TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

XAC PINH NGUO'l LANH MANG BIEN THE GEN a-THALASSEMIA

BANG KY THUAT GIAI TRINH TU GEN
Vwong Vii Viét Ha'2, Tran Thi Huyén Trang', Lé Thi Phwong'
DPing Thi Minh Nguyét', Nguyén Thi Nha? va Tran Van Khanh'*~
"Treong Pai hoc Y Ha Noi
2Bénh vién Bwu Pién

Khodng 5% bénh a-thalassemia gy nén do dot bién diém. Bién thé trén gen HBA1 va HBA2 lam thiéu hut
chuéi a-globin cu thanh nén phan t&r Hemoglobin. Tuy theo sé luong chuéi a bi thiéu hut ma murc dé biéu hién
1am sang ctia bénh & cac cép dé khac nhau. Bénh di truyén Idn trén nhiém sac thé thuong nén viéc xac dinh
nguoi lanh mang gen bénh cé y nghia quan trong trong tw van di truyén nhdm gidm ti Ié sinh con méac bénh
trong cong déng. Bang ky thuét giai trinh tw gen, chuing t6i tién hanh nghién ctiu trén méu mau cua 9 truong hop
nghi nger mang gen a-thalassemia nhung khéng phét hién mat doan gen nhdm xéc dinh duoc ngudi lanh mang
bién thé gay bénh trén gen HBA1 va HBA2. Nghién ctru da xéc dinh duoc 4 dang bién thé trén gen HBA2 & 9
nguoi mang gen di hop trong dé 5/9 ngudi mang bién thé -atCs, 2/9 ngudi mang bién thé -a9s, 1 triromg hop

mang bién thé c.2delT va 1 trurong hop mang bién thé méi ¢.-2C>T chua dugc béo céo trén céc co sé dir liéu.

T khéa: ngwei lanh mang gen bénh a-thalassemia, giai trinh tw Sanger, dot bién diém.

I. DAT VAN DE

Bénh o-thalassemia l1a mét trong nhirng
bénh di truyén don gen phd bién nhét hién nay,
la nguyén nhan gay ra thiéu mau hang dau &
tré em tai Viét Nam, déng thoi Viét Nam ciing
la quéc gia co ty 16 mac bénh cao nhéat khu vuc
Nam A (51,5%)."3

HBA1 (Hemoglobin subunit a1) va HBA2
(Hemoglobin subunita?2) 1a 2 gen tdng hop chudi
a globin, mdi gen gébm 2 alen, nam trén nhiém
sac thé sb 16. Thong thwdng, mot ca thé sé cod
hai cap gen a-globin; hai gen & mdi nhiém sac
thé (aa/aa). Nhwng trong bénh a-thalassemia,
céac bién thé cé thé anh hwdng mét hodc ca hai
gen trong cung hodc trén hai nhiém sac thé. Hoi
chirng hemoglobin Bart (Hb Bart) la dang bénh
a-thalassemia nang nhét, gay ra bdi sy méat
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ho&c bét hoat clia ca bdn gen a-globin (--/--)
dan dén thiéu mau nghiém trong, phu thai, dira
tré c6 thé tir vong trong giai doan bao thai (23 -
38 tuan) hodc ngay sau khi sinh. Dang thuéng
gap nhét la bénh hemoglobin H (HbH), do mét
ho&c bat hoat ba gen a-globin (--/-a), dta tré bi
bénh do thiéu mau tan mau va co thé phai phu
thudc truydn mau ca doi. Thong thwong, viéc
sang loc, tdm soat bénh thalassemia trong cong
ddng dwa vao xét nghiém huyét hoc va dién di
huyét sac t6. Dac diém a-thalassemia thuong
biéu hién mirc HbA2 bat thwdng va’hodc thiéu
mau hdng ciu nhd nhwoc séc (MCV < 80fL,
MCH < 27pg). Tuy nhién, m&¥c HbA2 binh
thwong va cac chi s6 mau trong gidi han khéng
thé loai trlr mdt ngwdi mang bénh thalassemia
vi ¢6 nhirng nguw®i mang gen khdng coé triéu
chirng. Céac gen o-thalassemia duwoc biéu hién
s&m ngay tlr khi bao thai phat trién, khac véi
cac gen téng hop chudi B globin biéu hién cha
yéu khoang 6 thang sau sinh, vi vay viéc sang
loc, phat hién sém ngudi mang gen trong quan
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thé dan sb dong vai trd quan trong trong viéc
han ché sinh ra tré mac bénh a-thalassemia.
Cung v&i sy phat trién clia cac phwong phap
chan doan ngay cang cé nhiéu cac bién thé méi
duwoc phat hién, hién nay da co6 hon 800 bién
thé a-thalassemia da dwoc bao cao va ghi nhan
trén thé gi6i.* Trong d6, hon 95% nguyén nhan
gay ra bénh a-thalassemia la do mét doan & cac
dd dai khac nhau cla locus a-globin, chi khoang
5% con lai 1 do d6t bién diém." Nhiéu ky thuat
phan t&r da dwoc phat trién nhdm phat hién
nhanh chéng véi d6 chinh cao cac béat thudng
di truyén gay bénh a-thalassemia nhw Dot blot,
Gap- PCR, MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) va gidi trinh tw DNA.®> Tuy
chi chiém phan nhé hiém gap, cac trudng hop
dot bién diém gay bénh a-thalassemia co thé
bi bé sot khi cac phwong phap sang loc théng
thwdng khéng phat hién dwgc. Gidi trinh tw
DNA duoc coi 1a mét phwong phap tiéu chuén
vang dé xac dinh cac dot bién diém mai, chua
dwoc bao cao. Bac biét, gidi trinh tw Sanger la
phwong phap toan dién dé phat hién hau hét
cac dot bién diém, bién thé méat doan nhé hodc
l&p doan nhd ma khéng can thiét ké cac ky
thuat d&c hiéu cho tirng bién thé. Xuat phat tw
thwe tién trén, nghién ciru nay duoc tién hanh
nhdm muc tiéu: “Xac dinh ngwdi lanh mang gen
a-thalassemia bang ky thuat gidi trinh tw gen”.

