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TOM TAT

Dt vin dé: Bénh  Hemoglobin H (HbH) la thé trung binh cuia a-thalassemia do sw thiéu hyt
hoac giam tong hop chudi a- globin trong phan tiz hemoglobin. Bénh HbH ton tgi mét dang huyét
Sdc to goi la huyét sdc to H 1a két qua cua su ton thuong ba gen a-globin. Trong bai bao nay, chling
t6i bao cao si hién dién cia mét sé logi dét bién mdt doan a-globin phé bién gay bénh HoH. Muc
tiéu nghién ciru: Xdc dinh ty 1é mét so loai dét bién mat doan gen a-globin va kiéu gen cua bénh
HbH bang ky thugt Gap-polymerase chain reaction (Gap-PCR). Péi tuwong va phwong phdp nghién
cieu: Nghién cizu md ta cat ngang trén 48 bénh nhan HbH. DNA duwoc ly trich tir mau toan phan
chéng déng mau EDTA va khao sat mét sé logi dot bién mdt doan gen a-globin phé bién bang ky
thudt Gap-PCR. Két qud: Pét bién mat doan gen a-globin phé bién nhdt la dgt bién --5FA chiém ty
Ié 75,0%, tiép theo la dét bién -a>" chiém ty 1é 17,2% va dét bién -a*? chiém ty 1é 7,8% sé alen dgt
bién, chua ghi nhdn truong hop nao mang dgt bién --™A. Két lugn: Gap-PCR la ky thugt sinh hoc
phan ti hiéu qud trong sang loc cac logi dgt bién mat doan gen a-globin gay bénh HbH.

Tir khéa: Gap-PCR, bénh HbH, a-globin, a-thalassemia, bénh di truyen.
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ABSTRACT

APPLICATION OF GAP-PCR FOR DETECTING DELETION
OF ALPHA-GLOBIN GENE MUTATIONS
CAUSING HEMOGLOBIN H DISEASE

Le Thi Hoang My, Vo Thanh Tri
Can Tho University of Medicine and Pharmacy
Background: Hemoglobin H (HbH) disease is a type of a-thalassemia brought on by a
shortage in the generation of hemoglobin globin chain. The patients produce a form of hemoglobin
called hemoglobin H by inactivation of three a-globin genes. In this paper, we reported the presence
of the four deletion mutations causing HbH disease. Objectives: To determine allele frequency of a-
globin gene deletion mutations and genotypes of HbH disease by using Gap-polymerase chain
reaction (Gap-PCR). Materials and methods: This cross-sectional descriptive study was conducted
in 48 HbH disease patients. DNA was extracted from EDTA-anticoagulated whole blood and
screened for common a-globin deletion mutations using Gap-PCR. Results: The most common type
of deletion was --°* deletion, accounting for 75.0% of the mutant alleles, followed by the -a*’
deletion with 17.2% of the mutant alleles and -o*? deletion with 7.8% of the mutant alleles. In this
study, the --™" mutation was not detected. Conclusions: Gap-PCR is a good initial screening test
for detecting common a-globin deletion mutations causing HbH disease.
Keywords: Gap-PCR, HbH disease, a-globin, a-thalassemia, genetic diseases.

I. DAT VAN PE

Alpha-thalassemia 1 bénh di truyén lan trén nhiém sic thé thuong, dic trung boi sy
suy giam hoic thiéu hut tong hop chudi a-globin trong phan tir hemoglobin. Bénh thudc
nhom bénh di truyén pho bién nhat trén thé giéi, 1a nguyén nhan giy tan mau hang dau o tré
em [8]. Alpha-thalassemia xut hién & tat ca cac chung toc trén thé gidi, dic biét & khu vuc
nhiét d6i trong d6 co khu vuc Pong Nam A. Hién nay, co khoang 5% dan sb thé giasi la
ngudi mang gen a-thalassemia, phan bé khac nhau & tng quoc gia, chung toc. Tai Trung
Qudc, nguoi mang gen o-thalassemia chiém 5-15% dan so, Hong Kong 4%, Thai Lan 15-
30%, Lao 43%, Viét Nam 5% [2].

