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LOI CAM ON

Sau mét qua trinh dai, cho dén ngay hém nay, nhin lai, téi dd tran
trong tdt cd nhitng gi cudc doi da cho t6i, khéng chi riéng ¢ mot khia canh
ndao. Téi dd chon mét 16i di, mot linh vuc chuyén mon, ma tw do toi co thé
thue hién dwoc tdm nguyén cua minh. Hom nay, voi két qua lugn dn nay, mot
két qud cé dwoc khong chi tir riéng cd nhdn minh, téi thdt tran trong va chdn
thanh cam on tdt ca.

Loi déu tién, xin dwoc cam on nhitng con bénh ngdt nghéo, nhitng sé
phdn, nhitng gia dinh dang nghiét nga vi bénh tat giita cuoc doi thuwong. HQ,
dd hun diic trong téi mot tdm huyét, dé toi cé thé mang tém huyét ndy vao doi,
vdo chuyén mén, va déc biét hon la quay vao lai dwoc véi tam t6i, ma dong
cam, chia sé cung voi HQO.

Xin duwoc cam on hai nguoi THAY khoa hoc, PGS.TS. Tran Thi Thanh
Huwong va TS. Dwong Bd Triee, dd diu ddt va dong vién toi khong ngirng trén
suot chang dwong ldu dai nay, dé cé dwoc san pham khoa hoc ngay hom nay.

Xin dwoc cam on cdc vi LANH PAO, cic PONG NGHIEP, tai Bénh
Vién Nhi Trung Uong noi toi dang céng tdac, tai B6 Mén Y sinh hoc - Di
truyén, Truong Pai Hoc Y Ha Noi noi toi dang hoc tdp, tai Trung tam chan
doadn trudc sinh Bénh vién Phu San Trung Uong va Phu San Ha Noi, da giup
do toi hoan thanh nhiém vu, cting la mot vinh du nay.

Xin dwoc cam on nhitng nguoi BAN yéu quy da luon o bén toi.

Xin dwoc cam on GIA DINH, b6 me, cho”ﬁg va hai con gdi cua toi, nhitng
nguoi ma tat cd nhitng gi ho danh cho téi déu I tinh yéu thirong vé bo bén.

Cudi cung, va la tat cd, xin dwoc cam on NGUOI, di khai sang, dan
duwong, chi 16i, dé téi nhin lai dwoc chinh TOL ngay ddy, trong timg 1o ndi
nay, va trén chinh con dwong toi dang di, bdy gio va mdi mdi.

Ngé Diém Ngoc



LOI CAM DOAN

Toi 1a: Ngo Diém Ngoc, nghién ctru sinh khéa 30, Truong Pai hoc Y
Ha Noi, chuyén nganh Y sinh hoc - Di truyén, xin cam doan:

1. Pay la luan an do ban than t61 truc tiép thuc hién duéi sy huéng dan
cta thdy: PGS.TS. Tran Thi Thanh Huong va TS. Duong Ba Truc.

2. Cong trinh nay khong tring 1p véi bat ky nghién ciru nao khac da
dugc cong bd tai Viét Nam.

3. Céc sb liéu va thong tin trong nghién ctru 14 hoan toan chinh xAc,
trung thuc va khach quan, da dugc xdc nhan va chép thuan cta co s& noi
nghién ctru.

T6i xin hoan toan chiu trach nhiém trudc phap luat vé nhiing cam két nay.

Ha Noi, ngay thang  nam 2018
NGUOI CAM DOAN

Ng6 Diém Ngoc
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PAT VAN PE

Bénh o-thalassemia 14 bénh di truyén lan trén nhiém sic thé thuong,
dic trung boi su suy giam hodc thiéu hut tong hop chudi a globin trong phan
tir Hemoglobin. Bénh thuéc nhém bénh di truyén phd bién nhét, 1a nguyén
nhan gy thiéu mau tan mau hang dau o tré em [1].

Bénh a-thalassemia xuat hién & tit ca cac chiing toc trén thé gidi, rat phd
bién & cac nudc Pong Nam A. Hién c6 khoang 5% dan s thé gidi 1a ngudi
mang gen bénh o-thalassemia, bao gém dang o'-thalassemia, o’-thalassemia,
phan bb khac nhau ¢ timg khu vuc, qubc gia, chung toc khac nhau [1]. Tai
Trung Qudc, ngudi mang gen o-thalassemia chiém 5-15% déan s [2], Hong
Kong 4% [3], Thailand 15-30% [4], Lao 43% [5], Viét Nam 5% [6].

Nguoi binh thudng c6 hai gen o globin nam trén mdi NST 16, va c6
tong s6 bon gen o globin trén hai NST 16 twong dong (ac/ac). Tuy theo sb
luong gen a bi dot bién, va tuy theo su két hop da dang giita cac dang allen
dot bién khac nhau ctia bénh a-thalassemia, gy ra cac biéu hién 1am sang &
nhiéu mac d6 khac nhau. Bénh Hemoglobin H (HbH) 14 thé trung gian cia
o-thalassemia, trong d6 ba trén bén gen o globin bi dot bién [7].

Tré méc bénh HbH thudng c6 thiéu mau tan mau, c6 thé phai phu thudc
truyén méau, gay hau qua nghiém trong cho hang loat cac co quan trong co thé.
Néu khong duoc diéu trj, tré mac HbH thé nang thuong tor vong sém, hodc
mudn hon vi cac bién chirng ctia bénh.

Hoi ching phu thai do Hb Bart’s 1a thé nang nhat ctia bénh o-thalassemia,
do d6t bién mat hoan toan bdn gen a globin, gay thiéu mau ning, dan dén suy
tim, tran dich da mang, phu toan than, thuong chét luu trong khoang tir 28-40
tuan, hodc tir vong ngay trong vai gid dau sau khi sinh. Ngoai ra, hoi ching
phu thai do Hb Bart’s con lam ting nguy co nhiém doc thai nghén va tién san

gidt cling nhu céc bién chimg san khoa khéac cho san phu.



Tai Viét Nam, tir ndm 1985, bénh a-thalassemia méi bat dau duoge quan
tam nghién ctu [8]. Tir ndm 2008 dén 2010, k¥ thuat phan tich kiéu dot bién
gen bénh a-thalassemia maoi bat dau duoc tién hanh tai Viét Nam [9, 10].

Viéc nghién ctru mdt cach sau rong vé dic diém gen o globin, xac dinh
cac dot bién gdy bénh, mbi lién quan gitta kiéu gen va kiéu hinh cua bénh
o-thalassemia, dong vai trd quan trong trong van dé tién lwong muc do ning
cua bénh va dua ra cac quyét dinh diéu trj, theo ddi phu hop. Ngoai ra, viéc
nghién ctru cac dot bién trén gen a globin s& budc dau cung cip cic thong tin
vé @6t bién trén gen o globin cta ngudi Viét Nam.

Dic biét, phan tich kiéu gen 1a co sé thiét yéu cho thyc hanh tu van tién
hon nhan, tu van di truyén cho cac cip vo chong la nguoi mang gen bénh va
chian doan trudc sinh bénh a-thalassemia. Pay duoc xem 1a bién phap hiéu
qua va can thiét dé phong bénh.

Xuat phat tir cac 1y do trén, chung toi tién hanh nghién ctru dé tai:
“Nghién ciru dic diém lam sang, kiéu gen ciia ngwoi mdic bénh HbH va
chin dodn truéce sinh bénh a-thalassemia” véi cac muc tiéu sau day:

1. Phdt hién mét s6 dot bién trén gen o, globin cua bénh nhan o-thalassemia
bang cdc kj thudt PCR, MLPA va gidi trinh tw gen Sanger.

2. Nhdn xét biéu hién lam sang va kiéu gen ciia bénh nhan mdc HbH.

3. Chan dodn trudc sinh bénh a-thalassemia bang ky thudt sinh hoc phan

tur tur té bao oi.



CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Céu triic va cic dang phan tir hemoglobin
1.1.1. Céu triic phén tiv Hb ¢ nguwoi binh thuwong

Phén tir hemoglobin (Hb) ¢ ngudi 1a mot phén tir protein dugc cau tao tir
hai cip chudi dimer polypeptide, a va P globin, tao thanh cau tric tetramere.
Phan tir apPB, 14 cdu tric ctia phan tir Hb ¢ nguoi trudong thanh. Chirc ning
chinh cta phan tr nay 14 van chuyén oxygen (O,) tir phdi dén cac t6 chirc, va
van chuyén carbon dioxide (CO,), carbon monoxide (CO), nirtric oxide (NO)
theo chiéu nguoc lai. C4u tric phan tir Hb gdm hai phan: phan globin va phan
HEM [11].

Hinh 1.1.So do6 céu tao phan tir Hb

Phan HEM la phan tao nén mau do cua chat Hb, ¢ cau tric chung cho
nhiéu loai. Phan nay 1a mdt vong protoporphyrin va mot nguyén tir sat hoa trj I
nam & trung tdm (Hinh 1.1). O ngudi nhiing réi loan bénh 1y trong phan HEM
it xay ra hon han so v6i nhiing rdi loan bénh 1y trong phan globin [11]. Phan
globin c6 ban chit 13 protein. Phan nay dic hiéu cho timg loai. O nguoi, phan
globin dugc cau tao boi 4 chudi polypeptide giéng nhau timg d6i mot, gan voi
nhau. Mdi chudi polypeptide gin véi 1 HEM. Do d6, mdi phan tr Hb c6 2 d6i
chudi polypeptide va 4 HEM, c6 kha nang van chuyén 4 phén ttr oxy [11].
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1.1.2. Cdc dang phan tir hemoglobin

Trong qua trinh phat trién ca thé & ngudi, cac loai chudi polypeptide co
su chuyén doi, loai chudi nay thay thé chudi kia & ting giai doan cia cudc
séng. Phan tich ciu tric cia cac loai Hb khac nhau & nguoi, cic tac gia chia
chudi polypeptide thanh cac loai nhu sau: Chudi alpha (a), chudi beta (B),
chudi gamma (y), chudi delta (5), chudi epsilon (g), chudi zeta ({) [12].

Binh thudng mdi phan tir Hb ¢6 2 cdp chudi polypeptide & phan globin.
Céc loai Hb khac nhau c6 cac thanh phan chudi polypeptide khac nhau. Trong
hong cau cta nguoi binh thudng trudng thanh, HbA (o,p,) chiém khoang 97%
trong tong s6 Hb cta co thé, HbA, (,5,) chiém ~2% va HbF - hemoglobin bao
thai (0,y,) chiém ~ 1% [12].

2 gen { va € chi biéu hién trong giai doan sém cta phdi, sau d6 giam
dan va thay bang su biéu hién cta 2 gen a va 2 gen v, hinh thanh nén Hb
Gowerl ({e), Gower2 (a,€,) va Porland ({yy,). 2 gen a va vy dan dan biéu
hién tao thanh HbBF (0,Y,), 1a loai Hb chiém wvu thé & 3 thang giita cua thai ky
va c6 4i luc véi oxy ting nhe so voi Hb & ngudi truéng thanh. Tai thoi diém
sinh, gen o globin d dat dén mic do hoat dong day du, gen y giam hoat dong,

nhom gen B (8 va ) dan dan ting hoat dong. Do d6 ¢ ngudi binh thuong, khi



dugce 1 tudi, loai Hb chiém wu thé 1a Hb cua ngudi truong thanh HbA va
HbA,. Tuy nhién trong mot vai trudng hop, gen y globin van tiép tuc dugc
biéu hién trong té bao hong cau truong thanh, giy hoi chimg ton du huyét sic
t bao thai c6 tinh chat di truyén (HPFH) [12].

1.2. Bénh a-thalassemia

1.2.1. Khdi ni¢m

Bénh a-thalassemia 12 bénh thiéu mau tan mau di truyén lin trén nhiém
sac thé thuong, do giam hoidc mat han su tong hop cta chudi o globin trong
phan tir Hb. Su suy giam tong hop nay dan dén su tang tong hop qua muc cia
chudi B globin tao phan tir v4, goi 1a Hb Bart’s (trong thdi ky bao thai), va Bs,
goi 1a HbH (trong thoi ky truong thanh) [13].

1.2.2. Dich té hoc bénh a-thalassemia

Bénh a-thalassemia gap phé bién & tit ca cac vung nhiét do1 va can
nhiét déi. O mot sé ving, ngudi mang gen o-thalassemia cé thé chiém
80-90% dan s6 [14]. Dich t& cua bénh a-thalassemia lién quan dén cac khu
vuc luu hanh bénh sot rét, tuy nhién co ché vé van dé ndy van chua duoc lam
sang to [15].

Trong tat ca cac bénh vé rdi loan gen globin, bénh o-thalassemia 1a
bénh c6 su phan b rong rai nhat. Voi su két hop gitra cac dang allen dot
bién khic nhau cua bénh a-thalassemia, ciing nhu gitta bénh o va P
thalassemia, di tao ra nhiéu kiéu hinh phong phu ctia bénh. Bénh HbH, 1a
o- thalassemia thé trung gian duoc tim thay chu yéu ¢ Pong Nam A, Trung
Dong va DPia Trung Hai.

Hién nay, c6 khoang 5% dan sd thé gidi 1a nguoi mang gen bénh
o-thalassemia, phan b6 khac nhau & timg qudc gia, ching toc [1]. Trung Québc,
ngudi mang gen a-thalassmia chiém 5-15% dan s6 [2], Hong Kong 4% [3],
Thailand 15-30% [4], Lao 43% [5], Viét Nam 5% [6].



Thalassemia 1 mot van dé toan cau. Trong khoang 20 nim tdi, udc tinh
s€ c6 khoang 900,000 tré sinh ra méc bénh thalassemia, trong do 95% sb tré
nay thude vé cac nude Chau A, An Do, va Trung Pong. Ngay nay, dich té hoc
ciia bénh thalassemia di thay doi mot cach dang ké so véi trudc day.
Thalassemia hién nay 1a nhém bénh khong thuan nhét voi sy khac nhau vé
tinh chung toc, kiéu hinh, kiéu gen, va cach thirc diéu tri [16, 17].

1.2.3. Gen a globin
1.2.3.1. Cum gen a globin

Cum gen a globin bao gdm cac gen chirc ning 13 hai gen a (02, al) va
mot gen phoi (£2), 3 gia gen (yll1, yo2, yal), va 1 gen chua x4c dinh duogc
chtrc ning (01). Cac gen nay sip xép theo trinh tu tir dau 5> dén dau 3’ nhu
sau: 5°- 02 - yCl -yo2 -yal -a2 -al -01-3"[18].

Cum gen binh thudng duoc ky hiéu 13 ao, ¢ chiéu dai khoang 25-65 kb.
Phia ddu ngudn ciia cum gen c6 4 trinh ty khong ma hoa cé tinh bao ton cao,
hay con goi 1 trinh tu bao ton da loai (Multispicies conserved sequence -
MCS), goi 1a MCS-R1 dén -R4, 1a nhiing trinh tu tham gia vao qua trinh diéu
hoa gen a globin. Cho dén nay, chi c6 MCS-R2, hay con duoc biét dén voi
tén goi HS-40 14 dugc ching minh rang c6 vai tro quan trong cho sy biéu hién
cua gen o globin [19].

HS-40 12 mot doan trinh ty DNA ¢6 chiéu dai khoang 40kb nam ¢ dau
nguodn ctia cum gen a globin, 13 mdt ving DNA c¢6 tinh nhay cam cao va 1a vi
tri gan v6i cac yéu td trong qua trinh sao ma. Sy toan ven cua ving HS-40 1a
yéu t6 can thiét cho sy biéu hién ctia gen a globin, nhiéu bang ching day du
da chi ra rang mat doan ving HS-40 lam mat hoan toan kha ning biéu hién
ctia cum gen o globin phia ha ngudn, va c6 biéu hién nhu mot ngudi mang

gen o-thalassemia [19].
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Hinh 1.3. Nhém gen globin o va f va suw tong hop hemoglobin
& cdc giai doan phat trién [20, 21]
1.2.3.2. Gen o globin
C6 2 gen a globin, al va 02, voi tong chiéu dai khoang tir 1 dén 2kb.
M&i gen gdm 3 exon (ving mi héa protein), va 2 introns - IVS (ving khong
mi hoéa) [15]. Gen al va a2 c6 chiéu dai 850bp, cing mi héa cho chudi a
globin gom 141 acid amin, 13 thanh phan cau tao nén phan tir Hb ctia co thé.

(a) Alpha gene family (Klug & Curmmings 1997)

W oy ey oy
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Hinh 1.4. Céu tric gen o globin



Nhu vay, mdi nguoi binh thuong co6 2 NST s 16 thi s& c6 tong s6 4 gen
o globin mang chirc nang. Vé téng sb, san pham chudi o globin dugc san xuét
tir 4 gen a globin nay twong duong véi san pham chudi B globin dugc san
xudt tir 2 gen P globin nam trén NST s6 11, tao ra phan tir Hb c6 4 chudi
globin, trong d6 c6 2 chudi a-like (a- hodc {-) va 2 chudi B-like (B-,y-,0-,-)

Gen Beta Globin Gen Alpha Globin
Ay /
— -

hlB ‘_ﬁ_____fmas

——.- b ‘\
a4 \
Hemoglobin

Nhiém sac thé 11 Nhiém sac thé 16

Hinh 1.5. Thanh phan chudi o va B globin trong phdn tir hemoglobin
1.2.4. Co ché bénh sinh ciia bénh thalassemia
Trong hoi chung Thalassemia, c6 su thiéu hut & cac muc d6 khac nhau
ctia mot loai chudi polypeptid trong thanh phan globin, din dén du thira tuong
d6i loai chudi con lai, gy ra hau qua 1a hai qua trinh sau [22]:
- Giam tong hop Hb do thiéu phan globin.
- M4t can bang gitta cac chudi globin.
1.24.1. Giam tong hop Hb
Hién tuong nay la hdu qua tha nhit cua viéc thiéu mot loai chudi
polypeptid nao dé, din dén giam tong hop globin, do d6 lam giam tong hop
Hb. Biéu hién thanh héng cau nho nhuoc sic va tang sinh cac h(‘A)ng cau non
trong tuy. O ngudi di hop tir ciia bénh o va B thalassemia, mau ngoai vi
thuong khong co su khac biét: déu c6 hong cau nhé nhugc sic va thiéu mau

nhe, ting sinh hong cau non trong tuy thuong nhe, it c6 ¥ nghia 1am sang [12].



1.24.2. Mdt can bang giita cdc chudi globin

Hién tuong nay la hau qud tht hai cua viéc thiéu hut mot loai chudi
polypeptid nao d6, giy ra du thira twong d6i loai chudi con lai. Trong P
thalassemia, do thiéu hut chudi p gy ra du thira chudi 0. Trong o thalassemia,
do thiéu hut chudi o, gy ra du thira cac chudi y, B, 8. Do tinh chit 1y hoa cua
cac chudi ho a va ho B khac nhau, nén nhiing r6i loan do céac chudi du thira
gay ra cling khac nhau [22].

Céac chudi a du thira tao thanh cac hat tia xuéng mang hong cau va
nguyén sinh chat cta cac hong cau truong thanh va hong cau non trong tuy,
lam mang héng ciu mat d6 mém déo, kho vuot qua cac “mang loc” & lach.
Mit khac, cac hat tia ndy lam mang hong cau ting dién tich tiép xtc, d& bi
oxy hoa, va bi pha huy. Va lam thay d6i tinh thim mang hong cau, gdy mat
kali & bén trong té bao ra huyét twong. Tt ca nhiing thay d6i trén lam hong
cdu bi v& sém, gay nén hién twong tan mau [11]. Trong tuy xuong, cac hat tia
gin 1én mang nguyén sinh chét cia cac hdng cau non, lam cho cac hong cau
nay chét truéc khi truong thanh, goi 1a hién tuong sinh hong cau khong hiéu
qua. Piéu ndy dan dén lam ting sinh hong cau non trong tuy, gy nén bién
dang xuong, ting hap thu sit gy nhiém sit cho co thé. Gap phd bién & nhiing
bénh nhi mic P thalassemia thé nang [11].

1.2.5. Co ché bénh sinh ciia bénh a-thalassemia

Bénh a-thalassemia c6 sy gidm hodc thiéu hut téng hop chudi a globin
va du thtra chudi con lai. Mc dd thiéu hut va du thira nay khac nhau & tung
thé bénh. Khac vé6i chudi o, cac chudi con lai 1a v, B, & thay d6i tir chudi nay
thanh chudi khac trong mdt s6 giai doan cua cudc séng. O thoi ky bao thai,
cha yéu 1a chudi y. Sau khi sinh, chudi y giam, thay thé dan bang chudi B, 3.
Vi vay, v6i bénh a-thalassemia, trong thoi ky bao thai ¢6 su du thira chudi A
tao 4 12 Hb Bart’s. Trong giai doan truéng thanh, sy du thtra chudi y dugc
chuyén thanh su du thira ctia chudi B, tao 4 1a HbH [23].
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Hb Bart’s va HbH c6 kha ning van chuyén oxy kém hon so v6i HbAL.
Hb Bart’s c6 ai luc cao voi oxy, nhung lai khong cé hi¢u ung Bohr, do su
tuong tac gitta cac chudi polypeptid y 1am cho kha ning chuyén nhuong dién
tich véi phan HEM bi mat, khé khin trong qua trinh trao d6i oxy to chirc. Do
d6, cac thai nhi mac bénh Hb Bart’s thudng tir vong ngay trong giai doan cubi
ctia thai ky hodc ngay sau dé, khi nhu cau vé oxy ctia co thé ting 1én [24].

Trong khi d6, HbH chi chiém khoang 5-40% thanh phan Hb, nén bénh
nhi c6 thé song dén tudi truong thanh. Nhung HbH (B4 khong bén vimg. Céc
chudi P tao hat tia khi bi cac tac nhan giy oxy hoa tac dong, goi 1a hat tia
mudn va c6 thé hoa tan lai duoc. Tuy nhién, trong qua trinh séng, cac hat tia
nay ludn duogc tao ra, gy giam doi sdng hong cau va bién ddi & cac co quan
tao hong cau trong tuy [22]. Toan bd co ché ndy tac dong & cac muc do khac
nhau gdy nén bénh canh 1am sang va huyét hoc kha da dang trong bénh HbH.

Bénh HbH tuy c6 nhiéu diém chung cua mot bénh thiéu mau tan mau mic
d6 vira va man tinh, nhung tinh chét tan méau timg dot xay ra kha o rang, lién
quan dén tinh trang thay doi sinh 1y va cac bénh kém theo ctia ngudi bénh. Trong
d6, biéu hién tan mau ngoai vi 10 rét hon so véi nhiing biéu hién r6i loan sinh
héng cau trong tuy, bao gdm hdng cau nho, nhugc sic, tan mau, hat tia & hong
cau chira HbH. Tuy nhién, biéu hién 1am sang cua bénh HbH thuong khong ning
né nhu & bénh B thalassemia dong hop tr: muc do tan mau vira, gan lach to &
muc vira, bién dang xuong muodn, khong co nhiém st nang. Bién d6i dic hiéu
nhét cia bénh la sy xut hién HbH va Hb Bart’s, giap chan doan bénh va chan
doan phan biét cac thé bénh Thalassemia va bénh Hb bat thuong khac [25].
1.2.6. Co ché phén tir bénh a-thalassemia

Bénh a-thalassemia do dot bién gen o globin gdy nén. 90% bénh a-
thalassemia do dot bién mat doan trén mot gen hodc ca hai gen a globin, hodc
toan bd ca cum gen o globin bao gom ca gen { globin [13]. Ngoai ra, c6 10%

khong do dot bién mat doan gen, ma thuong 1a cac dot bién diém trén gen o
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globin gay nén. Cac dot bién mét doan hoic khong mat doan nay s& tao ra cac
allen dot bién dang o va o -thalassemia [1].

Bang 1.1. Cdc logi allen dot bién cia bénh a-thalassemia

Loai allen Mo ta Dot bién thuong gip
Allen Mat ca 2 gen a trén cung 1 SEA _MED _THAI _FIL
a’- thalassemia  nhiém sic thé din dén khong ’ ’ ’
. - ' [26, 27]
(--) tong hop chuoi o globin
Allen Mat hoic bat hoat 1 gen o o7 -at -a,
o'-thalassemia  trén 1 nhiém sic thé dan dén o110
(-) hodc (')  giam tong hop chudi o globin [13]

1.26.1. a*-thalassemia do dét bién mat doan gdy nén

Pay 1a loai mat doan mdt gen a globin, tao allen o -thalassemia. Trong
d6, dot bién pho bién nhat 1a -a*?, -o’”. Dot bién nay xay ra do su tai t6 hop
gilta phan doan Z, co chiéu dai 3.7 kb, tao ra mdét NST chi v&i mot gen
a globin (-0, mit doan léch vé& phia bén phai), va su tai té hop gitta phan
doan X, co6 chiéu dai 4.2 kb, tao mot NST mang mét gen o globin (-o*?, mat
doan 1éch vé phia bén trai). Ngoai ra, con co thé co nhiéu loai dot bién mat

doan 1 gen khac hiém gap hon.
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Hinh 1.6. Dang mat doan mot gen o globin tao allen o -thalassemia [13]



12.6.2. o°-thalassemia do dét bién mdt doan gdy nén

bay 1a loai dot bién méat doan hai gen o globin, tao allen o’-thalassemia.
Hién nay c6 khoang 50 loai dot bién mat doan cum gen a globin gay mat toan
bd hodc mdt phan cia hai gen a globin, dan dén khong c6 sy tong hop chudi
o globin trong co thé séng. Pong hop tir dang dot bién nay 1a --/-- gdy hoi
chtng phu thai do Hb Bart’s. Di hop tir kép cho loai dot bién nay va loai mt
doan mdt gen la --/-a, gdy bénh HbH.

IIll:lIIIIIIIIIIIIIIlIlI}IIIIIIIII:IIII[IIII:II
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Hinh 1.7. Cdc logi mdt doan hai gen o, globin tao allen o’-thalassemia [13]

1.2.6.3. a*'thalassemia do dgt bién khéng mat doan gdy nén

Ngoai dot bién mét doan, bénh a-thalasemia con do mot sd loai dot bién
diém gy nén. Nhitng dot bién nay c6 thé 1am thay doi trinh tu chuan ctia gen
o globin, gdy anh hudng t6i qua trinh kiém soat hoat dong va biéu hién cua
gen a globin, con dugc goi la dot bién khong méat doan, ky hi¢u 1a -a', tao
allen o'-thalassemia [20, 28]. Dot bién dang khong mat doan gen gay bénh o-
thalassemia 1an dau tién dugec mo ta vao nam 1977 [29], da dugc chimg minh
1a hau qua cta mot loat cac co ché khac nhau. Hau hét cac dot bién nay déu

xdy ra trén gen a2, va khong gay ra sy thay do1 nao vdi nhitng gen con lai. Do
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gen a2 co vai trd gap d6i gen al trong qua trinh san xuat chudi a globin, nén
cac dot bién trén gen a2 globin thudng din dén cac hau qua nghiém trong hon
so v6i cung dot bién d6 néu nam trén gen al globin [15].

Co ché gay bénh cua cac dot bién nay c6 thé anh huong dén qua trinh tong
hop RNA, hodc 1am ngin can qua trinh ghép ndi RNA tir vi tri 5 binh thudng,
trong khi lai hoat hoa qua trinh nay tor mét vi tri moi, [am khéi dong qua trinh
ghép ndi méi, tao ra phan tt mRNA bi 16i. Hodc tic dong vao vi tri gén duodi
poly (A), 1am anh huong t6i qua trinh két thuc tai dau 3°[30], [20]. Mot vai dot
bién khong mat doan khac xdy ra tai ma mo dau ATG giy anh hudng téi qua
trinh dich md mRNA, 1am giam mtc do tong hop mARN xudng khoang tir
30-50% [31], hodc gay dimg qua trinh dich ma sém [32]. Mot vai dot bién xay
ra tai md két thiic TAA [33], tao chudi globin bi kéo dai. Mic du nhimg chudi
globin nay c6 kha nang tao thanh cac phan tor Hb, nhu Hb Constant Spring,
nhung phan t mRNA bat thudng nay bi giam bén vimg rd rét [34].

1.3. Pic diém lam sang bénh o-thalassemia

Tuy vao sy két hop khac nhau giita hai dang allen dot bién o va
o'-thalassemia, s& tao ra cac kiéu hinh o-thalassmia khac nhau. Bénh a-
thalassemia duoc chia thanh 4 thé tiy theo s6 luong gen a globin bi dot bién, véi
biéu hién 1am sang phong pht va khac nhau & mdi thé bénh (Bang 1.2) [13].

Bang 1.2. Cdc kiéu genva kiéu hinh ciia bénh a-thalassemia [13]

Kiéu hinh Gen ol va a2 Kiéu gen
Binh thuong 4 gen hoat dong (ao/o)
Ngudi mang gen o -thalassemia Di hop tir o'-thal (-o/aat)
Ngudi mang gen o’-thalassemia (Cis) Di hop tir a’-thal (/o)
Nguoi mang gen o-thalassemia (Trans) Pong hop tir o -thal (-o/-a)
HbH thé mat doan Dj hop tr kép a’-a'thal  (--/-a)
HbH thé khong mét doan Di hop tirkép a’-a'thal  (--/a")

Hb Bart’s Déng hop tir o’-thal (--/--)
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1.3.1. Ngwoi mang gen o -thalassemia (Silent Carrier)

-a— -

Hinh 1.8. Nguoi mang gen o -thalassemia
Ngudi mang gen o -thalassemia (di hop tir o -thalassemia) 1a ngudi
mat mot gen trén mot NST (-a/aa), khong c6 triéu ching 1am sang, khong c6
biéu hién thiéu mau héng cAu nho nhuoc sic trén xét nghiém cong thirc mau,
nén khong thé phan biét voi nguoi binh thudng néu chi dwa vao cac ddu hiéu
trén. Phan tich gen o globin méi cho phép chan doan xéac dinh.

1.3.2. Ngwoi mang gen o’-thalassemia (o-thalassemia trait)

- -
(a) a0 )

Hinh 1.9. Nguoi mang gen o’-thalassemia (a) Cis; (b) Trans

Nguoi mang gen o’-thalassemia (dj hop tor o’-thalassemia), c6 2 thé:
Thé Cis 12 mat doan hai gen trén mot NST (--/oc). Thé Trans 14 hai mat doan
mot gen trén hai NST tuong dong (-o/-a). Pay 1a o-thalassemia thé nhe,
thuong khong c6 triéu ching lam sang, chi dugc phat hién qua xét nghiém
cong thire mau, c6 thiéu mau hong cau nhé nhuoc sic muc do tir nhe dén
trung binh. Cac dau hiéu khac lién quan dén tinh trang thiéu mau nhu xanh
xa0, mét moi, thé nhanh, ngan thuong rat hiém gip, hodc néu co thi thudong
lién quan dén cac bénh 1y khac kém theo.
1.3.3. Bénh HbH

- a- -
—a— =) (a) (b)

Hinh 1.10. Bénh HbH (a) Thé mdt doan (b) Thé khong mat doan
Bénh HbH 1a thé a-thalassemia c6 triéu chimg (di hop tir kép o’ va o),

bao gém mot dot bién mat doan hai gen va mot dot bién mat doan mot gen.
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Bénh HbH c6 2 thé: HbH thé mat doan (--/-o) va HbH thé khong mat doan
(--/a."). O nhimg bénh nhan ndy, chudi o globin chi duoc tong hop bang
khoang 30% so voi binh thuong. Triéu chimg 1am sang thuong gip nhat ¢
bénh nhan HbH 14 tinh trang thiéu mau (2,6-13,3g/dl) v6i lugng HbH thay dbi
tr 0,8-40%, do1 khi con c6 kem theo Hb Bart’s & mot vai truong hop. Bénh
nhan thuong c6 lach to. Vang da co thé xuit hién & nhiéu mac d6 khac nhau.
Tré mac HbH c¢6 thé c6 biéu hién cham 16n. Ngoai ra con co thé ¢ cac dau
hiéu do bién chung khac cta bénh nhu: nhiém tring, cac vét loét & chi dudi,
s61 mat, gidm acid folic va c6 thé co cac con tan mau cép sau khi diéu tri
thudc hodc sau cac dot nhiém trung ning. Bénh nhan 16n tudi hon cé thé co
biéu hién thira sit ¢ nhiéu mirc do khac nhau [35, 36].
1.3.4. Hji chirng phu thai do Hb Bart’s
-
-
Hinh 1.11. Hoi chung phu thai do Hb Bart’s

Hoi chimg phu thai do Hb Bart’s (dong hop tir a’-thalassemia) 13 thé
bénh ning nhat cua o-thalassemia, do mat hoan toan 4 gen a globin, gy nén
tinh trang suy giam hoan toan kha ning san xuat chudi o globin. Tré mic Hb
Bart’s c¢6 thanh phan Hb trong hong cau chil yéu 1a loai Hb khong c6 chirc
nang vy, va Bs. Tuy nhién, van con mot luong Hb bao thai Porland ({yy,) t6n
tai, 1 loai Hb duy nhét c6 chitc ning van chuyén oxy dé duy tri sy séng cho
bao thai. Thai mac Hb Bart’s ¢6 phu né, suy tim va thiéu mau kéo dai tir giai
doan thai trong tr cung. Ngoai ra con biéu hién gan lach to, ndo cham phat
trién, hé xuong va h¢ tim mach phat trién bat thuong, banh rau day. Tré mac
Hb Bart’s hau hét thudng tir vong ngay trong giai doan thai (23-38 tudn) hoic
ngay sau khi sinh. Chi c6 mot vai trudng hop bao céo 1a séng sét nho duoc

diéu tri tich cyc va truyén mau ngay trong giai doan so sinh [37].
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Hinh 1.12. Hoi chirng phu thai do hemoglobin Bart’s

1.4. Pic diém cin lam sang bénh a-thalassemia
1.4.1. Xét nghiém cong thirc mdau

Xét nghiém huyét hoc duogc coi l1a xét nghiém ban dau dé phat hién
nguoi bénh va sang loc ngudi mang gen bénh a-thalassemia, cho phép danh
gia tinh trang thiéu mau (Hb giam), hong cau nho (MCV giam), nhugc sic
(MCH giam), mtrc do giam tuy thudc vao sd lugng gen bi dot bién va loai dot
bién anh hudng dén qua trinh tong hop chudi o globin [35]. Tuy nhién nhiing
xét nghiém nay khong dic hiéu va khong co gia tri chan doan xéc dinh.

1.4.2. Phan tich thanh phan hemoglobin (Hb)

Phuong phap phan tich thanh phan Hb duogc sir dung dé phén tich cac
thanh phan Hb bat thuong. Py 1a loai xét nghiém quan trong, dic biét d6i voi
ngudi mac HbH va khi sang loc Hb Bart’s trong thoi ky so sinh dé phat hién
ngudi lanh mang gen a-thalassemia, hodc dugce dung dé phat hién bat ky loai
Hb bat thuong nao khac két hop voi a-thalassemia. O ngudi o-thalassemia thé
nhe, HbA2 c6 thé giam hodc binh thudng. O ngudi mic HbH, HbA?2 thuong
giam 13 rét, ngodi ra con co thé thay xuat hién HbH [17].

Phan tich thanh phan Hb c6 thé phat hién HbH. Tuy nhién HbH 1a loai

huyét sac t0 khong bén viing vi vay c6 thé bi bé qua, dac biét trén cac mau
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bénh phém mau da qua luu trit lanh hoac do cac dung moi hoa tan dugc st
dung dé dién di huyét sic t6. Pién di huyét sic t6 bang phuong phap sic ky
1ong cao ap (HPLC) 13 mot phuong phap 1y dé khic phuc cac nhuoc diém trén,
va ciing 1a phuong phap dd dwgc nhiéu noi st dung trong cac chuwong trinh
sang loc ngudi mang gen trong cong dong cling nhu sang loc so sinh [38, 39].
Trong thoi ky so sinh, Hb Bart’s ciing c6 thé dugc phat hién bang phuong phap
HPLC hoic theo phuong phap truyén thong. Hb Bart’s phan anh tinh trang
hemoglobin bao thai ting cao trong giai doan so sinh, mét di nhanh chong vao
khoang thoi gian sau d6. Nong do Hb Bart’s ¢ lién quan dén muc d6 nang nhe
ctia bénh a-thalassemia. Néu nong d6 Hb Bart’s trong giai doan so sinh 16n
hon 25%, 1a mot chi diém cho bénh hemoglobin H. Khi d6, xét nghiém di
truyén phan tir can dugc thyc hién dé khang dinh chan doan.
1.4.3. Xét nghiém di truyén phadn tiv phén tich gen o globin

Tuy theo loai dot bién gy bénh thudc dang dd biét hay chua biét, tuy
theo dic diém cia ting trung tim chin doan, ma co cac lua chon k¥ thuat
phan tich dot bién gen o globin phu hop. Chiing t6i trinh bay mét sb ki thuét
sinh hoc phan tir chinh dugc str dung.
14.3.1. Ky thudt Allen specific oligonucleotide (ASO) dot blot

K¥ thuat dot blot (DB) hoic reserve dot blot (RDB) lan lugt duoc Kaftos
va Saiki mo ta [40], st dung mot mach don trong phan tir DNA cua trinh tu
d3 dugc x4c dinh (oligoprobe) dé lai voi phan tir DNA thir hai chta trinh tu
dich theo nguyén tic bo sung (target) voi muic do on dinh tiy thudc vao chiéu
dai cua céc cdp base tham gia vao phan ting. Ca hai phuong phap DB va RDB
c6 diém chung la déu can khuéch dai dic hiéu mot doan DNA, 1a doan can
duogc lai véi ASO probe di duoc ¢b dinh sin trén mang (RDB) hodc probe da
dugce danh diu phong xa dugc c¢d dinh trén mang dang dot blots c6 san (DB).

Tuy nhién hai phuong phap niy cé nhiing diém khac nhau. Péi véi DB, mbi
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mot probe trong mot phan tng can duogc lai va rira trong mot diéu kién khac
nhau, va ¢ thé phat hién mot loair dot bién cta nhiéu mau trén cung mot
mang. Nguoc lai d6i véi RDB sir dung probe khong danh dau phong xa, thi
cac dot bién khac nhau chi can lai va rua tai cung mat diéu kién, va cho phép
phat hién nhiéu dot bién ctia cing mdt mau trén cing mot mang.

1.4.3.2. Amplification refractory mutation system (ARMS-PCR)

K¥ thuat ARMS-PCR st dung dé phat hién sy c6 mat cia allen mang
d6t bién diém da biét. Mdi phan tGng st dung cac moi dic hiéu c6 trinh ty du
3’ b sung vai allen dot bién va mot moi chung nguoc chiéu v&i moi dic hiéu
allen. Nhu vy, trong mdi phan tmg cho mot dot bién diém da biét s& bao gdm
hai phéan ting khuéch dai, st dung cung mot khuon DNA. Trong d6, mot san
phém s& duogc khuéch dai tir moi dic hiéu c6 trinh tu dau 3’ bo sung véi allen
dot bién (mdi dot bién) hodc allen binh thudng (binh thuong), va san pham
con lai duoc khuéch dai tir mot mdi chung nguoc chiéu véi moi dic hiéu
allen. Sy hién dién cua cac allen d6t bién duogc biéu hién béng san phém DNA
khuéch dai véi cac kich thuéc khac nhau dd biét trude. Pay 13 mot phuong
phap nhanh, don gian, khong can gan phong xa, sit dung dé sang loc nhiéu dot
bién khac nhau trén cing mot bénh nhan. Nhiéu y vin d3 cong b cac nghién

ctru str dung k¥ thuat nay trong chan doan bénh a-thalassemia [41-43].

Méi binh thudng Mbi dét bién
DNA binh thuwong g'Msi . . Mbi 3:
E 3 5° Mot
3’ . - 53 X 5
DNA dét bién 5 Mbi 3: 5-Mbi 5
ot X 5° P e >

Hinh 1.13. Nguyén ly cua ky thudt ARMS-PCR
1.4.3.3. Restriction enzyme (RE-PCR)
bay 1a mot phuong phap khong phong xa, dugc sir dung néu dot bién tao
ra hodc xb6a di mot vi tri gi61 han nao d6. San phrflm PCR duoc cit b.%mg

enzym gidi han c6 thé bi cat hodac khong bi cat tuy vao tai vi tri d6 ¢ xuat
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hién dot bién hay khéng. Han ché ctia phuong phap nay 13 hau hét cac dot
bién trén gen globin ndi chung va gen o-thalassemia noéi riéng déu khong tao
ra hay x6a bo mét vi tri enzyme gidi han nao, sé con lai thi can s dung
nhitng enzyme cit c¢6 gia thanh rét cao.
14.34. GAP-PCR

Dot bién mat doan trén gen a globin dugc phat hi¢n GAP-PCR, hay con
goi 1a PCR khoang cach. K¥ thuét st dung hai mdi theo nguyén tic bo sung voi
mach xudi va mach nguoc trong ving DNA chita doan gen bi mat. Vi cac dot
bién mat doan c6 kich thudc nhé hon 1 kb, cap mdi s& tao ra hai san phﬁm,
doan nhé hon 1a san phém tir allen bi mat doan. Voi nhirng dot bién mat doan
16n, khoang cach gita hai moi qué 1én dé c6 thé khuéch dai duoc allen binh
thuong, ma chi co thé khuéch dai san phrfun tu allen mang dot bién mét doan.
Trong truong hop nay allen binh thudng s& dugc khuéch dai thong qua mot
diém dat gdy cua dot bién, sit dung mot mdi theo nguyén tic bod sung véi trinh
tu bi mat va mot moi khac theo nguyén tac bo sung v&i doan DNA con lai. Pay
1a k¥ thuat nhanh, don gian, tuy nhién han ché ctia k¥ thuat nay 13 can phai biét
duoc diém dut giy moi thiét ké duoc cip moi trong tng [1]. Hién nay, cac cap
moi ding trong phan tmg GAP-PCR cho bénh a-thalassemia da duoc thiét ké
dudi dang da moi. Trong do, dot bién mét doan -o’’, -a*? gy o -thalassemia
duoc phat hién trong cung mdt phan Umg, dot bién, -- o™, -- ™A - oSBA gay

o’-thalassemia dugc phat hién trong cac phan g tiép theo.
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Hinh 1.14. Nguyén ly cua ky thuat GAP-PCR
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1.4.3.5. Gidi trinh tu gen Sanger

Giai trinh ty DNA 14 phuong phap cho phép phan tich mét cach chinh xac
trinh ty nucleotid cta tirmg gen hoac cua mot vung gen duoc quan tam, dugc mo
ta 1an dau tién boi Sanger va cong sy vao nim 1977 [44]. Nguyén 1y ctia phuong
phap dua trén sy nhan 1én cta cac soi DNA tir soi DNA khudn bang phuong
phap PCR, trong do su téng hop cua moi soi DNA moéi duge dung lai tai moi
diém doc theo chudi. Chudi dugc lién tuc kéo dai do sy két hop ngiu nhién cia
cac dANTP, kem theo sy c6 mat cua DNA polymersase va mdi 1a cac chudi
oligonucleotid dai khoang 20bp dugc thiét ké theo nguyén tic bd sung véi ving
DNA dich cin quan tim. Thong thuong cac ddNTP duoc danh ddu 4 mau huynh
quang khac nhau. Dbi voi phuong phap nay, hé théng dién di thuong sir dung 13
dién di mao quan. Mai khi c6 mot vach dién di di qua, phan tir ddNTP cudi cung
& dau 3’ cta doan DNA s& phat ra mét mau huynh quang twong tmg, tir 46 may
s& nhan dién duoc cac nucleotid, tir 46 biét duoc trinh ty cia DNA dich. Phuong
phap nay cho phép xac dinh hau hét cac dot bién diém, dot bién mét doan nho
hodc ldp doan cta gen. P6i véi bénh a-thalassemia, chi c6 khoang 10% truong
hop mac bénh can phai giai trinh ty gen HbA1 va HbA2 dé phat hién dot bién
diém chua biét. Cac ving duoc gii trinh tr bao gdm: cic ving ma héa trén gen

HbA1, HbA2, viing ranh gidi exon-intron, ving can promoter.
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Hinh 1.15. Nguyén ly cua ky thuat gidi trinh ty gen Sanger
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1.4.3.6. Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)

K§ thuat MLPA dua trén nguyén 1y cua su két ndi da moi-probe lai véi
ving gen dich, ma ving gen nay thuong cé kich thudc 16m, tiép theo 1a chay
PCR dinh luong sir dung cip moi PCR universal-tag cho tat ca cac cip probe,
r0i sau d6 13 phén tich doan. Theo cach thirc nay MLPA c6 thé phat hién cac
mat doan va nhan doan xay ra trong ving gen phan tich, 1a mot phuong phap
chan doan thay thé co gid tri, hodc 13 phuong phép bo sung cho ki thuat GAP-
PCR khi khao sat cac dot bién mat doan di biét hoic chua biét cua bénh
o-thalassemia. Dbi v4i bénh o-thalassemia, Probe MCR Holland SALSA
P140B duoc thiét ké dé phat hién nhiing thay doi vé so ban sao ctia 24 trinh ty
khac nhau trong ving gen HbA, chu yéu dugc sir dung dé phat hién cac dot
bién x6a doan, 13p doan cua mot hodc nhiéu trinh ty, trong hoac gén vung gen
HbA1 va HbA2. Cac d6t bién mat doan di hop tir s& c6 cac dau tin hiéu giam
tir 35-50% so v6i mirc binh thuong. Pau do 142 va 166 phat hién trinh ty cia
exon 3 c6 mit ca & gen HbA1 va HbA2. Do d6, chiing s& chi thé hién giam tin
hiéu & mirc dd 20-25% so v&i binh thudng trong cac mau bénh nhan, véi ba

thay vi bén ban sao HbA thong thuong.

