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TOM tat

a- va B- thalassemia la cac réi loan di truyén don gen phé bién nhat trén
toan thé gidi cuing nhu tai Viet Nam. Nghién cuu dugc tién hanh trén 88 truong
hop thai cta cac cap vo chong co nguy co cao de con mac Thalassemia.
Cdc thai phu duoc choc 6i va xét nghiém phan tu bénh thalasemia nham
phat hién cac dang dot bién gen thalassemia O té bao 6i bang ky thuat lai
phan tu nguoc (Reverse hybridization) tai Trung tam Chan doan trudc sinh,
Bénh vien Phu San Trung uong nam 2017.

Két qua cho thdy 64/88 truong hop mang gen dot bién chiém 72,7%.
Trong do, co 51/64 thai bi dot bién a — thalassemia (79,7%), 8/64 thai bi dot
bién B — thalassemia (12,5%) va 5/64 mang dong thoi dot bién a (--SEA)-
va B — thalassemia (di hgp tu CD41/42 hoac di hop ti CD 17) hoac CD 26
(7,8%). Dot bién (~554) trén gen a globulin chiém ti lé 100% thai bi dot bién
a — thalassemia. Trong do, 47% mang kiéu gen cua bénh a — thalassemia
0 dang dong hop tu. Chan dodn trude sinh bang ky thuat lai phan tu nguoc
gilp dua ra cdc quyét dinh vé thai nhi cang nhu tu van di truyén trudc hon
nhan doi vdi cac truong hop phat hién dj hop tu bénh thalasemia.

Tir khoa: thalassemia, ky thuat lai phan tu ngugc, dot bién gen globin,
chan doan trudc sinh.

Abstract
PRENATAL DIAGNOSIS OF THALASSEMIA BY
REVERSE HYBRIDIZATION

The alpha and beta thalassemia are the most common inherited
single-gene disorders in Vietnam.

Objective: to detect the gene mutations that cause thalassemia in
amniotic cells by Reverse hybridization techniques.

Method: For 88 pregnancies of high-risk couples with Thalassemia.
The fetuses were prenatal diagnosed the mutation alleles by Reverse
hybridization in Prenatal Diagnosis Center at National Hospital of
Obstetrics and Gynecology in 2017.



Resulis: There were 64/88 fetuses having mutation (72,7%). Among those, 51 cases had a —
thalassemia mutations (79,7%), 8 fetuses were 3 — thalassemia mutations (12,5%) and 5 fetuses
inherited both a (--SEA) and 8 — thalassemia or a- and CD 26 (7,8%). The (-5t*) alleles were found
on 51 out of 51 fetuses having a — thalassemia mutations, 24/51(47%) of these were homozygous
genotype. Prenatal diagnosis by Reverse Hybridization could be able to help the couple in making
the decisions for the fetus. Prenatal diagnosis of thalassemia is useful for genetic counseling.

Keywords: thalassemia, reverse hybridization, prenatal diagnosis.

1. bat van dé

Bénh Thalassemia la béenh di truyen gen lan
trén nhiém sdc thé thusng, nguyén nhan la do dot
bién gen gay gidm hogc khéng téng hop protein
globin tham gia cdu tgo Hb, dan dén thiéu hyt
Hb trong hong cau [1]. Tai Viet Nam (2015), c6
khoang hon 10 triéu ngusi mang gen bénh hogc
bi benh Thalassemia, khodang hon 20000 bénh
nhén can digu tri va méi nam cé khoang 2000
tré sinh ra bi bénh [2]. Benh Hb Bart's (thé nang
nhét coa bénh a- thalassemia) thusng gay phu rau
thai, thai chét luu trong & cung hodic chét sém sau
sinh. Bénh nhan B — thalassemia thé naing cé dong
hop 16 hogc di hgp to kép 2 dot bién khéc nhau,
thudng c6 biéu hién thi€u méu ngng dén sau 3 - 6
thang tusi. Phuong phdp digu tri chu yéu déi véi
beénh Thalassemia vén la truyén mau, thai sét, cét
lach var digu tri cac bién chang [1],[3]. Mac du hau
qué bénh la rét naing né nhung hién nay trén thé
gidi, cdc nha khoa hoc vén chua tim duge phuong
phdp digu tri khéi cho ngusi méc bénh nay. Do do,
xét nghiém, tu vén di truyén va chéan dodn trudc
khi sinh déng vai trd quan trong trong viéc dua
ra quyét dinh c& nhan cong nhu chuyén moén vé
phong ngua, diéu tri bénh.