Il. DOI TWQONG VA PHUONG PHAP
1. P6i twong

- Nhém ching: 5 ngwoi khde manh, co cong
thirc mau binh thuwdng, tién sv gia dinh khéng
c6 nguwdi bi thiéu mau.

- Nhém nghién ctru:

Tiéu chuén lra chon: 9 trudng hop thiéu mau
héng cau nhd nhwoc séc (MCH < 27pg ; MCV <
80fL), dién di huyét sic t& nghi ngd mang gen a
va khoéng phat hién duwoc bat thudng gen bang
cac ky thuat Gap- PCR hoac MLPA.

Tiéu chudn loai tree: thiéu mau do thiéu sat.

Mau nghién clru dwoc thu thap tai Trung
tdm HG6 tro sinh san, Bénh vién Bwu Dién va
thure hién cac ky thuat sinh hoc phan t&r phan
tich bién thé gen tai Trung tdm nghién ctvu Gen
- Protein, Trwong Pai hoc Y Ha Noi.

2. Phwong phap

Ky thuat tach chiét DNA: DNA duoc tach
t» mau mau toan phan bang bo kit Wizard®
Genomic DNA Purification Kit cla héng
Promega, Hoa Ky. Quy trinh tach chiét tuan
theo hwéng dan ctia nha sén xuét.

a. Néng dod va do tinh sach ctiia DNA sau
tach chiét dwoc kiém tra bang phwong phap do
quang trén may NanoDrop: néng d6 DNA 80
- 200 ng/pl, danh gia dd tinh sach bang ty lé
A260/A280 = 1,8 - 2,0.

b. Phan (rng PCR méi dbi khuéch dai toan
b6 gen HBA1 va HBA2

Bang 1. Trinh tw méi cta ky thuat giai trinh tw gen HBA1 va HBA2

STT Tén moi Trinh tw Ghi chu
1 AT - C1F TGGAGGGTGGAGACGTCCTG
2 AT2 - C3R CCATTGTTGGCACATTCCGG Mi PCR
3 al1AT1 - COR CCATGCCTGGCACGTTTGCTGAGG
4 AT - CTF GATGTTCCTGTCCTTCCCCA
5 QAT - R4F AGCCACTGCCTGCTGGTGAC ':fi(:hgi:
6 AT - IP3R ACCATACTCGCCAGCGTGCGC
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STT Tén moi Trinh tw Ghi chu
7 0AT - C5R CGCGTCGGCCACCTTCTTGC Mai gidi
8 oAT - IP2R TGTGCGCGTGCAGGTCGCTCA trinh tw

