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PAT VAN PE

1. Tinh cép thiét cia dé tai

Bénh a-thalassemia la bénh di truyén 13n trén nhidm sic thé thuong,
dic trung boi sy suy giam hogc thiéu hut tong hop chudi o globin trong
phan tir Hemoglobin. Bénh thudc nhém bénh di truyén pho bién nht, 1a
nguyén nhan gy thiéu mau tan mau hang dau ¢ tré em, v6i khoang 5%
dan s6 thé gidi 1 ngudi mang gen bénh.

Bénh Hemoglobin H 1a thé trung gian cta bénh o-thalassemia, trong d6
ba trén bon gen o globin bi dot bién. Tré méc bénh HbH thudng c6 thiéu
méau tan mau, c6 thé phai phu thudc truyén mau, gy hau qua nghiém
trong cho hang loat cic co quan trong co thé. Néu khong duge didu tri, tré
méic HbH thé ning thuong tir vong sém, hodc mudn hon vi cac bién
churng cua bénh.

Hoi chimg phu thai do Hb Bart’s 1a thé ning nhét cua bénh o-
thalassemia, do dot bién mét hoan toan bon gen a globin, giy 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 gio' dau sau khi
sinh. Ngoai ra, hoi ching phu thai do Hb Bart’s con lam ting nguy co
nhiém ddc thai nghén va tién san giat ciing nhu cac bién chung san khoa
khac cho san phuy.

Tai Viét Nam, tir nam 1985, bénh o-thalassemia méi bat dau duoc
nghién ctru. Tir nim 2008 dén 2010, phén tich gen o-globin méi bét dau
dugc tién hanh. Xac dinh cac dot bién giy bénh, mbi lién quan giita
kiéu gen va kiéu hinh ciia bénh a-thalassemia, dong vai tro quan trong
trong van dé tién lugng muc do ning ciia bénh va dua ra cac quyét dinh
diéu tri, theo ddi phu hop.

Dic biét, phan tich kiéu gen 1a co s¢ thiét yéu cho tu van di truyén
cho cac cip vo chong 1a ngudi mang gen bénh va chan doan trude sinh
bénh o-thalassemia. Day duoc xem 14 bién phap hiéu qua va can thiét dé
phong bénh. Tuy nhién, chua c6 cic nghién ciru sau vé van dé nay ¢
Viét Nam trudc day.



2. Muc tiéu ciia dé tai

- Phat hién mot sd dot bién trén gen o globin cua bénh nhan o-
thalassemia bang cac ky thuat PCR, MLPA va giai trinh ty gen Sanger.

- Nhan xét biéu hién 14m sang va kiéu gen ctia bénh nhan mic HbH.

- Chén doan trudc sinh bénh o-thalassemia b:lfmg ky thuat sinh hoc
phan tir tir té bao 6i.

3. Y nghia khoa hoc va thye tién ciia dé tai

Bénh HbH c6 kiéu hinh va kiéu gen da dang. Nhiéu ngudi bénh
HbH c6 cudc séng binh thuong & moi khia canh, va khong duoc chan
doan phat hién bénh cho toi thdi diém truong thanh. Tuy nhién, co
nhiing truong hop bénh HbH xuat hién triéu chimg tir rat som, va cac
bién chung ctia bénh cé thé de doa dén tinh mang cua nguoi bénh néu
khong duoc diéu trj. Trudc day, bénh HbH dugc phan loai la nhém bénh
thé nhe, nhung nhitng nghién ctru gan day cho rang bénh HbH thuong ¢6
nhitg biéu hién 1am sang phtrc tap hon nhitng mé ta trude do.

MJdi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh ciia bénh HbH da duoc
khing dinh ¢ nhiéu nghién ctru ¢ nhidu quan thé khac nhau trén thé
gi6i. Nhitng nghién ciru nay ciing ghi nhan, loai dot bién gen o globin co
anh huong dén mirc d6 ning cua bénh. Dot bién mat doan thuong gy
nhom HbH c6 biéu hién 1am sang nhe¢ hon.

Tuy nhién, & cac qudc gia dang phat trién, khi chan doan phan tir
chua dugc thuc hién mét cach thuong quy thi viée tién lugng bénh HbH
chua dugc quan tdm mot cach rd rang, cling nhu nghién ctru vé mbi
tuong quan giita kiéu gen va kiéu hinh ciia bénh HbH véan chua duoc
thuc hién mot cach hé théng va rong rai.

Trong nghién ctru nay, ching toi sang loc cac dot bién thudng gip
nhét bang k¥ thuat PCR. Pay 1a k¥ thuat don gian, dugc thuc hién nhanh
chéng, an toan cho phép nhan dinh két qua mét cach rd rang va chinh xac,
v6i chi phi hop ly. Tuy nhién, pham vi phat hién cua k¥ thuat PCR nay chi
khu trd trong 7 dot bién thuong gip. Néu bénh nhin mang dot bién nim
ngoai nhém nay, thi tuy theo ban chit ctia dot bién con lai c6 thé 1a dot bién
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a” hay o'-thalassemia, ma chung toi s& tiép tuc Iua chon céac ky thut tiép
theo 1a MLPA hoic giai trinh tw gen dé phén tich, cho phép kiém chimg
cac dot bién da biét va phat hién cac dot bién chua biét. Chung toi da phat
hién mot s dot bién hiém gap duoc phat hién b'fmg hai k¥ thuat nay.
Nho viéc ap dung thanh cong cac ky thuat ndi trén, cdc bénh nhan
HbH d3 dugce chin doan xac dinh bénh va thé bénh, chan doan sém,
dong vai trd quan trong trong diéu tri, tién luong, tu van va quan ly
bénh. Ngoai ra, nghién ctru con cong bd nhing dot bién hiém gip, lam
phong phti hon nhiing hiéu biét vé cac dot bién gay bénh trén bénh nhan
a-thalassemia Viét Nam. Pay ciing 1a co s¢ cho chan doan xac dinh
ngudi mang gen bang phan tich gen o globin, tién dén tu van di truyén va
chan doan trude sinh, dic biét cho nhimg trudng hop cd nguy co sinh con
mic o-thalassemia thé ning.
4. Ciu tric luin an:
Luan an dugc trinh bay trong 153 trang (khéng ké tai liéu tham khao
va phﬁn phu luc). Luan an dugc chia lam 7 phﬁn:
- Pit van dé: 2 trang
- Chuong 1: Tong quan tai lidu 34 trang
- Chuong 2: Ddi tuong va phuong phép nghién ciru 20 trang
- Chuong 3: Két qua nghién ctru 41 trang
- Chuong 4: Ban luan 53 trang
- Két luan: 2 trang
- Kién nghi: 1 trang
Luan an gém 59 bang, 12 biéu d6 va 41 hinh va 2 so do. St dung
147 tai liéu tham khao gdm tiéng Viét, tiéng Anh.
Phan phu luc gém: Danh s4ch bénh nhan nghién ctru, mau bénh an
nghién ciru, k¥ thuat tach chiét DNA, dic diém huyét hoc va dot bién cua

