TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

XAC DINH NGU'O'l LANH MANG BIEN THE GEN
GAY BENH B-THALASSEMIA BANG KY THUAT GIAI TRINH TV
GEN SANGER VA KY THUAT MLPA

Vwong Vi Viét Ha'2, Hoang Thi Hai?, Lé Thi Phwong'
Dang Thi Minh Nguyét', Nguyén Thi Nha2 va Tran Van Khanh'*

"Trrong Pai hoc Y Ha Noi
2Bénh vién Bwu Bién

Bénh Thalassemia la bénh di truyén phé bién nhét trén thé gi6i. Uéc tinh ty 1é mang gen thalassemia trung
binh trong céng déng tét ca céc dén téc Viét Nam la 13,8%. B-thalassemia thé ndng cé biéu hién thiéu mau tan
mau néng, dnh huéng dén kha néng séng, chét luong séng ctia ngudi bénh. Viéc sang loc, chdn doan sém nguoi
bénh, ngudi mang gen trong céng déng déng vai tro quan trong gitip han ché sinh ra tré méc bénh B-thalassemia.
Nhiéu ky thuat phén t&r 94 duwoc phat trién nham phat hién dét bién gy bénh B-thalassemia trong d6 giai trinh tu
DNA I3 tiéu chudn vang dé xac dinh cac dot bién diém va MLPA dung dé xéc dinh dét bién mat doan/ldp doan. V&i
muc tiéu phét hién céc bién thé gen HBB gdy bénh B-thalassemia & ngudi lanh mang gen bang ki thuét gidi trinh tu
gen Sanger va ky thuat MLPA, nghién ctru tién hanh trén 102 trudng hop thiéu mau héng cdu nhd nhuoc séc, dién
di huyét séc t6 nghi nge> mang bién thé gy bénh trén gen B-globin da loai triy thiéu mau thidu sét. Két qué da xac
dinh duwoc 102 trirong hop déu mang dot bién gay bénh trén gen HBB, trong d6 97% la dét bién diém va 3% la dot
bién méat doan, céc loai dot bién thuong gép c6 CD26 chiém 39,2%, CD17 chiém 22,5%, CD41/42 chiém 21,6%.

Twr khoéa: B-thalassemia, Sanger, giai trinh tw, MLPA, ngw®i mang gen bénh.

I. DAT VAN BE

Bénh Thalassemia (hay con goi la bénh tan
mau bam sinh) thudc nhém bénh réi loan téng
hop huyét sac td gay thiéu mau, tan mau, la
bénh di truyén phé bién nhét trén thé gidi. Theo
b&o céo cla Lién doan Thalassemia thé gii
ndm 2013, c6 khodng 7% dan sb trén thé gisi
mang gen bénh thalassemia. Bénh Thalassemia
c6d 2 nhém phé bién la o-thalassemia va
B-thalassemia tuy theo nguyén nhan gay bénh
do dét bién & gen a-globin hay B-globin.’

