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	   Phần viết tắt
	                                 Phần viết đầy đủ

	DNA
	Deoxyribonucleic acid

	Hb
	Hemoglobin

	HNĐK
	Hữu nghị Đa khoa

	MLPA
	Multiplex ligation dependent probe amplification

	PCR
	Polymerase Chain Reaction

	RNA
	Ribonucleic acid
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Hình 3.2. Biểu đồ phân bố mẫu theo khu vực địa lý	26
Hình 3.3: Kết quả MLPA của nhóm nghiên cứu	27
Hình 3.4: Tỷ lệ đột biến của nhóm nghiên cứu	28

[bookmark: _Toc178839223][bookmark: _Toc178839345]DANH MỤC BẢNG
Bảng 1.1. Các loại allen đột biến của bệnh α-thalassemia	7
Bảng 1.2. Các kiểu gen và kiểu hình của bệnh α-thalassemia	9
Bảng 2.1: Danh mục biến số nghiên cứu	19
Bảng 2.2: Danh mục hóa chất, sinh phẩm sử dụng	19
Bảng 2.3: Danh mục trang thiết bị sử dụng	20
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Bệnh α-thalassemia là bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường, đặc trưng bởi sự suy giảm hoặc thiếu hụt tổng hợp chuỗi α globin trong phân tử Hemoglobin. Bệnh thuộc nhóm bệnh di truyền phổ biến nhất, là nguyên nhân gây thiếu máu tan máu hàng đầu ở trẻ em [1]. Bệnh α-thalassemia xuất hiện ở tất cả các chủng tộc trên thế giới, rất phổ biến ở các nước Đông Nam Á. Hiện có khoảng 5% dân số thế giới là người mang gen bệnh α-thalassemia, bao gồm dạng α+-thalassemia, α0-thalassemia, phân bố khác nhau ở từng khu vực, quốc gia, chủng tộc khác nhau [1]. Tại Trung Quốc, người mang gen α-thalassemia chiếm 5-15% dân số, Hồng Kông 4%, Thái Lan 15-30%, Lào 43%, Việt Nam 5%[2].
Người bình thường có 4 allen α nằm trên hai NST 16 tương đồng tham gia vào quá trình tổng hợp chuỗi α-globin, có kiểu gen là αα/αα. Tùy theo số lượng gen α bị đột biến, và tùy theo sự kết hợp đa dạng giữa các dạng allen đột biến khác nhau của bệnh α-thalassemia, gây ra các biểu hiện lâm sàng ở nhiều mức độ khác nhau, thay đổi từ không có triệu chứng đến thiếu máu tan máu nặng, có thể gây chết thai hoặc tử vong.
Trong những năm gần đây, những phát triển vượt bậc trong lĩnh vực sinh học phân tử đã góp phần tích cực trong việc chẩn đoán các kiểu đột biến gen giúp cho công tác tư vấn, quản lý nguồn người mang gen và phòng bệnh ngày càng tốt hơn. Những kỹ thuật dựa trên nguyên lý phản ứng tổng hợp chuỗi (Polymerase Chain Reaction – PCR) ngày càng được cải tiến và được ứng dụng rộng rãi [3]. Trong đó, kỹ thuật MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) là phương pháp hữu ích trong việc xác định các đột biến xóa đoạn đồng hợp tử cũng như dị hợp tử, cho kết quả nhanh chóng và chính xác, đồng thời cũng xác định các đột biến lặp đoạn và một vài đột biến điểm thường gặp trong cụm gen α-globin.
Việc nghiên cứu một cách sâu rộng về đặc điểm gen α-globin, xác định các đột biến gây bệnh, mối liên quan giữa kiểu gen và kiểu hình của α-thalassemia, đóng vai trò quan trọng trong việc tiên lượng mức độ nặng của bệnh và đưa ra các quyết định điều trị, theo dõi phù hợp [4]. Đặc biệt, phân tích kiểu gen là cơ sở thiết yếu cho thực hành tư vấn tiền hôn nhân, tư vấn di truyền cho các cặp vợ chồng là người mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh bệnh α-thalassemia. Đây được xem là biện pháp hiệu quả và cần thiết để phòng bệnh. Xuất phát từ các lí do trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu đề tài: “Đánh giá kết quả áp dụng kỹ thuật MLPA xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia tại Bệnh viện Hữu nghị Đa khoa Nghệ An” với các mục tiêu sau đây:
1. Mô tả đặc điểm dịch tễ học, xét nghiệm máu của bệnh nhân đến khám và sàng lọc gen gây bệnh α-thalassemia tại Trung tâm Hỗ trợ Sinh sản Bệnh viện Hữu nghị Đa khoa Nghệ An.
2. Xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA và mối liên quan với một số chỉ số huyết học của nhóm bệnh nhân trên.
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[bookmark: 1.1._Tình_hình_dịch_tễ_virus_viêm_gan_][bookmark: _bookmark2][bookmark: _Toc178839226][bookmark: _Toc178839348]1.1. Cấu trúc và các dạng phân tử hemoglobin
[bookmark: _Toc178839227][bookmark: _Toc178839349]1.1.1. Cấu trúc phân tử Hb ở người bình thường
Phân tử hemoglobin (Hb) ở người là một phân tử protein được cấu tạo từ hai cặp chuỗi dimer polypeptide, α và β globin, tạo thành cấu trúc tetramere. Phân tử α2β2 là cấu trúc của phân tử Hb ở người trưởng thành. Chức năng chính của phân tử này là vận chuyển oxygen (O2) từ phổi đến các tổ chức, và vận chuyển carbon dioxide (CO2), carbon monoxide (CO), nirtric oxide (NO) theo chiều ngược lại. Cấu trúc phân tử Hb gồm hai phần: phần globin và phần HEM [5].
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[bookmark: _Toc178839136]Hình 1.1. Sơ đồ cấu tạo phân tử Hb
      	Phần HEM là phần tạo nên màu đỏ của chất Hb, có cấu trúc chung cho nhiều loài. Phần này là một vòng protoporphyrin và một nguyên tử sắt hóa trị II nằm ở trung tâm (Hình 1.1). Ở người những rối loạn bệnh lý trong phần HEM ít xảy ra hơn hẳn so với những rối loạn bệnh lý trong phần globin. Phần globin có bản chất là protein. Phần này đặc hiệu cho từng loài. Ở người, phần globin được cấu tạo bởi 4 chuỗi polypeptide giống nhau từng đôi một, gắn với nhau. Mỗi chuỗi polypeptide gắn với 1 HEM. Do đó, mỗi phân tử Hb có 2 đôi chuỗi polypeptide và 4 HEM, có khả năng vận chuyển 4 phân tử oxy [5].
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[bookmark: _Toc178839229][bookmark: _Toc178839351]1.1.2. Các dạng phân tử hemoglobin
Trong quá trình phát triển cá thể ở người, các loại chuỗi polypeptide có sự chuyển đổi, loại chuỗi này thay thế chuỗi kia ở từng giai đoạn của cuộc sống. Phân tích cấu trúc của các loại Hb khác nhau ở người, các tác giả chia chuỗi polypeptide thành các loại như sau: Chuỗi alpha (α), chuỗi beta (β), chuỗi gamma (γ), chuỗi delta (δ), chuỗi epsilon (ε), chuỗi zeta (δ). Bình thường mỗi phân tử Hb có 2 cặp chuỗi polypeptide ở phần globin. Các loại Hb khác nhau có các thành phần chuỗi polypeptide khác nhau. Trong hồng cầu của người bình thường trưởng thành, HbA (α2β2) chiếm khoảng 97% trong tổng số Hb của cơ thể, HbA2 (α2δ2) chiếm ~2% và HbF - hemoglobin bào thai (α2γ2) chiếm ~ 1% [10]. 
2 gen δ và ε chỉ biểu hiện trong giai đoạn sớm của phôi, sau đó giảm dần và thay bằng sự biểu hiện của 2 gen α và 2 gen γ, hình thành nên Hb Gower1 (δ2ε2), Gower2 (α2ε2) và Porland (δ2γ2). 2 gen α và γ dần dần biểu hiện tạo thành HbF (α2γ2), là loại Hb chiếm ưu thế ở 3 tháng giữa của thai kỳ và có ái lực với oxy tăng nhẹ so với Hb ở người trưởng thành. Tại thời điểm sinh, gen α globin đã đạt đến mức độ hoạt động đầy đủ, gen γ giảm hoạt động, nhóm gen β (δ và β) dần dần tăng hoạt động. Do đó ở người bình thường, khi 5 được 1 tuổi, loại Hb chiếm ưu thế là Hb của người trưởng thành HbA và HbA2. Tuy nhiên trong một vài trường hợp, gen γ globin vẫn tiếp tục được biểu hiện trong tế bào hồng cầu trưởng thành, gây hội chứng tồn dư huyết sắc tố bào thai có tính chất di truyền (HPFH) [6].
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[bookmark: _Toc178839231][bookmark: _Toc178839353]1.2.1. Khái niệm
Bệnh α-thalassemia là bệnh thiếu máu tan máu di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường, do giảm hoặc mất hẳn sự tổng hợp của chuỗi α globin trong phân tử Hb. Sự suy giảm tổng hợp này dẫn đến sự tăng tổng hợp quá mức của chuỗi β globin tạo phân tử γ4, gọi là Hb Bart’s (trong thời kỳ bào thai), và β4, gọi là HbH (trong thời kỳ trưởng thành) [7].
[bookmark: _Toc178839232][bookmark: _Toc178839354]1.2.2. Dịch tễ học bệnh α-thalassemia
Bệnh α-thalassemia gặp phổ biến ở tất cả các vùng nhiệt đới và cận nhiệt đới. Ở một số vùng, người mang gen α-thalassemia có thể chiếm 80-90% dân số [8]. Dịch tễ của bệnh α-thalassemia liên quan đến các khu vực lưu hành bệnh sốt rét, tuy nhiên cơ chế về vấn đề này vẫn chưa được làm sáng tỏ [9]. 
Trong tất cả các bệnh về rối loạn gen globin, bệnh α-thalassemia là bệnh có sự phân bố rộng rãi nhất. Với sự kết hợp giữa các dạng allen đột biến khác nhau của bệnh α-thalassemia, cũng như giữa bệnh α và β thalassemia, đã tạo ra nhiều kiểu hình phong phú của bệnh. Bệnh HbH, là α- thalassemia thể trung gian được tìm thấy chủ yếu ở Đông Nam Á, Trung Đông và Địa Trung Hải. 
[bookmark: 1.3._Chẩn_đoán_bệnh_viêm_gan_C][bookmark: _bookmark6]Thalassemia là một vấn đề toàn cầu. Trong khoảng 20 năm tới, ước tính sẽ có khoảng 900,000 trẻ sinh ra mắc bệnh thalassemia, trong đó 95% số trẻ này thuộc về các nước Châu Á, Ấn Độ, và Trung Đông. Ngày nay, dịch tễ học của bệnh thalassemia đã thay đổi một cách đáng kể so với trước đây. Thalassemia hiện nay là nhóm bệnh không thuần nhất với sự khác nhau về tính chủng tộc, kiểu hình, kiểu gen, và cách thức điều trị [10,11].
Tại Việt Nam, tất cả 53 dân tộc đều có người mang gen bệnh thalassemia, với tỷ lệ dao động khác nhau tùy dân tộc. Sự phân bố tỷ lệ bệnh thalassemia có tính dân tộc và địa lý rõ rệt. Tỷ lệ mang gen Thalassemia dao động từ 3,5% - 28% tùy từng dân tộc và khu vực địa lý. Các dân tộc ở khu vực Bắc bộ và Bắc trung bộ có tỷ lệ mang gen α0-thalassemia cao trong khi các dân tộc sinh sống ở Tây Nguyên, Nam Trung Bộ và Nam Bộ có tỷ lệ mang gen α+-thalassemia cao. Năm 2017, tỷ lệ mang gen α0-thalassemia cao nhất ở một số dân tộc như Xinh Mun (18,5%), Lự (16,4%), Mường (16,1%)10. Tỷ lệ mang gen α+-thalassemia cao ở các dân tộc Raglay (85,2%), Tà Ôi (63,3%), Bru Vân Kiều (62%)[12].
[bookmark: _Toc178839233][bookmark: _Toc178839355]1.2.3. Cơ chế bệnh sinh của bệnh α-thalassemia 
Bệnh α-thalassemia có sự giảm hoặc thiếu hụt tổng hợp chuỗi α globin và dư thừa chuỗi còn lại. Mức độ thiếu hụt và dư thừa này khác nhau ở từng thể bệnh. Khác với chuỗi α, các chuỗi còn lại là γ, β, δ thay đổi từ chuỗi này thành chuỗi khác trong một số giai đoạn của cuộc sống. Ở thời kỳ bào thai, chủ yếu là chuỗi γ. Sau khi sinh, chuỗi γ giảm, thay thế dần bằng chuỗi β, δ. Vì vậy, với bệnh α-thalassemia, trong thời kỳ bào thai có sự dư thừa chuỗi γ, tạo γ4 là Hb Bart’s. Trong giai đoạn trưởng thành, sự dư thừa chuỗi γ được chuyển thành sự dư thừa của chuỗi β, tạo β4 là HbH [13]. 
Hb Bart’s và HbH có khả năng vận chuyển oxy kém hơn so với HbA1. Hb Bart’s có ái lực cao với oxy, nhưng lại không có hiệu ứng Bohr, do sự tương tác giữa các chuỗi polypeptid γ làm cho khả năng chuyển nhượng điện tích với phần HEM bị mất, khó khăn trong quá trình trao đổi oxy tổ chức. Do đó, các thai nhi mắc bệnh Hb Bart’s thường tử vong ngay trong giai đoạn cuối của thai kỳ hoặc ngay sau đẻ, khi nhu cầu về oxy của cơ thể tăng lên [14].
Trong khi đó, HbH chỉ chiếm khoảng 5-40% thành phần Hb, nên bệnh nhi có thể sống đến tuổi trưởng thành. Nhưng HbH (β4) không bền vững. Các chuỗi β tạo hạt tủa khi bị các tác nhân gây oxy hoá tác động, gọi là hạt tủa muộn và có thể hoà tan lại được. Tuy nhiên, trong quá trình sống, các hạt tủa này luôn được tạo ra, gây giảm đời sống hồng cầu và biến đổi ở các cơ quan tạo hồng cầu trong tuỷ [15]. Toàn bộ cơ chế này tác động ở các mức độ khác nhau gây nên bệnh cảnh lâm sàng và huyết học khá đa dạng trong bệnh HbH.
Bệnh HbH tuy có nhiều điểm chung của một bệnh thiếu máu tan máu mức độ vừa và mãn tính, nhưng tính chất tan máu từng đợt xảy ra khá rõ ràng, liên quan đến tình trạng thay đổi sinh lý và các bệnh kèm theo của người bệnh. Trong đó, biểu hiện tan máu ngoại vi rõ rệt hơn so với những biểu hiện rối loạn sinh hồng cầu trong tuỷ, bao gồm hồng cầu nhỏ, nhược sắc, tan máu, hạt tủa ở hồng cầu chứa HbH. Tuy nhiên, biểu hiện lâm sàng của bệnh HbH thường không nặng nề như ở bệnh β thalassemia đồng hợp tử: mức độ tan máu vừa, gan lách to ở mức vừa, biến dạng xương muộn, không có nhiễm sắt nặng. Biến đổi đặc hiệu nhất của bệnh là sự xuất hiện HbH và Hb Bart’s, giúp chẩn đoán bệnh và chẩn đoán phân biệt các thể bệnh Thalassemia và bệnh Hb bất thường khác [16].  
[bookmark: _Toc178839234][bookmark: _Toc178839356]1.2.4. Cơ chế phân tử bệnh α-thalassemia 
Bệnh α-thalassemia do đột biến gen α globin gây nên. 90% bệnh α-thalassemia do đột biến mất đoạn trên một gen hoặc cả hai gen α globin, hoặc toàn bộ cả cụm gen α globin bao gồm cả gen δ globin [7]. Ngoài ra, có 10% không do đột biến mất đoạn gen, mà thường là các đột biến điểm trên gen α 11 globin gây nên. Các đột biến mất đoạn hoặc không mất đoạn này sẽ tạo ra các allen đột biến dạng α0 và α+ -thalassemia [1].
[bookmark: _Toc178839459]Bảng 1.1. Các loại allen đột biến của bệnh α-thalassemia
[bookmark: _Toc178839028][bookmark: _Toc178839153][bookmark: _Toc178839460][image: ]
[bookmark: 1.3.1._Chẩn_đoán_cận_lâm_sàng][bookmark: _bookmark7]1.2.4.1. α+ -thalassemia do đột biến mất đoạn gây nên 
Đây là loại mất đoạn một gen α globin, tạo allen α+ -thalassemia. Trong đó, đột biến phổ biến nhất là -α4.2, -α3.7. Đột biến này xảy ra do sự tái tổ hợp giữa phân đoạn Z, có chiều dài 3.7 kb, tạo ra một NST chỉ với một gen α globin (-α3.7, mất đoạn lệch về phía bên phải), và sự tái tổ hợp giữa phân đoạn X, có chiều dài 4.2 kb, tạo một NST mang một gen α globin (-α4.2, mất đoạn lệch về phía bên trái). Ngoài ra, còn có thể có nhiều loại đột biến mất đoạn 1 gen khác hiếm gặp hơn. 
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[bookmark: _Toc178839138]Hình 1.3. Dạng mất đoạn một gen globin tạo allen α+ -thalassemia [11] 
1.2.4.2. α0-thalassemia do đột biến mất đoạn gây nên 
[bookmark: 1.3.2._Chẩn_đoán_xác_định][bookmark: _bookmark8]            Đây là loại đột biến mất đoạn hai gen α globin, tạo allen α0-thalassemia. Hiện nay có khoảng 50 loại đột biến mất đoạn cụm gen α globin gây mất toàn bộ hoặc một phần của hai gen α globin, dẫn đến không có sự tổng hợp chuỗi α globin trong cơ thể sống. Đồng hợp tử dạng đột biến này là --/-- gây hội chứng phù thai do Hb Bart’s. Dị hợp tử kép cho loại đột biến này và loại mất đoạn một gen là --/-α, gây bệnh HbH. 
[image: ]