SEA/_ac.ZdeIT

cac gia dinh ¢o6 kiéu gen (-- o), ¢6 dot bien hiém gap, co6 con

mac Hb Bart’s con song sau sinh.
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Chuwong 1: TONG QUAN

1.1. Pinh nghia, thuit ngir va co ché bénh sinh

Bénh a-thalassemia 1a bénh thiéu méau tan mau di truyén lan trén
nhiém sic thé thuong, do giam hodc mat han su tong hop cua chudi a
globin trong phan tir Hb. Sy suy gidam tong hop nay dan dén su ting
tong hop qua mirc cua chudi p globin tao phan tir y4, goi 1a Hb Bart’s
(trong thoi ky bao thai), va Pg, goi 1a HbH (trong thoi ky trudng thanh).

Ngudi binh thudong c6 hai gen o globin nam trén mdi NST 16, va c6
tong s6 bon gen a globin trén hai NST 16 tuong dong (ao/ac). Tiy theo
s6 lwong gen o bi dot bién, va tiy theo su két hop da dang giira cac
dang allen dot bién khac nhau cta bénh a-thalassemia, gay ra cac biéu
hién lam sang & nhiéu mirc do khac nhau.

C6 2 gen a globin, al va 02, v6i tong chidu dai khoang tir 1 dén 2kb.
Mdi gen gém 3 exon, va 2 introns - IVS. Gen al va o2 c6 chiéu dai
850bp, cung mi hoa cho chudi o globin gdm 141 acid amin, 1a thanh
phan cdu tao nén phan tir Hb cua co thé.

Bénh a-thalassemia do dot bién gen o globin giy nén. 90% bénh a-
thalassemia do dot bién mét doan mot gen hodc ca hai gen o globin. Ngoai
ra, ¢ 10% khong do dot bién mét doan gen, ma thuong 1a cac dot bién
diém trén gen a globin gy nén.

Céc dot bién mat doan hodc khong mat doan nay s€ tao ra cac allen dot
bién dang o’ va o -thalassemia. Trong do, allen o’-thalassemia do loai dot
bién mét doan hai gen a globin gy nén, allen a'-thalassemia hodc do
méat doan mot gen o globin, hoac do dot bién khong mat doan, hay con
goi 1 dot bién diém gay nén.

Loai allen Mo ta Dot bién
i Dot bién mét ca 2 gen o trén
Allen o’- thalassemia B x g; X .z --SEA, --MED, -
“) cung 1 nhiém sic thé dan dén THAI  FIL
khong tong hop chudi o globin ’
. Dot bién mat 1 gen o trén 1 -0 ot -
Allen o"-thalassemia x 2 g F HbCs _ HbQs
nhiém sdc thé dan dén giam o ™, -a

o) hoiic (o . -
(-a) hodc (o ) tong hop chudi a globin
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1.2. Biéu hi¢n 1am sang lién quan dén dgt bién gen

Tuy vao su két hop khac nhau giita hai dang allen dot bién o va
o -thalassemia, s& tao ra cac kiéu hinh a-thalassmia khac nhau. Bénh o-
thalassemia dugc chia thanh 4 thé tiy theo s6 luong gen o globin bi dot
bién, voi biéu hién 1am sang phong phu va khac nhau & mdi thé bénh.

Nguodi mang gen o -thalassemia, do dot bién mot gen o globin (-
a/aa), khong co triéu chung trén 1am sang va trén cong thirc mau, nén
khong thé phan biét vi ngudi binh thuong. Phan tich gen a globin méi
cho phép chan doan xac dinh.

Ngudi mang gen a’-thalassemia, do dot bién hai gen o globin, gdm
thé: (--/oot) va (-a/-a). Thé nhe, thuong khong co triéu ching 1am sang,
¢c6 thiéu mau héng ciu nhé nhuge sic mirc do tir nhe dén trung binh,
vdi MCV va MCH giam trén cong thirc mau.

Bénh HbH 14 thé c6 tridu chig, do dot bién 3 gen o globin, gdm thé
mat doan (--/-a) va thé khong mat doan (--/a"). Bénh nhéan thudng c6
thiéu mau (2,6-13,3g/dl), c6 lach to, vang da, bién dang xuong ¢ nhiéu
muc do khac nhau.

Hoi chung phu thai do Hb Bart’s 1a thé bénh ning nhat cta o-
thalassemia, do dot bién hoan toan 4 gen o globin, giy suy giam hoan
toan kha niang san xuit chudi o globin. Thai mic Hb Bart’s c¢6 phu né,
suy tim va thiéu mau kéo dai tir giai doan thai trong tr cung. Hau hét
thuong tr vong ngay trong giai doan thai hoac ngay sau khi sinh.

Kiéu hinh Gen al va o2 Kiéu gen
Binh thuong 4 gen hoat dong (ao/aat)
Mang gen o -thalassemia Di hop tir o"-thal (-o/a)
Mang gen o’-thalassemia (Cis) Dj hop ttr o’~thal (--/o0)
Mang gen o’-thalassemia (Trans) Pong hop tir o -thal (-a/-a)
HbH thé mit doan Dj hop tir kép o’-ac'thal ~ (--/-a)
HbH thé khong mét doan Dj hop tir kép o’-a'thal  (--/a")

Hb Bart’s Déng hop tir o’-thal (--/--)
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1.3. Biéu hié¢n cin 1am sang bénh o-thalassemia

Xét nghiém huyét hoc sir sung dé phat hién ngudi bénh va sang loc
ngudi mang gen bénh o-thalassemia, cho phép danh gia tinh trang thiéu
mau (Hb giam), hong cdu nho (MCV giam), nhugc sic (MCH giam).
Tuy nhién nhitng xét nghiém nay khong déac hi¢u va khong co gia tri
chan do4n xéc dinh.