Bénh B-thalassemia gay ra do gidm sb
lwgng chudi B-globin, ¢ nguyén nhan do
dot bién & gen anh hudng dén céu truc hoac
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chirc ndng gen HBB thwdng gap & cong dong
nguoi gboc Trung Boéng, Pia Trung Hai, An Do
va Bong Nam A, trong d6 Viét Nam la nwéc cod
ty 16 mac bénh cao trén ban dd thalassemia
thé gi¢i. Nam 2017, Vién Huyét hoc - Truyén
mau Trung wong da phdi hop véi nhiéu don
vi trén toan qubc dé thuc hién dé tai nghién
ctu ddc diém dich t& gen bénh thalassemia/
huyét sac tb tai Viét Nam, wéc tinh ty 1& mang
gen thalassemia/huyét sac tb trung binh trong
céng dong cho tat ca cac dan toéc trén toan
quéc 1a 13,8%. V&i thé B-thalassemia, ty lé&
mang gen trong cdng dong khoang 0,7% dbi
véi ngwdi dan toc Kinh, tang 1én dén 9 - 11,5%
& mot sb dan tdc mién nGi.2Thé bénh 1am sang
ndng nhat cla bénh B-thalassemia vé&i kiéu
gen bénh déng hop ttr dot bién B° co biéu hién
thiéu mau tan mau nang dan dén nhiéu bién
chirng nhw cham phat trién thé chét, suy tim...
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néu khong dwoc diéu tri truyén mau (2 - 5
tuan/lan) va thai sét tét thi tién lwong sbng rat
x4u. Bénh B-thalassemia khéng khéi phat triéu
chirng ngay sau sinh nhwng cac triéu chirng
sé xuat hién ngay trong ndm dau doi. Dot
bién HbE |a dang d6t bién nhe, nén mot ngudi
mang 2 bién thé gen bénh HbE (BE/BE) khong
c6 biéu hién 1am sang, hodc chi thiéu mau nhe.
Tuy nhién, ngwdi bénh mang bién thé HbE két
hop véi bién thé B° (B%/BE) sé& cé biéu hién lam
sang murc do trung binh dén nang, sé can phai
duwoc kham va diéu tri dinh ky tai bénh vién.3 Vi
vay, viéc sang loc, phat hién sém nguwéi mang
dot bién gen gay bénh B-thalassemia (bao
gdm ca gen HbE) trong quan thé dan sb doéng
vai trd quan trong gitp han ché sinh ra tré méc
bénh B-thalassemia.

Ngay nay, co ché di truyén phan t&r cia bénh
B-thalassemia da dwoc nghién ctru ky luwdng.
Hon 95% bénh nhan B thalassemia mang céac
dot bién diém trén gen HBB, chi mét ty 1& nhé
la co dot bién méat doan. Nhiéu ky thuat phan
tlr da dwoc phat trién nhdm phat hién nhanh
chéng véi dd chinh xac cao cac bat thwong di
truyén gay bénh B-thalassemia nhw nhém ky
thuat lai phan t&r nguwoc (Reversehybridization)
st¢ dung mang lai hoac thanh lai, nhém
ky thudt PCR nhw RFLP-PCR (restriction
fragment length polymorphism), ARMS-PCR
(Amplification Refractory Mutation System),
Gap-PCR, ky thuat MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) va ky thuat giai
trinh tw DNA. Gidi trinh ty Sanger dwgc coi la
tiéu chuén vang dé xac dinh cac dot bién diém,
bao gdbm cac dot bién diém, dot bién mat doan
ho&c 13p doan nhé da biét va cac dot bién diém
méi, chwa dwoc bao cdo ma khong can thiét
ké mdi dac hiéu cho tirng dét bién. Ky thuat
MLPA la phwong phap giup phat hién cac dot
bién mat doan/lap doan da biét va dot bién
mai.4 Xuét phat tr thue tién trén, ching toi tién
hanh nghién ctru: “Xac dinh ngwdi lanh mang

gen gay bénh B-thalassemia bang ky thuat giai
trinh tw gen Sanger va ky thuat MLPA” v&i muc
tiéu phat hién cac dot bién gen HBB trén nhirng
ddi twong ¢ nguy co cao mang gen gay bénh
B-thalassemia dén kham tai Trung tam hé tro
sinh san, Bénh vién Bwu dién nam 2022.

Il. DOI TWVONG VA PHUONG PHAP
1. B6i twong

Tiéu chuén Iwa chon

102 bénh nhan dén kham tai Trung tdm ho
tro sinh san, Bénh vién Bwu dién nam 2022 cé
xét nghiém cong thirc mau thé hién hdéng cau
nhd nhwoc séc (MCH < 27pg; MCV < 80fL)
va dién di huyét sac t& nghi ngd mang gen
B-thalassemia (HBA2 > 3,5%, HbF tang, hoac
xuét hién HbE), khéng phan biét yéu t6 vung
mién va thanh phan dan toc.

Tiéu chuén loai troe

Thiéu mau do thiéu sét, ngwdi bénh
B-thalassemia.
2. Phwong phap

Dja diém nghién ctru

Mau nghién ctru dwoc thu thap tai Trung
tam HG6 tro sinh san, Bénh vién Bwu Dién va
thwe hién cac ky thuat sinh hoc phan tlr phan
tich dot bién gen tai Trung tam nghién ctru Gen-
Protein, Trwong Pai hoc Y Ha Nbi.