[bookmark: _Toc178839139]Hình 1.4. Các loại mất đoạn hai gen globin tạo allen α0-thalassemia [11] 
1.2.4.3. α+- thalassemia do đột biến không mất đoạn gây nên 
         	Ngoài đột biến mất đoạn, bệnh α-thalasemia còn do một số loại đột biến điểm gây nên. Những đột biến này có thể làm thay đổi trình tự chuẩn của gen α globin, gây ảnh hưởng tới quá trình kiểm soát hoạt động và biểu hiện của gen α globin, còn được gọi là đột biến không mất đoạn, ký hiệu là -αT , tạo allen α+-thalassemia [19, 20]. Đột biến dạng không mất đoạn gen gây bệnh α thalassemia lần đầu tiên được mô tả vào năm 1977 [21], đã được chứng minh là hậu quả của một loạt các cơ chế khác nhau. Hầu hết các đột biến này đều xảy ra trên gen α2, và không gây ra sự thay đổi nào với những gen còn lại. Do 13 gen α2 có vai trò gấp đôi gen α1 trong quá trình sản xuất chuỗi α globin, nên các đột biến trên gen α2 globin thường dẫn đến các hậu quả nghiêm trọng hơn so với cùng đột biến đó nếu nằm trên gen α1 globin [9]. 
        	Cơ chế gây bệnh của các đột biến này có thể ảnh hưởng đến quá trình tổng hợp RNA, hoặc làm ngăn cản quá trình ghép nối RNA từ vị trí 5’ bình thường, trong khi lại hoạt hóa quá trình này từ một vị trí mới, làm khởi động quá trình ghép nối mới, tạo ra phân tử mRNA bị lỗi. Hoặc tác động vào vị trí gắn đuôi poly (A), làm ảnh hưởng tới quá trình kết thúc tại đầu 3’[22], [19]. Một vài đột biến không mất đoạn khác xảy ra tại mã mở đầu ATG gây ảnh hưởng tới quá trình dịch mã mRNA, làm giảm mức độ tổng hợp mARN xuống khoảng từ 30-50% [23], hoặc gây dừng quá trình dịch mã sớm [24]. Một vài đột biến xảy ra tại mã kết thúc TAA [25], tạo chuỗi globin bị kéo dài. Mặc dù những chuỗi globin này có khả năng tạo thành các phân tử Hb, như Hb Constant Spring, nhưng phân tử mRNA bất thường này bị giảm bền vững rõ rệt [26]. 
[bookmark: _Toc178839235][bookmark: _Toc178839357]1.3. Đặc điểm lâm sàng bệnh α-thalassemia 
           Tùy vào sự kết hợp khác nhau giữa hai dạng allen đột biến α0 và α + -thalassemia, sẽ tạo ra các kiểu hình α-thalassmia khác nhau. Bệnh α-thalassemia được chia thành 4 thể tùy theo số lượng gen α globin bị đột biến, với biểu hiện lâm sàng phong phú và khác nhau ở mỗi thể bệnh (Bảng 1.2) [7].
[bookmark: _Toc178839461]Bảng 1.2. Các kiểu gen và kiểu hình của bệnh α-thalassemia [7]
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[bookmark: _Toc178839236][bookmark: _Toc178839358]1.3.1.  Người mang gen α+-thalassemia (Silent Carrier)
[bookmark: _Toc178839140][image: ]Hình 1.5. Người mang gen α+-thalassemia
Người mang gen α+-thalassemia (dị hợp tử α+-thalassemia) là người mất một gen trên một NST (-/), không có triệu chứng lâm sàng, không có biểu hiện thiếu máu hồng cầu nhỏ nhược sắc trên xét nghiệm công thức máu, nên không thể phân biệt với người bình thường nếu chỉ dựa vào các dấu hiệu trên. Phân tích gen  globin mới cho phép chẩn đoán xác định.
[bookmark: _Toc178839237][bookmark: _Toc178839359]1.3.2. Người mang gen α0-thalassemia (-thalassemia trait)
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[bookmark: _Toc178839141]Hình 1.6. Người mang gen α0-thalassemia (a) Cis; (b) Trans
         Người mang gen α0-thalassemia (dị hợp tử 0-thalassemia), có 2 thể: Thể Cis là mất đoạn hai gen trên một NST (--/). Thể Trans là hai mất đoạn một gen trên hai NST tương đồng (-/-). Đây là α-thalassemia thể nhẹ, thường không có triệu chứng lâm sàng, chỉ được phát hiện qua xét nghiệm công thức máu, có thiếu máu hồng cầu nhỏ nhược sắc mức độ từ nhẹ đến trung bình. Các dấu hiệu khác liên quan đến tình trạng thiếu máu như xanh xao, mệt mỏi, thở nhanh, ngắn thường rất hiếm gặp, hoặc nếu có thì thường liên quan đến các bệnh lý khác kèm theo.
[bookmark: _Toc178839238][bookmark: _Toc178839360][image: ]1.3.3. Bệnh HbH
[bookmark: _Toc178839142]Hình 1.7. Bệnh HbH (a) Thể mất đoạn (b) Thể không mất đoạn
         Bệnh HbH là thể thalassemia có triệu chứng (dị hợp tử kép 0 và +), bao gồm một đột biến mất đoạn hai gen và một đột biến mất đoạn một gen.
          Bệnh HbH có 2 thể: HbH thể mất đoạn (--/-) và HbH thể không mất đoạn (--/T). Ở những bệnh nhân này, chuỗi α globin chỉ được tổng hợp bằng khoảng 30% so với bình thường. Triệu chứng lâm sàng thường gặp nhất ở bệnh nhân HbH là tình trạng thiếu máu (2,6-13,3g/dl) với lượng HbH thay đổi từ 0,8-40%, đôi khi còn có kèm theo Hb Bart’s ở một vài trường hợp. Bệnh nhân thường có lách to. Vàng da có thể xuất hiện ở nhiều mức độ khác nhau. Trẻ mắc HbH có thể có biểu hiện chậm lớn. Ngoài ra còn có thể có các dấu hiệu do biến chứng khác của bệnh như: nhiễm trùng, các vết loét ở chi dưới, sỏi mật, giảm acid folic và có thể có các cơn tan máu cấp sau khi điều trị thuốc hoặc sau các đợt nhiễm trùng nặng. Bệnh nhân lớn tuổi hơn có thể có biểu hiện thừa sắt ở nhiều mức độ khác nhau [27, 28].
[bookmark: _Toc178839239][bookmark: _Toc178839361]1.3.4. Hội chứng phù thai do Hb Bart’s
[image: ]
[bookmark: _Toc178839143]         Hình 1.8. Hội chứng phù thai do Hb Bart’s
Hội chứng phù thai do Hb Bart’s (đồng hợp tử 0-thalassemia) là thể bệnh nặng nhất của α-thalassemia, do mất hoàn toàn 4 gen α globin, gây nên tình trạng suy giảm hoàn toàn khả năng sản xuất chuỗi α globin. Trẻ mắc Hb Bart’s có thành phần Hb trong hồng cầu chủ yếu là loại Hb không có chức năng γ4 và β4. Tuy nhiên, vẫn còn một lượng Hb bào thai Porland (δ2γ2) tồn tại, là loại Hb duy nhất có chức năng vận chuyển oxy để duy trì sự sống cho bào thai. Thai mắc Hb Bart’s có phù nề, suy tim và thiếu máu kéo dài từ giai đoạn thai trong tử cung. Ngoài ra còn biểu hiện gan lách to, não chậm phát triển, hệ xương và hệ tim mạch phát triển bất thường, bánh rau dày. Trẻ mắc Hb Bart’s hầu hết thường tử vong ngay trong giai đoạn thai (23-38 tuần) hoặc ngay sau khi sinh. Chỉ có một vài trường hợp báo cáo là sống sót nhờ được điều trị tích cực và truyền máu ngay trong giai đoạn sơ sinh [29].
[bookmark: _Toc178839240][bookmark: _Toc178839362]1.4. Đặc điểm cận lâm sàng bệnh α-thalassemia
[bookmark: _bookmark32][bookmark: _Toc178839241][bookmark: _Toc178839363]1.4.1. Xét nghiệm công thức máu
Xét nghiệm huyết học được coi là xét nghiệm ban đầu để phát hiện người bệnh và sàng lọc người mang gen bệnh α-thalassemia, cho phép đánh giá tình trạng thiếu máu (Hb giảm), hồng cầu nhỏ (MCV giảm), nhược sắc (MCH giảm), mức độ giảm tuỳ thuộc vào số lượng gen bị đột biến và loại đột biến ảnh hưởng đến quá trình tổng hợp chuỗi α globin [27]. Tuy nhiên những xét nghiệm này không đặc hiệu và không có giá trị chẩn đoán xác định.
[bookmark: _bookmark33][bookmark: _Toc178839242][bookmark: _Toc178839364]1.4.2.Phân tích thành phần hemoglobin (Hb)
Phương pháp phân tích thành phần Hb được sử dụng để phân tích các thành phần Hb bất thường. Đây là loại xét nghiệm quan trọng, đặc biệt đối với người mắc HbH và khi sàng lọc Hb Bart’s trong thời kỳ sơ sinh để phát hiện người lành mang gen α-thalassemia, hoặc được dùng để phát hiện bất kỳ loại Hb bất thường nào khác kết hợp với α-thalassemia. Ở người α-thalassemia thể nhẹ, HbA2 có thể giảm hoặc bình thường. Ở người mắc HbH, HbA2 thường giảm rõ rệt, ngoài ra còn có thể thấy xuất hiện HbH [11].
Phân tích thành phần Hb có thể phát hiện HbH. Tuy nhiên HbH là loại huyết sắc tố không bền vững vì vậy có thể bị bỏ qua, đặc biệt trên các mẫu bệnh phẩm máu đã qua lưu trữ lạnh hoặc do các dung môi hòa tan được sử dụng để điện đi huyết sắc tố. Điện di huyết sắc tố bằng phương pháp sắc ký lỏng cao áp (HPLC) là một phương pháp l để khắc phục các nhược điểm trên, và cũng là phương pháp đã được nhiều nơi sử dụng trong các chương trình sàng lọc người mang gen trong cộng đồng cũng như sàng lọc sơ sinh [30, 31]. Trong thời kỳ sơ sinh, Hb Bart’s cũng có thể được phát hiện bằng phương pháp HPLC hoặc theo phương pháp truyền thống. Hb Bart’s phản ánh tình trạng hemoglobin bào thai tăng cao trong giai đoạn sơ sinh, mất đi nhanh chóng vào khoảng thời gian sau đó. Nồng độ Hb Bart’s có liên quan đến mức độ nặng nhẹ của bệnh α-thalassemia. Nếu nồng độ Hb Bart’s trong giai đoạn sơ sinh lớn hơn 25%, là một chỉ điểm cho bệnh hemoglobin H. Khi đó, xét nghiệm di truyền phân tử cần được thực hiện để khẳng định chẩn đoán.
[bookmark: _bookmark34][bookmark: _Toc178839243][bookmark: _Toc178839365]1.4.3. Xét nghiệm di truyền phân tử phân tích gen α globin
Tuỳ theo loại đột biến gây bệnh thuộc dạng đã biết hay chưa biết, tuỳ theo đặc điểm của từng trung tâm chẩn đoán, mà có các lựa chọn kỹ thuật phân tích đột biến gen α globin phù hợp. 
1.4.3.1.Kỹ thuật Allen specific oligonucleotide (ASO) dot blot
Kỹ thuật dot blot (DB) hoặc reserve dot blot (RDB) lần lượt được Kaftos và Saiki mô tả [32], sử dụng một mạch đơn trong phân tử DNA của trình tự đã được xác định (oligoprobe) để lai với phân tử DNA thứ hai chứa trình tự đích theo nguyên tắc bổ sung (target) với mức độ ổn định tùy thuộc vào chiều dài của các cặp base tham gia vào phản ứng. Cả hai phương pháp DB và RDB có điểm chung là đều cần khuếch đại đặc hiệu một đoạn DNA, là đoạn cần được lai với ASO probe đã được cố định sẵn trên màng (RDB) hoặc probe đã được đánh dấu phóng xạ được cố định trên màng dạng dot blots có sẵn (DB). Tuy nhiên hai phương pháp này có những điểm khác nhau. Đối với DB, mỗi một probe trong một phản ứng cần được lai và rửa trong một điều kiện khác nhau, và có thể phát hiện một loại đột biến của nhiều mẫu trên cùng một màng. Ngược lại đối với RDB sử dụng probe không đánh dấu phóng xạ, thì các đột biến khác nhau chỉ cần lai và rửa tại cùng một điều kiện, và cho phép phát hiện nhiều đột biến của cùng một mẫu trên cùng một màng.
