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XET NGHIEM XAC PINH POT BIEN GEN GLOBIN

Dwong Quéc Chinh, Tran Tuan Anh, Nguyén Thu Ha,

I. PAC PIEM DPOT BIEN GEN TRONG
THALASSEMIA VA BENH LY HUYET SAC TO
1.1. Pic diém dot bién gen trong alpha
thalassemia va bénh 1y huyét sic t6
Nguyén nhan bénh alpha thalassemia la
do cac dot bién trén gen ho gen a-globin, voi
hon 95% 1a cac dot bién mat doan ADN chira
mot phﬁn cta gen cho dén mét toan bd cum
gen va mot ty 1 nho 1a cac dot bién diém. O
ngudi binh thudng chudi protein o-globin
dugc ma hoa bdi hai gen 1a HBA1 va HBA2.
Dot bién mét doan phd bién nhat trong alpha
thalasemia 13 mat doan —a3.7, mat doan nay
tao nén trinh tg gen dung hop HBA2-
HBAldugc quy udc 1a o+-thalassemia. Mot
vai méat doan a+-thalassemia thuong gip
khac & khu vuc Pong Nam A (BDNA) gom: -
ad.2, -a2.4. Trong khi d6, nhom dot bién mat
doan a0-thalassemia la nhiing mét doan chua
hai gen HBA1 va HBA2 trén cuiing nhiém séc
thé hodc mat hoan toan cum gen a-globin.
Nhom mat doan a0-thalassemia 1a mot trong
nhitng nguyén nhan phd bién gy ra tinh
trang phu thai khi & dang déng hop tir dot
bién - dugc biét dén véi tén goi 1a thé phu
thai Hb Bart. Dot bién a0-thalassemia phd
bién nhat 14 --SEA, con --THAI va --FIL 13
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hai d6t bién it gip hon & khu vuc DNA.

Dot bién diém trong alpha thalassemia tuy
khong phd bién nhung kha da dang véi hon
100 dot bién diém da dugc xac dinh trén gen
HBA1 va HBA2 lién quan dén thalassemia
da duogc cdp nhat trong co s¢ dir liéu, ma
dién hinh nhat & Viét Nam c6 thé ké dén
nhu: c¢.2delT, HbCS, HbQS. Co s& dir li€u
globin ciing ghi nhan hon 500 dot bién trén
gen HBA1 va HBA2 lién quan dén céac bién
thé huyét sic to khac, & Viét Nam thuong
gip dot bién Hb Westmead.

1.2. Pic diém dot bién gen trong beta
thalassemia va bénh 1y huyét sic to

Trai ngugc véi alpha thalassemia, hon
95% bénh nhan beta thalassemia mang cac
dot bién diém trén gen HBB, chi mot ty 1€
nho 1a c6 dot bién mat doan. Dot bién diém
trong beta thalassemia thuong lién quan dén
hoat dong phién ma, qud trinh hoan thién
ARN thong tin hodc lam dung qua trinh dich
mi v6i hai nhém dot bién 1a p+-thalassemia
lam giam hoat dong san xuat chudi B-globin
va p0-thalassemia 1am mat kha ning san xuét
chudi B-globin cta gen HBB. Co s& phan tir
ciia bénh nhan beta thalassemia 1a do su két
hop cia mot hodc hai kiéu dot bién p+-
thalassemia va PO-thalassemia. Cho dén nay,
co s¢ dir liéu globin da ghi nhan khoang 290
dot bién diém trén gen HBB lién quan dén
bénh beta thalassemia. O Viét Nam c6 thé ké
dén mot s6 dot bién pho bién nhu: kiéu gen
B0-thalassemia c6 cd17, cd41/42, cd71/72,
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IVSI-1 phd bién va cd95, IVSI-5, IVSII-654
it gip; kiéu gen p+-thalassemia c6 -28 phd
bién va -88, -90 it gap. D6i v6i bénh 1y huyét
sdc t6 thi pho bién nhat 1a Hb E, ngoai ra 1a
cac huyét sic t6 it gap khac nhu Hb Pakse va
Hb Q-Thailand.

