Tap chi Y Duoc Hué - Trwding Pai hoc Y - Duoc, Pai hoc Hué - S6' 1, tdp 14/2024
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Tém tat

Pat van dé: Dot bién JAK2 V617F 1a mot trong nhitng tiéu chi chinh dugc st dung dé chan doéan bénh ly
tang sinh tuy 4c tinh (Myeloproliferative neoplasms - MPNs). Nghién cttu ndy nham muc tiéu sau: (1) Thiét
1ap va so sanh cac quy trinh chan doan dot bién V617F gene JAK2 bing céc kj thuat PCR déc hiéu allele va
PCR-RFLP; (2) Budc dau xac dinh ty 1& dét bién V617F cla gene JAK2 trong nhdm bénh nhan tang sinh tuy
4c tinh. D6i twong va phuong phap: Tach chiét DNA tir mdu ngoai vi cla 31 bénh nhan duoc bac silam sang
theo d&i chan doan MPNs va 10 ngudi khde manh. Xac dinh dot bién V617F gene JAK2 bang k§ thuat PCR
d&c hiéu allele va PCR-RFLP. Gidi trinh ty Sanger ngau nhién 15% mau dé ddi chiéu. K&t qua: Nhiét do gin
moi t6i wu cho phan &ng PCR dic hiéu allele 1a 55°C. Phan (rng cit trong k§ thuat PCR-RFLP s dung 300 ng
san pham PCR. T4t cd cdc mau duogc kim chirng bang giai trinh Sanger déu cho két qua tuong dong. Cé su
phu hop hoan toan trong két qua phat hién dét bién gitra PCR d&c hiéu allele va PCR-RFLP. K&t luan: Thiét 1ap
duwoc quy trinh xac dinh dot bién JAK2 V617F bang hai phwong phap PCR déc hiéu allele va PCR-RFLP, trong
dé k§ thuat PCR dac hiéu allele cé nhiéu wu diém hon. Ty 1& dot bién V617F cla gene JAK2 trong nhém bénh
nhan la 61,3%.
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Abstract

Background: JAK2 V617F mutation is one of the major criteria in diagnosing MPNs. This study aimed
to: (1) Establish a procedure and compare Allele specific-PCR and PCR-RFLP techniques in identifying JAK2
V617F mutation; (2) Primarily evaluate the prevalence of V617F mutation of JAK2 gene in patients with
MPNs. Materials and methods: DNA extraction was isolated from peripheral blood of 31 patients with MPNs
followed by clinicians and 10 healthy individuals. Determining V617F mutation of JAK2 gene by AS-PCR and
PCR-RFLP techniques. Sanger sequencing randomly 15% of samples for comparison. Results: The optimal
annealing temperature for AS-PCR is 55°C. Conditions of restriction digest in PCR-RFLP uses 300 ng of PCR
product. All samples identified by AS-PCR and PCR-RFLP showed similar results. Conclusion: Established
a procedure to identify the V617F mutation in JAK2 gene by allele-specific PCR and PCR-RFLP, in which the
AS-PCR technique showed more advantages. The frequency of V617F mutation of JAK2 gene in patients
was 61.3%.
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1. DAT VAN DE tao mau [1]. Tir ndm 2008, T8 chirc Y té thé gidi da
Protein JAK2 1a mot enzyme tyrosine kinase bao  xem dét bién gene JAK2 |a mdt trong nhitng tiéu
twong, dong vai trd quan trong trong dan truyén tin  chuén chan doan chinh clia nhém bénh ly ting sinh
hiéu tir cac receptor clia yéu td ting trudng t€ bao  tuy &c tinh (Myeloproliferative neoplasm - MPNs).
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Phién badn mdi nhat (ndm 2016) ctia TS chirc Y té& thé
gidi xép nhdm bénh ly nay gdm cd bay bénh, trong
dé ba bénh lién quan dét bién céc gene JAK2/CALR/
MPL, gdbm da hdng cau, ting tiéu ciu nguyén phat,
xo tuy vo can. POt bién Val617Phe (V617F) duoc
phat hién trong phan 1&n (97%) bénh nhan da héng
cau. Trong cac bénh ting tiéu ciu nguyén phat va
X0 tuy vé can, ty |& dot bién gene nay 1a 50% [2, 3].