Phén tich thanh phan Hb dugc sir dung dé phan tich cac thanh phan
Hb bat thudng, dic biét ddi voi ngudi mic HbH, c6 HbA2 thuong giam
r0 rét, ngoai ra con co thé théy xuét hién HbH 0,8-40%.

Phan tich gen o globin cho phép xac dinh dot bién gen gay bénh.
Tuy theo loai dot bién diém hay dot bién mat doan, dot bién da biét hay
chua biét ma c6 cac lua chon k¥ thuat phu hgp, nhu ARMS-PCR, RE-
PCR, GAP-PCR, MLPA, Strip Assays, gidi trinh tu gen Sanger.

1.4. Sang loc va chan doan trude sinh bénh a-thalassemia

Hién nay chua c6 bié€n phap diéu tri ddc hiéu bénh o-thalassemia.
Hau hét cac thai méic a-thalassemia thé ning (Hb Bart’s) déu phu, chét
Iuru trong giai doan 3 thang cudi cua thai ky, hodc tir vong sém sau sinh.
Tré mic HbH thé nang déu phai phu thudc truyén mau va thai sit sudt
doi, thudng tir vong sdm vi cac bién chimg cua truyén mau.

Muc tiéu ctia chuong trinh sang loc déi v6i bénh o-thalassemia 1a
han ché ty 1€ sinh con mic bénh Hb Bart’s, HbH thé nang. Thoi diém
sang loc t6t nhét 13 trude khi sinh hodc trude khi mang thai. Tét ca cac
san phu duoc sang loc bang xét nghiém cong thirc mau va dién di Hb,
néu c6 bat thuong thi sang loc thém ngudi chong.

Néu cap vo chéng la nguoi da co tién sir sinh con bénh HbH, hodc
¢6 thai bi phu, s& thudc nhém nguy co cao sinh con mic o-thalassemia.
Ho can xét nghiém phan tich gen o globin dé xac dinh 14 ngudi mang
gen bénh, d& duoc tu van di truyén va chan doan trude sinh.
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Chuong 2: POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ciru va c& mau
Thu thap tAt ca cac bénh nhan tré em va nguoi lon, da tiéu
chuan nghién ctru tai Bénh Vién Nhi Trung Uong (BVNTW) tir 1/2012
dén thang 12/2016, bao gom:

- 299 bénh nhan tré em va nguoi 16n nghi ngd mic o thalassemia
trén lam sang, voi tiéu chun: Tan mau, thiéu mau héng cau nhé nhuoc
sdc. Hb 2,6-13,3g/dl; MCV<80fl, MCH<27pg. Pién di Hemoglobin co
HbA2 giam nhe hodc binh thuong, c6 HbH 0,8-40%, d6i khi kém theo Hb
Bart’s. C6 thé co gan lach to, vang da, bd mat thalassemia: mili tet, tran
do6, ham vau, co tién sir truyén mau hodc chua timg phai truyén mau.

- 97 bénh nhan dugc chan doan xac dinh mic bénh HbH bing
phan tich dot bién gen o globin, trong d6 c6 86 bénh nhi va 11 bénh
nhan la nguoi trudng thanh.

- 341 cip vo chong c6 thai bi phil va 56 cip vo chdng c6 tién st
sinh con mic HbH duoc sang loc, xac dinh nguoi mang gen bénh va
chin doan trudc sinh bénh o thalassemia.

Céc tiéu chuan loai trir bao g(‘”)m: i/Bénh nhan thiéu mau do céac
nguyén nhan khac. ii/Bénh nhan khong phat hién c6 dot bién gen gay
bénh trén gen o globin. iii/Cip v chong chua chan doan xac dinh la
ngudi mang gen bénh o-thalassemia, hodc tir chdi tham gia sang loc va
chan doan trudc sinh. San phy c6 thai dudi 16 tuan hodc ¢ cac nguy co
san khoa c6 thé anh hudng t6i sy an toan cia thu thuat choc 6i.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Ung dung quy trinh kj thudt sinh hoc phén tir phdt hién mot
sé dot bién gen a globin gdy bénh o thalassemia.

2ml mau tinh mach chéng déng EDTA ciia bénh nhan nghi ngd méc
a-thalassemia trén 1am sang s& dugc tién hanh phan tich gen o globin
tai Khoa Di truyén-SHPT, BVNTW theo cac budc nhu sau:



Phiin tich gen a globin gdy bénh o thalassemia bing k¥ thuit GAP-PCR vi ARMS-PCR cho
7 451 bién thudmg glip: (—SEA;—THAL_FIL _g37 42 _giHbCs, - qHbs)

i ! ! !
2 dot bién o’,a’-thal 1 86t bidn a° thal 1 dgt bién a* thal Khéng cb ddt bién
(o) H-alaa)(-a Vo) (—ao) (o) (-a o) (oo/exct)
! !
K thut gii trinh tr gen tim dét bién K§ thujt MLPA tim @6t bién mit
diém chua biét doan chura biét
) ol | )

Nguéi mang gen a thalassemia

Bénh nhin méc HbH

Déng hop tir a®-thal Phi thai do Hb Bart's Khéng tim thiy 7 dgt bién
() gen a globin thuimg giip

2.2.2. Nhin xét moi lién quan giiva dic diém lam sang va kiéu gen
ciia bénh nhéan mdic HbH.

Kiéu hinh 14m sang, huyét hoc, dugc tién hanh tai BVNTU: Tudi
vao vién, tudi bit dau truyén mau, s6 lan truyén mau, tién sir gia dinh,
s6 anh chi em bi bénh, Tubi, gidi, cac d4u hiéu da niém mac, gan lach

to, b0 mat thalassemia.

