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Tôi cũng xin gửi lời cảm ơn chân thành đến:
· Cán bộ và nhân viên Khoa Thần kinh, Khoa Gan mật, Khoa Tiêu hóa - Bệnh viện Bạch Mai và Bệnh viện Nhi Trung ương.
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Hà Nội, ngày 18 tháng 03 năm 2016
Đỗ Thanh Hương
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ATP7B

: P-type ATPase

CT

: Computer Tomography Scanner (Cắt lớp vi tính)

ddATP

: Dideoxyadenin triphosphat

ddCTP

: Dideoxycitosin triphosphat

ddGTP

: Dideoxyguanin triphosphat

ddNTP

: Dideoxynucleoside triphosphat

ddTTP

: Dideoxytimin triphosphat

DNA

: Deoxyribonucleic acid

dNTP

: Deoxynucleoside triphosphat

Kb

: Kilobase

kD

: Kilo dantol

MRI

: Magnetic Resonance Image (Cộng hưởng từ)

MRS

: Magnetic Resonance Spectroscopy (Cộng hưởng từ quang phổ)

PCR

: Polymerase Chain Reaction (Phản ứng khuếch đại chuỗi)
pDHPLC    
: Partially Denaturing High-Performance Liquid Chromatography 


 (Sắc ký lỏng cao áp biến tính một phần)

PET

: Positron Emission Tomography (Cắt lớp phát điện tử dương)

PRNP

: Protein prion

SNP

: Single Nucleotid Polymorphisms (Đa hình đơn nucleotid)
ALT

: Alanine aminotransferase

AST

: Aspartate aminotransferase

MBDs

: Metal Binding Domains  (vùng gắn kim loại)
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ĐẶT VẤN ĐỀ 
Y học hiện đại đã có những bước tiến nhanh trong khoảng vài thập kỷ trở lại đây, sau sự kiện các nhà khoa học hoàn tất việc giải mã bộ gen người. Cơ chế bệnh sinh dần dần được sáng tỏ ở mức độ phân tử, làm tiền đề cho việc chẩn đoán và điều trị can thiệp trúng đích nhằm giải quyết tận gốc căn nguyên của bệnh. Năm 1993 Kary Mullis, người phát minh ra kỹ thuật PCR (Polymerase Chain Reaction: phản ứng khuếch đại chuỗi) được trao giải Nobel về hóa học. Từ đó kỹ thuật PCR được nhanh chóng được phát triển và ứng dụng rộng rãi trong các nghiên cứu về lĩnh vực sinh học phân tử. 


Những tiến bộ của ngành hoá sinh, sinh học phân tử đã giúp sàng lọc, chẩn đoán sớm, phòng bệnh, điều trị tốt hơn các bệnh rối loạn chuyển hóa và di truyền... Mặc dù không phổ biến như một số nhóm bệnh khác nhưng đây là nhóm gây nhiều khó khăn trong điều trị và để lại hậu quả rất nặng nề về sức khỏe, tinh thần cũng như chất lượng cuộc sống cho bệnh nhi, đồng thời trở thành, gánh nặng cho gia đình và toàn thể xã hội. 

Bệnh Wilson thuộc nhóm bệnh lý rối loạn chuyển hóa và di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường với tỷ lệ mắc bệnh là 1/30.000 trẻ [1]. Bệnh gây nên do đột biến gen ATP7B, là gen có vai trò điều hòa quá trình chuyển hóa đồng trong cơ thể. Khi đột biến gen xảy ra sẽ gây rối loạn quá trình chuyển hóa đồng, làm cho lượng đồng tăng cao trong cơ thể và tích lũy dần ở các cơ quan (gan, não, mắt…) gây ra các triệu chứng đa dạng trên lâm sàng, các triệu chứng này tiến triển nặng dần cùng với quá trình lắng đọng đồng theo thời gian. Ngoài ra, đồng có thể lắng đọng ở hầu hết các cơ quan khác trong cơ thể nhưng thường biểu hiện nhẹ và muộn hơn. Bệnh nhân Wilson thường biểu hiện triệu chứng vềề gan nhiều hơn triệu chứng về thần kinh ở nhóm dưới 10 tuổi, các triệu chứng thần kinh hay gặp hơn ở bệnh nhân sau 30 tuổi 
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Hiện nay, để chẩn đoán xác định bệnh cần có sự kết hợp giữa các triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng điển hình như: nồng độ ceruloplasmin huyết thanh, nồng độ đồng trong nước tiểu 24 giờ, định lượng đồng trong gan hoặc chẩn đoán hình ảnh não và gan.