1.4.3.2.Amplification refractory mutation system (ARMS-PCR)
Kỹ thuật ARMS-PCR sử dụng để phát hiện sự có mặt của allen mang đột biến điểm đã biết. Mỗi phản ứng sử dụng các mồi đặc hiệu có trình tự đầu 3’ bổ sung với allen đột biến và một mồi chung ngược chiều với mồi đặc hiệu allen. Như vậy, trong mỗi phản ứng cho một đột biến điểm đã biết sẽ bao gồm hai phản ứng khuếch đại, sử dụng cùng một khuôn DNA. Trong đó, một sản phẩm sẽ được khuếch đại từ mồi đặc hiệu có trình tự đầu 3’ bổ sung với allen đột biến (mồi đột biến) hoặc allen bình thường (bình thường), và sản phẩm còn lại được khuếch đại từ một mồi chung ngược chiều với mồi đặc hiệu allen. Sự hiện diện của các allen đột biến được biểu hiện bằng sản phẩm DNA khuếch đại với các kích thước khác nhau đã biết trước. Đây là một phương pháp nhanh, đơn giản, không cần gắn phóng xạ, sử dụng để sàng lọc nhiều đột biến khác nhau trên cùng một bệnh nhân. Nhiều y văn đã công bố các nghiên cứu sử dụng kỹ thuật này trong chẩn đoán bệnh α-thalassemia [33-35].
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1.4.3.3.Restriction enzyme (RE-PCR)
Đây là một phương pháp không phóng xạ, được sử dụng nếu đột biến tạo ra hoặc xóa đi một vị trí giới hạn nào đó. Sản phẩm PCR được cắt bằng enzym giới hạn có thể bị cắt hoặc không bị cắt tùy vào tại vị trí đó có xuất hiện đột biến hay không. Hạn chế của phương pháp này là hầu hết các đột biến trên gen globin nói chung và gen α-thalassemia nói riêng đều không tạo ra hay xóa bỏ một vị trí enzyme giới hạn nào, số còn lại thì cần sử dụng những enzyme cắt có giá thành rất cao.
           1.4.3.4.GAP-PCR
Đột biến mất đoạn trên gen α globin được phát hiện GAP-PCR, hay còn gọi là PCR khoảng cách. Kỹ thuật sử dụng hai mồi theo nguyên tắc bổ sung với mạch xuôi và mạch ngược trong vùng DNA chứa đoạn gen bị mất. Với các đột biến mất đoạn có kích thước nhỏ hơn 1 kb, cặp mồi sẽ tạo ra hai sản phẩm, đoạn nhỏ hơn là sản phẩm từ allen bị mất đoạn. Với những đột biến mất đoạn lớn, khoảng cách giữa hai mồi quá lớn để có thể khuếch đại được allen bình thường, mà chỉ có thể khuếch đại sản phẩm từ allen mang đột biến mất đoạn. Trong trường hợp này allen bình thường sẽ được khuếch đại thông qua một điểm đứt gãy của đột biến, sử dụng một mồi theo nguyên tắc bổ sung với trình tự bị mất và một mồi khác theo nguyên tắc bổ sung với đoạn DNA còn lại. Đây là kỹ thuật nhanh, đơn giản, tuy nhiên hạn chế của kỹ thuật này là cần phải biết được điểm đứt gãy mới thiết kế được cặp mồi tương ứng [1]. Hiện nay, các cặp mồi dùng trong phản ứng GAP-PCR cho bệnh α-thalassemia đã được thiết kế dưới đạng đa mồi. Trong đó, đột biến mất đoạn -α3.7, -α4.2 gây α+-thalassemia được phát hiện trong cùng một phản ứng, đột biến, -- αFIL, -- αTHAI, -- αSEA gây α0-thalassemia được phát hiện trong các phản ứng tiếp theo.
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	1.4.3.5. Giải trình tự gen Sanger
        	Giải trình tự DNA là phương pháp cho phép phân tích một cách chính xác trình tự nucleotid của từng gen hoặc của một vùng gen được quan tâm, được mô tả lần đầu tiên bởi Sanger và cộng sự vào năm 1977 [36]. Nguyên lý của phương pháp dựa trên sự nhân lên của các sợi DNA từ sợi DNA khuôn bằng phương pháp PCR, trong đó sự tổng hợp của mỗi sợi DNA mới được dừng lại tại mọi điểm dọc theo chuỗi. Chuỗi được liên tục kéo dài do sự kết hợp ngẫu nhiên của các ddNTP, kèm theo sự có mặt của DNA polymersase và mồi là các chuỗi oligonucleotid dài khoảng 20bp được thiết kế theo nguyên tắc bổ sung với vùng DNA đích cần quan tâm. Thông thường các ddNTP được đánh dấu 4 màu huỳnh quang khác nhau. Đối với phương pháp này, hệ thống điện di thường sử dụng là điện di mao quản. Mỗi khi có một vạch điện di đi qua, phân tử ddNTP cuối cùng ở đầu 3’ của đoạn DNA sẽ phát ra một màu huỳnh quang tương ứng, từ đó máy sẽ nhận diện được các nucleotid, từ đó biết được trình tự của DNA đích. Phương pháp này cho phép xác định hầu hết các đột biến điểm, đột biến mất đoạn nhỏ hoặc lặp đoạn của gen. Đối với bệnh α-thalassemia, chỉ có khoảng 10% trường hợp mắc bệnh cần phải giải trình tự gen HbA1 và HbA2 để phát hiện đột biến điểm chưa biết. Các vùng được giải trình tự bao gồm: các vùng mã hóa trên gen HbA1, HbA2, vùng ranh giới exon-intron, vùng cận promoter.
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1.4.3.6.Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)
Nguyên lý MLPA dựa trên phản ứng khuếch đại đồng thời tới 60 probe (đầu dò) mà mỗi probe phát hiện 1 trình tự ADN đặc hiệu khoảng 60 nucleotide (Nu). Phản ứng MLPA cho kết quả là bộ các sản phẩm PCR kích thước trong khoảng 64 - 500 Nu và được phân tách bằng điện di mao quản.
Miêu tả: ADN mẫu được biến tính, rồi ủ với hỗn hợp probe. Mỗi probe gồm 2 đoạn oligonucleotide sẽ lai vào ADN đích, để sau đó 2 đoạn oligos này sẽ được gắn thành 1 probe. Phản ứng PCR tiếp sau đó: các đoạn probe đã được lai sẽ được khuếch đại đồng thời với 1 cặp primer. Primer này được thiết kết gắn sẵn huỳnh quang (FAM) -> cho phép các sản phẩm PCR được phát hiện khi điện di mao quản, đọc kết quả bằng biểu đồ điện di.
Đối với bệnh α-thalassemia, MLPA được chỉ định cho những bệnh nhân nghi ngờ có đột biến với xét nghiệm công thức máu MCV và MCH giảm và bất thường trong điện di huyết sắc tố. MLPA là một kỹ thuật có độ nhạy và độ đặc hiệu cao, có thể kiểm tra đồng thời nhiều mẫu và nhiều vị trí trên gen, giúp xác định các đột biến mất đoạn phổ biến đã biết trước và cả các đột biến mất đoạn hiếm, đột biến lặp đoạn, đột biến điểm –αHbCs của các gen α-globin gây bệnh α-thalassemia. Cùng với ưu điểm về giá trị phát hiện thì MLPA cũng có chi phí cao hơn so với các kỹ thuật PCR thông thường khác do yêu cầu thiết bị cùng quy trình kỹ thuật phức tạp hơn. Các nghiên cứu tại Phần Lan năm 2010 trên 48 mẫu có hồng cầu nhỏ, nhược sắc, HbA2 giảm [37], tại Nam Trung Quốc năm 2008 trên 118 mẫu DNA trong đó có 90 bệnh nhân α-thalassemia và 28 người bình thường khoẻ mạnh [38], tại Ý năm 2010 trên 25 bệnh nhân nghi ngờ mắc HbH nhưng chưa xác định được đột biến bằng các kỹ thuật thông thường, nghiên cứu có so sánh độ nhạy và đặc hiệu của kỹ thuật MLPA với kỹ thuật Southern Blot và Realtime PCR [39]. Các nghiên cứu này khẳng định MLPA là một kỹ thuật nhanh chóng, chính xác cho phép xác định đột biến gây bệnh α-thalassemia, đặc biệt đối với các đột biến mất đoạn lớn hiếm gặp.
 Probe MCR Holland SALSA P140B được thiết kế để phát hiện những thay đổi về số bản sao của 24 trình tự khác nhau trong vùng gen HbA, chủ yếu được sử dụng để phát hiện các đột biến xóa đoạn, lặp đoạn của một hoặc nhiều trình tự, trong hoặc gần vùng gen HbA1 và HbA2. 
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[bookmark: _Toc178839246][bookmark: _Toc178839368]2.1.1.Tiêu chuẩn lựa chọn
Bệnh nhân đến khám tại Trung tâm Hỗ trợ Sinh sản Bệnh viện Hữu nghị Đa khoa Nghệ An trong giai đoạn 2022-2024 có chỉ định xác định gen gây bệnh
α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA.
[bookmark: _Toc178839247][bookmark: _Toc178839369]2.1.2.Tiêu chuẩn loại trừ
             MCV và MCH trong giới hạn bình thường.
Thiếu máu thiếu sắt: Ferritin huyết thanh < 30ng/mL.
[bookmark: _Toc178839248][bookmark: _Toc178839370]2.2. Thời gian và địa điểm nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839249][bookmark: _Toc178839371]2.2.1 Thời gian nghiên cứu
Thời gian thu thập số liệu và tiến hành nghiên cứu trong thời gian từ ngày 01 tháng 01 năm 2022 đến ngày 31 tháng 12 năm 2024.
[bookmark: _Toc518510384][bookmark: _Toc16673692][bookmark: _Toc154091965][bookmark: _Toc178839250][bookmark: _Toc178839372]2.2.2. Địa điểm nghiên cứu
Nghiên cứu tiến hành tại khoa Di truyền và sinh học phân tử , Bệnh viện Hữu nghị Đa khoa Nghệ An.
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[bookmark: _Toc178839252][bookmark: _Toc178839374]2.3.1. Thiết kế nghiên cứu
Phương pháp nghiên cứu: mô tả cắt ngang có hồi cứu
[bookmark: _Toc178839253][bookmark: _Toc178839375]2.3.2. Phương pháp chọn mẫu
Phương pháp chọn mẫu thuận tiện. Chọn toàn bộ mẫu nghiên cứu đáp ứng tiêu chuẩn lựa chọn đưa vào nghiên cứu.
[bookmark: _Toc154091970][bookmark: _Toc178839254][bookmark: _Toc178839376]2.4. Phương pháp thu thập và xử lý số liệu
- Kết quả các mẫu xét nghiệm MLPA trong thời gian từ ngày 01 tháng 01 năm 2022 đến ngày 31 tháng 12 năm 2024.
- Thu thập thông tin thông qua hồi cứu dữ liệu trong phần mềm Labconnect, thông tin trên phần mềm quản lý bệnh viện của các người bệnh thỏa mãn tiêu chuẩn lựa chọn và tiêu chuẩn loại trừ.
- Dữ liệu được phân tích bằng phần mềm SPSS 22.0. Các số liệu thu được trình bày dưới dạng tỉ lệ % và các bảng, biểu đồ.
[bookmark: _Toc178839255][bookmark: _Toc178839377]2.5. Nội dung và các biến số nghiên cứu 
· Đặc điểm chung nhóm nghiên cứu: tuổi, giới tính, địa chỉ.
· Kết quả kiểu đột biến gen gây bệnh α-thalassemia xác định bằng kỹ thuật MLPA.
· Kết quả công thức máu của nhóm nghiên cứu.
Bảng 2.1: Danh mục biến số nghiên cứu
	Tên biến
	Định nghĩa
	Loại biến
	PP thu thập

