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BUOC DAU UNG DUNG KY THUAT LAI PHAN TU NGUQC
(REVERSE-HYBRIDIZATION STRIP ASSAY) TRONG NGHIEN cUU
XAC D|NH DOT BIEN GEN GLOBIN GAY BENH THALASSEMIA TAI THAI NGUYEN

Nguyén Tién Ding'*, Nguyén Kiéu Giang'?

TOM TAT: Tan méau bdm sinh (thalassemia) la bénh di truyén 1an trén nhiém séc thé
thudng rét phé bién trén thé gioi cing nhur & Vigt Nam. Xéc dinh dét bién trén gen globin
rét c6 y nghia trong sang loc truce sinh va tu vén di truyén dyr phong thalassemia déc
biét la cac thé nang. Dé tai nay nhdm muyc tiéu xéc dinh céc dot bién gen bénh
thalassemia béng ky thut reverse-hybridization strip assay (lai phan tér ngugc). 30 miu
mau ngoai vi dugc xac dinh dét bién trén gen globin gay bénh thalassemia bang ky thuét
lai phén tir nguoc. Két qua phét hién 8 kiéu allel dot bién (Cd 41/42 (-TTCT) ; Cd 17 (A-
>T) ; Cd 71/72 (+A) ; Cd -28 (A->G)CD26 (G->A :HbE) ; ~; -a”":a%a ) té hop Ién 7 kiéu
gen gbém SEAy 7. __SEA/,CS . B/B* 2. 3/13'73/37Wz-'WHNo'ﬂ/ﬂcmembn-

Tdr khéa: lai phén t&r nguoc, gen flobin, thalassemia

1. DAT VAN DE

Tan mau bam sinh (thalassemia) la
bénh di truyén 1an trén nhiém sic thé
thuong phd bién toan thé gidi. Nguyén
nhan gay bénh la do cac dot bién trén gen
tbng hop cac chudi globin ciu tao Ién
phan t&r hemoglobin (Hb) dan dén thiéu
hut Hb trong héng cAu. Trén thé gidi, uéc
tinh 7% phu nir ¢6 thai mang gen bénh va
mobi ndm cé khodng 330.000 tré duoc sinh
mac moi céac thé thalassemia nang (déng
hop t(r) tao 1én nganh nang diéu trj rat 1on
cho cdng ddng [1].

Bénh gay ra nhiéu bién chirng nang né
anh hudng dén tudi tho chét luong cude
sébng va giébng noi. Hién nay chua co
phuong phép triét dé diéu tri dat diém
bénh do do, cac chuwong trinh dy phong
duoc xem la gidi phap bén virng va cé
hiéu qua trong gidm thiéu tré mac moi
thalassemia. Sang loc ngudi mang gen
trong cong ddng, tu van di truyén va chan
doan truéc sinh la cac hudng tiép céan
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chinh cda cac chuong trinh dy phong
thanh cdng tai nhiéu qudc gia truéc day
c6 ty lé lvu hanh bénh cao [2].Viéc ing
dung céc k¥ thuat sinh hoc phan tir dé xac
dinh chinh xac dét bién trén gen globin rat
c6 y nghia cho tu van di truyén ciing nhu
chan doan truéc sinh.

O Viét Nam,phuong phap thuéng quy
xac dinh gen dot bién trong thalassemia Ia
multiplex PCR, ARMS-PCR giai trinh tu
vung gen globin. Cac phuong phap nay
thuan tién khi phat hién cac dot bién don
I& da biét va cé thé phai két hop véi gidi
trinh ty gen trong truéng hop ddt bién
khoéng nam trong panel sang loc hoac mét
s bién thd hiém gap cia Hb[3, 4). Ky
thuat Reverse hybridization (lai phan t&
nguoc) duoc cdi tién trén co s& cia ky
thuat lai phan tir cé thé phat hién ciing lic
duoc nhiéu dot bién khac nhau trén clng
m¢t gen. Day la m{t quy trinh méi, cod
nhiéu uu diém so véi cac phuong phap
hién dang duoc ap dung.