Vé phuong dién chan doan, dot bién V617F c6
thé duoc xac dinh bang cac ki thuat sinh hoc phan tér
nhu PCR dac hiéu allele, PCR-RFLP, hodc giai trinh ty
Sanger. Tuy nhién, theo tac gia Frantz va Didone, méc
du gidi trinh ty Sanger dwoc xem 13 tiéu chuén vang
trong xac dinh dét bién diém, nhung d6i vdi dot bién
V617F thi phwong phap nay cé do nhay phan tich tuy
thudc ty 1é dot bién trong mau [1, 4]. Bén canh dé,
ky thuat gidi trinh tu Sanger cling khong phlu hop cho
xét nghiém chan doan thuwdng quy, vi doi hoi trang
thiét bj hién dai hon, hoa chat dat tién, can tap trung
nhiéu mau dé dat hiéu qua kinh t&, nén khé ap dung
cho hau hét cac co s& y té. Vi vay, cac k§ thudt PCR
d&c hiéu allele hodc PCR-RFLP duwoc str dung trong
hau hét cic phong xét nghiém sinh hoc phén tlr co
ban dé xac dinh dét bién V617F gene JAK2.

Hién nay, & nwdc ta hdu nhu rat it co s& y té cé
thé trién khai dwoc kj thuat chidn doan dét bién
V617F trén gene JAK2. Dac biét, & mién Trung chua
c6 co s& nao thyc hién thudng quy. Vi vay, dé cé
co s& xay dung quy trinh ky thuat xac dinh dot bién
V617F gene JAK2 ching t6i tién hanh dé tai nay
nham hai muc tiéu sau:

(1) Thiét 1ap va so sanh céc quy trinh chan doan
dot bién V617F gene JAK2 bang cac ki thuat PCR dic
hiéu allele va PCR-RFLP.

(2) Buwdc dau xac dinh ty 1& dot bién V617F cla
gene JAK2 trong nhém bénh nhéan tang sinh tuy
ac tinh.

2. pOI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

2.1. Ddi twong nghién ciru

31 mau mau ngoai vi clia bénh nhan duoc béc st
I&m sang theo ddi chan dodn tang sinh tuy &c tinh
(gdm da hdng ciu, ting ti€u cau nguyén phat, xo
tuy vo cdn) va 10 mau mau cla ngudi khde manh tai
Bénh vién Trwong Pai hoc Y - Dugc Hué va Bénh vién

Trung wong Hué, tir thang 4 ndm 2022 dén thing 8
nam 2023.

2.2. Phurong phéap nghién ctru

2.2.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién clru mé ta cit ngang.

Cac thi nghiém sinh hoc phan t&r duwgc thuc
hién tai B6 mdn Di truyén Y hoc, Trudng Dai hoc
Y - Duoc, Pai hoc Hué.

2.2.2. Tach chiét DNA

- DNA duoc tach chiét tr mau mau tinh mach
ngoai vi (chéng dong EDTA) bang bo hoa chat Wizard
Genomic DNA Purification (Promega). Quy trinh tach
chiét duoc thuc hién theo protocol huéng dan cla
hang san xuat.

- Mau DNA sau khi tach chiét dugc do ndng do
va danh gia do tinh sach bang may NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), lwu
trir & -20°C.

