Tap chi Y Duoc hoc - Trwdng Bai hoc Y Duoc Hué - S6 1, tép 11/2021

Xac dinh dot bién gene B-globin & bénh nhan B-thalassemia bang ky
thuat MARMS-PCR
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Tém tat

Pat van dé: pB-thalassemia [a mot trong nhitng bénh ly di truyén 13n trén nhiém sic thé thwong phd bién
nhat trén thé gidi. Pé tai nham hai muc tiéu: (1) Xac dinh cac dot bién gene B-globin thuong gip va tan
suat cac loai dét bién; (2) Danh giad hiéu qua cla ky thudt MARMS-PCR trong viéc xac dinh dét bién gene
B-globin. P6i twong va phwong phap nghién ctiru: 21 bénh nhan B-thalassemia thé trung gian. Tach DNA
t mau ngoai vi, xac dinh dot bién gene B-globin bang k{ thuat MARMS-PCR va kiém ching bang ki thuat
gidi trinh ty theo phuong phap Sanger. K&t qua: Nam dot bién thwdng gap trén gene B-globin dugc xac
dinh: HbE (47,5%), cd 17 (A>T) (35%), cd 41/42 (-TTCT) (12,5%), -28 (A>G) (2,5%) va cd 71/72 (+A) (2,5%);
K&t qua xac dinh dot bién gene B-globin bang kj thudt MARMS-PCR va gidi trinh tw hoan toan tuong dong.
Ké&t ludn: MARMS-PCR la k§ thuat cé d6 chinh xac cao, don gidn va cé hiéu qua kinh ké giup xac dinh cac dot
bién gene B-globin thudng gap.
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Abstract
Identifying B-globin gene mutations in B-thalassemia patients by
MARMS-PCR
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Background: B-thalassemia is one of the most common autosomal recessive disorders in the world. The
aims of the current study were (1) to identify the common B-globin gene mutations and the prevalence of each
mutation; and (2) to access the efficiency of MARMS-PCR technique in determination B-globin gene mutations.
Materials and method: DNA were extracted from peripheral blood of twenty-one B-thalassemia intermedia
patients. The common B-globin mutations were screened by MARMS-PCR technique and confirmed by Sanger
sequencing. Results: This study revealed five common B-globin gene mutations, including HbE (47.5%), cd 17
(A>T) (35%), cd 41/42 (-TTCT) (12.5%), -28 (A>G) (2.5%) va cd 71/72 (+A) (2.5%); The results of the MARMS-
PCR were completely in concordance with that of the Sanger sequencing. Conclusion: MARMS-PCR is the
accurate, simple, and cost-effective technique for identifying the common B-globin gene mutations.
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1. DAT VAN DE

B-thalassemia la mét trong nhitng bénh ly di
truyén phé bién nhat trén thé gidi. Bénh xuat hién
vGi tan sudt cao & dao Sip (14%), vung Sardinia
thudc nudc Y (12%) va cac nwde Dong Nam A [6].
Tan suat gene B-thalassemia dworc ghi nhan tai Dong
Nam A thay déi tir 1 — 9% [13]. Trong khi d6, & Viét
Nam tan suat ngudi mang gene B-thalassemia thay
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d6i tr 1,5 — 25% tuy thudc vao cac nhém dan téc
khac nhau [11].

B-thalassemia |a bénh ly di truyén lan nhiém séc
thé thuong, do dot bién gene B-globin (HBB) nam trén
nhanh ngan nhiém sac thé 11 (11p15.4). Gene HBB c
kich thudc 1608 bp, gdm ba exon va hai intron. Dot
bién gene HBB lam giam t6ng hop chubi B-globin (B+)
hodc khéng téng hop duogc chudi B-globin (Bo) dan
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dén bénh Iy B-thalassemia [6]. Hién nay, hon 300 d6t
bién d3 dugc tim thay lién quan dén B-thalassemia,
va phan 1&n cic dot bién nay |a dét bién thay thé
nucleotide, dot bién mat doan, hodc chén doan nho
dan dén dat bién dich khung [20]. Cac dot bién nay
mang tinh d3c trung va phan bé vdi ty 18 khac nhau &
tirng dan tdc. Cac nghién ctru tai mién Bic [11], mién
Trung [9] va mién Nam [3] cho thay cic d6t bién gene
HBB ph6 bién & Viét Nam bao gbm HbE hay codon
(cd) 26 (G>A), cd 17 (A>T), cd 41/42 (-TTCT), cd 71/72
(+A), IVS2-654 (C>T), -28 (A>G), cd 95 (+A) va IVS1-1
(G>T), tuy nhién ty lé cia mdi loai dét bién la khac
nhau gilta cac vung.