Nguoi binh thuong ¢ hai gen a-globin nam trén mdi nhiém sic thé 16 va c6 tong
s6 bon gen a-globin trén hai nhidm sic thé 16 trong dong (ao/aa). Alpha-thalassemia dugc
chia thanh bén thé khac nhau ty theo sb luong gen a-globin dot bién véi cac biéu hién 1am
sang rat phong phu va khac nhau & mdi thé bénh [6]. Alpha-thalassemia thé an do mat mot
gen a-globin, ¢ biéu hién 1am sang va huyét hoc binh thuong. Alpha-thalassemia thé nhe
do mét hai gen a-globin, thudng khdng cé biéu hién 1am sang, chi dugc phat hién qua xét
nghiém cong thirc mau véi biéu hién thiéu mau nhe hong cau nho nhuoc sic. Bénh
Hemoglobin H (HbH) do mit ba gen a-globin, ¢6 biéu hién 1am sang thiéu mau tir vira dén
nang, hong cau nho nhuoc sic, tan mau, vang da va gan lach to. Hoi ching phu thai
Hemoglobin Bart’s 13 thé bénh nang nhat do mat hoan toan bén gen a-globin gay thiéu mau
nang, phu thai, chét ngay tir thoi ky phdi thai hoic ngay sau sinh [6].

Tré mac bénh HbH thuong c6 thiéu mau tan mau, c6 thé phai phu thugc truyén mau,
gay hau qua nghiém trong cho hang loat cac co quan trong co thé. Néu khong duoc chan
doan va diéu tri, tré mic HbH thuong tir vong sém hoac mudn hon vi c&c bién ching cua
bénh [6]. Tir nam 2008 dén 2010, phan tich gen a-globin bat dau duoc tién hanh tai Viét
Nam. Viéc nghién ctitu mot cach sau rong vé dic diém gen a-globin, xac dinh cac dot bién
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gay bénh, mdi lién quan gitra kiéu gen va kiéu hinh caa a-thalassemia, déng vai trd quan
trong trong viéc tién lugng mic d6 nang cua bénh va dua ra cac quyét dinh diéu tri, theo
doi phu hop [3]. Xuat phét tir nhitng Iy do trén, nghién ctru: “Ung dung ky thuat Gap-PCR
phat hién dot bién mat doan gen alpha-globin gay bénh Hemoglobin H” dugc thyc hién voi
muc tiéu: Xac dinh ty 16 mot sb loai dot bién mat doan gen alpha-globin va kiéu gen cua
bénh HbH bang ky thuat Gap-polymerase chain reaction (Gap-PCR).

II. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Poi twgng nghién ciru

Bénh nhan HbH dén kham va diéu tri tai Bénh vién Huyét Hoc-Truyén Mau Can
Tho tir 06/2021 dén 06/2022.

- Tiéu chuan chon mau: Bénh nhin dugc chan doan bénh HbH khi phan tich
thanh phan huyét sic té c6 thanh phan HbH va/hoic HbBart’s. Bénh nhan dong y tham
gia nghién cuu.

- Tiéu chun loai trir: Bénh nhan thiéu mau do nguyén nhan khac nhu thiéu mau
thiéu sat, B-thalassemia.

2.2. Phuwong phap nghién ciu

- Thiét ké nghién ciru: Nghién ciu md ta cat ngang.

- Thoi gian nghién ciru: Tir thang 6/2021 dén thang 6/2022.

- Cé mau: 48 mau.

- Phwong phéap chon miu: Chon mau thuan tién dang tiéu chuan chon mau va tiéu
chuan loai trir mau dén khi da s6 lwong mau can nghién cuau.

- Ndi dung nghién ciru: Xac dinh ty 16 mot s6 dot bién mat doan gen alpha-globin
va kiéu gen cua bénh HbH bang ki thuat Gap-polymerase chain reaction (Gap-PCR).