Cap modi aAT-C1F va AT2-C3R cé kich
thwéc 1078bp khuéch dai gen HBA2; cap moi
oAT-C1F va a1AT1-C9R co kich thwéc 1093bp
khuéch dai gen HBA1. Sau khi c6 sadn pham
PCR c6 thé dung cac mdi ndm trong vung gen
HBA1 va HBA2 dé giai trinh tw gen (tht tw 4 - 8
nhw bang 1). Cac mdi dwoc tham khéo theo
nghién cu ctia Annie Chow nam 2013.8

c. Thanh phan phan &ng PCR cé tdng thé
tich 20 uL gdm: DNA (50 - 100ng), mdi F va R
(5uM mdi mdi), GoTaq Hot Start Master Mix 2X,
DMSO 10% va nwéc siéu tinh khiét. Chu trinh
nhiét cia phan irng PCR: 94°C/5 phut, [94°C/30
giay, 60°C/30 giay, 72°C/60 giay] x 35 chu ky,
72°C/5 phut, gitr sdn phdm PCR & 15°C.

d. Tinh sach san phdm PCR (ExoSAP-IT
PCR product Cleanup Reagent, Thermo, Hoa
Ky). )

e. Gidi trinh ty san pham buwdc 4 voi
may SeqStudio Genetic Analyzer 3500;
BigDye Terminatorv3.1 Cycle Sequencing Kit
(ThermoFisher, Hoa Ky).

f. Tinh sach san phdm buéc bang ethanol va
tai huyén phu véi dung dich Hi-Di™ Formamide.
Dién di mao quan bang SeqStudio Genetic
Analyzer 3500.

g. S dung phdn mém CLC Sequencing
Analysis Software v6 dé& phan tich trinh tw gen
va str dung céng cu Mutation taster (http://www.

Ma&u chirng binh thwéng

c.4f7T
TACCGTTAAGCTGG
Y R *

mutationtaster.org/) va CAAD (https://cadd.
gs.washington.edu/) d& dw doan kha nang gay
bénh cua bién thé mai. Déi véi CAAD, st dung
diém s6, cac gia tri < 10 dwoc phan loai la lanh
tinh va nhirng gia tri > 10 dwoc phan loai la gay
bénh.
3. bao dirc nghién ctru

Nhitng ngwdi mang bién thé gen bénh
a-thalassemia tham gia vao nghién cru nay
mot cach tw nguyén. Ho duoc théng bao két
qua xét nghiém gen va bdo mat thong tin ca
nhan. Dé tai nghién ciu da dwoc théng qua
Hoi déng dao dlrc cla Truwdng Dai hoc Y Ha
Noi, tai quyét dinh sb 470/GCN-HDDDNCYSH-
DHYHN ngay 15/5/2021.

Ill. KET QUA

Ap dung ky thuat giai trinh tw Sanger bao
gdm cac vung ma hoa trén gen HBA1, HBA2,
vung ranh gi¢i exon - intron va vung can
promoter, trén 9 trwong hop thiéu mau héng
cau nhé nhuwoc séc, phat hién 4 dang dot bién
diém khac nhau déu nam trén gen HBA2, trong
dé 5/9 nguwdi mang bién thé -a™Cs, 2/9 nguoi
mang bién thé -a"%, 1 trwdng hop mang bién
thé c.2delT va 1 trwng hop mang bién thé maoi
¢.-2C>T chwa dwoc bao cao trén cac co s& dir
liéu. K&t qua phan tich tirng bién thé duoc thé
hién trong hinh 1 - 4.

Dang dot bién diém ¢.427T>C

c.427I>C(*143Q)
TACCGTCAAGCTGG
Y R Q

Hinh 1. Bién théd HBA2:¢c.427T>C(p.Stop143GIn) (Hb Constant Spring)
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4 trwodng hop mang bién thé di hop to 3 clia gen HBAZ2 lam thay dbéi codon két thuc
c.427T>C(p.Stop143Gin) trén gen HBA2. Mii thanh amino acid Glutamin, tao thanh Hb
tén chi bién thé thay thé T thanh C trén exon Constant Spring.