Trén l1am sang, B-thalassemia gdbm cé ba thé 13
thé nhe, thé trung gian va thé ning tuy theo mic d6
thi€u mau. Trong khi B-thalassemia thé nhe thuong
khoéng cé triéu chirng, cé kiéu gene di hop tlr véi mot
dot bién trén gene HBB thi déng hop tlr hodc di hop
tlr kép dot bién gene HBB dan dén B-thalassemia thé
ndng va thé trung gian. Bénh nhan B-thalassemia
thé nang bi thi€u mau ndng va phu thudc truyén
mau sudt doi. Bénh nhan B-thalassemia thé trung
gian thudng bi thiéu méu vira, va khdng phu thudc
truyén mau [6]. Bénh B-thalassemia thudng duoc
chan doén dua vao cac dic diém lam sang va cac
xét nghiém huyét hoc. Tuy nhién, cic xét nghiém
sinh hoc phan tlr gitp xac dinh dot bién gene HBB
dong vai trd quan trong trong viéc chidn doan xac
dinh thé bénh ciing nhw chin doén truéc sinh bénh
B-thalassemia.

Hién nay, c6 rat nhiéu k§ thuat sinh hoc phan
tlr 03 dugc phat trién va ing dung dé xac dinh dot
bién gene HBB. Mdi phuong phap ¢ tirng wu nhuoc
diém riéng va tuy theo diéu kién cla tirng phong
thi nghiém dé& trién khai cac kj thuat khac nhau.
Trong do, ky thuat ARMS (Amplification refractory
mutation system), con duoc goi la ki thuat PCR dac
hiéu allele (AS-PCR: Allele specific polymerase chain
reaction) 1a mot ky thuat don gian, hiéu qua dé phat
hién phan 16n cac dot bién HBB phd bién [19]. Tuy
nhién, ARMS chi phat hién dugc mét dot bién cho
mdi phan rng, do dé k§ thuat Multiplex ARMS-PCR

Tap chi Y Duoc hoc - Trrdng Bai hoc Y Duoc Hué - S6 1, tép 11/2021

(MARMS-PCR) d3 duoc phat trién dé phat hién
nhiéu d6t bién HBB cung luc [12]. D& xac dinh tinh
hiéu qua cta ky thudt MARMS-PCR, ching téi tién
hanh dé tai ndy nhdm 2 muc tiéu sau:

(1) Xdc dinh cdc dét bién gene HBB & bénh nhdn
B-thalassemia.

(2) Khdo sdt dé twong ddng cia ky thudt
MARMS-PCR so vdi ky thudt gidi trinh tu trong xdc
dinh dét bién gene HBB.

2. DOI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN cCU'U

2.1. P6i twong nghién ctru

21 bénh nhan B-thalassemia thé& trung gian
duoc diéu trj tai Bénh vién Trung vong Hué va Bénh
vién Trudng Pai hoc Y Dugc Hué trong thoi gian tir
09/2014 dén 01/2015.

Tiéu chuan chan doan [1]:

- L4m sang c6 hdi chirng thi€u mau.

- Téng phan tich t& bao mau ngoai vi: Héng cau
nhé (MCV < 85 fL), nhwoc sic (MCH < 28 pg).

- Thanh phén huyét sac t6 c6 HbA, tang va hodc
HbF tang.

- Céc triéu chirng xuat hién khi tré trén 2 tudi.

2.2. Phuwong phap nghién ctru

Buwdrc 1: Thu thGp méu, tdch chiét DNA

- LAy 2 ml mau tinh mach cé chéng dong bing
EDTA.

- DNA dwoc tach chiét bing kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega).

- DNA sau khi tach chiét dugc kiém tra ndng d6
va do tinh sach bang may Nanodrop 2000, lwu &
-20°C cho dén khi phan tich.