	Giới tính
	Giới tính sinh học
	Nhị phân
	Tra cứu, Thống kê

	Tuổi
	Tuổi dương lịch tại thời điểm khám bệnh
	Rời rạc
	Tra cứu, Thống kê

	Địa chỉ
	Nơi bệnh nhân thường trú
	Danh mục
	Tra cứu, Thống kê

	Kết quả
	Kết quả xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA
	Danh mục
	Tra cứu, Thống kê

	RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC
	Các chỉ số huyết học trong kết quả công thức máu tại thời điểm khám bệnh
	Liên tục
	Tra cứu, Thống kê



[bookmark: _Toc178839256][bookmark: _Toc178839378]2.6. Thu thập mẫu nghiên cứu
Mẫu máu: 3 ml máu tĩnh mạch vào ống nghiệm có chống đông bằng EDTA K2 DNAase/RNAase Free. Bảo quản ngay ở 2-6oC sử dụng để tách chiết DNA.
[bookmark: _Toc178839257][bookmark: _Toc178839379]2.7. Kỹ thuật sử dụng trong nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839258][bookmark: _Toc178839380]2.7.1. Hóa chất, sinh phẩm và trang thiết bị
[bookmark: _Toc178839462]Bảng 2.2: Danh mục hóa chất, sinh phẩm sử dụng
	Thứ tự
	Tên hóa chất
	Hãng/nước sản xuất

	1.
	Bộ kit tách chiết DNAts ExgeneTM Blood SV mini Kit 
	GenAll, Hàn Quốc

	2.
	Cồn tuyệt đối 
	Việt Nam

	3.
	Bộ kit SALSA MLPA với bộ đầu dò P140 dành cho chẩn đoán α-thalassemia 
	MRC Holland ,Hà Lan

	4.
	Hi-Di Formamide, Applied Biosystems
	Thermo Fisher Scientific Baltics - Lithuania

	5.
	Thang chuẩn gắn huỳnh quang:  Applied Biosystems:  GeneScan™  500  LIZ /ROX™ , GeneScan™ 600 LIZ, GeneScan™ 500 TAMRA™
	Thermo Fisher Scientific Baltics - Lithuania

	6.
	Polymers: Applied Biosystems: POP-4 hoặc POP-7
	Thermo Fisher Scientific Baltics - Lithuania



[bookmark: _Toc111621468][bookmark: _Toc111622057][bookmark: _Toc178839463]Bảng 2.3: Danh mục trang thiết bị sử dụng
	Thứ tự
	Tên máy móc, thiết bị, vật tư
	Hãng/nước sản xuất

	1.
	Tủ ATSH cấp II Telstar
	Azbil Telstar Technologies S.L.U, Tây Ban Nha

	2.
	Máy ly tâm thu mẫu 5702 Eppendorf
	Eppendorf, Đức

	3.
	Máy ủ nhiệt Thermo Fisher C Eppendorf
	Thermo Fisher Scientific, Trung Quốc

	4.
	Máy định lượng DNA,RNA & Protein BioSpectrometer Basic Eppendorf
	Eppendorf, Đức

	5.
	Máy nhân gen với Block Mastercycler nexus GSX1 Eppendorf
	Eppendorf, Đức

	6.
	Hệ thống giải trình tự 3500 Applied biosystem
	Applied biosystem, Nhật Bản

	7.
	Máy ly tâm lắng máu Minispin Eppendorf
	Eppendorf, Mỹ

	8.
	Bộ Pipette dùng cho sinh học Eppendorf, đầu côn các loại
	Eppendorf, Đức

	9.
	Tủ thao tác PCR Biosan - Latvia UVC/T-AR
	Biosan , Latvia


[bookmark: _Toc178839259][bookmark: _Toc178839381]2.7.2. Quy trình kỹ thuật MLPA xác định kiểu đột biến gen gây bệnh α-thalassemia
	2.7.2.1. Quy trình kỹ thuật tách chiết DNA từ bệnh phẩm máu
	Quy trình được thực hiện trong tủ ATSH cấp II, tránh tạp nhiễm.
· Cho 200µl mẫu vào tube 2ml, thêm 200 µl Lysis buffer HLT, 20 µl Carier RNA, 20 µl Proteinase K, 10 µl IC.
· Vortex mẫu khoảng 10 giây, ủ và lắc 65oC trong vòng 10 phút, tiếp tục ủ mẫu 95oC trong 10 phút.
· Thêm 260 µl Binding solution vào dung dịch mẫu và vortex đều, ủ mẫu ở nhiệt độ phòng trong 5 phút.
· Chuyển mẫu vào cột RTA spin filter, đặt vào RTA receiver tube, đóng nắp, ly tâm 1 phút ở 11.000 rpm
· Thêm 600 µl Wash buffer HLT và ly tâm 11.000 rpm trong 1 phút
· Thêm 700 µl Wash buffer và ly tâm 11.000 rpm trong 1 phút. Ly tâm 11.000 rpm trong 5 phút
· Lặp lại bước trên
· Đặt cột vào Elution tube 1.5 ml thêm 100-200 µl Elution buffer M (đã ủ 65 oC) trực tiếp lên bề mặt cột
· Ủ 1 phút nhiệt độ phòng và ly tâm 11.000 rpm trong 1 phút
· Loại bỏ cột, đóng receiver tube 1.5 ml. Dùng ngay hoặc bảo quản ở nhiệt độ – 20oC đến -80oC.
[bookmark: 2.3.2._Phản_ứng_PCR_phiên_mã_ngược_tạo_c][bookmark: _bookmark30]2.7.2.2. Quy trình kỹ thuật MLPA.
 Biến tính ADN
-	 Ghi chú ống 0.2ml, strips hoặc plates.
-	 Hút 5 µl DNA mẫu (50-250 ng; 50-100 ng là tối ưu) hoặc TE (đối chứng âm) vào mỗi ống.
-	 Đặt các tube lên block máy ủ nhiệt/ máy PCR
-	Bắt đầu chạy chương trình nhiệt: 
	98ºC
	5 phút

	25 ºC
	Dừng


- Đảm bảo các ống mẫu ở 25°C trước khi lấy ống ra khỏi block nhiệt.
 Lai probe
- Chuẩn bị Master Mix Lai. Với mỗi phản ứng, mix: 1.5 µl MLPA buffer (ống nắp vàng) + 1.5 µl probemix (ống nắp đen). Đảo trộn đều bằng pipet hoặc vortex.
- Sau bước biến tính ADN, bổ sung 3 µl Master Mix Lai vào mỗi ống phản ứng.  Thao tác pipet chính xác là rất quan trọng. Trộn hỗn hợp bằng thao tác pipet hút/nhả - lên/xuống.
- Bắt đầu chạy chương trình nhiệt
	95ºC
	1 phút

	60 ºC
	16-20 giờ


 Bước gắn
- Chuẩn bị Master Mix Ligase-65 (Master Mix Gắn). Mỗi phản ứng, mix: 25 μl ultrapure water + 3 µl ligase buffer A (ống nắp trong) + 3 µl Ligase  buffer B (ống nắp trắng), rồi bổ sung 1 μl Ligase-65 enzyme (nắp xanh lá). Trộn hỗn hợp bằng thao tác pipet hút/nhả - lên/xuống.
- Bắt đầu chạy chương trình nhiệt 54 ºC
-Khi máy luân nhiệt đang ở 54°C và trong khi mẫu đang ở trên block nhiệt: bổ sung 32 µl Ligase-65 Master Mix vào từng ống phản ứng MLPA. Trộn hỗn hợp bằng thao tác pipet hút/ nhả -lên/xuống.
- Bắt đầu chạy chương trình nhiệt
	54ºC
	15 phút

	98ºC
	5 phút

	20ºC
	Dừng


 Bước PCR
- Chuẩn bị Polymerase Master Mix. Mỗi phản ứng, mix: 7.5  µl  ultrapure  water  +  2  µl  SALSA PCR  Primer  Mix (ống nắp nâu), rồi bổ sung 0.5 µl SALSA Polymerase (ống nắp cam). Trộn hỗn hợp bằng thao tác pipet hút/nhả -lên/xuống.
- Ở nhiệt độ phòng, bổ sung 10 µl Polymerase Master Mix vào từng ống phản ứng MLPA. Trộn hỗn hợp bằng thao tác pipet hút/nhả - lên/xuống. Đặt ngay các ống phản ứng lên block nhiệt và chạy chương trình nhiệt.
	