- Phwong phap thu thap, xir ly s6 liéu:

+ Ly trich DNA: DNA ly trich tir mau toan phan sir dung bo ly trich DNA Blood
Top Pure (ABT, Viét Nam). D¢ tinh sach va ndng do DNA xéc dinh bang thiét bi do quang
pho ké BioDrop uLite (BioDrop, Anh).

+ Phan ing Gap-PCR: mdi 50uL phan ung chira 100-200ng DNA, 11 doan moi
(Bang 1), 200uM cua mdi dNTP, 1,5mM MgCl,, 1X Q-solution va 2,5U HotStarTag DNA
polymerase trong dung dich dém phan tmg (Qiagen, Ptrc). Giai doan bién tinh ban dau trong
15 pht & 96°C, sau d6 1a 35 chu ky bién tinh ¢ 98°C trong 45 gidy, bat cap ¢ 60°C trong
90 gidy va kéo dai ¢ 72°C trong 150 gidy st dung thiét bi luan nhiét C1000 (Bio-rad
Laboratories, M¥). Phan tng hoan thanh sau 5 phat kéo dai cudi cung & 72°C.

+ Pién di gel agarose: 5L san pham PCR dién di biang gel agarose 1,5% trong dung
dich dém Tris-Borate-EDTA 1X & 10 volt/cm khoang 45-60 phut dé doc két qua.

Bang 1. Trinh tu cAc moi va kich thuéc san pham trong ki thuat Gap-PCR [10]

Tén méi Trinh tu mdi (5=>3") Néng d6 n'\é'géeéﬁgy Ii;‘;]h gﬁ;";c
LISIF | GTCGTCACTGGCAGCGTAGATC 05uM | 659°C 250360
LISI-R | GATTCCAGGTTGTAGACGGACTG 05uM | 646°C

02/3.7-F | CCCCTCGCCAAGTCCACCC 02uM | 66,0°C 202260
37-R | AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 02uM | 633°C

02/3.7-F | CCCCTCGCCAAGTCCACCC 02uM | 66,0°C 18000p
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Tén mdi Trinh ty mdi (5°=>3") Néng do | NMmietdo ) Kich thude
nong chay san pham

a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0,2 uM 63,8°C

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0,5 uM 63,3°C 1628bp

4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0,5uM 64,6°C

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0,2 uM 63,3°C 1349bp

SEA-R | AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0,2 uM 63,3°C

THAI-F | GGCACTGAGAGCCCTTCACG 0,3 uM 65,2°C 1024bp

THAI-R | CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0,3uM 65,2°C

Cac s6 liéu sau khi thu thap duoc ma héa va xir Iy bang phan mém SPSS 18.0.
I11. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Pic diém chung cia ddi twong nghién ciu
Bang 2. Pac diém vé tudi cia bénh nhan HoH

Tudi Bénh HbH (n=48)
Tudi trung binh + Do léch chuan 44,1+ 20,4
Gid tri nho nhét - Gié tri 16n nhat 9,0-81,0

_Nhan xét: Tuoi trung binh cuia bénh HbH 12 44 tuoi, I6n nhat 1a 81 tudi va nho nhat
la 9 tuoi.
Bang 3. Biac diém huyét hoc caa bénh nhan HbH

Chi s6 Gid tri trung binh + P léch chuan Gié tri tham chiéu

RBC (x10%/L) 3,84£0,7 3,9-5,4
HGB (g/dL) 77,5+13,1 125,0-145,0
MCV (fL) 74,648,3 85,0-95,0
MCH (pg) 20,5+2,1 28,0-32,0
RDW-CV (%) 25,64,1 11,5-14,5
HbA (%) 87,47,4 96,8-97,8
HbA, (%) 1,4+0,6 2,2-3,2
HbF (%) 0,240,7 0,5-1,0
HbH (%) 8,4+6,7 -
HbBart’s (%) 0,9+1,3 -
HbE (%) 0,929 -
HbC (%) 0,440,8 -
Ty 18 hong cau ludi (%) 6,5+1,9 0,5-2,5
Ty Ié thé vui HbH (%) 23,7459 -
Phét mAu ngoai bién Hong cau nho (64,6%), nhuoc sic (91,7%), da hinh dang (89,6%),