1. Bién tinh va lai ! 3. PCR véi cap primer X va Y chung
chi cé céc doan dé dwore ndi méi PCR dwoc
PCR primer sequence X PCR primer sequence Y X Y
4 —_———
=~ @ trinhty ginthém —_——
trinh ty I2i (tréi) trinh tu =i (phai) —_———sss——

# 4. Phan tach doan bang dién di mao quan

2. Néi 2 doan dd véi hhau

- o

Hinh 1.16. Nguyén ly cua ky thudt MLPA
1.4.3.7. Ky thuat Reverse Hybridization StripAssay

Hl“‘\“l‘; MITENNIN

K¥ thuat dya trén nguyén 1y san pham DNA sau khi dugc khuéch dai

bang phan tmg PCR da mdi, voi cac moi dd duoc biotinyl hod tdi wu véi ba hdn
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hop khuéch dai. Bo hdn hop Al bao gém mdi dic hiéu cho khuéch dai gen ol
va dot bién -o’”. Hon hop A2 bao gdbm mdi ddc hiéu cho khuéch dai cac dot
bién -o*?, o, - - 0?0 - MEP. HOn hop B bao gom moi dic
hiéu khuéch dai gen 02 va aaa™>’. Mot hdn hop cac dau do oligonucleotid
cho phép phan biét rd rang gitta allen dot bién va allen binh thuong, hodc ving
dut giy cuia dot bién mat doan, duoc cd dinh ¢ hai hang song song trén hai test
triple A va B. Sau d6, mdi san pham khuéch dai da duogc biotinyl hoa cua hdn
hop A1, A2 duoc lai véi test triple A, hon hop B dugc lai véi test triple B. Qua
trinh lai va phan tich két qua dién ra sau d6 [45].

TR A

Tach chiét DNA Phan trng PCR Lai Phan tich két qua

Hinh 1.17. Nguyén [y cua ky thudt StripAssay
1.4.4. Vai tro ciia phdt hi¢n dpt bién gen « globin gdy bénh o-thalassemia

Bénh a-thalassemia c6 biéu hién 1am sang nang bao gém bénh HbH va
hoi chimg phu thai do Hb Bart’s dugc phat hién lan dau tir nhimg nam 1950
[46]. Tuy nhién, van dé di truyén hoc cua bénh a-thalassemia gap nhiéu kho
khan hon so vdi cac bénh thugc nhoém hemoglobin khac da dugc mo ta cung
thoi diém. Do nguoi truong thanh mang gen a-thalassemia khong tong hop
mot lwong 16n HbH ciing nhu Hb Bart’s dé phat hién duoc. Nguoi méic bénh
néu chi dya trén kiéu hinh thi khong c6 khac biét so véi cac nhom bénh thiéu
mau khac [47].

Sinh hoc phan tir di mang lai nhitng hiéu biét ddy du vé bénh. Tuy
nhién, giai doan dau ciing gip phai nhitng van dé phtc tap, vi trén mot ngudi
binh thuong lai c6 nhiéu gen o globin. Cau hoi nay dugc tra 11 khi cac chudi
a-, B-, y-cDNAs duoc phan lap, va dua ra két luan rﬁng mdi mdt ngudi binh
thuong déu co 4 gen o globin, va bénh o-thalassemia 1a két qua cua viéc dugc

di truyén 3, 2, 1 hay 0 gen o globin [48]. Tuy nhién, nhiing phat hién nay
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cling chua giai thich dugc vi sao ty 1¢ nguoi mang gen a-thalassemia lai cao
nhu véy, trong khi nghién ctru khao sat vé Hb Bart’s tir mau cudng ron & khu
vuc nhu Chau Phi, Trung Pong, thi bénh HbH rat khong phd bién va bénh Hb
Bart’s thi gan nhu khong xuét hién [27]. Cau hoi nay dugc giai thich bang
nhitng phat hién vé cdu tric cia gen a globin [49]. M&i ngudi binh thudng
déu 6 2 gen a globin nam trén nhiém sic thé sé 16 (ac/aa). Theo cach 1y giai
d6, kiéu gen cia ngudi mic bénh HbH s& 1a (--/-a) va mic hoi chimg Hb
Bart’s s& 1 (--/--). O mdt s6 khu vuc néu chi c6 nhitng ngudi (-o)) luu hanh,
thi s& chi c6 nhitng ngudi (-o/ao va -a/-a) 14 phd bién, khong c6 nhitng ngudi
mic bénh HbH hodc Hb Bart’s xuét hién [50].

Cho dén nam 1980, sinh hoc phan tir trong bénh a-thalassemia maoi dugce
hoan toan hiéu 1, va dugc céng bd rong rii voi cac nghién ctru cua Higgs
[15]. Tuy nhién, nhitng nghién ctru tiép theo lai chi ra rang c6 rat nhiéu loai
d6t bién khac nhau xung quanh mé hinh bénh a-thalassemia. Sau d6, cac dang
dot bién d3 duoc xac dinh 1a dang o' va o’-thalassemia, dan dén viéc giam
(o) hodc nging (o) tong hop chudi a globin giy cac kiéu hinh bénh khac
nhau trén 1am sang.

Hién nay, c6 rat nhiéu k¥ thuét sinh hoc phan tir d3 duoc phét trién, cho
phép xac dinh chinh x4c kiéu dot bién thuong gip hay hiém gip cua bénh
a-thalassemia, gitip giai thich kiéu hinh phong phu cua bénh. Mdi k¥ thuat
déu c6 cac vu nhuoc diém khac nhau. Tuy theo ning lyc, diéu kién hoat dong,
muc dich va d6i twong khac nhau, ma mdi trung tdm lya chon loai k thuat
pht hop, hodc két hop nhiéu k¥ thuat dé giup co duge két qua chinh xac nhét,
trong mot khoang thdi gian ngan nhét, v6i chi phi hop 1y nhat. Ba c6 hon 128
loai d6t bién gen a globin gy bénh a-thalassemia dugc tim thay, va su tuong
tac gitta cac dot bién ndy voi nhau tiém an kha ning ngay cang tao ra nhiéu
kiéu hinh khac nhau. Mrc do nang nhe cua bénh co mbi lién hé chit chd véi

murc do suy giam hoat dong ctia gen o globin [19].
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1.5. Chan don bénh o thalassemia
1.5.1. Tiéu chudn chéin dodn bénh a-thalassemia

Theo tiéu chuin cua hoi Thalassemia qudc té (TIF) 2003, chan doan
bénh a-thalassemia ban dau dya vao cc biéu hién 1am sang: tan mau, thiéu
mau & cac muc do nhe, trung binh va nang. Co thé co vang da, gan lach to,
cham 16n, bién dang xuong, trong d6 co biéu hién “bd mat thalassemia”. C6
thé co tién sir truyén méau hodc chua timg phai truyén mau.

Xét nghiém cong thirc mau va dién di Hb dong vai tro quan trong trong
chan doan bénh ban dau. Tat ca cac truong hop mic bénh déu co biéu hién
thiéu mau & cac mirc d6 khac nhau: Hb 2,6-13,3g/dl; MCV<80fl, MCH<27pg.
Trong thoi ky bao thai, khi mic d6 tong hop chudi o globin giam xuéng
khoang 70% murc binh thudng thi c6 su ting tong hop qua mirc chudi y globin
tao nén Hb Bart’s. Trong thoi ky truong thanh, sy ting tong hop qué muc
chudi B globin tao nén HbH (B4) 0,8-40%, c6 thé duoc phat hién bang phuong
phép dién di Hb.

Trudc day, bénh a-thalassemia duogc chan doan xac dinh dua vao danh
gia chi s6 chudi a/f globin, khi chi s6 nay giam dudi 0,8. Hién nay chan doan
xé4c dinh bénh o-thalassemia duoc chi yéu dira vao xét nghiém di truyén phan
ttr phat hién dot bién gen o globin.

1.5.2. Chin dodn phén biét bénh a-thalassemia

Ngudi mang gen o' -thalassemia thuong cé cong thirc mau binh thuong,
thé tich hong cau binh thudng, nhugc sic & mic do ranh gidi va khong co
biéu hién thiéu mau, dic biét 1a nguoi mang gen dot bién loai -’ va loai dot
bién khong mat doan gen. Trong truong hop nay, chi ¢ thé sir dung phuong
phap phan tich gen a globin dé phat hién ngudi mang gen bénh.

O mét s6 qudc gia ma bénh o-thalassemia it Iuu hanh, bénh a-thalassemia

con co thé bi nham véi tinh trang thiéu méau thiéu sat, nhét 1a khi khong danh gia
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tinh trang sit huyét thanh. Cac chi s6 huyét hoc trong nhém bénh thalassemia
thuong tuong ddi gidng véi thiéu mau thiéu sit, do vy ferritin 14 chi s nén
duoc danh gia ciing véi cac xét nghiém huyét hoc. Néu tinh trang hong cau nho
nhuoc sic van ton tai khi chi sb ferritin binh thuong, HbA2 giam hodc binh
thuong, thi ddy c6 thé 1 mot ngudi mang gen bénh a-thalassemia. Khi do, xét
nghiém phan tich gen a globin s€ duoc thuc hién dé chan doan xac dinh.

Bénh HbH c¢6 triéu ching 1am sang thay ddi tir nhe dén nang. Bénh HbH thé
nhe thuong chi dwoc phat hién sau khi da xudt hién céc bién chimg, thiéu mau
h6ng cau nho nhuge sic ning 1én sau cac dot nhiém khuén, hodc tinh trang cham
16m, lach to. Pién di Hb c6 thé c6 xuat hién HbH. di véi HbH thé ning, bénh
thuong duge chan doan sém do thiéu mau nang can phai truyén mau [38, 51].

Phu thai 1a mot hoi chimg khong dic hiéu do nhiéu nguyén nhan gay ra,
nhu 14 mién dich, nhiém triung, bat ddng nhém mau. O khu vuc Pong Nam A,
noi ty 1& nguoi mang gen a’-thalassemia rat cao, thi ty 1& phu thai do Hb
Bart’s duoc xem la mdt trong cic nguyén nhan chinh. O nhiing truong hop
nay, bd va me c6 thé duoc sang loc ngudi mang gen o’-thalassemia, dé xac
dinh nguyén nhan gay phu thai do a-thalassemia gay nén [37].

1.6. Gia tri tién lwong vé kiéu hinh dva trén kiéu gen ciia bénh HbH

Bénh HbH c6 kiéu hinh va kiéu gen da dang. Mbi lién quan giita kiéu
gen va kiéu hinh cua bénh HbH d3 dugc khing dinh ¢ nhiéu nghién ctu ¢
nhiéu quan thé khac nhau trén thé gidi. O cac nudc it co su luu hanh cta bénh
HbH nhu Bic Au, Bic My, hodc & cac qudc gia dang phat trién, khi chua c6
day du cac phuong tién chan doan phan tir mot cach thuong quy thi viée tién
luong bénh HbH chwa dugc quan tim mot cach rd rang [13]. O céc quoc gia
c6 ty 1& bénh luu hanh cao, nghién ciru tién ctru vé méi tuong quan giita kiéu
gen va kiéu hinh cua bénh HbH lién tuc qua céc giai doan, tr mdi sinh, tré
nho, truéng thanh, phu nir khi mang thai 1a rat can thiét, tuy nhién cho dén

nay van chua duoc thuc hién mét cach hé thong va rong rii.
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Nhiéu nguoi bénh HbH c¢6 cude séng binh thuong & moi khia canh, va
khong duoc chan doan phat hién bénh cho t6i thoi diém truéng thanh. Tuy
nhién, c6 nhiing truong hop bénh HbH xuét hién triéu chimg tir rat sém, va
cac bién chting cua bénh co thé de doa dén tinh mang cua ngudi bénh néu
khéng dugce diéu tri [27, 35], [51], [52]. Su khéc biét vé mit 14m sang 13 do su
suy giam hoat dong ctia chudi o globin trén nhom bénh HbH dang khong mat
doan nhiéu hon so v&i bénh HbH dang méat doan. Trong nghién clru cua
chung t6i, hau hét cac dot bién dang khong mat doan déu xay ra trén gen a2.
Gen 0.2 tham gia vao viéc tong hop ba phan tu chudi o globin, gen al chi
kiém soat mot phan tu hoat dong [53]. Cac dang dot bién gen a2 van giit
dugc hoat dong phién ma, nhung khong c6 san pham protein. Viéc sao chép
gen a2 bi dot bién gay trd ngai cho su sao chép cua gen ol binh thuong, din
dén sy giam tong hop cla toan bd chudi o globin [54].

Truoc day, bénh HbH duoc phan loai 1a nhém bénh thé nhe, nhung
nhitng nghién ctru gan diy cho ring bénh HbH thudng c6 nhimg biéu hién
lam sang phtc tap hon nhitng mo ta trudc do [17, 38, 51, 55, 56]. Nhiing
nghién cru ndy ciing ghi nhén, loai dot bién gen a globin ¢ anh hudng dén
muc d6 ning cta bénh. Dot bién mat doan thuong gy nhém HbH c6 biéu
hién 1am sang nhe hon. R4t hiém bénh nhan thuéc nhém nay can phu thudc
truyén mau, hodc can truyén méu rai rac do thiéu mau do tan mau c6 thé xay
ra trong hodc sau cac dot nhiém tring, ha huyét ap, hodc trong qué trinh mang
thai. Ngoai ra, nhom bénh nay c6 thé dan dén nhiing hau qua nhu cham 16n ¢
tré nho, va thira sit & nhém bénh nhéan 16n tudi (>45 tudi), bat ké ngudi d6 co
phai truyén méau hay khong, dan dén cac rdi loan chitc ning cia tim, gan va
hé ndi tiét. Dot bién khong mat doan thudng gay nhém HbH c6 bicu hién 1am
sang nang hon, thiéu mau do tan mau xay ra nhiéu hon, dan dén phai truyén
mau thuong xuyén hon, va cudi cing can phai diéu tri bang cét lach [20, 35,

56]. Trong mdt s6 nghién ctru, gdn mot nira sé6 bénh nhan HbH thudc nhom
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nay can truyén mau lap di lap lai nhiéu 1an, dic biét tur trong giai doan sém va
ca O tudi truong thanh [20, 35, 37, 52, 57]. Tinh trang qua tai sat khong phd
bién & bénh nhan HbH so v&i bénh P thalassemia, nhung dugc ghi nhan kha
pho bién & nhom bénh nhan phai truyén mau thuong xuyén.

1.7. Sang loc nguoi mang gen bénh va chan doan trude sinh bénh o-thalassemia
1.7.1. Sang loc ngwoi mang gen bénh

Sang loc 1a qua trinh phat hién nhimg nguoi c6 nguy co cao vé mdt tinh trang
strc khoé cu thé nao d6. Qua két qua sang loc, déi tuong nguy co cao s& duoc thuc
hién thém céc xét nghiém can thiét dé chan doan x4c dinh bénh, va duogc str dung
phuong phap diéu tri phtt hop dé giam nguy co va bién chimg ciia bénh.

Theo khuyén cdo ctua T6 chiic Y té thé gigi (WHO), hoi Thalassemia
qudc té (TIF), phuong phap sang loc bénh thalassemia phd bién va hiéu qua
nhat 1a dya trén 2 chi s6 MCV<80fL hoic MCH<27pg trong xét nghiém cong
thirc mau va dién di Hemoglobin. Nhiéu quéc gia ¢o ty 1€ bénh luu hanh cao,
hodc ¢ cac nudc dang phat trién [58],[59],[60],[61], cling nhu cac nudc da
ching toc nhu My, Canada, Uk, viéc phat hién nguoi mang gen bénh Hb, dac
bi¢t & cac phu ntr mang thai thuéc nhom chung toc c6 nguy co bénh
thalassemia, da ap dung thanh cong cac chuong trinh sang loc str dung chi s
MCV, MCH va dién di Hb [62]. Tuy nhién, cich tiép can nay co thé bo sot
cac truong hgop bénh HbE, HbS, HbC, dac biét la ngudi mang gen
o, -thalassemia loai mat doan mot gen, vi nguoi di hop cia nhitng dang bénh
nay ¢c6 MCV va MCH binh thuong.

Muc tiéu ctia chuong trinh sang loc dbi véi bénh a-thalassemia 1a han
ché ty 1€ sinh con méc bénh Hb Bart’s, HbH thé nang. Thoi diém sang loc tbt
nhat 13 truée khi sinh hodc trude khi mang thai [62]. Tat ca cac san phu dugc
sang loc bang xét nghiém cong thirc mau va dién di Hb, néu c6 bat thudng thi

sang loc thém ngudi chong.
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Ngudi ¢ MCV<80fL hoic MCH<27pg c6 thé c6 nguy co mic a hoic B
hoic két hop o/p thalassmemia. Ngudi mang gen B thalassmemia co
HbA2>3,5%. Néu c6 MCV thip nhung dién di Hb binh thudng thi can chan
doan phan biét thiéu mau thiéu sit va a-thalassemia bang xét nghiém ferritin
huyét thanh. Néu dién di hemoglobin c6 HbH, xic dinh 1a mang gen
o-thalassemia. Tuy nhién, HbH c6 d§ nhay thép va phu thudc vao kinh
nghiém cia ngudi doc. Vi thé HbH am tinh cling khong thé loai trur
a-thalassemia. Néu thai phu khong thiéu sat va HbH am tinh, chua loai trix
kha ning 14 nguoi mang gen a-thalassemia, can xét nghiém nguoi chong dé
xéc dinh nguy co sinh con mac bénh Hb Bart’s.

Néu cap vo chéng l1a nguoi da co tién str sinh con bénh HbH, hoic cap
\%Y ch6ng c6 tién str, hodc dang co6 thai bi phu, 1a cap vo chéng thudc nhom
nguy co cao sinh con mic o-thalassemia. Trong nhitng trudong hop ndy, déu
can xét nghiém phan tich gen o globin cho ca hai vg chong dé xac dinh tinh
trang mang gen o-thalassemia. Néu ca hai vo chong déu 1a ngudi mang gen
thalassemia thi can duoc tu van dé xét nghiém tim dot bién gay bénh ¢ thai,
goi la chan doan trude sinh bénh a-thalassemia.

1.7.2. Chén dodn truwdc sinh bénh a-thalassemia

Hién nay chua co6 bi¢n phép diéu tri dic hiéu bénh o-thalassemia. Hau
hét cac thai mic o-thalassemia thé ning (d6ng hop tir a” - Hb Bart’s) déu phu,
chét luu trong giai doan 3 thang cudi cua thai ky, hodc tir vong sém sau sinh.
Y vin c6 dé cap dén mot sb rat hiém truong hop thai Hb Bart’s c6 thé séng
sot sau sinh néu dugc truyén mau ngay trong tir cung hodc phu thudc vao cac
phuong tién diéu trj tich cuc sau khi sinh, nhung déu phai phu thudc truyén
mau sau sinh. Nhitng tré mac HbH thé ning déu phai phu thudc truyén mau
va thai sat suét doi, thuong tir vong sém vi cac bién chimg cia truyén mau.

Bé&i vay, xac dinh ngudi mang gen bénh, va chan dodn trude sinh dong vai tro
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rit quan trong va 1 co s¢ dé dua ra 16i khuyén di truyén nham lam giam ty 18
sinh con méc bénh thé nang.

Bénh thalassemia néi chung va bénh a-thalasemia noi riéng 1a mot trong
nhimg bénh di truyén don gen dau tién duoc chan doan & muc do phan tir tir
cach day hon 30 nim. Cho t6i nay, dd c6 rat nhiéu k¥ thuat méi da duoc phat
trién dé phat hién cac dot bién gay bénh, va 1am co s& cho cac tmg dung trong
chan doan trudc sinh bénh 1y nay [3]. Chan doan trude sinh bénh thalassemia
1an dau tién duoc thue hién dua trén ky thuat do ty 1€ chudi B va a-thalassemia
moi tong hop trong mau bao thai. Ky thuat nay duoc sir dung rong rai tir nim
1975 dén nim 1980 v&i hon 13,000 ca duoc chan doan thanh cong trén toan thé
gidi. Tuy nhién k¥ thuat ndy co thé lam ting nguy co sdy thai lién quan dén
viéc 1ay mau bénh pham khong duoc thuc hién ¢ nhitng trung tdm 16n c¢6 nhiéu
kinh nghiém, va chi c6 thé thuc hién duogc khi thai khoang 18 tuan tudi [1]. Vi
su phat minh ra phan tng PCR vao khoang nhiing nim 90, cac dot bién cua
bénh thalassemia bat dau duoc xac dinh bang k¥ thuat DNA va gen globin da
duoc giai trinh ty, thi viéc chan doén trude sinh bénh thalassemia duge chuyén
sang thuc hién bang k¥ thuat sinh hoc phan ti.

Hién nay, ddi véi bénh a-thalassemia, chan doan trudce sinh cho thai c6
nguy co mac bénh dya trén cic xét nghiém phan tich DNA cua thai dé xac
dinh cac dot bién gay bénh trén gen o globin. Nguon DNA phd bién duogc su
dung trong chan doan trude sinh dugc tach chiét tir mau dich 6i hodc tir rau
thai. C6 hai phuong phap 1dy mau dé thuc hién xét nghiém chan doan trudc
sinh 1a phuong phap co6 can thi€p va phuong phap khong can thi¢p thai.
1.7.2.1. Céc phwong phdp chan dodn truée sinh ¢é can thiép
e Dich nuéc i (Amniotic fluid sampling)

T nhitng nam 1960, k¥ thuat choc hut dich i da duoc ap dung cho chan
doan trudc sinh khi thai & ba thang gitta cua thai ky (15-19 tuan). Hién nay
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van dang 1a k¥ thudt c6 xam lan phd bién nhit dugc sir dung dé chan doan
trudc sinh cac thai nhi c6 nguy co mac bénh di truyén. Ky thuat nay nhanh
chong dugc nhan rong trén toan thé gid1 voi tinh an toan dugc cai thi¢n 1o rét
khi két hop duéi hudng din cua siéu am. Choc hat dich i tré thanh thu thuat
duogc thuc hién thuong quy bat dau tir tuan thai thir 16. Khoang 16-20ml dugc
hut ra tir budng 6i bao xung quanh thai nhi, thong qua mot kim nhé xuyén qua
thanh bung duéi huéng dan cta siéu Am (Hinh 1.18A).

Ty 1¢ tai bién do thu thuat choc i ¢ tuan thai thir 16 duoc thong bao vao
khoang 0,5-1% [63], nhung trén thuc té ty 18 ndy co6 thé thip hon nhiéu & cac
trung tim 16n voi nhiéu kinh nghiém. Choc 6i ¢ ba thang dau cua thai ky dugc
coi 13 c6 nguy co say thai cao hon so v6i choc 6i & ba thang gitta. Bat loi chinh
ctia thu thut choc 6i 13 thoi diém chan doan muodn. S6 luong dich 6i doi khi
khong dii lugng DNA céan thiét cho chan doan, cAn phai nudi cdy té bao cho
dén khi du lugng té bao can thiét, lam cham thém thoi gian tra két qua [64].

e Madu gai rau (Chorionic villus sampling - CVS)

Muc tiéu cua sinh thiét gai rau (CVYS) la dé thu dugc mdt mau bénh
pham nho tir banh rau dang phat trién, noi mang cing mot ban chat di truyén
v6i thai nhi. Sinh thiét gai rau dugc thuc hién béng mot catheter di qua co tur
cung voi nhitng thai tir 10-11 tuan tudi [65]. Gan day, sinh thiét gai rau xuyén
thanh bung dugc trng dung ngay cang rong rai. Phuong phap nay st dung kim
sinh thiét xuyén qua thanh bung dudi hudng dan cua siéu am, hat ra mot
manh gai rau nho. Thu thuat c6 thé dugc ap dung cho thai ¢ bat ky thoi diém
nao bat dau tir 11 tudn tudi tro 1én. Hién nay, voi su phat trién cua siéu Am véi
dd phan giai cao, thu thuit sinh thiét gai rau qua thanh bung c6 thé duoc thuc
hién cho thai tir 6 tuan tudi, va ngay cang dugc tmg dung rdng rai trén toan
thé gigi. Mau bénh pham gai rau cé nhiéu uu thé, do co thé thuc hién & ngay
ba thang dau cua thai ky. Diéu nay giai quyét dugc van dé tam 1y cho cac san

phu khong phai chd doi két qua chan doan mudn, va nguy co vé bién chung
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va tim 1y khi phai dimg thai ¢ tuan thai 16n. K§ thuét ndy cling cho phép thu
nhan dugc nhiéu té bao cua thai nhi hon so véi nhitng loai bénh pham khéc,
va két qua ctia chan doan s& thu duoc ciing s& nhanh hon, chi trong vai ngay.
Nguy co giy say thai cua thi thuat CVS dugc thong bio nam trong khoang tir
0,5-4,5% [66]. Tuy nhién, nguy co nay thay ddi con tiy thudc vao mirc do
thanh thao cua ngudi thuc hién, va s6 1an sinh thiét dé co6 duge du sb luong
bénh pham. Néu tha thuat dugc thuc hién boi ngudi c¢6 kinh nghiém, ty 1& say
thai c6 thé giam xuéng 0,5-1% [67] (Hinh 1.18B - 1.18C).

» : :

b4 Sinh thiét gai rau

) ’ 4/ Sinh thiét gai rau qua qua dong am dao
J L ./ dwomg thanh bung

Hinh 1.18. Cdc thi thudt ldy bénh pham trong chan dodn triede sinh
(A) Choc hiit dich éi. (B, (C) Sinh thiét gai rau qua dwong thanh bung va dm dao

1.7.2.2. Chdn dodn truée sinh khong can thiép
o Siéu dm

Phuong phap chan doan khong can thiép dua trén cac ky thuét siéu am,
vl cac chuyén gia c¢6 kinh nghiém va thiét bi siéu am tot, duge coi 13 mot
phuong phép hiéu qua dé giam bot ty 1é can phai thuc hién cac danh gia can
thiép trén cac san phu c6 nguy co sinh con mic bénh [68]. Mot nghién ctru
thuc hién trén 832 san phu c6 nguy co véi bénh phu thai do Hb Bart’s, c6 168
thai (20.2%) duogc xac dinh 13 mic bénh. Cac ddu hiéu cua thai nhu tim to,
va/hodc gan lach to déu gip trén nhitng san phu nay [68]. Loi ich 16n nhit cua

viéc ap dung phuwong phap khong xam lan nay 1a tranh dugc khoang 75% cac



32

truong hop khoi cac phuong phap chan doan c6 xam 14n [68]. Nguyén tic cua
phuong phap nay 14 phat hién cac hinh thai vé tinh trang thiéu mau cua thai
nhi trén siéu am. Vi chudi o globin tao nén phan tir HbF, 1a loai Hb chu yéu
ctia thai nhi bit dau tir tuan thai thir 8, nén khi c6 su suy giam hodc dimg tong
hop chudi o globin thi tinh trang thiéu mau xay ra trén thai nhi c6 thé bat dau
tur sau khoang thoi gian nay [14].
o Phuong phap tach DNA thai nhi tw do luu hanh trong mdu me

Nam 1997, Lo va cong su di chimg minh rang c6 sy hién dién cia DNA
thai nhi tu do (cell free fetal DNA-cffDNA) luu hanh trong huyét tuong va
huyét thanh ctia phy nit c6 thai [84]. Luong cffDNA trong mau me chiém
khoang 10% tong s6 DNA tu do (3-19%) [31]. Ngudn gbc cuia cff DNA trong
méu me cho dén nay van chua duogc xac dinh mot cach chic chan. C6 thé
ching c¢6 ngudn gdc tir cac té bao thai nhi bi pha hily va giai phong ra trong
mau me, hoac cffDNA dugc van chuyén qua rau thai, hodc cidc nhung mao
mang nudi bi pha hity nam sat vdi cac khoang gian nhung mao trong rau thai.
cffDNA Iuu hanh 6n dinh trong mau me, ¢ thé do ching c6 mdi lién két véi
cac vi phan tir c6 nguodn gdc tir rau thai dé bao vé chung khéi su giang hoa
nhan [103]. cffDNA ting dan 1én trong thai ky, v6i muc ting khoang 21%
hang tuan trong ba thang dau, chim hon & ba thang giita, va gia ting manh
vao tam tuan cudi cua thai ky, va bién mat nhanh trong tuan hoan ctia ngudi
me sau khi sinh [57]. ¢ffDNA trong mdu me dugc cong bd cé thé giir ¢
< -20°C trong vong 4 nam, tuy nhién cling c6 nhiéu tai liéu cho rang, thoi
gian luu trir c6 thé 1am anh huong dén nong do cffDNA dugc tach ra tir huyét
thanh ctia nguo1 me luu trit [69]. Gan day, mot cong bd vé viée ap dung NIPD
dé chan doan bénh o-thalassemia, trong do dac bi¢t 1a bénh Hb Bart’s, béng
k¥ thuat PCR trén cffDNA, di chtrng minh su can thiét phai tiép tuc nghién
ctru dé cai thién d6 nhay va do chinh xac cua k¥ thuét [70] (Hinh 1.19A).
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1.7.3. Chén dodn di truyén tién lam t6 (Pre-implantation genetic diagnosis - PGD)

Chan doan trudc sinh thong thudng, du bang phuong phap phan tich
DNA hay bang siéu am, thi ciing chi thuc hién dugc khi thai khoang 11-18
tuan. Quyét dinh phai dinh chi thai trong truong hop thai bénh thudong rat kho
khan cho gia dinh, dac biét khi thai da & vao ky gitra cua thai ky. Ngoai ra,
cac cap vo chéng khi ¢6 vaAn dé vé sinh san, hodc di c6 tién st phai dinh chi
thai sau khi chan doéan trudc sinh phat hién thai bénh, co thé mudn can nhic
vé kha ning lam chan doan tién phdi va chi nhiig phdi duoc chan doan
khong méc bénh méi duge lua chon dé dua vao ta cung cua nguoi me. Ngudi
me c6 nhu cau lam PGD s& can trai qua mot dot diéu tri noi tiét dé kich thich
c6 dugc nhiéu trung, sau do triang s€ dugc thu hoach dé dua vao lam thuy tinh
6ng nghiém (in vitro fertilization - IVF). Phoi dugc nudi ciy trong 60h dén
giai doan 8 phoi bao. Sau d6 2 té bao blastocytes duogc sinh thiét khoi timg
phdi va duogc dua vao timg tube eppendorf riéng biét cho chan doan di truyén
[143] (Hinh 1.19B).

Truong hop tng dung PGD thanh cong vao chan doan bénh a-
thalassemia dau tién 1a Li va cong sy ndm 2000. Sau d6 c6 cac cong bd khac
cho cac truong hop mang gen o’ --°** [146]. Nam 2006, Chan va cong su da
cong bd mot nghién ciru thuc hién PGD trén 9 cip vo chong cd nguy co dé
loai trir nguy co thai ddng hop tir o’-thalassemia [14]. Két qua c6 126 té bao
phoi dugce sinh thiét tir 82 phoi, chon dugc 58 phdi co it nhét 1 allen binh
thuong, c6 31 phdi duge chuyén cho 13 chu ky chuan bi va mot san phu sinh
ba. Ca 3 thai nay déu c6 biéu hién binh thudng vio tuan thai 18, va ngudi me
da sinh ca 3 em bé an toan khi thai dugc 34 tuan. Kiéu gen cua 3 em bé duogc
so sanh phu hop khi thyc hién trén mau cudng rén [71]. Nam 2009, Xu YW
va cong su di cong bd nghién ctru PGD cho 43 cip vo chong 14 nguodi mang

gen o’-thalassemia dang --o*™*. Tong sb c6 472 phoi di duoc sinh thiét. Phan
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ung khuéch dai dugc thuc hién trén 390 té bao phoi, chon duoc 144 phdi
chuyén vao tir cung ngudi me, 25 san phu mang thai khée manh thanh cong,
chiém 24% [72].

Ngay thir 3 - giai doan 8 phéi bao

Rau thai Mau me
" P
® e« o
2l &v td ba 5i
D@C ° - /—\ Lay té bao phéi
DS o Y
o DA pog —> Xét nghiém di truyén
DDA xéac dinh phéi bénh
W. DDA
@) % ®) +
® o

Té bao thai - DNA tw do w +

>®< Té bao me - DNA tw do

Chuyén phéi vao tir cung ngudi me

Hinh 1.19.(A) DNA thai tw do trong mdu me. (B) Nguyén Iy chan dodn tién phoi

1.8. Tinh hinh nghién ctru bénh a-thalassemia
1.8.1. Thé gidi

Nam 1954 Minnich 1an dau tién mo ta mot bénh nhan thiéu mau c6 nhiéu
thé vui trong hong cau, goi 1a thiéu mau c6 thé vui trong hong cau [73].

Nam 1955 Rigarass [74], va nim 1956 Goutass [75] déu doc lap cong bd
tim duoc HbH trong thanh phan Hb ctia mot sé bénh nhi. Tuy nhién, bénh
HbH con 1a mot bénh Hb riéng biét, chua thay mdi lién quan giira bénh HbH
vO1 bénh a-thalassemia.

Nam 1959 Ramot [76] tach dugc Hb Bart’s trong mau ctia bénh nhan
HbH. Nhiing phét hién nay gitp cac nha nghién ctru hudng téi mbi lién hé
giita bénh HbH va cic thé ciia bénh a-thalassemia. Piéu nay duoc di truyén
phan tr xac minh va nhitng ndm sau nay.

Nam 1963 Dance phat hién co ché tao thanh HbH nho phat hién duoc
phan globin ciia HbH gdm 4 chudi p. Do khi chudi a bi giam, cac chudi B

tang tong hop tao cac chudi B thira du. Cac chudi nay két hop véi nhau tao
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thanh phan tir Bs, 1a phan globin cia HbH [77]. Tuong tu co ché nhu vay voi
phan tir Hb Bart’s v, . Nho d6, ban chét globin ciia HbH va Hb Bart’s di duogc
phat hién, tir 46 cac nha nghién ctru di sau vao ban chat ciia bénh.

Niam 1964, Wealtherall 1an dau tién dua ra gia thuyét co 2 cip gen
o globin. Md hinh nay giai thich dugc cac biéu hién phong phu cta cac thé
bénh a-thalassemia, va biéu hién 1am sang da dang cua bénh HbH [23]. Cung
thoi gian ndy, Wasi va cong su ciing tién hanh mot nghién ctru trén cac bénh
nhan méac HbH tai Thailand, két qua cho thy: Pién di mau cudng ron cua 30
tré so sinh dugc sinh ra tir cAc cha me mac bénh HbH, da phat hién 29/30
truong hop c6 Hb Bart’s. Diéu d6 ching to hau nhu tit ca cac tré so sinh sinh
ra tir cac cha me mac bénh HbH déu 1a ngudi mang gen a-thalassemia [78].

Cho dén nam 1980, sinh hoc phan tir trong bénh o-thalassemia méi dugc
hoan toan hiéu 13, dugc cong bd rong rii véi cac nghién ctru ctia Higgs [15].
1.8.2. Viét Nam

Tai Viét Nam, bénh 1y vé huyét sic t6 duoc bt dau nghién ciru tir nhitng
nam 1960, tuy nhién hau hét déu tap trung vao P thalassemia va HbE [79].
Pbi véi bénh a-thalassemia, tir trudc nam 1985, bénh nay chua duoc phat
hién & Viét Nam do chua 4p dung cac k¥ thuat chan doan. Dya vao diéu kién
dia 1y ¢ ving Pong Nam A, mot s6 nha nghién ctru vé huyét hoc & nudc ta luc
d6 du doan co thé co bénh a-thalassemia tai Viét Nam. Dén nam 1985, du
doan éy mao1 duge chirng minh nho sy phat hién bénh HbH, 1a mot thé bénh
cua a-thalassemia [8].

Nam 1996, Duong B4 Truc tién hanh nghién ctu: “Pic diém 1am sang
va huyét hoc bénh HbH & tré em Viét Nam. Budc dau tim hiéu tan suat bénh
alpha thalassemia & Ha Noi”. Day 1a nghién ciru dau tién trén d6i twong bénh
nhan HbH. Tuy nhién, tai thoi diém nghién ctru, chua c6 su tng dung cia

sinh hoc phén tir ¢ x4c dinh kiéu gen cta bénh [8].
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Niam 2005, Tran Thuy Ngan d3 tmg dung k¥ thuat PCR dé xac dinh kiéu
gen a-thalassemia trong ving dich t& s6t rét cua tinh Binh Phudc [80].

Tt ndm 2008 dén 2013, Nguyén Khic Han Hoan di tién hanh nghién ctru:
“Nghién ctru tim soat va chan doan trudc sinh bénh o va B thalassemia”. Nghién
ctru tién hanh trén d6i twong 13 cac phu nit mang thai. Khi ngudi vo va nguoi
chong c6 két qua tdm soat huyét dd nghi ngd 1a nguoi mang gen bénh
thalassemia, dugc thuc hién xét nghiém di truyén phan tu dé khéng dinh, tu van
di truyén va chan doan trude sinh [81].

Niam 2010, Ly Thi Thanh Ha va cong sy da tién hanh tmg dung k¥ thuat
GAP PCR va ARMS PCR trong phét hién dot bién gen o globin trén cac bénh
nhan mic HbH tai Bénh Vién Nhi Trung Uong, va chan doan trude sinh [82].

Tu ndm 2013 dén 2015, Ngo Diém Ngoc va cong sy da irng dung cac ky
thuat MLPA, giai trinh ty gen Sanger dé phat hién cac dot bién hiém gip trén
gen a globin, nghién ctru vé méi lién quan giita kiéu gen va kiéu hinh ctia bénh
a-thalassemia trén cac bénh nhan dén kham va diéu tai Bénh Vién Nhi Trung
Uong, tién toi sang loc nguoi mang gen bénh, tu van di truyén va chan doan
truedce sinh bénh a-thalassemia, bao gém bénh phu thai Hb Bart’s va HbH thé
nang trén cac cap v chong nguy co cao sinh con mic bénh [10, 83].

Tai Viét Nam, chua c6 nghién ctru ndo dé cap dén méi lién quan giita
kiéu gen va kiéu hinh trén bénh nhan HbH. Véi kiéu hinh da dang & cing thé
bénh, hoac ¢ cuing mot kiéu gen, 1a mot kho khan cho tu van di truyén va chan
doan trude sinh. Thong tin tir nghién ctru nay s& gop phan c6 dugc nhing hiéu
biét, nhimg bang chtmg rd hon vé mdi lién quan giita kiéu gen va kiéu hinh,

gilp dua ra céac can thi¢p y té, diéu tri, tw van va phong bénh hiéu qué hon.
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CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thoi gian va dia diém nghién ciru

Nghién ctru duoc tién hanh tai Bénh Vién Nhi Trung Uong trong thoi
gian tir 01/2012 dén thang 12/2016.
2.2. Poi twong nghién ciru
2.2.1. Nhém doi twong cho muc tiéu 1 phdt hién mét s6 dét bién gen
a-thalassemia bang ky thudt sinh hoc phédn tir

Bénh nhan tré em va ngudi 16n co biéu hién 1am sang nghi ngd mac bénh
a-thalassemia, hodc ngudi nghi ngd mang gen bénh a-thalassemia, dén kham
va xét nghiém tai Bénh Vién Nhi Trung Uong.
2.2.2. Nhom doi twong cho muc tiéu 2 nhin xét biéu hién lam sang va kiéu
gen cua bénh nhan HbH

Bénh nhan tré em va ngudi 16n c6 biéu hién 1am sang nghi ngd mic o-
thalassemia d3 dugc chan doan xac dinh mic HbH bé‘mg k¥ thuat sinh hoc
phan tir, phat hién dot bién gdy bénh trén gen o globin.
2.2.3. Nhom déi twong cho muc tiéu 3 chin dodn trwée sinh bénh o-thalassemia

Céc cip vo chong co:

- Phu thai hodc di timg c6 tién str phu thai dugc chan doan bang siéu
am tai cac Bénh Vién Phu San.
- C6 con trude d6 da duoc chan doan mic bénh HbH.
D3 dugc chan doan xac dinh 1a nguoi mang gen o-thalassemia bang k§

thuat sinh hoc phan tort PCR, MLPA va giai trinh tu gen Sanger.
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2.3. Tiéu chuén lwa chon bénh nhan

Theo tiéu chuan cia to chic Thalassemia quéc té TIF 2003 [61].
2.3.1. Tiéu chudn chon déi twong cho muc tiéu 1 phdt hién mét sé dt bién
gen a-thalassemia bang ky thudt sinh hoc phén ti

- C6 thé ¢ tan mau, thiéu mau & cac muc do: nhe, trung binh va nang.

- Hong cau nho nhuoc sic. Hb 2,6-13,3g/dl; MCV<80fl, MCH<27pg.

- bién di Hemoglobin c6 HbA2 giam nhe hoac binh thuong, c6 HbH 0,8-
40%, do1 khi kém theo Hb Bart’s.

- C6 thé c6 gan lach to.

- Vang da xuat hién ¢ nhiéu mtrc ¢ khac nhau.

- C6 thé c6 bd mat thalassemia: miii tet, tran do, ham vau.

- C6 thé c6 tién st truyén mau hodc chua timg phai truyén mau.
2.3.2. Tiéu chudn lwa chon déi twong cho muc tiéu 2 nhgn xét biéu hién
lam sang va kiéu gen ciia bénh nhéan HbH.

Bénh nhén tré em va ngudi 16n c6 biéu hién 14m sang nghi ngd mac
a-thalassemia d3 duoc chan doan xac dinh mic HbH bing xét nghiém di
truyén, phat hién dot bién gy bénh trén gen o globin.

2.3.3. Tiéu chuén lua chon déi twong cho muc tiéu 3 chin dodn trudce sinh
bénh a-thalassemia
e Sang loc va chan dodn xdc dinh ngwoi mang gen bénh:

- Cap vo chong co tién st sinh con mac HbH, ¢ thai lan tiép theo co
nguyén vong chan doan trudc sinh.

- Cap vo chdong co thai bi phu hodc di co tién str phu thai duoc chan
doan b?mg si€u am tai Bénh Vién Phu San.

- Vo va chong duge chan doan xéac dinh c6 dot bién gen a-thalassemia.
e Chan doan trude sinh bénh Hb Bart’s va HbH:

San phu c6 thai tir 16 tuan trd 18én, khong c6 nguy co say thai, duoc tu

van vé tha thuat va chan doan thalassemia, chap thuan va ky cam két choc 6.
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2.3.4. Tiéu chudn logi trir

Muc tiéu 1: Bénh nhan thiéu mau do cac nguyén nhan khac nhu thiéu
mau thiéu sit, bénh B thalassemia.

Muc tiéu 2: Bénh nhan khong phat hién c6 dot bién gen gy bénh trén
gen o globin.

Muc tiéu 3: Cap vo chong chua chan doan xac dinh 1 ngudi mang gen
bénh a-thalassemia. Cap vo chong tir chdi tham gia sang loc va chan doan
trude sinh. San phu ¢ thai dudi 16 tudn hodc co cic nguy co san khoa c6 thé
anh hudng td1 sy an toan cua thu thuat choc bi.