2.2.3. Thue hién ky thudt PCR ddc hiéu allele xdac
dinh dét bién JAK2 V617F.

* B moi xac dinh dot bién duwgc mod ta bdi
Batex [5]:

AS-R (m6i chung):

5’-CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA-3’

AS-F (d&c hiéu allele dét bién):

5’-AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT-3’

IC-F (m&i chirng ndi):

5’-ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG-3’

- Thanh phan phan &rng PCR: 12,5 pl GoTaq Green
Master Mix (2X), 20 pmol mdi AS-R, 10 pmol mdi moi
xudi (AS-F, IC-F), 100 ng DNA khudn mau va nudc cat
vO trung da khir nuclease cho dd 25 pl.

- Phan &rng PCR dugc thyc hién trén may Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific), v&i diéu kién nhiét dé: bién tinh ban dau
& 95°C trong 5 phut, sau d6 thyc hién 35 chu ky mdi
chu ky gébm bién tinh & 95°C trong 1 phut, gdn moi
(thi nghiém & ba murc 55°C, 58°C va 61°C) trong 1
phut, kéo dai & 72°C trong 1 phat; va tiép tuc kéo dai
@ 72°C trong 10 phut.

- San pham PCR duoc kiém tra bang cach dién di
trén gel agarose 2%, c6 b6 sung thuéc nhuém DNA
SafeView™ Classic (abm, Canada). Dya vao s6 lugng
va kich thudc sdn phdm PCR dé xac dinh dot bién
V617F gene JAK2 (Bang 1).

Bang 1. Nhan dinh két qua xac dinh dot bién V617F gene JAK2 bang PCR déc hiéu allele

Két qua S8 bing Kich thuéc
Co dot bién JAK2 V617F 2 364 bp (chirng ndi), 203 bp (d6t bién)
Khong c6 dét bién JAK2 V617F 1 364 bp (chirng n6i)

So sanh k&t qua PCR gilra cac thi nghiém vdi nhiét d6 gdn moi khac nhau: 55°C, 58°C va 61°C. Chon nhiét

d6 gan moi tdi wu.
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2.2.4. Thuec hién ky thudt PCR-RFLP xdc dinh dét
bién JAK2 V617F.

Ky thuat nay dwoc thuc hién gém hai buéc:

Budc 1: Thuee hién phdn trng PCR khuéch dai doan
gene JAK2 chira vi tri @6t bién V617F (bwdc PCR)

- Cap moi dac hiéu gene JAK2 chira vj tri d6t bién
V617F cé trinh ty nhu sau (Frantz) [4]:

JAK2-RFLP-F (mbi xudi):

5’-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3'.

JAK2-RFLP-R (m6i nguoc):

5’-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT-3'.

- Thanh phan phan (ng: 12,5 ul GoTaq Green
Master Mix (2X), 10 pmol mdi moi (mdi xudi va moi
nguoc), 100 ng DNA khuén mau va nudc cat vo trung
da khir nuclease cho dd 25 pl.

- Phan &rng PCR dugc thyc hién trén may Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific), v&i diéu kién nhiét do: bién tinh ban dau
& 95°C trong 5 phut, sau d6 thuc hién 35 chu ky mdi
chu ky gdbm bién tinh & 95°C trong 1 phut, gdn moi &
57°C trong 1 phut, kéo dai & 72°C trong 1 phat; va ti€p
tuc kéo dai & 72°C trong 10 phut nira.

- San pham PCR duoc kiém tra bang cach dién di
trén gel agarose 1%, cé b6 sung thudc nhudém DNA
SafeView™ Classic (abm, Canada). Kich thudc san
pham dy kién 13 453 bp.

- Do ndng d6 san pham PCR bang may do huynh
quang Quantus™ Fluorometer (Promega).

Bwdc 2: Thuc hién cdt sén phdm PCR bdng
enzyme cdt han ché (bu'dc RFLP)

- Enzyme BsaX| duoc st dung cho phan ng cat
dé xac dinh dot bién JAK2 V617F.