: hong cau nhan (16,7%), thé vui Howell Jolly (8,3%)

RBC: sd lwgng hong cau, HGB: nong dg huyét sac t6, MCV: thé tich trung binh hong cau, MCH:
nong dg huyet sac to trung binh hong cau, RDW-CV: ddi phan bo kich thuéc hong cau, Hb: thanh
phan huyet sac to, -: khdng c6 gia tri.

Nhan xét: Bénh HbH c6 céc chi s6 RBC, HGB, MCV, MCH giam, RDW-CV ting;
thanh phan HbH va HbBart’s ting, xut hién HoC va HbE; ty 1é hong cau ludi va thé vui
HbH ting; ghi nhan thay doi nhiéu vé dic diém hinh théi té bao hong cau véi hong cau nho
nhuoc sic, da hinh dang, xuat hién hdng cau nhan va thé vai Howell Jolly.
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3.2. Ty 1& mot s6 loai dt bién mat doan gen a-globin cia bénh HbH

~THAI
75,0%
--SEA (n=48)
-04.2
-03.7

Bicu do 1. Ty 1& mot s6 loai dot bién mat doan gen a-globin ¢ bénh HbH
’Nhén xét: Ghi Qhén 64 alen co dot bién’mét doan gen a-globin, trong do: dot bién -
chiém ty 1¢ cao nhat trong cac alen dot bien véi 75,0%, ticp theo 1a dot bien -a*7 voi
17,2%, d@ot bién -a*? véi 7,8% va chua ghi nhan dot bien --""A! trong nghién ctu.
3.3. Kiéu gen cia bénh HbH
Bang 4. Kiéu gen cua bénh HbH

SEA

Kiéu gen bénh HbH Tan s6 (n) Ty 18 (%)
e Lot A X (--SEA/-G3'7) 11 22,9
Dang 2 dot bien két hop (<SFAL2) 5 104
Dang 1 dot bien " (--SEa0) 32 66,7
Tong s6 48 100

Nhan xét: Bénh HbH c6 kiéu gen dang 1 dot bién (-->**/aa) chiém ty 1& cao nhat véi
66,7%; dang 2 dot bién két hop chiém ty ¢ 33,3%, bao gom 2 kiéu gen: (--S54/-a37) chiém
ty 18 22,9% va (--S54/-a*?) chiém ty Ié 10,4%.
IV. BAN LUAN

4.1. Pic diém chung caa déi twong nghién cieu

Nghién ctu ghi nhan tudi trung binh caa bénh nhan HbH 1a 44 tudi, 16n nhat la 81
tudi va nho nhat 12 9 tudi. Theo nghién ctu cua tac gia Nguyén Thi Thu Ha trén 523 bénh
nhan HbH tai Vién Huyét Hoc-Truyén Mau Trung wong nam 2021, tudi trung binh 1a 30
tudi [1]. Tudi trung binh cua bénh nhan HbH trong nghién ctru cao hon tac gia Nguyén Thi
Thu Ha. Diéu nay c6 thé do su khac biét vé quan thé va ¢ mau nghién ciu.