2.4. Thiét ké nghién ciru
24.1. Muc tiéu 1
2.4.1.1. Ung dung quy trinh ky thudt sinh hoc phdn tir phdt hién mét sé dot
bién gen a globin gdy bénh o thalassemia

Bénh nhan nghi ngd mic o-thalassemia trén 1am sang s& dugc tién hanh
phan tich gen a globin tai Khoa Di truyén va Sinh hoc phan tir, Bénh Vién
Nhi Trung Uong theo cac budc nhu sau:

Phan tich gen o globin giy bénh o thalassemia bing k§ thuit GAP-PCR va ARMS-PCR cho
7 dot blé‘n thuong gap: (__SEA;__'[‘HA]’__F[L,_QEI.?’ -(I4'2, _aHsz' _quQs)

2 @6t bién o’,a*-thal 1 dot bién o thal 1 dot bién o thal Khéng c6 dot bién
(-~laa) H-o/aa)/(-aT/aw) (—/aa) (-a/aa)/(-aT/oo) (a/ao)
K§ thuat giai trinh ti gen tim d6t bién Ky thuit MLPA tim dot bién mét
diém chura biét doan chua biét
*) O | |l o *)
g ™\

Nguoi mang gen o thalassemia

Bénh nhin mic HbH

R R

Pbng hep tir al-thal Phu thai do Hb Bart’s Khong tim thdy 7 dot bién
(--/--) gen a globin thudng gap

& vy

Hinh 2.1. So' d6 phan tich gen o globin bang ky thudt sinh hoc phan tir
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24.1.2. Déi chiéu két qua phén tich gen a globin bang ky thudt PCR véi ky
thudt giai trinh tw gen va MLPA

- Chon ngau nhién 1 mau binh thuong khong c6 dot bién va 3 mau duong
tinh v6i cac dot bién mat doan 1an luot 13 (--"*Yaa), (-’ /o), (-o**/aor) di
duogc phat hién bang ky thuat GAP-PCR dé d6i chiéu véi ki thuat MLPA.

- Chon ngau nhién 1 mau binh thudng khong c6 dot bién va 2 mau duong
tinh v6i cac dot bién diém (-0 Faw), (- /aer) dd duoc phat hién bang ki
thuat ARMS-PCR dé ddi chiéu két qua bang k¥ thuat giai trinh tu gen.
2.4.1.3. Nhin xét vé ty 1é dot bién gen a globin trén bénh nhan HbH trong
nghién ctru

- Ty 1é cac dot bién thuong gip va hiém gip trén bénh nhan HbH trong
nghién ctru.

- Ty 18 céc allen dot biénén thudng gip va hiém gip trén bénh nhan HbH
trong nghién curu.

24.2. Muc tiéu 2

Nghién ctru ¢t ngang va mo ta. So sanh mot sé dic diém 1am sang va

huyét hoc cta cac kiéu gen ctia bénh HbH.

24.3. Muc tiéu 3

24.3.1. Nghién ciru cdt ngang: Nghién ctu trén cac cip vo chong co tién sir sinh
con mic bénh HbH, c6 thai lan tiép theo ¢6 nhu cau chan doan trude sinh.
2.4.3.2. Nghién citu tién ciru:

Nghién ctru trén cac cap vo chong co tién sir phu thai hodc dang co thai
bi phu, chua xac dinh dugc nguyén nhan phu thai, duoc tu van va tiép tuc qua
trinh sang loc va chan doan bénh thalassemia:

- Céc cdp vo chong ndy duge 1dy mau xét nghiém cong thirc mau va dién
di huyét sic to, néu ca hai vo chéng cing c6 MCV<80fL va MCH<27 pg,
HbA2 gidm nhe hodc binh thuong, thi cap vo chéng duoc tu van lam xét
nghiém di truyén xac dinh dét bién gen o globin, va dugc dua vao nhom doi

tuong nguy co cao cho chan doan trudc sinh.
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- Céc cdp vo chong c6 thai bi phu hodc c6 tién sir phu thai ma khéng co
thay doi vé huyét hoc, ciing dugc 1am xét nghiém di truyén xac dinh dot bién
gen a-thalassemia dé khang dinh tinh trang khong mang gen bénh.
2.5.Co mhu

Thu thap tt ca cac bénh nhan tré em va nguoi lon, cé du tiéu chuén
nghién ctru trong thoi gian nghién ctru duoc tién hanh tai Bénh Vién Nhi
Trung Uong, bao gom:

- 299 bénh nhan tré em va ngudi 16n nghi ngd mic o thalassemia trén 1am
sang, dugc phan tich gen o globin bang k¥ thuat sinh hoc phén ti.

- 97 bénh nhan duoc chan doan x4c dinh mac bénh HbH béng phan tich
d6t bién gen o globin, trong d6 c6 86 bénh nhi va 11 bénh nhan 1 ngudi
trudng thanh.

- 341 cap vo chong c6 thai bi phi va 56 cip vo chong c6 tién sir sinh con
miac HbH dugc sang loc, xac dinh nguoi mang gen bénh va chan doan trudc
sinh bénh o thalassemia.

2.6. Mau bénh pham
e Nhom muc tiéu 1 va 2:

- Bénh nhan duoc léy 2ml mau tinh mach chéng dong bﬁng EDTA.

- Nguoi nha bénh nhan gém bd, me trong trudng hop bénh nhén 14 tré em
duoc lay 2ml mau tinh mach chéng déng bang EDTA. Quy trinh dam bao vé tring.
e Nhom muc tiéu 3:

- Sang loc bénh thalassemia: Mau bénh phém la 2 6ng mau ngoai vi, moi
6ng gdm 2ml mau tinh mach chéng déng EDTA: éng 1 duoc thuc hién cc xét
nghi¢m huyét hoc, 6ng 2 dugc thyc hién xét nghiém phan tich gen a-thalassemia.

- Chan dodn trueée sinh: 12-15ml dich 6i duge choc hut tir budng bi cua
san phu mang thai >16 tuan. Quy trinh dugc thuc hién tai cac co s& San Khoa,

du6i huwéng dan ciia siéu am. Quy trinh dam bao vo tring.
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2.7. Ngi dung nghién ciru
2.7.1. Péc diém lam sang va huyét hoc ciia cdc bénh nhdan HbH
2.7.1.1. Lam sang

- Hoi bénh st va tién st gia dinh: Tudi vao vién, tudi bat dau truyén
mau, so 1an truyén mau, tién st gia dinh, s6 anh chi em bj bénh

- Thu thap céc d4u hiéu 1am sang: Tudi, gio1, cac dAu hiéu da niém mac,
gan lach to, b mat thalassemia.
2.7.1.2. Cdc xét nghiém huyét hoc

- Bao gém céc xét nghiém huyét hoc thong thuong va mot sd xét nghiém
dic hiéu cho thiéu mau tan mau do bénh Hb, dugc thyc hién trén may dém tu
dong K4000, tai Khoa Xét nghiém huyét hoc, Bénh Vién Nhi TU.

- Céc chi sb thu thap: RBCx10"/dL, HGB(g/dL), HCT(%), MCV({fL),
MCH(pg), MCHC(%), HbA1(%), HbA2(%), cac Hb khac néu co.
2.7.2. Quy trinh phdt hién dpt bién gen a globin gdy bénh a-thalassemia
2.7.2.1. Ky thudt GAP-PCR phdt hién 5 dét bién -, o7, -**, -, - THAI
eNguyén ly ky thuqt

GAP-PCR 1a phuong phép duoc thiét 1ap dé xac dinh cac mét doan 1on,
sir dung hai moi theo nguyén tic bod sung vi mach xudi va mach ngugc trong
vung DNA chtra doan gen bi mat. D4i v4i bénh a-thalassemia, 5 loai dot bién

mét doan 16n thuong gap dugc phat hién béng k¥ thuat nay la SEA o2 ot

FIL _ THAI

b

THAI-F FIL-F SEA-F 4.2-F a2/3.7-Fa2-R 4.2-R 3.7-R FIL-R THAI-R SEA-F

X2 E z2 xﬂ Z1 ‘I A| Al

—— e —A- SN — e ———

1Z-HVR e e B geeeet 3’:}1VR

: ' -q4-2 ' E i

--SEA

: < ——
fa --FIL ot |
__THAI

Hinh 2.2.Cap moi cho dot bién 5 dor bién mat doan thuong gap trén gen o. globin
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o Quy trinh ky thudt

Br:?mg ky thuat GAP-PCR da moi, v4i viée st dung nam cap moi khac
nhau (SEA-F; SEA-R); (FIL-F; FIL-R), (THAI-F; THAI-R), (a’'-F; o’ ’-R);

(o**-F; a**-R), duoc thiét ké theo nguyén tic bd sung v6i mach xudi va mach

nguoc trong ving DNA chtra doan gen bi mat, dé phat hién cac dot bién trén

¢ cac kich thude tuong ung 1a 1349bp, 1166bp, 1024bp, 2022bp, 1628bp,

theo nghién ctru ctia Samuel Chong [43]. Ngoai ra, gen a2 ciing dugc khuéch

dai bang cap mdi (a2-R; 02/3.7-F) c6 kich thudc 1800bp dé sir dung lam doan

ching gen o2 binh thuong.

Badng 2.1. Trinh tw méi va kich thiedc cia 5 dot bién thwong gdp [43]

Tén moi Trinh ty 5°-3’ Kich thwée

a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC

2022bp
3.7-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 18000
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 1628bp
SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 1349
FIL-F TGCAAATATGTTTCTCTCATTCTGTG
FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC 1166bp
THAI-F GGCACTGAGAGCCCTTCACG 1024bp

THAI-R

CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG
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Bdng 2.2. Cdc théng so ca phdn iing GAP-PCR cua 5 dot bién thwong gdp

Thanh phin phan img Thé tich (ul)
PCR Multiplex master mix 2X 12.5
Primer 10X 2.5
dH,0 7.5
DMSO (10%) 1.5
DNA 1
Tong 25
Chu trinh nhiét
1. 95°C x 15 phut x 1 chu ky
2. 95°C x 40 gidy
65°C x 1 phut 30 gidy x 36 chu ky
72°C x 2 phut 30 gidy
3. 72°C x 10 phuat x 1 chu ky
4. 4°C X gitt vo han

e Dién di san phdm PCR va phan tich két qud

Quy trinh phan tich gen HbA1 va HbA2 cua gen a globin dugc thyc hién

theo phuong phap ctia Samuel S. Chong [43], trong d6, dot bién --o"" duogc

mo ta bdi Winichagoon [84] lan dau tién trén quan thé ctia ngudi Thailand.

-Nguoi binh thuong khong c6 dot bién, hinh anh dién di co6 1 bing

tuong g véi dong hop tir gen 0.2 & kich thude 1800 bp.

- Néu bénh nhén di hop tir véi 1 dot bién, hinh anh dién di s& c6 2 bing,

trong d6 mot bang tuong g vadi di hop tir gen a2 ¢ kich thudc 1800bp, bang

con lai tuong tng voi loai dot bién di hop tor ma bénh nhan co, & céac kich

thudc tuong ung:

e 1394 bp, twong tmg véi dot bién mat doan --o°".

e 2022 bp, twong tmg v&i dot bién mat doan -0’
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e 1628 bp, tuong umg vai dot bién mat doan -o*2.
e 1166 bp, tuong tmg vai dot bién mat doan --o" .
e 1024 bp, trong tmg voi dot bién mat doan --a "
- Néu bénh nhan di hop tir kép voi 2 dot bién, hinh anh dién di s& co 2
bang tuong Gmg véi 2 loai dot bién khac nhau.
- Néu bénh nhan déng hop tir dot bién mat doan 2 gen, hinh anh dién di
s€ khong co6 bang.
- Néu bénh nhan déng hop tir dot bién mat doan 1 gen, hinh anh dién di

s€ co 1 bang ¢ kich thudc tuwong tng véi vi tri ciia dot bién do.

-037-2022bp
2-1800bp
-2 -1628bp
--aSEA-1349bp

Hinh 2.3. Hinh dnh dién di GAP-PCR phan tich dot bién gen a globin

Hinh 2.3 13 hinh anh dién di san pham Multiplex - GAP - PCR da mdi
cho 5 dot bién mat doan thuong gip. Trong do:
- M 1a Maker 1kp.
- Giéng s6 1: MAu chtng binh thuong, ¢6 1 bang & vi tri gen a2.

SEA (6 2 bang, trong d6 1

- Giéng s6 2: Mau chung di hop tir dot bién --a.
bang & vi tri gen a2 binh thudng (1800bp), 1 bang & vi tri gen a2 bi dot bién
mét doan (1349bp) tao dot bién --o.°"*.

- Giéng s6 3: Mau chimg di hop tir dot bién -a’”. C6 2 bang, trong d6 1
bang & vi tri gen o2 binh thudng (1800bp), 1 bang & vi tri gen a2 bi dot bién

mat doan (2022bp) tao dot bién -0’
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- Giéng s6 4: Mau chimg bénh --a>**/-a**. C6 2 biang, trong d6 1 bang &
vi tri d6t bién --a>** (1349bp), 1 bang & vi tri dot bién -o** (1628bp).

- Giéng s6 5, 7: Bénh nhan di hop tir dot bién --o.>"".

- Giéng s6 6: Bénh nhan HbH d6t bién --o°*/-a*2.

- Giéng s6 8: Bénh nhan HbH dot bién dot bién --a°™/-o’’.

- Giéng s6 9: MAu khong chira DNA.
2.7.2.2. Ky thudt ARMS-PCR phdt hién 2 dét bién diém -a'* va -o™®
e Nguyén ly ky thudt

K¥ thuat ARMS-PCR duogc str dung dé phat hién cac dot bién diém da

biét, dua trén nguyén 1y cta k¥ thuat PCR c6 dién, trong d6 allen dot bién va
allen binh thuong duoc phan biét bang cac cap mdi duoc thiét ké chon loc.
Pbi voi bénh a-thalassemia, 2 loai dot bién diém thuong gip duoc phat hién

bang k¥ thuat nay 1a - va -o,

Bdng 2.3. Trinh tw méi va kich thude ciia 2 dot bién diém thieong gdp [43]

Tén Trinh tu moi Kich thuéc

CS-1 5’-CCT-GGGCCGCACTGACCCTATT-3’

CS-M  5’-AGGAG-GAACGGCTACCGAGGCTCCAGATTG-3’

183 bp
QS-M  5’-CGGTGCTCACAGAAGCCAGGAACTT-GGCCG-3’

CS-N 5’-AGGAGGAACGGCTACCGAG-GCTCCAGATTA-3’

138bp
QS-N  5’- CGGTGCT-CACAGAAGCCAGGAACTTGGCCA-3’
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e Quy trinh ky thuat
Bdng 2 4. Cdc théng s cia phan g ARMS-PCR
Thanh phan phan img Thé tich (ul)
dH,0 8,8
PCR Multiplex master mix 2X 12,5
DMSO 10% 1,5
Moi xudi CS-1 (10uM) 0,4
Moi nguoc CS-N/QS-N (10uM) 0,6
Moi nguoc QS-M/CS-M (10uM) 0,2
DNA 1
Tong thé tich 25
Chu trinh nhiét
1. 94°C X 4 phut x 1 chu ky
2. 94°C x 1 phut
66°C x 1 phut x 36 chu ky
72°C x 2 phut
72°C x 7 phut x 1 chu ky
4. 4°C X gift vo han

e Dién di san pham ARMS - PCR va phan tich két qud

Quy trinh phan tich dugc thyc hién theo phuong phép ctia Samuel S.
Chong [43]. Trén hinh anh dién di san phém ARMS - PCR, mdi mau bao gém
2 giéng: N 1a giéng binh thuong va M 1a giéng dot bién. Duya trén su c6 mat
ctia bang & vi tri trong ung v6i dot bién -o"° (183bp) hodc -a™ (138bp), &
giéng binh thuong hay giéng dot bién, c6 cac dang nhu sau:

- O ngudi binh thuong, tai giéng binh thudng s& xuat hién ca 2 bang & vi

HbCs HbQs

tri dot bién (-a'°%) hodc (-a"*?). O giéng dot bién khong xuat hién bang.

) hogc (-a™), ¢ giéng binh thudng

HbQS)

- O nguoi di hop tir voi dot bién (-

HbCs

va giéng dot bién déu xuat hién bang & vi tri dot bién (-o'™) hodc (-a
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-O nguoi bénh HbH di hop tir kép véi dot bién (-->"/-a™) hodc

SEA/_, HbQs

(—-o ), & giéng binh thuong khong xuat hién biang, ¢ giéng dot bién

xudt hién bang ¢ vi tri ot bién (-o') hodc (-a'™).

183bp
138bp

Hinh 2 4. Hinh anh dién di ARMS - PCR phdn tich ddt bién gen o globin

Hinh 2.4 1 hinh anh dién di san pham ARMS-PCR cho 2 d6t bién diém
thuong gap. Trong do:

- M: Marker 100bp.

-Mau s6 1: Méu chimg binh thudng. Giéng binh thuong c6 2 bang & vi tri
dot bién -0 (183bp) va -a'™® (138bp), giéng dot bién khong c6 bang.

- Méu sb 2: Mau chimg di hop dot bién -0, Giéng binh thudng c6 hai
bang & vi tri dot bién -o'™* (183bp) va -a™® (138bp), giéng dot bién c6 mot
bang & vi tri dot bién - (183bp).

Qs Giéng binh thuong c6 hai bang & vi tri

- MAu s6 3: Chimg di hop -o
dot bién - (183bp) va -a™ (138bp), giéng dot bién cd6 mot bang & vi tri
dot bién -o'™® (138bp).

- MAu s6 4: DNA thai di hop tir -0/ .

- MAu s6 5: Méu khong chira DNA.
2.7.2.3. Ky thudt giai trinh tw gen Sanger xac dinh dot bién diém trén gen o globin
e Nguyén ly ky thudt

Phuong phap ndy cho phép xac dinh hau hét cac dot bién diém, dot bién
mét doan nho hodc 1ap doan cua gen. Déi véi bénh a-thalassemia, cac vung dugc
giai trinh tu bao gdm: cac ving ma hoa trén gen HbA1, HbA2, ving ranh gidi

exon-intron, ving can promoter.
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e Phan itng PCR méi déi khuéch dai toan bg gen HbAI va HbA2.
- Phan mg khuéch dai toan bd gen HbA1 s& st dung cip mdi AT-C1F va
AT-C9R dé bat cip toan bd gen HbA1 (1084bp).
- Phan mg khuéch dai toan bd gen HbA2 s& st dung cip modi AT-CIF va
AT-C3R dé bat cip toan bd gen HbA2 (1078bp).
Bdng 2.5. Trinh tw méi cia ky thudt gidi trinh tw gen HbAI va HbA2 [85]

Tén moi Trinh ty 5°-3°
AT - CI1 (F): 5’- TGGAGGGTGGAGACGTCCTG -3’
AT - C7 (F): 5’- GATGTTCCTGTCCTTCCCCA-3’
AT - R4 (F): 5’- AGCCACTGCCTGCTGGTGAC -3’
AT - C9 (R): 5’- CCATGCCTGGCACGTTCTCTGAGG -3
AT - C3 (R): 5’- CCATTGTTGGCACATTCCGG - 3
AT - IP3 (R): 5’- ACCATACTCGCCAGCGTGCGC -3
AT -C5 (R): 5’- CGCGTCGGCCACCTTCTTGC-3’
AT - IP2 (R): 5-TGTGCGCGTGCAGGTCGCTCA -3’

Bdng 2.6. Cdc théng so phan g PCR ciia ky thudt gidi trinh tw gen
Thanh phan phan ing Thé tich (ul)
2X PCR master mix 25
DMSO 10% 2,5
Moi xudi (10pl) 1
Mdi ngugc (10p]) 1
dH,0 19,5
DNA 1
Tong 50
Chu trinh nhiét
1. 94°C x 15 phut x 1 chu ky
2. 94°C x 40 gidy
59°C x 1 phut 30 gidy x 32 chu ky
72°C x 2 phut 30 gidy

3. 72°C x 10 phut x 1 chu ky

4. 4°C X gitt vo han
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e Tinh sach san pham PCR

-Nho 200ul dung dich PBI vao miu PCR va tron déu. Chuyén toan bo
dung dich trén sang c6t loc 2ml. Ly tam 8000 vong/phut trong 1 phut. Bé dich
ndi phia duéi éng loc.

- Nhé 0.75ml dung dich PE vao ¢t loc, ly tam 8000 vong/phut trong 1
phat. Bo dich ndi & phia dudi éng loc. Ly tam dng 8000 vong/phiit trong 1 phut

- Chuyén cot loc sang 6ng eppendorf 1.5ml v6 trung. Thém 50 ul dung dich
dém EB, u ¢ nhiét d0 phong trong 5 phut. Ly tam 8000 vong/phut trong 1 phut.

e PCR moi don

Trinh tu doan gene quan tdm duoc xac dinh dya trén nguyén tic cia
phuong phap Sanger: tao ra cdc doan DNA mot sgi hon kém nhau mdt
nucleotide, két thuc boi cac dANTP da dugc danh dau huynh quang. Pé tao ra
cac doan két thic bﬁng cac loai ddNTP khac nhau, ching toi tién hanh phan
tmg PCR st dung hoa chat BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.
Do d6 chi can bo sung thém DNA khuon (1 san pham PCR tinh sach) va moi
phu hop. Phan tng dugc thuc hi¢n trong mot 6ng vi bbn loai dANTP duoc
danh dau bang cac mau khac nhau.
e Tiia con

Phan ung PCR mdi don sau khi duoc tién hanh xong s€ dugc tua con dé
chay giai trinh ty gen.

- Nho 5pl dung dich EDTA 125mM vao mdi dng. Thém 60ul dung dich
EtOH 100% r6i tron déu. U & nhiét do phong trong 15 phat. Ly tim 14000
vong/ phut trong 30 phut. B6 dich noi.

- Thém 60ul dung dich EtOH 70% r6i tron déu. Ly tam 14000 vong/
phut trong 15 phit. Bo dich ndi. Pé cac mau kho, tranh anh sang. Nho 20ul
dung dich Hidi. Cho mau vao may PCR, gia nhiét dén 95°C trong 5 phit.

- Tra 20pl mau vao timg giéng trén khay dién di. Dit chuong trinh chay may
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Bdng 2.7. Cdc théng s6 ciia phdn itng PCR méi don

Thanh phan phan img Thé tich (ul)
BigDye v3.1 2
5X BigDye Sequencing buffer 5
Primer 10uM 1
dH,0 16
San pham PCR (10-40ng) 1
Tong 25
Chu trinh nhiét
1. 96°C x 15 phuat x 1 chu ky
2. 96°C x 40 gidy
50°C x 1 phut 30 gidy } x 25 chu ky
60°C x 2 phut 30 gidy
3. 4°C X giit vo han

e Phan tich trinh tu gen
- Cac mAu giai trinh tu gene duoc phan tich trén phan mém Chromas dé
ghép nbi céc trinh ty nho thanh trinh tu ctia gen HBA1 va HBA2
- Sau do, trinh tu nay s€ dugc dua lén chuong trinh Blast dé so sanh véi
trinh tu chuan trén ngan hang gen.
AGGTGCT
R C

It

Hinh 2 5. Gidi trinh tw gen o globin phdt hién dot bién diém c 2delT (p.MetlArgfs)

=l

- = == -- = - m L
G G G C G T T T C C
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iR (] |
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- Hinh 2.5 (A) 1a trinh ty cua ngudi binh thuong.

- Hinh 2.5 (B) 12 trinh ty ctia ngudi mang dot bién mat nucleotid T tai ma mo
dau exon exon 1 gen a2 (Init ATG>A-T), tao dot bién dich khung (p.Met1 Argfs).
2.7.24. Ky thudt MLPA xac dinh dot bién mat doan trén gen o globin

e Nguyén ly ky thudt

Trong phan img MLPA, cac probe dugc thiét ké gén dac hiéu voi cac
doan DNA dich. Thong thuong, mdi probe chua hai phan tir oligonucleotid co
kich thudc khac nhau.
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- Phan tir oligonucleotid ngan gém 2 doan:

e Doan 1 ¢o6 trinh tu nucleotid dac hiéu véi doan DNA dich, s€ lai véi
DNA dich trong phan tng lai. Poan nay c6 khoang 21-30 nucleotid
nam ¢ dau 3’ cta probe

e Doan 2 chtra khoang 19 nucleotid, nam & dau 5’ cla probe. Trinh tu
nucleotid ctia doan nay giéng nhau cho tat ca cac probe. Pay 1a vi
tri gan v6i mdi Y dé khuéch dai probe khi tién hanh phan tmg PCR.

- Phén tir oliglonucleotid dai gom 3 doan:

-Poan 1’ chtra 25-43 nucleotid gan dic hiéu véi DNA dich ¢ dau tan 5°

-Poan 2’ chira 36 nucleotid & dau 3, trinh tir nucleotid giéng nhau cho
tat ca cac probe. Day 1a vi tri gin voi mdi X dic hiéu dé khuéch dai probe.

-Poan 3’ con goi l1a doan nucleotid dém (stuffer) nam gitra hai doan 1’
va 2°, cAu tao tir 19-370 nucleotid, khong dic hi¢u voi DNA dich nén no
khéng bat cip voi DNA dich. Chiéu dai doan stuffer khac nhau & cac probe vi
vay cac probe s& co chiéu dai khac nhau, va s& phan tach duoc khi dién di.

Trong mdi phan tmg chtra cac probe ndi chuan. Khi probe ndi chuan 1én
dinh twong tng 1a diéu kién dam bao do tin cdy khi nhan dinh két qua. Ngoai
ra, DNA clia nguoi binh thuong duoc chay song song cung mau DNA cua
bénh nhan dé so sanh déi chimg.

Sau phan tmg PCR, mdi probe s& duoc khuéch dai thanh nhiéu ban sao.
Céc probe khac nhau s& c6 kich thudc khac nhau do d§ dai doan dém cua
chung khac nhau. Do vy, chiing s& dugc phén tach bang phuong phap dién di
mao quan. SO lugng san pham khuéch dai ctia mdi probe sé& ty 1& thuan voi sd
ban sao cuia doan DNA dich dac hi€u véi probe do.

Hon hop dau do trong kit MLPA P140-B3 HBA gém 27 trinh tu khac
nhau, nhim phat hién cac dot bién mat doan, 13p doan trong vung gen HBA
bao gdm gen HBA1, HBA2 va ving HS40, c6 chiéu dai khoang 30kb. Sy mét
doan s& duoc biéu hién b.'?lng hinh anh cac dinh thép chi béng 35-50% so voi

mau d6i chimg binh thuong.
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Hinh 2.6. So do vi tri cdc probe trén ving gen HBA ciia Kit MLPA P140

e Bién tinh va lai cdc dau do:

- Lay 5ul DNA (50- 200ng DNA) cho vao dng PCR 0,2ml.

- U mAu theo chu trinh 98°Cx5 pht, doi mu giam nhiét d6 xudng 25°C.

- Thém 1,5 pl dung dich SALSA probemix, 1.5ul dung dich MLPA buffer
vao mdi tube, tron déu. U mau theo chu trinh: 95°C x 1 phut; 60°C x 16 gio.

e Phdn itng ghép néi:

- Giam nhiét d6 mau Xuéng 54°C, & nhi¢t d0 nay thém 32ul dung dich
Ligase-65 va tron déu. U mau & 54°C x 15 phat, va 98°C x 5 phut.

- Pha dung dich Ligation: Pha 3ul dung dich Ligase-65 buffer A, 3ul
dung dich Ligase-65 buffer B, 25ul dH,0, 1ul dung dich Ligase-65, tron déu.
® Phan ung PCR:

- Tron hon hop méi: 4ul dung dich SALSA PCR buffer + 26 pl water +
10 pl san pham cta phan tng ghép nbi trén.

-Pha hdn hop dung dich Polymerase: 2 pl dung dich SALSA PCR-
primers + 2 pl dung dich SALSA Enzyme Dilution buffer + 5,5 pul dH,O+
0,5ul SALSA Polymerase.

-DPit mau vao mday gia nhiét & nhiét d6 60°C, thém 10ul hdén hop
Polymerase vao mdi tube, sau do tron déu va thuc hién phan img PCR.

- Chuyén cac mau vao rack 96 giéng ding cho may 3130 Genetic Analyser

va phan tich két qua MLPA bang phan mém Coffalyser.
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e Phan tich két qua

1

L3
ALPHA Hom SEA
Dairaton Ty N x5 1362000
i Drstribution Type: RelorencoSamples | Exp: 16.5. 20171

i, o,

Illlnlllullllhllﬁll
D)*

3156 HETSEA
Oatritetion Type: N | Exg: 136200 Oistribution Type: Ko | Exp: 13.6.201

Hinh 2.7. Hinh anh MLPA phan tich djt bién gen o globin

- Hinh 2.7 (A) 1a miu ctia nguoi binh thudng, cac dinh ciia toan bo gen
o globin déu dat trén ngudng 1.

- Hinh 2.7 (B) 1a miu ctia ngudi déng hop tir dot bién mat doan hai gen
-0°™, cac dinh trong ving cta hai gen al va a2 & ngudng 0.

- Hinh 2.7 (C) 12 mau cua ngudi HbH dang --o°™*/-o’”, bao gom 2 allen
dot bién. Mot allen di hop tur dot bién mét doan 2 gen —-o°FA cac dinh trong
ving d6t bién nay ¢ ngudng tir 0,5 - 1. Mot allen di hop tir dot bién mat doan
1 gen 1éch phai -, tuy nhién khi két hop vdi allen dot bién mat doan 2 gen
- thi dot bién -0’7 xuét hién & céa 2 allen, do d6 cac dinh trong vung dot
bién nay & ngudng 0.

- Hinh 2.7 (D): 1a miu dj hop ttr d6t bién mat doan 2 gen - cac dinh

trong ving dot bién ¢ ngudng 0,5-1.
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2.7.3. Nuéi cdy té bao 6i
e Nguyén ly ky thudt

K¥ thuat nuéi cay té bao 6i c6 hai myc dich chinh: lam ting sé lugng té
bao bi dé dap tmg cho nhu cau xét nghiém chan doan, va giup loai bo cac té
bao méau me 1an trong dich bi, dé c6 duoc dong té bao 6i tinh sach.

e Nudi cdy té bao éi trong chai nudi cdy

-Ly tdm 6ng dung dich 6i ¢ téc do 1800 vong/phut trong 5 phut. Bo
phén dich ndi, kiém tra lai phén can té bao.

- Chuyén toan bd dung dich chta cin té bao 6i tir dng vao trong chai co
3ml méi trudng nudi cdy. Pat chai nudi cdy vao trong ti am, 5% CO,, 37°C.

- Thay méi truong 1an 1 sau 72h - 96h tiy vao tinh trang bam dinh va
phat trién cta té bao nudi cdy qua kiém tra dudi kinh hién vi soi ngugc. Kiém
tra su phat trién ctia cac cum té bao 6i dé quyét dinh thoi diém thu hoach.

e Thu hoach té bao 6i tir flask

- Thong thuong thoi diém thu hoach 1a sau 8-10 ngay nudi cdy.

- Hut hét dich noi bang pipet Pasteur nhua trong chai nudi cdy va chuyén
vao 6ng ly tim vo trang 15ml.

- Cho 2ml Trypsin EDTA 1x vao trong chai nuéi cdy, t & 37°C trong 3 phut.

- Kiém tra lugng té bao da tach khoi bé mat chai nudi cdy dudi kinh hién vi.

- Thém 1,5ml mdi trudng nudi cdy vao dé trang déu bé mat chai nudi
cdy, va chuyén hét dich ndi vao 6ng dich té bao ¢ trén. Ly tAm ng dich té bao
& 1800 vong/phit trong 5 pht. Lip lai thém 01 1an nira.

- Loai bo phan dich n6i dén 200p1, chuyén sang budc tach chiét DNA.
2.7.4. Phén tich gen a thalassemia, xdc dinh kiéu gen ciia thai nhi

Trén co sé cac dot bién gen di biét sau khi phan tich gen a globin & bd
va me cta thai nhi, DNA cua thai nhi s& dugc tién hanh phan tich gen a
globin bang cac k¥ thuat sinh hoc phan tir tvong ing. Néu thai nhi chi mang

mot trong hai dot bién cua bd hodc me, thi kiéu gen cua thai 1a di hop tir mot
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d6t bién, hay con goi 1a ngudi mang gen bénh. Néu thai nhi khéng mang dot
bién nao cua bd hodc me, thi kiéu gen cta thai nhi hoan toan binh thuong.
Néu thai nhi mang ca hai dot bién ctia ca bd va me thi thai nhi 1a thai mic
bénh. Quy trinh phén tich dot bién gen o globin duoc tién hanh tuy theo loai
d6t bién da duoc phat hién & gia dinh.
2.8. Van dé dao dirc trong nghién ciru

Nghién ctru duoc tién hanh dua trén sy tu nguyén tham gia cua cac gia
dinh c6 bénh nhan nghi ngo méc a-thalassemia trén 1am sang, cac cap vo
chong dugc xac dinh 14 ngudi mang gen bénh o-thalassemia.

Céc xét nghiém phan tich gen chi thuc hién khi c6 sy dong ¥ ciia bénh
nhan va gia dinh bénh nhan. Céc thong tin vé bénh nhan va gia dinh bénh
nhan, két qua chan doan hoan toan duogc bao mat.

2.9. So’ d6 nghién ciéu

Bénh nhan nghi ngd mic o thalassemia

- Kham l4m sang
» - Khai thic tién sir «
Méi lién hé giira dic diém X¢ét nghiém sang loc: Cap vo chdng chén dodn
lam sang, huyéthoe, —— - Xétnghiém huyét hoc — trude sinh bénh
va kiéu gen bénh HbH - Phan tich thanh phan Hemoglobin a thalassemia
trén HPLC

l

Chén do4n xac dinh ngudi bénh va

»  ngudi mang gen bénh a thalassemia
bang ki thudt sinh hoc phén tir
Bénh nhan HbH _ Tu vén di truyén,
¢6 dt bién gen @ globin ———— 1002 hop, X1y s6lién e chi dosn tue sinh

bénh o thalassemia

Hinh 2.8. Sor d6 nghién ciiu
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CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua phat hién ddt bién gen o globin ciia ngudi mic o-thalassemia
bang ky thuat PCR, MLPA va giai trinh tu gen Sanger
3.1.1. Xdc dinh cdc djt bién mdt doan thwong gip trén bénh nhin HbH
béing kj thuit GAP-PCR

Trong nghién ctru ndy, k¥ thudt GAP-PCR duoc sir dung dé phat hién 5
d6t bién mat doan thuong gip cta khu vuc Pong Nam A, trong d6 c6 3 loai
dot bién mét doan a’-thalassemia (mét 2 gen) bao gém: SEAS L _THAL g

2 loai dot bién mat doan o -thalassemia (mat 1 gen) la: -o*” va -o*%
g

> S
Q‘G ,G‘ ,Q- e e e ,\,\ 0’,}\/

e
&
&

Hinh 3.1. Pién di san pham GAP-PCR ciia cdc bénh nhan HbH

Nhan xét: M 1a marker 1 kb. LSI 1 biang chtng ndi kiém. Mau s6 1 thé hién
1 bang tai vi tri 1800 bp twong tng voi gen a2. Mau s6 2, 3, 4, 5, 6 1a mau
ching di hop tir: -a’’ (2022bp), -a** (1628bp), --o°* (1349bp), --a'™"
(1166bp), --a" (1024bp), déu c6 mot bang 1800 bp tuong ing voi gen a2
binh thudng, va mot bang ¢ kich thudc twong tmg voi timg loai dot bién. Mau
7, 8 1a ctia bénh nhan HbH, 1an luot 1a (-->"*/-0*?) va (-->*/-a’"), déu c6 mot

o EA \ - \ s 1N 4.2 N1 3.7
bang —-o%FA va bang conlaila -a™,vala-a’ .



58

3.1.2. Xdc dinh cdc djt bién diém thwong gap trén bénh nhin HbH bang ky
thudt ARMS-PCR

Hinh 3.2. Dién di san phdam ARMS-PCR ciia dét bién -o/"* va -o/™®
trén gen a globin cua cdc bénh nhan HbH

Nhan xét: (N): Binh thuong. (M): Dot bién. Mau s6 1 13 mau chung cua

ngudi binh thudng khong mang dot bién, ¢ giéng binh thuong c6 bang cua dot

bién HbCs (183bp) va HbQs (138bp), & giéng dot bién khong xuat hién bang.

SEA /_o, HbCs

Mau s6 2, 3 l1an luot 1a miu chung cta ngudi bénh HbH (--

(-->*4/-a"®), bang HbCs va HbQs khong xuét hién ¢ giéng (N), ma chi xuat

) va

HbCs

hién ¢ giéng (M). Mau sb 4, 5 lan luot 13 mau chimg di hop tir (-o'*) va

Q% "bang cua 2 dot bién nay xuét hién & ca giéng (N) va (M). Mau s 6,

(-a
7, 8, 9 lan luot 1a DNA ctia bénh nhan HbH (-->"*/-a ™), (-->4/-0'™), nguoi

HbCs HbQs

di hop tir (-a'"°°), va (-a'°?), twong tmg v&i cac mau chimg da phan tich.
3.1.3. Péi chiéu két qud phan tich gen o globin ciia kj thugt PCR vdi ky
thudt MLPA va gidi trinh tw gen Sanger
3.1.3.1. Déi chiéu két qua giita ky thudt GAP-PCR véi kj thudt MLPA

Lya chon ngiu nhién 1 mau binh thuong khong c6 dot bién va 3 mau
duong tinh vé1 cac dot bién mat doan 1an luot 1a -->**, -o®7, -a*?* dé ddi chiéu

v6i ca hai k§ thuat GAP-PCR va MLPA. Két qua hoan toan phu hop.
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37.56A
Distribution Type: No| Exp: 1362013

D) —— i
Hinh 3.3. Két qua MLPA cho: (A) Nguoi binh thuong, (B) Kiéu gen (--**/aw),
(C) Kiéu gen ( SEY_o?7), (D) Kiéu gen ( -SEY_o*?) ciia bénh o-thalassemia.

3.1.3.2. Giita ky thudt ARMS-PCR voi ky thuat gidi trinh ty gen Sanger

Lua chon ngau nhién 1 mau binh thuong khong c6 dot bién va 2 méiu
duong tinh v6i cac dot bién diém 1an luot 13 -o'™, -o"* @é ddi chiéu giira 2
k¥ thuat ARMS-PCR va giai trinh tuy gen Sanger. Két qua hoan toan phu hop.

AAATACCGTTAAGCTGGAGCC
Lys Tyr Val lTVI' Ala Gly Ala

Méu chitng binh thudng
Khéng c6 dot bién ¢.424T>C (p.Tyr142Gln)

AhATACCGTCAAGCTGGAGSC
lys  Tyr Val Gln  Ala Gly Ala

Miu bénh nhan
Di hop tir dot bién c.424T>C (p.Tyr142Gln)

Hinh 3 4. Dét bién Hb Constant Spring (HbCs) ¢ 424T>C (p.Tyr142Gln)
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lllﬂ\ ﬂ ll \ '.r' ﬂl 'll\ll\ Mau chirng binh thuon
I / l\ /\ Vol \l “l \. © ©

Khéng c6 dot bién ¢.374T>C (p.Leul25Pro)

C CTCCCCGG G ACAA
Ser Pro Asp Lys Phe

Mau bénh nhan
Di hop tir dot bién ¢.374T>C (p.Leul25Pro)

Hinh 3.5. Bét bién Hb Quong Sze (HbQs) ¢.374T>C (p.Leul25Pro)
3.14. Két qua xdc dinh dét bién mit doan hiém gdp trén bénh nhian HbH
doan bang ky thuit MLPA

Nghién ctru phat hién 1/97 (1,03%) bénh nhan mac HbH mang kiéu gen
mat doan hiém gip, bao gdm di hop kép dot bién mat doan 2 gen -->**, két
hop vo1 mdt dot bién mat doan 1 gen -ol. Két qua MLPA cho théy, bénh
nhén va bd bénh nhan déu mang dot bién di hop tu mét doan toan bd gen al.

Pay 1a loai mat doan 1 gen o globin trén 1 NST s6 16.

Hinh 3.6. Két qua MLPA ciia gia dinh bénh nhan mang dot bién -->/-al.

(A): Mdu mat doan di hop twr gen al cua b6 bénh nhan. (B): Mau mdt doan

dong hop tir gen al cia bénh nhan.
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Hinh 3.7. Pién di san pham PCR gen al va gen o2

Nhin xét: Hinh anh dién di san pham PCR gen al, 02 cho k¥ thuat giai
trinh tu gen Sanger. C6 2 nhém, nhém 1 1a mau cta bénh nhéan, khong co
gen al, chi c6 gen a2. Nhom 2 1a mau chimg cua nguoi binh thudng, c6 gen
al va a2. Nhu viy, c6 su phi hop vé két qua MLPA va PCR cho giai trinh

tuw gen Sanger.

3.1.5. Két qua xdc dinh dpt bién diém hiém gap trén bénh nhin HbH bang
ky thudt gidi trinh tw gen Sanger

Mau chirng binh thudng
Khéng c6 d6t bién c.2delT (p.Metl Argfs)

AAAAN , i
||I‘||||‘ f . ;"I,FI'Q.-'\!  / .3“‘- '
/\ VOV ACARWYWWWE Y hop tir dot bién ¢.2delT (p.Metl Argfs)

Mau bénh nhan

|
|

Hinh 3.8. Dot bién diém c.2delT (p.Metl Argfs)
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Mau chimg binh thudng
Khoéng c6 dot bién c.81G>T (p.Glu27Asp)

M2u bénh nhin
Ddng hop tir 6t bién ¢.81G>T (p.Glu27Asp)

Hinh 3.9. Bét bién diém ¢ 81G>T (p.Glu27Asp) - Hb Hekinan
Nhin xét: Bénh nhan HbH mang hai dot bién di hop ti kép -->"*/-a*%' 4.
Trén 1 allen d3 mét doan toan bd gen al, a2. Dot bién ¢.81G>T la dét bién
diém cua gen ol trén allen con lai. Nén hinh anh trinh tu chi thé hién 1 dinh

(pick) trén 1 allen, nhu mot dot bién dong hop tu.

M3iu chirng binh thuong
Khong c6 dot bién ¢.92G>A (p.Arg31Lys)

M3u bénh nhan
Di hop tir 46t bién ¢.92G>A (p.Arg31Lys)

Hinh 3.10. Bét bién diém ¢ .92G>A (p.Arg31Lys)
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Mau chirng binh thuéng
Khéng c6 dot bién c¢.426A>T (p.Term142Tyr)

Mau bénh nhén
Pong hop tir dt bién ¢.426A>T (p.Term142Tyr)

Hinh 3.11. Dét bién diém ¢ 426 A>T (p.Term142Tyr) - Hb Parkse

Nhén xét: Bénh nhan HbH mang hai d6t bién di hop ttr kép -->54/-a5*0%T,
Trén 1 allen 3 mat doan toan bo gen al, a2. Dot bién c.426A>T la d6t bién
diém cua gen 02 trén allen con lai. Nén hinh anh trinh ty chi thé hién 1 dinh
(pick) trén 1 allen, nhu mot dot bién dong hop tu.

Céc vung duoc giai trinh ty bao gém: cac ving ma héa trén gen al, 0.2,
ving ranh gidi exon-intron, ving cin promoter. Sau khi phat hién dot bién
diém trén bénh nhan HbH, chung t6i d phat hién thdy dot bién nay trén bd
hodc me bénh nhan dé khéng dinh tinh chat di truyén ctia dot bién, va dé chan
doan trude sinh. Chung toi phat hién 4 loai dot bién diém hiém gip trén gen a
globin. Chiing t6i mo ta chi tiét timg dot bién nay trong phan ban luan.