Xét nghiém huyét hoc: thuc hién trén may dém ty dong K4000, tai
Khoa Xét nghiém huyét hoc, Bénh Vién Nhi TU. Cac chi s6 thu thap:
RBCx10'%/dL, HGB(g/dL), HCT(%), MCV(fL), MCH(pg), MCHC(%),
HbA 1(%), HbA2(%), cac Hb khac néu co.

Nhan xét mot sd biéu hién 1am sang va kiéu gen cuia bénh nhan HbH
2.2.3. Chén dodn trudc sinh

12-15ml dich 6i dwoc choc hut tir budng 6i cia san phy mang
thai >16 tuan. Quy trinh dugc thuc hién tai cac co s& San Khoa, dudi
huéng dan cua siéu am. Quy trinh dam bao vo trung. Trén co s cac dot
bién gen da biét sau khi phan tich gen a globin & bd va me cua thai nhi,
DNA ctia thai nhi s& dugc tién hanh phan tich gen a globin bang cac k¥
thuét sinh hoc phan tir tuong Gng.

2.2.4. Xir Iy 56 liéu thong ké

St dung phan mém SPSS version 12.0 (SPSS Inc., Chicago,
Mlinois). Cac s6 liéu dugc dién ta dudi dang cac phan bd vé tan sd hodc
cac tham sb thong ké mo ta va duoc thé hién dudi dang ty 1& phan tram,
hodc tri sb trung binh £ SD va trung vi.



2.2.5. Dao dirc nghién ciru

Nghién ctru dugc tién hanh voi sy tuan thu vé mit y duc, dugc chép
thuan cua hoi déng dao duc, BVNTU, duoc su déng y cla ddi tuong
nghién cuu.

2.2.6. So’ do nghién ciru

Bénh nhan nghi ng& méc « thalassemia

- Khém lim sing
——— - Khai thictién st —
Méi lién hé giiva dic diém Xét nghi¢m sing |<>°é:1 Ciip v chdng chén dodn
lim sing, huyéthoc, ~——s - Xétnghiém huyét hoc .. trude sinh bénh
va kiéu gen bénh HbH - Phin tich thanh phan Hemoglobin « thalassemia
trén HPLC
Chén doén xéc dinh ngudi bénh va
[ ngudimang genbénh o thalassemia ~ +————
bing ky thudt sinh hoc phén tir

i e Tur vén di truyén,
cﬁmmam ———— Ténghop, xirly s ligu chén dodn trude sinh
| | bénh a thalassemia

Chwong 3: KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua phat hién dot bién gen o globin ciia ngudi mic o-
thalassemia bang k§y thuat PCR, MLPA va giii trinh tu gen Sanger
3.1.1. Két qud xdc dinh cdc dpt bién mdt doan thwong gdp trén bénh
nhin HbH bang ky thuit GAP-PCR va ARMS-PCR

K§ thuat GAP-PCR duoc st dung dé phat hién 5 dot bién mét
doan thuong gap, trong do co 3 loai dot bién méat doan o’-thalassemia
(me”it 2 gen) : _SEA._FIL_THAL V3 2 loai d6t bién mét doan o-
thalassemia (mét 1 gen): o7y ot K¥ thuat ARMS-PCR duoc sir dung

dé phat hién 2 dot bién diém thuong gip, 13 -a™ va -

, hay con
goi 1a dot bién khong mét doan o'-thalassemia. Két qua phat hién dot
bién ciia cac ky thuat trén duoc ddi chiéu véi két qua phat hién dot bién

cua k¥ thuat MLPA va giai trinh ty gen Sanger, hoan toan phu hop.



4 kb
3 kb
2 kb
1.6 kb

1 kb
.85 kb

I
Hinh 3.2. Dién di san pham ARMS-PCR ciia dot bién -o™ va -o/™%
trén gen a globin cua cdc bénh nhdan HbH

3.1.2. Két qua xdc dinh djt bién mét doan hiém gdp trén bénh nhan
HbH doan bang kj thudt MLPA

Nghién ctru phat hién 1/97 (1,03%) bénh nhan mac HbH mang
kiéu gen mat doan hiém gap -->**/-a1, bao gdm di hop kép dot bién mat
doan 2 gen --5*, két hop v6i mot dot bién mat doan 1 gen -aul. Két qua
MLPA cho thiy, bénh nhan va bd bénh nhan déu mang dot bién di hop
ttr mat doan toan bo gen al.

HoAZ WAz
HoAL ;

HBAT

11 i YEERLE i
! A | g \ 1 "
| | | |
v oy

(4)

® o

Hinh 3.6. Két qua MLPA ctia gia dinh bénh nhan --***/-al.
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(A): Mdu mat doan di hop tr gen ol cua b6 bénh nhén. (B): Mdau mat
doan dong hop tir gen al ciia bénh nhan.
3.1.3. Két qud xdc dinh dgt bién diém hiém gap trén bénh nhin HbH
béng ky thugt gidi trinh tw gen Sanger

Tyr Arg Terml Ala Gly
P

(a) /\ p’\}«*/‘“ f\eﬂ / A H

Leu Glu Arg Ter Gly

- .
AWl

Tyr  Gly  Ala Asp  Ala Leu Glu

|
;_;*/\/\‘/\*W\_L_/\/EL\MA(C) \/\.’ [\-/\; [‘\/\ AAA'S ()
Hinh: (c) c.81G>T (p.Glu27Asp) - Hb Hekinan;
(d) c.92G>A (p.Arg31Lys)

3.1.4. Két qua xdc dinh djt bién gen a globin ciia bénh nhan mic Hb
Bart’s con song sau sinh bang ky thudt PCR, MLPA

Chung toi phét hién mot gia dinh c6 mot con gai mang kiéu gen
déng hop tir (__SEA/__SEA
bénh nhan déu mang kiéu gen di hop tir (-->**/aa). Kiéu gen cua ca gia
dinh d3 dugc phat hién bang ky thuat GAP-PCR va ARMS-PCR. Sau
d6 duoc dbi chiéu bang ky thuat MLPA va giai trinh tw gen Sanger.