G Viet Nam, sang loc chén dodn benh
Thalassemia trudc sinh thusng st dung cac phuong
phdp multiplex PCR, ARMS-PCR va gidi trinh ty ving
gen globin. Tuy nhién, cdc phuong phép nay chi cé
thé phat hién thdy cac dot bién don lé. Ky thuat lai

phan i ngugc trén mang lai (Reverse hybridization)
dugc cdi tién trén co s6 coa ky thuat lai phan to cé
thé phat hien cung luc dugc nhigu dot bién khac
nhau trén cung mot gen. Tai Viet Nam, ky thuat
nay méi dugc dp dung, chua dugc st dyng rong
rai, vi thé chung 16i tién hanh nghién cou:“Sang loc
trudc sinh bénh Thalassemia béng ky thuat lai phan
t0 nguoc” nhém phdt hién cac dang dot bién gen
gay bénh Thalassemia & t& bao i bang ky thuat lai
phén to ngugc givp chdn dodn trudc sinh var tu vén
hudng di truyén cho beénh thalassemia

2. P6i tugng va phuong phap

2.1. Péi tuong

88 trusng hop thai nhi cia cac cgp vo chong
c6 nguy co cao sinh con méc Thalassemia (da dugc
chén dodn c6 mang gen dét bién a-/B- hodc cé fign
sU sinh con/mang thai dugc chén dodn méc benh
Thalassemia) duoc choc hit 6i va chén dodn truse
sinh bénh thalassemia fai Trung tém Chén dodn truéc
sinh, Bénh vién Phy Sén Trung uong. Thai gian nghién
cou: tu ngay 1/1/2017 dén ngay 31/12/2017.

2.2, Phuong phap

Thiét ké nghién cou

Thiét ké ghién cou mé té& cét ngang.

Quy trinh ky thuat trong nghién cuu

Nghién ctu st dyng bo Kit: Thalassemia Gene
Diagnostic Kit (Code: HBGA-THAL a5-b16) xudit xu
Hong Kéng va cé chung chi CE/IVD. Qud trinh
thyc hién tréi qua 4 buéc sau:
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Buéc 1: Tach chiét ADN

+ ADN dugc tdéch chiét tu méau dich 6i bang
phuong phép tach cot coa bo Kit QIAGEN (Duc)

+ Kiém tra nong do va dé tinh sach coa ADN
dugc tach chiét béing phuong phdp do quang trén
mdy NanoDrop: Nong d6 ADN 300-380ng/
ml, danh gié do tinh sach béng ti le A(260nm)/
A(280nm) = 1,8.

Budic 2: Thyc hién phan ung PCR

Ra dong a va B Thalassemia PCR mix & nhiét do
phong. Ly tam ava B Thalassemia DNA Taq Polymer
va a va B Thalassemia PCR mix tgi 8000rpm/phot
trong 1 phtt. Sau dé cho véo trong 1 éng tube
PCR. Quay nhe. Chia hén hgp vao céc éng PCR.
B sung 6 pl DNA vao céc 8ng a-Thalassemia va 3
pl DNA méu vao cdc 8ng B-Thalassemia, léc nhe.
Day nép, ly tam nhe (méu léng xuéng ddy 6ng) va
chay chuong trinh PCR.

Budc 3: Tién hanh lai san phdm PCR trén mang
lai HybriMem (MEM-THAL)

+ Bién tinh san phém o va B- Thalassemia
PCR tai 95°C trong 5 phut. Lam ém dung dich
Hybridization Solution v& WB1 tai 45°C trén bé
6n nhiét. B& sung 800pl dung dich Hybridization
Solution déa lam ém 6 42°C, ¢ trong 3 phdt. Sau dé
bé sung lén tét c& san phdm PCR trén mang lai,
30 phdt. Sau dé ria mang véi dung dich WB1 3
l&an. Bua nhiét do may ve 25°C.

+ B8 sung 500p! dung dich Blocking Solution
tai 30°C ¢ 5 phut. Sau dé bé sung 500p! Enzyme
Conjugate tai 25°C, ¢ 5 phtt. Rta mang véi
800p! dung dich Solution A. Bua nhiét d6 mdy
len 36°C.