Bdng 3.1. Cdc dét bién diém hiém gdp gen a globin

Gen Exon c.DNA Acid amin Phan bo

o2 Init Init ATG>A-T c.2delT p.Metl Argfs Viét Nam
a2 Exonl Cd31 G>A c.95G>A p.Arg31Lys  Trung Qudc
02 Term Term TAA>TAT c.426A>T p.Terml142Tyr  Lao, Thai
al  Exon Cd27 G>T c.81G>T p.Glu27Asp  Nhat, T.Qudc
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3.1.6. Két qud xdc dinh dgt bién gen o globin ciia bénh nhéan mic Hb Bart’s
con séng sau sinh bang ky thudt PCR, MLPA

Chung t6i phat hién mot gia dinh c6 mot con gai mang kiéu gen dong
hop tir (-->**/-->%), mac Hb Bart’s hién dang 4 tudi. B6 va me bénh nhan déu
mang kiéu gen di hop tir (-->"*/o0). Kiéu gen cua ca gia dinh da duoc phat
hién bang k§ thuat GAP-PCR va ARMS-PCR. Sau d6 dugc ddi chiéu bang k¥
thuat MLPA va gidi trinh tur gen Sanger.

w

-
ES
wn

aa/-a3 7o

aa/-ot2a

ao/--aSEA &
aoc/ao
a.o/-aBPCsg
ao/-oHQg

<
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aa/oo
aa/oo
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- -

- S - — -

B

Hinh 3.12.(A) GAP-PCR, (B) ARMS-PCR sang loc 7 dot bién trén gen a globin
Nhan xét: (A): Hinh anh dién di san pham GAP-PCR cho 3 dot bién --o.>**, -
o', -a*?. Mau 1, 2, 3, 4, 5 12 cac mau ching nhu hinh 3.14 (A). Mau 6, 7 lan
SEA Mau 8 14 cuia bénh nhén, dong
hop tir -->*4/--*4 mic Hb Bart’s. (B): Hinh anh dién di san phdm ARMS-PCR
cho 2 dot bién -0, -a™ . Mau 1, 2, 3 1a cic mau chung nhu hinh 3.14 (B).
M3u 4, 5 13 ctia bd, me bénh nhén, binh thuong véi 2 dot bién ndy. Mau 6 1a
ctia bénh nhan, khong c6 2 dot bién nay. BC 1a mau khong c6 DNA.

luot 14 cua bd, me bénh nhan, di hop tir --

Hinh 3.13. Hinh anh dién di san pham PCR cho kj thudt gidi trinh tw gen al o2
Nhén xét: Hinh anh dién di san pham PCR cta gen a1, a2. O mdi gen déu co
mau NC 1a mau ching binh thuong, mau 1, 2 1a bd, me bénh nhan, déu cd gen

al va a2, mau s6 3 1a mau ctia bénh nhan, hoan toan khong c6 gen al va a2.
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HbA2 HbAS > ~ HET.SEA

Hinh 3.14. Két qua MLPA ciia bénh nhéan 4 tuéi mdc Hb Bart’s

Nhin xét: (A): Mau chtng binh thuong, (B): Mau chimg dong hop tir dot

SEA/_SEA " (C): Mau cua bd/me bénh nhan déu 1a nguoi di hop tir dot

SEA /__SEA

bién --
bién -->**/00.. (D) Bénh nhan mang d6t bién dong hop tir --
3.1.7. Tong hop két qua dét bién gen a globin ciia ngwoi méic a-thalassemia

Bdng 3.2. Pt bién gen o globin cud nguoi nghi ngo mdc a-thalassemia

Loai bénh nhan SOBN (%)
Bénh nhan mac bénh HbH (--/-a) hodc (--/-a") 97 32.4
Bénh nhan mic Hb Bart’s (--/--) 1 0,33
Bénh nhan khong c6 dot bién gen o globin (cwov/otor) 114 38,1
Bénh nhan c6 dot bién di hop tir gen o globin 87 29,1
Dj hop tir dang --*** 80
Di hop tir dang -’ 7

Tong s6 bénh nhan phan tich dot bién gen o globin 299 100
Nhan xét: Phat hién 97/299 (32,4%) bénh nhan mac HbH, 114/299 (38,1%)

nguoi khong phat hién thiy dot bién trong cac dot bién thuong gip, 87/299
EA

(29,1%), bénh nhan mang dot bién di hop tor, voi 2 loai dot bién 1a --°
(91,9%) va -a>'(9,1%). Piac biét ching toi phat hién 1 bénh nhan mic Hb
Bart’s (0,33%) con song sau sinh.
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Bdng 3.3. Ty I¢ allen dot bién ciia bénh nhan HbH

Tén dét bién Kiéu dot bien So allen %
Dot bién mat doan 2 gen -SEA G 194 50
Dot bién mét doan 1 gen 1éch phai o /oo 42 10,8
Dot bién mat doan 1 gen 1éch trai oo 18 4.6
Dot bién mat doan 1 gen al -ol/oa 2 0,5
TAA>CAA codonl42 gen a2 -0 106 27,3
CTG>CCG codon 125 gen a2 0o 8 2,1
ATG>A-G codon ATG gen a2 -0 o 12 3,1
AGG>AAG codon 31 gen o2 -0 oo 2 0,5
TAA>TAT codon TAA gen a2 -0 M o0 2 0,5
GAG>GAT codon 27 gen ol 0% 2 0,5
Tong s6 388 100

Nhan xét: Allen -->*"/aa chiém ty 18 cao nhat 13 50%. Tiép theo dén allen

-0/ 14 27,8% va allen -0 /oo 14 10,8%

60.00% 54,60%
50,00%
40,00%

30,00%

20,00%
10,00% SRS 6,10%
' 4,10% e
1% 1% 1% 1%
S oue H mm . B
<3

Biéu do 3.1. Ty lé cdc logi kiéu gen cua 97 bénh nhan HbH

Nhin xét: Bénh nhan HbH co6 kiéu gen (--***/-a™) chiém ty 1& cao nhit

54,6%. Tiép theo 1a kiéu gen (--"*/-0’”") chiém 21,6%, (-->"*/-a*?) chiém

9,2%. Cac kiéu gen khac chiém ty 18 thap hon.
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3.2. Moi lién hé giira dic diém lam sang va kiéu gen ciia bénh HbH
3.2.1. Pic diém chung ciia bénh HbH
Chung t6i d chan doan xac dinh 97 bénh nhan mac bénh HbH bang ky
thuat sinh hoc phan tir di mo ta & phan 3.1. Dya vao két qua phan tich dot
bién gen o globin, cac bénh nhan HbH dugc chia thanh 2 nhém nghién ciru.
- Nhém HbH c6 dot bién mat doan (--/-o): 31/97 (31.9%) bénh nhan
- Nhom HbH c6 d6t bién khong mat doan (--/-a"): 66/97 (68,1%) bénh nhan

B HbH c6 dot bién mat doan

= HbH c6 dot bién khong matdoan

Biéu dé 3.2. Ty 1é bénh nhan & tirng nhém bénh HbH
3.2.1.1. Bdc diém vé tui
e Tuéi vao vién trung binh

Bang 3 4. Tuéi vao vién trung binh cua bénh nhan HbH theo nhom bénh

Tudi trung binh n Mean + SD Min-max p
Nhém (--/-a) 31 10,58 £12,3 1,0 - 53
0,048
Nhém (--/-o.) 66 6,1 £5.8 0,3 -31
Tong 97 7,6 + 8,84 03-53

Nhin xét: Tuoi trung binh khi nhap vién ciia nhom (--/-a.') 1a 6,1 £ 5,8 sém
hon ctia nhom (--/-a) 1a 10,58 + 12,3. Tudi nhap vién trung binh cua ca 2
nhém tudi 14 7,6 + 8,84. O c4 hai nhom déu c6 bénh nhan 1a tré em va bénh

nhan 13 nguoi trudng thanh. Sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké (p<0.05).
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e Phdan nhom tudi vao vién

Bdng 3.5. Phdn nhém tudi ciia bénh nhdan HbH & tirng nhém bénh

\ Bénh HbH )
Nhom tuoi T Tong p
(-~/-at) (--/-a’)

<1 tubi 0 (0%) 2 (100%) 2 (100%)

1 - <4 tudi 11 (32,4%) 23 (67,6%) 34 (100%)

4 - <7 tudi 8 (29,6%) 19 (70,4%) 27 (100%)

7 -< 10 tudi 3 (27,3%) 8 (72,7%) 11 (100%)

10 - < 13 tudi 1(9,1%) 10 (90,9) 11 (100%) 0,351
13 - < 16 tudi 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

16 - < 18 tudi 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

> 18 tudi 7 (63,6%) 4 (36,4%) 11(100%)

Tong 31(32,0%) 66 (68,0%) 97 (100%)

Nhan xét: Bénh nhan HbH trong nghién ctru bao gdm bénh nhén tré em (< 18

tu6i) chiém 88.6%, va bénh nhan 1a ngudi trudng thanh (> 18 tudi) chiém

11.3%. Trong nhém bénh nhan tré em, tat ca cac bénh nhan < 1 tudi déu thudc

nhém (——/—ocT), va ttrong nhom tur 1 - <18 tudi, bénh nhan thuéc nhoém (——/—ocT)

ludn cao hon nhém (--/-a). Trong nhém bénh nhéan trudng thanh > 18 tudi, 6

7 bénh nhan thudéc nhom (--/-a) cao hon nhém (-/-o.") ¢6 4 bénh nhan. Su

khac biét nay khong ¢ y nghia théng ké (p=0,351>0,05).

3.2.1.2. Bdc diém vé gidi

Bang 3.6.Ty l¢ ve gioi cua bénh nhan HbH o tirng nhom bénh

Nhom bénh HbH (%) N
Gioi - Tong (%) p
(~/-t) (/o)
Nam (%) 19 (61,3%) 32 (48,5%) 51 (52,5%)
N (%) 12 (38,7%) 34 (51,5%) 46 (47,4%) 0,239
Tong 31 (100%) 66 (100) 97 (100)
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Nhan xét: Co 51 bénh nhan nam (51,5%) va 46 bénh nhan nir (48,5%). Ty 1€ nam
nir trong nghién ctru: Nam/Nit = 1.06 1an. O nhom (--/-ar), giéi nam (61,3%) gap
nhiéu hon giéi nit (38,7%). O nhém (-/-a"), gidi nam (48,5%) gap it hon gidi nit
(51,5%). Tuy nhién su khéc biét nay khong co ¥ nghia thong ké (p>0,05).
3.2.1.3. Ddc diém vé dich té
Bdng 3.7. Phdn bé bénh nhin HbH theo dia phwong cu tril
Dia chi N Ty 1€ (%) Dia chi N Ty 1€ (%)

Bic Giang 9 9.3 Nam Dinh 3 3,1
Cao Bang 4 4,1 Nghé An 4 4,1
Ha Giang 1 1 Ninh Binh 4 4,1
Ha Nam 2 2,1 Phu Tho 2 2,1
Ha Noi 25 258 Quéang Ninh 2 2,1
Ha Tay 1 1 Son La 1 1
Ha Tinh 1 1 Thai Binh 3 3,1
Hai Duong 5 5,2 Théi Nguyén 2 2,1
Hai Phong 3 3,1 Thanh Hoa 1 1
Hoa Binh 4 4,1 Tuyén Quang 4 4,1
Hung Yén 2 2,1 Vinh Phuc 1 1
Lang Son 6 6,2 Yén Bai 5 5,2
Lao Cai 2 2,1

Nhén xét: Cac bénh nhan HbH trong nghién ctru dén tir Ha Noi c6 ty 1& cao
nhat 25,8%, tiép theo 1a Bic Giang (9,3%), Lang Son (6,2%).

1% 1% 1% __4,10%

ECao Lan
Dao

"Mwirng

®Nung

" Thai

HTay

HKinh

Biéu d6 3.3. Phdn b6 bénh nhan mdc HbH theo dan téc
Nhén xét: Ty 18 bénh nhan mac HbH gip pho bién nhat & nhom dan toc Kinh
74,2%. O nhém dan tdc it ngudi, dan toc Tay chiém ty 18 cao nhat 13,4%.
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3.2.2. Mt 56 diic diém lam sang ciia bénh HbH
3.2.2.1. 86 lan truyén mdu trung binh trong mét nam

Sb lan truyén mau trung binh trong mot nam cua bénh nhan duoc tinh
bang téng sd 1an truyén mau ctia bénh nhan tinh dén thoi diém nghién ciru,
chia cho sb tudi ctia bénh nhan tinh theo nam.

Bdng 3.8. Pdc diém truyén mdu ciia bénh nhan HbH & tirng nhém bénh

Nhém bénh HbH (%)

) o Tong (%)  p

Mirc do truyén mau

Chua truyén mau (=0) 18 (58,1%) 15 (22,7%) 33 (34,0%)
Da timg truyén mau (>1) 13 (41,9%) 51 (77.2%) 64 (65,9%) 0,004

Tong 31 (100%) 66 (100%) 97 (100%)

Nhan xét: Trong 97 bénh nhan HbH, c6 34,0% bénh nhan chua ting truyén
mau (sd 1an truyén mau=0), va 65,9% bénh nhan di ting phai truyén mau it
nhat 1 1an (s6 lan truyén mau >1). O nhém (--/-at), sé bénh nhan chua timg
truyén mau (58,1%) nhiéu hon sé di timg truyén mau (41,9%). Trong khi ¢
nhém (--/-a."), s6 bénh nhan di timg phai truyén mau chiém da s (77,2%),

nhiéu hon nhém chua timg phai truyén mau (22,7%). Su khac biét ¢ y nghia

théng ké véi p<0,05.
Bdng 3.9. 86 lan truyén mdu trung binh/nam ciia bénh nhan HbH
S6 1an truyén mau/nim n Mean = SD Min-max p
Nhom (--/-a) 31 0,27 £0,76 0-4
<0,014
Nhom (--/-a.") 66 3.2+4,0 0-12
Tong 97 2,1+34 0-12

Nhan xét: O ca hai nhom bénh, déu c6 bénh nhan chua ting phai truyén mau
va truyén mau rai rac. Nhom (--/-a") c6 bénh nhén phuy thudc truyén mau 1
thang/lan. S6 1an truyén mau trung binh/nim ¢ nhém (--/-a') cao hon nhém

(--/-0). Su khac biét ndy c6 ¥ nghia thdng ké (p=0,014 < 0,05).
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3.2.2.2. Mirc @6 thiéu mdu
Bang 3.10. Phan loai mirc do thiéu mdu ciia bénh nhdn HbH

Mikc d9 thiéu mau Hbmiu BN HbH (%)
Thiéu méu rat ning <30 g/dL 0 0
Thiéu mau ning 30 - 59 g/dL 8 8,2
Thiéu mau trung binh 60 - 89 g/dL 66 68
Thiéu mau nhe - khong thiéu mau > 90 g/dL 23 23,7
Tong 97 100

Nhan xét: Bénh nhan c6 biéu hién thiéu mau trung binh chiém ty 1é cao nhat
68%. Bénh nhan c6 biéu hién mau nhe hodc khong thiéu mau dimg tht hai

23,7%. Bénh nhan c¢6 biéu hién thiéu mau nang chiém 8,2%.

Bang 3.11. Phan loai thiéu mdu ciia bénh nhan HbH theo nhém bénh

Nhom bénh HbH (%) i
Hemoglobin (g/dL) - - Tong (%) p
Hb >90 13 (41,9%) 10 (15,1%) 23 (23,7%) 0,004
Hb <90 18 (58,0%) 56 (84,8%) 74 (76,2%)
Tong 31 (100 %) 66 (100%) 97 (100 %)

Nhén xét: Trong 97 bénh nhan HbH, bénh nhan c6 Hb < 90g/dL chiém
76,2%, nhiéu hon s bénh nhan c6 Hb > 90g/dL chiém 23,7%. O ca 2 nhom
bénh, dic biét & nhom (--/-a'), sé bénh nhan c6 Hb < 90g/dL chiém 84,8%
cao hon r0 rét so vd1 nhom bénh nhan c6 Hb>90g/dL chiém 15,1%. Su khac

biét nay ¢6 ¥ nghia théng ké (p=0,004<0,05).
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3.2.2.3. Gan ldch to
Bang 3.12. Mirc do gan ldch to cua bénh nhdan HbH o tirng nhém bénh
Nhém bénh HbH (%) Tong

Gan lach to (o) o (%) p

Gan to
Khong s& thay 22 (70,9%) 19 (28,7%) 41 (42,2%)
1 - 2 cm dudi bo sudn 7(22,5%) 26(39,3%) 33 (34%) 0,001
>3 cm dudi bo suon 2(6,4%) 21 (31,8%) 23(23,7%)

Tong 31 (100) 66 (100) 97 (100)
Léach to
Khong sd thay 25 (80,8%) 21 (31,8%) 46 (47,4%)
1 - 2 cm dudi bo suon 4 (12,9%) 23 (34,8%) 27(27,8%) <0.001
>3 cm dudi bo suon 2(6,4%) 22(33,3%) 24 (24,7%)

Tong 31 (100) 66 (100) 97 (100)

Nhén xét: SO bénh nhan HbH c6 gan to 1a 57,7%, cao hon nhom gan khong
so thay 1a 42,2%. Ty 1é bénh nhan c6 gan to & nhém (--/-a) 1a 71,1%, cao
hon & nhom (--/-a) 14 28,9%. S6 bénh nhan HbH déu c6 lach to chiém 52,5%,
cao hon nhom lach khéng so thiy 1a 47,4%. Ty 1é bénh nhan c6 lach to &
nhom (--/-a.") 13 68,1%, cao hon & nhom (--/-a) 1a 19,3%. Su khac biét & ca
hai nhom gan lach to déu co6 y nghia thong ké, p<0,001.

3.2.2.4. Bo mat Thalassemia

Bang 3.13. Bo mat thalassemia cua bénh nhan HbH o tung nhom bénh

Nhom bénh HbH

B0 mat thalassemia ) o) Tong p
Co 2 (6,4%) 40 (60,6%) 41 (42,2%) 0,001
Khong c6 29 (93,5%) 26(39,3%) 56 (57,7%)

Tong 31 (100) 66 (100) 97 (100)

Nhan xét: Hau hét bénh nhan ¢ nhom (--/-o.") déu co6 bo mat Thalassemia,
chiém 60,6%, va hau hét bénh nhian & nhéom (--/-a) khong c6 bd mit

Thalassemia, chiém 93,5%. Su khac biét c6 y nghia thong ké p<0,001.
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3.2.3. Mt 56 diic diém huyét hoc ciia bénh nhan HbH
3.2.3.1. Phén bo Hemoglobin

Bdng 3.14. Hemoglobin trung binh & titng nhém tudi theo nhém bénh

Mean = SD
e A T ET) (") (66) b
<2 tudi 15 78,67 +4,73 71,5 + 8,97
2 - <6 tudi 40 82,5+ 8,55 78,55 + 5,46
6 - < 12 tudi 27 85,86 + 25,08 75,15+ 11,43 0,004
12 - < 18 tudi 3 90,5 + 10,88 87,32 + 20,89
> 18 tudi 12 96,75 + 22,04 89 + 19
Tong 97 86,46 + 14,93 7492 + 12,75

Nhén xét: Hb trung binh ¢ nhém (--/-o) luén cao hon so véi nhém (--/-o.') & cac
nhom tudi. Hb trung binh ¢ nhém (--/-o) tang dan 13 rét theo lira tudi, nhung Hb
& nhom (--/-o.") khong thay doi dang ké theo ltra tudi. Trung binh Hb giita cac
nhom tudi va nhom bénh co sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké (p=0,004< 0,05).
Bang 3.15. Hb trung binh cua bénh nhan HbH so voi nguoi binh thuong

Bénh HbH
Hb (g/dL) N Mean = SD Min - Max P

<2 tudi 15 72,93 + 17,17 42 - 108 0,001
2 - < 6 tudi 40 81,11+ 19,37 50 - 127 0,017
6 - < 12 tudi 27 76,79 + 11,15 45 -92 0,003
12 - < 18 tudi 3 89,00 + 19,00 70 - 108 0,607
> 18 tudi 12 94,67 + 18,73 71 - 136

Nir 8 88,75 + 14,78 82 -136

Nam 106,5 + 22,3 71 -120 0217
Tong 97 80,56 + 17,81 42 -136 0,013

Nhén xét: Hb trung binh, va gii han Hb cta bénh nhan HbH & tit ca cac do
tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thuong. Su khéc biét co ¥ nghia théng

ké v6i nhom < 12 tudi (p<0,05).
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3.2.3.2. Phdn bo Hematocrit HCT (%)

60,00% 55,60%
50,00%
40,00% 4%
30,00%
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10,00%  5,10% 355

1% 1%
0,00% - R ] " .
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Biéu do 3 4. Phdn bé vé Hematocrit (%) trén bénh nhan HbH
Nhin xét: HCT cta bénh nhan HbH nam phd bién nhét trong khoang
20-29%, tiép theo 1a khoang 30-39%. C6 5,1% bénh nhan c6 HCT<10%.
Bang 3.16. HCT trung binh cua bénh nhan HbH so voi nguoi binh thuong

HCT(%) N Bénh HbH | ]
Mean + SD Min-Max

<2 tudi 15 25,67 + 6,06 14,6 - 34,5 0,091

2 - <6 tudi 40 27,89 + 4,0 17,0 - 37,0 0,238

6 - < 12 tudi 27 27,69 + 3,02 21,4 - 35,0 0,210

12 - <18 tudi 3 32,50 £3,5 28,9 -35,9 0,999

> 18 tudi 12 34,54 +9,29

Nir 8 30,75+3,95  249-375 0,038

Nam 4 40,13 + 8,84 30-50,9

Tong 97 28,45 +5,58 14,6 - 50,9

Nhan xét: HCT trung binh, va gidi han HCT ctia bénh nhan HbH & tat ca cac
d6 tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thuong. Sy khac biét c6 y nghia

théng ké v6i nhom > 18 tudi (p<0,05).
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Bdng 3.17. HCT trung binh ¢ tirng nhém tuéi trong tieng nhém bénh HbH

i Mean = SD
Nhémtuéi N p

(—-/-a) (31) (—-/-a.") (66)

<2 tubi 15 26,6 + 2,62 25,43 + 6,72 0,13

2 - <6 tudi 40 29,39 + 3,31 27,08 + 4,16

6 - < 12 tudi 27 28,35+ 1,85 27,50 + 3,29

12-<18tudi 3 0 30,50 + 3,50

> 18 tudi 12 32,46+ 6,2 31,70 + 13,86

Tong 97 29,71 + 4,26 27,87 + 6,04

Nhan xét: HCT trung binh chung ctia nhom (--/-a) cao hon nhoém (--/-a'),
lan luot 1 29,71% va 27,87%. HCT trung binh & nhoém (--/-o) ludén cao hon
so voi nhom (--/-o.") & moi lra tudi, va tang dan theo ltra tudi. Tuy nhién su
khac biét nay khong ¢ y nghia théng ké (p > 0,05).

3.2.3.3. Phdn bo vé sé lwong hong cau (RBC) x107/L

40,00% 37,10%
35,00% 34% 7
30,00%
25,00% 22,70%
20,00%
15,00%
10,009
:00% 6,20%
0,00%
2-<3 3-<4 4-<5 25

Biéu do6 3.5. Phdn b6 RBC (x10"/L) ciia bénh nhan HbH
Nhin xét: RBC ctia bénh nhan HbH trong nghién ctru nam pho bién nhat
trong khoang > 5x10'%/L, tiép theo 13 4 - 4,9x10"*/L. C6 6.2% bénh nhéan co
RBC rét thap trong khoang 2 - 2,9x10'/lit.
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Bang 3.18. RBC trung binh cua bénh nhdn HbH so vdi nguoi binh thuong

RBCx10"/L N Bénh HbH p

Mean + SD Min - Max

<2 tudi 15 4,06 + 0,83 2,25 -5,49 0,006

2 - <6 tudi 40 4,18 + 1,00 2,24 -5,69 0,069

6 - < 12 tudi 27 4,63 £0,97 2,12 -598 0,001

12 - < 18 tudi 3 4,75 £ 1,52 3,00 -5,76 0,470

> 18 tudi 12 5,20+ 0,81 4,00 - 6,39 0,041

Nir 8 4,83 + 0,6 4,00 - 5,60

Nam 4 593 +0,7 4,90 - 6,38

Tong 97 4,47+ 0,99 2,12 - 6,39

Nhin xét: O cac do tudi twong tng, RBC nho nhat ctia bénh nhan HbH thap
hon gia tri nho nhat ctia ngudi binh thuong. Tuy nhién, RBC trung binh va
16n nhat nam trong gi6i han ctia ngudi binh thudng.

Bdng 3.19. RBC trung binh ¢ ting nhém tudi trong tieng nhém bénh HbH

Mean = SD

RBC (x10'L) N . p

(--/-0) (31) (--/-0.") (66)
<2 tudi 15 4,99 + 0,59 3,79 + 0,69 0,049
2 - < 6 tudi 40 5,18+ 0,16 3,93 +0,97 < 0,001
6 - < 12 tudi 27 5,34+ 0,36 4,19 + 0,92 0,002
12 - < 18 tuoi 3 0 4,75+ 1,52
> 18 tudi 12 5,43 + 0,82 4,90 + 0,83 0,426
Tong 97 53+0,55 4,08 + 091 <0,001

Nhén xét: RBC trung binh chung ctia nhém (--/-a) cao hon nhém (--/-a.),
lan luot 1a 5,3+0,55 va 4,08+0,9. Su khac biét nay co y nghia thong ké
(p<0,001). RBC trung binh & moi ltra tudi ctia nhém (--/-a) ludn cao hon so
v6i nhom (--/-a'), va ting dan theo Itra tudi. Su khac biét nay c6 y nghia

théng ké, trir nhém >18 tudi (p>0,05).



77

3.2.3.4. Phan bé vé thé tich trung binh hong cau (MCV) fL

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

Nhin xét: C6 91,7% bénh nhan HbH trong nghién ctru ¢ thiéu mau hong cau

24,70%
<55

Biéu dé 3.6. Phdn bo vé MCV (fL) ciia bénh nhan HbH

40,20%
26,80%

55-<65 65-<78

6,20%

2,10%
| ——
78 -< 85 2 85

nho, véi MCV <78fL. MCV phd bién nhit ndm trong khoang tir 65-77 fL.
Bang 3.20. MCV trung binh cua bénh nhan HbH so voi nguoi binh thuong

MCYV (fL) N HPH p

Mean £ SD Min - Max

<2 tudi 15 60,80 + 10,94  34,0-78.8 0,019

2 - <6 tudi 40 61,93 £ 10,31 552-73,8 0,002

6 - <12 tudi 27 62,44 + 10,23 47,7-79,9 0,246

12 - <18 tudi 3 67,96 + 9,85 49,8 -86,5 0,137

> 18 tudi 12 7228+ 12,22  54,0-100,6

Nir 70,56 + 8,25 54,0-78,7 0,636

Nam 4 75,73 19,10  55.2-100,6

Tong 97 6450+ 1123  34,0-100,6

Nhin, xét: MCV trung binh, gii han cia MCV ¢ bénh nhan HbH & tat ca

céc do tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thudng. Sy khac biét cé y nghia

théng ké v6i nhom < 6 tudi (p<0,05).
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Bdng 3.21. MCV trung binh & tirng nhém tudi trong tirng nhom bénh HbH

Mean = SD
MCYV (g/L) N

(--/-a) (31) (—-/-a.") (66)
<2 tubi 15 51,2 + 3,66 65,25 9,36 0,002
2 - <6 tudi 40 54,66+ 7,2 64,1 11,3 0,007
6 - <12 tudi 27 57,45 + 8,14 70,96 + 8,19 0,007
12 - <18 tudi 3 0 61,9+ 10,3
> 18 tudi 12 67,05 + 8,85 82,75 + 12,06 0,072
Tong 97 58,06 9,19 67,53 +10,93 0,019

Nhan xét: MCV trung binh chung cta nhom (--/-o.) thip hon citia nhom
(--/-a"), 1an luot 1a 58,06 fl va 67,53 fl. MCV trung binh ¢ moi lta tudi cua
nhom (--/-a.") ludn cao hon so v&i nhom (--/-a) va tang dan theo lira tudi. Sur

khac biét nay c6 y nghia thong ké, trir nhom 2-5,9 tudi va nhom >18 tudi cd

p>0,05.

Bdng 3.22. Sw phdn nhém chi sé MCV ciia bénh nhdn HbH theo nhém bénh

Nhom bénh HbH (%) i
MCV((L) . Tong (%) p

(/01 (/o)

MCV <70 26 (83,7) 30 (45,4) 56 (57,7)

MCV > 70 5(16,1) 36 (54,5) 41 (42,2) <0,001

Tong 31 (100) 66 (100) 97 (100)

Nhan xét: 57,7% bénh nhan HbH c6 MCV<70, 42,3% bénh nhan HbH c6
MCV>70. O nhém (--/-o), s6 bénh nhan c6 MCV<70 (83,9%) nhiéu hon s6 co
MCV>70 (16,1%), con & nhom (--/-a."), s6 bénh nhan c6 MCV<70 (45,5%) it
hon s6 c6 MCV>70 (54,5%). Su khac biét c6 ¥ nghia théng ké (p<0,001).



79

3.2.3.5. Phan bé vé huyét sdc té trung binh hong cau (MCH) pg
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Biéu do6 3.7. Phdn bo vé MCH (pg) ciia bénh nhdan HbH

Nhan xét: C6 90% bénh nhan HbH trong nghién ctru c6 hong cau nhugc sic,
MCH<27pg. MCH pho bién nhat nam trong khoang tir 15-19,9%.

Bdng 3.23. MCH trung binh ¢ tirg nhém tudi so véi nguwoi binh thuong

Bénh HbH
MCH (pg) N Mean = SD Min - Max P
<2 tudi 15 17,49 3,15 13,90 -24,70 0,005
2 - <6 tudi 40 18,03 £ 3,12 13,90 - 26,50 0,005
6 - <12 tudi 27 19,15 +2.87 14,30 -25,50 0,082
12 - <18 tudi 3 16,70 + 1,25 15,50 - 18,00 0,039
> 18 tudi 12 21,17 + 4,98 15,10 - 34,20
Nit 8 20,20 + 3,10 15,10-24,80 0,519
Nam 4 23,10 = 7,80 15,90 - 34,00
Tong 97 18,61 + 3,44 13,90 - 34,00

Nhin xét: MCH trung binh chung, giéi han MCH ciia bénh nhan HbH & tat
ca cac do tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thuong. Su khac biét ¢ ¥

nghia thdng ké voi nhém < 6 tudi, va nhom 12 - <18 tudi (p<0,05).
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Bdng 3.24. MCH trung binh ¢ tirng nhém tudi trong tirng nhém bénh HbH

Mean = SD
e N 6 (~/-o") (66) P

<2 tudi 15 15,23 £ 0,78 18,06 + 3,28 0,019
2 - <6 tudi 40 16,92 + 3,07 18,63 + 3,04 0,105
6 - <12 tudi 27 16,56 2,26 19,89 + 2,61 0,013
12 - <18 tubi 3 0 16,70 + 1,25

> 18 tudi 12 1924 +2.9 25,03 + 6,4 0,169
Tong 97 17,28 2,93 1923 3,51 0,009

Nhan xét: MCH trung binh ctia nhom (--/-at) 1a 17,28 + 2,93 pg thap hon cua

nhom (-/-a') 1a 19,23 + 3,51 pg. Su khac biét nay c6 y nghia thong ké
(p=0,009<0,05). MCH trung binh chung, MCH trung binh & ting nhoém tudi

ctia nhoém (--/-o.) déu thap hon nhom (--/-a."). Sy khac biét ndy c6 nghia thong

ké p<0,05, trir nhom tir 2-5,9 tudi va nhom >18 tudi (p>0,05).

Bang 3.25. Phdn nhom MCH cua bénh nhan HbH theo nhom bénh

Nhém bénh HbH (%) ]

MCH (pg) o Can Tne () p
MCH < 19 24 (77,4) 37(56,0) 61 (62,8) 0001
MCH > 19 7 (22.5) 29 (43,9) 36 (37,1)

Téng 31 (100) 66 (100) 97 (100)

Nhan xét: 62,8% bénh nhan HbH c¢c6 MCH < 19, 37,1% bénh nhan HbH c6
MCH>19. O nhém (--/-a), s6 bénh nhan ¢6 MCH < 19 (77,4%) nhiéu hon s
c6 MCH>19 (22,5%), con & nhém (--/-a."), sb bénh nhidn c6 MCH < 19
(56,0%) it hon s c6 MCH>19 (43,9%). O ngudng cat MCH=19pg, su khac
biét giita cac nhom bénh HbH c6 ¥ nghia thong ké (p<0,001).
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3.2.3.6. Phdn bo vé chi s6 nong do Hemoglobin trung binh hong cdau
70,00%
60,80%
60,00%
50,00%
40,00%
30,90%
30,00%

20,00%

10,00% 6,20%
2,10%

e Ll —
<20 20 -<30 30-<32 232

Biéu do 3.8. Phdan bo MCHC (%) ciia bénh nhan HbH

Nhin xét: C6 62,9% bénh nhan HbH c¢6 MCHC<30%. MCHC pho bién nhat
nam trong khoang ttr 20-29,9%. C6 37,1% bénh nhan HbH c6 MCHC>30%.

Bdng 3.26. MCHC trung binh ¢ tirng nhém tudi so véi nguoi binh thuong

Bénh HbH

MCHC (%) N P
Mean = SD Min - Max

<2 tudi 15 17,49 £3.15 13,90 - 24,70 1,000

2 -<6 tudi 40 18,03 + 3,12 13,90 - 26,50 0,999

6 - <12 tudi 27 19,15 + 2,87 14,30 - 25,50 1,000

12 - <18 tudi 3 16,70 + 1,25 15,50 - 18,00 0,986

> 18 tudi 12 21,17 £ 4,98 15,10 - 34,20

Tong 97 28,89 + 2,63 18,90 - 35,20 0,644

Nhan xét: MCHC trung binh chung, gi¢i han MCHC cua bénh nhan HbH &
tat ca cac do tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thuong. Su khac biét

khong c6 y nghia thong ké (p> 0,05).
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Bdng 3.27. MCHC trung binh ¢ tieng nhém tudi trong tirng nhém bénh HbH

Mean = SD
MCHC (%) N p

(--/-0) (31) (--/-0.") (66)
<2 tudi 15 30,06 + 2,65 28,09 +2,91 0,019
2 - <6 tudi 40 30,57 + 2,34 28,37 +2,13 0,105
6 - <12 tudi 27 29,00 + 1,72 28,58 +£2,26 0,013
12 - <18 tudi 3 0 28,80 +2,15
> 18 tudi 12 28,41 +4,32 28,95 + 3,90 0,046
Tong 97 29,66 +2,93 28,51 +2,42 0,009

Nhan xét: MCHC trung binh ctia nhém (--/-0) cao hon ctia nhém (--/-o."), 1an
luot 1a 29,66% va 28,51%. Su khic biét nay c6 y nghia théng ké
(p=0,009<0,05). MCHC trung binh chung va trung binh ¢ timg nhém tudi cua
nhoém (--/-a) cao hon nhom (--/-a.).

Bang 3.28. Phdan nhom MCHC cua bénh nhan HbH theo nhém bénh

Nhom bénh HbH (%) .
MCHC (%) . Tong (%) p
(--/-aa) (--/-a o)
MCHC > 30 18 (58,0%) 19 (28,7%) 37 (38,1%) 0.006
MCHC < 30 13 (41,9%) 47 (71,2%) 60 (61,8%) ’
Tong 31 (100%) 66 (100%) 97 (100%)

Nhan xét: Nhom c6 MCHC<30% chiém 61,8%, cao hon nhém ¢6 MCHC >
30% chiém 38,1%. O nhom (--/-a), 6 bénh nhan c6 MCHC>30 13 58.0% cao
hon s6 ¢c6 MCHC<30 1a 41,9%, con & nhém (--/-a'), sd bénh nhin co
MCHC<30% 1a 71,2% cao hon s6 c6 MCHC>30% 1a 28,7%. O ngudng cét
MCHC=30%, su khac biét vé MCHC giita cac nhém bénh nay c6 y nghia
thong ké (p<0,05).
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3.2.3.7. Phan tich thanh phan hemoglobin bang kj thudt HPLC
Bdng 3.29. Téng hop thanh phan hemoglobin trén bénh nhan HbH

Thanh phan Hemoglobin (%) Mean + SD Min - Max
HbA1 88,44 £ 6,29 70,2 -99,0
HbA2 1,86 £ 1,27 0-53
HbH 8,29 £ 5,65 0-269
Hb Bart’s 0,23 +1,32 0-8,3
Hb F 0,97 £2,92 0,3-218

Nhan xét: Ngoai thanh phﬁn HbA1, HbA2, théy ¢ su xuat hién cua cac loai
Hemolgobin khac nhu HbH, Hb Bart’s va HbF. Tuy nhién, sy ¢6 mat va néng
do cua cac loai hemoglobin nay khac nhau ¢ tirng bénh nhan.

Bdng 3.30. Téng hop thanh phan hemoglobin theo nhém bénh

Bénh HbH
N (--/-0) (31) (--/-a.") (66) p

Mean+SD Min-max Mean+SD Min-max

Loai
Hb

HbA1 97 90,6+6,71 73,1-984 8742+5,87 70,2-99 0,001

HbA2=0 4 0 0,0 0 0,0 0,09
HbA2>0 93 192+138 0,6-5,2 1,96 £ 1,17 0,4-5,3
HbH=0 16 0 0,0 0 0,0 <0,001

HbH>0 81 9,02+6,0 4,0-269 10,28+4,08 5,0-22,0

Nhan xét: Trung binh HbA2, HbH ¢ nhom (--/-o) thap hon & nhom (--/-a').
O ca 2 nhom bénh, déu co6 bénh nhan c6 HbA2=0, HbA2>3%. C6 16/97
(16,49%) s6 bénh nhan khong thay c6 HbH (=0) trong thanh phan Hb.
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Biéu dé 3.9. Ty 1é HbA2 trong thanh phan hemoglobin ciia bénh HbH

Nhan xét: Hau hét bénh nhan HbH déu c6 HbA2 giam. HbA2 phd bién nhat
nam trong khoang tir 1 - < 2% (44,3%). C6 5,1% sb bénh nhan c6 HbA2

> 3,5%, truong hop ndy thuong két hop voi dot bién gen B globin.
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3.2.4. Téong hop mét sé moi lién quan giita dic diém lam sang, dic diém
huyét hoc va kiéu gen ciia bénh HbH

Bdng 3.31. Mot s6 dic diém lam sang va huyét hoc ciia timg nhém bénh HbH

Pic diém Bénh HbH
(N=97) (--/-a)(31) (/-0 )(66) P

S6 lan truyén mau/nim 0,27 +0,76 32+40 < 0,001
Tubi vao vién 10,58 + 12,3 6,1 +5.8 0,048
Mtc d6 thiéu méau 24,3% 75,7% 0,004
Gan 1 - 2 cm dudi bo suon 22.5% 39,3% 0.001
Gan >3 cm dud1 bo suon 6,4% 31,8%

Lach 1 - 2 cm dudi bo suon 12,9% 34,8%

Lach >3 cm duéi by sudn 6,4% 33,3% =0.001
Bién dang xuong 6,4% 60,6% <0,001
Hb (g/dL) 86,46 +1493  7492+12,75 0,004
RBCx10'*/L 53+0,55 4,08+091  <0,001
HCT (%) 2071 +4,26  2787+6,04 0,13
MCV (fL) 58,06+£9,19  67,53£10,93 <0,001
MCH (pg) 17,28 +2,93 1923 +3,51 0,009
MCHC (%) 29,66 + 2,93 28,51 42,42 0,046
HbA1 (%) 90,6 + 6,71 8742+587 0,001
HbA2 (%) 1,85+ 1,4 1,87 + 1,22 0,09
HbH (%) 6,4 + 6,53 9,19+5,0  <0,001

Nhin xét: Nhém bénh HbH (--/-a') c6 biéu hién 1am sang va huyét hoc niang
hon nhom (--/-a): truyén mau nhiéu hon, tudi vao vién sém hon, thiéu mau,
gan lach to, bién dang xuong nhiéu hon. Hb, HCT, MCHC thip hon, trong
khi MCV, MCH va HbH cao hon, véi p<0,05. HCT va HbA2 c6 p>0,05.
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3.2.4.1. Méi lién quan giita tirng nhém dot bién gdy bénh va cdc biéu hién ldm sang va huyét hoc

Bdng 3.32. Mot s6 biéu hién lam sang va huyét hoc ciia tirng loai dot bién gdy bénh HbH

Dic diém __SEA;_ 37 __SEA;_ 47 __SEA;_HBQs __SEA;_ c2delT  _SEA; HGCs

P
N 21 9 4 6 53

TM =0 17 (80%) 7(77,7%) 1 (25%) 3 (50%) 3(56%)  <0,001
TM rai réc 4 (19%) 2 (22,2%) 3 (75%) 2(33,3%)  40(754%) <0,001
Phu thuéc TM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(16,6%)  10(18,9%) <0,001

TM/nam (lan) 0,24 +£ 0,39 1,49 £3,61 1,38 +1,38 3,0£5,13 3,32+ 3,77 0,034
Tudi vao vien 11,24 13,65 9,2+9,48 6,42 + 8,92 5,75+ 4,49 5,8 £5,85 0,045

Thiéu mau 11,10% 13,90% 50,0% 66,60% 68,10% 0,002
Hb (g/d1) 9322 +£17,03 95641529 8493+12,01 84,0+1825 7537+1446 <0,001
RBCx10L  533+0,62 523+038  48+087  451+0,78 3,96+089 <0,001
HCT(%) 3828+ 143  30,69+4,47 27.66+3,04 2858+6,16 27,03+4,56 <0,001
MCV(fL) 67,9+10,46 54,12+513 5994+10,17 5942+2,69 77,75+16,77 <0,001
MCH(pg) 1906429  1622+1,5 17,79+332 17,04+0,57 256+6,72 <0,001
MCHC(%) 323+2,06 304+235 293+3,16 295+143  281+232 0,003
HbA1(%) 91,69 +6,83 8833+6,16 89,78+2,16 8508+48 8726+6,11 0,056
HbA2(%) 1,79+0,75  221+231  1,72£05 2,18+ 1,58  198+12 0,909
HbH(%) 8,15+539 10274695  85+2,65 0,48+3,15  10,7+422 0,469

Nhan xét: (TM: truyén mau). Cac kiéu gen duoc xép theo thtr ty tir trai sang phai, ting dan vé d ning cua cac biéu hién

lam sang va can 1am sang, biéu hién ¢ hau hét cac chi s6 nghién ctru, véi p<0,05. HbA 1, HbA2, HbH c6 p>0,05.
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3.3. Chan doan trudc sinh bénh a-thalassemia
3.3.1. Sang loc va chin dodn xdc dinh ngwoi mang gen bénh a-thalassemia
trén cdc cdp vo chong cé thai bi phi

Chung t6i str dung chi sé6 MCV<80fL, MCH<27pg, dién di hemoglobin
dé sang loc (test sang loc) ngudi mang gen bénh thalassemia, dong thoi sir
dung k¥ thuat sinh hoc phan tir phan tich gen o globin, dbi chiéu va chan
doan xéac dinh tinh trang mang gen bénh a-thalasemia cho 341 cip vo chong
c6 thai bi phu.

