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TOM TAT
Dé tim hiéu méi lién quan gira dot bién (DB) gen pre-S cla virut viém gan B (HBV) vé&i biéu hién
bénh chiing tdi phan tich 77 mau, bao gébm: 30 ngwdi mang HBV man tinh khdng triéu chirng (ASM)
va 47 bénh nhan (BN) viém gan B man tinh (CHB). Phan tich gen preS bang ky thuat nhan gen
(PCR), sau d6 giai trinh tw gen truc tiép trén may sequencing. 8/77 mau cé BB gen vung pre-S
(10,38%), cao hon & nhém CHB so vé&i nhém ASM (17,02% so véi 0%, p < 0,05). Néng dé HBV
ADN trén nhém ASM cao hon cé y nghia so v&éi nhém CHB (p < 0,05). Nhw vay, BB pre-S & nhém
CHB thwong gap hon so véi nhom ASM.

* Tlr khoa: Dot bién gen; Virut viém gan B.

FREQUENCY OF HEPATITIS B VIRUS pre-S GENE MUTATION
IN CHRONIC HEPATITIS B AND ASSYMPTOMATIC CHRONIC

HBV CARRIERS
SUMMARY

Using PCR-sequencing we analyzed 77 persistently infected patients, including 30 asymptomatic
carriers (ASM) and 47 with chronic hepatitis B (CHB). Pre-S mutations were detected in 8 out of 77
cases (10.38%); it was more frequently found in the CHB group than in the ASM one (17.02% vs 0%,
p < 0,05). HBV DNA in ASM group is significant higher in compared with CHB (p < 0,05). Thus, pre-S
mutation is more frequency in CHB compared to ASM.

* Key words: Pre-S gene mutation; Hepatitis B virus; Chronic hepatitiss B

(M) va nhé (S). Protein S c6 226 axit amin

DAT VAN BE
(aa), con cac protein M va L dwgc hinh

Virut viém gan B la mét virut cé nhan
ADN chira 4 khung doc mé, bd tri chdng
ghép nhau, m& hoa cho protein X, ADN
polymerase, nucleocapsid va vé (envelope).
Protein vé (envelope) duwoc hinh thanh béi
3 c4u truc goi la protein 16n (L), trung gian

* Bénh vién Bach Mai

**Bénh vién TWQD 108

Phan bién khoa hoc: GS.TS. Nguyén Van Mui
soat tdng hop cac protein vé HBs trung gian

(M) va nhé (S) thdng qua vung khéi dong S.

thanh do thém doan aa dau cudi v&i 55 aa
cla vung pre-S2 va 108-119 aa cua vung
pre-S1. Vung pre-S la khu vyc ma virut
tham nhap vao té bao gan [1], tham gia diéu
hoa mién dich qua cac quyét dinh khang
nguyén cuta té bao lymphé T va B va kiém

Céc protein L va M rat can thiét cho chu ky
nhan Ién ctia HBV. Tuy nhién, protein M lai



khoéng can thiét cho sy hinh thanh virut
hoan chinh, gidi phéng virut va kha nang
gay nhiém tring cla virut [5]. D6t bién vung
Pre-S c6 2 dang chi yéu: 1) Dot bién diém
tai vi tri bat dau cta Pre-S2 dan dén HBV
khong c6 kha nang tdng hop protein M va
2) Dot bién mat doan pre-S1 hodc pre-S2
lam protein S ngén lai. Mac du sinh bénh
hoc do ddt bién pre-S van chua thuc sw
hiéu rd nhwng da cé nhiéu nghién clru
ching minh méi lién quan cta dot bién nay
vGi mirc @6 tién trién bénh do nhiém HBV
[2]. Hon niva, dot bién mét doan pre-S ciing
thwong xuét hién nhiéu trén cac quan thé
¢6 lwu hanh dich cao [3].