Trong thực hành lâm sàng, chẩn đoán và điều trị sớm bệnh Wilson đóng vai trò quan trọng vì có thể tránh được các tiến triển nặng của bệnh dẫn đến tử vong. Ngày nay, phát hiện đột biến trên gen ATP7B sẽ giúp chẩn đoán xác định bệnh sớm hơn, phát hiện người lành mang gen bệnh và chẩn đoán trước sinh nhằm ngăn ngừa và làm giảm tỷ lệ mắc bệnh. Bên cạnh đó, xác định mối tương quan giữa kiểu gen ATP7B với thể lâm sàng của bệnh Wilson sẽ giúp cho tiên lượng bệnh và có phác đồ điều trị chính xác, hiệu quả hơn.


Trên thế giới, đã có nhiều nghiên cứu về xác định đột biến gen ATP7B, xác định mối tương quan giữa kiểu gen và kiểu hình của bệnh Wilson. Ở Việt Nam, các nghiên cứu về bệnh Wilson trước đây chủ yếu là mô tả về đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng [2],[3],[4]. Trong vài năm gần đây, một số nghiên cứu về phát hiện đột biến trên gen ATP7B đã bắt đầu được triển khai [5],[6],[7],[8]. Tuy nhiên, vẫn chưa có nghiên cứu nào về phân tích mối tương quan giữa kiểu gen ATP7B và kiểu hình của bệnh Wilson tạo cơ sở cho việc tiên lượng bệnh và đưa ra phác đồ điều trị chính xác, hiệu quả. Do đó đề tài: “Phân tích mối tương quan giữa đột biến gen ATP7B và kiểu hình trên bệnh nhân Wilson ở Việt Nam” được thực hiện với 2 mục tiêu:

1. Mô tả đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh nhân Wilson.

2. Phân tích mối tương quan giữa kiểu gen ATP7B và kiểu hình của bệnh nhân Wilson.

CHƯƠNG 1
TỔNG QUAN TÀI LIỆU
1.1. Đặc điểm bệnh Wilson

1.1.1. Khái niệm về bệnh Wilson 
Từ năm 1912, tác giả Wilson đưa ra những khái niệm đầu tiên về bệnh: bệnh thoái hóa gan - nhân đậu có tính chất gia đình [9].
Sau đó bệnh Wilson được mô tả là bệnh di truyền, rối loạn chuyển hóa đồng với các tổn thương đặc trưng ở não, gan và mắt.
1.1.2. Lịch sử nghiên cứu bệnh Wilson
Trên thế giới 
Bệnh Wilson được mô tả từ cuối thế kỷ XIX với các triệu chứng mang tính chất đơn lẻ: triệu chứng run với tên gọi là bệnh "xơ cứng giả hiệu"; vòng Kayser và Fleischer màu xanh ở rìa giác mạc [10].

Năm 1912, bệnh mang tên Wilson, với những mô tả đầy đủ các triệu chứng tổn thương thoái hóa gan và não, có tính chất gia đình [9].

Những năm sau đó, các tác giả tìm thấy rối loạn chuyển hóa đồng ở các bệnh nhân Wilson, ứng dụng trong điều trị thải đồng và ghép gan [10],[11], [12],[13],[14],[15].

Từ sau năm 1993, các nhà khoa học đã phát hiện gen gây bệnh Wilson là gen lặn ATP7B trên nhiễm sắc thể số 13, ở vị trí 13q14.3 [16],[17].

Năm 1995, với những nghiên cứu phát hiện đột biến đầu tiên: đột biến p.H1069Q ở châu Âu và p.R778L ở châu Á đã mở ra một kỷ nguyên mới cho các nghiên cứu phát hiện đột biến gen ATP7B ở các bệnh nhân Wilson [18],[19].
Từ đó đến nay, có rất nhiều các công trình nghiên cứu về phát hiện đột biến gen ATP7B trên bệnh nhân Wilson và đã phát hiện ra hơn 500 dạng đột biến gen khác nhau được công bố trên ngân hàng dữ liệu gen (http://www.wilsondisease.med.ualberta.ca/).