35 chu kỳ
	95°C  : 30 giây

	
	60°C  : 30 giây

	
	72°C  : 60 giây

	72°C
	20 phút

	15°C
	Dừng


- Sau PCR, không mở nắp ống trong cùng 1 phòng đặt máy luân nhiệt. Để tránh nhiễm, sử dụng các micropipet để thực hiện phản ứng MLPA và pipet khác để hút sản phẩm PCR MLPA. 
- Sản phẩm PCR có thể được lưu trữ bảo vệ khỏi ánh sáng ở 4°C trong vòng 1 tuần.  Nếu cần bảo quản lâu hơn thì giữ ở -25°C đến -15°C.
 Phân tách đoạn bằng hệ thống điện di mao quản
- Chuẩn bị thành phần phản ứng:  
	Thành phần phản ứng
	Thể tích (μL)

	HiDi
	9

	Liz 600
	0.2

	ADN
	0.7


- Bật hệ thống điện di mao quản, hút các mẫu đã pha vào đĩa chạy mẫu.
- Tiến hành chạy máy
[bookmark: _bookmark31][bookmark: 2.3.4._Điện_di_kiểm_tra_sản_phẩm][bookmark: 2.3.5._Tinh_sạch_sản_phẩm_PCR][bookmark: 2.3.6._Phản_ứng_PCR_Sequencing][bookmark: _bookmark38][bookmark: 2.3.8._Giải_trình_tự_gen_bằng_máy_ABI313][bookmark: _bookmark42] Phân tích kết quả
Kết quả MLPA được phân tích bằng phần mềm COFFALYSER để tính tỷ lệ đỉnh của mẫu nghiên cứu so với mẫu đối chứng được gọi là giá trị DQ (Dosage quotient - thương số của tín hiệu đỉnh mẫu nghiên cứu so với mẫu đối chứng). Những đỉnh có giá trị DQ trong khoảng 0,8-1,2 là bình thường; DQ=0 tương đương với đột biến mất đoạn đồng hợp tử; DQ trong khoảng 0,4-0,65 được xác định là xoá đoạn dị hợp tử; DQ>1,3 là có đột biến lặp đoạn.
[bookmark: _Toc178839260][bookmark: _Toc178839382]2.8. Đạo đức nghiên cứu
Nghiên cứu được tiến hành trên đối tượng là các bệnh nhân đến khám và sàng lọc tại Trung tâm hỗ trợ sinh sản Bệnh viện HNĐK Nghệ An, bệnh nhân được giải thích trước khi lấy mẫu xét nghiệm.
Các chỉ định xét nghiệm trong nghiên cứu được phê duyệt.
Các thông tin liên quan đến bệnh nhân được đảm bảo bí mật.
Các thao tác kĩ thuật được tuân thủ theo yêu cầu về an toàn sinh học.
Đề tài nghiên cứu được thực hiện hoàn toàn vì mục đích khoa học chứ không vì mục đích nào khác.
2.9. Sơ đồ nghiên cứu
[image: ]

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu
[bookmark: CHƯƠNG_3._KẾT_QUẢ_VÀ_THẢO_LUẬN][bookmark: _bookmark47][bookmark: _Toc178839261][bookmark: _Toc178839383]CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ
Từ 01/01/2022 đến 31/08/2024 chúng tôi thu thập được 101 bệnh nhân đủ tiêu chuẩn lựa chọn đưa vào nghiên cứu. Các kết quả thu được trình bày trong các bảng, biểu sau:
[bookmark: _Toc178839262][bookmark: _Toc178839384]3.1. Đặc điểm chung của nhóm bệnh nhân nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839263][bookmark: _Toc178839385]3.1.1. Đặc điểm nhóm nghiên cứu theo tuổi, giới tính và khu vực địa lý
[bookmark: _Toc178839464]Bảng 3.1. Phân bố và tỷ lệ nhóm nghiên cứu theo tuổi và giới tính
	       Giới tính
Tuổi                          
	Nam
n(%)
	Nữ
n(%)
	Chung
n(%)

	< 25
	1 (2,7)
	4 (6,25)
	5 (4,95)

	25-35
	18 (48,65)
	40 (62,5)
	58 (57,43)

	>35
	18 (48,65)
	20 (31,25)
	38 (37,62)

	Tổng
	37 (100)
	64 (100)
	101 (100)


   
  
[bookmark: _Toc178839148] Hình 3.1. Biểu đồ phân bố nhóm nghiên cứu theo giới tính
Qua bảng 3.1 và biểu đồ phân bố hình 3.1 có thể thấy: 
- Nữ giới chiếm đa phần với 64/101 (63,4%) trong tổng số mẫu nghiên cứu so với nam giới 37/101 (36,6%).
- Theo nhóm tuổi, phổ biến nhất là nhóm tuổi 25 – 35, chiếm 58/101 (57,43%), tiếp đó là nhóm tuổi > 35 với 38/101 (37,62%) và < 25 với 5/101 (4,95%). Tỉ lệ cao nhất ở nhóm tuổi từ 25 đến 35 với nữ chiếm 62.5% và nam chiếm 48.64%.

[bookmark: _Toc178839149]Hình 3.2. Biểu đồ phân bố mẫu theo khu vực địa lý
101 bệnh nhân đến khám và sàng lọc tại Bệnh viện HNĐK Nghệ An được xác định đến từ 18 huyện, thị xã và thành phố trong địa bàn tỉnh, 6 trường hợp ở Hà Tĩnh (Hình 3.2).
	+ Phần lớn bệnh nhân nghi ngờ mang gen bệnh sinh sống tại TP. Vinh chiếm 13,86%% (14/101), tiếp theo là các huyện Quỳ Hợp 13.2% (13/101), Tân Kỳ 12,87% (13/101), Nghi Lộc 7,92% (8/101), Nghĩa Đàn 6,93% (7/101), Quế Phong 5,94% (6/101)…
+ Các huyện còn lại rải rác mỗi nơi từ 1 đến 4 bệnh nhân: Nam Đàn, Yên Thành, Con Cuông,…
[bookmark: _Toc178839264][bookmark: _Toc178839386]3.1.2. Đặc điểm công thức máu của nhóm nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839465]Bảng 3.2: Kết quả công thức máu của nhóm nghiên cứu
	Chỉ số
	Trung bình (±SD)

	RBC (T/L)
	5,35 ± 0,68

	HGB (g/L)
	127,91 ± 18,13

	MCV (fL)
	76,21 ± 8,5

	MCH (pg)
	24,04 ± 3,38

	MCHC (g/L)
	314.95 ± 16,26


Nhận xét: 
- Chỉ số RBC của nhóm nghiên cứu là 5,35 ± 0,68 T/L, nằm trong ngưỡng bình thường hoặc tăng nhẹ, HGB là 127,91 ± 18,13 g/L nằm trong ngưỡng bình thường hoặc giảm nhẹ.
- Các chỉ số MCV, MCH, MCHC trung bình lần lượt là 76,21 fL, 24,04 pg và 314,95 g/L, các giá trị này thấp hơn giới hạn bình thường, cho thấy tình trạng hồng cầu nhỏ nhược sắc.
[bookmark: _Toc178839265][bookmark: _Toc178839387]3.2. Kết quả xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA và mối liên quan với một số chỉ số huyết học của nhóm bệnh nhân trên
[bookmark: _Toc178839266][bookmark: _Toc178839388]3.2.1. Kết quả xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA
Áp dụng kỹ thuật MLPA trên 101 mẫu của nhóm nghiên cứu, chúng tôi phát hiện được 3 đột biến mất đoạn lớn vùng gen α-globin bao gồm: --SEA, -α3.7 và -α4.2. Kết quả phân tích MLPA của từng nhóm đột biến được thể hiện ở hình 3.3.
[bookmark: _Toc178839150][bookmark: 3.1._Đặc_điểm_phân_bố_HCV_theo_khu_vực,_][bookmark: _bookmark48][bookmark: 3.2.4._Phân_bố_kiểu_genotype,_subtype_HC][bookmark: _bookmark60][image: ]   Hình 3.3: Kết quả MLPA của nhóm nghiên cứu	
(A) Nhóm không đột biến; (B) Nhóm mang đột biến --SEA; 
(C) Nhóm mang đột biến -α3.7; (D) Nhóm mang đột biến -α4.2
[bookmark: _bookmark61]	Kết quả MLPA của nhóm không đột biến (hình 3.3A) cho thấy, các đỉnh của cụm gen quy định tổng hợp chuỗi α-globin có chiều cao đều nhau và giá trị DQ đều nằm trong giá trị bình thường (khoảng 0,8-1,2 theo như khuyến cáo của nhà sản xuất). Hình 3.3B các đỉnh từ HBM đến HBQ1 (trong khung màu đỏ) có giá trị DQ 0,4-0,65, thấp hơn khoảng 1/2 so với người bình thường, tương ứng với khoảng mất đoạn --SEA. Tương tự như vậy, hình 3.3C thể hiện đột biến gây mất đoạn gen HBA1 của đột biến -α3.7 và hình 3.3D có tín hiệu các đỉnh tại vùng gen HBA2 thấp hơn với nhóm không đột biến, tương ứng với đoạn gen mất gây đột biến -α4.2.
         	Tổng hợp kết quả xác định đột biến gen gây bệnh α-thalassemia bằng kỹ thuật MLPA của nhóm nghiên cứu như sau:
[bookmark: _Toc178839466]Bảng 3.3: Kết quả đột biến gen α-globin của nhóm nghiên cứu
	Kết quả
	Số lượng
	Tỉ lệ (%)

	Không đột biến
	61
	60,4

	Đột biến
	--SEA
	40
	31
	39,6
	30,69

	
	-α3.7
	
	7
	
	6,93

	
	-α4.2
	
	2
	
	1,98

	Tổng
	101
	100




[bookmark: _Toc178839151]Hình 3.4: Tỷ lệ đột biến của nhóm nghiên cứu
Kết quả về sự phân bố đột biến gen gây bệnh α-thalassemia qua bảng 3.3 và hình 3.4 cho thấy, trong 101 bệnh nhân được sàng lọc tại Bệnh viện HNĐK Nghệ An:
- Có 40 mẫu được xác định có đột biến, chiếm tỉ lệ 39,6%.
- Các đột biến phát hiện được là đột biến mất đoạn lớn: --SEA, -α3.7, -α4.2.
- Tỉ lệ người mang đột biến --SEA là nhiều nhất với 30,69%(31/101), tiếp theo lần lượt là -α3.7 với 6,93% (7/101) và -α4.2 với 1,98%(2/101).
[bookmark: _Toc178839467]Bảng 3.4: Phân bố kiểu đột biến theo giới tính
	Giới tính
	Không đột biến
	Đột biến
	Tổng

	
	
	--SEA
	-α3.7
	-α4.2
	

	Nam
	20 (54,1%)
	17 (45,9%)
	37 (100%)

	
	
	13 (35,1%)
	3 (8,1%)
	1 (2,7%)
	

	Nữ
	41 (64,1%)
	23 (35,9%)
	64 (100%)

	
	
	18 (28,1%)
	4 (6,2%)
	1 (1,6%)
	


Nhận xét: 
	- Số lượng nữ giới có đột biến là 23 chiếm 35,9%, nam giới là 17 chiếm 45,9%. 
- Tỉ lệ người mang các đột biến --SEA, -α3.7 và -α4.2 ở nam lần lượt là 35,1%, 8,1%, 2,7% và ở nữ là 28,1%, 6,2%, 1,6%.
[bookmark: _Toc178839267][bookmark: _Toc178839389]3.2.2. Mối liên quan giữa đột biến gen gây bệnh α-thalassemia với một số chỉ số huyết học của nhóm nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839468]Bảng 3.5: Đặc điểm thiếu máu của các đột biến gen trong nhóm nghiên cứu
	Phân loại thiếu máu
	--SEA
	-α3.7
	-α4.2

