2 (c.427T>C),
gy ra su khéo dai chu01 protein a-globin. Viéc nghién ciu g
trong cong dong 1a rat quan trong. Té bao RBC ¢ lién két chudi
globin -a% d3 dugc chimg minh s& gy ra hién tuong tan huyét.
Thong thuong, di hop twr cua -0 khong 6 triéu chimg, nhung
khi két hop v6i su x6a doan -4 ¢4 thé gay ra bénh HbH [15]. Vi
vy, viéc xac dinh cac dot bién nay dong vai tro rat quan trong
trong viéc tu van di truyén trude sinh va sang loc trude sinh.

Ky thuat MLPA c6 d6 nhay va dac hi¢u cao nén hoan toan
¢ thé tmg dung trong chan doan xac dinh cac dot bién xéa doan
va dot bien o trén gen a-globin gdy bénh o-thalassemia. Tuy
nhién, do kinh phi han hep, nghién ctru méi chi tién hanh c¢& miu
nho, chua danh gi4 duoc tin suit nguoi lanh mang dot bién gen
bénh a-thalassemia trong dan so. Ngoai ra, con khoang 10% dot
bién diém trén cum gen a-globin khong thé phat hién bang phuong
phap MLPA. Vi vay, can két hop thém phuong phap khac nhur
gidi trinh ty gen Sanger hodc Next-generation sequencing trén
c& mau 16n dé xac dinh dugc toan bo cac dot bién gen gay bénh
a-thalassemia va dua ra ban dd dot bién gen a-globin ciing nhu tan
sudt ngudi lanh mang dot bién gen bénh a-thalassemia trén quan
thé ngudi Viét Nam.

Két luan

Bé'mg ky thuat MLPA nghién ctru da xac dinh dugce 4 loai
dot bién trong 15 mau nguoi lanh mang dot bién gen bénh
a-thalassemia. Bao g6m 3 d6t bién x6a doan (-5, -o*7, -a*2) va 1
dot bién diém -, Dang x6a -4 dugc tim thay nhiéu nhét trong
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tat ca cac mau voi 12/15 ngudi mang kiéu x6a doan nay. Cac dot
bién khac dugc xac dinh v6i s luong thip hon: 1/15 ngudi mang
dot bién -a*, 1/15 nguoi mang dot bién -a*? va 1/15 nguoi mang
dot bién -o",
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