), mic Hb Bart’s hién dang 4 tudi. B6 va me
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Hinh 3.12.(A) GAP-PCR, (B) ARMS-PCR sang loc 7 dot bién thuong gap trén
gen a globin

Bdng 3.1. Pt bién gen a globin cud nguoi nghi ngo mdc a-thalassemia

Loai bénh nhin SO BN (%)
Bénh nhan méc bénh HbH (--/-a) hodc (--/-a.) 97 324
Bénh nhan méc Hb Bart’s (--/--) 1 0,33
Bénh nhan khong c6 dot bién gen o globin (owa/owor) 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 -o’”’ 7

Tong so6 bénh nhin phan tich dot bién gen o globin 299 100

Nhéan xét: Phat hién 97/299 (32,4%) bénh nhan mic HbH, 114/299
(38,1%) ngudi khong phat hién thiy dot bién, 87/299 (29,1%) bénh
nhan mang d6t bién di hop tir, v6i 2 loai dot bién 1a -5 (91,9%) va -
a*7(9,1%). Pic biét ching toi phat hién 1 bénh nhan mic Hb Bart’s
(0,33%) con sdng sau sinh.
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Biéu do 3.1. Ty l¢é cdc logi kiéu gen cua 97 bénh nhdn HbH
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Nhian xét: Bénh nhan HbH c6 kiéu gen (--***/-a'™) chiém ty 18 cao
nhit 54,6%. Tiép theo 1a kiéu gen (--°**/-’”7) chiém 21,6%, (-->*/-a*?)
chiém 9,2%. Cac kiéu gen khac chiém ty 1& thap hon.

Bdng 3.2. Ty I¢ cac allen dot bién cia 97 bénh nhan HbH

Tén dot bién Kiéu dotbién Soallen %
Dot bién mat doan 2 gen ) 194 50
Dot bién mét doan 1 gen léch phai o oot 42 10,8
Dot bién mat doan 1 gen léch trai -a** /oo 18 4,6
ot bién mat doan 1 gen al -ol/oo 2 0,5
TAA>CAA codon142 gen o2 0™/ 106 27,3
CTG>CCG codon 125 gen a2 0"/ o0 8 2,1
ATG>A-G codon ATG gen o2 -0 o0 12 3,1
AGG>AAG codon 31 gen a2 0”2 Moo 2 0,5
TAA>TAT codon TAA gen a2 0" Mo 2 0,5
GAG>GAT codon 27 gen ol 0¥ o0 2 0,5
Tong sb 388 100

Nhin xét: Allen -->**/o0 chiém ty 18 cao nhét 13 50%. Tiép theo dén
allen -a"™/oior 12 27,8% va allen -o* /o 14 10,8%
3.2. Méi lién hé giira dic diém 1Am sang va kiéu gen ciia bénh HbH
Chuing t6i da chan doan xac dinh 97 bénh nhan méic bénh HbH
bang k¥ thuat sinh hoc phan tir. Dwa vao két qua phan tich dot bién gen
a globin, cac bénh nhan HbH duogc chia thanh 2 nhom nghién ctu.
- Nhom HbH c6 dot bién mét doan (--/-o): 31/97 (31,9%)
- Nhém HbH c6 dot bién khong mét doan (-/-au"): 66/97 (68%)
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Bang 3.31. Mot 6 dac diém lam sang va huyét hoc cua bénh HbH

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

S lan truyén mau/nim 0,27 + 0,76 32+40 <0,001
Tudi vao vién 10,58 12,3 6,1+5,8 0,048
Mirc d6 thiéu mau 24.3% 75,7% 0,004
Gan 1 - 2 cm dudi bo suon 22.5% 39,3% 0,001
Gan >3 cm dudi bo suon 6,4% 31,8%

Lach 1 - 2 cm dudi b suon 12,9% 34,8% <0,001
Lach >3 cm dudi bo suon 6.4% 33,3%

Bién dang xuong 6,4% 60,6% <0,001
Hb (g/dL) 86,46 + 14,93 74,92+ 12,75 0,004
RBCx10"/L 5,3+0,55 4,08+091  <0,001
HCT (%) 2971 +426 2787+6,04 0,13
MCV (fL) 58,06+£9,19  67,53+10,93 <0,001
MCH (pg) 17284293  1923+3,51 0,009
MCHC (%) 29.66+2,93 2851+242 0,046
HbA1 (%) 90,6 +6,71  87,42+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

Nhan xét: Nhom bénh HbH (-/-a") ¢6 biéu hién 1am sang va huyét hoc
ning hon nhoém (--/-a): truyén mau nhiéu hon, tubi vao vién sém hon,
thiéu mau, gan lach to, bién dang xuong nhiéu hon. HGB, HCT, MCHC
thip hon, trong khi MCV, MCH va HbH cao hon, véi p<0,05. HCT va

HbA2 c6 p>0,05.



Bdng 3.32. Mét s6 biéu hién lam sang va huyét hoc cua tirng loai dot bién gdy bénh HbH
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Pic diém _SEA/ 37 _SEA/_ 42 __SEA/_ HbQs __SEA/_je2delT __SEA/_ HBCs p

N 21 9 4 6 53

T™=0 17 (80%) 7(77,7%) 1 (25%) 3 (50%) 3 (5,6%) < 0,001
TM rai rac 4 (19%) 2 (22,2%) 3 (75%) 2 (33,3%) 40 (75,4%)  <0,001
Phu thudéc 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+5,13 332 43,77 0,034
Tudivaovien  11,24+13,65  92+948 6,42 + 8,92 5,75 + 4,49 58+5,85 0,045
Thiéu mau 11,10% 13,90% 50,0% 66,60% 68,10% 0,002
Hb (g/dl) 9322+17,03 95,6+1529 84,93+12,01 84,0+1825 7537+14,46 <0,001
RBCx10'%/L 5,33+£0,62 5,23 +0,38 4,8+ 0,87 4,51+0,78 3,96 + 0,89 < 0,001
HCT(%) 3828+ 14,3  30,69+4,47 27,66+3,04 28,58+6,16 27,03+4,56  <0,001
MCV(fL) 67,9+ 10,46  54,12+5,13 59,94+10,17 5942+2,69 77,75+16,77 <0,001
MCH(pg) 19,06 + 2,9 1622+1,5 17,79+332 17,04+0,57 256+6,72  <0,001
MCHC(%) 32,3+£2,06 30,4 + 2,35 293+3,16 29,5+ 143 2814232 0,003
HbA1(%) 91,69+ 6,83 8833+6,16 89,78+2,16 8508+4,8  87,26+6,11 0,056
HbA2(%) 1,79 + 0,75 2,21+231 1,72+0,5 2,18+ 1,58 1,98+ 1,2 0,909
HbH(%) 8,15+539 10,27+ 6,95 8,5+ 2,65 9,48 +3,15 10,7 £4,22 0,469