	Trung bình (Hb: 80 – 109 g/l)
	9 (29%)
	0
	0

	Nhẹ (110 – 119 g/l)
	5 (16,1%)
	0
	0

	Không thiếu máu (> 120 g/l)
	17 (54,9%)
	7 (100%)
	2 (100%)

	Tổng
	31 (100%)
	7 (100%)
	2 (100%)



Nhận xét:
- Đa số bệnh nhân không có biểu hiện thiếu máu với mức HGB > 120 g/l.
- Nhóm có thiếu máu đều mang đột biến --SEA với tỉ lệ thiếu máu trung bình là
29% và nhẹ là 16,1%.
[bookmark: _Toc178839469]Bảng 3.6: Chỉ số huyết học của từng đột biến gen gây bệnh α-thalassemia 
	Chỉ số huyết học
	--SEA
	-α3.7
	-α4.2

	RBC
	5,71 ± 0,78
	5,38 ± 0,56
	5,13 ± 0,37

	HGB
	120,65 ± 16,99
	139,14 ± 14,5
	138 ± 16,97

	HCT
	0,4 ± 0,06
	0,44 ± 0,04
	0,43 ± 0,03

	MCV
	69,5 ± 4,49
	82,31 ± 2,09
	83,85 ± 0,21

	MCH
	21,1 ± 1,34
	25,9 ± 0,89
	26,85 ± 1,34

	MCHC
	303,74 ± 11,1
	314,57 ± 9,78
	320,5 ± 14,85



Nhận xét:
- Chỉ số RBC trung bình của nhóm đột biến -α3.7, -α4.2 nằm trong giới hạn bình thường trong khi nhóm mang đột biến --SEA có tăng nhẹ là 5,71 ± 0,78 T/L. 
- Các chỉ số HGB, MCV, MCH trung bình của nhóm đột biến --SEA là 120,65 ± 16,99 g/l, 69,5 ± 4,49 fL,  21,1 ± 1,34 pg, đều thấp hơn so với nhóm mang đột biến -α3.7, -α4.2 . 