Thai Nguyén 1a mét tinh trung du mién
ndi phia Béc, ty 1& luu hanh gen bénh
thalassemia tai day kha cao, dao dong tir
9-27% [5-7). Diéu nay cho thy van dé dyu
phong bénh thalassemia la rat cap thiét tai
Thai Nguyén. Tuy vay, chua c6 co s& y té
nao tai Thai Nguyén ap dung cac ky thuat
c4c sinh hoc phan tir trong chan doan dot
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bién gen gay bénh thalassemia, vi thé
ching toi tién hanh nghién cliru nay voi
muc tiéu: “Xac dinh céc loai dot bién gen
bénh thalassemia dya vao ky thuét
reverse-hybridization strip assay”

2. DOI TUQNG, PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Doi twong nghién ciru: 30 miu
mau ngoai vi cua ngudi mang gen
thalassemia dugc nghién ciu. Bao gém
15 méu c6 Hb bt thuong (6 mau HbH-
CS,4 mau HbH, 5 mau HbE), 15 mau ty 1é
HbA2 >3,5%.

2.2. Phurong phap nghién ciru

- Thiét ké nghién ciru: Cat ngang mo ta

- Quy trinh nghién ciru

Dién di Huyét sac t6: Cac mau mau
duoc 1am dién di HST dé chan doan thé
bénh. Phan loai thé bénh theo huéng dan
ctia BO Y té [2]. Binh thudng: HbA, (96-
98%); HbA, (0,5-3,5%); HbF (<1%). Bat
thudng: Beta  thalassemia  néu
HbA,>3,5%; HbF>1%; Alpha thalassemia
néu cé HbH hoac/va Hb Bart's; Cé HbE:
Huyét sac té6 E; HbF va/hoac HbA, tang +
HbE: bénh beta thalassemia/HbE. Dién di
HST duoc thyc hién trén may Capyllarys
Il - Sebia — France tai Trung tam Huyét
hoc Truyén mau- Bénh vién Trung U'ong
Thai Nguyén.

Tach triét DNA: 2ml méau tinh mach cla
dbi twong nghién ctru duoc chéng déng
bang EDTA. DNA cua cac mau mau dugc
tach triét tr mau mau toan phan boi DNA
Mini Blood Kit (Qiagen), kiém tra do tinh
khiét cia DNA tach triét & budc séng
260nm/280nm, bdo quan lanh (4°C) sau
khi tach va am sau (-28°C) sau khi xét
nghiém gen.

Phan (ng khuéch dai DNA dich bang
PCR: Str dung cac cap mdi dac hiéu trong
Mix véi dung dich Taq DNA Polymerase
ndng dé 0,33U/ul cho (a thalassmia) va
0,2U/ul (cho B thalssemia) trong cac chu
ky nhiét dé cat va khuéch dai cac cac
doan gen dich theo trinh ty bd sung. Chu
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ky nhiét twong (rng cho khuéch dai DNA a
thalassemia 1a 95 C/5 phut; 97 C/40 gidy —
64°C/40 giay — 72'C/1:30 phat (3 chu ky);
97'C/40 gidy — 58'C/40 giay —72'C/1:30
phut (37 chu ky) va 72'C/5 phat. Chu ky
nhiét cho khuéch dai DNA B thalssemia 12
94°C/2 phat; 94'C/15 giay — 58 C/30 giay -
72°C/45 giay (35 chu ky) va 72'C/3 phuit.

Thuyc  hién ky thuat reverse-
hybridization strip assay: Nghién c(ru nay
s dung Kit Globin StripAssay do hang
ViennalLab Diagnostics GmbH clGa Austria
phat trién dya trén ky thuat Reverse
hybridization. B§ kit nay bao phat hién 22
dot bién trén gen B globin - dang phd bién
& ngudi BPong Nam A (gdm B-Globin
StripAssay SEA), va 21 dot bién trén gen
a globin (a-Globin StripAssay). Cac kit trén
dap (rng tiéu chudn ISO, tat ca cac san
pham déu duoc danh dau CE (Conformité
Européene) va IVD (In Vitro Diagnostics) .

San pham DNA dich khuéch dai dugc
lai v&i Teststrip c6 san chira cac dau do
oliginucleotide dac hiéu alen doét bién
(mutant) va alen nguoi binh thudng khdng
c6 dot bién (wild type). Sau cac budc rira
dac hiéu, trinh ty gi¢i han duoc phat hién
nh& cac phan (rng mau enzym.

