TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

XAC DINH CAC BIEN THE GEN HBB
O’ NGU'O'l BENH B-THALASSEMIA
TAI VIEN HUYET HOC - TRUYEN MAU TRUNG UONG

Pham Trinh Tric Phwong', Dwong Quéc Chinh?2

Nguyén Thanh Ngoc Binh? va Nguyén Quang Tung?3*

"Trurong Y Duorc, Pai hoc Da Néng
2\jién Huyét hoc - Truyén mau Trung vong
3Trwong Dai hoc Y Ha Noi

B-thalassemia la bénh ly huyét hoc di truyén don gen phd bién nhét trén thé gici. Bé xac dinh

céc bién thé gen HBB & 224 ngudi bénh B-thalassemia, DNA duoc tach tir mau ngoai vi chéng déng
bang EDTA-K2 va tién hanh phén tich bang céc ky thuat: MARMS-PCR, gidi trinh tw gen Sanger
va MLPA. Két qud da phat hién téng sé 416 bién thé & 224 ngudi bénh B-thalassemia tai 5 vi tri
khéc nhau trén gen HBB. CD26 (HbE), CD17 Ia hai bién thé duwoc tim thdy véi ti 16 cao nhét lan luot
la 31,7% va 30,5%. HBB:c.79G>C va HBB:c.316-185C>T chwa tung dwoc ghi nhdn & Viét Nam.

T khéa: B-thalassemia, MARMS-PCR, giai trinh tw gen, MLPA HBB.

I. DAT VAN DE

Thalassemia la bénh tan mau di truyén don
gen phd bién nhét trén thé gi¢i. Bénh xay ra do
céc bién thé trén gen HBB gay rbi loan trong qua
trinh tdng hop chubi protein B-globin.! Cum gen
B-globin gdm 3 exon va 2 intron trén nhiém séc
thé 11 (bao gdm: HBE1, HBG2, HBG1, HBD va
HBB)."2 B—globin cung v&i a-globin la hai protein
tham gia vao qué trinh téng hop huyét séc td
A1 & nguoi trwdng thanh, do doé khi B-globin bj
gidm hodc mat Iam mét can bang ti 1é gira chudi
a va khéng a dan dén & dong Hem trong céc
chudi a-globin lam can tré sw trwdng thanh cla
hoéng cau. Hién nay da phat hién hon 290 bién
thé gay bénh B-thalassemia phan bd tuy thudc
vao khu vuc, qubc gia va dan toc. C6 08 bién
thé gay ra 95% céc trudng hop B-thalassemia &
Viét Nam, gdm CD17, CD41/42, -28, CD71/72,
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IVSI-1, IVSI-5, IVSII-654 va CD26 trong d6 bién
thé CD26, CD17, CD41/42 la ba bién thé gay
bénh thuwdng gép nhét véi ti 1é khac nhau & méi
viing mién.*5 Ngoai ra con c6 mét ti 1& nhé ngudi
bénh B-thalassemia lién quan dén cac bién
thé méat doan gen HBB. Mot sb ky thuat sinh
hoc phan t& dwoc sir dung dé phat hién bién
thé gen HBB nhu ARMS-PCR (Amplification
Refractory Mutation System Polymerase Chain
Reactions), gap PCR, Stripassay, gidi trinh tw
gen, MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification). Ti 1& tirng loai bién thé gen HBB
thwong khac nhau & méi qudc gia va ving mién,
tuy nhién, qua trinh di cw da 1am lan truyén cac
bién thé gitra cac qubc gia trén thé gidi. Cac
nghién clu xac dinh ti 1& bién thé gay bénh
thwong gap giup cac phong xét nghiém ap dung
cac ky thuat phu hop dé rat ngén thoi gian va
tiét kiém chi phi chan doan. Vi vay, nghién ctru
st dung ky thuat ARMS-PCR da méi (MARMS-
PCR) phat hién 10 bién thé thwéong gép, gidi trinh
tw gen Sanger dé phat hién cac bién thé hiém
gép va MLPA @& xac dinh cac bién thé gay mét
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doan gen HBB v&i muc tiéu: Xac dinh ti 1é cac
bién thé gen HBB & ngudi bénh B-thalassemia
tai Vién Huyét hoc - Truyén mau Trung wong t
nam 2022 dén 2023.