Buwdrc 2: Xdc dinh doét bién phé bién gene HBB
béng ky thuat MARMS-PCR

- Héa chat thuc hién PCR: Kapa Taq buffer (Sig-
ma-Aldrich), Kapa Taqg DNA polymerase (Sigma-Al-
drich), dNTPs (2,5 mM) va MgCl, (25 mM).

- 8 d6t bién phé bién duogc khao sat bao gom:
HbE hay cd 26 (G>A), cd 17 (A>T), cd 41/42 (-TTCT),
cd 71/72 (+A), -28 (A>G), IVS 1-1 (G>T), IVS 2-654
(C>T), cd 95 (+A) [3], [9], [11]. Trinh tw mbi duoc liét
ké & bang 1 [16], [21].

Bang 1. Trinh tu moi

Tén moi Trinh tw Kicl;;:)u' oc rﬂg?(gn‘:f)
cd26-M 5’-TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTT-3’ 330 50
cd26-N 5’-TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTC-3’ 50
cd41/42-M 5’-GAG TGG ACA GAT CCC CAA AGG ACT CAA CCT-3’ 506 50
cd41/42-N 5’-GAG TGG ACA GAT CCC CAA AGG ACT CAA AGA-3’ 50
-28-M 5’-TAA GCA ATA GAT GGC TCT GCC CTG AGT TC-3’ 173 180
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-28-N 5’-TAA GCA ATA GAT GGC TCT GCC CTG AGT TT-3’ 500
cd17-M 5’-CTC ACC ACC AAC TTC ATC CAC GTT CAG CTA-3’ 303 50
cd17-N 5’-CTC ACC ACC AAC TTC ATC CAC GTT CAG CTT-3’ 150
cd71/72-M 5’-GGT TGT CCA GGT GAG CCA GGC CAT CAG TT-3’ 596 140
cd71/72-N 5’-GGT TGT CCA GGT GAG CCA GGC CAT CAG TA-3' 250
IVS1-1-M 5’-TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAA-3’ 344 600
IVS1-1-N 5’-TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC-3’ 150
IVS2-654-M 5’-GAA TAA CAG TGA TAATTT CTG GGT TAA CGT-3’ 826 500
IVS2-654-N 5’-GAA TAA CAG TGA TAATTT CTG GGT TAA CGC-3’ 300
cd95-M-F 5’-GTG AGC TGC ACT GTG ACA AAG-3’ 849 80
cd95-M-R 5’-GCT TGG ACT CAG AAT AAT CC-3’ 80
cd95-N-F 5’-AAT CTA CTC CCA GGA GCA GG-3’ 542 80
cd95-N-R 5’-AGG ATC CAC GTG CAG CTT G-3’ 80
Primer A 5’-CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC-3’ 861 120
Primer B 5’-GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA-3’ 150
Primer C 5’-CAA CTT GCT CAA GCATACACT C-3’ 493 150
Primer D 5’-AAT AAT AGG CAT AGT GAC AAG TGC-3’ 150
Primer E 5’-TGA AGT CCA ACT CCT AAG CCA GTG-3’ 160

M (Mutation): Bt bién, N (Normal): Binh thu'dng

- 4 phan irng MARMS-PCR va 4 phan &rng ARMS-
PCR dugrc thyc hién dé khao sat cac dot bién thuong
gap: phan rng 1 va 2 gdm mdt modi chung (primer
E) v&i hodc cdc moi binh thwdng hodc cdc moéi dot
bién dé khao sat dot bién cd 26 (G>A) va cd 41/42
(-TTCT); phan t&ng 3 va 4 gdm mot mdi chung (prim-
er E) v&i hodc cdc moi binh thwdng hodc cadc moi dot
bién dé khao sat dot bién -28 (A>G), cd 17 (A>T), cd
71/72 (+A) va IVS 1-1 (G>T); phan tng 5 va 6 gdbm
Primer B v&i mdi binh thudng hodc mbi dot bién dé
khao sat dot bién IVS 2-654 (C>T); va phan &rng 7 va
8 lan lvot xac dinh allele binh thuwong va allele dot
bi€n cd 95 (+A). Cac phan tng cé chay kém chirng
ndi, trong dé phan &ng 1, 2, 3, 4 chay kém c3p moi
Primer A va Primer B; phan &rng 5, 6, 7, 8 chay kém
cap mdi Primer C va Primer D.