Trinh tw nhan biét: 5”...*9(N)AC(N)5CTCC(N)10"...3’

3"..112(N)TG(N)5GAGG(N)7"...3’

- Thanh phan phan Gng ct: san pham PCR (thi
nghiém véi céc lwvong san phdm 100 ng, 300 ng va
500 ng), 1 pl enzyme cat han ché& (10 U/ul), 2 pl dém

1 2 3

M M

364 bp

203 bp

A. 55°C

(10X), nwdc cat vo trung da khir nuclease du 20 pl
téng phan &ng.

- U nhiét do 37°C trong bé 8n dinh nhiét, thoi
gian 2 gio.

- San pham cét duoc dién di trén gel agarose 2%,
hiéu dién thé 80 V, thoi gian 1 gi& 30 phut.

- Kiéu gene twong &ng vi tri dot bién dugc xac
dinh theo bang 2:

Bang 2. Nhan dinh két qua xac dinh dot bién
V617F gene JAK2 bing PCR-RFLP

Kiéu gene SO bang Kich thwéc (bp)
GG 2 201, 252
GT 3 201, 252, 453
TT 1 453

2.2.5. Déi chiéu két quéd xdc dinh dét bién véi
gidi trinh tw Sanger

- S&n pham PCR twong (rng véi cac kiu gene
khac nhau (duoc xac dinh bang k§ thuat PCR-RFLP)
duwoc chon ngdu nhién dé gidi trinh tu tai Cong ty 1st
BASE (Malaysia) trén may ABI PRISM 3730x| Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA). Nhan két qua
dudi dang file .ab1 va .seq.

- SIr dung phan mém BioEdit dé doc trinh tu
nucleotide tlr cac file trén.

- S dung cdng cu BLAST cla NCBI dé d6i chiéu
trinh ty nucleotide v&i cac trinh tu chuin trén
GenBank dé phan tich két qua.

- D&i chiéu két qua xac dinh dét bién JAK2 V617F
bang k§ thuat PCR d&c hiéu allele va PCR-RFLP vdi
k&t qua gidi trinh ty.

3. KET QUA NGHIEN cU'U

Qua qua trinh chuan héa quy trinh xac dinh d6t
bién V617F gene JAK2 bang ki thuat PCR d&c hiéu
allele va PCR-RFLP chuing t6i thu dugc nhirng két qua
nhu sau:

I 2 3 M 1 2 3

B. 58°C C.61°C

Hinh 1. Hinh anh dién di san pham thuc hién bing ki thuat PCR déc hiéu allele & cac nhiét do
gan moi khac nhau.
M: Thang chudn 100bp. M3u 1, 2: ¢ dot bién V617F. Mau 3: khdng cé dot bién V617F
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Nhén xét: o] 55°C, cac san pham PCR xuat hién rd nét, cho phép xac dinh cdc mau c6 hay khong c6 dot
bién V617F. & 58°C, c6 xuat hién san phdm ching ndi nhuwng dam dé cla cac bing san pham khong rd rang.
O 61°C, hiu nhu khdng quan sat thay bing san pham PCR.

M1 2 M1 2

453 bp

252 bp
201 bp

A 500 ng B. 300 ng C.100 ng

Hinh 2. Hinh anh dién di san phadm thyc hién bang kj thuat PCR-RFLP
& cac lvgng sdn pham PCR dau vao khac nhau.

M: Thang chuan 100 bp. Mau 1: khéng c6 dot bién V617F. Mau 2: ¢ dot bién V617F.

Nhdn xét: V&i lwong san pham PCR cho vao phan &ng cét [a 100 ng cho hinh anh bing khong rd rang. Véi
300 ng san pham, k&t qua cho thay cac bang san pham rd nét, phu hop vdi kich thuwdc du kién, dua vao kich
thudc va s6 lwong san pham cat cho phép xac dinh dot bién. V&i 500 ng san phdm PCR, enzyme khéng cat
hé&t mac du mau thir nghiém khong cé dot bién.