Il. DOI TWUONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

224 nguoi bénh duwgc chan doan xac dinh
B-thalassemia theo “Hwéng dan chan doan va
didu tri mot sd bénh ly huyét hoc” ctia B Y té,
ban hanh ndm 2022 va duwoc xét nghiém dé
phat hién bién thé gen HBB.¢
2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru

Nghién clru mé ta cat ngang.

Dja diém nghién ciru

Khoa Di truyén — Sinh hoc phan t&, Vién
Huyét hoc — Truyén mau Trung wong.

Quy trinh thuc hién:

Thu thdp méu: Khoang 2mL mau ngoai Vi
chbng déng EDTA- K2.

Tach chiét va do do tinh sach DNA: DNA
tbng sé dwoc tach chiét DNA bang bo kit
Wizard Genomic DNA Purification clia hang
Promega (My). Kiém tra do tinh sach bang may
do Nanodrop 2000. Bao quén & -20°C cho dén
khi phan tich.

Phan tich mau: Lan lwot thwe hién cac ky
thuat sau:

(1) MARMS-PCR: Xac dinh 10 bién thé
thuwdng gap & Viét Nam la IVS2-654, 1VS1-1,
CD8/9, CD95, CD41/42, CD17, IVS1-5, -28,

CD26 (HbE), CD71/72, st¢r dung hoéa chét
cua hang Promega (My) thwc hién trén may
Mastercler Nexus.

(2) Phuong phép phén tich bién thé gay
bénh hiém gap:

- Gidi trinh ty gen Sanger st dung b kit cta
hang Applied Biosystem (My). Phan tich két
qua bang phan mém CLC Genomic Workbench
20 héang Qiagen (buc).

- Ky thuat MLPA s dung bd kit SALSA
MLPA clia hang MRC (Ha Lan).

Cac ky thuat MARMS-PCR, giai trinh ty
gen Sanger va MPLA dwoc thwe hién tai khoa
Di truyén- Sinh hoc phan tt, vién Huyét hoc
- Truyén mau Trung wong theo quy trinh ky
thuat da dwoc phé duyét va ap dung thwong
quy tai Vién.

X ly sé liéu

Béng phan mém SPSS 20.0
3. Pao dirc nghién ciru

Day la nghién ciru mé ta cat ngang, théng
tin dwoc thu thap tir két qua lwu trong hd so xét
nghiém cla nguwdi bénh va dugc bao mat. Sé
lieu dwoc thu thap trung thwc va chi phuc vu
cho muc dich nghién ctru.

ll. KET QUA

Bang phwong phap MARMS-PCR, cé
215/224 nguwoi bénh phat hién mang bién thé
gen HBB, 9 ngudi bénh dwoc xac dinh cac bién
thé hiém gap béng phwong phap giai trinh tw
gen Sanger hoac MLPA.

Bang 1. Dac diém chung cta déi twong nghién ctru

Dic diém Gia tri trung vi Dic diém Gia trj trung vi
Tudi 9 HbA1 (%) 40,7
Hb (g/L) 75,5 HbA2 (%) 1,8
MCV (fL) 67,6 HbE (%) 38,4
MCH (pg) 20,9 HbF (%) 26,7
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Gia tri trung vi cta tudi trong nghién ctru 14 9
tudi. Dac diém ndi bat 1a hdng cau nhé voi thé
tich trung binh hdng ciu (MCV) thép (trung vi