Ở Việt Nam

Năm 1969, Bùi Quốc Hương và cộng sự đã báo cáo 8 trường hợp bệnh nhân Wilson Việt Nam đầu tiên tại Hội nghị Thần kinh học Quốc tế lần thứ IX ở Mỹ [20]. 
Năm 1975, Chu Văn Tường và cộng sự nhận xét hai trường hợp bệnh Wilson đầu tiên tại Bệnh viện Nhi Trung Ương [21]. 

Từ năm 1977 đến  năm 2003, Lê Đức Hinh và cộng sự đã nghiên cứu đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của 81 bệnh nhân Wilson ở Việt Nam [2],[3].
Năm 2010, Đỗ Thanh Hương và cộng sự là nhóm nghiên cứu đầu tiên phân tích đột biến trên gen ATP7B. Tuy nhiên, nhóm nghiên cứu mới chỉ tập trung phân tích một dạng đột biến phổ biến ở vùng châu Á là đột biến Arg778Leu bằng phương pháp cắt enzym giới hạn. Nghiên cứu đã phát hiện được 2/29 bệnh nhân mang đột biến Arg778Leu dạng dị hợp tử [5].
Năm 2012, Lê Hoàng Phúc phát hiện 8/16 bệnh nhân mang đột biến trên các exon 8, 10, 12, 13, 15, 16 và 20 ở bệnh nhân Wilson tại Bệnh viện Nhi Đồng 1, Thành phố Hồ Chí Minh [6].
Năm 2015, nghiên cứu tại Bệnh viện Nhi Trung ương phát hiện 10/16 bệnh nhi mang đột biến khi giải trình tự gen trên các exon 2b, 8, 11, 12 và 13 [7].

Năm 2015, nghiên cứu của Phan Tôn Hoàng tại Trường Đại học Y Hà Nội tiến hành phát hiện đột biến trên 21 exon của gen ATP7B, nghiên cứu đã phát hiện 48/61 (78,6%) bệnh nhân Wilson có đột biến gen ATP7B [8].
1.1.3. Dịch tễ bệnh Wilson 
Tại Hoa Kỳ, tỷ lệ người mang gen bệnh là 1/90. Tỷ lệ mắc bệnh Wilson là 1/30.000 người.

Trên thế giới, tỷ lệ hiện mắc bệnh Wilson là 10 - 30 triệu người, trong đó tỉ lệ người mang dị hợp tử là 1/ 100.000 người, với tần số đột biến gen khác nhau 0,3-0,7%. Tại Nhật Bản, tỷ lệ này là 1/30.000 dân, so với 1/100.000 dân ở Úc. Sự gia tăng tần số bệnh ở một số nước là do tỷ lệ cao của hôn nhân cùng huyết thống. Các biểu hiện tối cấp của bệnh Wilson gặp ở nữ nhiều hơn nam [1].
Một nghiên cứu ở Đức cho thấy bệnh nhân bị bệnh Wilson biểu hiện triệu chứng sớm chủ yếu ở gan (tuổi khởi phát trung bình là 15,5 tuổi), các triệu chứng thần kinh xuất hiện muộn hơn (trung bình là 20,2 tuổi) [22].
Manolaki và các cộng sự đã phân tích các đột biến được tìm thấy trên gen ATP7B và phát hiện độ tuổi khởi phát của bệnh Wilson có khoảng dao động lớn hơn so với trước đây. Các đột biến hoàn toàn phá vỡ cấu trúc gen có thể gây tổn thương gan sớm trong thời thơ ấu, những bệnh nhân này không được chẩn đoán bệnh Wilson ở giai đoạn khởi phát bệnh [23].
Nói chung, các nghiên cứu chỉ ra rằng bệnh Wilson có thể khởi phát ở nhóm tuổi 5 - 40 tuổi. Tuy nhiên cũng có thể gặp một số rất ít các trường hợp dưới 3 tuổi và trên 70 tuổi [24]. 
1.1.4. Sinh lý bệnh học bệnh Wilson 
Tổng hàm lượng đồng bình thường trong cơ thể ước tính là 50-100mg và trung bình tiêu thụ hàng ngày là 2-5mg, tùy thuộc vào lượng thức ăn chứa đồng, bao gồm các loại đậu, các loại thịt, loài giáp xác và socola. Đồng là một thành phần quan trọng của một số enzym chuyển hóa như lysyl oxidase, cytochrome oxidase, superoxide dismutase và dopamine hydroxylase β.