Bénh nhan HbH c6 cac chi s6 hong cau: RBC, HGB, MCV, MCH déu giam, RDW-
CV ting; thanh phan HbA va HbA; giam, HbH va HbBart’s ting, xuét hién HbC va HbE;
ty 16 hong cau ludi va thé vui HbH tang; thay ddi rd vé dic diém hinh théi té bao hong cau
véi hong cau nho, nhuoc sic, da hinh dang, xuat hién hdng cau nhan va thé vai Howell
Jolly. Két qua nay phan &nh tinh trang thiéu mau mirc d6 trung binh dén nang caa cac bénh
nhan HbH trong nghién ctru. Pay 1a cac chi s6 xét nghiém c6 gia tri trong sang loc va chan
doan cac bénh ly thiéu mau. Dac biét, su xuét hién cua cac thanh phan hemoglobin c6 gia
tri quan trong chan doan bénh HbH nhu thanh phan HoH vai ty 1¢ 8,4+6,7%, HbBart’s voi
ty 18 0,9+1,3%, HbC véi ty 1 0,4+0,8% va thé vii HoH vai ty 16 23,7+5,9%. Két qua nay
ciing tuong ty véi céc nghién ciru ciia cac tac gia khac tai Viet Nam va trén thé gii [2], [4],
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[51, [6], [7], [11], [12], [13].
4.2. Ty 1 mot s6 loai dot bién mat doan gen a-globin & bénh HbH

DNA cua 48 bénh nhan HbH tham gia nghién ctru duoc tién hanh khao sét 4 loai dot
bién mat doan gen a-globin phé bién tai Viét Nam bang ky thuat Gap-PCR, bao gom: --SFA,
--THAL 637 -0*2 tai Phong Sinh hoc phan tir, Truong Pai hoc Y Dugc Can Tho.

Két qua khao sat ghi nhan tat ca 48 bénh nhan HbH déu mang dot bién mat doan gen
a-globin. Trong do, 64 alen c6 dot bién mét doan gen: phd bién nhét 1a dot bién --SEA véi
75,0%, tiép theo 1a dot bién -7 véi 17,2% va dot bién -a*2 véi 7,8% céc alen c6 dot bién.
Ty 18 cac loai dot bién sang loc trong nghién ciru tuong duong voi nghién ciu cua tac gia
Nguyén Thi Thu Ha tai Vién Huyét Hoc-Truyén Méau Trung wong nim 2017 va tac gia BUi
Thi Kim Ly tai Bénh vién Truyén Méau-Huyét Hoc Tp. H6 Chi Minh nim 2016 véi ty 1é cac
loai dot bién S, 637, -6*2 1an luot 12 70,9%, 10,2%, 2,4% va 87,4%, 9,6%, 2,4% [2], [9].
Trong nghién ctu caa tac gia Zhuang J va cong su tai Quang Chau, Trung Qudc nam 2021,
ty 1¢ dot bién --SFA chiém 69,0%, -a*7 chiém 21,3% va-a*? chiém 4,0% [13]. Ty 1¢é cac loai
dot bién trong cac nghién ciru nay tuong tu voi két qua nghién ctiu caa ching toi. Qua do
cho thay rang, dot bién mat doan hai gen -S54 1a dot bién phé bién nhat tai Viét Nam va cac
nudc trong khu vuc Chéau A [2], [9], [13].

Nghién ciru chua ghi nhan trudng hop nao mang dot bién mat doan hai gen --
Theo téc gia Bui Thi Kim Ly, ty 1& dot bién --™A' tai mién Nam Viét Nam 1a twong dbi thap
Vé6i 0,6% [9]. Piéu nay cho thay rang dot bién --T"A! khong pho bién tai Viét Nam. Vi thé
véi c& mau con han ché (n=48) trong nghién ctru chua phat hién duoc dot bién --THA!,

4.3. Kiéu gen cia bénh HbH

Duya vao két qua khao sat dot bién mat doan gen a-globin bang ky thuat Gap-PCR
xéac dinh kiéu gen cua c4c bénh nhan HbH, trong dé: kiéu gen dang 1 dot bién (—-%/aa)
chiém ty 1& cao nhét voi 66,7% va dang 2 dot bién két hop chiém ty 1& 33,3%, bao gom 2
kiéu gen 1a (--SE4/-a®7) chiém ty 1& 22,9% va (--SF4/-0*?) chiém ty 1¢ 10,4%.