Mot ty 1€ nhé bénh nhan beta thalaseemia
lién quan dén cac dot bién dot bién mat doan
tir mat mot phan gen HBB, dén mat ca gen
HBD va gen HBB hoic chi mit ving kiém
soat cum gen LCR. Nhitng bénh nhan mang
dang dot bién nay thi Hb F thuong ting va
Hb A2 khong tang. Véi nhiing truong hop
Hb F khong tang rat kho dé dinh hudng chan
doan bang dién di huyét sic té ma chi c6 thé
chan doan duoc khi 1am xét nghiém sinh hoc
phén tu.

II. XET NGHIEM SINH HOC PHAN TU’ TRONG
XAC PINH POT BIEN GEN GLOBIN

2.1. Mot so6 loai miu bénh phim
thwong dung cho xét nghiém dét bién gen
globin

Mau ngoai vi: Vat liéu di truyén thuong
dung cho xét nghiém dot bién gen bénh
thalassemia la ADN. Thong thuong ADN
dugc tach chiét tir 2 ml mau ngoai vi chong
dong EDTA. ADN trong méu ngoai vi c6 thé
dugc tach chiét thi cong bang phenol-
chloroform, cot silica, hat tir hoac tham chi
c6 thé sir dung truc tiép mot lugng nhé mau
toan phan cho vao thanh phan phan tng
PCR. Péi véi san phu mang gen thalassemia
c¢6 thé 1ldy 5 — 10 ml mau ngoai vi dé thu
ADN tu do luu hanh phuc vu cho chan doan
trude sinh khong xam lan.

Dich choc hiit 8i: ADN c6 thé thu truc
tiép tir té bao trong nudc 6i hodc sau khi nudi
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cdy. Mat khoang 2 - 3 tuan nudi ciy trong
binh hop luu 25 ml s€ thu dugc 15 - 45 pg
ADN du cho tit ca cac loai phan tich. Tuy
nhién khéng phai phong thi nghiém nao ciing
c6 kha ning nudi cdy té bao boi vay phai
dung tryc tiép té bao nudéc bi. Vé6i 15 ml
nuéc 6i thu duoc Xap xi 5 pg ADN du cho
bat ky phuong phap phan tich nao dya trén
PCR. Tuy nhién dé phan tich bang Southern
blot, n6 chi du dé thr mot 1an, nén nudi cay
té bao dé tranh thit bai. Phuong phap tach
ADN tir té bao nudc 6i nudi cdy va khdng
nudi cay co ban gidng voi tach tir t& bao 1ong
nhung mang dém?34,

Long nhung mang dém: Hai phuong
phap chinh dé ldy mau 16ng nhung mang
dém la ldy xuyén qua co tir cung va liy
Xuyén qua 6 bung voi su tro giup cta siéu
am, ca hai déu thu dugc 16ng nhung mang
dém chat lugng tot cho chan doan ADN thai
nhi. Kho khan cta phuong phap nay la 13n té
bao tr me, mang rung cta me do6i khi thu
duoc cung véi 1ong nhung mang dém. Tuy
nhién, bang cach boc tach can than loai bo
hét mang rung cua me dudi kinh hién vi dao
nguoc van thu dugc ADN thai nhi tinh sach.
Theo bao cao cua Rosatelli va cong su khong
c6 18i chan doan B-thalassemia cua 457
ngudi bénh mang thai 3 thang dau tai Y.
ADN nhiém tir me c6 thé duoc phat hién
bang viéc khuéch dai mot alen I3p lai da hinh
tr me va mot tr cha. Nguy co nhiém giam
khi thu ADN tr mét gai 16ng nhung duy
nhat® .

2.2. Mot s6 phwong phap phat hién dét
bién gen globin

2.2.1. Ky thuiit ASO

ASO 14 k¥ thuat dau tién dugc phat trién
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dua trén PCR, khuéch dai doan ADN dic
hiéu sau d6 gin vao mang nylon. Trong ky
thuat nay véi mdi dot bién thiét ké hai dau do
oligonucleotit: mot soi bo sung vai trinh tu
dot bién, mot soi bd sung véi trinh tu gen B-
globin binh thuong. Cac dau do thudng danh
dau dau 5’ véi dong vi *P hoic biotin. Tin
hi€u lai phat ra cho biét su c6 mit cua alen
dot bién, k¥ thuat nay duoc tng dung thanh
cong trong nhiéu phong thi nghiém®”.