Nhén xét: (TM: truyén mau). Cac kiéu gen duge xép theo thur tir tir tréi sang phai, ting din vé do ning cua cac biéu
hién 1am sang va cin lam sang, biéu hién & hau hét cac chi sb nghién ctru, véi p<0,05. HbA 1, HbA2, HbH c6 p>0,05.
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3.3. Chén doan trwéc sinh bénh a-thalassemia
3.3.1. Sang loc va chan dodn xdc dinh ngwoi mang gen bénh o-
thalassemia trén cdc cdp vo chong cd thai bi phit

Chtng t61 st dung chi s6 MCV<80fL, MCH<27pg, dién di
hemoglobin dé sang loc ngudi mang gen bénh thalassemia, dong thoi
dbi chiéu va chan doan xac dinh tinh trang mang gen bénh o-thalasemia
cho 341 cip vo chdong c6 thai bi phil bang phan tich gen a globin.

Bdng 3.33. Két qud sang loc va chdn dodn xdc dinh nguoi mang gen

a-thalassemia trén cdc cdp vo chong ¢é thai bi phil

Doi trgng N % Kiéu gen
Tdng s cap vo chong c6 thai bi phu 341 100
Cip vo chong duong tinh véi test sang loc 275 80,6
Cip vo chong c6 dot bién gen a globin 292 85,6 - 0a
Cip vo chong khong mang gen a thalassemia 49 14,3 ao/oo

Nhian xét: C6 341 cip vo chdng co thai bi phu duoc sang loc bing
phwong phap trén, phat hién 275/341 (80,6%) cip vo chdng, trong d6 ca
vo va chong déu c6 MCV<80fL, MCH<27pg. Phan tich gen o globin
bang ky thuat PCR cho 341 cip vo chdng co thai bi phu, dbi chiéu véi
chi s6 MCV, MCH va HbA2, phat hién 292/341 (85,6%) cip vo chong
1a nguoi mang gen o-thalassemia, 100% déu c6 kiéu gen --5**/a0. C6
49 (14,3%) cap vo chong c6 thai bi phu khong phai 13 ngudi mang gen
a-thalassemia, c6 kiéu gen oo/ao. Nhu vay, ty 1¢ phat hién nguoi mang
gen a-thalassemia trén cac cip vo chong co thai bi phu bang chi sb
“MCV<80fL va MCH<27pg” 1a 275/292 (94,1%). Co6 17 (4,98%) cap
vo chong c6 thai bi phu dugc chan doan x4c dinh 1a nguoi mang gen o’-
thalassemia bang phén tich gen o globin, ma c¢6 vo hodc chdng co
MCV>80fL hodc MCH>27pg.
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Biéu do 3.12: Tuan thai ciia cdc san phu mang gen o -thalassemia

Nhan xét: Trong tong sb cac 244 san phu co thai bi phu, thoi diém
phat hién thai bi phii phd bién nhat nim 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 dwgc phat hién sém dudi 20 tuan. Thoi diém phat hién sém
nhat 14 10 tuan, va mudn nhat 14 38 tuan.

Nguy co S6 thai Két qua chan doan trudc sinh (%)
bénh Binh thwong Dihgp tir  Thai bénh
HbBart’s 123 (100%) 47 (38,2%)  32(26,0%) 44 (35,7%)
HbH 56 (100%) 11(19,6%) 36 (64,2%) 9 (16,0%)
Téng 179 100%) 58 (324%) 68 (379%) 53(29,6%)

Nhan xét: Chan doan trudce sinh cho tong sé 179 san phu, trong d6 co
123 san phu c6 nguy co sinh con phu thai do Hb Bart’s, va 56 san phu
¢6 nguy co sinh con mic HbH. Két qua chan doan trude sinh phat hién
tong sd 58/179 (32,4%) thai khoé manh, 68/179 (37,9%) thai di hop tir,
53/179 (29,6%) thai méic bénh.
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Bdng 3.43: Kiéu gen ciia cdc thai nguy co véi bénh HbH dwoc chin
doan truoc sinh

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

(-5 o) 25 44.6
(-0 /acr) 4 7,1
(-o*/a0r) 2 3,5
(- a0r) 1 1,7
(-a"™/aa) 4 7,1
Mic HbH 9 16,0
(__SEA /. 0(4’2) 1 1,7
(__SEA /. 0LHsz) 7 12,5
(__SEA /. ac,ZdelT) 1 1,7
Téng 56 100

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
mic bénh HbH (16,0%). Thai di hop tir dot bién (-->**/a0) chiém ty 1&
cao nhét 1a 44,6%, tiép theo 1a di hop tur dot bién (-o*"/ao) va (-
o™/aa) cing chiém 7,1%. Thai mic HbH c6 kiéu gen (-->4/-a'™)
cao nhit chiém 12,5%.
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Chuong 4: BAN LUAN

4.1. V& dot bién gen o, globin giy bénh a-thalassemia phat hi¢n
bang ky thuiat PCR, MLPA va gidi trinh ty gen

C6 97 bénh nhan mac bénh HbH da dugc chan doan xac dinh
bang k§ thuat sinh hoc phén tir. Trong d6, 32% thudc nhom HbH dang
mat doan, (--/-o), 68% thudc nhém HbH dang khong mat doan (--/-a.”).