+ B6 sung 500p! dung dich NBT/BCIP (tu giéng
cusi dén giéng dau), 0 5 phdt, déng ndp. Rua
mang véi 800pl dung dich Hybridization Solution,
sau dé rda véi 2ml DI water.

Budic 4: Phan tich két qua

+ Quan sét két qué trén mang lai HybriMem(
MEM-THAL) xdc dinh céc loai dot bién sau: dot
bién a: 3 dot bién mdt doan: --SEA,-a3.7 va
-04.2, 2 dot bién diém: CS, QS; 16 dot bién
B: -28(A-G), -29(A-G), Cap(-AAAC), Inf(T-G),
CD14/15(+G), CD17(A-T), CD27/28(+C),
BE(G-A), 1(-C), CD41/42(-TICT), CD43(G-T),
CD71/72(+A), IVS-I-1(G-T), IVS-I-1(G-A), IVS-I-
5(G-C), IVS-1-654(C-T).

3. Két qua

3.1. Ti lé phat hién dét bién gen gay
bénh Thalassemia bang phuong phap
Reverse hybridization

Bang 1.Ti g phat hign dot bién

Két qua sang loc Tansd (n) | Tile (%)
Khong phet hién dot bién 24 773
Phdt hién o dot bién 64 727
Tong so 88 100

Tu béng 1 cho thdy, trong t6ng sé 88 méu
dich 6i dugc tién hanh lai phéan to ngugc, phat
hién 64 méu cé mang dét bién (mot hodic nhigu
dot bién) chiém ti le 72,7 % va c6 27,3% trudng
hop khong phdt hién c6 dot bién.

Hinh 1.Ti l¢ phdt hién dot bién atvir 3- Thalassemia

Trong 64 méu mang dot bién, c6 51 méu la dot
bién a- Thalassemia (79,7%), 8 trusng hop l& dot
bién B- Thalassemia (12,5%) va kiéu hén hop a va
B- Thalassemia l& 5 trusng hop (7,8%).

3.2. Kiéu gen cua cac mau dugc chdn
dodan mang dét bién o - thalassemia

Tét c& 54 mau cho két qué dot bién a-
Thalassemia déu thuoc kiéu doét bién mat doan
l6n dang Déng Nam A -- SEA (100%). Trong
doé, c6 24/51 (47%) mang kiéu gen SEA &
dang doéng hop to va 27/51(53%) SEA di hop
tu (--SEA).

3.3. Kiéu gen cua cac mau dugc chan
dodan mang dét bién B - thalassemia

Trong 8 méu bénh phém dugc chén dodn thé
B — thalassemia, c6 7/8 méu 6i mang kiéu gen
di hop tG (87,5%). C6 1 méu mang dot bién &
dang di hop 10 kép, chiém 12,5% (méc benh B -
thalassemia).

3.4. Kiéu gen cua cac mau mang dét
bién hén hop

Trong 5 méu thi ca 5 méu déu c6 dot bién di
hop SEA, két hop véi 1 dét bién coa B (di hop 1o
CD41/42 hogc di hop td CD 17) hodic két hgp véi
di hop 1 CD 26 (HbE).



4. Ban luan

Bénh Thalassemia & bénh di truyén gen lain trén
nhiém séc thé thusng, bénh di truyén qua nhiéu thé
hé nén viéc xdc dinh chinh xdc kiéu dot bién va kiéu
gen cho thai nhi l& buéc dau tien rét quan trong
va |& co s6 khoa hoc phdt hien ngusi lanh mang
gen beénh ngay khi con la thai nhi. Két qué nghién
clu cho théy trong 88 méu dich &i dugc thyc hién
xét nghiém c6 16i 64 trusng hgp phat hien cé dot
bién gen lien quan dén Thalassemia, chiém 72,7%
(Bang 1). Ti lé nay tuong déng cdc véi nghién ciu
cUa Ngé Diém Ngoc (2015) va Bang Thi Hong Vén
(2016) vsi ti le phdt hien dot bién gen trén mau 6i
cée thai phy duge chi dinh xét nghiem lan lugt la
73,6% va 75,7% [4]5]. Ti le phat hien dot bién
cUa cée nghién cou dat muc cao, do cdc nghién ciu
déu dugc thyc hién trén cac trusng hop thai cé nguy
co cao méc bénh Thalassemia truyén tu b me, cy
thé trong nghién ciu nay la: thai phy hogic chong
da dugc chdn dodn cé mang gen dot bién a-/B-
; €6 fién sU sinh con/mang thai dugc chdn dodn
Thalassemia; thai phy ¢é tién s6 mang thai bi phu
thai nhiéu l&én; theo déi mang gen Thalassemia qua
sang loc bang xét nghiém cong thic mdu, dien di
huyét séc t6. Vi ti lé phét hien dot bién trong nhém
cé nguy co l& tuong déi 16n nhu vay, viéc sang loc
cho 16t ca céc thai phy la can thiét. Vi day la co sé
dé tién hanh chén dodn cho thai nhi.