Phién giai két qua: Quan sat cac chi thi
mau bang méat thudng tuwong (rng véi cac
dét bién gan trén thanh strip. Xét nghiém
xac dinh dot bién gen duoc thyc hién trén
hé théng PCR tai labo bd mdn Vi Sinh,
trudng Dai Hoc Y Duoc Thai Nguyén.

- Phan tich két qua: sir dung phan
mém thong ké stata phién ban 12.0

3. KET QUA NGHIEN cU'U

Nhan xét bang 3.1: Di hop t& (DHT) B-
thalassemia chiém ty 1& cao nhat 50,0%.
Tiép d6 dén DHT két hop a’-thalva a’-thal
(HbH) chiém 33,3%. 5 trudng hop DHT
Hb E (16,7%).

Nhan xét bang 3.2: C6 10 inrdong hop
HbH do sy két hop gitra dot bién xoa doan
dai kiéu SEA véi dot bién xoa doan ngan 3.7
ho&c dot bién diém HbCS. Cac kitu nay gay
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tinh trang thiéu mau tir nhe dén trung binh.
Cac kidu di hop tir a°, B° ddu gay tinh trang

thibu mau nhe, cac chi s6 MCV, MCH déu
thdp hon so véi ngudng binh thudng.

Bang 3.1. Phan b ty Iéthalassemia theo kiéu hinh dya trén dién di HST

Kiéu gen Thalassemia So luong Ty 1é (%)
Dj hop tir két hop a’-thal/ a’-thal 10 33.3
Di hop tir B°-thal hoac B'-thal 15 50,0
Di hop tir Hb E 5 16,7
Tong 30 100

Bang 3.2. Dac diém kiéu gen va céc chi sb huyét hoc lién quan dén kidu gen

Kiéu dét bien So lwgng Kiéu Hb Hb,g/dL MCV,ft MCH, pg
~>-a” 4 A,A Bart's H 9,3+1,52 57,5¢2,28 17,2+1,36
o a 6 A ABarts HCS  7,3:1,84 64,743,54 22,1+1,78

B 9 A;A (HbA2 1) 11,2:¢0,33 63,9:3,0 19,4+0,94
BB 3 A-A (HbA2 1) 10,5:0,28 65,7¢0,49 20,7+0,49
g™ 2 A;FA (HbA2 )  11,410,89 70,418,997 22,1+1,6
BB 1 A.A (HbA2 1) 12,0 73,1 22,6
BIREY 5 A,EA (HbE) 11,0¢1,2 78,74¢3,86 25,1%1,46
Bang 3.3. Phan bb ty ¢ allele dot bién trong s6 déi twong dugc khao sat
o Cn 3 So allele
Kieu allele dét bien Phan loai S8 teong Ty 18 (%)
a-Thalassemia
B a’ 10 50,0
e a 4 20,0
a~ a 6 30,0
Tong 20 100
B-Thalassemia
Cd 41/42 (-TTCT) B’ 9 45,0
Cd 17 (A->T) B° 3 15,0
Cd 71172 (+A) B’ 2 10,0
Cd -28 (A->G) B’ 1 5,0
Cd 26 (G->A) B’ 5 25,0
Téng 20 100

Nhan xét: Dot bién kiéu ~>* chiém ty Ié
cao nhat trong nhém alpha thalassemia.
Trong nhém beta thalassemia Dot bién CD
41/42 (-TTCT) chiém ty 1& cao nhét tiép
dén la CD 26 (G>A:HbE)

4. BAN LUAN

Pay la nghién clru dau tién tai Thai
Nguyén (ng dung ky thuat lai phan to

17

ngugc trong chan doan cac dot bién gen
lién quan dén bénh thalassemia. Trudc
dé, dién di huyét sac t6 1a phuong phap
thwong quy dé chan doan thé bénh
thalassemia. Dién di HST c6 uu diém
trong chan doan thé beta thalassemia va
mot s bién thé Hb, tuy nhién khdng phat
hién duoc cac truong hop mang gen a’
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thalassemia do d6 néu sir dung dé sang
loc hodc chdn doan trurdc sinh, phuong
phap nay sé bd xot cac trudng hop DHT --
Jaa tir d6 khong dy phong dugc thé phu
thai (Bart's Hydrop Fetalis).