la 67,6 fL) va nhwoc sic véi lwong huyét sic

td trung binh héng cau (MCH) giam (trung vi

20!9 pg)‘

Bang 2. Ti |é cac bién thé gen HBB bing phwong phap MARMS-PCR,

giai trinh tw Sanger va MLPA

STT Ky thuat Bién thé Kiéu hinh  Sé lwong Tilé %

1 CD26 (HbE) BE 132 31,7
2 CcD17 B° 127 30,5
3 CD41/42 B° 95 22,8
4 .28 B* 16 38

—_— MARMS-PCR
5 CD71/72 B° 15 3,6
6 IVS-I-1 B° 1 2,6
7 CD95 B° 6 1,4
e IVS-11-654 B* 4 1,0
9 CD146 B* 2 0,5
10 HbKing’sMillG>C B* 1 0,2
T Giai trinh tw gen Sanger IVS-11-666 B* 1 0,2
12 CD22 B* 2 0,5
13 -88 B* 1 0,2
14 MLPA Mét doan B* 3 0,7
Téng 416 100

B°-thalassemia la céc dot bién lam mét chirc
ndng gen B-globin nén khéng téng hop duoc
chudi B-globin;

B*-thalassemia la céc dot bién lam gidm
chirc ndng gen B-globin nén gidm téng hop
chuéi B-globin & nhiéu mirc d6 khac nhau.

Phuong phap MARMS-PCR phat hién hon
97% bién thé gen HBB trong tong sb 416 bién
thé dwoc phat hién & 224 dbi twong nghién clru.
CD26, CD17 va CD41/42 1a ba bién thé chiém
ti 1& cao lan lwot 1a: 31,7%, 30,5% va 22,8%.
Mot vai bién thé hiém gap dwoc phat hién béng
phwong phap giai trinh tw gen Sanger va MLPA.
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Hinh 1. Két qua dién di san phAm MARMS- PCR

M: Marker; pos1,2,3: chirng dwong bién thé C6 07 bién thé dwoc xac dinh bang ky thuat
CD95, CD41/42, CD17, IVS1-5; NC: chirng am; gidi trinh tw gen Sanger trén 6 nguwoi bénh.
268, 280, 281, 303, 319, 327, 365: viét tit ma Trong d6, c6 hai bién thé la HBB:c.79G>C
ngwoi bénh. (pGlu27GIn) va HBB:c.316-185C>T chuwa trng

duwoc bao cao tai Viét Nam.
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Hinh 2. Két qua giai trinh tw Sanger

Nguwdi bénh mang bién thé hiém gap dwoc phat hién bang gidi trinh tw gen Sanger.
HBB:c.79G>C (HbKing'sMillG>C) di hop ti
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Ratio

5230005140-HEE
Distriwtion Typa: Refarence Samples | Exp: 20230613

Hinh 3. Két qua MLPA phat hién bién thé mat doan gen HBB

Nguwoi bénh ma sb 5230005140 mang bién promoter dén exon 3.
thé méat doan I6n gen HBB bao gdm ving
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Bang 3. Tan suat cac bién thé gen HBB theo vi tri

STT Tén bién thé Bién déi c.DNA Tf:t:i:i E’:::; Té(:)s‘é Ti 18 (%)
1 -28 HBB:c.-78A>G UTR (5') 16 3,8
2 -88 HBB:c.-138C>T UTR (5) 1 0,2
3 CD26 HBB:c.79G>A p.Glu27Lys Exon 1 132 31,7
4 HbKing'sMill HBB:c.79G>C p.Glu26GIn Exon 1 1 0,2
5 CD17 HBB:c.52A>T p.Lys18* Exon 1 127 30,5
6 CD22 HBB:c.67G>C p.Glu22GIn Exon 1 2 0,5
7 CD41/42 HBB:c.126_129delTTCT p.Phed2fs Exon 2 95 22,8
8 CD71/72 HBB:c.216_217insA p.Ser73fs Exon 2 15 3,6
9 CD95 HBB:c.287_288insA p.Lys96fs Exon 2 6 1,4
10 IVS-I1-1 HBB:c.92+1G>T Intron 1 1 2,6
11 IVS-11-654 HBB:c.316-197C>T Intron 2 4 1,0
12 IVS-11-666 HBB:c.316-185C>T Intron 2 1 0,2
13 CD146 HBB:c.441_442insAC Intron 2 2 0,5
14 Mét doan I&n gen HBB bao gdm vung promoter dén exon 3 Gen HBB 3 0,7