Trong nhém phdat hien dét bién, ching i théy ti
lé coa cdc logi dét bién bao gém: a — thalassemia,
B — thalassemia va hén hgp cd hai thé lan lugt &
79,7%, 12,5% va 7,8% (Hinh 1). Su chénh lech ti le
gita logi dét bién a — thalassemia var logi dét bién
B — thalassemia trong nghién ciu cta ching t6i cao
hon so véi cdc két qua trong nghién ciu cia Nguyén
Khéc Han Hoan (2011) va Bang Thi Hong Van
(2016). Bigu nay c6 thé dugc gidi thich la do da s6
nhing céip vo chéng tham gia thyc hién xét nghiem
dugc chén dodn mang gen dét bién coa bénh a -
thalassemia, phu hop véi mé hinh dich t& khu vyc
Péng Nam A ¢6 ti lé méc o — thalassemia kha cao
[5],[6]. Mat khéc, dot bién gen B — thalassemia
cé i lé cao la kiéu hinh ngusi lanh mang bénh va
khong c6 déu hiéu bét thusng trén siéu é@m nén cé
thé bi bé st trong viéc goi y va tu véin dén thyc
hien choc 6i xét nghiem. Ngugc lai, dot bién gen

a — thalassemia thusng cé ti [é ngusi mang gen ¢é
triéu ching hodc tién su phu thai/ sy thai cao hon,
co hoi duge tham gia vao chuong trinh chén dodn
cba cée déi tugng cing 16n hon. Két qua phdat hién
dot bién a - thalassemia cta nghién ctu cong tuong
dong véi nghién ciu Karnpean R v cong sy tai Théi
Lan n&m 2009 [7]. Nghién clu cho théy ti lé cia
nhém mang dong thsi 2 dot bién la 5/64 (7,8%).
Két qué nay tuong doéng véi nghién cu cia Nguyén
Khéc Han Hoan (2011) thuc hién tren 290 thai nhi
véi ti le 6,9% mang dong thsi 2 loqi dét bién. Céc
trudng hop nay xdy ra la do ngusi cha va/hogc me
|l ngussi mang ca hai dét bién var di truyén cho con,
céc déi tugng cha me nay thusng chiém ti lg it, tuy
nhién chu yéu gen dét bién coa nhing ngusi nay
thusng mang thé nhe cia hai bénh.

Cy thé hon, trong nhém mang doét bién a —
thalassemia, két qua 100% cac méu dich 6i duge
chén dodn bénh a - thalassemia déu mang dot
bién dang (%), bao gém ca déng hop va di hop.
Ty lé nary cao hon so véi nghién cou cia Ngé Diém
Ngoc var cong sy (2015) la 84,2% [4]. Digu nay ¢6
thé ly gidi do nghién ciu coa Ngé Diém Ngoc dugc
tién hanh trén & méu 16n hon, do dé xdc suét gap
dugc céc logi allen dot bién khdc cao hon. Va trong
nghién clu cta chung t6i, nhing thai phy va/hosic
chéng dugc chén dodn mang gen a- thalassemia,
hau hét mang doan gen dét bién dang (~5%). Tuy
nhién, 2 nghién cou déu chi ra réng ty le dot bién
dang (**4) l& rét cao. Gidi thich dya trén cdc
nghién clu trudc day da théng ke dugc réing c6 dén
60 trieu ngusi trén the gisi mang kiéu gen dong
hop coa (%) tap trung cho yéu tai khu vyc Dong
Nam A, va cong tai day 90% kiéu gen thusng gap
la 6 chia doan gen (~5%4) [1],[5],[8]. Nghién ciu
cng phdt hién trong 54 méu cho két qua dot bign
a- Thalassemia c6 gan mot nua la kiéu gen coa
bénh o — thalassemia & thé dong hop 1 (~SE4/-5EA)
(47%). Két qué nay cao hon so véi nghién ciu coa
Ko T.M v& cong sy Vvéi ty lé 39% thé dong hop o
thyc hién tai Dai Loan (1992). Sy khac biét nay cé
thé gidi thich do sy khdc nhau giva dac diém dich
t& cia nhém déi tugng trong nghién ciu va phuong
phdp chén dodn & hai nghién cou [8]. Dot bién 3
gen (HbH) dan dén tré cé biéu hien thiéu mau 6
muc dé 1 trung binh dén naing va trusng hop dot
bién 4 gen (Hb Bart's) gay thai luu hodc tré o vong
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ngay sau sinh. S&n phy cing cé thé bi cao huyét ap
va ¢6 nhigu nguy co méc cdc tai bién sén khoa khi
sinh. Vi ti & phat hien thé bénh nging va trung binh
cao, diéu ndly cang cing ¢é y nghia cia phuong
phdp trong chén dodn trudc sinh, gitp dua ra Isi
khuyen di truyén sém nhét cho bénh nhan, dac biét
trong nhiing trudng hop thai I6n, khi ma & Viet Nam
chi dugc phép dinh chi thai nghén 6 tuéi thai muén
nhét & 28 tuan.