[bookmark: 3.2.5._Phân_bố_theo_khu_vực_địa_lý_của_c][bookmark: 3.3._Phân_tích_đa_dạng_di_truyền_gen_NS][bookmark: _bookmark62][bookmark: _bookmark63][bookmark: _bookmark64][bookmark: _Toc178839268][bookmark: _Toc178839390]CHƯƠNG 4. BÀN LUẬN
[bookmark: _Toc178839269][bookmark: _Toc178839391]4.1. Đặc điểm chung của nhóm bệnh nhân nghiên cứu
[bookmark: _Toc178839270][bookmark: _Toc178839392]4.1.1. Đặc điểm nhóm nghiên cứu theo tuổi, giới tính và khu vực địa lý
Trong số những bệnh nhân tới khám và sàng lọc tại Trung tâm Hỗ trợ Sinh sản, chủ yếu là ở độ tuổi sinh đẻ 25 - 35 chiếm 57,43%, nữ giới chiếm 63,4% tổng số mẫu nghiên cứu trong khi nam giới chiếm 36,6%.  
Kết quả này tương đồng với nghiên cứu năm 2016 của tác giả Nguyễn Thị Thu Hà và cs [40], trong 413 người mang đột biến gen bệnh thalassemia đến tư vấn tại Viện Huyết học - Truyền máu Trung ương thì độ tuổi sinh đẻ cũng chiếm đa số với 67,3%, nữ giới chiếm 55,4% và nam giới là 44,6%. Việc chẩn đoán người mang gen vô cùng có ý nghĩa, đặc biệt là trong độ tuổi sinh đẻ để tiến hành tư vấn trước sinh, trước kết hôn để tránh sinh ra những đứa trẻ bị bệnh thalassemia.
Tại bệnh viện HNĐK Nghệ An, nhóm nghiên cứu được xác định đến từ 18 huyện, thị xã và thành phố trong địa bàn tỉnh và một số trường hợp ở Hà Tĩnh. 13,86% bệnh nhân nghi ngờ mang gen bệnh sinh sống tại TP. Vinh, tiếp theo là các huyện Quỳ Hợp 13.2% (13/101), Tân Kỳ 12,87% (13/101), Nghi Lộc 7,92% (8/101), Nghĩa Đàn 6,93% (7/101), Quế Phong 5,94% (6/101)…Các huyện còn lại rải rác mỗi nơi từ 1 đến 4 bệnh nhân: Nam Đàn, Yên Thành, Con Cuông,…Có thể thấy bệnh nhân phân bố chủ yếu ở trung tâm thành phố, trung tâm kinh tế và một phần lớn ở khu vực miền núi phía Tây Nghệ An. Mặc dù bệnh nhân đến từ nhiều khu vực khác nhau, kết quả nghiên cứu này cũng phản ánh một phần dịch tễ học ở nhóm bệnh nhân mang gen bệnh đang sinh sống trên địa bàn. Có thể nhận thấy rằng do mật độ dân cư cùng điều kiện kinh tế ở khu vực trung tâm – nơi thuận tiện để tiếp cận cơ sở khám chữa bệnh, khiến cơ hội phát hiện người mang đột biến gen thalassemia ở thành phố cao hơn. Ngoài ra kết quả nghiên cứu còn cho thấy có một số lượng lớn bệnh nhân đến từ các huyện miền núi phía Tây Nghệ An như Quỳ Hợp, Tân Kỳ, Nghĩa Đàn, Quế Phong,… điều này có thể lí giải do địa bàn chia cắt, tồn tại hạn chế về hiểu biết cũng như điều kiện cơ sở vật chất dẫn đến việc quản lý nguồn người mang gen gặp nhiều khó khăn. Nghiên cứu về thực trạng mang gen thalassemia ở một số dân tộc của Việt Nam tại Viện Huyết học - Truyền máu Trung ương [12] cũng cho thấy sự phân bố tỷ lệ bệnh thalassemia có tính dân tộc và địa lý rõ rệt, tỷ lệ các dân tộc có nguy cơ sinh con bị bệnh thalassemia tập trung nhiều ở các tỉnh miền núi phía Bắc và Bắc Trung Bộ.
Tuy nhiên, kết quả của nghiên cứu này còn bị ảnh hưởng bởi dịch tễ học của vô sinh, hiếm muộn, cần kết hợp với dữ liệu nghiên cứu tại các bệnh viện lớn khác trên địa bàn để đưa ra bức tranh toàn diện nhất về người mang gen bệnh thalassemia cần sàng lọc ở Nghệ An cũng như khu vực phía Bắc Trung Bộ.
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Đa số bệnh nhân trong nghiên cứu này không có biểu hiện thiếu máu hoặc thiếu máu nhẹ với HGB là 127,91 ± 18,13 g/L, kết quả này tương tự như các nghiên cứu trên người mang gen bệnh thalassemia của tác giả Viprakasit năm 2014 [41], Nguyễn Kiều Giang năm 2016 [42]. Chỉ số RBC của nhóm nghiên cứu là 5,35 ± 0,68 T/L, nằm trong ngưỡng bình thường hoặc tăng nhẹ. Các chỉ số MCV, MCH, MCHC trung bình lần lượt là 76,21 fL, 24,04 pg và 314,95 g/L, các giá trị này thấp hơn giới hạn bình thường, cho thấy tình trạng hồng cầu nhỏ nhược sắc. MCV, MCH là những chỉ số hồng cầu máu ngoại vi có ý nghĩa quan trọng trong việc định hướng chẩn đoán người mang gen/bị bệnh thalassemia. Nghiên cứu của chúng tôi sử dụng tiêu chuẩn sàng lọc của Bộ Y tế [43] với MCV < 85 fL và/hoặc MCH < 28 pg. Một số nghiên cứu khác trong khu vực như của Ma ESK ở Trung Quốc, Wibhasiri ở Thái Lan đề xuất tiêu chí sàng lọc MCV < 80 fL và MCH < 27 pg [44,45]. Một số khuyến cáo mới đây của Viện Huyết học và Truyền máu Trung Ương cũng gợi ý chỉ số MCV với các cut off từ 80 - <85fL được dùng để sàng lọc người mang gen tan máu bẩm sinh, là cơ sở để làm tiếp các xét nghiệm chẩn đoán bệnh thalassemia.
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Việc nghiên cứu, phân tích gen để phát hiện các đột biến α-globin đã trải qua hơn 40 năm với sự phát triển vượt bậc, từ kỹ thuật Southern blotting đến khuếch đại PCR và giải trình tự gen cho phép xác định được hầu hết các đột biến gen α-globin, và sự tương tác giữa các đột biến này có thể tạo ra các kiểu hình đa dạng hơn, giúp giải thích các kiểu hình khác nhau của bệnh. Mức độ nghiêm trọng của bệnh có liên quan mật thiết đến việc giảm hoạt động của gen α-globin [46]. Một số nghiên cứu đã áp dụng các phương pháp như Gap-PCR và giải trình tự DNA [47,48]. Tùy thuộc vào điều kiện, mục tiêu và đối tượng nghiên cứu, các nhà khoa học sẽ lựa chọn hoặc kết hợp nhiều kỹ thuật để đạt được kết quả chính xác nhất trong thời gian ngắn nhất và với chi phí hợp lý nhất. 
MLPA được chọn làm kỹ thuật chính để xác định đột biến gen α-globin trong nghiên cứu này vì nó có một số ưu điểm so với các kỹ thuật thông thường khác được sử dụng để phát hiện bệnh α-thalassemia, và có giá thành phù hợp với người dân Việt Nam hơn so với kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới (Next generation sequencing - NGS). Kỹ thuật Gap-PCR chỉ có thể xác định các đột biến mất đoạn đã biết và không thể xác định được các đột biến điểm. MLPA là một kỹ thuật có độ nhạy và độ đặc hiệu cao, không chỉ dừng lại ở việc xác định được các đột biến mất đoạn phổ biến đã biết trước, nó còn có thể xác định được các đột biến mất đoạn hiếm hoặc mới phát sinh của các gen α-globin gây bệnh α-thalassemia. Ngoài ra, MLPA còn có thể phát hiện được đột biến lặp đoạn và đột biến điểm -αHbCs [49,50].
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Trong 101 mẫu nghiên cứu, chúng tôi xác định được 40 người mang đột biến gen α-globin bằng kỹ thuật MLPA, chiếm 39,6%. Tỉ lệ này cao hơn nhiều so với tỉ lệ mang gen bệnh α-thalassemia tại Việt Nam của tác giả Nguyễn Anh Trí [2] là 5% vì chúng tôi đã áp dụng các tiêu chuẩn sàng lọc mẫu về xét nghiệm máu trong nghiên cứu này. So sánh với nghiên cứu khác của tác giả Nguyễn Thị Thu Hà [40] với đối tượng là người mang gen cần tư vấn thì tỉ lệ này là 54,7%, và cũng trong nghiên cứu này xác định được tỉ lệ 41,4% mang gen đột biến β-thalassemia. Do đó những mẫu còn lại đáp ứng tiêu chuẩn của nghiên cứu có thể bao gồm người không mang đột biến và người mang gen đột biến β-thalassemia.