Phwong phap nghién ciru

M6 ta cét ngang.

Ky thuét tach chiét DNA

DNA duorc tach tr m&u mau toan phan bang
bd kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit
cla hang Promega, Hoa Ky. Quy trinh tach
chiét tuan theo huwéng dan cla nha san xuét.
Néng d6 va do tinh sach clia DNA sau tach
chiét dwoc kiém tra bang phwong phap do hap
thu quang trén may NanoDrop: néng d6 DNA
80 - 200 ng/pl, danh gia dé tinh sach bang ty 1&
OD A260/A280 = 1,8 - 2,0.

2
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Phan *rng PCR khuéch dai toan bd gen
HBB, bao gém vung 5°UTR (trwéc ma mé dau
220bp), toan bd exon - intron va vung 3'UTR
(sau méa két thic 240bp) st dung cac cip
mdi dic hiéu theo nghién clru clha Supatra
Sirichotiyakul (2003).5

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

Gidi trinh gen Sanger: Thuc hién theo hwéng
dan st dung cho bd kit BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher, Hoa
Ky). S&n phdm PCR giai trinh tw sau khi tinh
sach duoc dién di bang trén hé théng dién di
mao quan ABI-3500 va dwoc phan tich bang
phan mém CLC Main Workbench 6. Két qua
gidi trinh tw dwgc so sanh véi trinh tw chuan
NG_000007 ciia gen HBB trén GeneBank.

Ky thuat MLPA: nghién ctru str dung bo kit
SALSA MLPA Probemix P102 HBB cla hang
MRC Holland (Ha Lan) dé& phat hién d6t bién
gen B-globin. Thi nghiém duwoc thwe hién tuan
theo quy trinh chung ctia nha san xuat. Gdm cac

A sser SAC
| |
Jp( Al | !llf‘ A /-\
-88 -28
< T9GAE2TK) . 84_85insC(L296)
TGGTAAGGC

M&lﬁm

CD26(HBE)-ddng hop CD27/28

. 216-217insA(S73f5) ¢287 2 ‘\ nsA(K96fs)

CGAACCAT

buwéc co badn nhw sau: Khtr RNA, gan probe,
ndi cac doan probe béng enzym ligase, khuéch
dai cac probe bang phan trng PCR, dién di san
pham trén hé théng dién di mao quan ABI3500.
3. Pao dirc nghién ciru

Nhitng ngwdi mang dot bién gen bénh
B-thalassemia tham gia vao nghién clru nay
mot cach tw nguyén. Ho dwoc théng bao két
qua xét nghiém gen va bao mat thong tin ca
nhan. Nghién ctru da duwgc chép thuan bai Hoi
ddng dao dirc Trworng Pai hoc Y Ha Noi ma sb
470/GCN-HDDDNCYSH-DHYHN.

Ill. KET QUA

Ap dung k¥ thuat giai trinh tw Sanger dé giai
trinh ty toan bé gen HBB trén 102 trwdng hop
thiéu mau héng cau nhé nhuoc séc, chang toi
phat hién duwoc 10 dang dét bién, trong doé c6
8 dang dét bién diém trén gen HBB tim thay &
99/102 ngudi va 2 dang dot bién mét doan I&n
trén cum gen B-globin & 3/102 nguoi. Két qua
phan tich tirng dét bién dwoc thé hién trong hinh:

CS2AST(KIS®)

¢ 79G>A(E27K)

CD26(HBE)

. 126-129del TCTT(F42fs)
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CD71 7"‘ CD95

IVS-I-1 1\511(4

Hinh 1A. Két qua dét bién gen HBB & nhirng triwéng hop nghién ciru

A) Két qua giai trinh tw gen phat hién mot sé dot bién diém.
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Hinh 1B. Két qua dot bién gen HBB & nhirng trwwéng hop nghién clru
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B) Két qua MLPA phat hién dét bién xoa doan di hop t& Dutch 12,6 kb