UTR (untranslated region: Vung khéng dich ma)

Céc bién thé xay ra tai 5 vi tri khac nhau cla
gen HBB; hau hét & exon 1 va exon 2 (tng la
90,9%); hiém khi xay ra & intron Il (chi khodng
1,7%), con bién thé & vung khéi dong chi la
4,1%. Cé ba bién thé mét doan I&n toan bd gen
HBB bao gébm vung promoter dén exon 3.

IV. BAN LUAN

MARMS-PCR la ky thuat don gian dwoc st
dung rong rai dé phat hién bién thé gen HBB
tai Viéet Nam.2® Tuy nhién, mét sé trudng hop
c6 MCV < 80fL, MCH < 28pg, két qua dién di

c6 thanh phan hemoglobin bat thwdng, nhung
khong phat hién bién thé thwdng gép bang cac
ky thuat MARMS-PCR, chung t6i tién hanh
ky thuat giai trinh tw DNA bang phuwong phap
Sanger hodc tim bién thé mét doan bang kj
thuat MLPA. Nghién ctru cla ching toi da phat
hién dwoc tdng sb 416 bién thé trong 224 dbi
twong nghién clru véi tAn sudt xudt hién cla
ba bién thé thworng gap 1a CD26 (HbE), CD17
va CD41/42 véi ti 1& 1an lwot la 31,7%, 30,5%
va 22,8%. So sanh vé&i véi mot sd nghién ciru
trong nuwéc:
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Bang 4. So sanh tan suét bién thé gen HBB & Viét Nam

Bién thé Nghién ctru nay (%) Mién Trung (%) Mién Nam (%)
CD26/ HbE 31,7 35,5 31,3
CD17 30,5 25,0 17
CD41/42 22,8 18,8 24,0
-28 3,8 2,1 4,96
CD71/72 3,6 6,3 4,7
IVSI-1 2,6 8,3 3,9
CD95 1,4 2,1 71
IVSII-654 1 - 4.8
CD14/15 - 2,1 -
CD8/9 - - -
Khéc 2.4 i 1
Tbng sb bién thé 416 46 99

The tw thwong gdp cha cac bién thé trong
nghién ctru clia ching téi twong déng véi nghién
clu da thwc hién tai mién Trung va tai mién
Nam, Viét Nam. Tuy nhién, trong nghién ctru
clia chung t6i bién thé CD17 chiém dén 30,5%
cao hon so v&i hai nghién clru con laila 25,0% &
mién Trung va 17,0% & mién Nam. T7 & bién thé
khac nhau tuy theo dia dw va dan tdc nén khac
biét nay c6 thé do co6 su khac nhau vé déi twong
trong méi nghién ctru. Trong tdng s6 cac bién thé
dwoc phat hién trong nghién ctru, hai bién thé
gdm HBB:c.79G>C (HbKing'Mill) va HBB:c.316-
185C>T (IVS-11-666) chwa tirng dwgc bao cao
& Viét Nam. Bién thé HBB:c.79G>A (CD26G>A)
lam thay thé Glutamat bang Lysin d&n dén tong
hop mét chudi globin khac véi chudi B-globin,
khi két hop v&i chudi a-globin tao nén huyét
sac t& E. Pay 1a dang bién th& hemoglobin
thwdrng phdi hop véi cac cac bién thé gay bénh
B-thalassemia, thwong gdp & Doéng Nam A,
trong do c6 Viét Nam. Trong khi d6, bién thé mai
phat hién 1a HBB:c.79G>C lai thay thé Glutamat