Mau chirng binh thwéorng Dang dét bién diém ¢.377T>C
C.337T C.377T>f(L125P)
GCCTCCCTGGACAAG GCCTCCCTGGACAAG

A S L D K A S L D K

Hinh 2. Bién thé sai nghia HBA2:c.377T>C (p.Leu126Pro)

2 trwong hop mang bién thé di hop to gen HBA2 lam thay dbi acid amin Lysin thanh
c.377T>C trén gen HBA2. Miii tén chi bién thé Prolin, tao thanh Hb Quong Sze (HBQS).
thay thé nucleotid T thanh C trén exon 3 cla

Mau chirng binh thuwéng Dang d6t bién diém c.2delT
c.2T c.2delT(p.M1fs)
¥ ¥

CCACCATGGTGCT

MoV oL X X L

Hinh 3. Bién thé HBA2:c.2delT (p.Met1fs)

1 trwdng hop mang bién thé di hop tor ra bién d6i ma mé& dau (AUG) Methionin thanh
c.2delT(p.Met1fs) trén gen HBA2. Mii tén chi Agrinin (AGG), tao bién thé dich khung.
dot bién mét 1 nucleotid T trén gen HBA2, gay

M&u chirng binh thwdng Dang dot bién diém c.-2C>T
c.-2C c.-2C>T
v v
AACCCACCATGGT AACCCANICATGGT

M \'/ M \"
Hinh 4. Bién thé HBA2:c.-2C>T

1 trwdng hop mang bién thé di hop t&r c.-2C>T trén gen HBA2, miii tén chi bién thé thay thé
nucleotid C thanh T & vung intron.
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Bang 2. Pac diém cong thirc mau cua ngwi bénh

Két qua coéng thirc mau

Dang bién thé Tﬁn_sé trung binh Két qua dién di HST
(n=9) MCV (fL) MCH (pg) HbA1 (%) HbA2 (%)
-qHoCs 5 71,5+12,8 248+4)9 96,8 + 1,7 32+1,8
-qtbas 2 749+ 4 238+1,6 97,2+0,2 2,6 £ 0,07
HBAZ2:c.2delT 1 75 24,1 97,4 2,6
HBA2:c.-2C>T 1 63,9 15,8 98,3 1,7

9 trwdng hop trong nghién ctru déu cé tinh
trang thiéu mau nhuwoc séc hdng cau nhd (MCV
< 80fL, MCH < 27pg), khong xuét hién huyét
sac t6 (HST) bét thwong. Trong dd, 1 nguodi
mang bién thé HbCs c6 chi sb thap nhat (MCV=
59,9fL; MCH = 58,8pg), ty 1é HbA2 tang (HbA2
=5,1%), nhung khéng c6 triéu chirng 1am sang.

IV. BAN LUAN

Nh& sy phat trién vo cung manh mé cua
cac ky thuat phan t&, dac biét la giai trinh ty,
ngay cang cé nhiéu cac bién thé méi dwoc phat
hién trén gen a globin, hién nay da c6 366 bién
thé dwoc phat hién trén gen a1 va 464 bién
thé trén gen a2.7 Ky thuat gidi trinh ty dang
dwoc ap dung réng rai hon dé tAm soat bénh
a thalassemia, dac biét dbi véi cac truéng hop
mang gen bénh thé &n hiém g&p c6 thé bi bod
s6t khi chi s&¢ dung cac phuwong phap sang
loc théng thwong. Viéc xac dinh chinh xac va
chan doan phan biét cac bién thé cé y nghia
[d&m sang dong vai trd quan trong trong sang
loc, tién lwong ciing nhw tw van di truyén. Trong
nghién ctru clia ching t6i, 4 dang doét bién diém
hiém g&p trén gen HBA2 da dwoc phat hién
bang phwong phap giéi trinh tw Sanger. Cac
bién thé trén gen a anh hwéng dén qué trinh
sinh tdng hop protein, dan dén khéng hoéc suy
giam tdng hop, hodc tao chudi a globin khéng
bén virng.* Cac bién thé nay phan bd véi tan
suat khac nhau & cac dan tdc va khu vue khac

nhau & Viét Nam.?