Bang 1. S6 lwong va ti 1é dot bién trén gen B-globin

Tén Kiéu Biéndéi  Bién doi s
oz oz ] Exon/Intron Tanso (n) Tilé (%)
dot bien dot bien c.DNA protein
CD26 HBE c.79G>A p.Glu27Lys Exon 1 40 39,2%
CD17 e c.52A>T  p.Lys18* Exon 1 23 22,5%
CD41/42 B° c-126- Phe42fs Exon 2 22 21,6%
129delTTCT © o7
-28A>G B* c.-78A>G Promotor 5 4,9%
c.216-
D71/72 0 .Ser73f E 2 4 9
C / B 217insA p.Ser73fs xon 3,9%
c.287-
0 0,
CD95 B 288insA p.Lys96fs Exon 2 3 2,9%
Méat doan Dutch
12,6 kb RO Gen & va B globin 2 2%
IVS-1-1 Re c.92+1G>T Intron 1 1 1%
-88C>T B* c.-138C>T Promotor 1 1%
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Tén Kiéu  Bién déi  Bién doi Exon/Intron Tansé(n) Tilé (%)
dét bién détbién c.DNA protein P
Mét doan dan Gen*y, & va
an dang 8o V. € B 1 1%
Cy*(*ydp)°-thal globin

Trong 102 trwong hop, cd 40 trwdng hop
mang dot bién CD26 chiém 39,2%, 23 trudng
hop mang doét bién CD17 chiém 22,5%, 22
trwdng hop mang dét bién CD41/42 chiém
21,6%, 5 trwdng hop mang dot bién -28A>G
chiém 4,9%, 4 trwdng hop mang dot bién
CD71/72 chiém 3,9%, 3 trwéng hop mang dot

bién CD95 chiém 2,9%, 2 trwédng hop mang
dot bién mét doan del Dutch 12,6kb, 3 dang
dot bién con lai mdi dang chi c6 1 trwdng hop
chiém ti 1& 1%. Nhw vay, dot bién diém chiém
ti 16 97%, dot bién mat doan chiém i 1& 3%.
Ti 1& d6t bién HBE 1a 39,2%, B°-thalassemia la
54,9%, B*-thalassemia la 5,9%.

Bang 2. Méi lién quan giira chi s6 MCV, MCH va dién di huyét sac té v&i cac dang dot bién

Két qua dién di HST

Dang dét bién MCV (fL) MCH (pg)
0, [V
ang d¢ (85 - 95) (28 - 32) HbA1 (%) HbA2 (%)
(96,5 - 98,5) 2 - 3,5)
CD26 (HbE) 723+77 23,5+34 73,4 +4,1 3,011
CD17 61,7+48 19,2 +1,9 93,3+1,6 54+04
CD41/42 61,1+74 19,9+ 3,5 89,5+13,8 52+0,7
-28A>G 69,7+2,0 22,4+0,8 93,8+0,2 59+0,3
CD71/72 65,3+7,7 20,8 +2,9 93,7+0,9 56+0,5
CD95 552+7,6 18,2+1,7 91,623 53+0,3
M4t doan Dutch
78,9+0,1 25,7+0,1 78+ 0,4 45+0,7
12,6 kb
c.92+1G>T
64,6 21,6 94 1 54
IVS 11 (G>T)
-88C>T 74,3 24 1 79 5
Méat doan dang
72,8 23,1 78,3 2,4

°y"(*ydp)-thal

Thé tich trung binh hdng ciu (MCV) gidm
nhiéu nhat & nhirng ngwdi mang dét bién CD95
(55,2 + 7,6 fL), tiép dén dot bién CD41/42 (61,1
+7,4fL)va CD17 (61,7 + 4,8 fL). Thé tich trung
binh héng cidu (MCV) giam it nhat & nhirng
ngudi mang doét bién méat doan Dutch 12,6kb
(78,9 + 0,1 fL), tiép dén 13 -88C>T (74,3 fL), dot