- Thanh phan phan &ng: 2 ul Kapa Taq buffer
(10X), 1,6 ul dNTPs (2,5 mM), 1,6 ul MgCl, (25 mM),
0,2 ul Kapa Tag DNA polymerase (5 U/ul), moi (10
pmol/ul) thé tich thay d&i tuy mbi mdi, 20 ng DNA

3. KET QUA
3.1. Pic diém chung

va nudc cat cho du téng thé tich 20 pl.

- Diédu kién nhiét do: Bién tinh ban dau 95°C, 5
phut; 30 chu ky 95°C 30 gidy, 65°C d&i v&i phan (rng
1 --> 6 va 68°C d&i v&i phan &rng 7, 8 trong vong
30 gidy, 72°C 40 giay; kéo dai cudi cing 72°C 8 phut
(May Applied Biosystems 2720).

- Doc két qua: San phdm PCR duogc dién di trén
gel agarose 2,5%, hiéu dién th& 80V, trong vong 2
gi®, chay kém thang chuin Directload Wide Range
DNA Marker, va duwoc nhudém ethidium bromide.
Xem hinh anh dién di dwdi dén cuc tim.

- Kiém chirng d6t bién bang k§ thuat giai trinh tw
theo phuong phdp Sanger, st dung cdp moi nhu sau:
M®oi xudi 5’-TGA AGT CCA ACT CCT AAG CCA GTG-3’
va moi nguoc 5’-AGG ATC CAC GTG CAG CTT G-3'.

- Ky thuat MARMS-PCR duoc thuyc hién tai B6
mon Di truyén Y hoc, Trudng Dai hoc Y Dugc Hué.

- Ky thuat giai trinh tw dwoc thyc hién tai Build-
ing 3, Center for Advanced Studies, Research and
Development in Sardinia (CRS4), Pula, Italy.

Bang 2. Dic diém chung cla d&i twong nghién ciru

Dic diém SG lwgng (ty 1é %) Tri trung binh
Tudi <40 18 (85,7%) 27,7+13,4
>40 3(14,3%)
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Hb (g/dL) 8,0+1,19
MCV (fL) 69,9 + 10,1
MCH (pg) 22,1+3,0

Nhén xét: Nhédm bénh nhan cé d6 tudi trung binh 13 27,7 + 13,4, tu6i nhé nhat 13 4 tudi va Ién nhat | 60 tudi.

3.2. K&t qua xac dinh dot bién gene HBB bang ki thuat MARMS-PCR

Bang 3. Ty |é c4c d6t bién gene HBB

Dot bién SO lwgng* Ty 1& (%)
BE cd 26 (G>A) 19 47,5
B -28 (A>G) 1 2,5
cd 17 (A>T) 14 35
Be cd 41/42 (-TTCT) 12,5
cd 71/72 (+A) 1 2,5
Téng 40 100

*: T6ng s6 nhiém sdc thé duoc khdo sdt I 42 (téng s6 21 bénh nhén).

Nh@n xét: Trong 8 dot bién phd bién, 5 dot bién d3 dwoc xac dinh gdm HbE, -28 (A>G), cd 17 (A>T), cd

41/42 (-TTCT) va cd 71/72 (+A).

Bang 4. Kiéu gene B cla cac bénh nhan B-thalassemia thé trung gian

Kiéu gene B S6 lwong Ty 1é (%)
BE/B* | BY/BF 1 4,8
p/B* | BY/B*® 1 4,8

BE/Beoe1/a2 4 19,0
pe/p°

BE/Bev 12 57,1
BO/BO Bcd41/42/Bcd71/72 4[8
B/B° B/B 2 9,5

Téng 21 100

Nhén xét: Trong s6 21 bénh nhan B-thalassemia thé trung gian, 76,1% c6 kiéu gene di hgp ti kép BF/B°,
9,5% c6 kiéu gene B/B°, cac kidu gene BE/BE BE/B*, B°/B° duwoc quan sat thay vdi ty I8 nhu nhau 13 4,8%.