Ty 1& vé kiéu gen ctia bénh HbH rat khac nhau & cac nghién ctru
trén cac ching toc khac nhau. Mot nghién ctru trén 595 bénh nhi méc
HbH ¢ Guangxi Trung Quéc, ty 1&¢ HbH dang (--/-av) 1a 59,5%, dang (--
/o) 12 40,5%. O Théi Lan, ty 1& nay c6 su khac nhau giita mién Béc va
mién Nam. O mién Béc, 56% bénh nhan thudc nhom (--/-o) va 44% bénh
nhan thuéc nhém (—/o’), trong khi & mién Nam ty 18 nay c6 xu hudng
nguoc lai, lan luot 1a 47% va 53%. Nhu vay, ty 1€ bénh nhan HbH dang (-
-/a.") trong nghién ctru clia chung tdi 1a cao nhét so véi cac nghién ciru ké
trén. Nhém HbH dang (--/o.") thuong c6 biéu hién 1am sang sém va ning,
trong khi nhém bénh nhan HbH dang (--/-at) thuong c6 bi¢u hién 1am
sang nhe hodc khong co biéu hién 1am sang co thé nhan théiy. Do d6, thuc
té cac bénh nhan chi dén Vién kham khi c6 cac ddu hiéu 1am sang ro,
hodc can phai can thiép diéu tri. Didu nay co thé giai thich s6 bénh nhan
HbH (--/a.") trong nghién ctru cta ching t6i gip nhiéu hon dang (--/-av).
4.2. V& mbi quan hé kiéu gen, 1am sang va huyét hoc ciia bénh HbH
4.2.1. Méi lién quan giita ddc diém lam sang va hai nhém bénh HbH

Khi so sanh cac dic diém l1am sang va huyét hoc ciia hai nhom
bénh (-/-a.") v (~/-ot), chiing 61 nhan thay, bénh nhan HbH thudc nhom
khong mét doan c6 biéu hién 1am sang nang hon so voi nhom bénh nhan
mét doan: (--/-a.") > (-/-&) nhu sau: S6 1an truyén mau trung binh nhiéu
hon (3,2 1an/ndm>0,27 1an/nam), tubi vao vién sém hon (6,1 tudi>10,58
tudi), c6 biéu hién thifu mau v6i HGB<90g/dL nhidu hon
(75,5%>24,3%), ty 1¢ bénh nhan c6 gan to ¢ ca 2 murc do 2 va 3cm dudi
bd suon cao hon (71,1%>28,9%), ty 1€ bénh nhan c6 lach to & ca 2 muc
dd 2 va 3 cm dudi bo suon cao hon (68,1>19,3%), ty 1€ cd bénh nhan ¢
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bd mat thalassemia cao hon (60,6%>6,4%). Nhiing bénh nhan thudc
nhém (-/-a.") ¢6 biéu hién thiéu mau ning hon cu thé c6 Hb mau thap
hon (74,92g/dL<86,4g/dL), HCT thap hon (27,87%< 29,71%), tinh trang
thiéu mau héng cau nhé nhuge sic va tan mau nang hon, thé hién trén chi
s6 MCV cao hon (67,53fL>58,06fL), MCH cao hon (19,13pg>17,28pg),
MCHC thap hon (28,51%<29,66%). Dién di hemoglobin c6 ty 16 HbH
cao hon (9,19%>6,4%) va xuét hién c6 Hb Bart’s. Nhiing sy khac biét ké
trén déu co ¥ nghia thong ké voi p<0,05. Két luan nay cta chung t6i hoan
toan phit hop v6i két ludn ctia cac nghién ciru khac vé van dé nay.
4.2.1. Moi lién quan giita ldm sang va timg kiéu gen ciia bénh HbH

Hién nay chua c6 khao sat vé su khac biét vé dic diém 1am sang
ctia timg kiéu gen khac nhau trong ciing mot nhom bénh. Tir d6, ching
t6i tién hanh phan nhém bénh nhan theo kiéu dot bién. Ching toi mé ta
mét s6 dic diém 1am sang va huyét hoc ctia 5 nhom kiéu dot bién. Khi
so sanh cac biéu hién 1am sang va chi sé huyét hoc trong pham vi cia
nghién ctru ndy, cac bénh nhan HbH véi cac kiéu gen khac nhau co sy
khéac biét, co thé duge xép theo mtrc do tur ning dén nhe nhu sau:
(__SEA/_aH'bCS)>(__SEA/_ac.2de1T)>(__SEA/_(beQS)>(__SEA/_a4.2)>(__SEA/_CX3.7).
Su khéc biét nay c6 § nghia thong ké voi p<0,05.
4.2.2. Chan dodn truée sinh bénh a-thalassemia

Trong 4 nim, da c6 téng s 179 thai c6 nguy co cao méc bénh -
thalassemia dugc chan doan trudc sinh, trong d6 bao gdm 123 thai co nguy
co mac Hb Bart’s va 56 thai c6 nguy co mic HbH, phat hién 58/179
(32,4%) sO thai binh thudng, 68/179 (37,9%) thai di hop tir, 53/179
(29,6%) thai mic bénh. Két qua nay tuong tur vi két qua trong nghién ciru
cta Dai Loan théng ké trong 6 nam trén 102 thai duoc chin doan trudc
sinh bénh o thalassemia, phat hién 29,5% thai binh thuong, 47,05% thai di
hop tir va 23,5% thai mac bénh. Ty 1¢ nay trong nghién ctru & Mién Béc
Thai Lan thong ké trong vong 16 nam chan doan trude sinh cho 846 thai ¢6
nguy co méic Thalassemia thé ning, trong d6 thai c6 nguy co vi bénh Hb
Bart’s 1a 341/646 (40,3%). Két qua phat hién c6 27% thai binh thuong,
47,5% thai di hop tir, 25,5% thai mac Hb Bart’s.
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KET LUAN

Cin cir trén 3 muyc tiéu cta nghién ctru, bang viéc ap dung ky
thuat PCR, MLPA va giai trinh ty gen Sanger dé phat hién dot bién gen
a globin, phan tich dic diém 1am sang, huyét hoc va kiéu gen cia bénh
nhan HbH, sang loc, chan doan xac dinh ngudi mang gen bénh va chin
doan trude sinh bénh o thalassemia, ching t6i rat ra mot s6 két luan
nhu sau:

1. Phit hién dot bién gen o globin cia nguwoi mic o-thalassemia

Trong s6 299 bénh nhan nghi ngd mic thalassemia trén 14m sang,
ty 1€ phat hién c6 dot bién gen a globin 1a 61,5%. Ty 1€ phat hién bénh
HbH dua vao phan tich gen a globin 1a 97/299 (32,4%). Ty 1€ phat hién
nguoi mang gen bénh o-thalassemia 1a 87/299 (29,1%), trong d6 91%
1a nguoi mang gen loai mét doan 2 gen --°**, 9,1% la ngudi mang gen
loai mat doan 1 gen -o*”’.