Trong nghién ctru nay ching t6i lya
chon phuong phép lai phan tir nguoc dé
chdn doan dot bién lien quan dén
thalassemia. Do dé chuing téi Iya chon céac
trudng hop da dugc xac dinh tinh trang
mang gen trén dién di Hb dé phat hién dot
bién trén cac trudng hop nay. So véi cac
phuong phap thong thudng, phuong phap
nay c6 mot sé uu diém trdi hon. C6 thé
cung lic phat hién dugc nhiéu dot bién
nhd phan (ng don gian (Kit a-B Globin
StripAssay phat hién trén 20 dot bién trén
mbi gen globin). Thoi gian thyc hién xét
nghiém nhanh (trong vong 6 dén 8 gid),
dd chinh xac cao. Luong DNA méu cén
cho xét nghiém it (chi 10 dén 50ng DNA
cho mét phan rng PCR duy nhét). Khong
str dung cac héa chéat phéng xa, phuong
tién may moc don gian (may PCR, may
dién di agarose gel, may lac ...), phu hop
vOi didu kién cd s& vat chat cia cac labo y
té tuyén tinh. Doc va phan tich két qua
bang mét thudng qua chi thi mau trén cac
thanh phan (rng.

30 mAu mau ngoai vj da duoc lya chon
trong d6 10 trudng hop HbH can xac dinh
cac dot bién trén alpha globin, 15 trudng
hop HbA, ting va 5 truéng hop HbE can
xac dinh cac dot bién trén gen beta globin.
Kiéu hinh cta cac truéng hop nay dugc
trinh bay & bang 3.1. Cac truong hop
DHT B-thal chiém ty 1& cao nhat (50%) con
lai 13 DHT a’thal/ a’-thal (33,3%) va DHT
HbE(16,7%). Bang phuong phap lai phan
tr nguoc, 100% céac dot bién trén gen
globin da dugc phat hién trong nghién ctru
nay. Két qua & bang 3.2 cho thdy c6 7
kiéu dot bién gen dugc phat hién trong 3
nhém kiéu hinh da trinh bay & bang 3.1.
Thé HbH dugc xac dinh do sy két hop
cta 2 loai dot bién 1a kiéu -->* két hop voi
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-a’" (4 truding hop) va - két hop vOi -
a“® (6 truding hop). V6i DHT B thalassmia,
4 loai dot bién gen da dugc phat hién
trong d6 c6 3 kiéu thugc nhém DHT B°
thalassemia gbém B/B*"*? BIB'B/R”"va
mot kiéu gen thudc nhém B thalassemia
la B/B?. Viéc phat hién dugc chinh xéc
loai dot bién rat co6 y nghia trong chén
doan trudc sinh va tu van di truyén va la
co s& cho dinh chi thai nghén lién quan
dén thalassemia. Theo y van, cac trudng
hop B%B° hoic RYRE thudng gay ra tinh
trang thiéu mau nang né trén |am sang va
14 muc tiéu sang loc cla cac chuong trinh
dy phong[8). Tuy vay véi nhém B'/B" hoac
B'/BE, tuy thudc vao loai dot bién ma biéu
hién thiéu mau trén 1am sang cé thé tir
nhe dén trung gian hodc nang. Cac dic
diém huyét hoc ciing pht hop hon khi
phan bd theo cac nhém gen ddt bién
(Bang 3.2). Véi thé HbH, huyét sic t6 &
nhém -->*/a“®a 1a thip hon han nhém -
SEALG®T . Didu nay duoc ly giai do dot bién
diém HbCS xay ra trén gen HBA2, trén
thuc té gen nay chiém wu thé hon HBA1
trong tdng hop globin alpha do dé dot bién
trén gen nay thudng dan dén tinh trang
thiéu mau nang né hon [9-11). C6 tac gid
con chi ra kiéu hinh dot bién -->**/a“*a con
c6 thé gay phu thai va t&r vong so sinh
gidng trudng hop Bart's Hydrop Fetalis.
Véi beta thalassemia, viéc phan dinh
duoc 2 nhém B° va B°trong két qua nghién
ctru da giai thich tét hon cho cac thay dbi
trén huyét dd. Nhém dot bién p'B%hé hién
tinh trang thiéu mau nhe trén huyét dd
trong khi trudng hop B/’ duoc phan loai
khong thiéu mau, diéu nay la phu hop véi
dac diém sinh hoc phan tir va mé ta & cac
y van trudc day. Voi 5 tredng hop HbE,
ky thuét lai ghép nguoc déu phat hién dot
bién CD26 (G>A) gay ra bién dbi cau truc
Hb tuong (rng v&i trudng hop HbE. Tuy
nhién cac chi s6 MCV, MCH va Hb trén
huyét db chua dai dién cho thé DHT HbE
dién hinh. Cé thé do c& mau clia chiing toi
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kha it ddng thdi DHT HbE cé thé két hop
vdi cac dot bién trén gen globin alpha [12]
ma trong nghién ctru nay chung t6i chua
cé didu kién kiém tra.