Tuy nhién khi sang loc mot sé lugng Ion
cac dot bién khac nhau, phuwong phap bi giéi
han béi can lai doc 1ap va budc rira cho mdi
dot bién. Pé khic phuc van dé trong sang loc
nhiéu dot bién, phuong phap dot blot dao
nguoc dugc phat trién, trong d6 vai trd caa
dau do oligonucleotit va ADN khuéch dai
dugc dao ngugc. Pau do oligonucleotit
khong danh diu bo sung véi dot bién va trinh
ty ADN binh thudng va duoc gan trén mang
nylon & dang dot hodc slot. Khuéch dai
ADN, hodc st dung mdi danh dau hodc danh
dau bang biotin dUTP, sau d6 lai mang. Thu
thuat nay cho phép kiém tra nhiéu dot bién
trong mot phan Ung lai. N6 da dugc ap dung
dé chan doan dot bién p-thalassemia cho
ngudi Pia Trung Hai, nguoi My gbc Phi va
Théi Lan, str dung qui trinh hai budc vdi mot
mang nylon cho d6t bién phd bién va mang
khac cho dot bién it phd bién hon.

2.2.2. Khuéch dai moi dic hiéu

ARMS-PCR (Amplification Refractory
Mutation ~ System  Polymerase  Chain
Reactions) 1a ky thuat thong dung nhit dé
phat hién cac dot bién diém. Phwong phap
nay s dung 2 mdi dic hiéu mot moi bd sung
vo1 alen dot bién, mot mdi bd sung voi alen
binh thudng va mot mdi chung nguoc chiéu.

Ngoai ra c¢6 thém mét cip mdi khac nhan
doan ADN lam dbi ching cho phan tng
PCR. Uu diém cua phuong phap ARMS la
sang loc nhanh, khong can danh dau, san
pham khuéch dai dugc phat hién don gian
bang dién di gel agarose va nhudém ethidium
bromide. Pong thoi trong mot phan tng PCR
c¢6 thé sang loc cung luc nhiéu dot bién, chi
can bd sung thém mdi ARMS ghép cip duoc
v6i modi chung ngugc chidu, ky thuat nay
dugc goi la C-ARMS-PCR (Combine
Amplification Refractory Mutation System
Polymerase Chain Reactions). M6i chung c6
thé dugc gan huynh quang cho phép xac dinh
kich thudc san pham khuéch dai trén may
phan tich ADN ty d@ngG.

2.2.3. Phan tich biang enzym gi6i han

Hon 40 dot bién B-thalassemia duoc biét
1a c6 thém hay méat di mot vi tri cét gidi han.
Phéan 16n trong s6 d6 c6 thé duoc phat hién
nhanh bang cét gidi han san pham PCR. San
phém cit duoc dién di trén gel agarose hoac
acrylamid, s6 lugng cac doan ADN cho biét
d6t bién thém hay mat mot vi tri cat. Phuong
phap sang loc nay bi gidi han badi cd nhiing
dot bién diém B-thalassemia khong anh
hudng dén vi tri cat va mot vai enzyme gidi
han gia thanh cao®®”.

V6i nhiing dot bién diém khong co
enzyme gioi han nhan biét, s& duoc phat hién
boi k§ thuat ACRS (Amplification-Created
Restriction Sites). Phuong phdp nay str dung
primer duoc thiét ké dé chén thém bazo méi
vao san phém khuéch dai dé tao ra vi tri cat
gidi han sat trinh tw dot bién. Néu c6 dot bién
xay ra s& lam thay doi vi tri nhan biét cua
enzyme gidi han. Ky thuat ACRS duoc ap
dung phat hién dot bién B-thalassemia cia
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ngudi Pia Trung Hai’ 8,

2.2.4. Gap PCR

Dot bién mat doan trong trinh ty gen a-
globin c6 thé duoc phat hién bing PCR st
dung hai primer bd sung voi sgi sense va
antisense ¢ hai vung bién doan ADN bi dut.
Doi v6i dot bién mat doan 16n, mdi thiét ké &
hai ving bién chi nhan dugc alen dot bién
mét doan, boi vi khoang cach giita hai moi
qua 16n khong thé khuéch dai alen binh
thuong. Trudng hop alen khong dot bién co
thé phat hién bang cach thiét ké mot modi bd
sung vdi trinh tu trong viung méat doan, mot
moi bo sung véi trinh tw ADN ving bién.
Gidng nhu dot bién mat doan a-thalassemia,
cac dot bién mét doan trong cum gen -
globin ciing dugc chan doan bang phuong
phap nay nhu Hb Lepore, p-thalassemia,
HPFH367,