Céc nghién ctu trwdc day trén thé gidi da
chi ra rdng hau hét cac dot bién diém gay bénh
a thalassemia déu xay ra trén gen a2, va khéng
gay ra sw thay déi ndo vé&i nhirng gen con lai.
Do gen a2 cd vai trd gap déi gen a7 trong qua
trinh san xuat chudi a globin, nén cac bién
thé trén gen a2 thwdng dan dén cac hau qua
nghiém trong hon so véi ciing bién thé dé néu
nam trén gen a1.?

Hb Constanst Spring (HbCs) la dang dét
bién diém thwéng gap nhét trén gen a. Pay la
loai Hb bat thwdng do dét bién diém tai codon
két thic cha gen HBA2 gay nén, lam thay dbi
TAA>CAA, dan t&i thém vao trinh ty chudi a
globin binh thuwdng 31 amino acid. Do dé,
mRNA tr& nén rat khong bén virng, va lam gidm
kha nang tdng hop thanh chudi a globin. Phan
t&r Hb nay ciing khéng bén, ndng dd clia ching
trong mau ngoai vi rat nhd va kho dé co thé
phat hién dwoc nhét |4 trong trwéng hop bién
thé di hop tlr." Ngwdi mang bién thé di hop t&r
cla loai bién thé nay thuwong cé lam sang va
chi s6 huyét hoc binh thwéng. Trong nghién
clru cua chung toi, 5/9 trwdng hop da dwoc
phéat hién mang di hop bién thé HbCs va khong
c6 thiéu mau trén Iam sang. Tuy nhién, trong
doé 1 trwong hop cd chi sb huyét hoc giam rd
rét (MCV = 59,9fL; MCH = 58,8pg), nhwng ty
lé HbA2 tang (HbA2 = 5,1%). Ngoai ra, khi két
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hop v&i bién thé méat doan --SE4 ¢ thé gay ra
bénh HbH, vi vay, viéc xac dinh cac bién thé
nay déng vai trd rat quan trong trong viéc tw
véan di truyén trwdc sinh va sang loc, chan doan
trwéc sinh. O Viét Nam, mot sb nghién ciru gan
day ciing phat hién ti 1& bién thé nay hay gap &
coéng ddng ngudi dan toc thidu sd nhw dan toc
Co Tu."

Hemoglobin Quong Sze (HbQs) la mdt dang
bién thé khéng méat doan it phd bién hon trén
gen HBA2, trong d6 acid amin Leucine thay
thé Proline (CTG — CCG, codon 125). Nguoi
bénh cla tinh trang nay ciing bi thiéu mau
murc d6 nhe dén trung binh. Hb Qs Ia bién thé
hemoglobin khéng &n dinh dwoc ghi nhan hau
hét & mién Nam Trung Quéc va Thai Lan. Day
I& mot trong nhirng alen chinh gay ra HbH (34)
khéng méat doan & dan s Trung Québc khi két
hop vé&i bién thé --S24.1" & nghién ctu nay, 2
ngudi bénh dwoc phat hién mang dang bién
thé HbQS di hop tlr va gidm nhe chi s6 MCV
va MCH (MCV, MCH trung binh lan luot 14 74,8
* 4,03fL va 23,7 £ 1,6pg). 2 trwdng hop nay céd
d&c diém lam sang va chi sé huyét hoc twong
tw nhw cac ca lam sang da dwoc bao cao trwéc
day.

Bién thé c.2delT da dwoc bao cao la bién
thé gay bénh theo co s& di liéu Clinvar.'2 Bay
la bién thé méat mot nucleotid (T) tai codon ATG,
la codon dau tién & exon 1 gen a2 lam thay
ddi acid amin mé& dau Methionin.! Do vay, bién
thé co thé gay ra sy thiéu hut protein chirc
nang twong &’ng duoc téng hop. Bién thé nay
duwoc bao cao chi yéu & cac trwong hop mac
bénh HbH, tuy nhién hién nay cé rat it cac ca
bénh o-thalassemia do bién thé nay dwoc ghi
nhan. Trong nghién cru, chung téi phat hién
1 trwéng hop ngwdi lanh mang di hop ti bién
thé nay, khong cé triéu chirng thiéu mau va chi
s6 MCV, MCH giam nhe. Nhiéu truéng hop
a-thalassemia do céc bién thé hiém gap khoéng

phat hién dwoc béng cac ky thuat sang loc
théng thuwéng dan dén rat dé bd sét khi sang loc
triwdc sinh. Vi vay vai trd cla ky thuat giai trinh
tw trong sang loc, chan doan a-thalassemia dac
biét 13 dbéi v&i trwdng hop hiém gap 1a rat quan
trong, can dwoc can nhac khi ngudi bénh cé chi
sb huyét hoc bat thuong.