1000 bp
750 bp

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

AR RTIRE

50 bp

Hinh 1. K&t qua dién di san ph&m MARMS-PCR xac dinh dot bién HbE hay cd 26 (G>A) va cd 41/42 (-TTCT)
L: DirectLoad Wide Range DNA Marker; Tat cd cac phdn &rng déu khuéch dai thanh céng chirng ndi (861 bp);
Mau 1: kiéu gene binh thuwong do chi cé allele binh thuong (N); Mau 2: Dong hop t& HbE do chi cé allele
dot bién (M); M3u 3: Di hop tir HbE; M3u 4: Dj hop tir cd 41/42 (-TTCT)
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Hinh 2. K&t qua dién di sdn phdm MARMS-PCR xac dinh d6t bién -28 (A>G), cd 17 (A>T),
cd 71/72 (+A) va IVS 1-1 (G>T)
L: DirectLoad Wide Range DNA Marker; T4t c3 cac phan &ng déu khuéch dai thanh cdng chirng ndi (861 bp);
Mau 1: Dj hop t&r cd 71/72 (+A); Mau 2: Dj hop t& IVS 1-1 (G>T); Mau 3: kiéu gene binh thuwong

3.3. Dd twong dong cha ki thuat MARMS-PCR so véi ki thuat gidi trinh ty trong xdc dinh dot bién gene
HBB
Bang 5. Kiéu gene dugc xac dinh bang kj thuat MARMS-PCR va ki thuat giai trinh tw

Kiéu gene B MARMS-PCR Gidi trinh ty Hé sd kappa

B/B® | B/BF 1 1
BE/Br | BB 1 1

BE/Beser/a2 4 4 k=1
BE/BO E cd17

B*/B 12 12 95% Cl: 0,8076 - 1
Bo/Bo Bcd41/42/Bcd71/72 1 1
B/Bo B/Bcdﬂ 2 2

Téng 21 21

Nhdn xét: Két qua xac dinh dot bién gene HBB bang k§ thudt MARMS-PCR va gidi trinh ty hoan toan twong
dong, hé s6 k=1, 95% Cl: 0,8076 — 1.
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Hinh 3. K&t qua dién di sdn phdm MARMS-PCR va hinh anh gidi trinh ty ciia mét bénh nhan cé kiéu gene di
hop tlr dot bién cd 17 (A>T) va HbE hay cd 26 (G>A)
L: DirectLoad Wide Range DNA Marker; A: Di hop ti&r HbE; B: Di hgp tl&r cd 17 (A>T)
C: Hinh anh gidi trinh ty cho thay kiéu gene di hop tir tai cd 17, gdbm 2 dinh A va T; kiéu gene di hop ti tai
cd 26, gdbm 2 dinh G va A.

4. BAN LUAN

4.1. Dic diém chung

Trong nghién cru cla ching téi, d6 tudi trung
binh cla bénh nhan 13 27,7 + 13,4, nho nhat 13 4 tudi
va Ién nhat 13 60 tudi. Do tudi nay cao hon so vdi cac
nghién ctru khac. Nghién ctru ctia Al-Allawi (2014) trén
74 bénh nhan B-thalassemia thé trung gian cho thay
d6 tudi trung binh [ 15,5, tudi nhé nhat 13 2,5 tudi va
I&n nhat 13 49 tudi [4], bénh nhan B-thalassemia thé

trung gian trong nghién ctru cta Faraon (2019) c6 do
tudi trung binh 13 18, tudi nhd nhat 13 4 tudi va 1én
nhat 13 71 tudi [10].

Chi s hemoglobin trung binh 13 8,0 + 1,19
g/dL, MCV 69,9 + 10,1 fL vd MCH 22,1 + 3,0 pg,
twong tu nghién clru clia Al-Allawi (2014) véi chi s
hemoglobin trung binh 8,25 + 1,2 g/dL, MCV 63 %
7,3 fL [4]. C4c théng s6 nay phlu hop véi cac chi s6
hemoglobin tir 7 — 10 g/dL va MCV 50 — 80 fL cla
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bénh nhan B-thalassemia thé trung gian [8], [14].

4.2. K&t qua xac dinh dot bién gene HBB bang
k§ thuat MARMS-PCR

Nghién ctu cla chung téi s&r dung ki thuat
MARMS-PCR dé xac dinh 8 dét bién phd bién & Viét
Nam, bao gdbm HbE hay cd 26 (G>A), cd 17 (A>T),
cd 41/42 (-TTCT), cd 71/72 (+A), IVS2-654 (C>T), -28
(A>G), cd 95 (+A) va IVS1-1 (G>T).