Khoảng 50-75% đồng được hấp thụ từ ruột non và sau đó vận chuyển đến các tế bào gan. Con đường này không bị ảnh hưởng trong bệnh Wilson. Sau khi đồng đến tế bào gan, nó được tích hợp vào các enzym có chứa đồng và protein gắn đồng (CBPs: Copper Binding Proteins), bao gồm ceruloplasmin và  ferroxidase huyết thanh. 
Đồng dư thừa có thể ở dạng không độc bằng cách hình thành phức hợp với apo-metallothionein, hoặc có thể được bài tiết ra ngoài cơ thể. Có khoảng 95% lượng đồng dư thừa bài tiết ra ngoài qua đường mật, số còn lại bài tiết qua phân, nước tiểu và mồ hôi. 

Cân bằng lượng đồng bình thường trong cơ thể phụ thuộc vào sự bài tiết, không phụ thuộc vào sự hấp thu và đồng tồn tại trong cơ thể dưới 3 dạng:

· 
Một phần đồng gắn với protein, được bài tiết vào dịch mật và đào thải ra ngoài qua phân.

· 
Một phần nhỏ đồng vào huyết tương dưới dạng cation, rồi thải ra ngoài qua nước tiểu

· 
Phần lớn đồng gắn với protein của gan, tổng hợp thành ceruloplasmin, bản chất là ( globulin, trọng lượng phân tử là 12.000 Da, gắn với 8 nguyên tử đồng.

Trong bệnh Wilson, quy trình chuyển hóa của đồng thành ceruloplasmin và bài tiết của lượng đồng thừa qua đường mật bị suy giảm [25].
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Hình 1.1. Chu trình chuyển hóa của đồng trong cơ thể [25].
Lượng đồng dư thừa hình thành các gốc tự do trong quá trình oxy hóa của chất béo và protein. Bất thường siêu cấu trúc trong các giai đoạn sớm nhất của tổn thương tế bào gan, liên quan đến các lưới nội chất, ty thể, peroxisome và hạt nhân đã được xác định. Ban đầu, đồng dư thừa tích tụ trong gan, dẫn đến tổn thương các tế bào gan. Cuối cùng, khi lượng đồng trong gan tăng, làm tăng lưu thông và lắng đọng ở các cơ quan khác gây ra các triệu chứng đa dạng trên lâm sàng. Ở giai đoạn toàn phát, bệnh có thể biểu hiện ở hầu hết các cơ quan trong cơ thể: gan, não, mắt, thận, da, xương...

Ngoài ra, có một số trường hợp tiến triển rất cấp tính ở thể suy gan bùng phát tối cấp và tử vong sớm. Các thể tiến triển mạn tính dẫn đến xơ gan mất bù hoặc số ít trường hợp bị ung thư tế bào gan nếu không được điều trị 
kịp thời.

1.1.5. Đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh Wilson

1.1.5.1. Các triệu chứng lâm sàng của bệnh Wilson

Triệu chứng lâm sàng của bệnh Wilson biểu hiện khác nhau giữa các bệnh nhân tùy thuộc vào giai đoạn bệnh và cơ quan bị tổn thương do lắng đọng đồng.
Bệnh nhân đến khám và điều trị ở nhiều chuyên khoa (thần kinh, tiêu hóa, mắt, da liễu, thận, xương khớp...) nên việc chẩn đoán, theo dõi và điều trị gặp nhiều khó khăn.
Các triệu chứng tiêu hóa thường xuất hiện sớm nhất vì gan dự trữ khoảng 80% lượng đồng trong cơ thể và khi đồng tích tụ trong gan quá nhiều sẽ theo hệ tuần hoàn đi đến các cơ quan đích khác (não, mắt, thận, da, xương...).
Triệu chứng tại gan

Tổn thương gan là biểu hiện gặp nhiều nhất ở những bệnh nhân bị bệnh Wilson (hơn 50% các trường hợp). Có 3 dạng tổn thương chính ở gan: viêm gan mạn tính hoạt động, xơ gan và suy gan tối cấp.
Các bệnh nhân có biểu hiện viêm gan mạn tính hoặc xơ gan hay bị bỏ sót chẩn đoán nguyên nhân. 