Vé tAn sb allele dot bién, kiéu allele --
SEA chiém ty 16 cao nhét trong nhom dot
bién trén gen globin alpha (50%).Véi
cacdot bién trén beta globin, kiéu CD41/42
(-TTCT) 1a 45% tiégp dén l1a CD26
(G>A:HbE). Tan sb allele dot bién rit co y
nghia trong viéc lya chon ky thuat sang
loc phu hop. Ngoai ra, tan sé allele con st
dung dé uéc tinh ty 1& ddng hop tir lan
trong quan thé & cac thé hé ké tiép tir do
c6 phuong an dy phong thich hop.

Nghién ctru (rng dung ky thuat lai phan
t&r nguoc tai Thai Nguyén budc dau da
thanh cdng trong xac dinh cac dot bién
trén gen globin lién quan dén thalassemia.
Két qua tlr nghién clru nay cé thé duoc
tham khao cho xay dung chuong trinh duv
phong thalassemia trong khu vye.

5. KET LUAN

Qua nghién ctru 30 mau mau Két qua
phan tich DNA bang k¥ thuat lai phan tr
ngugc (reverse-hybridization Strip Assay)
cho 30 mau duoc sang loc thalassemia
nhw sau:

- 100% sb mau déu xac dinh dwoc cac
dét bién gen gay bénh thalassemia gdm 7
kiéu gen xép vao 4 nhém kiéu hinh:

o DHT p%hal 1a  46,7%:
B/BMIAZ;B/BWB/BHIH

o  DHT B’-thal 1a 3,3%: B/

o  DHT két hop a’thal/ a’-thal (HbH)

chiém 33,3%: -->#-a* ;--5/a%q

o  DHT HbE la 16,7%: R/REC2HE)

- Kiéu dot bién va tan sé allale dot bién:
8 kiéu dot bién gen duoc phat hién gdm
Cd 41/42 (-TTCT); Cd 17 (A->T); Cd
71172 (+A); Cd -28 (A->G)CD26 (G-
>A :HbE) ; ~5* -a*";a%a. Dot bién kidu ~
SEA chiém ty 1é cao nhét trong nhém alpha
thalassemia (50%). Dot bién Cd 41/42 (-
TTCT) chiém ty 1& cao nhét (45%) trong
nhém beta thalassmia.
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SUMMARY

REVERSE HYBRIDIZATION STRIPASSAY DETECTION
OF GLOBULIN GENE MUTATIONS OF THALASSEMIA IN THAINGUYEN

Nguyen Tien Dung’, Nguyen Kieu Giang™?
"Thai Nguyen Pharma-Medical University
’Central Hospital of Thai Nguyen

Thalassemia is the most common inherited blood disorder in the world as well as in
Vietnam. Identification globulin gene mutations are very significant in carrier screening
and prenatal diagnostic of thalassemia, especially in severe forms. This study aims to
identify the thalassemia gene mutations by reverse-hybridization globin strip assay. 30
peripheral blood samples were screened using the reverse hybridization technique. Eight
mutant alleles were identified includeCd 41/42 (-TTCT) ; Cd 17 (A->T) ; Cd 71/72 (+A) ;
Cd -28 (A->G)CD26 (G->A :HbE) ; ~SEA. _a":a%a ). Seven genotype were found: —-SE4/.

a37_ __SEA /aCS a: ﬁ /Bl 1/42,B /B17B/ﬁ71/72, B/B-ZG . ﬁ/ﬁCD%(HbE).
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