T ATGT G6GT CT GT T AT G T

T CT G T T AT 6T G T €T G T

f ﬂ"\ / I\ fﬂ%
\

Efiﬂ’l‘-"'# If 4 WA

e S -

MAu 1: Khong c6 d6t bign M3u 2: C6 dét bién M3u 3: C6 dét bién

e / \
e - . \—_/ A

Hinh 3. K&t qua giai trinh ty Sanger cdc mau DNA ngau nhién.
Nhitng mau cé sy xuat hién cla allele T (mau d9d) tai vi tri danh dau dwoc xac dinh 1a ¢ dot bién V617F.
Nhén xét: Co su phu hop hoan toan vé két qua xac dinh dot bién gene JAK2 V617F clia PCR déac hiéu allele,
PCR-RFLP va giai trinh ty Sanger.
Bang 3. So sanh két qua xac dinh dot bién bang hai ki thuat PCR déc hiéu allele (nhiét d6 gdn moi 55°C)
va PCR-RFLP (300 ng san pham PCR)

PCR RFLP
Cohen’s kappa
V617F (+) V617F (-)
PCR dic hiéu V617F (+) 19 0 ,
: ; X Cohen’s kappa=1
allele V617F (-) 0 220

Chd thich: (*) Bao gébm 12 bénh nhdn MPNs va 10 ngudi khée manh.

Nhén xét: Cé su phu hop hoan toan trong két qua xac dinh dot bién V617F cla hai ki thudt PCR dac hiéu
allele va PCR-RFLP.
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Bang 4. So sanh quy trinh xac dinh dot bién bang hai kj thuat PCR dic hiéu allele va PCR-RFLP

Ky thuat PCR dac hiéu allele PCR-RFLP
Tach chiét va do ndong d6 DNA + +
PCR + +
Dién di kiém tra sdn pham + +
Do ndng d6 san pham PCR - +
U v&i enzyme cit han ché - +
Dién di kiém tra sdn pham cat - +

Nhén xét: ki thuat PCR-RFLP doi hdi nhidu budc ki thudt hon so vdi PCR déc hiéu allele
Bang 5. Ty 1& dot bién JAK2 V617F & cac bénh nhan nghi ngd va méc rdi loan sinh tly ac tinh

Chan doan N S6 ca dot bién Ty l& (%) 95%Cl
Pa héng cau 14 9 64,3 38,8 -83,7
Tang tiéu cau 3 60 23,7-88,2

Xo tay 2 100 34,2 -100
Nghi ngo MPNs 10 5 50 20-79,9
Tong 31 19 61,3 42,3-77,6

Nhdn xét: Ty |& dot bién gene JAK2 V617F 13 61,3%. Ty 1& nay & cac bénh nhan da hong ciu, ting tiéu cau
va xo tay 1an luot 13 64,3%, 60% va 100%. 50% bénh nhan nghi ngd mac MPNs c6 mang dot bién.

4. BAN LUAN

Gene Janus Kinase 2 (JAK2) ma hda cho protein
JAK2, day la mét tyrosine kinase cé lién quan dén
viéc kiém sodt sy phat trién va tang sinh t& bao [5,
6]. Chinh vi vai trd quan trong d6, mét s& dot bién
trén JAK2 trd thanh nguyén nhan cda nhiéu loai ung
thu khac nhau, ddc biét trong cac bénh ly &c tinh vé
huyét hoc nhu da hdng ciu, ting tiéu cau nguyén
phat va xo tly vd cdn. Nam 2005, dot bién JAK2
V617F dwgc mé ta bdi bdn nhdm nghién ciru doc
lap, dot bién nay xuat hién & phan 1én cdc bénh nhan
MPNs Ph-am tinh [7]. Nhitng phat hién nay da gop
phan lam sdng t6 co ché bénh sinh cdc nhdm bénh
ly tdng sinh tdy ac tinh [3, 8]. Ty ndm 2008, WHO d3
xac dinh dot bién gene JAK2 1a mét trong nhirng tiéu
chuan chan doén chinh cla nhém bénh Iy nay [2].