Dấu hiệu của suy gan tối cấp bao gồm:

· Cổ trướng, tuần hoàn bàng hệ, sao mạch

· Bàn tay son, ngón tay dùi trống

· Nôn ra máu, hội chứng hoàng đảm

Chẩn đoán bệnh Wilson thể suy gan tối cấp khi có các biểu hiện lâm sàng ở trên, các enzym gan tăng, phosphatase kiềm giảm, có biểu hiện tan máu và hội chứng tổn thương thận Fanconi.

Bệnh nhân ở nhóm suy gan tối cấp thường rất nặng với tỷ lệ tử vong cao và có chỉ định ghép gan cấp cứu [26].

Triệu chứng thần kinh
Hầu hết các bệnh nhân có biểu hiện triệu chứng thần kinh đã bị xơ gan. Các triệu chứng của hệ thần kinh trung ương do lắng đọng đồng ở các nhân xám của não.

Triệu chứng thường gặp nhất là run không đối xứng (khoảng 50%), chủ yếu là khi nghỉ ngơi, run tư thế, hoặc run động.

Triệu chứng ban đầu thường bao gồm:

· Nói khó, nuốt khó, chảy nước dãi.
· Vẻ mặt kém linh hoạt.
· Run tay, bàn tay vụng về, viết chữ xấu.
· Tăng nhẹ trương lực cơ kiểu ngoại tháp 2 chi trên, sau đó tăng dần trương lực cơ tứ chi làm cho người bệnh khó phối hợp động tác và rối loạn dáng đi.
Biểu hiện muộn bao gồm:

· Loạn trương lực cơ, vẻ mặt bất động.
· Liệt cứng tứ chi, chân tay co quắp, có các cơn xoắn vặn làm bệnh nhân đau cơ và các khớp.
· Có thể có cơn động kinh toàn thể.
Triệu chứng tâm thần (10-20% bệnh nhân) bao gồm: rối loạn hành vi, cảm xúc, thay đổi nhân cách, suy giảm nhận thức.
Các bệnh nhân Wilson có triệu chứng tâm thần thường kèm theo tổn thương thần kinh và có tiền sử gia đình về bệnh gan, bệnh Wilson [26].
Triệu chứng ở mắt

Tổn thương mắt hay gặp nhất ở bệnh nhân Wilson là sự hiện diện của vòng Kayser-Fleischer và chủ yếu gặp ở thể thần kinh.

· Vòng Kayser-Fleischer ở rìa giác mạc do sự lắng đọng của đồng và sulfur ở mặt sau màng Descemet quanh giác mạc có màu vàng xanh sang nâu (tùy chủng tộc với màu mắt khác nhau).
· Vòng Kayser-Fleischer có thể có ở cả 2 mắt, ban đầu đồng lắng đọng ở phía trên của giác mạc, sau đó lan xuống dưới và cuối cùng bao quanh toàn bộ giác mạc.

· Vòng Kayser-Fleischer điển hình có thể dễ dàng nhìn thấy bằng mắt thường hoặc kính soi đáy mắt với vật kính 40+ hoặc khó hơn phải xác định bằng đèn khe.
· Vòng Kayser-Fleischer chỉ được coi là triệu chứng của bệnh Wilson khi kèm theo các bất thường ở hệ thần kinh trung ương, vì cũng có thể quan sát thấy vòng Kayser-Fleischer ở những bệnh nhân không mắc bệnh Wilson nhưng bị bệnh tiêu hóa ứ mật mạn tính [26].
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Hình 1.2. Hình ảnh vòng Kayser-Fleischer ở rìa giác mạc (mũi tên đỏ)
(http://www.mindsofmalady.com/2015/03/wilsons-disease.html)

Một số ít trường hợp khi lượng đồng lắng đọng ở củng mạc mắt và thủy tinh thể gây nên đục nhân mắt hình hoa hư​ớng dư​ơng của Siebmerling và Ofloff [27].
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Hình 1.3. Hình ảnh đục nhân mắt hình hoa hướng dương (mũi tên đỏ)
 (imgkid.com/sunflower cataract)
Triệu chứng huyết học 

Triệu chứng huyết học thường đi kèm với biểu hiện tổn thương gan. Những bệnh nhân xơ gan, viêm gan mạn tính có thể kèm thiếu máu, rối loạn đông máu, giảm tiểu cầu. Ngoài ra có thể gặp các biểu hiện:

· Thiếu máu tan máu là biểu hiện hiếm gặp ở bệnh nhân Wilson 

· Test Coombs âm tính với bệnh nhân có tan máu nội mạch cấp tính, là hậu quả của sự phá hủy quá trình oxy hóa của các tế bào hồng cầu bị gắn đồng.