Bdng 3.33. Két qua sang loc va chan dodn xdc dinh nguwoi mang gen

a-thalassemia trén cdc cap vo chong co thai bi phu

Poi tuong N %o Kiéu gen
Tong s6 cap vo chong ¢ thai bi phu 341 100
Ciap vo chong duong tinh véi test sang loc 275 80,6
Cap vo chong c6 dot bién gen o globin 292 85,6 ~->aa
Cap vo chong khong mang gen a thalassemia 49 14,3 o.o/oo

Nhan xét: Co 341 cip vo chdong c6 thai bi phu duoc sang loc bang phuong
phap trén, phat hién 275/341 (80,6%) cip vo chong, trong d6 ca vo va chong
déu c6 MCV<80fL, MCH<27pg. Phan tich gen o globin bang k¥ thuat PCR
cho 341 cap vo chéng co thai bi phu, ddi chiéu véi chi s6 MCV, MCH
va HbA2, phat hién 292/341 (85,6%) cap vo chéng la ngud1 mang gen
o -thalassemia, 100% déu c6 kiéu gen -->**/aa. C6 49 (14,3%) cip vo chong
c¢6 thai bi phu khong phai 12 nguoi mang gen o-thalassemia, c6 kiéu gen
ao/oo. Nhu vay, ty 1¢ phat hién ngudi mang gen a-thalassemia trén cac cap
vo chdng c6 thai bi phul bang chi s6 “MCV<80fL va MCH<27pg” 13 275/292
(94,1%). C6 17 (4,98%) cip vo chdng co thai bi phu duoc chan doan xac dinh
1a ngudi mang gen o’-thalassemia bang phan tich gen o globin, ma c6 vg

hodc chéng c6 MCV>80fL hoic MCH>27pg.
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3.3.1.1. Bdc diém huyét hoc ciia ngwoi mang gen o-thalassemia

Chung t6i phan tich dic diém huyét hoc ctia 292 cip vo chong di duoc

chan doan xac dinh 1a mang gen o -thalassemia nhu sau:

e Tong hop vé dac diém huyét hoc ciia nguwoi mang gen o -thalassemia

Bdng 3.34. Pdc diém huyét hoc ciia nguwoi mang gen o-thalassemia

Mean £ SD
Dic diém Gis Vo chdng c6 phi thai (341) Giéi han
) i6i
Huyét hoc Mang gen  Khong mang gen binh thuong
(292) 49)
0 Nam 6,18 £ 0,64 5,32 +£0,51 5,9-4,5 < 0,001
RBC x10°“/L
N 4,67 £ 0,54 4,6 +0,45 5,2-4,0 0,022
Nam 13,16+ 1,20 15,60 + 1,03 13,5-17,5 <0,001
HGB (g/dl)
o 9,88 £ 1,14 13,17+ 1,97 12,0-16,0 <0,001
Nam 41,75+7,21 47,82 +4,77 41 -53 < 0,001
HCT (%)
NIt 31,7+3.52 41,05 + 3,48 36-46  <0,001
Nam 66,59 £ 5,28 89,91 +£5,0 80 -100 <0,001
MCV (fL)
Nir 67,85+ 4,68 90,55+ 5,92 80 -100 <0,001
Nam 21,27+ 1,6 29,27+ 1,49 26 - 34 < 0,001
MCH (pg) .
Nir 21,22 +1,67 27,99 + 4,27 26 - 34 <0,001
Nam 31,65 £ 1,65 32,55+ 1,45 31-37 <0,05
MCHC (%)
o 31,14 £1,67 31,94 + 4,24 31-37 <0,05

Nhin xét: Cip vo chong co thai bi phu trong nghién ciru 1a ngudi mang gen

a-thalassemia, c6 gia tri trung binh cua céc chi s6 RBC, HGB, HCT, MCHC

giam nhe, hodc nam trong gidi han binh thuong, gia tri trung binh cua cac chi

s6 MCV, MCH giam r rét so v6i nguoi khong mang gen bénh. Su khac biét

nay c6 y nghia thong ké p< 0,001 va p<0,05.
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e Chi s6 MCV(fL)

Bdng 3.35. Pdc diém vé chi s6 MCV & nguoi mang gen o -thalassemia

Nhém MCV S6 nguoi mang gen o-thalassemia
(fL) Nam (%) Nir (%)
<65 103 35,3 75 25,7
65 - < 80 183 62,7 212 72,6
> 80 6 2,05 5 1,71
Tong 292 100 292 100

Nhén xét: Nguoi mang gen o’-thalassemia trong nghién ctru hau hét déu c6
MCV thip, phan bb cha yéu trong khoang tir 65-79,91l, chiém 72,6% & gibi
nit va 62,7% & gi61 nam. Tiép theo Ia nhom c6 MCV<65fL, & nam (35,3%) va
nit (25,7%). S6 ngudi mang gen o’-thalassemia c6 MCV=>80fL chiém 2,05%
onamva 1,71% o nir.

e Chi s6 MCH (pg)

Bdng 3.36. Ddc diém vé chi sé MCH ¢ nguoi mang gen o -thalassemia

Nhém MCH S6 nguoi mang gen o-thalassemia
(pg) Nam (%) Nir (%)
<15 1 0,3 1 0,3
15-<27 288 98,6 288 98,6
>27 3 1,02 3 1,02
Tong 292 100 292 100

Nhén xét: Nguoi mang gen o -thalassemia trong nghién ctru cht yéu c6 MCH
thp, chil yéu trong khoang tir 15 - 26pg, chiém 98,6% & ca hai gidi. Nhom co
MCH < 15pg chiém ty 1& thap 0,3%. S6 ngudi mang gen a’-thalassemia c6
MCH > 27pg chiém 1,02% & ca 2 gi6i nam va nil.
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e Dic diém vé thanh phan Hemoglobin

Bdng 3.37. Phén tich thanh phan Hemoglobin ¢ nguoi mang gen o -thalassemia

. Mean + SD Gidi han
Hb So , 5 N
.. So6 nguwoi vo va chong phu thai binh p
(%) nguoi .
Mang gen (584) Khong mang gen (98)  thwong

HbA1 584 96,66 + 4,27 95,99 + 6,00 <0,001
HbA2 571 2,13 +0,89 2,56+ 1,11 2,5-3,5 <0,001
HbH 17 12,52 +£3,37 0 0 <0,001
HbE 22 14,89 + 3,44 0 0 <0,001
HbF 6 14,83+ 13,57 <1,5 <1,5 <0,001

Nhan xét: Thanh phan HbA1, HbA2 cua vo va chong la nguodi mang gen
a’-thalassemia giam nhe, hodc nam trong gid1 han binh thuong, so voi cdp vo
chong c6 phu thai nhung khong mang gen va so véi cip vo chong hoan toan
binh thuong. C6 17/584 (2,9%) ngudi mang gen a’-thalassemia c6 kém theo
HbH. C6 22/584 (3,76%) ngudi mang gen o’-thalassemia c6 kém theo HbE
(a’/HbE). Str dung dién di Hemoglobin trong sang loc ngudi mang gen bénh
a-thalassemia gitip tang ty 1€ phat hién ngudi mang HbH va HbE.

o,
70,00% 63%

60,00%
50,00%
40,00%
29,90%
30,00%

20,00%

10,00% S 4,80%
0.00% —_— S——
0 <21 22-35 >3,5

Biéu do 3.10. Bdc diém HbA2 ciia nguoi mang gen o’-thalassemia
Nhan xét: C6 571/584 ngudi mang gen o'-thalassemia duoc sang loc ¢
HbA2>0, chia thanh 3 nhom: Nhém c6 HbA2 giam <2.1 (63,0%), nhém c6 HbA2
binh thuong 2,2-3,5% (29,9%), nhom c6 HbA2 ting >3,5% (4,8%), la nhom

ngudi mang gen a-thalassemia két hop voi mang gen B-thalassemia (a’/p).
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3.3.13. Pac diém dich té cua cdc cap vo cho”‘ng la nguoi mang gen o -thalassemia
cO thai bi phu.

Bdng 3.38. Ty 1é nguoi mang gen o -thalassemia theo dia phwong

Pia chi N Ty 18 (%) Pia chi N Tylé (%)
Bic Giang 42 72 Lao Cai 4 0,7
Bic Kan 8 1,3 Nam Dinh 20 3.4
Bic Ninh 6 1 Nghé An 8 1,4
Cao Bang 12 2,1 Ninh Binh 18 3,1
Ha Giang 18 3,1 Phii Tho 22 3.8
Ha Nam 10 1,7 Quang Binh 2 0,3
Ha Noi 110 18,8 Quang Ninh 30 52
Ha Tinh 6 1 Son La 28 4,8
Hai Duong 6 1 Son Tay 2 0,3
Hai Phong 12 2,1 Thai Binh 22 3.8
Hoa Binh 34 58 Thai Nguyén 30 5,1
Hung Yén 6 1 Thanh Hoa 46 7,9
Lai Chau 6 1 Tuyén Quang 26 4,5
Lang Son 12 2,1 Vinh Phuc 16 2,7
Yén Bai 22 3,8

Nhan xét: Nguoi mang gen bénh a’-thalassemia trong nghién ciru dén tir
Ha Noi c6 ty 18 1a 18,8%, tiép theo 1a Thanh Hoa 7,9%, Bac Giang 7,2%,
Hoa Binh 5,8%.
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Biéu d6 3.11. Ty 1é nguoi mang gen o -thalassemia theo déan téc
Nhén xét: S6 nguoi Kinh mang gen o’-thalassemia trong nghién ctru c6 ty 18
cao nhat, chiém 68%. Tiép theo 14 dan toc Muong 10,6%, va dan toc Tay 8,6%.
3.3.14. Pdc diém chung vé san phu la nguoi mang gen o -thalassemia
o Twong quan giita tién sit phit thai va tinh trang phix thai hién tai ciia san phu

Bdng 3.39. Tinh trang thai hién tqi va tién sir phil thai ciia san phu

Tinh trang thai Tién sir phu thai X
Tong
hién tai Co Khong
Pang Co phu 98 (40,1%) 146 (59,8%) 244 (83,5%)
cothai Khong phu 29 (69,1%) 13 (30,9%) 42 (14,3%)
Hién chua cé thai 6 0 6 (2,05%)
Tong 133 159 292

Nhan xét: C6 286/292 san phu hién dang co thai, trong d6 c6 244 san phy dang
phu thai, va 42 san phu chwa c6 phu thai tai thoi diém sang loc. Trong s6 244
san phu dang phu thai, c6 98 (40,1%) san phu da timg c6 it nhat 1 1an bj phu
thai trudc do, va co 146 (59,8%) san phu c6 biéu hién phu thai 1an dau. Trong
sO 42 san phu chua c6 phu thai tai thoi diém sang loc, c6 29 (69,1%) san phu
d3 timg c6 it nhat 1 1an phu thai, con lai 13 (30,9%) san phu khong co tién st
phu thai. C6 6/292 d6i tugng hién chua c6 thai, nhung da c6 tién st phu thai.
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e Ddc diem vé tuoi nguoi mang gen o -thalassemia va tuoi thai

Bdng 3 40. Péc diém vé tudi ciia gia dinh mang gen o’-thalassemia

Tubi N Mean *+ SD Min Max
Tubi bd (nam) 292 31,17 + 5,24 20 47
Tudi me (nidm) 292 28,17 +5,33 17 43
Tudi thai dang phu (tuan) 244 24,89 +42 10 38

Nhén xét: Co 244 thai dang bi phu tai thoi diém chan doan, tudi thai bi phu
trung binh 1 24,89 tuan. Thai bi phii nhé nhat 1a 10 tudn, 16n nhat 13 38 tuan.

e Phdn b6 vé tuan thai tai thoi diém duwoc phat hién phu thai cua san phu

45,00% 42,20%
40,00%
35,20%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15.00% 13,90%
10,00% 7,40%
5,00%
0,80% 0,40%
0,00% —
10-<15 15-<20 20 - <25 25-<30 30-<35 2 35

Biéu @6 3.12. Tuan thai ciia cdc san phu mang gen o’ -thalassemia

Nhin xét: Trong tong sd cac 244 san phu c6 thai bi phu, thoi diém phat hién
thai bi phu pho bién nhat nam khoang tir 25 - 30 tuan thai, chiém 42,2%, tiép
theo 1a tir 21-24 tuan, chiém 35,2%. C6 14,7% thai bi phu duogc phat hién
sém dudi 20 tudn. Thoi diém phat hién som nhat 13 10 tudn, va mudn nhét 1a

38 tuln.
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3.3.2. Két quad xdc dinh ngwoi mang gen a-thalassemia trén cdc cip vo
chong cd tién sir sinh con mic bénh HbH

Bdng 341. Kiéu gen ciia gia dinh ¢é con HbH chén dodn trude sinh

Cac gia dinh

Kiéu gen ciia gia dinh  Cé tién sir sinh Chan doan n/N (%)
con HbH (N) truwdc sinh (n)

(-->"Maa)/ (-0 /o) 21 (21,6%) 5 (8,9%) 23,8
(%A aa)/(-o**/ o) 9(9,27%) 5(8,9%) 33,3
(=" 00)/ (o™ acr) 4 (4,12%) 3 (4,6%) 75,0
(__SEA/aa)/(_aHsz/aa) 54 (55,6%) 35 (62,5%) 64,8
(—-SEA ) (=02 gy r) 6 (6,18%) 5 (8,9%) 83,3
S/ a0)/(-al /o) 1(1,03%) 1(1,7%) 100
(—SE o) (- TN or) 1(1,03%) 1 (1,7%) 100
(=SB 000 (o> /-0 1(1,03%) 1(1,7%) 100
Tong 97 (100%) 56 (100%) 57,1%

Nhin xét: Trong tong s6 97 gia dinh c6 tién sir sinh con mac bénh HbH d3
duoc nghién ctru ¢ nodi dung 3.1, ¢6 56/97 (57,7%) cip vo chong co nguyén
vong sinh con tiép theo, di duoc tu van va tién hanh chan doéan trude sinh.
SEA /_oHbCs

Trong s6 cac gia dinh lam chan doan trudc sinh, kiéu gen (-- ) chiém

ty 18 cao nhit 62,5%, tiép theo 1a kiéu gen (-->"*/-a"2*"); (--5E4/-0*?); (-->F4/-
o’") cung chiém 8,9%. Céc kiéu gen con lai chiém ty 18 thap hon. Ty 1& cac
gia dinh lam chan doan trudc sinh & timg kiéu gen tinh trén s céc gia dinh c6

tién st sinh con mic HbH, thap nhét 1a (-->*/-a’”), (-->/-0*?)
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3.3.3. Két qua chin dodn truwdc sinh bénh a-thalassemia
3.3.3.1. Két qud chan dodn trude sinh ciia bénh Hb Bart’s

Bdng 342. Két qua chan dodn truéce sinh bénh Hb Bart’s

Kiéu gen ciia thai S6 thai Ty 18 %
Binh thuong (ao/oo) 47 38,2
Dj hop tir (--""*/aa) 32 26,0
Mic Hb Bart’s (--"4/--%4) 44 35,7
Tong 123 100

Nhan xét: Chan doan trude sinh cho 123 thai c6 nguy co mac Hb Bart’s, phat
hién 47/123 (38,2%) thai binh thuong (ao/aa), 32/123 (26,0%) thai di hgp tu
(- aa), 44/123 (35,7%) thai mic bénh Hb Bart’s.
3.3.3.2. Két qud chan dodn trude sinh ciia bénh HbH

Bdng 3.43. Két qua chan dodn trude sinh bénh HbH

Kiéu gen ciia thai S6 thai Ty 1& %
Binh thwong (ao/00) 11 19,6
Di hop tir 36 64,2

(__SEA /a o) 25 44,6
(-o> /o) 4 7,1
(-a**/a0) 2 3,5
(-0 ¥/aa) 1 1,7
(- /oor) 4 7,1
Mic HbH 9 16,0
(__SEA /_ (14’2) 1 1.7
(--SEA /o) 7 12,5
(__SEA /_ ac,ZdelT) 1 1.7

Tong 56 100
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Nhin xét: Chan doan trude sinh cho 56 thai c6 nguy co mac HbH, phat hién
11 thai binh thuong (19,6%), 36 thai di hop tir (64,2%), va 9 thai méc bénh
HbH (16,0%). Thai di hop tir dot bién (--°"*/aa) chiém ty 18 cao nhat 1a
44,6%, tiép theo 1a di hop tr dot bién (-o’'/aa) va (-a™/ao) cung chiém
7,1%. Thai mic HbH c6 kiéu gen (-->**/-a""*) cao nhit chiém 12,5%.
3.3.3.3. Tong hop két qua chan dodn truéce sinh ciia bénh Hb Bart’s va HbH

Bdng 3.44. Tong hop két qua chan dodn trde sinh bénh a-thalassemia

Nguy co , Két qua chan doan trudec sinh (%)
So thai
bénh Binh thwong Di hop t& Thai bénh
Hb Bart’s 123 (100%) 47 (38,2%) 32 (26,0%) 44 (35,7%)
HbH 56 (100%) 11 (19,6%) 36 (64,2%) 9 (16,0%)
Tong 179 100%) 58 (32,4%) 68 (38%) 53 (29,6 %)

Nhan xét: Chan doan trudc sinh cho tong s6 179 san phu, trong d6 c6 123 san
phu c6 nguy co sinh con phu thai do Hb Bart’s, va 56 san phu c6 nguy co sinh
con mic HbH. Két qua chan doan trudc sinh phat hién tong sd 58/179
(32,4%) thai khoé manh, 68/179 (38%) thai di hop tir 68/179 (37,9%), 53/179
(29,6%) thai mac bénh.

Hinh 3.15. Chan dodn truéc sinh bénh HbH va Hb Bart’s
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Nhén xét: (A) Hinh anh dién di san phdm GAP-PCR chan doan trudc sinh
bénh HbH. Mau 1,2,3 1a mau chimg ctia nguoi binh thuong, di hop -->*/aa,
di hop -o"/aa. Mau b 1a ngudi di hop -o’/oc. Mau me 13 ngudi di hop
--5*4/q0. Thai nhi mac HbH --***/-o’”. (B) Hinh anh dién di san phdm GAP-
PCR chéan doan truéc sinh bénh Hb Bart’s. Mau 1,2,3 1a mau ching ctia nguoi

SEA /__SEA

binh thuong, di hop --°**/00, dong hop -- . Mau bd va me déu la

ngudi di hop -->**/aa. Thai mac hoi ching phu thai do Hb Bart’s -->%/--5%4,
3.3.34. Déi chiéu két qua chan dodn trude sinh

C6 3/44 thai mac Hb Bart’s dugc thu thdp mau cudng ron trong qua
trinh dinh chi thai, dé d6i chiéu v6i két qua chan doan trude sinh. Céac két qua

chan doan sau sinh va trudc sinh déu hoan toan phu hop.

sKHOA HUYET HOC - BENH VIEN NHI TRUN )S/13/1¢ I

VePsfon 5.1.9
§¢

NRBC  evees /9 (@A) A i (B)

Hinh 3.16. Mdu cudng ron thu thdp tir thai bi phit mdc Hb Bart’s
(A): Cong thirc mau, (B): Pién di hemoglobin co 100% la Hb Bart’s
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CHUONG 4
BAN LUAN

4.1. Vé dot bién gen a globin giy bénh a-thalassemia phat hién bang ky
thuat PCR, MLPA va gidi trinh ty gen
Céac dot bién gay bénh o-thalassemia hau hét 1a cac dot bién da biét, duge

xac dinh bﬁng nhiéu loai ky thuat khac nhau dua trén nén tang cua k¥ thuat PCR.
Quyét dinh Iya chon k¥ thuat nao tng dung vao chan doan chil yéu tuy thudc
vao viéc xac dinh dic diém cac dot bién gay bénh pho bién & timg quan thé, va
tuy theo nang liuc ctia mdi trung tAm chan doan [61, 86]. Trong nghién ctu nay,
chung t61 lya chon cac k¥ thuat ARMS-PCR, GAP-PCR, MLPA va giai trinh ty
gen dé phat hién cac dot bién gen o globin gy bénh a-thalassemia.
4.1.1. Ung dung kj thugt PCR, MLPA, gidi trinh tw gen Sanger xdc dinh
djt bién gen a globin
4.1.1.1. Uhg dung ky thudt GAP-PCR xdc dinh dot bién mdt doan thwong gap
trén gen a globin

GAP-PCR 13 k¥ thuat duoc st dung phd bién dé phat hién hau hét cac
dot bién mat doan thuong gip ciia cum gen o globin, ching to 1a mot trong
cac k¥ thuat hiéu qua nhat dé phat hién 7 dot bién thuong gip trén gen o
globin, chiém khoang 80% cac dot bién & hau hét cac quan thé [87]. Tuy
nhién, k¥ thuat nay chi cho phép phat hién cac dot bién d3 x4c dinh duoc
chinh xac diém dat gy, va doi khi phan tng that bai do c6 su thay d6i ngau
nhién ctia cac nucleotid trong ving trinh ty ma cap moi da thiét ké tuong tng.
Vé mat ky thuat, khuyéch dai cum gen a globin doi hoi cac diéu kién trong
phan tmg PCR phai nghiém ngédt, do trinh tu gen a globin mang ham lugng
GC nhiéu hon va c6 tinh twong doéng cao, vi viy cac cdp moi doi lac khong
dat dén hoat dong tdi wu. Dé khic phuc nhugc diém nay, cac cap moi duge

thiét k€ vai tinh nang cao hon, va bd sung mdt s6 hoat chat vao phan img. Cac
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cdp moi ching tdi sir dung trong GAP-PCR cho bénh a-thalassemia di dugc
thiét ké duéi dang da mdi, va duoc sang loc trong cung mot phan Ung, nham
giam bdt cac thao tic va thoi gian thuc hién k¥ thuét [1]. Cac cidp mdi nay
duoc thiét ké di qua diém dat giy ctia mdi mot dot bién ké trén, mdi dot bién
nay dugc nhan dién duya trén kich thudc twong tng ctia mdi loai. Do 5 loai dot
bién nay déu bao gém su mat doan cua gen a2, do do viéc khuéch dai gen a2
s& cho phép xac dinh cac dot bién nay co kiéu gen dong hop hay di hop ti,
dua trén su c6 mat hay Véng mat cua gen o2.

Quy trinh phan tich gen al va a2 dugc thyc hi¢n theo phuong phap cua
Samuel S. Chong [43], trong d6, dot bién --o™ duge mo ta boi Winichagoon
[84] lan dau tién trén quan thé cta ngudi Thailand. Néu bénh nhan di hop tir
v6i 1 dot bién, hinh anh dién di s& c6 2 bang, trong d6 mot bang twong ing
voi gen a2 binh thuong ¢ kich thude 1800bp, bang con lai tuong tng véi loai
d6t bién di hop tir ma bénh nhan co, & cac kich thudc tuong Gmg: -->* (1394
bp); -o*7 (2022 bp), -a** (1628 bp); - (1166 bp); -~ (1024 bp). Néu
bénh nhéan di hop tor kép véi hai dot bién, hinh anh dién di s& c6 hai bang
tuong ng v6i hai loai dot bién khac nhau. Néu bénh nhan dong hop tir dot
bién mat doan hai gen, hinh anh dién di s& c6 mot bang & vi tri cua loai dot
bién mét doan hai gen do. Néu bénh nhan dé)ng hop tir dot bién mat doan mét
gen, hinh anh dién di s€ c6 mdt bang & kich thudc tuong g vai vi tri cia dot
bién mat doan mot gen do.
4.1.1.2. Ung dung ky thudt MLPA xdc dinh dét bién mat doan hiém gdp trén
gen a globin

MLPA duoc str dung dé xac dinh cac dot bién giy bénh khong nim trong
nhom k¥ thuat PCR phat hién duoc, hodc trong mot s6 truong hop MLPA dugc
str dung nhur mot k§ thuat thtr hai dé d6i chiéu. K§ thuat dua trén cac d6 dai khac
nhau dugc danh ddu bang cac tin hiéu huynh quang, nén c6 thé phan tich duoc

khodang 50 cap dau do khac nhau, trai trén mot ving gen rong [88] [89].
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Chung t61 str dung bo kit thuong mai (SALSA MLPA kit P140B2 HBA,
MRC-Holland, The Netherlands), véi 26 cip probe dugc sir dung, gan trén
ving gen dai 130 kb ctia cum gen a globin, tir gen POLR3K dén dau 3’ cia
gen ol. Ngoai ra, con bao gom ca ving HS-40 va tit ca cic ving gen méd hoa
con lai (€, al, a2). Hon hop dau do con bao gdm 12 probes tham chiéu danh
dau vao cac vi tri khac ngoai 26 vi tri ké trén trén ving gen 16p13.3, dugc sir
dung nhu b chung ndi kiém cho mdi mau. Tin hiéu cta cac dau do duoc xac
dinh bang cach chia chiéu cao dinh cia mdi san pham khuéch dai trén tong
chiéu cao cta dinh dau do ddi ching (reference probe) trong hdn hop dau do.
Sau d6, méi dinh binh thudng (normalized probe) lai duoc chia cho chiéu cao
trung binh cta céc dinh binh thuong cho cac mau ching binh thuong.

Trén cac cong bd cla y van thé gidi, ky thuat MPLA duoc sir dung pho
bién trong viéc phat hién cac dot bién mat doan hiém gap cua bé¢nh
o-thalassemia. Nghién ctiu nam 2011 ¢ Brazil, MLPA dugc st dung dé xac
dinh kiéu gen cua 8 bénh nhan HbH c¢6 kiéu hinh khéng twong umg véi kiéu
gen di duoc xac dinh bang ki thuat PCR [90]. Ngoai ra, cic nghién ctru khac
tai Phan Lan nam 2010 trén 48 c6 hé)ng cau nho, nhuoc sic, HbA2 giam [91],
tai Nam Trung Quédc ndm 2008 trén 118 mau DNA trong d6 c6 90 bénh nhan
a-thalassemia va 28 nguoi binh thuong khoé manh [92], tai Y ndm 2010 trén
25 bénh nhan nghi ngo mic HbH nhung chua xac dinh dugc dot bién b:?lng
cac k¥ thuat thong thuong, nghién ctru c6 so sanh d nhay va dac hi¢u cua k§
thuat MLPA vo1 k§ thuat Southern Blot va Realtime PCR [93]. Cac nghién
ctru nay khang dinh k¥ thuat MLPA 13 mot k§ thuat nhanh chéng, chinh xéac
cho phép xac dinh ddt bién gay bénh a-thalassemia, dac bi¢t ddi voi cac dot
bién mat doan 16n hiém gip.

4.1.13. Ung dung ky thudt ARMS-PCR xdc dinh dot bién diém thuong gdp
trén gen a globin

Ky thudit ARMS-PCR d3 duoc nhiéu y vin quéc té [41-43] va trong

nudc [81] cong bd 1a mdt trong cac k¥ thuat phd bién nhat duge s dung dé
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phat hién cac dot bién diém da biét trong chan doan bénh a-thalassemia. Day
1a k¥ thuat nhanh, don gian, khong gan phong xa, cho phép sang loc nhiéu dot
bién khac nhau trén cung mdt bénh nhan. Vi vay, chung t6i lya chon k¥ thuéat

H B H
bCs Va -0 st.

nay dé phat hién hai dot bién diém thuong gip 1a -a

Nhuoc diém cua ki thuat nay 1a doi hoi cac tiéu chuan nghiém ngit, can
t8i wu hoé cac diéu kién phan Umg cho tung cap mdi dic hiéu voi mdi dot
bién. Néu khong co thé xay ra 4m tinh gia hodc dwong tinh gia. Phan Gng
PCR s¢€ chi khuyéch dai dugc doan DNA can thiét khi c6 duoc sy bét cap
hoan chinh giita trinh tu dich va mdi. Ngoai ra, trong mot quan thé da dan toc,
v6i phod dot bién rong, thi ARMS-PCR khéng phai 1a k¥ thuat dugc khuyén
céo dau tién dé xac dinh dot bién [94].

Quy trinh phan tich dugc thuc hién theo phuong phap cua Samuel S.
Chong [43]. Dya trén sy c6 mit cia biang tuong tmg véi dot bién -a™
(183bp) hodc -a™® (138bp), c6 thé nhan dinh vé dic diém cua bénh nhan
mang cac dot bién ndy ¢ dang nao, ddng hop tir, di hop tir hay di hop tir kép
v6i hai dot bién khac nhau.

4.1.14. Ung dung kj thudt gidi trinh tw gen xdc dinh dot bién diém hiém gdp
trén gen a globin

Gen a globin c6 chiéu dai khoang 1.2kb, gébm 2 gen al va a2. C6 hon
50 loai dot bién diém trén gen a globin d3 dugc cong bd, anh hudng dén qua
trinh sinh tong hop protein, dan dén khong hoic suy giam tong hop, hoic tao
chudi o globin khong bén vimng. Cac dot bién nay phan bd voi tan suit khac
nhau & cac chung toc va khu vuc khac nhau trén thé gioi [61]. Déi voi cac dot
bién diém hiém gip, chung t6i sir dung k¥ thuat giai trinh ty gen Sanger dé
phat hién. Nghién ctru ctia chung t6i c6 9 bénh nhan mang d6t bién diém hiém
gip dugc phat hién bang k¥ thuat giai trinh tu, chiém 8,2% trén tong s6 bénh

N A , < R EA 2delT EA 92 G>A SEA 426
nhan HbH, gdm cac kiéu gen (-->F4/-a%2%T), (--F4-q% T8 (-S540

A—)T), (__SEA/_(XCASIG;T).
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4.1.2.Vé dpt bién gen a globin trén nguwoi nghi ngo mic o-thalassemia

Do su phdi hop giita cac allen o’-thalassemia va o -thalasemia, tao
nhiéu kiéu gen khac nhau, dan dén bénh o-thalassemia c6 kiéu hinh da dang.
Viéc chan doan xac dinh bénh va thé bénh a-thalassemia dua trén phan tich
gen o globin ¢6 vai trd quan trong trong diéu tri, tién lugng, tu van di truyén.
Can ci trén cic biéu hién lam sang, bénh nhan dugc nghi ngo mic
a-thalassemia: tan mau, thiéu mau nhe, trung binh va nang, gan lach to, vang
da, cham 16n, c6 bd mit thalassemia, cé tién sir truyén mau hodc chua tung
phai truyén mau. Tuy nhién, cdc biéu hién 1am sang nay déu khong dic hiéu.
Nén viéc chan doan xac dinh bénh o-thalassemia, dic biét véi ngudi mang
gen bénh va cac thé bénh khong c6 triéu ching can dya vao cac xét nghiém
can lam sang dé khéng dinh [87].

Co s& xét nghiém déu tién 1a phan tich cong thirc mau. Hau hét ngudi méc
a-thalassemia déu c6 thiéu mau héng cau nho, nhuoc sic, MCV, MCH giam,
HbA2 giam nhe hodc binh thuong. Khi muc tong hop chudi o globin giam dudi
70%, thi chudi y globin duoc ting tong hop tirr thoi ky bao thai, tao v, 1a Hb
Bart’s, ¢ thé dugc phét hién khi dién di Hemgolobin ¢ giai doan ngay sau khi
sinh [24]. Trong qua trinh truéng thanh, chudi B globin tang tong hop tao B, 13
HbH, ciing c6 thé dugc phat hién trén phan tich thanh phan hemoglobin. Tat ca
cac thong sb trén déu co vai tro trong chan doan bénh o-thalassemia, nhung déu
khong c6 gia tri chan doan xac dinh bénh [95]. Chi ¢6 xét nghiém phan tich gen
o globin méi ¢6 gia tri khang dinh chan doén bénh va thé bénh [13].

C6 299 bénh nhan nghi ngd mac o-thalassemia trén 1am sang dugc chi
dinh 1am xét nghiém phan tich gen o globin. Ty 1¢ phat hién dot bién ctia ngudi
mic o-thalassemia 13 61,5%. Trong d6 32.4% la ngudi mac HbH (97/299),
29.1% 1a nguoi mang dot bién di hop tir (87/299), 38,1% khong phat hién thay
dot bién (114/299). Pic biét, ching t6i phat hién duy nhat mot truong hop bénh
nhan mac Hb Bart’s dong hop tir dot bién o’-thalassemia (0,33%) c6 kiéu gen
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(__SEA/__SEA

), hién 4 tudi. Trong s6 87 bénh nhan di hop tor gen a globin, chi
phat hién 2 loai d6t bién 1a di hop tir dot bién -->** (91,9%) va -o’>7(9,1%).
4.13.Véty 1¢ cic dit bién gen o globin trén bénh nhan HbH
C6 97 bénh nhan méic bénh HbH di duoc chan doan xac dinh béng
k¥ thuat sinh hoc phan tir. Trong d6, 32% thuoc nhém HbH dang méat doan
(--/-0), 68% thudc nhom HbH dang khéng mét doan (--/-a.").
Bdng 4.1. So sdnh ty 1é HbH mdt doan va khéng mdt doan & cdc quan thé

Khu vue HbH (--/-at) HbH (--/a.") Ref.
Béc Thai Lan 44/102 (43%) 58/102 (57%) 2005 [96]
Hong Kong 87/114 (76%) 27/114 (24%) 2000 [51]
Sardina 130/154 (84%) 24/154 (16%) 1992 [97]
Ai Cap 41/61 (67%) 20/61 (33%) 2000 [98]
Thai Lan 83/147 (56%) 64/147 (44%) 2009 [36]
Cali, M§ 69/89 (77,5%) 20/89 (22,5%) 2001 [99]
Dia Trung Hai 216/251 (86%) 36/251 (14%) 2007 [97]
Viét Nam 31/97 (32%) 66/97 (68%) 2017

Ty 1& vé kiéu gen ctia bénh HbH rat khac nhau & cic nghién ciru trén cac
chung toc khac nhau. Mot nghién ctru trén 595 bénh nhi mac HbH ¢ Guangxi
Trung Qudc, ty 18 HbH dang (--/-a) 1a 59,5%, dang (--/a.’) 1a 40,5% [100]. O
Thai Lan, ty 1 ndy c6 sy khic nhau giita mién Bac va mién Nam. O mién Bic,
56% bénh nhan thudc nhém (--/-ot) va 44% bénh nhan thudéc nhém (--/al),
trong khi & mién Nam ty 1& nay c6 xu hudng nguoc lai, 1an luot 1a 47% va 53%
[36] [96]. O Hong Kong, Cyprus, Sardina va Canada thi ty 18 (/") lai thap
hon han, 1an 24-30%, 15%, 14% va 12% [51], [97], [42, 101]. Nhu vay, ty 1&
bénh nhan HbH dang (--/a.") trong nghién ciru clia chiing toi 1a cao nhat so vai
cac nghién ciru ké trén (Bang 4.1). Nhém HbH dang (--/a") thuong ¢ biéu

hién 1dm sang so6m va nang, trong khi nhdém bénh nhan HbH dang (--/-a)
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thuong c6 bi¢u hién 1am sang nhe hoac khong co biéu hién 1am sang co thé
nhan thay, thuong do tinh c& phat hién khi lam xét nghiém cong thirc mau hosc
vi tri¢u chimg bénh 10 1€n khi mic mdt bénh 1y khac kém theo. Do do, thuc té
cac bénh nhan chi dén Vién kham khi c6 cac dau hiéu 1am sang 13, hodc can
phai can thiép diéu tri. Diéu nay c6 thé giai thich sé bénh nhan HbH dang
(--/a") trong nghién ctru ctia chiing t6i gap nhiéu hon dang (--/-o1).
4.1.3.1. Vé d@ét bién mat doan hai gen thwong gap (-->"*, -4 1L

Dot bién -->"* 14 dot bién mat hai gen trén ciing mot NST phd bién nhat
Dong Nam A, tao allen o’-thalassemia. T4t ca cac bénh nhan HbH trong
nghién ctru déu co dot bién --°"*, khong c6 bénh nhan nao c6 dot bién -
hodc --". Ty 18 allen -->** trong nghién ctru ctia chung toi 1a 50%. Nghién
ctru & mién Nam Trung Quéc nam 2014 trén 435 bénh nhan HbH, két luan tat
ca déu mang dot bién -->"* [102]. Nghién ctru ctia Thai Lan nim 2009 trén
147 bénh nhan HbH, 98% c6 dot bién -->"*, 2% co dot bién --""*' [36]. Nhu
vay, ty 1€ bénh nhan HbH mang dot bién -->F4 trong nghién ctru cua ching t61
pht hop véi cac cong bd khac trong khu vuc.
4.1.3.2.Vé dét bién mat doan 1 gen thuong gap (-a’”), (—a4'2)
e Dot bien (-o”)

Dot bién 3.7-kb (-a’") 1a loai dot bién mat doan mot gen phd bién nhit,
tao allen o thalassemia. Dot bién nay két hop véi dot bién mat doan hai gen
(-->**) gdy bénh HbH dang mét doan (--°**/-a’"). Ty 18 bénh nhan HbH c6

SEA/Lo>7) trong nghién ctru cta chung t6i chiém 21,6%, thap hon

kiéu gen (-
so v6i cac cong bd trong khu vuc. O Trung Qudc ty 18 nay 1a 54%, Bic Thai
Lan 1a 56%, Hong Kong 1a 30% [36, 102, 103]. Do dot bién gip & nhom bénh
nhén c6 biéu hién lam sang nhe hoac khong c6 biéu hién 1am sang, nén bénh
nhan khong hodac it phai dén kham tai Bénh Vién. Mot sb truong hop gap &
nguoi truéng thanh, tinh co phat hién khi lam xét nghiém sang loc trong giai
doan mang thai hodc cac dau hiéu lam sang rd 1én vi mot nguyén nhan bénh 1y

khac kém theo.
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Ty 1& allen d6t bién (-a’”’) trong nghién ctru cta chung t6i 1a 10,8%.
Mot nghién ctru & Brazil nidm 2009 trén 220 mau bénh nhan, cong bd 10,7%
s6 bénh nhéan c6 thiéu mau hong cau nho nhuoc sic co dot bién (-o*"), phu
hop véi nghién ctru ciia chung toi [104]. Nghién ctru chia 3 nhom: 103 mau
6 thiéu mau héng ciu nho nhuge sic, 11 mau co h(‘A)ng ciu nho nhuoc séc
nhung khong c6 thiéu mau, va 106 mau coé chi sé huyét hoc binh thuong.
Cac mau ndy duoc phén tich dot bién (-a’”). Ty 18 d6t bién (-o’*’) & ting
nhom 1an luot nhu sau: O nhom c6 thiéu mau, ty 1é di hop tir dot bién (-a’”)
1a 19,4%, ddng hop tir dot bién (-a’") 12 1%. O nhom khéng c6 thiéu mau,
c¢6 1 bénh nhan di hop tir dot bién (-o>’). G nhom binh thudng, ty 1& dot bién
(-0’7) 14 6,6% va tat ca déu 1a dot bién di hop tir. Nghién ctru két luan tan
suét cua allen dot bién (-o>") ¢ 3 nhom lan lugt 13 10,7%, 4,5%, 3,3%, tan
suat chung cia tong s6 220 mau bénh nhan nay 1a 6,8%. Nghién ctru ndy gop
phan chi ra rang dot bién (-o") 1a loai dot bién co thé gay ra cac biéu hién
1am sang rat khac nhau, va ciing c6 thé phan bé trong quan thé ngudi cé chi
s6 huyét hoc hoan toan binh thudng.

Trong mdt nghién ctru nam 2013 trén 2567 bénh nhan duoc chan doan méc
a-thalassemia tai Malaysia, v&i cac quan thé khac nhau ¢ bao gom Malay (1571
nguoi), Trung Quéc (220 nguoi), An Do (217 ngudi), Sabahm (165 ngudi),
Sarawark (22 nguoi), Orang Asli (12 nguoi), khong 16 ngudn goc (242 ngudi),
ty 1¢ allen (-o’’) 1an luot 1a 13,4%, 6,2%, 10,5%, 29,0%, 13.4%, 13,5% va
12,5% [16]. Nghién ctru két luan rang, allen dot bién (-o>’) gap hau hét & cac
quén thé khac nhau véi tan suit tuong tu nhau, dac bi¢t ¢ khu vuc nhiét déi va
can nhiét déi. Két luan nay cling phi hop véi cac két luan ciia cac nghién ctru
trude d6 [16]. Tai Viét Nam, cong bd ciia NKH Hoan vé ty 1¢ xuat hién allen dot

bién (-o”7) trén 924 cdp vo chong mang thai 13 10,6% [81].
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o Dot bién (-a’?)

Loai dot bién mat doan mdt gen thudng gip tiép theo 1a dot bién mat
4.2-kb (-a*?). Dot bién nay két hop voi dot bién (-->**) gay bénh HbH dang

SEA/_a*?). Trong nghién ctu cta chung t6i HbH (-->*4/-o*?)

mat doan (--
chiém 9/97 (9,2%). Nghién ctru ¢ Trung Qudc ty 1& nay 14 20,5%, & Bac Thai

Lan 14 4,8%, & Hong Kong 1a 25% trén tong s6 bénh nhan HbH. C6 sy chénh

4.2/__SEA) 3.7/__SEA

léch vé ty 1& cia 2 loai kiéu gen (-o va (-a ), 1an luot 1a
21,36% va 10,3%. Su chénh léch nay ciing gip tuwong tu trén cac quan thé
khac, nhu ¢ Trung Qudc ty 1& nay lan luot 13 54% va 21,6%, & Thai Lan 1a
51% va 4,8%, & Hong Kong 1a 30% va 25% [36], [102], [103].

Ty 18 allen dot bién (-o*?) trong nghién ctru ctia ching t6i 1a 4,6%. Ty 18
nay trong cac nghién ctru twong tu cling thap hon nhiéu so véi ty 1é allen dot
bién (-a’”) trong cting mot quan thé. Nghién ctru tai Malaysia nam 2013 trén
cac bénh nhan duogc chan doan mic a-thalassemia, ty 1€ cua allen (—oc4'2) gap &
cac quan thé bénh nhan Malay 13 1,3%, Trung Quéc 1a 1,1%, An Do 1a 1,0%,
cac quan thé con lai 1a 0%. Nghién ctru két luan allen dot bién (-a*?) xuét
hién voi ty 16 rat thap, va khong c6 su khac biét co ¥ nghia giita cac quan thé
nghién ctru (p=0,792). Két luan ndy ciing twong tu nhu mot s két luan & cac
cong bd khac trén cac quan thé khac [16]. Chung t6i chua tim thiy cac cong
b vé két qua nghién ctru doc lap allen dot bién (-o*?) trén y van.
4.1.3.3.Vé dét bién mat doan 1 gen hiém gap (-al)

Nghién ctru cta chung t6i phat hién mot bénh nhan mac bénh HbH mang
kiéu gen (--°*/-a1). Py 1a d6t bién mat doan mot gen hiém gip, gy mat toan
bd gen al, chua timg dugc cong bd trén y vin trong nude. Khi phan tich 7 dot
bién thuong gip trén gen o globin cia mot bénh nhan HbH, chiing toi chi phat
hién mot dot bién --°**. Do d6, bénh nhan dugc gidi trinh ty gen o globin dé
tim dot bién diém con lai. Tuy nhién, trén hinh anh dién di san phém PCR cho

sequencing, khong thay xuit hién bang & vi tri gen ol (1084bp), ma chi thay
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xuat hién bang & vi tri gen a2 (1078bp). Mau chimg binh thuong déu xuat hién
bang ¢ vi tri twong ung cua ca hai gen nay (Hinh 3.7). Giai trinh tu gen a2,
chung t6i khong phat hién thay dot bién diém nao. Bénh nhan duoc tiép tuc tim
bat thuong cia gen ol bang ky thuat MLPA, phat hién dot bién di hop tir mat
doan toan bd gen al. Pot bién mat doan nam trong khoang tir diém giita gen
a2 va al, kéo dai vé phia gen a1, gdy mat toan bd gen al, dén HbQ, udc tinh
khoang 6.4kb. Do mang mét allen di hop tr mat doan 2 gen (-->"*) bao gdm ca
gen al va a2, allen con lai di hop tir mat doan mot gen (-al), nén trén hinh
anh phan tich MLPA, d6t bién mat doan (-o.1) 12 dot bién dong hop tir, cac dinh
tin hiéu tai ving d6t bién nay bang 0 (Hinh 3.6B).

B6 me bénh nhan dugc phan tich gen a globin dé xac dinh nguoi mang
gen bénh. Két qua, ngudi me di hop tir dot bién (--°*) duoc phat hién bang
GAP-PCR, nguoi bb di hop tir dot bién (-al) dugc phat hién bang ky thuat
MLPA (Hinh 3.6A), hoan toan phu hop véi kiéu gen cia con mac bénh.