D3 phat hién 5 loai dot bién thuong gip, trong dé ¢ 3 loai dot
bién mét doan bao gdm: --5* (50%), -0’7 (10,8%), -a** (4,6%), va ¢ 2
loai dot bién diém bao gom -a'** (27,8%), -a'*® (2,1%).

Phaét hién 5 loai d6t bién hiém gip trén bénh nhan HbH cua Viét
Nam: -al (0,5%), -0°2*'" (3,1%), -0 ¥ (0,5%), -a**°**T (0,5%) tao Hb
Pakse, -a.“*'%" (0,5%) tao Hb Hekinan.

Xac dinh 8 kiéu gen cua bénh HbH: —-%**/-0™ (54,6%); —>**/-o*”
(21,6%); _SEA/ 442 (9,2%); _SEA_,c2delT (6,1%); _SEA/_,HbQs 4,1%); _SEA o1
(1%); _SEA/_c92G>A (1%); _SEA/_o 426 AT (1%), _SEA_ e8IG>T (1%).

Lan dau tién phat hién mot truong hop bénh nhan méc bénh Hb

SEA/_SEA) "hién 4 tudi, phu thudc truyén mau.

Bart’s kiéu gen (--
2. MBoi lién hé giira kiéu gen va kiéu hinh ctia bénh HbH

Bénh HbH c6 mdi lién quan chit chd giira kiéu gen va kiéu hinh.
Dua trén kiéu gen, 97 bénh HbH duogc chia thanh 2 thé: 31,9% 1a thé

mat doan gen (--/-a), 68,1% 1a thé khong mit doan gen (--/-a.").
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HbH thé khong mit doan gen co biéu hién 1am sang ning hon thé
mat doan gen (--/-a") > (--/-a) (p<0,05).

Mirc d¢ biéu hién 14m sang cua cac kiéu gen theo thir ty giam
dan véi (p<0,05): (—o*/-0"") > (o072 > (0¥ -0 ) >
(-5 0% 2) > (-aSFA -0,

3. Chin doan truéc sinh bénh o-thalassemia

Sang loc ngudi mang gen o-thalassemia cho 341 cip vo chong co
thai bj phii bang MCV<80fL va MCH<27pg: phét hién 275/341 (80,6%)
cip vo chong duong tinh v6i xét nghiém sang loc.

Phan tich gen o globin cho 341 cip vo chdng c6 thai bi phu: phat
hién 292/341 (85,6%) cip vo chéng cing 1a nguoi mang gen o'-
thalassemia dang (-->**/a.0t), ¢6 nguy co cao sinh con méic Hb Bart’s.

Chan doan xac dinh nguoi mang gen bénh a-thalassemia cho 56
cip vo chdng c6 tién st sinh con mic HbH, vdi cac kiéu gen: —->/oa
(50%), -o™ao (31,2%); -a’"/ao (4,5%); -o**/ao (4,5%); -0***T/oa
(4,5%); -0™Faa (2,67%); -0 Moo (1,7%), -ol /ot (1,7%).

C6 179 san phu da dugc chan doan trudc sinh, trong d6 co 123
san phu nguy co cao véi bénh Hb Bart’s va 56 san phu nguy co cao véi
bénh HbH. Két qua chan doan trudc sinh phat hién 58 (32,4%) thai binh
thudng, 68 (38%) thai di hop tir va 53 (29,6%) thai méc bénh. Trong 53
thai mic bénh, phat hién 44 thai mic bénh Hb Bart’s va 9 thai méc bénh
HbH.

Céc truong hop co dbi chiéu két qua giita chan doan trudc sinh
v6i chian doan sau sinh, hodc véi thai ¢6 chi dinh dinh chi béng mau
cubng ron, déu cho két qua phu hop.
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KIEN NGHI

- Can phan tich gen o globin bang ky thuat sinh hoc phén tir d&é chan
doan xac dinh bénh HbH va Hb Bart’s, xac dinh thé bénh HbH thé
mat doan hodc thé khong mét doan va cac dang nguoi mang gen
bénh o” hodc o -thalassemia.

- Cén c6 nhitng nghién ctru tiép theo dé theo ddi va danh gia vé mdi
tuong quan giira kiéu hinh va cac kiéu gen cta bénh HbH véi ¢& miu
l6n hon, trong thoi gian dai hon, dé dua ra tién luong dua trén thé
bénh, theo ddi diéu tri bénh, va 1a co so tu van di truyén va chan doan
trude sinh.

- Can duoc chan doan xac dinh ngudi mang gen bang phén tich gen o
globin, tién dén tur van di truyén va chan doan trudc sinh, dic biét cho
nhitng trudng hop ¢6 nguy co sinh con méc o-thalassemia thé ning.
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Nghién cttu toan di¢n va hé théng vé bénh a-thalassemia:

T viéc viéc ap dung thanh cong k¥ thuat PCR, MLPA, giai trinh tu
gen Sanger, cic bénh nhan nghi ngd mic a-thalassemia di duoc
chén doan x4c dinh bénh va thé bénh.

Phan tich méi lién quan gitra ddc diém 1am sang va kiéu gen cia
bénh nhan mac HbH gitup hiéu 16 hon vé tinh chat da dang va phirc
tap ctia bénh, tir d6 giup chan doan sém, tién lugng bénh, diéu tri
phii hgp nhim giam bét bién ching.

Sang loc, chan doan xac dinh ngudi mang gen bénh, tu van di truyén
va chan doan trude sinh cho cac gia dinh nguy co cao sinh con méc
bénh o-thalassemia thé ning, gitip phong bénh hiéu qua.

Nghién ciru da phat hién cac dot bién thuong gip, va di cong bd cac
dot bién hiém gap, 1am phong pht hon nhitng hiéu biét vé& cac dot
bién gdy bénh trén bénh nhan a-thalassemia Viét Nam.
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