Dot bién JAK2 V617F 1a mot dau hiéu phan tlr quan
trong trong chan dodan MPNs. Trong nhitng thap ky
qua, mdt s& xét nghiém phat hién dot bién dua trén
PCR vdi d6 nhay va d6 dac hiéu khac nhau da duoc
phét trién nhw PCR d3c hiéu allele, PCR-RFLP, gidi trinh
ty Sanger...[1]. Tuy nhién, v&i tiéu chi chon nhitng
ky thuat cd thé trién khai thuding quy & hau hét cac
phong xét nghiém sinh hoc phan tr co ban nhwng van
dam bao dd nhay phat hién d6t bién cao, ching toi da
xay dwng quy trinh xac dinh d6t bién V617F gene JAK2
bang k{ thuat PCR dic hiéu allele va PCR-RFLP.

Trong nghién ciru nay, ching téi s& dung cac
trinh tw moéi dwoc md ta bdi Baxter, trong d6 tic gia
d&t nhiét do gdn moi a 58°C [5]. Tuy nhién, trong
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thi nghiém cda ching téi, & nhiét d6 nay, két qua
cho thay cac bing san pham xuat hién khong rd rang.
Chung t8i nhan thay, nhiét dé ndng chay clia cac moi
AS-R, AS-F va IC-F Ian luot 1a 66°C, 61°C va 66°C. Vi
vay ching toi thlr nghiém thém hai diéu kién phan
(ng v&i nhiét d6 gdn moi 1a 55°C va 61°C. K&t qua &
Hinh 1 cho thay 55°C |a nhiét dd gan moi t8i wu nhat
v3i cac sdn pham cla phan ng PCR xuat hién rd
rang, su hién dién cla san pham dic hiéu allele dét
bi€n (203 bp) cho phép xac dinh c6 hay khéng cé dot
bién V617F, bén canh dé sy c6 méit cla san pham
kich thuwdc 364 bp & ca allele hoang dai va dét bién
ddng vai tro lam chirng nodi, gitp tang do6 tin cay cla
k&t qua chan doan. O 58°C, mic du c6 xuat hién san
pham chirng ndi va dét bién, nhuwng ddm dd cla cac
bang san pham khéng rd rang. V&i nhiét d6 gdn moi
61°C, hau nhu khéng cé sdn pham PCR duoc khuéch
dai. Diéu nay chirng t6, nhiét d6 gan moi & 58°C va
61°C Iam hiéu suat phan &rng PCR d3 giam di dang ké.

Trong nghién clru nay, chung téi cling dong thoi
thuc hién PCR-RFLP cho tat cd cdc mau DNA. Pay
[ k§ thuat sinh hoc phan t& cé kha nang xac dinh
chinh xac cac dét bién hodc da hinh don nucleotide
li&n quan vi tri nhan biét cla enzyme cat han ché.
San pham sau buwdc PCR dwoc dién di kiém tra va
do néng dd bang may do huynh quang Quantus™
Fluorometer (Promega) dé cho phép st dung lugng
san pham PCR dau vao thich hop & phan trng cit. Déi
v&i phan ng ct san pham PCR bing enzyme han
ché&, theo khuyén cdo s& lvgng DNA dau vao khoang
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100-500 ng cho phan rng 20 pl. Vi vay, chidng toi thir
nghiém véi ba lwong san pham khéac nhau 13 100 ng,
300 ng va 500 ng. K&t qua dién di sdn phadm cat &
hinh 2 cho thay véi lvgng san phdm PCR cho vao
phan Gng cdt 100 ng qua it dan dén hinh anh bing
khoéng r& rang, khé két luan chinh xdc. Vi luvgng
san pham PCR dau vao 13 300 ng, két qua kiém tra
san pham cét cho thay céc bing sadn pham rd nét,
phu hop kich thuéc dy kién, dua vao kich thudc va
s6 lwong sdn pham cét cho phép xac dinh dot bién
V617F. Khi thir nghiém v&i lwgng san phdm PCR 13
500 ng thi enzyme khdng cat hét san phdm mac du
mau thi nghiém khéng cé dot bién (Hinh 2).