Trong nghiên cứu của chúng tôi, đột biến mất đoạn gen phổ biến nhất là --SEA(30,7%). Xu hướng đột biến --SEA là phổ biến nhất trong các đột biến sàng lọc là phù hợp với kết quả nghiên cứu của nhiều tác giả như Vũ Thị Bích Hường (2016), hay Vũ Hải Toàn (2018) [51,52]. Kết quả này cũng tương tự với các nghiên cứu trên quần thể người Bắc Thái Lan của Wibhasiri Srisuwan (2013)[45] và nghiên cứu trên quần thể người Quảng Đông Trung Quốc của Pingsen Zhao (2018) [53]. Như vậy, nghiên cứu này và nhiều tài liệu đã công bố trước đó, đều chỉ ra rằng --SEA là đột biến phổ biến, chiếm tỷ lệ lớn nhất, không chỉ ở Việt Nam, mà còn ở Trung Quốc và nhiều nước trong khu vực Đông Nam Á. Trạng thái đồng hợp tử của đột biến này (--SEA/--SEA) sẽ làm mất hoàn toàn 4 gen α-globin, do đó không thể tổng hợp chuỗi α-globin. Thai nhi không may mắn mang dạng đột biến trên sẽ sinh ra quá trình tự trùng hợp các chuỗi γ-globin trong bào thai, tạo ra Hb Bart’s; loại α-thalassemia này không có khả năng giải phóng ôxy đến mô, gây phù thai, do đó thai nhi sẽ chết hoặc chỉ sống được một thời gian rất ngắn sau khi sinh [54]. Ở Đông Nam Á, bệnh HbBart’s là nguyên nhân chính (đến 90%) gây phù thai ở 3 tháng cuối của thai kỳ, trong đó đồng hợp tử đột biến mất 2 đoạn gen (-- SEA/-- SEA) chiếm tỷ lệ cao nhất [55].
Các đột biến khác được phát hiện là đột biến -α3.7(6,9%) và đột biến -α4.2(2%). Đây cũng là 2 loại đột biến mất đoạn phổ biến tại Việt Nam, được thống kê trong nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thu Hà [56] và tác giả Bùi Thị Kim Lý [57] với tỷ lệ đột biến -α3.7, -α4.2 lần lượt là 7,3%, 2,4% và 9,6%, 2,4%. Trong khu vực, tần số alen -α3.7 được xác định bởi R. Ahmad và cs (2013) [10] trong các quần thể Malaysia khác nhau dao động trong khoảng 6,2-29% cùng với tỷ lệ alen -α4.2 gặp ở quần thể bệnh nhân Malaysia là 0-1,3%. Ở Campuchia tần số đột biến -α3.7 là cao nhất 16,7%, còn đột biến -α4.2 chỉ có tần số là 0,6% theo nghiên cứu của T. Munkongdee và cs (2016) [48].
Một ưu điểm của kỹ thuật MLPA là có thể xác định đột biến điểm -αHbCs, là đột biến chiếm đa phần các đột biến không mất đoạn lớn trên toàn khu vực, đặc biệt ở Thái Lan và Lào [58]. Đột biến -αHbCs được gây ra bởi sự thay thế bộ ba TAA thành CAA ở vị trí codon kết thúc của gen HBA2 làm thay đổi codon kết thúc thành amino acid Glutamin, làm kéo dài chuỗi protein α-globin tạo nên phân tử Hb không bền, dễ bị phân hủy. Tại Việt Nam, đột biến-αHbCs chiếm 27,3% theo nghiên cứu của tác giả Ngô Diễm Ngọc (2018)[59], tỷ lệ này trong nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thu Hà (2017)[56] là 15%. Tuy nhiên nghiên cứu của chúng tôi chưa phát hiện bệnh nhân nào có đột biến điểm này do sự khác biệt về cỡ mẫu và đối tượng nghiên cứu.
Thông thường, dị hợp tử của đột biến α+ như -α3.7, -α4.2, –αHbCs không có triệu chứng lâm sàng, nhưng khi kết hợp với sự mất đoạn --SEA có thể gây ra bệnh HbH. Vì vậy, việc xác định các đột biến này đóng vai trò rất quan trọng trong việc tư vấn di truyền và sàng lọc trước sinh.
Nghiên cứu phát hiện số lượng nữ giới mang gen bệnh cao hơn nam giới, tuy nhiên về tỉ lệ không khác biệt nhiều là 35,9% và 45,9%. Điều này phù hợp với cơ sở di truyền α-thalassemia là bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường nên tỷ lệ nam và nữ giới không liên quan đến việc di truyền đột biến của bệnh.
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Những bệnh nhân được phát hiện mang đột biến gen gây bệnh α-thalassemia trong nghiên cứu này chủ yếu không có biểu hiện thiếu máu với mức HGB > 120 g/l hoặc thiếu máu nhẹ, tương tự như nghiên cứu của Nguyễn Thị Thu Hà năm 2016 [40] trên nhóm người mang gen bệnh đến tư vấn tại Viện Huyết học - Truyền máu Trung ương. Các bệnh nhân có thiếu máu đều mang đột biến --SEA với tỉ lệ thiếu máu trung bình là 29% và nhẹ là 16,1%. Điều này tương đối phù hợp với cơ sở lý thuyết, --SEA là đột biến α0 làm mất khả năng tổng hợp chuỗi globin, còn các đột biến -α3.7, -α4.2 là đột biến α+, chỉ làm giảm tổng hợp chuỗi globin. RBC tăng nhẹ ở bệnh nhân có đột biến --SEA, với 5,71 ± 0,78 T/L, phù hợp với quá trình tăng sản sinh hồng cầu bù trừ cho cơ thể bệnh nhân khi HGB giảm. Chỉ số này trong nghiên cứu của tác giả Nguyễn Ngọc Triều Dương và cs (2023)[60] là 6,24 ± 0,6 T/L. Chỉ số MCV và MCH cũng có sự khác biệt tương đối rõ giữa đột biến α0 và α+. Bảng 3.6 cho thấy, chỉ số MCV, MCH ở nhóm mang đột biến --SEA là 69,5 ± 4,49 fL, 21,1 ± 1,34 pg, thấp hơn so với nhóm mang đột biến -α3.7, -α4.2, phù hợp với tiêu chí sàng lọc MCV < 80 fL và MCH < 27 pg ở một số nghiên cứu trong khu vực và Việt Nam [44,45,61]. Tuy nhiên nhóm mang gen α+ là đột biến -α3.7, -α4.2 trong nghiên cứu này có một tỉ lệ lớn MCV ở mức 80 - 85 fL và MCH 27 - 28pg, tương tự với nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thu Hà (2016) và Phạm Văn Hùng (2022) [40,62] cho thấy việc sử dụng ngưỡng cut off MCV, MCH là 85 fL và 28pg trong sàng lọc cộng đồng sẽ hạn chế khả năng bỏ sót người mang đột biến gen α+, điều này rất quan trọng trong tư vấn trước kết hôn và trước sinh.
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Trong nghiên cứu này chúng tôi thống kê 101 bệnh nhân đã đến khám tại Trung Tâm Hỗ Trợ Sinh Sản và cần sàng lọc gen gây bệnh α-thalassemia. Độ tuổi chủ yếu của nhóm nghiên cứu là 25 – 35 tuổi với tỷ lệ nữ giới là 63,4% và nam giới là 36,6%. Bệnh nhân đến từ 18 thành phố, huyện và thị xã khác nhau ở Nghệ An, trong đó TP. Vinh và các huyện miền núi phía Tây chiếm đa số. 
MLPA là một kỹ thuật nhanh chóng, chính xác cho phép xác định các đột biến mất đoạn phổ biến đã biết trước và cả các đột biến mất đoạn hiếm, đột biến lặp đoạn, đột biến điểm –αHbCs của các gen α-globin gây bệnh α-thalassemia.
Nghiên cứu đã xác định được 40/101 bệnh nhân có đột biến gen α-globin bằng kỹ thuật MLPA. Các đột biến được phát hiện là 3 đột biến mất đoạn lớn: --SEA, -α3.7, -α4.2, trong đó đột biến --SEA chiếm ưu thế với 30,7% toàn bộ mẫu nghiên cứu. Những bệnh nhân được phát hiện mang đột biến gen gây bệnh α-thalassemia trong nghiên cứu này đa phần không có thiếu máu hoặc thiếu máu nhẹ. Các chỉ số huyết học như HGB, RBC, MCV, MCH có sự khác biệt tương đối giữa nhóm đột biến --SEA là đột biến α0 và nhóm đột biến -α3.7, -α4.2 là đột biến α+.
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Kỹ thuật MLPA có độ nhạy và đặc hiệu cao nên hoàn toàn có thể ứng dụng trong chẩn đoán xác định các đột biến trên gen α-globin gây bệnh α-thalassemia. Tuy nhiên, do kinh phí hạn hẹp, nghiên cứu mới chỉ tiến hành cỡ mẫu nhỏ, chưa đánh giá được tần suất người lành mang đột biến gen bệnh α-thalassemia trong dân số. Ngoài ra, còn khoảng 10% đột biến điểm trên cụm gen α-globin không thể phát hiện bằng phương pháp MLPA. Vì vậy, cần kết hợp thêm phương pháp khác như giải trình tự gen Sanger hoặc giải trình tự gen thế hệ mới NGS trên cỡ mẫu lớn cùng với sự tham gia phối hợp chặt chẽ của các đơn vị, hệ thống y tế tại khu vực Nghệ An để xác định được toàn bộ các đột biến gen α-globin gây bệnh α-thalassemia và sự phân bố người mang đột biến gen bệnh α-thalassemia tại Nghệ An nói riêng và góp phần xây dựng bản đồ đột biến gen α-globin trên quần thể người Việt Nam nói chung, từ đó đề xuất các giải pháp phù hợp để giảm dần sự lan truyền gen bệnh trong cộng đồng.
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