2.2.5. Phwong phap giai trinh tw ADN

Phuong phdp gidi trinh ty gen Sanger co
kha nang phan tich doan ADN trén 1kb, tat
ca cac dot bién diém hay da hinh ADN co
thé duoc xac dinh. Do vay phuong phap nay
thudng dugc ap dung dé xac dinh cac dot
bién hiém hodc truong hop nghi ngd ma am
tinh vdi cac ky thuat khac.

Nguyén 1ly: Phuong phdp nay cling dua
trén nguyén tic bd sung va trén nén tang k¥
thuat PCR. Chudi ADN méi duoc kéo dai
bdi ADN polymerase khi c6 mat cia céac
dNTP va mdi. Phan (mg nay dugc lam ngimg
bang cach bd sung ddNTP. Tuy theo ddANTP
la gi ma phan Gmg s€ bi nging tai vi tri co
ddNTP dua vao. Hon hop phan tng thu duoc
s& chira tap hop tat ca cac doan ADN kich
thudce chénh 1éch nhau 1 nucleotit.

Uu diém cua phuong phép nay 1a phat
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hién dugc tat ca cc dot bién diém, dot bién
chén/mét doan nho, bat ké dot bién hiém hay
d6t bién méi. Nhuoc diém 1a thoi gian dai;
chi phi cao; s6 miu mot 1an xét nghiém it va
phu thugc vao s6 mao quan trén may giai
trinh tu.

2.2.6. Ky thuit Strip Assay

Xét nghiém xéac dinh dot bién thalassemia
sir dung bo sinh pham o globin va B globin
stripassay 1a phuong phap két hop cta nhiéu
k¥ thuat bao gdm: Multiplex PCR, lai nguoc
(reverse hybridization). Ky thuat st dung
thanh test strip c6 dinh nhiéu dau do dé phat
hién dot bién va xac dinh tinh dong hop/di
hop tir ctia dot bién. BO xét nghiém a globin
stripassay cho phép sang loc 21 dot bién a
thalassemia va by xét nghiém f globin strip
assay cho phép sang loc 22 dot bién P
thalasemia phd bién trong khu vuc Déng
Nam A. K¥ thuat nay dugc Saiki va cong su
mod ta lan dau tién vao nidm 1989, sau d6
dugc phat trién dé phuc vu chan doan céc
bénh di truyén mang nhiéu dot bién, pho bién
nhat 13 bénh thalassemia va bénh xo nang
(Cystic fibrosis).

Uu diém cta phuong phap nay dé thuc
hién, c6 thé cung luc phat hién dugc nhiéu
dot bién. Thoi gian ngan (6-8 gio). Luong
mAu cén it (10-50ng ADN). Phuong tién may
moc don gian. Phan tich két qua don gian
thong qua céc bang vach hién mau trén thanh
lai. D6 chinh xac cao. Co thé phat hién dugc
dot bién dong hop tir hodc di hop tu.

2.2.7. PCR phit hién cac dot bién chua
biét

C6 nhiéu k¥ thuat dé phat hién dot bién B-
thalassemia chua dugc phat hién. Pon gian
va hi€u qua nhét 1a dién di gradient bién tinh
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(DGGE) cho phép phan tach cac doan ADN
khéc nhau chi véi su thay d6i mot bazo. Co
mot phuong phap kha hiéu qua dé phat hién
dot bién diém (heteroduplex analysis) duoc
tién hanh nhu sau: khuéch dai ADN dbi
chimg va ADN miu - bién tinh nhiét ADN
- giam nhiét tir tir dé tao phan tir lai > dién
di khong bién tinh, néu c6 dot bién cac phan
tir lai heteroduplex s& di chuyén cham hon.
Ngoai ra con cac phuong phap khac nhu
CMC (Mismatch Cleavage), SSCP (Single-
Stranded Conformational Polymorphism)
hodc cét protein ciing 1 k¥ thuat tot dé phat
hién d6t bién chua biét nhung lai khong duoc
ap dung cho
hemoglobin?3”.