· Bất kỳ bệnh nhân nào có biểu hiện suy gan cấp, test Coombs âm tính, tan máu trong lòng mạch, tăng enzym gan nhẹ, phosphatase kiềm thấp hoặc chỉ số phosphatase kiềm/ billirubin < 2 phải làm thêm các xét nghiệm để loại trừ chẩn đoán bệnh Wilson.

Rất hiếm gặp trường hợp bệnh nhân chỉ có biểu hiện giảm tiểu cầu hoặc rối loạn đông máu với chức năng gan bình thường [26].

Triệu chứng ở xương khớp

Các triệu chứng tổn thương khớp ở các bệnh nhân Wilson không điển hình. Các triệu chứng tại khớp có đặc điểm:

· Thường xuất hiện muộn sau 20 tuổi với tổn thương cột sống và các khớp lớn (gối, cổ tay, hông). 

· Có thể tổn thương sụn: nhuyễn sụn gối và lắng đọng canxi ở sụn.
Một số bệnh nhân có biểu hiện đau xương khớp sau một quá trình điều trị các chế phẩm của kẽm và các thuốc tạo phức với đồng. Các thuốc này thuộc nhóm tranh chấp các kim loại nặng ở ruột nên có thể tranh chấp canxi [26].
Triệu chứng ở hệ thận tiết niệu

· Biểu hiện triệu chứng tổn thương thận ở bệnh nhân Wilson thường xuất hiện muộn sau tổn thương các cơ quan khi mà lượng đồng bài tiết nhiều qua nước tiểu làm tổn thương ống thận.

· Có khoảng 16% bệnh nhân Wilson tổn thương thận có sỏi do tăng canxi niệu và giảm acid hóa.

· Canxi hóa ống thận, nước tiểu có máu, protein và peptide có thể thấy trước điều trị do tổn thương cầu thận hoặc xuất hiện sau điều trị do tác dụng phụ của D-penicillamine [26].

Triệu chứng khác

· Biểu hiện tim mạch: rối loạn nhịp. Khám nghiệm tử thi thấy có biểu hiện phì đại cơ tim, mạch máu co nhỏ, viêm cơ tim cục bộ.

· Thiếu máu thiếu sắt có thể gặp ở một số bệnh nhân, đặc biệt hay gặp do tác dụng phụ của D-penicillamine, trientine gây lắng đọng sắt ở gan.

· Da xạm và giường móng tay, móng chân màu xanh. Tình trạng lắng đọng đồng ở da xảy ra chậm, da có màu nâu nhạt hoặc xám nhạt. 

Những bệnh nhân Wilson không được điều trị có thể tiến triển suy gan cấp tính, suy chức năng gan mạn tính, xơ gan, ung thư biểu mô tế bào gan. Xuất huyết do giãn tĩnh mạch, bệnh não gan, hội chứng gan thận, và những bất thường đông máu xảy ra ở những bệnh nhân suy gan. 
Những bệnh nhân suy gan tối cấp thường tử vong trong vài tuần đến vài tháng nếu không được ghép gan cấp [26].

1.1.5.2. Các xét nghiệm cận lâm sàng ứng dụng trong chẩn đoán và điều trị bệnh Wilson 
Ceruloplasmin huyết thanh

Khoảng 95% các bệnh nhân bị bệnh Wilson giảm nồng độ ceruloplasmin dưới 20mg/dl (bình thường là 20-40mg/dl).
Nồng độ ceruloplasmin trong huyết thanh ở trẻ sơ sinh bình thường có thể dưới 20mg/dl. sau đó dần dần tăng lên và đạt mức đỉnh lúc 2-3 tuổi như người trưởng thành. Nồng độ ceruloplasmin có thể thấp trong trường hợp thiếu hụt protein, bao gồm hội chứng thận hư, kém hấp thu, bệnh mất protein qua ruột và suy dinh dưỡng. Có khoảng 5% số bệnh nhân bị bệnh Wilson có nồng độ ceruloplasmin trong giới hạn bình thường [26]. Vì vậy, không nên chỉ dựa vào xét nghiệm này để chẩn đoán và điều trị bệnh.  