thanh Glutamin tao kiéu hinh Hb King’sMill. Cu
thé, két qua dién di huyét sac t6 & ngudi bénh
mang bién thé nay thay hinh anh HbA 1a 55,1%,
HbA2 1a 2,7%, Hb King'sMill 1a 42,2%, khéng co
hinh anh HbE. Bién thé HBB:c.79G>C khéng
gay bénh HbE va ciing dwoc ghi nhan Ia bién
thé hiém gap & Iraq theo AlMosawi (2020).7 Bén
canh d6, bién thé HBB:c.316-185C>T la mot
trong céc da hinh trén intron Il thwdng dwoc tim
thay & khu vwe Trung Bong, tuy nhién & khu vuc
DPéng Nam A con it bao céo, Aziz va cong sw
da ghi nhan c6 bién thé nay tai cong ddng dan
cw Malaysia (2021).8 Hai trwéng hop mang kiéu
gen di hop t&r CD17 phdi hop HBB:c.67G>C
(pGlu23GIn), nguoi bénh co6 két qua dién di
huyét sac t véi ti 1&é HbE trén 82%, tuy nhién ky
thuat MARMS- PCR chi phat hién bién thé CD17,
bién th& CD26 am tinh, vi vay chung toi tiép tuc
tién hanh giai trinh tw Sanger va phat hién thém
bién thé HBB:c67G>C (pGlu23GIn). Sy xuét
hién cac bién thé méi nay tai Viét Nam co thé
do tac dong b&i qua trinh di cw. Bén canh do, 3
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ngwdi bénh cé dac diém dién di hemoglobin bAt
thwdng véi ti 1& HbF 1an lwot 1a: 17,6%, 23,8%
va 24,2% dwoc phat hién mang bién thé mét
doan gen HBB béng ky thuat MLPA.

Cac bién thé dwoc phat hién trong nghién
clu ndm trén cac vi tri khac nhau cia gen HBB.
Céc bién thé nay thuong xay ra trén exon 1 va
exon 2. C6 3 bién thé méat doan 1&n toan bd
gen HBB bao gdm viing Promoter dén exon 3.
Tw két qud nay cho thay ti 1& nguoi bénh Be-
thalassemia phd bién hon B*-thalassemia. Két
qua clia chung tdi twong dong véi cong bd cla
Phan Thi Xinh (2022).5

V. KET LUAN

Bang ky thuat MARMS- PCR, giai trinh tw
gen Sanger va MLPA phan tich trén 224 nguoi
bénh B-thalassemia da phat hién14 kiéu bién
thé tai 5 vi tri khac nhau trén gen HBB, trong
dé CD26 (HbE), CD17 14 hai bién thé dwoc tim
thay véi ti 1é cao nhat. Ky thuat giai trinh tw gen
Sanger phat hién hai bién thé méi tai Viét Nam
la HBB:c.79G>C va HBB:c.316-185C>T.

LOI CAM ON

Xin chan thanh cdm on Khoa Di truyén -
Sinh hoc phan t&r va cac déng nghiép tai Vién
Huyét hoc — Truyén mau Trung wong da tao
diéu kién cho chung t6i hoan thanh dé tai nay.
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Summary

SPECTRUM OF HBB GENE VARIATIONS IN B-THALASSEMIA
PATIENTS AT THE NATIONAL INSTITUTE OF HEMATOLOGY
AND BLOOD TRANSFUSION

B-thalassemia is one of the most common hematological diseases caused by inherited autosomal
pathogenic variants. DNA was extracted from peripheral blood samples anticoagulated with EDTA-K2
in 224 (-thalassemia patients, and the HBB gene variants were detected using MARMS-PCR,
Sanger sequencing or MLPA. The results identified 416 variants in 224 B-thalassemia patients at
five positions in the HBB gene cluster. The two most common variants found were CD26 (HbE)
accounted for 31.7%, and CD17 accounted for 30.5%. Interestingly, we also identified HBB:c.79G>C
and HBB:c.316-185C>T. This was the first time that both variants were discovered in the Viethamese
population.

Keywords: B-thalassemia, MARMS-PCR, Gene sequencing, MLPA HBB.
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