Nghién ctru clia chung téi phat hién 1 trwdng
hop di hop tlr c.-2C>T trén gen HBA2, day la
bién thé méi chwa dwgc bao céo trén cac hé
théng co s& d¥ liéu nhw Ithanet, Clinvar, HbVar,
HGMD va LOVD. Vi tri bién thé xay ra tai vung
5'UTR (5’ untranslated region), day la vung
trinh tw d& mRNA gén vao trwdc khi bat dau
qué trinh dich ma. 5’UTR béat dau t vi tri khoi
dau phién ma dén nucleotid dau tién ctia codon
m& dau dich ma, chinh vi vay day la vung trinh
tw rat quan trong trong diéu hoa qua trinh dich
ma & sinh vat nhan thwe. Khi str dung coéng cu
Mutation Taster va CAAD dé duw doan kha nang
gay bénh ctia bién thé mai nay, két qua déu cho
thay bién thé cé thé gay bénh (disease causing)
v&i didm CAAD la 11,09 (> 10)."* Trwérng hop
nay cé chi s6 MCV, MCH gidm rd rét (MCV =
63,9fL, MCH = 15,8pg) nhwng khéng co triéu
chirng lam sang, ty I1& HbA2 giam nhe (1,7%).
Mac du chwa thé khdng dinh chac chén vai tro
gay bénh cla bién thé nay, tuy nhién sw phat
hién bién thé m&i cang khang dinh vai trd cla
ky thuat giai trinh tw trong qua trinh sang loc
bién thé hiém gdp & nguoi lanh mang gen,
doéng gép vao hé théng co s& div liéu bién thé
gay bénh a thalassemia trén thé gi&i.

V. KET LUAN

Bang ky thuat gidi trinh tw, nghién ciru da
phat hién 4 dang bién thé trén gen HBA2 &
9 trwdng hop la ngwodi lanh mang gen bénh
a-thalassemiabao gébm: 5 triérng hop mang bién
thé -a+*Cs, 2 trwérng hop mang bién thé -aHs, 1
trwong hop mang bién thé HBA2:c.2delT va 1
trwong hop mang bién thé méi HBA2:c.-2C>T
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chwa dwoc bao cao trén cac co s& dir liéu nhw
Ithanet, HbVar, Clinvar, HGMD va LOVD.

VI. KHUYEN NGH]I

Mot s trworng hop mang déng thdi bién thé
trén gen a va gen B globin dan dén thay déi chi
s6 huyét hoc néng né hon so véi ngudi mang
gen a don thuan, vi vay trong nhirtng trworng
hop nay can thuc hién thém cac xét nghiém
phat hién bién thé gen g globin.
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Summary
CARRIER SCREENING OF ALPHA THALASSEMIA USING
SEQUENCING METHOD

About 5% of a-thalassemia is caused by point mutations of HBA1 and HBAZ2 genes, causing a
deficiency in the a-globin chain that makes up the hemoglobin molecule. The clinical manifestations
of a-thalassemia varied depending on the number of missing a chains. The disease is inherited
autosomal recessive disorder, so the identification of healthy people carrying the recessive allele
is important for genetic counseling about the disease in the community. By using DNA sequencing,
we examined the blood samples of 9 cases suspected of carrying the a-thalassemia gene. There
was no detected deletion variants to identify non-deletional mutations of HBA71 and HBA2 genes.
4 types of non-deletional mutations of the HBA2 gene were identified in 9 heterozygous carriers,
of which 5/9 carriers having variant -a"cs, 2/9 carriers having variant -a"®, 1/9 carrier having
variant c.2delT, and 1/9 carrier having a novel variant c.-2C>T that was not in the databases.

Keywords: a-thalassemia carriers, Sanger sequencing, non-deletional mutation.
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