Céc nghién ctru st dung ky thuat MPLA trong viéc phat hién cac dot
bién mat doan hiém gap cho bénh a-thalassemia kha phé bién trén y van thé
gidi tuy nhién, chiing t6i chua tim thdy cong bd ndo mo ta vé dot bién mat
doan gen ol nhu trong nghién ctru nay, ma chi co cac mo ta mat doan gen ol
va a2 nam trong cac dot bién mat doan 16n khac [91-93].
4.1.34.Vé dot bién diém thuong gap (- )(-o/™%)

o Dot bién (-a"")

Bénh nhan HbH mang kiéu gen (-o'"*/--5%4

) trong nghién cuu cua
chung t6i chiém ty 16 cao nhat 53/97 (54,6%). Nghién ctru & mién Bic Thai
Lan, ty 1& bénh nhan HbH c6 -a™ 1a 53% [105], Trung Qudc 1a 17,9%
[102], Canada nghién ctru trén quan thé c6 81% bénh nhan c6 ngudn gbe chau
A, ty 18 nay 1a 27% [106], California 13 17% [52]. Nhu vay, bénh nhan HbH

Hszs/__SEA

c6 kiéu gen (-a ) trong nghién ctru ciia ching t61 gap voi ty 1€ tuong

tu vo1 & mién bac Thai Lan, va cao hon so vo1 cac quan thé khac.
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- o™ xudt hién ¢ rat nhiéu khu vyc nhu 1a Trung A, Dia Trung Hai, Dong
Nam A va Nam Trung Quéc [14]. O Pong Nam A, dic biét -o' ™™ phd bién &

HbC x
* trong quan

Pong Bic Thai Lan va Lao [5]. O mién bac Thai Lan, tan suét -o
thé 1én dén 10%, & Lao khoang 5-6% trén nhom san phy mang thai ¢ thu do
Vientiane. O cac nudce khac trong khu vuc Bong Nam A, trong do c6 Viét Nam,

H trong quan thé con han ché [107]. Theo nghién

s liéu vé ty 1& ngudi mang -o
ctru ctia N.K.H.Hoan vé tAm so4t bénh thalassemia trén 924 cip vo chong mang
thai tai Bénh Vién Tu Dd, ty 1¢ nguo1 mang gen ™13 4,5% [81]. Theo mot
nghién ctru cong déng cua N.V.Hoa tai mot huyén mién ndi cach thanh phé Hué
60km, trén 289 phu nir dan toc Co-Tu khong c6 quan hé huyét théng duoc chon
loc ngau nhién. Mau mau dugc thu thap dé lam xét nghiém cong thirc mau, va
phan tich DNA cho céc dot bién thuong gip o’-thal (-->**, -4 o"-thal (-a’”, -

42 HbC Pak
a*?, -a s’ P akse

). Nghién cttu cong bd ty 16 xuét hién cua allen -0 14 26,2%,
trong do6 di hop tir -o'™ chiém 20,5% tong sb, ddng hop tir -o™ chiém 2.4%,
di hop tir kép ctia -0 véi cac dot bién khac nhu v6i HbE chiém 2,4%, véi B
thal chiém 0,34%. Tan sé allen -0/ trong nghién ctru chiém ty 1é cao nhét 1a
0,143, sau d6 dén HBE 13 0,072, o thal 1a 0,057, B thal 1a 0,0034, Hb Pakse Ia
0,0017. Téc gia két luan tAn s6 gen -a™* trong nghién ctru 14 cao nhét so véi cac
cong bd trén cac quan thé khac trén thé gisi [107]. Trong mdt nghién ctru tuong
tur & Bic Thai Lan va Lao, tin s luu hanh cua -0/ 13 0,05-0,06 [108].

Allen dot bién (-a"™) trong nghién ciru cua ching t6i déu & dang di hop
tir. Ching t6i chua phéat hién truong hop nao dong hop tir voi dot bién

HPCsy " Tuy nhién, ty 18 nay chi phan anh su luu hanh cua allen dot bién

(-a
trong quﬁn thé bénh nhan mic bénh HbH dén kham va diéu tri tai Bénh Vién.
Chiing t61 dua ra cac nghién ctru tham khao, du cac nghién ctru nay thyuc hién

A ’ A - ’ A 9 M A < A H \ . A <A
trén cac doi tuong khac nhau, dé chi ra rang, dot bién -a °C 13 loai dot bién
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phd bién trong quan thé nguoi Viét Nam, khi két hop véi allen -->** luu hanh
véi ty 16 cao, co nguy co gay bénh HbH thé ning, nhu trong nghién ctru nay,
bénh HbH c6 (-0 /-4 chiém ty 18 cao nhét.

e Dot bién (-0"%)

Bénh nhan HbH mang kiéu gen (-o""®/--S54
toi co ty 1¢ 4/97 (4,1%). Cac nghién ctru ¢ Thai Lan, ty 1¢ bénh nhan HbH
mang dot bién nay 1 0,56% [105], & Trung Qudc 1 6,2% [102], & California 1a
2% [52]. Bénh nhan HbH (-0 ®/--***Y g3p véi ty 16 khac nhau gitra cac quan

) trong nghién ctru ctia ching

thé nghién ctru, va thap hon nhiéu so véi bénh nhan HbH (-0 °/--554).

Allen (—OLHbQS) trong nghién ctru cua ching t61 trén bénh nhan HbH
chiém 2,1%. Ty 1& nay trén quan thé cdp vo chong mang thai trong nghién
ctru cia N.K.H. Hoan 1a 0,2% [81]. Nghién curu tai Malaysia trén 2567 bénh

Q%Y & nguoi gde Malay 1a 0,13%, gbc

nhan o-thalassemia, ty 1€ allen (-o
Trung Qudc 13 0,92%, & nhom khong rd ngudn goc 1a 0,5% va khong gip 6 4
quan thé con lai trong nghién ctru nay [16]. Nhu vay ty 1¢ allen dot bién

HbQsy q&u thap & cac quan thé khac nhau.

(-a
4.135. Vé‘ dé[ blé’n dzém hlém gdp _ac.ZdelT’ _ac,92 G>A’ _ac.426 A>T’ _ac.81 G>T
e Dot bién diem -a°>*" (p.MetlArgfs) trén gen o2

Dot bién (-0**") 1a dot bién méat mot nucleotid (T) tai codon ATG, 1a
codon dau tién & exon 1 gen o2. Pay 1a dot bién dich khung c.2del TpMetfs, lam
thay ddi toan bo trinh tu ctia chudi o globin phia sau dot bién. Trong nghién ciu,
bénh nhan HbH kiéu gen (-->"/-a**") gip vdi ty 16 6,1%. Dot bién nay duoc
thé gi6i ghi nhan chi xuat hién & quan thé nguoi Viét Nam [13].

Pot bién duoc y van mo ta trén 2 ca bénh [109] [110], 1a bénh nhi méc

HbH déu 1a nguoi gbe Viét. Nam 2010, Cornelis va Higgs cong bd (-a*'T)

intA-G

hay (-a ) la dot bién o -thalassemia, 13 1 trong 6 loai dot bién xdy ra tai

codon mé dau ATG, gip pho bién & quan thé ngudi Viét Nam [13].
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Bdng 4.2. Bét bién tai codon mé dau gen aglobin gdy bénh a-thalassemia [13]

Vi tri Pot bién HGVS Phan bo Kiéu hinh
-o*7 Init ATG>GTG c¢.1A>G p.MetlVal Chau Phi o
o7 Init (-2bp) c.-2_-3delAC Bic Phi, PTH ol o

a2 Init ATG>ACG ¢.2T>C p.MetlThr Dia Trung Hai o
o2 Init ATG>A-G c.2delT p.Metfs Viét Nam o
al Init ATG>GTG c¢.1A>G p.MetlVal Dia Trung Hai o
a2 Init ATG>-TG  c.1delA p.Metlfs Pong Nam A o’

o Dot bién diém (-o > ") (p.Arg31Lys) trén gen o2

¢%25"A) 1a dot bién diém trén gen .2, lam thay doi b ba ma hod

Dot bién (-a
AGG thanh AAG, va lam bién dbi acid amin Argnin thanh Lysin. Dot bién nay
chura timg duogc cong bb tai Viét Nam trong cac nghién ciru trude day.

Dot bién (/-0 T duoc mo ta trén 2 ca bénh ngudi Trung Qubc
[111] [102]. Nam 2001, Yongzong Zao md ta dot bién [111] trén mot bé trai 4
tudi c6 thiéu mau hong cau nho nhuoc sic, chua ting phai truyén mau, phat

EA .92 A s A ’ M
SFA/.a%? 974 Nghién ctru cho rang

trién thé chat binh thuong, c6 kiéu gen (-
d6t bién nay co6 thé anh hudng t6i sy ghép ndi chudi mARN & vi tri splicing, vi
n6 nam lién ké véi trinh tu bao ton GT cua intron 1 cta gen a2, nhung khong
tim thdy mot san phdm mARN bat thuong nao bang phuong phap RT-PCR.
Piéu nay co thé do muc d6 anh huong cua dot bién nho, hodc san phrflm mRNA
splicing bat thuong khong bén viing [111]. Nam 2014, trong mot cong bd khac
ctia Jianpei F vé kiéu gen ctia 435 bénh nhan HbH ¢ mién Nam Trung Qudc, da
mo ta 2 dot bién diém hiém trong d6 c6 dot bién (-a*** “*/aa) [102].

A . A . R 426 A>T
e Dot bien diém (-0°%° ")

(p.Terml42Tyr) trén gen a2 tao Hb Pakse

Dot bién (-a~*°*T) 1a d6t bién diém trén gen 02, 1am thay ddi bd ba ma
hoa két thiic TAA>TAT, thay doi acid amin két thuc thanh Tyrosin. Dot bién
nay gy nén tinh trang kéo dai mot cach bat thuong chudi o globin, tao nén

Hb Pakse [112]. Ca dau tién mé ta vé loai Hemoglobin nay 1a tai thanh phd
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Pakse nam & phia nam nudc Lao, va tiép tuc duogc cong bd tai khu vuc céc
nudc Bong Duong.

Hb Pakse va Hb Constanst Spring (HbCs) 14 hai loai Hb bat thuong déu
do dot bién diém tai codon két thuc cia gen a2 gy nén, lan lugt 1a TAASTAT
va TAA>CAA, dan t6i thém vao trinh ty chudi o globin binh thuong 31
amino acid nita. Do d6, mRNA cua hai gen bj dot bién nay trd nén rat khong
bén viing, va lam giam kha ning tong hop thanh chudi o globin. Hai phan tir
Hb nay ciing khong bén viing. Nong do cta ching trong mau ngoai vi rat nho
va khé dé co thé phat hién dugc nhét 1a trong truong hop dot bién di hop tir
[113]. Nguoi mang dot bién di hop tir ctia ca hai loai dot bién nay déu c6 1am
sang va chi sd huyét hoc binh thuong. Thé ddng hop tir ctia ca hai loai dot
bién nay c6 biéu hién nhu nhitng ngudi mang gen o-thalassemia dang mat
doan hai gen, tuy nhién trong truong hop ndy 1a mang hai dot bién mat doan
mot gen trén hai NST khac nhau. Khi 2 dot bién nay két hop voi dot bién
o -thalassemia gay bénh HbH thé (--/a."). Thé HbH nay thudng ¢ biéu hién
1am sang ning hon so véi thé HbH(--/-a) [14].

Co6 mét s bao cao vé ty 1€ xuét hién ctia Hb Pakse tai Viét Nam va trong
khu vuc Péng Nam A. Theo mot bao cédo gan day tir mién Trung Viét Nam,
Nguyen.V.H thay ty 1é giap Hb Pakse tai khu vuc nay khoang 0,34% [107].
Theo mot bao cdo khac tur Thai Lan [114], ty 1€ Hb Pakse gép tai khu vuc nay
1a khoang 0,51%. Dua trén mot cong bd gan day cua Wiwanikit. V [115] vé
su di cu ciia nhom bénh 1y Hemoglobin & khu vuc Péng Nam A, mo hinh
phan bd vé dia 1y ctia Hb Pakse ¢ Trung Qudc c6 thé mot 13 do xu hudng dich
chuyén tir phia Tay (Thai Lan), sang phia Pong (Viét Nam), hodc hai 13 diém
tap trung & Nam Lao va di chuyén sang bén trai (Viét Nam), va bén phai
(Thai Lan). Trong d6 kha nang thir hai dugc xem 1a hop Iy hon do da tung c6
rat nhiéu sy di cu cta ngudi Lao tir Nam Lao sang céc tinh ciia Thai Lan ¢

gan do6 (trong khu vuc Pong Bic). Tuy nhién, cho dén nay van chua cé bao
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céo chinh thirc vé su phd bién cua Hb Pakse & Nam Lao. Véan dé vé Hb Pakse
& khu vuc Pong Duong van dang tiép tuc dugc nghién ctru [115].

Ty 18 phat hién Hb Pakse c6 thé thap hon thuc té, do Hb Pakse c6 thé bi
nhan dinh nhim véi HbCs, do hai loai Hemoglobin bat thuong nay cung di
chuyén dén cung mot vi tri khi dién di Hemoglobin. Do do, k¥ thuat sinh hoc
phan tir ARMS-PCR da mdi cho phép chan doan xac dinh khong nhimg hai loai
Hb nay. Trong mdt nghién ctru trén 144 miu mau & mién Bic Théi Lan, cic mau
nay da duoc xac dinh c6 HbCs bang phuong phéap dién di mao quan (CE), hodc
sac ky long cao ap (HPLC), phat hién 5/144 mau (4,4%) co6 Hb Pakse véi cac
kiéu gen khac nhau, bao gém Hb Pakse, Hb Pakse/HbCs, HbH-HbPakse, HbH-
Hb Pakse-HbE. Nhitng két qua nay cho thiy, Hb Pakse va nhimg thé két hop ¢
thé bi nham voi HbCs. Mic du triéu chimg 1am sang ctia Hb Pakse va HbCs kha
tuong dong nhau, nén phan tich DNA cua tit ca cac truong hop co phét hién
théy dinh cta HbCs hodc Hb Pakse trén dién di mao quan hoac HPLC [116].
Theo mot nghién ctru khac cling tai Thai Lan trén 30 bénh nhan da duoc chan
doan c6 HbCs trude do, duoc phan tich gen o globin bang k¥ thuat giai trinh tu
gen, va so sanh voi k¥ thuat PCR cat enzyme giéi han (PCR-RFLP). Két qua cho
théy c6 5/30 bénh nhan la HbH-Pakse va cac bénh nhan con lai 1a HbH-CS
[117]. Khi thuc hién k¥ thuat phan tich DNA, b ARMS-PCR cua ching t6i
khong phat hién théy bénh nhan c6 HbCs hay HbQs, do d6 bénh nhan da dugc
giai trinh ty toan bd gen o globin, phat hién ra dot bién gy Hb Pakse. Pay 13
bénh nhan HbH-Pakse dau tién duoc cong b trong nghién ctru nay.

A g R 81G>T
e Dot bién diem (-a“>' 77)

(p.Glu27Asp) trén gen ol tao Hb Hekinan

Dot bién (-a*' ) 1a dot bién diém trén gen al, 1am thay d6i b ba mé hoa
GAG>GAT, va lam bién d6i acid amin Glutamic thanh Aspartictic, tao nén Hb
Hekinan . Dot bién ndy ciing c6 thé xay ra tai vi tri twong tu trén gen o2 ciing tai

codon 27 GAG>GAC. Pay 1a mdt loai bién thé hiém ciia gen o globin.
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Hb Hekinan duoc phat hién 1an dau tién nam 1988 bang phuong phap dién
di huyét sdc td trén mot bénh nhan nam 46 tudi tai Nhat [118]. Nam 1989, Hb
Hekinan do dot bién trén gen a2 duge mé ta trén mot ngudi phu nit da den gdc
Trung Qudc ¢ Guyana [119]. Nam 1990, Hb Hekinan do d6t bién trén gen ol
duoc mo ta trén 3 bénh nhan nguoi Trung Qudc & Macao, chiém 13-14% thanh
phan Hb (trung binh 13,3%) [120]. Nam 2003, Fucharoen mé ta mdt bénh nit 25
tudi nguoi Thai Lan c6 thiéu mau hong cau nho nhuoc sic, Hb 8,2g/dL, MCV
68,6fL, MCH 21,6pg, MCHC 31,5%. Dién d1 Hemoglobin chi phat hién c6 HbE
va HbA, khong thiy c6 bang bat thuong nao khac. Phan tich DNA phét hién ¢
su két hop gitta HbE (B26 Glu-Lys) véi Hb Hekinan (a27Glu-Asp) do dot bién
trén gen a2 v6i dot bién o -thalassemia dang -->** [121]. Gan day nhét vao nim
2007, Hb Hekinan dugc mé ta trén 2 bénh nhan Pai Loan v&i dot bién (a27Glu-
Asp) trén gen al, khong c6 Hb Hekinan do dot bién trén gen 2. Nghién ciu
ciing chi ra rang Hb Hekinan chi c¢6 thé dugc phat hién bang dién di Hb bang k§
thuat HPLC, khong phat hién duoc bang phuong phap dién di trén gidy
Cellulose [122]. Trong nghién ctru ndy, lan dau tién chung toi phat hién mot
bénh nhan HbH c6 kiéu gen SEAL_q 81 G T tren gen al, tao Hb Hekinan.

Bang 4.3. So sdnh ty lé kiéu gen cua bénh nhan HbH [102],[105],[95]

Tac gia Ngoc ND  Jianpei F Suthat F  Chui DH
Nam xuit ban 2016 2014 2009 2005
Nuoc V. Nam T. Quéc Thai Lan  California
Tap chi Hemoglobin Hematology  Blood
Bénh nhan HbH (%) 97 435 355 319
Thé mét doan (--/-a.) 31,9 75,6 40 83
SEA o 21,0 54,0 43,6 55
SEA/ g 9,2 21,6 1,42 12
-SEA Ll 1,0 - - -
Thé khong mat doan (/o) 68,1 24.4 60 17
-SEA/_HbCs 54,6 17,9 51 10
-SEA/_HPQs 4,1 6,2 0,56 2

__SEA/_aC.ZdelT 6,1 _ 0528 0,3 1
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4.14.Y nghia phdt hi¢n dt bién gen a globin giy bénh a-thalassemia bang
ky thudt PCR, MLPA, gidi trinh tw gen

Trong nghién ctru nay, budc dau tién ching toi sang loc cac dot bién
thuong gip nhat bang ki thuat PCR. Pay 1a k§ thuat don gian, duoc thuc hién
nhanh chéng, an toan do khong phai st dung chit phong xa, cho phép nhan
dinh két qua mot cach rd rang va chinh xéc, véi chi phi hop 1y. Ngoai ra, viéc
cac dot bién duogc tdi wu trong cuing mot phan tmg PCR da mdi, giup tiét kiém
thao tac, chi phi va thoi gian xét nghiém hon nita. Bén canh viéc st dung cac
mau chtng noi kiém tai mdi lan thuc hién, cac dot bién tim thay con duoc d6i
chiéu bang mot k¥ thuat khic. Piéu nay da khang dinh dugc do nhay, do dic
hiéu va thanh céng cta phuwong phap PCR da mdi trong viéc phén tich cac dot
bién thuong gip trén gen o globin gy bénh HbH. Tuy nhién, pham vi phat
hién ctia k¥ thuat PCR nay chi khu tra trong 7 dot bién thuong gip. Néu bénh
nhan mang dot bién nim ngoai nhom nay, thi tuy theo ban chét ciia dot bién
con lai c6 thé 1a dot bién o’ hay o'-thalassemia, ma chung toi s& tiép tuc lira
chon cac k¥ thuat tiép theo 1a MLPA hodc giai trinh ty gen dé phan tich, cho
phép kiém ching cic dot bién da biét va phat hién cac dot bién chua biét.
Chung t6i da phat hién mot s6 dot bién hiém giap duoc phét hién bang hai k§
thuat nay.

Nho viéc ap dung thanh cong cac k¥ thuat noi trén, cac bénh nhan HbH
d3 duoc chan doan xac dinh bénh va thé bénh 1a HbH mat doan hay khong
mat doan. Bénh nhan dugc chan doan sém, dong vai trd quan trong trong
cong tac diéu tri, tién luong, tu van va quan 1y bénh. Ngoai ra, viéc phat hién
cac dot bién thuong gip, nghién ctru con cong bd nhitng dot bién hiém gap,
lam phong pht hon nhiing hiéu biét vé cac dot bién gay bénh trén bénh nhan

o-thalassemia Viét Nam.
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4.2. V& moi quan hé kiéu gen, dic diém 1dm sang va huyét hoc ciia bénh HbH
4.2.1. Pic diém chung ciia bénh HbH
4.2.1.1. Bdc diém vé tudi vao vién

Tudi nhap vién trung binh ctia 97 bénh nhan HbH 1a 7,61+8,84. Tudi nhap
vién nho nhat 14 0,3 tudi va 1én nhét 1a 53 tudi. Bénh nhan HbH trong nghién
ctru bao gém bénh nhén tré em (< 18 tudi) chiém 88.6%, va bénh nhan 1a
ngudi truong thanh (> 18 tudi) chiém 11.3%. Su phan b vé do tudi vao vién
ctia bénh HbH rat thay d6i, do cac dau hiéu 1am sang cua bénh rat khac nhau
tuy vao tung thé bénh, din dén co nhitng bénh nhan phai nhap vién tu rat
som, va nguoc lai. Pac diém nay ciing twong ty v4i cac nghién ciru khac, nhu
ctia Chen véi 114 bénh nhan HbH phén bd tir so sinh dén 80 tudi [51], cua Au
W. trén 90 bénh nhan HbH phén bd tir 4 dén 83 tudi, v6i hon 50% sb bénh
nhan >20 tudi [123], cua Kanavakis trén 75 bénh nhan HbH trong d6 70 bénh
nhan<18 tudi va 5 bénh nhan >18 tudi [98]. Theo nghién ctru ctia DB Truc vé
dic diém 1am sang cua 46 tré mac HbH Viét Nam nam 1996, tudi nhap vién
cha yéu tir 4-6 tudi chiém 34,2%, tir 1-3 tudi chiém 23,4%, ngoai ra cling c6
tré nhap vién sau 10 tudi [8]. Trong nghién ctru cua ching toi, dbi tuong bénh
nhan c6 d6 tudi rong hon, khong chi 1a tré em mic HbH dén kham va diéu tri
tai Bénh Vién, ma con c6 ca nhitng ngudi trudng thanh dén thuc hién cac xét
nghiém chan doan, tuy nhién nhom >19 tudi nay chi chiém 11,3% tong s
bénh nhan. Khi so sanh tudi nhap vién cua bénh nhi mic HbH noi chung voi
bénh nhi méc B thalassemia, bénh nhi mic HbH c6 dd tudi nhap vién mudn
hon. Theo N.C. Khanh, c6 73,7% sb bénh nhi mic B thalassemia nhap vién
trong nam tudi dau tién [124], trong khi chi ¢6 6,3% bénh nhi mac HbH nhap
vién ¢ ltra tudi nay [8]. Trong nghién ctru ndy, chi ¢ 2,06% bénh nhi mic
HbH nhép vién ¢ Itra tudi <1 tudi.

David. J. W ciing dua ra nhan dinh, tai thoi diém sinh, nhitng tré s& phat
trién thanh bénh HbH thudng c6 cac chi s6 huyét hoc twong dbi binh thuong,

khéng c6 cac ddu hiéu bat thuong khac. Chan doan chi c6 thé dya trén dién di
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huyét sic t6 va phan tich DNA. Cac d4u hiéu 14m sang thuong phat trién sau
nam dau tién, va co thé ¢ nhitng nam tiép theo rat khac nhau tuy theo ting thé
bénh va ting c4 thé. Hau hét cac bénh nhan dén kham vi phat hién tinh trang
thiéu mau hdng cau nhd nhuge sic khi duoc xét nghiém coéng thirc mau vi
mot 1y do bénh 1y nao d6 khac, hodc boi vi bt dau xuat hién nhimg dau hiéu
ctia tinh trang thiéu mau cap hay man tinh. O tré nho thi ddu hiéu thiéu mau
cap tinh thudng phd bién hon [14].

Khi so sanh tudi nhap vién trung binh ctia 2 nhom bénh (--/-a) va (--/-a.'),
ching t6i thay co su khac biét, lan luot 1a 10,58+12,3 va 6,145,8, tuy nhién su
khac biét nay khong c6 y nghia thong ké (p=0,063>0,05). Trong nhom bénh
nhén tré em, tit ca cic bénh nhan < 1 tudi déu thudc nhém (--/-a."). Trong
nhém tir 1 - < 18 tudi, bénh nhan thudc nhom (--/-a.") ludn cao hon nhém (--/-
o). Trong nhém bénh nhan truong thanh > 18 tudi, nhom (--/-a) ¢6 7 bénh
nhan, nhom (--/-o.") c6 4 bénh nhan. Su khac biét nay khong c6 ¥ nghia thong
ké (p=0,351>0,05).
4.2.1.2. Bdc diém vé gidi

Bénh a-thalassemia 1a bénh di truyén lan trén NST thuong. Trong )
97 bénh nhan HbH c6 50 bénh nhan nam chiém 51,5% va 47 bénh nhan nir
chiém 48,5%. Ty 1& nam nit trong nghién ctru: Namy/Nit = 1,06 lan. Trong
nghién ctru cua D.B.Truc, ty 1¢ Nam/N&t = 0,91 [8]. Khi xem xét ty 1€ gidi
nam va nit & tung nhém bénh, nhém (--/-a), ty 1€ nam cao hon nir. Nguoc lai
& nhom (-/-a"), ty 1é nam thap hon nit. Sy khac biét nay khong c6 ¥ nghia
théng ké (p = 0,239 >0,05).
4.2.1.3. Bdc diém vé dich té

Trong nghién ctru, dia phuwong c6 ty 1¢ bénh nhan mac HbH cao nhét 1a
Ha Noi (25,8%), tiép theo 1a Bac Giang (9,3%). Nghién ctru ciia D.B. Truc,
Ha Noi cling 1a dia phuong c6 ty 1€ bé¢nh nhan mic bénh cao nhat (43,4%).
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Trong nghién ciru, ty 1¢ bénh nhan nguoi Kinh chiém cao nhat 1a 74,2%,
& ngudi dan tdc it nguoi 1 25,8%, trong d6 ngudi dan toc Tay 1a 13,4%, tiép
theo 1a nguoi dan tdc Thai 1a 5,2%. Ty 1€ nay trong nghién ctru ciia ching toi
tuong dong voi nghién ctru caa DB Truc, ty 1& nguoi kinh 1a 84,7%, ty 18
bénh nhan & nhom dén tdc it ngudi 13 15,3%, trong d6 ngudi Tay chiém ty 18
cao nhat 7,2% [8].

4.2.2. Mt 56 diic diém lam sang ciia bénh nhian HbH
4.2.2.1. Déc diém vé truyén mdu

Pic diém truyén mau ciia bénh nhan mac HbH trong nghién ctu rat thay
d6i. S6 1an truyén mau trung binh trong mot ndm cua mot bénh nhan HbH
cling ¢o thé rat khac nhau ¢ ngay trong cing mot thé bénh. Vi vay, dé co thé
so sanh vé dic diém truyén mau ndy, ching t6i di quy udc s6 1an truyén mau
trung binh trong mdt ndm cua bénh nhan bang tong s6 1an truyén méau cia
bénh nhan tinh dén thoi diém nghién ctru, chia cho s6 tudi ctia bénh nhan do
tinh theo don vi nam.

Trong 97 bénh nhan HbH, c6 31 bénh nhan chua timg phai truyén mau (s6
lan truyén mau =0) chiém 31,9%. C6 66 (68%) bénh nhan phai truyén mau it
nhét 1 1an (s6 1an truyén mau >0). Cac bénh nhan nay phan bd & ca 2 nhom bénh
HbH. S6 bénh nhén chua timg phai truyén mau ¢ hai nhom bénh 14 twong duong
nhau, 16 bénh nhan & nhdm (--/-a) va 15 bénh nhan & nhém (--/-a"). S6 bénh
nhan phai truyén mau ¢ nhom (--/-a") cao gap 3,4 1an so véi nhom (--/-ar).

S6 lan truyén mau trung binh cta bénh nhan nghién ctu 1a 2,3+3,59
lan/nam. Khi xem xét chi s6 ndy ¢ tirng nhom bénh, nhom (--/-a.") ¢6 s6 lan
truyén mau trung binh la 2,8843,7, cao hon nhém (--/-at) 1a 1,0943,0. Sy khac
biét nay cd y nghia thong ké (p=0,014<0,05).

Theo mét nghién ctru nam 2011 vé su da dang biéu hién cta bénh HbH &
tré em, c6 khoang 3% bénh nhan mac HbH thé (--/-o) déu phai truyén mau it
nhat 1 1an tir khi sinh cho dén nam 20 tudi, trong khi 80% s6 bénh nhan HbH
thé (--/-a") can phai truyén méu trong giai doan nay [106]. Cu thé theo nghién
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ctru trén 125 bénh nhan HbH thé (--/-o) va 145 bénh nhan HbH thé (--/-a."), ¢6
29% s bénh nhan (--/-at) va 50% sb bénh nhéan (--/-a.") da timg phai truyén
mau [105]. Mot nghién ctru vé bénh HbH trén 37 bénh nhan véi tudi trung binh
13 40 tudi, thdy c6 10 bénh nhan da ting phai truyén mau nhung da ding truyén
mau tai thoi diém nghién ctru. C6 4 bénh nhan thudc nhom (--/-o) can phai
truyén mau ngan han trong thoi ky mang thai. C6 2 bénh nhan phu thudc truyén
mau thudc nhém (--/-a."). Tuy nhién, nghién ctru nay két luan khong tim thiy
mdi tuong quan gitta phy thudc truyén mau va kiéu gen (p=0,665) [125].
4.2.2.2. Mirc d¢ thiéu mdu

Phan loai mirc d6 thiéu mau duoc danh gia bang néng d6 Hb mau (Hb):
Thiéu mau rat nang <30g/dL, thiéu mau nang: tir 30-59g/dL, thiéu mau trung
binh: tir 60-89g/1it, thiéu mau nhe/khong thiéu mau: >90g/dL [126].

C6 23,7% bénh nhan chi c6 biéu hién thiéu mau nhe, hodc khong co
thiéu mau trén 1am sang, tap trung & nhom bénh nhan tinh co phat hién thong
qua cac xét nghiém mau co ban, nhiing bénh nhan nay thuong khong co tién
str truyén mau. C6 68% bénh nhan nghién ctru ¢ biéu hién thiéu mau ¢ mic
d6 trung binh, ndm trong nhom bénh nhan tré em. Con sb nay trén nghién ctru
ctia D.B.Truc 14 63% [8]. C6 8,2% bénh nhan c6 biéu hién thiéu mau ning
hodc rét nang, phu thudc truyén mau hang thang. Do tinh chét thiéu mau kéo
dai, tir tir, nén c6 nhitg bénh nhan c¢6 triéu chimg tir ngay nam dau tién,
nhung cho dén thdi diém vao vién thong thuong trong khoang tir 3 dén 5 tudi
van khong phai truyén méu.

Khi so sanh véi 2 thé bénh P thalassemia va HbE/p thalassemia, nhiing
bénh nhan HbH c6 mitc d6 thiéu mau it hon. Co 68% bénh nhan HbH ¢6 mic
d6 thiéu mau trung binh, 8,2% thiéu mau ning, trong khi & bénh nhéan
B thalassemia thi c6 téi 71,1% ¢ muc thiéu mau ning, va 28,9% thiéu mau
vira. Cling nhu vay ddi v4i bénh nhan HbE/B thalassemia, sb bénh nhan
thiéu mau ning chiém 68,3%, thiéu mau vira chiém 30,6%. Ca 2 nhém

B thalassemia va HbE/B thalassemia khong co bénh nhan ¢ muc d6 thiéu mau
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nhe hodc khong cé thiéu mau [8, 124]. O mdt sb truong hop thiéu mau nang
ctia bénh HbH véi Hb trong khoang tir 30-59¢/L, c6 thé giai thich 1a do dién
bién ctia qua trinh tan mau xay ra tir tir, thiéu mau khéng xay ra nhanh hay dot
ngdt nén bénh nhan thudng thich nghi dugc véi tinh trang thiéu mau, va chi
dén vién khi ndng do hemoglobin xudng qua thap.

Khi xem xé&t tinh trang thiéu mau theo nhom bénh, chung t61 nhan théy o
ngudng Hb = 90 g/L, su khéac biét co ¥ nghia thong ké vé mirc d6 thiéu mau
giita 2 nhom bénh, véi p=0,004<0,05. O ca 2 nhém bénh, sd bénh nhan cd
Hb<90g/L déu cao hon so véi nhém bénh nhan c6 Hb >90g/L, dac bi¢t & nhém
(--/-a"), bénh nhan c6 Hb<90g/L cao hon so gap 5,6 1an véi nhom Hb>90g/L.
4.2.2.3.Gan to

57,8% bénh nhan HbH c6 gan to sd thiy duoc trén 1am sang. Trong do,
s6 bénh nhan c6 gan to & mitc 1-2cm dudi bd suon & ca 2 nhom bénh gip phd
bién hon, chiém 34% trén téng s6. Khi xem xét & ting nhom bénh, s6 bénh
nhan c6 gan to sd thiy dugc trén 1Am sang gip ¢ nhom (--/-a') cao hon &
nhém (--/-o), 1an luot 13 71,1% va 28,9%. Ngoai ra, sy khac biét vé cac mic
dd gan to & nhom (--/-a) cé sy chénh 1éch rd rét hon, trong khi & nhom (--/-
ocT) cac muc d§ gan to khong co su chénh 1éch dang ké. Su khac biét ¢ y
nghia théng ké vai p=0,001.

4.224. Ldch to

Nhiéu tac gia dd nhan xét rang lach c6 vai tro to 16n trong qué trinh tan
mau cla bénh thalassemia va cac bénh hemoglobin bat thuong khac. Trong
nhimng truong hop ndy, lach 1a co quan giit lai va phan huy cac hong cau bat
thudng nhu: mang hong cau mat tinh dan hoi, co hat bam & mang va nguyén
sinh chét, bién dang nang. Mt khac, khi c6 biéu hién tan mau, hé théng noi mo
dai thyc bao & lach tang cuong hoat dong lam cho lach to thém. Do do, cac
truong hop ¢6 tan mau 6 at hodc tan mau man tinh déu c6 lach to [74]. Nghién
ctru cua chung to1 phat hién 52,5% bénh nhan HbH c¢6 lach to so théy trén lam
sang. Cac bénh nhan HbH c6 lach to & muc do 1-2cm (27,8%) gdp nhiéu hon &
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mirc 4o >3cm (24,7%) dudi bo suon. Khi xem xét ¢ timg nhom bénh, s6 bénh
nhan c6 lach to tip trung cha yéu ¢ nhom (--/-a'), chiém 68,1%, con & nhoém
(/-0 14 19,3%. Sy khac biét nay c6 y nghia thong ké p<0,001. Két luan nay
cling pht hop véi cac nghién ciru khéc; lach to gip phd bién ¢ nhom (--/-a")
ctia bénh HbH va lién quan dén mirc do nang cua bénh [36, 78, 106].

Bang 4 4. So sdnh murc do gan ldch to trén bénh nhan HbH

N.D.Ngoc Vichai [36] DB.T 8]
(/) (o) (le)  (--ad) HbH
N 31 66 83 64 46

Gan to

1-2ecmDBS 7 (22,5%) 26(39,3%) 19 (22,9%) 30 (46.9%) 16 (34.8%)
>3 cmDBS  2(6,4%) 21 (31,8%) 2(2,4%) 30 (46.9%) 16 (34.8%)
Tong sb 56 (57,7%) 81 (55,1%) 32 (69,6)
Lach to

1-2cmDBS 4 (12,9%) 23 (34,8%) 12 (14,5%) 30 (46.9%) 12 (26.0%)
>3 cmDBS  2(6,4%) 22(33.3%) 2(2,4%) 28 (43.8%) 29 (63%)
Tong sb 51 (52,5%) 72 (48,9%) 41 (89,1%)

Trong nghién ctru ciia D.B.Truc, s6 bénh nhan c6 gan to va lach to déu
cao hon trong nghién ctru cua chung t6i, 1an luot 69,6% va 89,1% so voi
57,7% va 52,5%. C6 thé do nghién ctru cia D.B.Truc tip trung chu yéu 1a cac
bénh nhi v6i biéu hién 1dm sang rd rét phai dén kham va diéu trj tai Bénh
Vién, trong khi d6i tugng nghién ciru ciia chiing tdi bao gdm ca nguoi 10n, 1a
nhimg d6i twong tinh c& phat hién qua xét nghiém mau, khong ¢ hodc chi co
thiéu mau rat nhe trén 1am sang. Khi so sanh véi mot nghién ctru khac twong
tu ctia Vichai [36], ¢c6 su phian nhém bénh HbH, s6 bénh nhan c6 gan to
(55,1%) va lach to (48,9%), tuwong tu voi ty 1€ trong nghién ctru cua chung toi.

Ciing nhu su phan bd vé mirc d6 gan lach to trong timg nhom bénh cling phu
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hop véi két luan chung, biéu hién gan lach to gap pho bién ¢ nhom (--/-o.')
ctia bénh HbH va lién quan dén mirc do ning cua bénh.
4.2.2.5. Bién dang xwong

“Bd mat Thalassemia” 1a mot trong nhiing biéu hién bién dang xuong
dién hinh nhét ctia bénh thalassemia, véi cac biéu hién nhu séng miii tet, tran
do, ham vau. Cac biéu hién nay c6 thé xuat hién don doc hoic két hop tuy
theo mtrc d6 ndng nhe ctia bénh. Trong nghién ctru nay, chung t61 chi xem xét
viéc ¢6 hay khong cod biéu hién “bd mat thalassemia”. C6 42,2% bénh nhan
trong nghién ctru c6 by mat thalassmeia, 60,6% s6 bénh nhan nay tap trung
cha yéu & nhéom (--/-a."), 6,4% sb bénh nhan nay tap trung ¢ nhom (--/-a). Su
khac biét nay c6 ¥ nghia théng ké (p<0,001). Ty 1é nay trong nghién ciru cia
D.B. Truc la 60,8% va khong phan nhém bénh [8]. Trong nghién clru phan
nhém bénh cua Vichai, ty 1¢ chung cta biéu hién nay la 27,2%, trong do tap
trung cha yéu ¢ nhom (--/-a.") 13 60,9% va & nhom (--/-ar) 1a 1,2% [36].
4.2.3.Vé mét sé diic diém huyét hoc ciia bénh nhin HbH
4.2.3.1. Phén bo Hb (g/dL)

Hemogloin (Hb) trung binh cua bénh nhan HbH & tit ca cac do tudi
trong nghién ctru déu thap hon so véi gia tri Hb trung binh cta nguoi binh
thuong ¢ cac d6 tudi twong tmg. Hb trung binh chung cua nghién ctu 1a
80,56+17,81g/dL, trong khoang tir 45-136g/dL. Gia tri nay trong nghién ctu
cua D.B. Truc 1a 62,1£17,8g/dL, trong khoang tir 25 - 87g/dL [8].

C6 su khac biét co ¥ nghia vé nong d6 Hb méau giita nhoém (--/-o) va
nhém (--/-a.'). Hb trung binh cua nhom (--/-a) 1 86,46+14,93 g/dL, cao hon
ciia nhém (--/-a') 1a 74,92+12,75g/dL. Nhin chung Hb & nhom (--/-a) ludn
cao hon so véi nhom (--/-o.") & moi ltra tudi. Trong nhom (--/-ar), ndng d6 Hb
trung binh ting dan rd rét khi tudi ting. Tuy nhién, & nhom (--/-a'), chi sd

nay khong thay d6i dang ké giira cac Ira tudi. Theo trinh tu, sy khac biét vé
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ndng d6 Hb trung binh giira 2 nhom ciing ting 1én theo do6 tudi, va c6 y nghia
théng ké (p=0,004<0,05). Két qua nay ciing twong tu voi cac cong bd khac
khi so sanh hai thé bénh cua bénh HbH [51, 106, 127].

4.2.3.2. Phén bo Hematocrit HCT (%)

63,7% bénh nhan c6 HCT nam trong khoang <40%, trong d6 co 8
(8,1%) bénh nhan c6 HCT dudi 20%, phu hop véi muc do thiéu mau nang.
Mirc d6 giam cua HCT déu twong duong voi do giam cia Hb trong mau. Vi
vay, trong bénh HbH, ngoai dua vao luong HGB dé danh gia muc dot thiéu
mau con c6 thé dua vao gia trj cia HCT dé danh gia mirc @6 thiéu mau, chinh
xéac hon 1 dua vao sd luong hong cau. Trong nghién ctru ctia D.B. Tryc, tat
ca cac gia tri HCT déu <36% trong d6 ¢6 9 bénh nhan c6 HCT<20% [8].

HCT trung binh cua 97 bénh nhan HbH la 28,45+5,58% (14,6-59,4%).
Gi4 tri nay trong nghién ctru cua D.B. Truc 1a 23+0,07% (0,8-38%). Khi xem
xét ndng d6 HCT trung binh theo nhom tudi, nhin chung HCT ¢ nhém (--/-a)
ludn cao hon so voi nhom (--/-a") & moi ltra tudi. Trong mot nghién ciru khac
trén bénh nhan HbH cua Thai Lan, chi sé ndy ¢ timg nhom bénh lan luot 1a
30,2+3,7 va 29,54+3,4 [36]. Trong nhém (--/-a), HCT trung binh tang dan rd
rét khi tudi ting. O nhom (--/-a'), chi s6 nay thay déi it hon gitta cac lta tudi.
Trung binh HCT gifra cdc nhom tudi va nhom bénh co su khac biét, tuy nhién
khong c6 ¥ nghia thong ké (p=0,13 > 0,05). Nhin chung, HCT 1a mdt chi s it
dugc dé cap dén trong cac nghién ctru vé bénh HbH, do gid tri cua chi s6 nay
dugc st dung dé danh gid murc do thiéu mau, dugc st dung dé hd tro cung voi
cac chi s6 khac dé danh gi tinh trang thiéu mau.
4.2.3.3. Phdn bo vé sé lwong hong cdu (RBC) x10"/lit

56,7% s6 bénh nhan c6 sé lugng hong cdu nam trong khoang tir
3-4,9x10'*/1it, tap trung & nhom bénh nhéan c6 biéu hién thiéu mau trung binh,

phu hop véi cac chi s6 HGB va HCT. C6 6,2% bénh nhan c¢6 s6 luong hong
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cau dudi 3x10'%/1it, phtt hop voi nhém bénh nhan c6 biéu hién thiéu mau ning
va rat nang. Co6 37% sb bénh nhan ¢6 s6 luong h(‘A)ng cau >5x10"/1it, tap trung
& nhom bénh nhéan c6 biéu hién thiéu mau nhe hodc khong thiéu mau.

RBC trung binh ctia cac bénh nhén trong nghién ctru 1a 4,47+0,99. RBC
trung binh cta nhém (-/-o) 1a 5,3+0,55, cao hon cua (-/-a') 1a 4,08+0,91.
Trong mdt nghién ctru khac trén bénh nhan HbH cta Thai Lan, chi s6 nay lan
luot 1a 5,41+0,58 va 4,240,7 [36]. Khi xem xét RBC trong cac nhom tudi, trung
binh RBC tiang dan khi tudi tang. S6 lugng hong cau RBC 1a mot chi sd it duoc
dé cap t6i trong cac nghién ctru vé bénh HbH. Chi s6 nay gop phan vao viéc
danh gia thém vé tinh trang thiéu mau trén 1am sang. Mot chi s6 lién quan khac
vé hong cau, nhu dém héng cau ludi, thay d6i hinh dang héng cau, do sitc bén
tham thau cua h6ng cau la nhiing chi $6 O gia tri trong chan doan bénh hodc dé
danh gid tinh trang thiéu mau. Trong bénh HbH c6 kém theo nhiing s thay d6i
cua hé)ng cau, nhu h6ng cau nhuoc séc, kich thudce khong déu, co héng cau hinh
bia, tuy nhién khong duoc dé cap trong khudn kho ctia nghién ctru nay [128].
4.2.3 4. Phdn bé vé thé tich trung binh hong cau (MCV) fL

MCV 1a mot trong nhitng chi s6 hiéu qua nhat dé phéan loai thiéu mau
dua trén hinh thai té bao hong cau [129]. Thiéu mau hdéng cau nho khi hong
cau c6 kich thuéc <80fL. Hong cau co kich thudc binh thuong khi MCV dat
80-95fL [126]. Trong nghién ctru ndy, 97,9% cac bénh nhan déu ¢ thiéu mau
hong cau nhé MCV<80fL. Trong sb nay, c6 40,2% sd bénh nhan c6 chi sd
MCYV nim trong khoang tir 65-77 fL va ¢ 26,8% sd bénh nhian c6 MCV nam
trong khoang tir 55-64fL. MCV trung binh cua 97 bénh nhan nghién ctru la
64,5+11,27 fL (34-100fL), nh6é hon han so véi ngudi binh thudong (70-100fL),
thay do6i tuy Iira tudi. Két qua nay phi hop véi nghién ctru cua D.B.Tryuc trén
tré mic HbH tai Viét Nam, c6 MCV trung binh 1a 73,6+7,8fL. Hodc trén cac
bénh nhan HbH ctia Thai Lan, MCV trung binh 71-72fL [78§].