bién méat doan dang Sy*(Aydp)>-thal (72,8 fL) va
CD26 (HbE) (72,3 + 7,7 fL). Néng d6 huyét sac
té trung binh hdng cau (MCH) gidm nhiéu nhét
& nhitng ngudi mang dot bién CD95 (18,2 +
1,7pg), tiép dén dot bién CD17 (19,2 + 1,9pg) va
CD41/42 (19,9 + 3,5pg) va gidm it nhat & nhirng
nguwdi mang dot bién mét doan Dutch 12.6kb
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(25,7 + 0,1 pg), tiép dén 1a -88C>T (24,1pg),
dot bién mat doan dang Sy*(*ydB)°-thal (23,1pg)
va CD26 (HbE) (23,5 + 3,4pg). bién di huyét
sac t6 thay ti 1&é HbA1 gidm nhat & nhirng ngudi
mang dot bién CD26 (HbE) 1a 73,4 + 4,1, tiép
dén 1a hai dang dét bién méat doan. Ty & HbA2
(nguwdng binh thwong la < 3,5%) tang trong cac
trwdng hop trir tredng hop dot bién mat doan
Cy*(*ydB)’-thal ty I&€ HbA2 Ia 2,4%.

Tét ca cac trwdng hop mang dot bién gen
HBB déu c6 lwong huyét sic té trung binh
héng cdu (MCH) va thé tich trung binh héng
cau (MCV) gidm dang ké.

IV. BAN LUAN

Céc ky thuat sinh hoc phan t& phat trién vo
cung manh mé, dac biét la k¥ thuat giai trinh ty,
ngay cang co nhiéu dot bién maéi dwoc phat hién
trén cum gen B-globin. Cac dot bién dwoc chia
lam 2 nhém I&n: nhém dét bién lam mét hoan
toan tébng hop chudi B-globin (B°-thalassemia)
va nhém dot bién lam gidm téng hop chubi
B-globin (B*-thalassemia). Viéc xac dinh chinh
xac cac dot bién dong vai trd quan trong trong
sang loc, tién lwong cling nhw tw van di truyén.3

Hién nay, c6 rat nhiéu ky thuat sinh hoc
phan t&: nhom ky thuat lai phan t& nguoc
(Reversehybridization) s&r dung mang lai hoac
thanh lai, nhém ky thuat PCR nhw RFLP-PCR
(restriction fragment length polymorphism),
ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation
System), Gap-PCR, ky thuat MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) va
nhém k§ thuat giai trinh tw DNA gdm gidi trinh
tw thé hé | va gidi trinh tw thé hé méi (Next
generation sequencing (NGS) cho phép xac
dinh dwoc hau hét cac dot bién gen B-globin.
Theo théng ké hién cé hon 300 dot bién da
dwoc phat hién trén gen B-globin. Ky thuat giai
trinh tw gen thé hé méi ra ddi cho phép xac
dinh dwoc toan bd cac dot bién tlr méat doan,