Nhu vay, ching t6i da thiét |4p thanh cdng cac quy
trinh k§ thuat PCR d3c hiéu allele v PCR-RFLP dé chan
dodn dot bién V617F gene JAK2. Khi so sanh két qua
chén doan cla hai phuwong phép, ching téi ghi nhan
sy twong dong 100%, vdi hé s6 Cohen’s kappa bang
1. Két qua nghién ctru cla chung téi cling twong déng
vdi nghién ciru cla Frantz khi so sanh gia tri chan
dodn cla hai ky thuat ndi trén (2007) [4]. Tuy nhién,
nhu bang 4 cho thay, ki thuat PCR-RFLP doi héi nhiéu
budc ki thuat, dan dén kéo dai thoi gian tra két qud
cling nhu chi phi sinh phdm va céng lao déng. Do dg,
ky thuat AS-PCR cho thdy wu thé hon so vd&i PCR-RFLP.

Trong nghién cru nay, ching toi da ap dung thanh
cbng xét nghiém chan doan dét bién V617F trén 31
bénh nhan va 10 ngudi khde manh. K&t qua cho thay
& nhom ngudi khde manh khéng phét hién doét bién
gene JAK2 V617F. Ty |1& d6t bién V617F chung trong
nhdm bé&nh nhan MPNs |a 61,3%. Khi khdo sat theo
nhém bénh Iy duwgc chan doédn 1am sang, ty 1é dot
bi&n dwoc ghi nhan I3 64,3% (95%Cl: 38,8 - 83,7) &

nhém da hdng cau, 60% (95%Cl: 23,7 - 88,2) & nhém
tang tiéu cu nguyén phat, va 100% (95%Cl: 34,2 —
100) & nhém xo tuy vé can. Nhidu nghién ctru trén
thé& gidi ghi nhan dot bién nay hién dién & it nhat 95%
bénh nhan da hdng cau, va khodng 50% & cac truding
tang tiéu ciu tién phat va xo tdy vé can [3]. Ching
t6i chi ma&i budc dau nghién clru trén c& mau twong
ddi nhé (31 bénh nhan va 10 ngudi khéde manh), tuy
nhién ty 1& dét bién dugc phat hién cling khdng cé
sy khac biét dang ké so vdi cac nghién clru khac. Doi
v&i nhdm bénh nhan cé cac diu hiéu nghi ngd nhém
bénh tang sinh tdy ac tinh trén |am sang thi ching toi
phéat hién dugc 5/10 trudng hop cd dot bién V617F
(Bang 5). K&t qua nghién clru cla chung toi da giup
cho cac bac sTlam sang chan doén 5 trudng hop nghi
ngo MPNs nay.

5. KET LUAN

Qua nghién ctru ap dung ky thuat PCR dac hiéu
allele va PCR-RFLP trén 31 bénh nhan dwoc bac st
IAm sang theo d&i chdn dodn bénh ly ting sinh tly
ac tinh va 10 ngudi khde manh, ching téi cé mot s6
két ludn nhu sau:

- D3 thiét 1ap dwoc quy trinh xac dinh dot bién
JAK2 V617F bang hai ki thuat PCR dic hiéu allele va
PCR-RFLP, trong do6 ky thuat PCR ddc hiéu allele co
nhiéu wu diém hon.

- Ty |é dot bién V617F cla gene JAK2 trong nhom
bénh nhan MPNs la 61,3% (95%Cl: 42,3 - 77,6).

L&i cdm on : Dé tai nay dwoc hd tro kinh phi tir
QuY nghién ciru khoa hoc cha Bénh vién Truong Dai
hoc Y Duoc Hué, ma s6 dé tai 33BV/22.
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