Trong nghién ctru cua tac gia Ngd Diém Ngoc nam 2018, kiéu gen (--S54/-a37) chiém
ty 1¢ 21,6% va kiéu gen (--SE4/-a*?) chiém ty 18 9,2% [6]. Theo nghién cau cua tac gia
Nguy&n Thi Thu Ha nam 2017, kiéu gen (--S¥4/-0>") chiém ty I& 25,0% va kiéu gen (--S%4/-
a*?) chiém ty 1é 6,3% [2]. Mot nghién ciu khac cua tac gia Traivaree C tai Thai Lan nim
2018 ghi nhan (--S54/-0") chiém ty 1¢ 41,3% kiéu gen cua bénh HbH [12]. Theo nghién ctu
cua tac gia Nong X tai Trung Quéc nam 2020 ghi nhan kiéu gen (--S54/-37) chiém ty Ié
35,3% va kiéu gen (--SF4/-0*?) chiém ty 1& 13,7% [11]. Nhu vay, ty Ié kiéu gen (--554/-07)
va (--5EA/-a*2) trong nghién ctru cua chiing toi trong duong véi cac tac gia tai Viet Nam va
trén thé gii [2], [6], [11], [12].

Két qua nghién ctu ghi nhéan 32 truong hop khi dién di hemoglobin c6 HbH, c6 hoac
khong c6 HbBart’s va mot s6 truong hop c6 HbC nhung khi phén tich dot bién mat doan
gen thi chi mang mot dot bién mat hai gen (--55%/aar), chiém ty 1¢ 66,6% kiéu gen cua bénh
nhan HbH. Ching t6i du doan day 1a kiéu gen cua bénh HbH dang khéng mét doan. Theo
nghién ciru cua tac gia Ngd Diém Ngoc nam 2018, bénh HbH dang khéng mat doan chiém
ty 18 cao Vi 68,1%, trong d6 kiéu gen (--SF4/-0H°CS) chiém ty cao nhat véi 54,6% [6]. Trong
nghién ctu tac gia Traivaree C nim 2018, bénh HbH dang khéng mat doan chiém ty 18
50,0% va kiéu gen (--SE4/-0H°CS) chiém ty 18 cao nhat véi 46,5% [12].

Tur day cho thay rang bénh HbH dang khdng mat doan chiém ty 1& cao va -a°CS 1a

THAI
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dot bién diém phd blen tai Viét Nam va khu vuc Dong Nam A [6], [12]. Vi giéi han nghién
ctru khao sat mot sé loai dot bién mat doan gen phé bién bang ky thuat Gap-PCR nén ching
t6i chua xac dinh kiéu gen day du cua dang 1 dot bién (--S54/a0)) & nhdm bénh HbH khang
mét doan. Nhém bénh HbH khong mat doan nay can khao sat mot sé dot bién diém pho
bién hoc giai trinh tu gen a-globin dé xac dinh day du kiéu gen.

V. KET LUAN

Ty 1&6 mot s6 loai dot bién mét doan gen a-globin gay bénh HbH: dot bién -S54 chiém
ty 1& 75,0%, dot bién -7 chiém ty 18 17,2%, dot bién -o*2 chiém ty I& 7,8% va chua ghi
nhan dot bién --THA! trong nghién ctru. Kiéu gen cua bénh HbH bao gém: dang 1 d6t bién (-

-5EA/qa) chiém ty I¢ 66,7%, kicu gen (--554/-a>7) chiém ty 1¢ 22,9% va kicu gen (--554/-a*?)
chiém ty 1 10,4%. ‘Gap-PCR la ky thuét sinh hoc phan tu hiéu qua va can thiét trong sang
loc cac dot bién mat doan gen a-globin dé Chan doan bénh HbH. Nghién ctru da cung cap
mét cai nhin tong quan Vé ty 18 cac dot bién mét doan gen a-globin phé bién ¢ Viét Nam va
c6 thé dong vai tro 1a diém khoi dau cho céc nghién ciru sau hon vé bénh ly di truyén nay.
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