Cé 87,5% méu dich &i dugc chdn dodn mang
dot bién benh B - thalassemia & dang di hgp td (thé
nhe), trong khi dé chi c¢6 12,5% mang dét bién di
hop 10 kép (thé nang). Ly do bsi gen dot bién cia
bénh dugc di truyén theo quy luét cia alen lan trén
NST thusng, theo dung ly thuyét, ti le nhing trusng
hop kiéu gen di hop ti thusng chiém ti lé cao [1].
Két qué nghién clu cing tuong déng véi nhing
két qué cua céec nghién cu cung linh vyc nhu ca
Nguyén Khéc Han Hoan (2011) va Dang Thi Hong
Van (2016) [5],[6]. Tuy nhién, trong thyc &, nhung
cgp vo chong la ngusi mang gen di hop to lai
thusng l& nhang ngusi khéng c6 trieu ching biéu
hién lam sang, viéc ho phét hién ra gen bénh phan
l6n do cé con méc bénh hodc finh ¢ dén kham,
dugc thyc hién xét nghiém va phat hien dot bién.
Do dd, can tién hanh sang loc bénh thalassemia
cho cdc thai phy, &y dé lam co sé cho chi dinh
chén dodn fim dét bién 6 bé va me, cudi cung la
phat hien dot bién & thai, tU d6 dua ra tu véin hop

ly cho thai phy va gia dinh dé ho c6 nhong hudng
st ly phu hop nhét.

Véi nhing trusng hop thai mang 2 logi dét bién
di hgp trén cd a (--SEA) va B thalassemia hodc a (--
SEA) két hop CD 26 thi nhung trusng hop nay thai
dugc tu vén vén tiép tyc thai ky (thusng khong cé
biéu hieén coa bénh tan mau) nhung céc trusng hop
nay khi xéy dung gia dinh khéng nén ldy nhing
ngudi mang gen trén a hodc B thalassemia dé c6
thé cho nhung dua con bj bénh thalassemia.

5. Két luan

Ap dung ky thuat lai phan o nguoc trong chéin
dodn truéc sinh bénh thalassemia 6 88 trusng hop
thai nhi cé nguy co cao méc bénh, nhan théy ti lé
phdat hien dot bién gen lien quan dén benh dat muc
cao l& 72,7%, trong dé 6 79,7% la dot bién a -
thalassemia, 12,5% la B — thalassemia va 7,8% 6 thé
hén hgp hai thé. Dét bién - -SEA trén gen a globulin
chiém ti l& 100% thai bi dét bién a — thalassemia.
Da 56 thé benh B — thalassemia 6 kiéu hinh gen di
hop 10 - ngusi lanh mang gen bénh (87,5%). Sang
loc truéc sinh bénh thalassemia c6 y nghia to Ién
trong viéc phdt hién nhing trusng hgp thai mang
gen beénh nhung trong tuong lai sé khong cé bigu
hien lam sang, dé tu d6 ngusi bac si di truyén c6 thé
dua ra 1i khuyén tien hon nhan sém cho tuong lai
dua tré var cé nhang thé hé sau nay.
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