I&p doan, d6t bién diém hay thém bét mot hay
mot sé nucleotid. Tuy nhién, gia thanh cda
phwong phap nay con cao va chwa phu hgp voi
kha n&ng kinh té ctia phan I&n nguwoi Viét Nam.
Ky thuat giai trinh tw Sanger dwoc chon lam
ky thuat chinh dé xac dinh dot bién gen HBB
trong nghién ctru vi né c6 wu diém vwot troi
so v&i cac ky thuat théng thuwdng khac. Nhw ky
thuat ARMS-PCR chi c6 thé xac dinh cac dot
bién diém da biét va khong thé xac dinh dwoc
cac dot bién 13p doan, mat doan hay dét bién
diém m&i, con nhém ky thuat lai phan t&r ngwoc
chi cho phép xac dinh mot sé dot bién da biét.
Giai trinh tw Sanger v&i d0 nhay va do dac hiéu
cao, c6 thé xac dinh dworc toan bd cac doét bién
diém, ké ca cac dot bién diém mai phat sinh va
mot sb dot bién méat doan, thém doan nhéd va ca
vung intron trén gen HBB. M6t nhwoc diém cla
ky thuat giai trinh tw gen Sanger la ky thuat nay
khéng phat hién dwoc cac dot bién mét doan,
thém doan I6n, do d6 can c6 mét ky thuat bd
tro trong trwérng hop nghi ngér cé dét bién mét
doan/lap doan I&n, d6 1a ky thuat MLPA 48
Trong nghién clru clia chung t6i, 3 dang dot
bién thworng gap nhét 1a CD26(HbE), CD17,
CD71/72. Chiriéng 3 loai dét bién nay da chiém
87% téng sb dot bién dwoc phat hién. Khi so
sanh két qua v&i nhiéu nhém tac gia trong nwérc,
ty 1& dot bién hoan toan trung khép véi cac két
qua da cdng bd, nhw nghién clu cla tac gia
Bach Quéc Khanh (2019), Nguyén Hoang Nam
(2017). Ngoai ra, bang cach st dung ky thuat
gidi trinh tw gen Sanger, chung t6i con xac dinh
dwoc cac dot bién diém hiém gap khac nhu:
CD95, IVS I-1, -88, trong d6 dot bién -88 khong
¢6 trong cac bo kit thwong mai & Viét Nam.?
40 trworng hop mang dot bién CD26 (39,2%)
l& d6t bién sai nghia (missense) lam thay thé
Glutamat bang Lysin, dan dén tdng hop mot
chudi globin khac v&i chudi B globin, khi két hop
v&i chudi a globin tao nén huyét sic tb E, day la
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dang dot bién rat phd bién & Bong Nam A ciing
nhw Viét Nam. 62 trwdng hop (60,8%) la dét
bién B°—thalassemia (54,9%) va B*-thalassemia
(5,9%). Dot bién gen B°—thalassemia chiém chu
yéu, nhiéu hon hén dot bién B*-thalassemia, két
qua nay phu hgp véi cac nghién ctru trvdc day
& Viét Nam, khi alen B° phd bién hon B* va dot
bién HbE rat phd bién di cling B-thalassemia.?
Phwong phap giai trinh tw Sanger ngoai
xac dinh dwoc cac dot bién diém thwong gap,
con gilp xac dinh cac dot bién diém hiém gép,
khong bd sét dot bién diém nhwng khong xac
dinh dwoc dot bién matithém doan I6n. Pé
khac phuc nhwoc diém trén chuing toi st dung
phwong phap MLPA dé xac dinh dét bién cla
3 trwdng hop khéng xac dinh duwoc dot bién
diém trén gen HBB. Két qua xac dinh duoc 2
truong hop mét doan 12,6kb Dutch deletion
va 1 trwdng hop dot bién méat doan Chinese

TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

Sy*(AydB)°. Del Dutch 12,6kb 1a dot bién mét
doan cé kich thwéc 12,6 kb ndm trén nhanh
ngén nhiém sac thé sb 11, chira viing gen ma
héa cho & va B globin. Vi vay, dét bién nay con
duwoc goi la delta-beta-thalassemia (68)°. Theo
nghién ctru cla JE.Craig va cong sy nam 1994,
dién di huyét sac tb clia ngwdi mang di hop tor
dot bién nay cho thdy sy xuét hién bén virng
cla hemoglobin bao thai (HbF) trong giai doan
trwéng thanh véi néng do t 5 - 20%, twong ng
v&i nghién clru clia chung téi ghi nhan dwoc 2
trwong hop mang dot bién del Dutch 12,6kb c6
ty 1& HbF 1& 18,3% va 16,7%. Cac dang dot bién
delta B thalassemia co tinh chéat dia li. JE.Craig
(1994) sang loc mot nhém gdm 23 ca nhan tir
16 gia dinh ¢4 ngudn géc dan toc khac nhau véi
cac kiéu hinh 5B thalassemia da bat ngd xac
dinh dwoc mot mat doan 12,6kb & mot ngudi
Viét Nam méc bénh delta-beta thalassemia.”
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Hinh 2. Biém dit gay cua dot bién mat doan 12,6kb phat hién & ngwei Viet Nam’

Gy*(*ydB)’-thalassemia 1a dang dét bién mét
doan B-globin phé bién nhat & Trung Québc.
Gy*(*ydB)’-thalassemia c6 pham vi méat doan
khodng 78,9kb, bao gdbm mét phan gen téng
hop #y globin, toan bd cac gen téng hop © va
B-globin va céac trinh tw DNA ¢6 chirc nang diéu
hoa cla gen tdng hop B-globin. M4t cum gen