Nhiéu nghién ctu cho thay viém gan B
man tinh la nguyén nhan hang dau gay ung
thw t& bao gan [4, 5]. Tuy nhién, khong phai
tat ca BN nhiém HBV déu gay ung thw gan,
nhung co6 thé gay nén nhiéu thé bénh khac
nhau nhw ngwdi mang HBV man tinh khéng
triéu chirng, viém gan cép tinh tw héi phuc,
viém gan man tinh va xo gan. Vay nguyén
nhan nao dan dén su khac biét d6 cho dén
nay van con chua thuc sy hiéu ré. Viét
Nam 1a nwéc ndm trong khu vuc cé ty lé
nhiém HBV cao nhét vé&i ty 1& nhiém & nhi
nhi la 12,5%, tré em 18,4%, thanh thiéu nién
20,5% va nguoi lIén 18,8%. Ty Ié da tirng
nhiém HBV & ngudi Ion 1&n t&i 79,2% [6].

Vi vay, ching t6i tién hanh nghién ciru dé
tai nay nham tim hiéu méi lién quan gitra dot
bién gen pre-S v&i thé 1am sang nhiém HBV.

DOl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

1. Déi twong nghién ciru.

77 BN chia thanh 2 nhém: 30 ngudi
mang HBV man tinh khéng triéu chirng va
47 BN viém gan B man tinh.

*Tiéu chuan chan doan:

- Nguwéi mang HBV man tinh: BN tinh
c® phat hién cé HBsAg (+), khéng c6 bat ky
triéu chirng l1am sang nao, khong cé tén
thwong gan (ALT binh thuwdng).

- Viém gan B man tinh: tién st c6 HBsAg
(+) > 6 thang, an ngu kém, mét madi, gan to
chac, ALT tang > 40 IU/ml, siéu am gan c6
am gan tang, antiHBc (+) typ 19G (+).

2. Phwong phap nghién ciru.

Theo phuong phap tién ciru, mé t& cat ngang.

Thuc hién xét nghiém huyét hoc, sinh
hoa, mién dich, siéu am, X quang, md bénh
hoc tai Bénh vién TWQD 108.

Dinh lvong néng d& HBV ADN tai Khoa
Sinh hoc phéan t&, Bénh vién TWQD 108
theo nguyén ly Tagman, st dung cong nghé
RT-PCR trén hé théng ABI 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, My).

Giai trinh tw gen Pre-S trén hé théng giai
trinh tw gen CEQ 8800 Beckman Coulter (My).

Phan tich théng ké trén phdn mém phan
tich gen Bioedit, CEQ 8000. Sé lwgng céac
mau co6 dot bién dwoc dém va tinh toan so
sanh trén phan mém Staview 4.5.

KET QUA NGHIEN CcUU
1. Pac diém nhém nghién clru.

Téng s6 77 BN (52 nam va 25 ni¥, tudi trung
binh 43,42, th4p nh4t 15, cao nhéat 65 tudi).

Bang 1: D&c diém can |am sang ctia cac nhém nghién ctru.



] NHOM NGHIEN CUU
CHi SO ASM (n = 30) (1) CHB (n = 47) (2)

HBsAg (+/-) 30/0 47/0
HBeAg (+/-) 18/12 27/20

TC 256 + 23 243 + 34
AST 28+3 435 + 56*
ALT 27+5 574 + 75*
Bilirubin 13+3 32 + 5*
Albumin 43+5 39+3

Ghi chu: ASM = ngw®i mang HBV khéng triéu chirng; CHB = viém gan B man tinh;

TC = tiéu cau.

* So v&i nhém ngudi mang HBV man tinh khéng triéu chirng, BN viém gan B man tinh cé

AST, ALT va bilirubin tang hon (p < 0,01).

2. Nong dd HBV ADN trén 2 nhém nghién ctru.
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Hinh 1: So sanh ndng dd HBV ADN trén 2 nhém nghién ctru. So véi nhém CHB, nhém HBV man tinh
khéng cd triéu chiing (ASM), ndng d6 HBV- ADN cao hon ¢é y nghia (p < 0,05).