Xét nghiệm chức năng gan: 

Chức năng gan suy giảm ở các bệnh nhân Wilson có tổn thương gan, bao gồm: tăng transaminase huyết thanh (ALT và AST), giảm protid, giảm albumin, có thể kèm theo giảm tỷ lệ prothrombin.

Xét nghiệm chức năng thận:

Tổn thương thận, suy thận (urê tăng, creatinin tăng, protein niệu tăng) có thể gặp ở những bệnh nhân có tổn thương thận kéo dài hoặc biến chứng tổn thương cầu thận do dùng thuốc thải đồng.

Nồng độ đồng tự do không gắn ceruloplasmin trong máu:

Nồng độ đồng tự do trong máu tăng cao thường là biểu hiện của sự quá tải đồng của cơ thể. Đồng tự do đến các cơ quan đích trong cơ thể và gây tổn thương các mô.
Nồng độ đồng tự do trong huyết thanh không gắn ceruloplasmin (đơn vị (g/l) được tính bằng công thức: đồng toàn phần (trong huyết thanh) - đồng gắn với ceruloplasmin (ceruloplasmin mg/l x 3,15).
Nồng độ đồng tự do trong máu bình thường là 50-100(g/l. Ở những bệnh nhân Wilson chỉ số này tăng cao, thường trên 200(g/l [28].
Xét nghiệm đông máu cơ bản: 

Giảm tỷ lệ prthombin, thời gian đông máu kéo dài, hay gặp ở những bệnh nhân Wilson có xơ gan.

Công thức máu: 

Bệnh nhân Wilson có thể giảm tiểu cầu trong bệnh cảnh suy gan hoặc giảm tiểu cầu là triệu chứng duy nhất của bệnh. Số ít trường hợp có thiếu máu hồng cầu nhỏ, có thể gặp do thiếu sắt ở những bệnh nhân điều trị thải đồng kéo dài.

Nghiệm pháp Coombs: 

Nghiệm pháp Coombs âm tính ở những bệnh nhân Wilson có tan máu. Nghiệm pháp này có giá trị trong chẩn đoán bằng bảng điểm Ferenci [29]. Biểu hiện tan máu ở bệnh nhân Wilson là do đồng gắn vào màng tế bào hồng cầu, không phải tan máu do nguyên nhân miễn dịch.

Định lượng đồng trong nước tiểu 24 giờ


Lượng đồng trong nước tiểu ở người bình thường dưới 40μg/ 24 giờ. Nồng độ này tăng trên 100μg/ 24 giờ ở những bệnh nhân bị bệnh Wilson.

Định lượng đồng trong nước tiểu không chỉ là một trong những tiêu chuẩn giúp chẩn đoán xác định mà còn có giá trị trong chẩn đoán sàng lọc bệnh Wilson.
Tuy nhiên, chỉ số này cũng có thể tăng lên trong các bệnh gan ứ mật khác và đòi hỏi phải lấy nước tiểu chính xác trong 24 giờ. Sẽ khó thu thập nước tiểu ở trẻ nhỏ, đặc biệt là trẻ nữ.

Nghiệm pháp D-penicillamine: 

Ở những bệnh nhân nghi ngờ bệnh Wilson, nếu định lượng đồng niệu 24 giờ cho kết quả bình thường thì có thể làm nghiệm pháp D-penicillamine: cho bệnh nhân uống 2 liều D-penicillamin, mỗi liều 250mg, cách nhau 12 giờ sau đó lấy nước tiểu 24 giờ làm xét nghiệm (nước tiểu được lấy ngay từ khi bắt đầu uống liều thuốc đầu tiên). Nếu lượng đồng niệu sau uống thuốc cao hơn từ 5 lần trở lên so với trước uống thuốc thì nghiệm pháp dương tính.

Độ nhạy và độ đặc hiệu của thử nghiệm này là tối ưu cho việc sử dụng như là một thử nghiệm sàng lọc. Bên cạnh đó, nó cũng có thể hữu ích để xác định chẩn đoán và đánh giá đáp ứng điều trị thải đồng [11].

Định lượng đồng trong gan khô
Định lượng đồng trong gan khô là một tiêu chuẩn trong chẩn đoán bệnh Wilson. Sinh thiết gan và bảo quản tránh nhiễm bẩn sau đó định lượng, ở bệnh nhân Wilson lượng đồng trên 250µg/g trọng lượng khô (bình thường là 15-55µg/g).