HBB hoé&c dét bién viing diéu hoa clia gen tdng
hop y-globin dan dén sy biéu hién lién tuc cla
gen tdng hop y-globin. Do d6, sv gia tdng dang
ké ndng dd HbF & ngudi trwdng thanh la mot
d4u hiéu chi diém cho thay sy véng mat cla
cum gen Aydp.8

TCNCYH 165 (4) - 2023



TAP CHIi NGHIEN ClPU Y HOC

Lwong huyét sac t6 trung binh héng ciu
(MCH) va thé tich trung binh héng cau (MCV)
da dwogc sl dung trong sang loc va chan doan
bénh beta thalassemia trong hwéng dan chan
doan va diéu tri bénh Thalassemia clia B Y té
va dwgc ap dung réng rai. Trong nghién ctru
cla chung téi, quan sat thiy tat ca cac trwong
hop mang dét bién gen HBB déu cé lwong
huyét séc té trung binh héng cdu (MCH) va
thé tich trung binh hdng cau (MCV) gidm dang
ké, trong d6 giam nhiéu nhét c6 thé ké dén cac
dot bién CD95, CD17, CD41/42, day l1a cac dot
bién gay mat téng hop chudi B-globin, gay mét
can bang trong sé lwong cac chudi B-globin va
a-globin, tao cac thé vui trong hdng cau lam
cho hdng cau dé v&, tang sinh héng cau khéng
hiéu lwc. Ngwoc lai, dot bién CD26, -88C>T
va hai dang dot bién mat doan c6 lwong huyét
sac td trung binh hdng cau (MCH) va thé tich
trung binh hdng cau (MCV) gidm it nhat, c6 thé
giai thich do dét bién CD26 (HbE) va -88C>T
la hai dang dot bién B*. Cling nhw vay, ti 1&
HbA1 gidm nhiéu nhat & cac dang dot bién gay
ra cac phan tr hemoglobin bat thuéng (nhw
HbE) hodc gay gidm chung & mot sb gen thudc
cum B-globin nhwng lai lam tang hoat déng
clia gen con lai (nhw gen tdng hop y-globin
trong méat doan CGy*(Aydp)°-thal).

V. KET LUAN

Bang k¥ thuat giai trinh tw Sanger va MLPA
nghién clru da xac dinh dwgc 102/102 trevdong
hop c6 mang dot bién gen gay bénh beta
thalassemia, trong dé c6 99 trwdng hop mang
dot bién diém (97%) va 3 trwéng hop mang dot
bién mét doan (3%). 3 dot bién diém thwong
gép la CD26 chiém 39,2%, CD17 chiém 22,5%,
CD41/42 chiém 21,6%. 2 d6t bién méat doan
I6n la Dutch 12,6kb (2/102 trwdng hop) va
Cy*(AydB)°’-thal (1/102 trwdng hop).
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Summary

CARRIER SCREENING OF BETA THALASSEMIA USING
SEQUENCING AND MLPA TECHNIQUES

Thalassemia is the most common genetic disease in the world. The average thalassemia carrier
rate of all ethnic groups in Vietnam is estimated at 13.8%. B-thalassemia major patients may express
severe hemolytic anemia, affecting their viability and quality of life. Screening and early diagnosis
of patients and gene carriers in the community play an important role in limiting the ratio of children
born with B-thalassemia. Many molecular techniques have been developed to detect B-thalassemia
pathogenic variants, of which DNA sequencing and MLPA are the gold standards for identifying point
mutations and identifying deletion/duplication mutations, respectively. With the aim of detecting HBB
gene pathogenic variants in healthy carriers by Sanger sequencing and MLPA techniques, the study
was conducted on 102 cases of hypochromic microcytic anemia suspected of carrying the pathogenic
variants in the 3-globin gene and iron deficiency anemia was excluded. The results identified 102
cases have mutations in the HBB gene, of which 97% were point mutations and 3% were deletion
mutations. CD26 accounts for 39.2%, CD17 accounts for 22.5% and CD41/42 accounts for 21.6%.

Keywords: B-thalassemia, Sanger sequencing, MLPA, carrier.
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