MCV trung binh, giéi han MCV ctia bénh nhan HbH & tat ca cac do tudi

déu nam dudi khoang gia tri binh thuong ctia ngudi binh thudng ¢ ciing do tudi
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tuong tmg. Khi xem xét MCV trong cac nhom tudi, ta thiy trung binh MCV
tang dan khi tudi ting. Trung binh MCV giita cic nhém cé su khac biét co
nghia thong ké (p=0,008< 0,05). Khi phén tich theo nhém bénh, nguoc lai voi
mot s6 chi sé huyét hoc khac, MCV trung binh ctia nhém (--/-ot) thip hon so
v6i nhom (-/-a.), 1an luot 1a 58,06+£9,19 va 67,53+10,93fL. Su khéc biét nay
c6 ¥ nghia théng ké véi p<0,001. Tinh trang niy duoc ghi nhan ¢ nhidu nghién
ctru khéc, 14n luot 14 54,0 fL; (46,0-76,0) va 65,2; (48,7-80,7) nhu trong nghién
ctru cua Vichinsky nam 2014 [127]. Hodc lan luot 1 63,6+5,6 va 73,8+6,7
(p<0,001) nhu trong nghién ctru ctia Chen nim 2000 [51], va mot sé nghién
ctru twong tu [36, 52, 106]. Piéu nay ciing dugc Chen gidi thich trong cong
bb ctia minh rang do nhém bénh (--/-a") c6 biéu hién tan mau niang hon nhém
(--/-a). Khi phén tich vé mdi twong quan gitta nhom bénh va nhom MCV,
chung t61 théy 0 nguong MCV=70fL, c6 su khac biét gitra 2 nhom bénh. So
bénh nhan c6 MCV<70 nhiéu hon s6 bénh nhan c6 MCV>70, 1an luot 14 57,7%
va 42,3%. Su khac biét nay co y nghia théng ké (p<0,001).
4.2.3.5. Phdn b vé huyét sdc t6 trung binh hong cau (MCH) pg

Chi s6 MCH néi 1én luong Hemoglobin chita trung binh trong mdi hong
cdu & mau ngoai vi. Chi s6 ndy phu thudc vao thé tich trung binh hong cau va
néng d6 hemoglobin trung binh hong cau. O nguoi binh thudng chi sé nay
nam trong khoang tir 27-30pg. Pay 1a mot trong cac chi sd quan trong ciing
v6i chi s6 MCV danh gia tinh trang thiéu mau hong cau nhé nhuge sic cia
bénh nhan. Cac bénh nhan trong nghién ctu déu co biéu hién héng cau nhuoc
sic nang. C6 99% cic bénh nhan trong nghién ctru c¢6 chi s6 MCH thap
<27pg. Trong d6 c6 57,7% bénh nhan c6 MCH rat thap trong khoang tir
15-19,9pg. Tiép theo c6 32% bénh nhdn c6 MCH nam trong khoang tir
20-26,9%. Chi ¢6 1% c6 MCH dat muc binh thuong tir 27 - >229pg. Khong c6
bénh nhan nao c6 MCH dat gia tri >30pg. MCH trung binh ctia 97 bénh nhan
nghién ctru 13 18,6143,44pg, dao dong trong khoang tir 13,90 - 34,00 pg, thap
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hon han so v6i ngudi binh thuong. Két qua nay thap hon so v6i nghién ciu
cta D.B. Truc trén tré em mic HbH 1a 21,75+3,82 pg, va ¢ tré binh thuong la
tir 28-36pg. MCH trung binh, giéi han MCH ctia bénh nhan HbH o tat ca cac
d6 tudi déu nam dudi khoang gia tri binh thuong cua nguoi binh thudng &
cung do tudi twong tmg. Trung binh MCH giita cdc nhom c6 sy khac biét ¢6 ¥
nghia théng ké (p=0,024<0,05).

Khi phén tich theo nhém bénh, MCH trung binh ctia nhém (--/-a.") cao
hon cta nhém (--/-a), 1an luot 1a 19,23+3,51pg va 17,28+2,93pg (p<0,009).
Tinh trang nay ciing dugc ghi nhan twong ty & nhiéu cac nghién ciru khac, 1an
lugt 1a 20,2+1,8pg va 18,7+1,7pg (p<0,001) nhu trong nghién ctru cua Chen
[51], hodc 18,6pg (14,8-24,8) va 16,6pg (14,3-24,7) trong nghién cuu cua
Vinchinsky [127]. Khi phén tich vé mdi twong quan giita nhom bénh va nhom
MCH, chung t6i thdy, & ngudng MCH=19 c6 su khac biét giira 2 nhom bénh.
S6 bénh nhan ¢6 MCH<19 nhiéu hon s6 ¢c6 MCH>19, lan lugt 1a 62,9% va
37,1%. Su khac biét nay c6 ¥ nghia théng ké (p<0,05).
4.2.3.6. Phdn bé vé nong do hemoglobin trung binh hong cau (MCHC) %

Chi s6 MCHC hay con goi 1a d6 bido hoa hemoglobin trung binh hong
cau, cho biét mirc do bao hoa Hb cia mdi hong cau trudng thanh. Tbi da mdi
hong cau c6 thé chira dugc mot luong Hb bang 36% trong lugng ciia hong
cau. Chi s nay duogc sir dung dé danh gia mirc d6 nhuoc sic hay binh sic cua
hdéng cau. Thiéu mau nhuge sic khi MCHC<30%. C6 62,9% cac bénh nhan
trong nghién ctru ¢6 chi s6 MCHC thap <30%. Trong d6 c6 60,8% bénh nhan
c6 MCH trong khoang tir 20-29,9%. C6 2 bénh nhian c¢6 MCHC thap duéi
20%. C6 37,1% b¢nh nhan ¢c6 MCHC dat muc binh thuong >30%, trong dé
chi yéu nam trong khoang tir 30-32% chiém 30,9%. Trong nghién ciru cta
D.B.Truc, khong c6 bénh nhi nao c6 MCHC dat gié tri trén 30%, cé thé do
trong nghién ctru nay, tat ca cac bénh nhan déu 1a tré em. Nhirng bénh nhéan

nay khi dén kham hau hét déu vi cac triéu chiig thi€éu mau, do d6 céc chi so
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lién quan dén tinh trang thiéu mau hong cdu nho nhuoc sic thudng rat rd
rang. Con trong nghién ctru cta chung toi, ¢ 11,3% bénh nhan >19 tudi.
Trong d6 c6 nhitng bénh nhan chi tinh cd phat hién trinh trang bénh qua xét
nghiém, tinh trang thiéu mau hong cau nho nhugc sic khong dién hinh.

MCHC trung binh chung cta 97 bénh nhan trong nghién ctru la
28,894+2,63%, dao dong trong khoang tur 18,9-35,2%, thép hon so v&i nguodi
binh thuong. MCHC trung binh cua nhom bénh nhi trong nghién ctu cua
D.B. Truc la 25,8+4,1%, & tré binh thuong 1a tir 30-37%. MCHC trung binh
chung, giéi han MCHC ctia bénh nhan HbH & tit ca cac do tudi déu nim dudi
khoang gia tri binh thudng cuia ngudi binh thudng ¢ cing do tudi twong Gng.
Khi xem xét MCHC trong cac nhém tudi, ta thay trung binh MCHC gitta cac
nhom khong c6 su khéc biét ¢ y nghia théng ké (p=0,664 > 0,05). Khi phan
tich MCHC trung binh theo nhom bénh, MCHC trung binh ctia nhém (--/-a)
cao hon ctia nhom (--/-a.), 1an luot 13 29,66+2,93% va 28,51+2,42 (p<0,05).
Két qua nay ciling tuong (mg voi cac nghién ctru nghién ciru trén bénh nhan
HbH ¢ Thai Lan 30,1+1,3 & nhém (--/-o) va 29,5+3.4 & nhom (--/-o') nhu
trong (p<0,001) [36], tuong tu trong nghién ctru trén bénh nhan HbH & Trung
Quéc lan luot 1 29,3+1,7 va 27,3+6,7 (p<0,001) [51]. Khi phén tich vé mdi
twong quan gita nhém bénh va nhom MCHC, chung t6i thdy & ngudng
MCHC=30, c6 su khac biét gitta 2 nhém bénh. S6 bénh nhan c6 MCHC<30
16n hon s6 c6 MCHC=30, lan luot 1a 61,9% va 38,1%. Su khéc biét ndy c6 y
nghia thong ké (p<0,05).
4.2.3.7. Phdn bé vé thanh phan Hemoglobin (%)

HbA2 trung binh trong nghién ciru 1a 1,86+1,27%. Nhin chung, hau hét
cac bénh nhan HbH déu c6 HbA2 giam nhe so voi binh thuong (2,1£0,5%).
Co6 44,3% bénh nhan HbH c6 HbA2 nam trong khoang tur 1-1,9%, 10,3%
trong khoang dudi 1%. S6 bénh nhan c6 HbA2 nam trong khoang binh
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thuong tir 2-3% chiém 32%. Két qua cta ching t6i phu hop véi két qua cia
cac nghién cuu khac (Bang 4.5).
Bdng 4.5. So sdnh thanh phan hemoglobin trén bénh nhdan HbH

Thanh Mean £ SD
phin Hb ~ N.D. Ngoc  D.B.Truc [130] Vichai L.[36] Chen [51]
HbA1 88,44 + 6,29 85,1 £64 87,3+94 -
HbA2 1,86 + 1,27 1,4+0,7 1,45+£0,6 1,05 £0,35
HbH 8,29 +£ 5,65 11,6 £5,7 11,49+581 11,6 £5.,8
HbBart’s 023+ 132 0-11,6 5714227 1,69+ 1,7
Hb F 0,97 +£2,92 - 1,12+0,95 1,8+1,7

Dic biét co 5,1% sb bénh nhan c6 HbA2 > 3,5%. HbA2 thong thuong tang
1én trong bénh B thalassemia. Vi vdy ¢ nhiing truong hop dién di hemoglobin
théy c6 xuat hién HbH, kém theo c6 tang HbA2 > 3,5%, can xem xét kha nang
két hop véi tinh trang mang gen hodc mic bénh B thalassemia. Trong trudng hop
nay, bénh nhan can dugc 1am xét nghiém di truyén dé khang dinh tinh trang trén.

Thanh phan HbH 1a mét thanh phan hemoglobin quan trong hién dién &
hau hét bénh nhan mic HbH va 1a mét trong cac tiéu chuan dé chan doan xac
dinh bénh. Nam1992, Fucharoen va cong su cong bo do nhay cua xét nghi¢m
thé HbH ¢ nguoi o’-thalassemia (--/at) 1a khoang 90% [7]. Hién nay, viéc phan
tich gen o globin ngay cang pho bién, chi phi ngay cang giam, thi xét nghiém
nay dang duoc str dung rong rai dé tim soat truc tiép cho tat ca cac trudng hop
c6 MCV va MCH thap chua rd nguyén nhan [43]. HbH duoc ciu tao boi 4
chudi B globin trong thanh phan globin do su suy giam tong hop chudi o
globin. HbH c¢6 ty 18 thay d6i trong khoang rong, tir 1,2% dén khoang <40%,
thong thuong nam trong khoang tir 7 - 15%. Trong nghién ctru cta chung toi,
c¢6 81/97 bénh nhan phat hién thdy c¢6 HbH, chiém 83,5%. Két qua nay chi ra
rang ¢6 16,49% bénh nhan duoc chan doan xac dinh mac bénh HbH bang di
truyén phan tir, nhung khong thay c6 HbH trén thanh phan dién di huyét sac to.
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Piéu nay co thé do HbH 1a loai hemoglobin khong bén vimg. Phan chudi
globin B4 dé bi tia khi bi oxy hoa, do &6 HbH dé bi ph4 huy nén khong phat
hién duoc khi dién di hemoglobin. Pé khic phuc nhuoc diém nay, dién di
hemoglobin nén dugc dién di truc tiép ngay sau khi hong cau dugc pha v va
can duoc theo ddi ngay tir qua trinh dién di do HbH tach ra khoi HbA1 va chay
vé phia trude rat som. Nhu vay, HbH trung binh ctia 81 bénh nhin c6 HbH>0
13 9,94+4,68, ciia tong sd 97 bénh nhan nghién ctru 13 8,3+5,65 (4 - 26,9%).
Két qua nay phu hop véi két qua cia cac nghién ctru tuong tu [36].

Trong s6 97 bénh nhan HbH trong nghién ctru, ¢6 3 bénh nhan (3,09%)
bénh nhan ngoai thanh phan HbH con c6 thanh phan Hb Bart’s, dao dong
trong khoang tir 6,9 dén 8,3%, vdi gia tri trung binh tinh trén 3 bénh nhan nay
1a 7,6+0,7, con tinh trén tong s6 97 bénh nhan nghién ctru 1a 0,23+1,32%. Cac
nghién ciru twong ty déu phat hién thdy c6 Hb Bart’s trén bénh nhan HbH &
cac mirc do khac nhau. Diéu nay cling phu thudc vao do tudi ctia bénh nhan
khi 1lam xét nghiém. Do lugng Hb Bart’s nho nay duoc tao thanh do con tdn
tai chudi vy tir thoi ky bao thai. Sy ton tai cuia Hb Bart’s cing v6i HbH da gitip
cho cac nha nghién ctru tur thoi diém ban dau tim duoc mdi lién hé gifra bénh
HbH va bénh a-thalassemia. Ciing can luu y rang Hb Bart’s c6 phan Globin
cAu tao tir 4 chudi v (y4) va c6 vi tri dién di ngay sat sau vach HbH, d& bi mat
di trong qua trinh xu Iy hong cau trudce dién di. Do d6 ciing nhu d6i véi HbH,
Hb Bart’s cling dé bi bo qua hodac bi mét di trong xét nghi¢m dan dén su thay
d6i vé két qua thanh phan dién di huyét sic td.

Ngoai ra chung t6i con quan sat thdy trén bénh nhan HbH con xuét hién
hemoglobin F (HbF). Phan globin ctia HbF dugc cu tao tir 2 chudi o va 2
chudi v (0uY,), 1a loai Hb chu yéu trong thoi ky thai. Nguoi binh thuong HbF
dao dong <1,5%, thuong ting trong nhiing truong hop bénh ly nhu f
thalassemia hodc bénh ton du HbF. C6 33/97 bénh nhan c6 HbF trong thanh
phan dién di hemoglobin, chiém 34%. HbF trung binh cta 33 bénh nhéan co
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HbF>0 13 2,87+4,29% (0,3% - 21,8%). Néu tinh trén 97 bénh nhan thi HbF
trung binh 13 0,9742,92%. HbF ciing xuat hién trong cic cong bd tuwong tu.
Khi xem xét cac thanh phan hemoglobin & timg nhém bénh, ching t6i nhan
thdy c6 su khac biét. Nhom (--/-a.") ¢6 ty 16 HbH cao hon, HbA1 va HbA2 thap
hon so véi nhom (--/-at), phu hop voi nghién ctiru twong tu [106], [100, 125].
Bdng 4.6. Thanh phan hemoglobin & tirng nhém ciia bénh HbH

Mean = SD
(I_Ia/:)) N,D,Ngoc Vichai L [36] Chen [51]
(o) (o) () (o) () (a)
N 31 66 83 64 87 27

HbA1l 90,6+6,71 87,42+5,87 90+4,1 84,6+10,6 - -
HbA2  1,87x14 1,85+1,22 1,56+0,31 1,35+0,96 1,2+0,1 0,940,6
HbH 6,4+6,53  9,19+5,0 6,984+3,85 16%7,77 7,3%3,6 15,948,0

4.2.4. Méi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh ciia bénh HbH
4.2.4.1. Méi lién quan giita ddc diém lam sang va hai nhém bénh HbH

Khi so sanh céc dic diém lam sang va huyét hoc cua hai nhom bénh
(--/-0.") va (--/-a) & bang 3.33, chung t6i nhan thdy, bénh nhan HbH thudc
nhém khong méat doan c6 biéu hién 1am sang nang hon so vo1 nhom bénh
nhan méat doan (--/-a") > (--/-a) nhu sau:

S6 lan truyén mau trung binh nhiéu hon (3,2 1an/nim>0,27 1an/nim),
tudi vao vién sém hon (6,1 tudi>10,58 tudi), c6 biéu hién thiéu mau véi
HGB<90g/dL nhiéu hon (75,5%>24,3%), ty 1& bénh nhin c6 gan to & ca 2
muc do 2 va 3cm dudi bo suon cao hon (71,1%>28,9%), ty 1€ bénh nhan cé
lach to & ¢4 2 mtrc d6 2 va 3 cm dudi bo suon cao hon (68,1>19,3%), ty 1€ co
bé&nh nhan c6 b mat thalassemia cao hon (60,6%>6,4%).

Nhitng bénh nhan thuéc nhém (--/-a') c6 biéu hién thiéu mau ning
hon, cu thé c6 Hb mau thip hon (74,92g/d1.<86,4g/dL), HCT thip hon
(27,87%< 29,71%), tinh trang thiéu mau héng cau nho nhuoc sic va tan mau
ning hon, thé hién trén chi s6 MCV cao hon (67,53fL>58,06fL), MCH cao
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hon (19,13pg>17.28pg), MCHC thap hon (28,51%<29,66%). Dién di
hemoglobin c6 ty 1¢ HbH cao hon (9,19%>6,4%) va xuét hién c6 Hb Bart’s.
Nhitng su khac biét ké trén déu c6 y nghia théng ké véi p<0,05. Két luan nay
ctia chung toi hoan toan phu hop véi két ludn cta cac nghién ctru khac vé van
dé nay [36], [51], [106].
4.24.2. Méi lién quan giita dic diém lam sang va tirng kiéu gen ciia bénh HbH
D3 c6 nhiéu nghién ctru so sanh mdi lién quan giira kiéu gen va dic diém
lam sang ctia nhom bénh HbH dang mat doan va HbH dang khong mat doan,
nhung chua c6 khao sat vé su khac biét vé dac diém l1am sang cua ting kiéu
gen khac nhau trong cing mot nhom bénh. Tir d6, chung t6i tién hanh phan
nhom bénh nhan theo kiéu dot bién tim thiy trong nghién ctru. Bang 3.34 mo
td mot sd dic diém l1am sang va huyét hoc cua 5 nhom kiéu dot bién, trong do
mdi kiéu dot bién c6 nhiéu hon mot bénh nhan. S6 bénh nhan & mdi nhoém
kiéu d6t bién khac nhau tuy vao mirc d6 pho bién cia loai dot bién.
o Nhom HbH (-->4/-0%)
C6 53 bénh nhan mang kiéu gen nay, c6 biéu hién 14m sang ning hon so
véi cac dot bién con lai. Tudi vao vién trung binh sém thir hai, 5,8+5,85 tudi,

SEA, _c.2delT A A A : % X
-5-a57, tuy nhién, ¢6 3 bénh nhin mang ki€u gen nay

chi sau nhom -
dugc phat hién & tudi truong thanh, 1an lugt 1a 22, 23 va 31 tudi. La nhom
kiéu gen c¢6 s lan truyén méu trung binh cao nhat 1 3,32+3,77 lan/nam. C6
sb bénh nhan phu thudce truyén mau cao nhat 10/53 (18,9%), co s6 bénh nhan
phai truyén mau rai rac cao nhat 40/53 (75,6%), c6 sb bénh nhan khong phai
truyén mau thap nhat trong nhom cac bénh nhan HbH 3/53 (5,6%). SO bénh
nhan c6 thiéu mau nhiéu nhat voi Hb<90g/L 1a 68%, cac chi sé Hb, RBC,
HCT, MCHC théap nhét so véi cac nhom con lai. Hong cau nhé nhugc sic va
tan mau nhiéu nhat véi MCV 14 77,75+16,77fL, MCH 14 25,6+6,72%. Dién di
Hb c6 HbH cao nhét 13 10,7+4,22%. Biéu hién 1am sang nay phu hop véi co
ché bénh sinh cua dot bién. Do d6t bién xdy ra tai codon két thuc cua gen a2,
TAA>CAA, dan dén kéo dai 31 acid amin trén chudi globin, mRNA cta gen
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bi dot bién khong bén viing, giam kha ning tong hop chudi a globin, tao Hb
bat thuong 13 HbCs.
o Nhém HbH (__SEA /_ac.ZdelT)

C6 6 bénh nhén co6 kiéu gen nay, trong d6 c6 2 bénh nhén 1a 2 chi em

SEALa ), va rat thay

rudt, c6 biéu hién 14m sang dtng thir hai sau nhom (--
ddi & mdi bénh nhéan: 4/6 bénh nhan c6 tudi vao vién sém <5 tudi, co6 1 bénh
nhan vao vién nam 12 tudi. Tudi vao vién trung binh som nhét 13 5,57+4,49
tudi. S6 1an truyén mau trung binh 13 3,0+5,13 lan/nim. C6 1/6 (16,6%) bénh
nhan phu thudc truyén mau mdi thang mot 1an, 1a kiéu gen thir hai sau nhém
--SEAL_ oM ¢6 bénh nhan phy thudc truyén mau. C6 3/6 (50%) bénh nhan
chua timg phai truyén mau, trong d6 2 bénh nhan 1a chi em rudt déu nam
trong nhom nay. C6 2/6 (33,3%) bénh nhan phai truyén mau rai rac it nhat. Co
4/6 bénh nhan c6 Hb<9g/dL, c6 2/6 bénh nhan c6 HGB>9g/dl. HGB trung
binh 84+18,25g/dL. Tat ca cac bénh nhan déu c6 hong cau nho MCV thap
(55,2-61,3fL), nhuoc sac MCH thap (15,9-17pg), HbH tir 5,9-13,5%. C6 2
bénh nhan c6 Hb Bart’s, 4 bénh nhan c6 HbF. Trén y vin, chung t6i tim thay

SEA, _c2delT A LA a1 A
/-a57%") duoc cong bd, déu 1a bénh nhan

2 trudng hop HbH c6 kiéu gen (-
gbc Viét tai Canada va My. Ca hai bénh nhan nay déu cé thiéu mau hong cau
nho nhuoc sic, va khong phai truyén mau. Mot bé gai 9 tudi, vi Hb: 9g/dL,
MCV: 62,0fL, HbH: 13,6% [109], va mot bé trai 9 thang tudi véi Hb 9,1g/dL,
MCV: 53.3fL, MCH: 28pg, HbH: 12,6% [110]. Pay la dot bién mat mot
nucleotid (T) tai codon dau tién ATG exon 1 gen 02, la dot bién dich khung,
lam thay d6i toan bo trinh tu chudi a globin phia sau dot bién, anh hudng dén
qua trinh sinh tong hop chudi a globin (Phu luc 3).
o Nhém HbH (--*/-a™?)

C6 4 bénh nhan mang kiéu gen nay: 1 bénh nhan 20 tudi, 1 bénh nhan 4
tudi, 2 bénh nhan dudi 2 tudi. Tudi vao vién trung binh 13 6,42+8,93 tudi. SO
lan truyén mau trung binh/nim 1a 1,38+1,38 1an. Khong c6 bénh nhan phy

thudc truyén méau. C6 3/4 bénh nhan truyén mau rai rac (75%), va 1 bénh
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nhan khong phai truyén méau (25%). 50% s6 bénh nhan thiéu mau voi
Hb<90g/dL. Cac bénh nhan déu co thiéu mau hong nhé nhuogc sic, trung binh
MCV: 59,94+10,17fL, MCH: 17,79+3,32pg, HbH: 8,5£2,65%. Pay 1a mot
loai Hb ph6 bién ¢ Trung Qudc, nhung hiém gip ¢ cac quan thé khac [131].
Dot bién lam thay ddi bd ba CTG>CCG tai codon 125 trén gen o2, tao mot
loai hemoglobin rat khéng bén vimg 13 HbQs, giy ton thuong mang va suy
giam chtrc ning ctia mang hong cau [52]. Mot nghién ctru d3 mo ta cac dang

SEA. ™) bao gdm tir ning nhat 1a thé phu thai

lam sang cua bénh HbH (--
HbH, thé phu thudc truyén mau, thé trung gian phai truyén mau rai rac, va thé
nhe khong phai truyén mau [132]. Can nguyén cta van dé nay van chua dugc
giai thich. Nhung vé&i nhitng phat hién nay co6 thé cho thay cac dot bién trén
gen o globin khong phai 13 yéu t6 duy nhat quyét dinh biéu hién 1am sang cta
bénh HbH, hoic yéu td lién quan dén nhitng gen khong phai gen globin, hoic
yéu to bén ngoai co thé tac dong lam thay do6i kiéu hinh khi su san xuat chudi
globin bi giam thap [132].

a.Nhom HbH (--*¥/-%) va (--*¥4-a7)

SEA/.a*?) va 21 bénh nhan c6 kiéu gen (--

C6 9 bénh nhan c6 kiéu gen (--
SEA/—oc3'7), thudc vé nhom HbH méat doan gen, cO biéu hién 1am sang gﬁn tuong
tu nhau, va nhe hon so vdi cac nhom dot bién ctia nhém HbH khong mat doan
ké trén. Trong ca hai trudng hop ndy, su sao chép ctia mot gen o globin c6 thé
xdy ra binh thuong ma khong c6 sy tuong tac can tré ciia gen con lai. Trong
d6, nhom (--"**/-a*") ¢6 biéu hién 14m sang nhe hon so véi nhom (-->4/-a*?).

Nhom (--°"*/-0>7) ¢6 tudi vao vién mudn nhat trong tat ca cac kiéu gen
cta bénh, 11,24+13,65 tudi. SO lan truyén mau trung binh/ndm thép nhét 1a
0,24+0,39 1an, trong d6 80% s bénh nhan khong can phai truyén méau, khong
c6 bénh nhan phu thudc truyén mau, va chi co 4 truong hop phai truyén mau
rai rac. SO bénh nhan thiéu mau vi Hb<90g/dL thap nhat 1a 11,0%. Céc chi
s6 khac nhu RBC, HCT, MCHC cao nhit. MCV, MCH chi th?ip sau nhoém

-S4/ aHbCs, c¢6 HbH thap nhat 8,15+5,13%.
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Nhom (-->"/-a*?), ¢6 tudi vao vién sém hon (-->"*/-a’"), 9,249,48 tudi.
S6 1an truyén méu/nam 1a 1,49+3,16 1an. Khéng c6 bénh nhan phu thudc
truyén méau. C6 7/9 (77,7%) bénh nhan khéng can phai truyén mau. C6 2/9
(22,2%) cb truyén mau rai rac. SO bénh nhan thiéu mau voi Hb<90g/dL
1a 13,9%. Cac chi s6 RBC, HCT, MCHC, MCV, MCH déu thdp hon nhém
(--S4/-0>7), trir HbH 12 10,27+6,95%.

Nhu vay, khi so sanh cac biéu hién 1am sang va chi sé huyét hoc trong
pham vi ctia nghién ctru nay, cac bénh nhan HbH véi cac kiéu gen khac nhau
co sy khéac biét, c¢6 thé duoc xép theo mic do tor nang dén nhe nhu sau:
(__SEA /_ aHsz)>(__SEA / ac,ZdelT)>(__SEA / aHst)>(__SEA /- a4.2)>(__SEA I OL3'7). Su khac
biét nay cd y nghia thong ké véi p<0,05.

o Cdc dét bién hiém gap khac

Ngoai ra, nghién ctru con phat hién 4 bénh nhan HbH c6 kiéu gen hiém
gip, trong d6 c6 3 bénh nhan thudc nhom (/o) 13 (-->F4/-a420 AT, (--SFAL-
0% Y («-a*F-aM ), 1 bénh nhan thudc nhom (--/-a) 1a (--""/-al).
Kiéu hinh cua céc kiéu gen nay dugc md ta trong phan phu luc 4. Vi mdi kiéu
gen chi c6 mdt bénh nhan nén chung t6i khong dua vao bang 3.34 dé so sanh
cac gia tri trung binh, ma chi mo ta dudi dang cac bao cao ca bénh nhu sau:

SEA 426 A>T
/-a°

Kiéu gen (-- ) c6 bi€u hién 1am sang ndng nhat, do co ché

EA H A A <A - R
SEA/L ), déu do dot bién diém

bénh sinh cua dot bién nay tuong tu voi (--
tai codon két thiic ctia gen 02 gy nén, lan luot 1a TAASTAT va TAA>CAA,
dan t6i thém vao trinh ty chudi o globin binh thuong 31 amino acid nita. Do
d6, mRNA cua hai gen bi dot bién nay tr& nén rat khong bén viing, va lam
giam kha nang tong hop thanh chudi a globin. Bénh nhan HbH mang kiéu
gen duoc phat hién bénh tai thoi diém nghién ctru khi bé duoc 1 tudi, phu
thudc truyén mau, véi s6 lan truyén mau trung binh 13 6,6 lan/nam. Hb:

7,3g/dL, MCV: 76,61, MCH: 66,5pg, HbH: 12,9%.
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SEA 92 G>A <. A A A A A v 5
/-0 ) gdp & mdt bénh nhan 3 tudi, truyén mau rai

Kiéu gen (--
rac, sO lan truyén mau trung binh/nam 1a 0,3 lan. Hb: 8g/dL, MCV: 60,0fL,
MCH: 17pg, HbH; 5,7%. Dot bién duoc cho rﬁng ¢ thé anh hudng to1 su
ghép ndi chudi mARN & vi tri splicing, vi ndm lién ké véi trinh ty bao ton GT
ctia intron 1 cta gen o2, nhung khong tim thdy mot san phdam mARN bét
thuong nao bang phuong phap RT-PCR. C6 thé do mirc d6 anh hudng cia dot
bién nho, hodc san phdm mRNA splicing bat thudng khong bén viig [111].

Kiéu gen (-->"*/-al) gip & mot bénh nhan 5 tudi, truyén mau rai rac, voi
s6 1an truyén méau trung binh 13 0,4 1an/nam. HGB 1a 8,3g/dL, MCV 1 66,7fL,
MCH 1a 19,7pg, HbH 1a 4,5%. Dot bién gay mat toan bo gen al, nhung
khong anh hudng toi sy hoat dong clia gen 02, ma gen o2 c6 vai tro gap doi
so v6i al trong tong hop chudi a globin, nén biéu hién 14m sang cua bénh
nhan mang kiéu gen nay khong ning né nhu véi kiéu gen cua thé mat doan.

SEA/L M9y g3p & bénh nhan 4 tudi, chua phai truyén mau,

Kiéu gen (--a
Hb: 10g/dL, MCV: 59,7fL, MCH: 18,1%, HbH: 37,2%. Day la dot bién tao
Hb Hekinan, mot bién thé Hb rat hiém gip. Dot bién xay ra trén gen al, do d6
mirc d6 anh hudng cia nd dén qua trinh tong hop chudi a globin ciing khong
dang ké, c¢6 thé do vay, bénh nhan co kiéu hinh nhe hon cac kiéu gen khac.
4.2.5. Méi lién quan giiva biéu hién lam sang va kiéu gen ciia bénh nhdn
mdéc Hb Bart’s con séng sau sinh

Bénh Hb Bart’s 1a thé nang nhét cua bénh o-thalassemia, hau hét tat ca
thai mac Hb Bart’s déu tién trién thanh phu thai do thiéu oxy t6 chtrc. Néu
thai khéng duoc diéu tri truyén méu tir trong tir cung, thi hau hét thai s& chét
luu vao 3 thang cudi cua thai ky hodc tir vong sém trong vai gio dau sau khi
sinh. Do dot bién mat toan bd gen o globin dan dén su suy giam téng hop

hemoglobin [15, 35, 37].



135

(-SEA/--SEA) i: ? % (-Sao)

« Chura xac dinh kiéu gen

* Phu thai 31 tuén.
* Dinh chi thai nghén.

« Khdng c6 hinh énh phu thai trén siéu @m || « Chan doan trwéc sinh
» Sinh non 34 tuén » Kiéu gen (~SEAaa), 46,XX
+ Ca hai bé khi sinh khéng c6 phu » Hién dang ché sinh
« P&u phai truyén mau ngay sau khi sinh
N

» P ltc sinh: 1.8kg. Hién 4 tudi

+ Phy thudc truyén mau 1 thang/lan
* Hb: 7.4g/dL, MCV: 88fl, MCH: 23pg
* HbF: 28%, HbH: 19%

« Kiéu gen: (--SEA/--SEA): PCR, MLPA,
strip assay, sequencing

* P ldc sinh: 1.7kg
» Viém phdi so sinh

« Tt vong ngay thir 20 ngay do viém
phdi néng
« Chwa x4c dinh kiéu gen

Hinh 4.1. Pha hé ciia gia dinh ¢6 con mdac Hb Bart’s con song sau sinh

Bdng 4.7. Cdc dang hemoglobin qua cdc giai doan phdt trién [133]

Giai doan phat trién Nguwoi binh thwong Bénh nhan Hb Bart’s
Hb Gower I ((y¢,;) Hb Gower I ((y¢&;)
Phoi Hb Gower II (o,€,) Hb Porland I ({,y,)
Hb Porland I ({,y,)
Hb Bart’s
Thai HbF (a,7,) ()
Hb Porland I ($,y,)
HbA(a. HbH
Sau sinh/truéng thanh (a:2) (b
HbA, (0,,0,) Hb Porland IT ($,3,)

Nghién ctru ctia chiing t6i phat hién mot bé gai 4 tudi, 1a mot trong hai bé

gai sinh doi mét banh rau, mdt buéng bi, duoc chan doan xac dinh mac Hb
Bart’s bang ky thuat GAP-PCR, MLPA, kiéu gen (-"""/-->*%). PCR

sequencing khong khuéch dai duogc gen al va a2. B6 me ctia bénh nhan 1a

o1 A : : A EA < X ) - .2
ngudi mang gen bénh o-thalassemia, kiéu gen (-*"*/a). Tién st, ddc diém

cac 1an mang thai, kiéu gen cta gia dinh duoc mo ta ¢ hinh 4.1.
Trén bénh nhan nay, phan tich thanh phan huyét sic té co6 HbH 19,0%,

diéu nay phu hop véi giai thich trén va phu hop véi mo ta ciia bang 4.7. Ngoai
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ra, con ¢ HbF 28,1%. Chung t6i gia thiét loai hemoglobin bao thai ndy c6
ban chét 1a Hb Porland II ({,8,), tuy nhién ¢ muc do dién di huyét sic td
khong thé phan biét dugc ban chit cta 2 loai nay, va ching t6i chua co
phuong tién dé khang dinh gia thiét bang sinh hoc phén tir. Vi chudi £ globin
hinh thanh nén Hb Porland II 13 mot trong nhiing chudi c6 ban chét giéng
chudi o globin, chi hoat dong & 3 thang dau cua thai ky. Tuy nhién, trong mot
vai truong hop, cac gen globin bao thai trong d6 c¢6 gen ¢ hodc gen y van tiép
tuc duoc biéu hién trong té bao hong cau truong thanh, gay hoi chimg ton du
huyét sic t6 bao thai co tinh chat di truyén, tao HbF hodc Hb Porland II & tré
sau sinh va nguoi truéng thanh (HPFH) [12, 134].

Nghién ctru cia Chui ndm 1998 chi ra rang, & mot s6 thai mac Hb Bart’s,
néu con t6n tai it nhat mot ban sao ciia gen & globin (HbZ), c6 thé san xuat ra 1
luong nhé huyét sic t6 bao thai c6 chirc nang 1a Hb Porland (Cyy,), méi ¢ thé
cho phép thai séng dugc dén 3 thang cudi cua thai ky [37]. Chung toi gia thiét
su ton du lau dai cta gen £ globin nay dén giai doan sau sinh, da tong hop nén
Hb Porland II ($,3,), bu trir mot phan sy thiéu hut tong hop chudi o globin, dan
dén 1am giam nhe tinh trang thiéu mau cta thai, khién cho thai mic Hb Bart’s
c6 thé séng duoc dén khi sinh, va sau khi sinh ra, chi can phai phu thudc truyén
mau dé duy tri sy séng. Gia thuyét ndy cta chung t6i pht hop véi cong b cia
tac gia Duantida nam 2017 trén cac bénh nhan Hb Bart’s con song sau sinh, da
duoc chung t6i md ta & phan 4.1.4 [133]. Nghién ctru cia Duantida con theo
doi su phat trién cua cac bénh nhan mac Hb Bart’s sau sinh ¢ ca nhom di dugc
truyén méau trong tr cung va truyén méau sau khi sinh. Dén nay, c6 39 bénh
nhan d4 sdng qua 5 tudi, trong d6 c6 18 bénh nhan da hon 10 tudi. Trong s6 cac
bénh nhan nay, c6 khoang 40% bénh nhan c6 cham phat trién vé trong luong
va 50% c6 cham phat trién vé chiéu cao. Cham phat trién vé tinh than xuat hién
& 20% bénh nhan. Hau hét tat ca cac bénh nhan déu phai phu thude truyén mau,

va thuong co kém theo cac di tat bam sinh hodc bénh 1y khac kém theo. Tuy
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nhién, day 1a mot truong hop dic biét hiém gip, hién nay chang t6i chi ghi
nhan va md ta va dua ra gia thiét dé giai thich, va chua c6 phuong tién dé
khang dinh gia thiét nay. Bénh nhan can duoc kiém tra lai dién di hemoglobin
bﬁng cac k¥ thuat khac nhau dé xac dinh sy c6 mit ctia cac huyét sdc t6 bat
thuong néu c6. Bénh nhan can duogc khéng dinh su c¢6 mat hoac loai trir sur hoat
dong cua gen ¢ globin (HbZ), hodc mdt loai Hb hiém gip nao khac, da bu trir
cho su Vrfmg mat hoat dong ctia gen a globin, 1a co s& cua viéc duy tri su thich
nghi v&i cudc song nhu hién tai ciia bénh nhan. Chung toi s& két hop véi cac
trung tdm khac dé khang dinh gia thiét nay trong thoi gian toi.

4.3. Vé chan doan truéc sinh bénh o-thalassemia

4.3.1. Quy trinh sang loc ngwoi mang gen bénh va chin dodn trwéc sinh
bénh a-thalassemia

Muc tiéu cta chan doan trude sinh 1a nham dat duge két qua chinh xéc va
nhanh nhat cho san phu mang thai & tuan thai sém nhat c6 thé. Cac diéu kién can
bao gdm: a) Xac dinh kip thoi cac cap vo chong co nguy co sinh con méc bénh,
b) xac dinh dot bién gy bénh cia cac cip vo chong ndy, ¢) Lay duoc cac chat
liéu chan doan tir thai nhi mot cach an toan va nhanh nhat, d) Xéc dinh kiéu gen
cua thai b'fmg phan tich DNA thai dya trén kiéu dot bién ctia bb va me [87].

Dua trén cac nghién ciru xay dung chuong trinh sang loc va chan doan trudc
sinh bénh Thalassemia & cac qudc gia c6 ty 16 méc cao nhu Trung Quéc [2], Thai
Lan [26], Pai Loan [135], Malaysia [136] chung tdi st dung chi s6 MCV, MCH
va dién di hemoglobin bang k¥ thuat HPLC theo quy trinh cua Joutovsky va cong
su md ta [137] dé sang loc tinh trang nguodi mang gen thalassemia cho cc cap vo
chéng c6 thai bi phu, hodc co6 tién st sinh con méc bénh HbH. Néu cap vo ché)ng
cung c6 MCV<B0fL, MCH<27pg, HbA2>3,5%, thi cap vo chéng duoc coi la co
nguy co mang gen bénh véi bénh B thalassemia, hodc o-thalassemia két hop
B thalassemia. Néu MCV<80fL, MCH<27pg, HbA2<3,5%, thi cap vo ché)ng
dugc coi 1a cd nguy co mang gen bénh o thalassemia. Tai Viét Nam, nghién ctru

v€ tdm soat va chan doan trudc sinh bénh o va 3 thalassemia ciia N.K.H.Hoan
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da két luan, khi phdi hop ca 2 chi s MCV<80fL va MCH<27pg, ty 1¢ phat
hién do6t bién chung cho bénh thalassemia 1a 88,1%, trong d6 HbH 1a 87,5%,
a-thalassemia 2 1a 48%, a-thalassemia 2/HbE 1a 14,3% va lam giam ty 1€ duong
tinh gia tir 65% xudng con 30,8% [81].

Trong nghién ctu nay, khi phdi hop ca 2 chi s6 MCV<80fL va
MCH<27pg, phat hién 275/341 cip vo chong co thai bi phu duong tinh véi ca
2 chi s6 nay, chiém 80,6%. Khi d6i chiéu va chan doan xac dinh bang phan
tich gen o globin, phat hién 292/341 (85,6%) cap vo chong co thai bi phu co
dot bién gen o globin. Nhu vay, sang loc nguoi mang gen bénh bang ca hai
chi s6 MCV va MCH cho phép phat hién 275/292 (94,1%) ngudi mang gen
bénh a-thalassemia trén cac cap vo chéng c6 thai bi phu. 17 cap vo chéng con
lai hodc c6 MCV>80fL hoic MCH>27pg nhung van mang dot bién gen o
globin. Do vay, v6i cac truong hop c6 MCV hoic MCH khong niam trong gidi
han sang loc, néu cé thém cac yéu to nguy co khac nghi ngo lién quan dén
bénh thalassemia, can phén tich gen o globin dé tranh trudng hop bo sét.

Khi chung t6i két hop dién di huyét sic t6 khi sang loc cing véi 2 chi s6
MCV va MCH, gitp loai trr kha nang bo s6t HbH va HbE. Chiing t61 s€ ban
luan trong phan 4.3.2.2.

4.3.2. Y nghia viéc xdc dinh ngwoi mang gen bénh trén cdc cip vo chong cé
thai bi phu
4.3.2.1. Kiéu gen ciia cdc cdp vo chong cé cd thai bi phit

292/341 (85,6%) cdp vo chong co thai bi phu trong nghién ciru 1a do
bénh Hb Bart’s gay nén. Cac cip vo chong nday déu duong tinh vai test sang
loc bang cong thirc mau va dién di Hemoglobin, trong d6 c6 MCV<80fL,
MCH<27pg, HbA2 binh thudng hodc giam nhe, déu 1a nguoi di hop tir véi
dot bién (--°"*), hay 1a nguoi mang gen a’-thalassemia, c6 25% nguy co sinh
con sb con mic bénh Hb Bart’s (--/--), 1a thé ning nhit cua bénh a-
thalassemia, c6 phu thai, thai luvu hodc tir vong ngay sau khi sinh. Day 1a loai

d6t bién phd bién nhat trong khu vuc Péng Nam A. Viét Nam nam trong
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khu vuc ma ty 1é luu hanh loai dot bién niy cao nhat thé gidi. Ty 1& ngudi
mang gen bénh (-->**) trong quan thé & Hong Kong chiém khoang 4,5%, &
Thai Lan chiém khoang 14%, & Singapore 1a 27% [138], & Quang Pong
Trung Qubc 1a 7,84% [2]. O cac nudc ndy, bénh phu thai do Hb Bart’s da
duoc dua vao chuong trinh sang loc va tim soat & quy mo quéc gia va da dat
duoc hiéu qua sau nhiéu nam trién khai. Quang Pong Trung Qudc trong
vong 6 nam, da c6 17,555 san phu dugc sang loc bénh thalassemia thé nang
noi chung va bénh phu thai do Hb Bart’s noi riéng, da phat hién 1425 san
phu va chong (8,1%) 1a nguoi mang gen bénh (--°*) dugc dua vao dbi
twong chan doan trudc sinh cho bénh Hb Bart’s [2]. O Pong Nam A, bénh
Hb Bart’s 1a nguyén nhén chinh gy phu thai ¢ 3 thang cudi cta thai ky,
chiém 60-90%, do ddng hop tir dot bién mat doan 2 gen (--°"*) c6 chiéu dai
20,5 kb, mat doan ca gen al va gen a2 globin. Nghién ciru ctia chiing toi
khong phat hién thy loai dot bién mat doan 2 gen trén cing 1 NST nao
khac, ngay ca vdi nhitng loai dot bién phé bién nhu ——THAi, FIL 205 k Hién
nay, phu thai do Hb Bart’s dang tré thanh mot van dé toan cau véi it nhat
khoang 26,000 san phu c6 nguy co sinh con mac bénh va khoang 6000 thai
mac bénh & khu vuc ndy modi nim. Sang loc va chan doan trudc sinh bénh
Hb Bart’s ¢ nhitng khu vuc ¢6 ty 1& ngudi mang gen cao, 1a chién lugc bao
vé quan trong véi sttc khoé cong dong [2, 139].
4.3.2.2. Pdc diém chung, ddc diém san khoa, va huyét hoc ciia cdp vo chong
mang gen o -thalassemia
e Ddc diém dich té

Xem x¢t theo tung dia phuong thi Ha Noi 1a noi c6 ty 1€ ngudi mang gen
bénh o’-thalassemia cao nhat, chiém 18,8%. Tiép theo 14 Thanh Hoéa chiém
7,9%, Béc Giang la 7,2%, Hoa Binh 5,8%, con lai rai rac ¢ cac tinh thanh
khac. Khi xem xét theo ving dia 1y thi thay trén tong s, ving trung du mién
nui phia bic c6 ty 1 ngudi mang gen bénh a-thalassemia cao nhat, chiém

50,5%. Tiép theo 1a ving dong bang song Hong, chiém 39%. Thap nhat 1a
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ving Béic Trung Bo 10,4%. Pa sd ngudi mang gen o thalassemia 12 ngudi
dan toc Kinh, chiém 68%. Diéu nay ciing phi hop véi phan bd dia 1y & trén.
Tiép theo 1a dan toc Mudng chiém 10,6%, va dan toc Tay chiém 8,6%, dan
toc Théi chiem 5,8%.
o Ddc diém vé tudi bo, me va tuéi thai tai thoi diém sang loc

Trong s6 292 cip vo chong 1a ngudi mang gen o thalassemia, tudi me
trung binh 1a 28,17+5,33, trong khoang 17 dén 43 tudi. Sang loc thalassemia
trén 17,555 san phy ¢ Trung Qudc, phat hién 1425 (8,1%) san phu cing voi
chdng 12 nguoi mang gen o’-thalassemia, voi tudi trung binh ctia ngudi me
mang thai 1a 28,342,5, trong khoang 19 dén 40 tudi.