2.2.8. Real-time PCR

Phuong phap st dung dau do huynh

cac bénh roi loan

quang va cac thiét bi chuyén dung dé theo
ddi luong san pham tao thanh sau mdi chu ki
PCR. D¢ nhay phan tng PCR tang 1én hang
nghin 1an gitip phat hién v6i lugng ADN cuc
ky thap trong thoi gian ngan, dong thoi dinh
luong dugce san pham tao thanh qua d6 xéc
dinh duoc sd phan tor ADN ban dau. Co mot
vai cong bd st dung hé thong Lightcycler
xac dinh nhanh chéng va chinh x4c kiéu gen
nhiéu dot bién trén gen B-globin.

2.2.9. Mot s6 phwong phap khac phat
hién ddt bién gen globin

Nhu trén da trinh bay cdc phuong phap
phat hién dot bién hiéu qua nhat di va dang
duoc ap dung rong rai, véi do tin cdy cao va
chi phi phai ching. Tai thoi diém hién tai co
nhiéu k¥ thuat méi chua duoc ap dung rong
rai hodc dang trong gia doan nghién ctru va
hoan thién. Tét ca nhitng phuong phap méi
déu phat trién trén co so phan tich san pham

gen dugc khuéch dai bang PCR.

Phwong phap DHPLC (Denaturing
High-Performance Liquid Chromatography):
12 phuong phap manh dé phat hién dot bién
diém v6i kha ning ty dong cao. Phuong
phap c6 thé phan biét dugc sai khac chi mot
nucleotit voi do nhay cao. PO nhay trong
phat hién dot bién gen B-globin dugc xéac
dinh 1a 100% theo bao cao cua Colosimo va
cs. nim 2002. DHPLC c6 tiém ning ung
dung trong phat hién dot bién gen globin,
diém han ché 13 c6 rat it kinh nghiém vé
phuong phép nay.

Gen chip: con dugc goi 1a ADN chip,
biochip hay microarray la cong cu manh
trong phan tich va chan doan phan ti. Ky
thuat dua trén nguyén tic lai hai soi don
ADN, giita dau do (c6 dinh sin trén
microarray) va mau ADN (dwoc danh dau
huynh quang). Tiém ning ung dung trong
phat hién gen, biéu hién gen, 1ap ban dd gen
va phat hién dot bién diém. Vi khic phuc
dugc khé khian t6i uu héa didu kién lai cung
lac nhidu dau do, cho nén genchip duoc ting
dung dé xac dinh cung lac nhiéu dot bién
diém gay rdi loan tong hop globin. Trén co
so d6 phat trién thanh cac kit thwong mai
nhu Nanochip® Molecular Workstation c6
thé phat hién tam dot bién p-thalassemia phd
bién & Dia Trung Hai.

PCR mit té bao (Single-cell PCR): gom
chan doan tién cdy ghép va phan tich té bao
thai nhi thu tr hé tuan hoan cua me. Trong
mot té bao chi c6 khoang 6.6 pg ADN di gay
nén mot sé kho khan nhu: khong khuéch dai
dugc gen dich, alen drop-out (16i nham di
hop 1a dong hop), dé bi nhiém. Dé phat hién
duogc san pham PCR khong gan huynh quang
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c6 thé yéu cau t6i 70 chu ky, nhung hoat tinh
cua Taq polymerase chi dugc 40 chu ky,
mubn khic phuc khé khin nay phai sir dung
nested-PCR. Néu san pham PCR c6 danh
dau huynh quang do nhay ting 1én 1.000 lan
va khong can phai dung nested-PCR. Real-
time PCR 1a giai phéap t6t cho phan tich kiéu
gen mot té bao, do nhay, tinh chinh xac,
nhanh chéng va don gian 1a nhitng vu diém
vuot troi.

Il. KET LUAN

Céc k¥ thuat sinh hoc tr da duoc ap dung
rong rii trong xac dinh dot bién gen globin
thuong quy c6 thé ké dén nhu: ARMS-PCR,
GAP-PCR, lai ADN dé xac dinh nhimg dot
bién pho bién di biét. Nhimg dot bién gen
hiém gap hodc dot bién méi thi k¥ thuat giai
trinh ty gen xac dinh dot bién diém va k¥
thuat MLPA xéc dinh dot bién mat doan.
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