Nghién clru cla chung t6i xac dinh duwoc ndm
dot bién gene HBB, trong d6 do6t bién HbE chiém ty
|& cao nhat v&i 47,5%, dot bién cd 17 (A>T) va cd
41/42 (-TTCT) chiém ty I& [an lwot 13 35% va 12,5%,
hai dét bién con lai 1a -28 (A>G) va cd 71/72 (+A)
cung chiém ty 1€ 13 2,5%.

Ba d6t bién phé bién nhat 1a HbE, cd 17 (A>T) va
cd 41/42 (-TTCT), chiém t6ng ty |& 1én t&i 95%. K&t
qua nay tuong tu vdi nghién ctru cda Filon (2000)
trén 23 bénh nhan diéu tri thalassemia tai mién Bac
vGi ty |8 ba dot bién nay lan luot 1a 37%, 30% va
22%, chiém téng ty |& 13 89% [11]. M6t nghién ctru
khac cla V8 Thi Thuong Lan (2018) tai mién Béc
cling cho thay day la ba dot bién phé bién nhat tuy
nhién véi ty 1& thap hon, 1an lvot 1a 26,4%, 16,4%
va 19,4% [17]. Cac nghién cru & mién Nam va mién
Trung cling cho k&t qua tuong tw nghién ctitu cla
chung tdi. Nghién ctru cla Nguyén Khic Han Hoan
(2011) trén 290 trudng hop thai can chan doan
trudc sinh bénh thalassemia cho thdy ba dét bién
gene HBB phd bién nhat 13 HbE, cd 17 (A>T) va cd
41/42 (-TTCT) chiém ty 1& Ian lwot 13 50%, 17% va
20,2% [3]. Nghién ctru cla Doro (2017) d&i vai 22
bénh nhan phu thudc truyén mau va 4 trudong hop
di hop t ciing xac dinh HbE 13 dot bién phd bién
nhat, chiém 29,2%, tiép d6 |a dot bién cd 17 (A>T) va
cd 41/42 (-TTCT) véi ty 1& 25,0% va 18,8% [9].

Bén canh d4, hai dot bién cd 71/72 (+A) va -28
(A>G) cling dwoc tim thdy trong nghién ctu cla
ching téi véi ty | gidng nhau 13 2,5%. Nghién clru cla
Filon (2000) cdng bd dot bién cd 71/72 (+A) chiém
ty & 2%, twong tu nghién clru cta ching téi, nhung
khéng tim thay dét bién -28 (A>G) [11]. Hai nghién
ctru & mién Nam va mién Trung cho thay ty 1é hai loai
dét bién cd 71/72 (+A) va -28 (A>G) gan twong ty nhu
nhau, vdi ty 18 [an luot 1a 6,4% va 2,1% trong nghién
clru clia Nguyén Khac Han Hoan (2011), 6,3% va 2,1%
trong nghién ctru ctia Doro (2017) [2], [9].

Nghién clru cla ching t6i khdng tim thay cac dot
bién IVS 1-1 (G>T), IVS 2-654 (C>T) va cd 95 (+A).
Dot bién dich khung cd 95 (+A) dugc tim thay dau
tién & bénh nhan HbE/B-thalassemia nguwdi Thai
Lan nhung sau nay chi dugc tim thay & cac gia dinh
nguwdi Viét [5], [22]. Dot bién nay d3 duwoc cong bd &
ca ba mién, cu thé theo nghién ctru cla Filon (2000)
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tai mién Bac cho thay dot bién chiém ty 1& 9% [11],
nghién cru cha Svasti (2002) [21] va nghién ctru clia
Nguyén Khic Han Hoan (2011) [3] tai mién Nam cho
thay ty & [an lvot 13 10,3% va 1,1%, va nghién clru
cUa Doro (2017) [9] tai mién Trung cong bo ty 1&
2,1%. Bén canh d¢, dot bién IVS 1-1 (G>T) tuy khdng
duwoc ghi nhan & mién Bic, nhung duwoc tim thay &
mién Trung va mién Nam vdi ty | [an lvot 12 8,3% va
6% [9], [21]. Hai d6t bién cd 95 (+A) va dot bién IVS
1-1 (G>T) khéng dugc tim thay trong nghién ctru cha
ching t6i c6 thé do c& mau nghién ctru nhé. Ngoai
ra, dot bién IVS 2-654 (C>T) ciling khéng dugc tim
thay. Dot bién nay khéng duwoc ghi nhan tai mién
Bac, mién Trung [9], [11], va chi duwoc ghi nhan &
mién Nam Viét Nam [3], [15], [21]. Do d6, khéng
tim thay dot bién IVS 2-654 (C>T) ¢6 thé do c¢& mau
nghién cttru nhé hodc cling cé thé 1a do su khac biét
trong phé dot bién gitra cac ving mién.