3. Két qua khuéch dai doan gen Pre-S
cua HBV.

Cac mau co ndng do HBV ADN >10*
duwoc tién hanh nhan tryc tiép voi cap moi
HBprS inner F/R, nhitng mau c6 ndng do
HBV ADN thip hon 10* dwoc tién hanh
nhan Nested PCR v&i cdp mdi ngoai HBprS
outer F/R, sau d6 md&i tién hanh nhan
v&i cap moi trong HBprS inner F/R. San

phdm PCR sau cung dwgc dién di trén
agarose 1%.

Két qua phan &ng PCR: khuéch dai
thanh céng vung Pre-S cla tat cd méau
nghién ctru. Hau hét cac mau déu cho san
phdm nhw dy kién, mot s6 mau cé san
phdm PCR thép hon. Diéu nay kha phu hop
véi mot sb bao céo trwdc vé khd nang mét
doan nho trong vung Pre-S ctia HBV.



Hinh 2: Minh hoa mot sb két qua kiém tra dién di cac s&n phadm PCR.

San phém PCR dwoc nhan lén du kién
cd 614 bp. Trén hinh c6 2 mau kich thwédc
nhé hon 614 bp (mau 3 va 12). Nhirng mau
nay nghi ngd c6 dot bién méat doan. M:
100bp ADN ladder, 1~20: cac mau nghién
ctu. Tt ca cac mau déu dwoc gidi trinh tw
gen va khang dinh sau khi giai trinh tw gen.

3. Két qua giai trinh tw gen Pre-S.

Dé dadm bao két qua gidi trinh tw chinh
xac, chung téi tién hanh giai trinh tw ving
Pre-S bang c& mdi xudi va mdi nguoc,
dung phan mém Bioedit d& xac dinh chinh
xac chudi trinh tw gidi dworc.

Stant Codon PmeS52: ATG
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Mutation Start Codon Pre$2: GTG

CTECCACCTECT AADOO ACAC T OATCCTCADO CODTO ALMI TODAACTOCADCASTTTOL

Hinh 3: Két qua phan tich gen pre-S sau khi giai trinh tw trén may CEQ 8800,
Beckman Coulter




So v&i mau chuén khéng co dot bién, mau sé 2 cé vi tri dot bién (A—G) tai bd ba ma hoa
axit amin methionine, day Ia vi tri kh&i dau cta doan pre-S2. Khi cé dét bién nay, protein pre-
S2 khong dwoc téng hop. Két qua 1a mat chirc néng clia pre-S2.

Bang 2: Tan suét xuét hién dot bién chung trén cac nhém.

NHOM ASM CHB
n =30 n =47
Dot bién chung, n (%) 0(0) 8 (17,02)
p <0,05

8/77 méau phan tich cé dot bién gen vung pre-S (10,38%); ty 1& dot bién xuét hién nhiéu
hon trén nhém CHB so vé&i nhdm ngwdi mang HBV khéng triéu chirng (17,02% so v&i 0%, p <
0,05). ot bién chung = tbng tat c& cac dang dét bién, bao gbm ddt bién méat doan, dot bién
diém, dot bién tai vi tri bat dau Pre-S.

Dot bién tai vi tri bat dau ctia doan Pre-S2 |a phd bién nhét (63,6%), tiép theo la dot bién
méat doan Pre-S2 (22,7%), pre-S1 (9,1%) va dot bién méat doan Pre-S2 két hop dot bién diém
tai vi tri bat dau (4,6%). Khong cé dot bién nao tai cac vang S1 va vi tri bat diu cta S duoc
tim thay trong nghién clru nay. Tuy nhién, do sb liéu con han ché nén chung t6i khong tién
hanh phan tich phan bé cac kiéu do6t bién trén nhirng nhém BN khac nhau.

BAN LUAN

Nhiém HBV co thé gay nén nhiéu m&c dé bénh khac nhau tw nguw®i mang virut man tinh
khéng triéu chirng dén viém gan cép tinh, viém gan man tinh, xo gan va ung thw gan.

Nguyén nhan gay nén sw khac biét vé biéu hién l1am sang dé dén nay van chwa hoan
toan sang té. Tuy nhién, cé 2 gid thuyét dwoc nhiéu tac gid quan tam, do 1a vai trd cla virut
(lién quan dén kiéu gen, dot bién gen...) va cac yéu td ndi tai cia ngwdi bénh (khang nguyén
bach cau nguoi HLA 16p |, I, sw bién dbi da hinh cua cac gen ma hoa cytokine, chemokine,
mannose-binding lectin, hoac vitamin D receptor...).