Bdng 4.8. So sdnh tuéi thai mdc Hb Bart’s tai thoi diém chan dodn

5 N.D.Ngoc Can Liao [140]

Tuan thai . -

S0 nguoi Ty 1€ (%) So nguoi Ty 1€
10-<15 2 0,8 189 32,9
15-<20 34 13,9 124 21,6
20-<25 86 35,2 96 16,7
25-<30 103 42,2 90 15,7
30-<35 18 7,4 74 12,9
> 35 1 0,4 0 0
Tong sb 244 100 573 100

Trén cac thai nhi mac Hb Bart’s, thiéu mau xdy ra rat sém, va c6 thé phat
hién cac ddu hiéu & tim, va rau thai ctia thai nhi bang siéu 4m tir ba thang gitta
ctia thai ky. Tuy vao kinh nghiém, viéc phat hién cac dau hiéu nay s& rat c6
hiéu qua ddi véi viéc chan doan sdm phu thai do Hb Bart’s vao tuan thir 12-13
ctia thai ky. Tai Quang Pong, Trung Qudc, tir nam 2011, c6 14,2% (203/1425)
san phu da lua chon dugc theo doi lién tuc béng siéu 4m hai tudn mot 1an nhu
mdt hinh thtrc dé chan doan, va cang ngdy siéu am cang tré thanh mot k¥ thuét

c6 hiéu qua trong viéc kiém soat bénh phu thai do Hb Bart’s vi gid thanh uu thé
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hon so v&i céc thu thuat khac, it tinh can thi¢p, va cho phép phat hién ¢ giai
doan som cua thai ky [2]. Tuy nhién, trén thuc té, viéc chan doan bf?mg siéu am
dé phat hién cac du hiéu ctia thiéu mau & thai nhi ¢ tuan thai sém dudi 15 tuan
chi chiém 0,8%, va thoi diém phat hién phu thai phd bién nhat 1a tir 25-<30
tuan chiém 42,2%, tiép theo 13 tir 20-<24 tuan chiém 35,2%. Nghién ctru phong
bénh Hb Bart’s trong 2 nim & Trung Qudc trén 573 san phu nguy co cao voi
bénh Hb Bart’s, ty 18 phat hién phu thai ¢ thoi diém thai dudi 15 tuan 14 32,9%,
tiép theo 1a tir 15-<20 tuan chiém 21,6%. Ty 1é nay giam dan khi tuan thai ting
dan [140] (Bang 4.8). Nhu vay, trong nghién ciru ctia chiing t6i, tinh trang phu
thai dugc phat hién kha mudn so véi cac cong bd cia cac nghién ciru khac. Co
thé vi cic san phu dén kham mudn, kham & cac co s& chua ¢ kinh nghi¢m
phat hién cac déu hiéu thai thiéu mau kin d4o & cac tudn thai nho.

Pic diém vé tién sir phu thai duge mé ta & cac san phu da timg co tién sir
phu thai it nhit mot 1an. SO 1an phu thai trung binh & 133 san phu nay 1a
1,47+0,69 1an. Trong d6, 61,7% sb san phy phu thai mot 1an, 31,6% san phu
phu thai hai 1an, 4,5% san phu phu thai 3 1an va 2,3% s6 san phu da bj phu
thai dén lan thir tu.

e Dic diém vé tinh trang co thai va phu thai hién tai cua san phu

Bang 3.41 dua trén tinh trang mang thai hién tai va tién sir phu thai chia
292 san phu thanh 6 nhom. C6 244/292 san phu (83,56%) 1a cac san phu dang
c6 thai bi phu. Trong nhom 244 san phy ndy, phan nhom tiép theo tién st phu
thai, nhdm san phu chua tung bi phu thai chiém ty 1€ cao hon la 59,8%, san
phu di timg bi phu thai it nhat mot 1an chiém 40,2%. Nhu vay, ngay tir 1an
mang thai dau tién, phat hién thai co diu hiéu phu, cac san phu nay da duogc
phat hién va tu van sang loc thalassemia.

C6 42/292 san phu (14,4%) c6 thai va chua phu tai thoi diém nghién ctru.
Trong nhom nay, da sé cac san phu trong nhom nay dé co tién sur phu thai it
nhat mot 1an, chiém 69,1%. Con lai 30,9% san phu c6 thai chua c6 déu hiéu

ph, cling chua timg c6 tién sir phu, chi tinh cd phat hién ca hai vo chong l1a
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ngudi mang gen o’-thalassemia bang cac xét nghiém sang loc trong qua trinh
mang thai. Cac cip vo chong nay dugc tu vin va chan doan trude sinh kip thoi.

Diéu nay di chimg to chuong trinh tim so4t thalassemia tai tuyén dau
tiép can la cac Bénh Vién Phu San, dac biét tai khu vuc Ha N1, dang ngay
cang trd nén hiéu qua. Cac cip vo chdng nguy co cao sau lan phu thai dau
tién da duoc tu van dé phong tranh nguy co tiép tuc sinh em bé méc bénh.
Céc cap vo chong chua timg ¢ tién sir phu thai, thong qua chuong trinh sang
loc Thalassemia trong qua trinh & ba thang dau cia thai ky s& dugc phat hién
kip thoi tinh trang nguy co cao sinh con mac bénh thé ning ciia minh dé co
cac bién phap phong ngira va kiém soat kip thoi.

e Dic diém vé huyét hoc

Xem xét cac chi s6 huyét hoc theo gidi, chung toi nhan thiy & ngudi mang
gen o’-thalassemia, gia tri trung binh ctia hau hét cac chi s6 déu giam thap hon
so v6i chi s6 ctia nguoi binh thudng & cing gidi twong tmg, dic biét 1a HGB,
HCT, MCV, MCH. Mtic giam thap nay khac nhau tuy timg chi s6. Mot sb chi
s6 khac giam nhe hoic van nam trong gi61 han binh thuong nhu RBC, MCHC,
HbA1, HbA2. Su khac biét ndy c6 ¥ nghia théng ké véi p<0,001 ¢ hau hét cac
bién s6. Khi chung tdi so sanh cac chi s6 nay véi cac chi sb tuong tu trong
nghién ctru cia N.K.H.Hoan tién hanh trén quan thé cac cap vo chong mang
thai 14 nguoi mang gen a’-thalassemia ¢ khu viuc Mién Nam, ching t6i nhan
thdy c6 su phu hop tuong tir vé mirc giam cua cac chi sd nay (Bang 4.9).

Mic du vay, & cac chi s6 ndy, khi xem xét cac truong hop cu thé, RBC &
ca 2 giéi déu co nhimg truong hop giam dén 3,38-3,55x10'%/L, hoic HGB
giam mirc thap nhat trong khoang tir 6,6-7,4g/dL, hoac HCT giam murc thap
nhat trong khoang tir 13,2-18,1%. Nhimg truong hop nay thudng cé thé do
khong chi don thuan 1 ngudi mang gen o’-thalassemia, ma con két hop thém

cac bénh ly khac lam gia tang tinh trang thi€éu mau. Ngoai ra, cac chi s6 & gidi
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nit ludn c6 xu hudng giam thap hon ¢ giéi nam, do yéu t6 mang thai ¢ thé
lam gia tang trinh trang thiéu mau cta thai phu. Két qua nay phu hop cong bd
cua N.K.H. Hoan ndm 2013 [81].

Ngudng MCV<80fL, MCH<27pg dugc hiép hoi thalassemia thé gidi
khuyén cdo trong sang loc ngudi mang gen bénh thalassemia [1]. Trong
nghién ctru nay, ngudi mang gen bénh o’-thalassemia & ca 2 gidi c6 MCV va
MCH déu ¢ mirc thép dudi nguong sang loc, MCV ¢ nam 1a 66,59+5,28fL,
ntr 1a 67,85+4,68fL, MCH ¢ nam 1a 21,27+1,6pg, & nir 1a 21,22+1,67pg. Két
qua phu hop cong bd ctia N.K.H. Hoan nam 2013 [81], Can Liao nim 2014
[140], He nam 2014 [2].

MCV tir 65 - 79,91 1a nhém c6 ty 1& gip cao nhat, ca gidi nam (62,7%)
va gioi nir (72,6%). Nhom MCV<651] 1a nhom c6 ty 1€ gdp tht hai, & nam
(35,3%) va nir (25,7%). Nhu vay, ngudi mang gen o’-thalassemia hau hét c6
chi s6 MCV<80fl. Trong nghién ctru, nhom MCV>8011 chi gap 2,1% & nam,
va 1,7% & nit mang gen o’-thalassemia.

MCH tir 15 - 26,9pg 1a khoang c6 ty 18 gip cao nhat & ngudi mang gen
o’-thalassemia, ca gigi nam va nit (98,6%). Nhom MCH rat thap <15pg &
nam (13,4%) va nit (17,1%). Nhu vay, nguoi mang gen o’-thalassemia hau
hét c6 chi s6 MCH<27pg. Trong nghién ctru, nhém MCH>27pg chi gip 1% ¢
nam va 1% & nit mang gen a’-thalassemia.

C6 275 ciap vo chong cd “MCV<80fL va MCH<27pg” trén tong sd 292
cap vo chong co thai bi phu 12 ngudi mang gen o’-thalassemia. C6 17 cip vo
chong 12 ngudi mang gen o’-thalassemia, nhung c6 vo hodc chong c6
MCV>80fL, hoic c6 MCH>27pg. Nhu viy, ty 1 phat hién ngudi mang gen o’
thalassemia cuia cac cip vo chong cé thai bi phit qua sang loc “MCV<80fL va

MCH<27pg” trong nghién ctru nay la 275/292 (94,1%).
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Theo nghién ctu ctia N.K.H.Hoan, ty 1€ phat hién nguoi mang gen
o -thalassemia ctia MCV<80fL 1a 99,4%, cia MCH<27pg 1a 80,6%. Tac gia
khong dé cap ty 1¢ phat hién dot bién a’-thalassemia khi phdi hop ca hai chi
s6 nay, ma cong bd ty 1& phat hién dot bién thalassemia noéi chung, véi
“MCV<80fL hoic MCH<27pg” 1a 96,4% nhung dong thoi lam tang ty 18
duong tinh gia, voi “MCV<80fL va MCH<27pg” 1a 88,1% lai lam gidm dang
ké ty 1& duong tinh gia, nhung lai bo sé6t HbE va HbH [81].

Nghién ctru cia ching t6i két hop sang loc bang chi s6 MCV, MCH va
phan tich thanh phan hemoglobin, phat hién 95,2% ngudi c6 HbA2 giam hoic
binh thuong, 2,9 % la nguoi c6 HbH, 3,7% nguoi co ocO/BE, 4,8% nguoi co
OLO/B, voi HbA1 trung binh la 96,66+4,27%, HbA2 trung binh Ia
2,13+0,89%, dao dong trong khoang 0%-6,3%. Nhin chung, nguoi mang gen
a’-thalassemia khong lam thay dbi ty 1& cac loai Hb binh thudng. Theo
Galanello, HbA2 trung binh cua o’-thalassemia 2,3-2,5% [141]. Nhu vay,
khong thé dua vao ti 16 HbAl, HbA2 dé sang loc ngudi mang gen o-
thalassemia.

O nhém c6 HbA2>0, nguoi c6 HbA2 giam <2,1% chiém 63%, HbA2
binh thuong tir 2,2-3,5% chiém 29,9%, HbA2 ting >3,5% chiém 4,8%. Nhu
vy, ngudi mang gen o'-thalassemia c6 HbA2 binh thuong hodc giam nhe,
HbA?2 chi ting (>3,5%) khi c6 két hop mang gen B thalassemia (o.’/B). Ty 18 két
hop a/p thalassemia trong nghién ctru ctia N.K.H. Hoan 1a 1,4% [81]. Ngoai két
hop gen B thalassemia, chiing t61 phat hién c6 22/584 nguoi (3,7%) mang gen
o -thalassemia két hop HbE a’/p". Nhitng nguoi mang gen két hop nay ngoai su
thay doi vé thanh phan huyét sic to, cac bicu hién vé cac chi s6 huyét hoc khac
tuong ty voi nguoi mang gen o’-thalassemia. Néu khong dua trén dién di

hemoglobin dé phat hién HbE, cac truong hop o’/ nay co thé bi bo sot.
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HbA2>3,5% hodc su xuit hién ctia HbE 1a mot chi sb dic hiéu go1y cho
ngudi mang gen B hodc B, nhung khéng c6 chi sé ndo dic hiéu cho ngudi
mang gen a-thalassemia, ngay ca khi c6 su két hop giita (o”/p) hodc a’/p. Vi
thé, a-thalassemia c6 thé bi bo st trong qua trinh sang loc va chan doan. Nam
2006, Li két luan o-thalassemia co thé bi che gidu va bo sot khi két hop véi B
thalassemia [142]. Trong nghién ctru ctia chung t6i, vi d6i twong nghién ciru
khu trt trén cac cap vo chong co thai bi phu, day 1a mot trong céac tiéu chuan
nghi ngd mang gen o’-thalassemia, nén khi gip HbA2>3,5% hoic HbE, ching
t6i déu co chi dinh phan tich gen o globin dé loai trir su két hop nay. Tuy
nhién, trén thyc té khi sang loc trén quy md 16n cho bénh Thalassemia noi
chung, thi viéc phan tich gen a globin cho tat ci cac truong hop c6 HbA2>3,5
lai 1a khong hop 1y. Hon nita, ty 16 két hop nay kha thap, trong nghién ctru cua
chung 61 1a 4,8% véi a’/B, va 3,7% véi o’/p* Trong nghién ctru ciia N.K.H.
Hoan, ty 1& két hop c6 dot bién o va B thalassemia 1a 11,6%, nghién ctru ciing
khuyén céo, khi HbE<18,4% thi nghi ngd c6 két hop mang gen a-thalassemia
[81]. Do d6, chi nén phan tich gen a khi c6 nghi ngo, hodc cip vo chong co
mot trong hai nguoi da 1a ngudi mang gen o-thalassemia.

Khi ca bd va me déu 1a ngudi mang gen ciia ca 2 bénh o va P thalassemia
hodc B, s& c6 25% nguy co sinh con mic Hb Bart’s, vira c6 25% nguy co sinh
con mic P thalassemia thé ning, can dugc tu van 1am chan doan trudc sinh cho
ca 2 bénh. Trong nghién ctru nay, c¢6 3 cip vo chong cling mang gen ca 2 bénh
o va B/HDE thalassemia, trong d6 c¢6 1 cap vo chong mang thai dugc chan doan
trude sinh cho ca 2 nguy co mic bénh Hb Bart’s va p/HbE thalassemia.

Ngoai ra, chiing toi cling phéat hién 17/584 (2,9%) nguoi mac HbH qua
dién di hemoglobin. Ngudi HbH khi két hon véi 1 ngudi mang gen

o -thalassemia, c6 25% nguy co sinh con mac HbH, vira ¢6 25% nguy co sinh
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con méic Hb Bart’s. Do do, cap vo chéng nay can duoc tu van lam chan doan
trudc sinh cho ca 2 bénh. Trong nghién ctru ctia ching t61, ¢6 2 trudong hop co
vo hodc chong 1a ngudi mac HbH tham gia chan doan trude sinh.
4.3.3. Vé xdc dinh ngwoi mang gen a-thalassemia trén cdc cip vo chong cé
tién sir sinh con mdc bénh HbH, c6 thai lin tiép theo

Céc bénh nhan HbH trong muc tiéu 1 c6 bd va me 1a ngudi mang gen
bénh a-thalassemia, trong d6 c6 mot ngudi mang gen o’-thalassemia va ngudi
con lai mang gen o -thalssemia. Khi c6 thai lan tiép theo, cac cip vo chong co
nguyén vong chan doan trudc sinh, duoc tu van di truyén vé cac nguy co sinh
con bénh va cac nguy co lién quan dén tha thuat chan doan, cic cip vo chong
duoc tién hanh xét nghiém cong thirc mau va dién di huyét sic t6. Trong s6 97
cap vo chéng c6 tién st sinh con méc HbH, ¢6 56 cap vo chéng c6 thai lan tiép
theo, c6 nguyén vong chan doan trudc sinh, chiém 57,7%.
4.3.3.1. Bjt bién gen ciia cdc cdp vo chong cé tién sir sinh con mac HbH

Khac véi bénh phu thai do Hb Bart’s chi c6 mot loai dot bién duy nhat 1a
loai dot bién o -thalassemia dang (-->**/aov), thi kiéu gen cua cac cip vo chong
c6 tién st sinh con mac HbH rat phong phu: dot bién o -thalassemia bao gdbm
mét doan 2 gen trén cung mdt NST hodc trén hai NST, dot bién o'-thalassemia
bao gdm dang mat doan va khong mit doan, thuong gip va hiém gip.
e Dot bien o’-thalassemia

Tét c& cac bénh nhan HbH déu c6 dot bién o’-thalassemia dang (——SEA/OLOL),
do d6 & bd va me cua cac bénh nhan HbH, c6 mot trong hai ngudi mang gen
cua dot bién nay, chiém ty 1€ cao nhét 1a 50%. Dot bién o’-thalassemia ngoai
dang méat doan hai gen trén cung mot NST, con co thé c6 loai mit doan hai
gen trén hai NST khac nhau. Trong nghién ctru, ching t6i gip duy nhat mot

HbCs

truong hop nguoi bd c6 kiéu gen (- ’/-a™). Vi ngudi me c6 kiéu gen

(--SEA/aa), nén cap vo chéng nay c¢6 25% nguy co sinh con méac HbH thé
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(--SF4/-a"") va 25% méc HbH thé (--°4/-a™"). Nhu vay, cip vo chong nay s&
¢ 50% sinh con mac HbH. Tuy nhién, néu ngudi mang gen dang nay két hon
v6i nguodi o-thalssemia, thi khong co nguy co sinh con mic HbH, do do
khong can thiét 1am chan doan trudc sinh.

Mic du cung 1a mat doan 2 gen, ciing c6 mdt kiéu hinh huyét hoc, nhung
ban chit ctia dot bién thi khac nhau, din dén céc nguy co khac nhau vé viée
sinh con méic bénh. Viéc x4c dinh duge ban chat cua dot bién béng k¥ thuat
sinh hoc phan tir dong vai trd quan trong trong tu van di truyén va chan doan
trudc sinh.

o Dot bién o -thalassemia
Dot bién (-o°“/aa) gip ty 18 cao nhét 31,2%. Piéu nay co thé giai thich

SEA /- (XHbCS

do kiéu gen (-- ) gdy ra cac bi€u hién lam sang nang hon, muc do

phai truyén mau cao hon nhimng kiéu gen khac, do d6 bénh nhan HbH co

(-->/-0"*) thuong dén kham va diéu trj tai Bénh Vién véi ty 1é cao nhét. Vi

vay, trong tong s6 54 gia dinh co tién st sinh con HbH véi kiéu gen (-->"*/-
o), ¢6 35 (64,8%) gia dinh c6 nguyén vong lam chin doan trude sinh & cac
lan sinh tiép theo. Dot bién 1a (-’ '/aw), gap voi ty 18 4,5%. Bénh nhan HbH

EA . L1 A s A A \ A r < R
SPA1Zo7) ¢6 biéu hién 1am sang nhe nhét trong cac kiéu gen

v6i kiéu gen (-
thuong gip, va thuong khong phai truyén mau. Co 5/21 (23,8%) gia dinh c6
con HbH (--°**/-a") ¢6 nguyén vong lam chan doan trudc sinh. Dot bién
(-o*?/aer) gip voi ty 18 4,5%. C6 5/9 (55,5%) cip vo chdng c6 tién st sinh con
HbH (--***/-a*?) c6 nguyén vong 1am chan doan trudc sinh, cao hon so voi
kiéu gen (--°**/-a’"). Dot bién (-0“**'"/aw) gip véi ty 16 4,5%. Tat ca cap vo
chong (5/5) ¢o tién sir sinh con HbH ¢ d6t bién nay déu lam chan doan trude
sinh. Dot bién (-a™*¥/aw), gip véi ty 18 2,67%. Trong nghién clru c6 4 truong
hop HbH c6 dot bién nay, ¢o 3/4 cap vo chéng c6 tién st sinh con HbH c6 dot
bién nay lam chan doan trude sinh, chiém 75%. Con lai 2 loai dot bién hiém

gip, (-al/oo) va (-a°”> T*aa). Mbi dot bién chi gip & mot trudng hop trong
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nghién ctru. Cac cip vo chdng co tién sir sinh con HbH mang dot bién nay
déu 1am chan doan trudc sinh & céc lan sinh sau.
4.3.4.Vé chin dodn truwdc sinh bénh a-thalassemia

123 thai ¢6 nguy co mac bénh phu thai do Hb Bart’s dugc chan doan trudc
sinh, phat hién 47/123 (38,2%) thai binh thuong (ao/aa), 32/123 (26,0%) thai di
hop tir (—>"aw), va 44/123 (35,7%) thai méac bénh Hb Bart’s (-->"*/-->"*). 56 thai
c6 nguy co méc bénh HbH dugc chan doan trudc sinh, phét hién 11/56 (19,6%)
thai binh thuong, 36/56 (64,2%) thai di hop tir, 9/56 (23,2%) thai méac bénh.

Tinh tong s6 trén 179 thai dugc chan doan trudce sinh trong 4 nim trong
nghién ctru ctia chiing toi, 58/179 (32,4%) s6 thai binh thudng, 68/179 (38%)
thai di hop tir, 53/179 (29,6%) thai mac bénh 1a. Két qua nay twong tu voi két
qua trong nghién ctru ctia Dai Loan thong ké trong 6 nam trén 102 thai duoc
chan doéan trudc sinh bénh o thalassemia, phat hién 29,5% thai binh thuong,
47,05% thai di hop tir va 23,5% thai mac bénh [135]. Ty 1é ndy trong nghién
cru & Mién Béc Thai Lan théng ké trong vong 16 nam chan doan trudc sinh
cho 846 thai c6 nguy co mic Thalassemia thé ning, trong d6 thai c6 nguy co
v6i bénh Hb Bart’s 1a 341/646 (40,3%). Két qua phat hién co6 27% thai binh
thuong, 47,5% thai di hop tu, 25,5% thai méc Hb Bart’s. Nghién ctru khong
cong bd vé chan doan trude sinh thai 6 nguy co miac HbH [26].

Sau khi c¢6 két qua chan doan trude sinh, dbi véi cac thai duge chan doan
mic bénh Hb Bart’s, gia dinh dugc tu van vé dién bién ctia bénh ddi véi thai va
nguy co c6 thé xay ra cac bién ching vé san khoa dbi vdi ngudi me. Theo cac
nghién clru quéc té, hau hét cac truong hop thai dugc chan doan xac dinh méc
Hb Bart’s déu c6 chi dinh dinh chi thai nghén néu gia dinh c6 nguyén vong. Chi
c6 mot sb rat it truong hop khi thai dugc truyén mau tir trong tir cung & giai doan
rat sém ngay sau khi duogc chan doan mac Hb Bart’s dong hop tir a’, thi co co

hoi duge sinh ma khong bi phu thai. Tuy nhién sau khi sinh, cic tré nay tuy
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khong co biéu hién bat thuong vé than kinh hay dj tat bdm sinh, nhung hau hét
¢ nguy co cao mic cac khiém khuyét vé hé théng than sinh duc va di tat chi
[35, 143, 144], va co thé diéu tri bang ghép té bao gdc tao mau [145, 146]. Tuy
nhién, cac bién chung vé san khoa cho nguol me, viéc phai phu thudc truyén
mau lau dai cho em bé mac bénh, va kho khan trong diéu tri ghép té bao gbc, 1a
nhimg yéu t6 can xem xét trong tur van di truyén chin doan trude sinh cho cac
cap vo chong c6 nguy co sinh con mic bénh Hb Bart’s [27, 35, 147].

Pbi voi bénh HbH, viée tu van di truyén sau khi c6 két qua chan doan
trude sinh cling can duogc can nhéc, do c6 sy khac nhau vé kiéu hinh véi cac

kiéu gen twong tmg. Phat hién 7/9 thai mac bénh HbH véi kiéu gen (-->"*/-

HbC EA SEA 4.2
o " /- /-at

), mdi kiéu gen (-->"*/-al) va (- ) ¢6 1 thai mic bénh.
4.3.5. Doi chiéu két qua chin dodn trwéc sinh

Pbi chiéu két qua chian doan trude sinh 14 mot budc can thiét, giup cho
viéc theo ddi, danh gia, va kip thoi dua ra nhiing bién phép nang cao chat lugng,
hudng t6i viéc c6 thé dua ra mot két qua chinh xac nhit va nhanh chong nhét.
Tuy nhién, trén thuc té, day 1a mdt budc rat kho dé thue hién mét cach toan dién
v6i moi ddi twong tham gia chan doan trude sinh, vi nhiéu yéu t6 khac nhau.

Do d6, can tu van vé két qua chan doan, tao cac diéu kién thuan loi vé tha
tuc va kinh phi, dé sau khi thai nhi duoc chan doan 14 thai mang gen bénh hoac
binh thuong, quay trd lai 1am cac xét nghiém d6i chiéu sau khi em bé ra doi.
Thuec té, d6i voi bénh Hb Bart’s, chi ¢6 6,3% thai binh thuong va 21,8% thai di
hop tir quay lai 1am xét nghiém d6i chiéu. Déi v6i bénh HbH, con s6 nay lan
luot 14 18,1% va 13,8%. Tat ca két qua chan doan sau sinh c6 dbi chiéu déu phu
hop véi két qua chan doan trude sinh.

Pbi v6i cac thai mac bénh, viée thuc hién cac xét nghiém dbi chiéu khi
cac gia dinh c6 quyét dinh dinh chi thai 1a mot viéc con kho khan hon, vi can

phai thu thap mau cudng ron cua thai trong qua trinh dinh chi thai. Qu4 trinh
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nay can ¢6 su hd trg va déng thuan cua gia dinh bénh nhan, nhan vién y té tai
cac co ¢o san khoa, dac biét & cac bénh vién tuyén dudi trong vig¢e giai thich
muc dich cta viéc iy mau cudng rén va van chuyén mau bénh pham sau khi
thu thap duoc dén Bénh Vién Nhi TU. Chung tdi chi thu thap duoc 3 mau
mau cudng ron cua thai trong qué trinh dinh chi thai trén 44 thai mac Hb
Bart’s. Cac miu mau nay da duoc ching toi tién hanh 1am cac xét nghiém d6i
chiéu nhu cong thirc mau, dién di huyét sic td, phat hién 100% thanh phan
hemoglobin 12 Hb Bart’s, va khang dinh lai bang xét nghiém di truyén, phat

SEA /__SEA

hién dot bién dong hop (-- ). Ca 3 mau mau cudng ron nay déu co két

qua phu hop v6i két qua chan doan trude sinh.
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KET LUAN

Cin ctr trén 3 muc tiéu ctia nghién cru, bang viéc ap dung k¥ thuat PCR,
MLPA va giai trinh tyr gen Sanger dé phét hién dot bién gen a globin, phén tich
dic diém l1am sang, huyét hoc va kiéu gen cua bénh nhan HbH, sang loc, chan
doan xac dinh ngudi mang gen bénh va chan doan trudc sinh bénh a
thalassemia, chiing t61 rut ra mot s6 két luan nhu sau:

1. Phit hién ddt bién gen o globin ciia ngudi mic o-thalassemia

Trong s6 299 bénh nhan nghi ngd méc thalassemia trén 1am sang, ty 18
phat hién c6 dot bién gen a globin 1a 61,5%. Ty 1€ phat hi¢n bénh HbH dua
vao phan tich gen o globin 1a 97/299 (32,4%). Ty 1€ phat hién ngudi mang
gen bénh a-thalassemia 1a 87/299 (29,1%), trong d6 91% la nguo1 mang gen
loai mét doan 2 gen -SEA 9.1% 1a nguoi mang gen loai mat doan 1 gen o

Da phat hién 5 loai dot bién thuong gap, trong d6 co 3 loai dot bién mat
doan bao gdm: --°** (50%), -o’7 (10,8%), -a'** (4,6%), va c6 2 loai dot bién
diém bao gom -a' " (27,8%), - (2,1%).

Phét hién 5 loai dot bién hiém gip trén bénh nhan HbH cta Viét Nam:
-al (0,5%), -0=**" (3,1%), -0 T* (0,5%), -0°**° T (0,5%) tao Hb Pakse,
0% (0,5%) tao Hb Hekinan.

Xac dinh 8 kiéu gen cua bénh HbH: --S4/-0™ (54,6%); -->**/-o’”
(21,6%); __SEA/_ 42 (9,2%); __SEA/_,c2delT (6,1%); __SEA;_,HbQs (4,1%); _SEA/ 01
(1%); __SEA/_c92G>A (1%); __SEA/_, c426 A>T (1%), __SEA_, e8IG>T (1%).

Lan dau tién phat hi¢n mét truong hgp bénh nhan miac bénh Hb Bart’s

SEA/__SEA

kiéu gen (-- ), hién 4 tudi, phu thudc truyén mau.
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2. Mi lién hé giira kiéu gen va kiéu hinh ciia bénh HbH

Bénh HbH c6 moi lién quan chat ché gitta kiéu gen va kiéu hinh. Dya
trén kiéu gen, 97 bénh HbH dugc chia thanh 2 thé: 31,9% la thé mat doan gen
(--/-00), 68,1% 14 thé khong mat doan gen (--/-a.).

HbH thé khéng mat doan gen c6 biéu hién 1am sang ning hon thé mat
doan gen (--/-a") > (--/-a) (p<0,05).

Mirc d6 biéu hién 1am sang cia cac kiéu gen theo thtr ty giam dan véi
(0<0,05): (—-aSEA/-0C%) > (coSEA/ e 2Ty > (Lo SEA/ o Hb®S) > (LSEA/G42) >

—oSEAL 3T,
3. Chan doan trudc sinh bénh o-thalassemia

Sang loc nguodi mang gen a-thalassemia cho 341 cip vo chong co thai bi
pht baing MCV<80fL va MCH<27pg: phat hién 275/341 (80,6%) cip vo chong
duong tinh v&i xét nghiém sang loc.

Phan tich gen a globin cho 341 cip vo chong c6 thai bi phu: phét hién
292/341 (85,6%) cap vo chong cung 13 ngudi mang gen o’ thalassemia dang
(-->*awar), c6 nguy co cao sinh con mic Hb Bart’s.

Chan doan xac dinh ngudi mang gen bénh a-thalassemia cho 56 cip vo
chong c6 tién st sinh con mic HbH, véi cac kiéu gen: -->"oo (50%), -
o™Soa (31,2%); - /aa (4,5%); -0 /o (4,5%); -0 aa (4,5%); -o /a0
(2,67%); -0 T aa (1,7%), -al/aa (1,7%).

C6 179 san phu da duogc chan doan trude sinh, trong do6 c6 123 san phuy
nguy co cao voi bénh Hb Bart’s va 56 san phu nguy co cao vdi bénh HbH.
Két qua chan doan trudc sinh phat hién 58 (32,4%) thai binh thuong, 68
(38%) thai di hop tir va 53 (29,6%) thai mac bénh. Trong 53 thai mac bénh,
phat hién 44 thai mic bénh Hb Bart’s va 9 thai mac bénh HbH.

Céc trudong hop co dbi chiéu két qua gitta chan doan trudc sinh véi chan
doan sau sinh, hodc véi thai c¢6 chi dinh dinh chi bang mau cudng rén, déu

cho két qua phu hop.
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KIEN NGHI

1. Can phan tich gen o globin bang k¥ thuat sinh hoc phéan tir dé chan
doan xac dinh bénh HbH va Hb Bart’s, x4c dinh thé bénh HbH thé mat
doan hoic thé khong mat doan va cic dang ngudi mang gen bénh o’
hoic o "-thalassemia.

2. Can c6 nhitng nghién ctru tiép theo dé theo ddi va danh gia vé mdi twong
quan giira kiéu hinh va cac kiéu gen ctia bénh HbH vdi ¢& mau 16n hon,
trong thoi gian dai hon, dé dua ra tién luong dua trén thé bénh, theo ddi
diéu tri bénh, va 14 co so tu van di truyén va chan doan trude sinh.

3. Can dugc chan doan xac dinh ngudi mang gen bang phan tich gen o
globin, tién dén tu van di truyén va chan doan trudc sinh, dic biét cho

nhiing truong hop c6 nguy co sinh con mic a-thalassemia thé ning.
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PHU LUC 1
BENH AN NGHIEN CUU

1. THONG TIN HANH CHINH

Ho va tén bénh nhan:

Tubi: Giot:
M3 sb bénh vién: M sb Lab:
Tén bo/me: Dién thoai:
Dia chi: Dan tdc:
2. PHA HE VA TIEN SU GIA PINH
B4 me c6 quan hé huyét théng khong? [Co [1Khong

Gia dinh c6 miy con?
Bénh nhan 13 con thir may?
S6 con mac bénh trong gia dinh?

3. TIEN SU VA PAC PIEM TRUYEN MAU

C6 tién st truyén mau khong? LICo [1Khong
Phuy thudc truyén mau? CCo [JKhong S6 lan/thang/nam:
Truyén mau rai rac? LICo [1Khong S6 lan/thang/nam:

Tudi bat dau truyén mau?

4. TRIEU CHUNG LAM SANG

Can nang (kg):

Chiéu cao (cm):

Da xanh, niém mac nhot: LI1Co [1Khong

B06 mat Thalassemia: L1Co [1Khong

Gan to: L1Co [1Khong S6 cm DBS:
Lach to: LICo [1Khong S6 ¢cm DBS:

Triéu ching khéac kem theo:



5. KET QUA XET NGHIEM CAN LAM SANG VA PHAN TiCH GEN

5.1. Pic diém huyét hoc (trudc truyén mau)

RBCx10"*/L: HGB (g/L): HCT (%):
MCV (fL): MCH (pg): MCHC (%):
5.2.Pién di huyét sic to
HbA1 (%): HbA2 (%): HbH (%):
Hb Bart’s (%): HbF (%): Hb Khac (%):
5.3.Phan tich dot bién gen o globin

Allen ddt bién 1 | Allen dt bién 2 Khac
Bénh nhan
B
Me
Anh/chi em rudt




BENH AN NGHIEN CUU CHAN POAN TRUOC SINH
BENH o THALASSEMIA
1. THONG TIN HANH CHINH

Ho va tén vo: Tudi: Dan toc:
Ho va tén chong: Tudi: Dan tdc:
M3 sb Lab: Dbién thoai:

DPia chi:

2. PHA HE VA TIEN SU GIA PiNH
B& me ¢6 quan hé huyét théng khong? [1C6 LIKhong
C6 tién st sinh con mac bénh o thalassemia? [0C6 CIKhong [OKhong biét
Thé bénh o-thalassemia dugc chan doan? CJHbH [CHb Bart’s CKhong biét
Gia dinh c6 miy con?
S6 con mac bénh trong gia dinh?
Pha hé:
3. TIEN SU THAI SAN VA QUA TRINH MANG THAI
3.1. Tién sir thai san
Co tién sir phu thai khong? OC6 [OKhong
S 1an phu thai
Phat hién & tuan thai:
Tién st thai san khac:
3.2.Qua trinh mang thai hién tai
Thai lan thir may?
Tudbi thai hién tai (theo siéu 4m hodc ky kinh cudi):

Tinh trang thai hién tai (theo si€u am):



4. KET QUA XET NGHIEM CAN LAM SANG VA PHAN TICH GEN

Ngwoi vg Nguoi chong

Xét nghiém cong thirc mau:

RBCx10"™/L

HGB (g/dL)

HCT (%)

MCV (fL)

MCH (pg)

MCHC (%)

Pién di huyét sic to:

HbA1 (%)

HbA2 (%)

HbH (%)

HbF (%)

HbE (%)

Phan tich gen a globin:

Kiéu gen

Két luan:

5. KET QUA CHAN POAN TRUOC SINH

Allen ddt bién 1 | Allen dot bién 2 Khac

B0

Me

Thai

6. KET QUA POI CHIEU

Kiéu gen Két qua trwdéc sinh Két qua doi chiéu
Dinh chi Sau sinh

Bo

Me

Thai




PHU LUC 2
1. Ky thuit tich chiét DNA tong so tir mau ngoai vi va tir dich 6i

- Cho 20ul Protease QIAGEN vao mdi ong ly tAm 1.5ml, sau d6 cho tiép
200p] miu mau vao trong 6ng. Thém 200u] dung dich dém AL rdi tron déu
hdn hop trén bang may lac trong 15°°. U hdn hop ¢ nhiét d6 56°Cx10°.

- Thém 200p1 Ethanol (96-100%). Chuyén hdn hop trén vao cot loc QIAamp.

- Ly tdm cot loc 8000 vong/phut trong 1 phit, bo dich ndi va chuyén cot
loc sang dng 2ml sach.

-Rura 2 1an, mdi 1an thém 500ul dung dich dém AW, ly tam éng 8000
vong/ phut trong 1 phat. Sau d6 bo dich ndi, chuyén cot loc sang dng 2ml
sach khac.

- Thém 200ul dung dich AE vao cot loc, i ¢ nhiét dd phong trong 1 phut,
sau d6 ly tim 8000 vong/ phut trong 1 phit thu DNA tong sd.

- DNAts sau khi tach chiét duoc do néng d6 va do tinh sach bang mdy
Nano drop (Thermo). Nong d6 DNAts >30ng. D6 tinh sach 260/280 = 1.7-1.9
2. Dung cu, trang thiét bi va héa chét nghién ctru
2.1. Dung cu

- May ly tam cho 6ng ly tam 1.5 mL, 15ml, 50ml (Eppendorf).

- May PCR Eppendorf Master Cycler Pro S (Eppendorf).

- Hé thong dién di nam ngang (Science Plas).

- Hé théng giai trinh tu gen 3130 Genetics Analyser (ABI).

- Hé thong soi gel GelDoc (Biorad).

- Tt nudi cay té bao CO, (Thermo).

2.2. Héa chit
- Hoa chit tich DNA tong s6: QiaAmp DNA blood mini kit (Qiagen).
- Hba chit chay PCR:
e 2X PCR Master mix green/colorless (Promega).



e Moi (5'-3"): Pha mdi luu trit ndng d6 100uM va mdi sir dung nong do
10uM dung trong cac phan ung (Invitrogen).

e Nudc khong chira Nuclease (DNAase/RNAase free water) (Qiagen).
- Hoa chét dién di san pham PCR:

« Agarose (Bioneer).

e 10X Blue juiceTM (Loading dye) (Invitrogen).

e Dung dich dém Ultra pureTM 10X TBE buffer (Invitrogen).

e Ethidium Bromide (Invitrogen).

e 100bp DNA Ladder (1.0UG/UL) (Invitrogen).
- Hoa chét giai trinh tu gen:

o Ethanol 70% (Merk).

e Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen).

e Big dye v3.1 Terminator cycle sequencing ready reaction (ABI).

e Big dye X-Terminnator Purification Kit (ABI).
-Héa chit chay MLPA: Probe MLPA SALSA P140B (MCR - Holland).
-Hoéa chat nudi cay té bao bi:

o Mbi truong nudi cay té bao AmnioMAX complete (Gibco).

o Huyét thanh phoi bo (FBS) (PAA).

e Trysin EDTA 1X (Gibco).



Pic diém huyét hoc va dot bién gen ciia 5 gia dinh sinh con mac HbH c6 dét bién (-

PHU LUC 3

SEA /- ac.ZdelT

o)

Ca Tubi TM‘nﬁm Hb MCV MCH HbAl HbA2 HbH HBF Hb Bart’s Kiéu gen
(1an) (g @M g () () (%) (%) (%)
Bo 35 - 132 756 224 968 26 0 0.6 0 (> aar)
Me 30 - 11.1 767 244 965 32 0 0.3 0 (0“2 * /o)
Con 5 9.1 613 170 875 1.6 10 0.9 0 (--SFA =g &2%MTy
Con 1 0 7.9 554 165  79.6 0 13.5 0 6.9 (--SFA =g &2%MTy
Bo 33 - 137 635 199 980 20 0 0 0 (-->Maar)
Me 33 - 13.0 854 272 979 2.1 0 0 0 (02" /o)
Con 4 1 8 596 159  90.1 1.6 80 03 0 (--3FA/-q 20T
B6 28 - 136 751 234 978 22 0 0 0 (a2 o)
Me 27 - 11.4 68.4 221 982 1.8 0 0 0 (> o)
Con 2 4 7.3 575 170 841 07 59 1.7 7.6 (--SFA =24y
B6 35 - 156 748 254  98.1 1.9 0 0 0 (a2 o)
Me 32 - 11.9 63.9 200 98.0 20 0 0 0 (-->"Maar)
Con 12 0 10.8 552 166  90.0 2.0 8 0 0 (-3 -q 24T
B6 32 - 122 747 249 971 23 0 0.6 0 (a2 o)
Me 29 - 11.0 650 212 979 2.1 0 0 0 (- aw)
Con 2 12 7.3 595 17.0 846 14 120 2 0 (--SFA /=g &2%Ty




PHU LUC 4

Pic diém huyét hoc va dot bién gen ciia 4 gia dinh sinh con mac HbH c6 dét bién hiém giip

Gia ., TMnam Hb MCV MCH HbAl HbA2 HbH

S6 Tuoi . Kiéu gen
dinh (lan)  (g/dD) (fL)  (pg) (%) (%) (%)

1 Bb - - - - - - - - (—-a"" M ga)
Me - - - - - - - - (-5 a)
Con 1 6.6 73 766 219 66.5 0.9 12.9 (--SEA g0 ATy

2  Bb 29 - 115 79.1  25.1 98.0 2.0 0 (-0 o)
Me 23 - 107 713  21.1 98.2 1.8 0 (-5 a)
Con 3 0.3 8 600 17.0 92.3 2.0 5.7 (--SEA 092 Gy

3 B6 33 - 146 80.7 263 97.7 2.3 0 (owo/-al)

Me 28 - 102 641 206 98.0 2.0 0 (- aor)
Con 5 0.4 83 667 19.7 86.1 1.0 4.5 (-->/-al)

4  Bo 35 - 133  68.0 207 95.3 4.7 - (-a**' o)

Me 28 - 114 688 21.0 98.0 2.0 - (> aor)

Con 4 0 100 597 181 615 13 37.2 -GS e810°TY




PHU LUC 5

Dac diém huyét hgoc va dot bién gen ciia gia dinh sinh con mac Hb Bart’s con song sau sinh

Con mac Hb Bart’s con song sau sinh

Lam sang va huyét hoc Bo Me Sau truyén mau Truwéc truyén mau
Tuoi (nam) 4
Tudi bat dau truyén mau (nam) - - Ngay sau dé
Tan sb truyén mau (lan) - - 1 thang/lan
Gan lach to - - 3cm dudi bo suon
B0 mat Thalassemia - - RO
RBC (x10%pL) 7.11 5.07 4.28 3.22
HGB (g/dL) 14.8 10.7 10.8 7.4
HCT (%) 48.6 34.7 40.5 28.5
MCV (fL) 67.4 68.4 94.6 88.5
MCH (pg) 20.8 21.1 25.2 23.0
MCHC (g/dL) 30.5 30.8 26.7 26.0
RDW-SD (fL) - - 59.8 -
RDW-CV (%) 18.5 15.1 18.5 22.3
HbA1 (%) 97.7 97.8 67.2 51.5
HbA2 (%) 2.3 2.2 1.8 1.4
HbF (%) - - - 28.1
HbH (%) 31.0 19.0

Kiéu gen (__SEA Jower) (__SEA /oot (__SEA /__SEA) (__SEA /__SEA)