Trong 21 bénh nhan B-thalassemia thé trung
gian, kiéu gene B phé bién nhat 14 BE/Bo chiém ty
& 76,1%. M6t bénh nhan cé kiéu gene BE/BE va
moét bénh nhan cé kiéu gene BE/B+ clng chiém ty
1& 4,8%. Mac du kiéu gene BE/B+ dwgc mong doi
din dén bénh nhe va kiu gene BE/Bo cé thé dan
dén bénh Iy ndng né nhung kiéu gene BE/Bo lai phd
bién nhat trong nhitng bénh nhan nay. K&t qua nay
twong tu vai nghién ciru cia Nuntakarn (2009) trén
103 bénh nhan B-thalassemia thé& niang va 45 bénh
nhan B-thalassemia thé trung gian & Dong Bac Thai
Lan. Trong s& cac bénh nhan B-thalassemia thé trung
gian, kiéu gene B phd bién nhat 1a BE/Bo (36/45),
va chi cé 9/45 trudng hop cé kiéu gene BE/B+ [18].
Bén canh d4, trong nghién cru cda ching tbi cé mot
bénh nhan mang kiéu gene Bo/Bo (4,8%) va hai bénh
nhan di hop t Bo (9,5%). Hai bénh nhan cé kiéu
gene di hop tlr Bo nhung lai c6 ddc diém |am sang
cla thalassemia thé trung gian c6 thé lién quan dén
du thira cac gene a cé chirc nang (trong trwong hop
nhan ba hodc nhan bdn gene a). Cac dét bién nay
lam ting mrc dd khong can bang gitra chubi a- va
chudi B-globin do d6 lam gia ting mirc d6 bénh [7].

4.3. Do twong dong cua ki thudt MARMS-PCR
so v@i k§ thuat gidi trinh ty trong xac dinh dét bién
gene HBB

K&t quad xac dinh dot bién gene HBB bang k¥
thudt MARMS-PCR va gidi trinh ty hoan toan tuong
déng, hé sé k=1, 95% Cl: 0,8076 — 1.

Mac du cé hon 300 dot bién B-thalassemia da
dugc cdng bd thi cling khdng can thiét dé xac dinh
tat cd cac dot bién dé dbi vdi cac bénh nhan. Cac
nghién clru da chi ra rdng cac dot bién gene HBB
mang tinh dac trung theo chdng tdc. V&i viéc xac
dinh 8 d6t bi€n phd bién nhu trong nghién ctru cla



ching t6i da c6 thé gilp phat hién téi 98,2% cac
dot bién B-thalassemia tai Viét Nam [2]. K§ thuat
MARMS-PCR d3 duwoc ¢ng dung rdng rai trén thé
gidi va cho thay day 1a mét ki thudt dang tin cy,
hiéu qua va phu hop dé phat hién cac dot bién diém
phd bién trong quan thé.

5. KET LUAN
Qua nghién ctru trén 21 bénh nhan B-thalassemia

Tap chi Y Duoc hoc - Trrdng Bai hoc Y Duoc Hué - S6 1, tép 11/2021

thé trung gian, ching t6i rit ra mot s6 k&t luan nhu sau:

5.1. Ndm dot bién gene HBB da dugc xac dinh,
trong d6 do6t bién phd bién nhat 1a HbE, chiém 47,5%,
tiép theo la d6t bién cd 17 (A>T) va cd 41/42 (-TTCT)
chiém ty 18 [an luot 13 35% va 12,5%, hai dot bién -28
(A>G) va cd 71/72 (+A) cung chiém ty 1& 13 2,5%.

5.2. Ky thuat MARMS-PCR 1a mdt ki thuat c6 do
chinh xac cao, don gian va hiéu qua trong xac dinh
dot bién B-thalassemia.
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