Trong qué trinh phat trién va nhan lén tw nhién cla virut cé thé xuét hién dot bién trén
genome cua chung. Nguwdi ta thay rang, dot bién trén genome cliia HBV, dac biét 1a trén gen
HBXx, pre-S sé& lam tang nguy co phat sinh ung thw té bao gan nguyén phat. Nghién ctru trén
160 BN nhiém HBV tai Nhat Ban cho théy: 23% BN c6 dot bién tai vung pre-S. Trong do, dét
bién méat doan tai vung pre-S trén BN xo' gan va ung thw gan la 54% so véi nhém viém gan
man tinh va nguwdi mang virut (31%). [8]. M&t nghién cru khac dwoc thye hién tai 12 nwdc
trén 387 BN (Viét Nam, Myanmar, Thai Lan, Trung Quéc, Han Quéc, Nepal, Nhat Ban, Nga,
Tay Ban Nha, My, Bolivia, va Ghana) da thay ty 1& dét bién trén vung pre-S 1a 18,3%. Tuy
nhién, Viét Nam la nwéc co ty 1& dot bién cao nhat véi 36%; tiép theo sau la Nepal (27,3%),
Myanmar (23,3%), Trung Quéc (22,4%), Han Quéc (14,3%), Thai Land (10,5%), Nhat Ban
(7,7%), va Ghana (4,3%). Khi phan tich dwa trén nhém bénh, cac tac gia thay dot bién doan
pre-S cao nhat & nhém ung thu gan (30%), tiép dén 1a xo gan (27,8%), viém gan cép
(15,4%), ngwdi mang HBV man tinh (12,5%) va viém gan man tinh chi cé 9,6% [9].



Két qua nghién clru ctia chung t6i cho thdy nhém nguwdi mang HBV man tinh khong triéu
chirng khoéng cé ddt bién nao, trong khi d& nhém viém gan man tinh cé 10,48% mang dot
bién pre-S. Nhu vay, két qua nay twong dwong so véi cac tac gia trudc day dbi véi nhém
viém gan B man tinh, nhwng khac & nhém ngwdi mang HBV man tinh. Mét lwu y réng trong
nghién ctu ctia Huy va CS: két qua dot bién gen pre-S tai Nhat Ban ciing chi c6 7,7%. Vay,
sy khac biét phai chang la do dbi twong BN & Nhat Ban ciing nhw & Viét Nam trong 3
nghién ctru khdng cuing trong mét khu vire va sb lwong BN khéng du 16n.

T trwdc téi nay ngudi ta van cho rdng nhiém HBV man tinh khong triéu chirng 1a thé
bénh nhe, khéng c6 nguy co tién trién nang thanh ung thw va xo gan. Trwdc day, ngudi ta
da dung tlr ngwoi lanh mang trung dé chi nhivng déi twong nay. Tuy nhién, gan day lai thay
mac du khéng cé tén thwong gan, enzyme AST va ALT binh thwdng, nhung trén nhivng BN
nay van co ty |& tién trién thanh ung thw gan tr 15% dén 30% sau 13 nam theo déi. Trong
nghién cru nay khéng phat hién dét bién gen trén BN mang HBV man tinh khong triéu
chirng. Nhung két qué ciing chi ra mirc dd nhan lén ctia HBV & nhém nguwdi mang HBV
man tinh khéng triéu chirng cao hon cé y nghia so v&i nhém viém gan B man tinh.

KET LUAN

Bang phwong phap nhan gen két hop phan tich trinh tw gen chung t6i da thanh céng
trong viéc phat hién cac dot bién quan trong tai viing pre-S ctia HBV. Két qua cho thay dot
bién gen pre-S cGia HBV chi gap & BN nhiém HBV man (13,38%), chwa gap & nhém BN
mang HbsAg khong triéu chirng.
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