Nồng độ đồng gan bình thường có giá trị loại trừ chẩn đoán bệnh Wilson không được điều trị. Nồng độ đồng gan tăng có thể được tìm thấy trong bệnh gan mạn tính (chủ yếu là các bệnh gan ứ mật) [26]. Tuy nhiên xét nghiệm này khó thực hiện vì phải làm thủ thuật can thiệp và càng khó hơn ở các bệnh nhân có rối loạn đông máu vì nguy có nguy cơ cao chảy máu trong quá trình làm thủ thuật.
Chẩn đoán hình ảnh ổ bụng

Chụp cắt lớp vi tính ổ bụng, chụp cộng hưởng từ, siêu âm ổ bụng, Fibroscan và y học hạt nhân nghiên cứu gan chỉ đưa ra các thông tin về mức độ tổn thương, tiến triển của gan mà không thay thế được các xét nghiệm tế bào và định lượng đồng trong gan trong quá trình chẩn đoán bệnh. 

Các phương tiện chẩn đoán hình ảnh ổ bụng xác định tình trạng xơ gan, teo gan, đánh giá tình trạng mạch máu, dịch ổ bụng, các bất thường của lách và túi mật [26].

Chụp cắt lớp vi tính sọ não (CT: Computer Tomography Scanner)

Tổn thương sọ não quan sát thấy trên phim chụp cắt lớp vi tính thường đối xứng 2 bên: giảm tỷ trọng khu trú ở các nhân nền, đặc biệt hay gặp ở nhân vỏ hến (putamen nucleus).
Các tổn thương não khác ít gặp hơn là: giảm tín hiệu vùng đồi thị, giãn sừng trán não thất bên, teo não và tiểu não. 
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Figure 9. PET images at the level of the basal ganglia, before and after treat
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brain is at the left of the images as indicated.
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« CT scan, MRI, ultrasound, and nuclear medicine studies of the liver have been
uninformative, with findings neither specific nor sensitive for Wilson discase.

© Electron microscopic studies on ultrathin sections reveal numerous electron-dense lysosomes

and residual bodies

o The clemental analysis in transmission electron microscopy with clectron enrgy loss
spectroscopy, and in scanning electron microscopy with energy dispersive x-ray analysis, shows
copper-specific signals of electron-dense accumulations inside these dark lysosomes and residual
bodies.
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© The electron microscopic detection of copper-contair
diagnosis of early stages of Wilson disease in additior
atomic absorption spectrophotometry.
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Hình 1.4: Hình ảnh giảm tỷ trọng trên CT sọ não bệnh nhân nữ 14 tuổi 
bị bệnh Wilson [30]
Cộng hưởng từ sọ não (MRI: Magnetic Resonance Image)

Nghiên cứu MRI đã xác định những bất thường khu trú ở chất trắng, cầu não, và các nhân tiểu não sâu. Các tổn thương này có đường kính 3-15mm, thường đối xứng 2 bên, giảm tín hiệu trên T1W, tăng tín hiệu trên T2W và Flair. Các nghiên cứu khác mô tả sự giảm tín hiệu ở nhân vỏ hến và hạch nền khác, do sự lắng đọng đồng hoặc ferritin, sắt.

Tổn thương đặc hiệu của bệnh Wilson được mô tả điển hình là "gương mặt gấu trúc khổng lồ", hình thành bởi cường độ tín hiệu cao trong nhân mái (trừ nhân đỏ), tăng tín hiệu đối xứng chất lưới của liềm đen, và giảm tín hiệu ụ trên [27].
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Hình 1.5. Hình ảnh MRI sọ não của bệnh nhân Wilson [27]
A. Hình ảnh gương mặt gấu trúc     B. Hình ảnh MRI sọ não

MRI sọ não có độ nhậy cao hơn CT, đặc biệt ở những bệnh nhân Wilson có tổn thương não ở giai đoạn sớm. Do đó, nên lựa chọn MRI để tránh bỏ sót tổn thương não ở những bệnh nhân Wilson có triệu chứng thần kinh [26].
Phân tích gen ATP7B
Phân tích gen ATP7B tìm đột biến gen đã được đưa vào tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh Wilson [29].
Ngày nay, trên thế giới đã áp dụng giải trình tự 21 exon trên gen ATP7B để tìm đột biến gen giúp cho quá trình chẩn đoán bệnh. Các bệnh nhân phát hiện đột biến gen gây bệnh Wilson kèm theo các biến đổi xét nghiệm sinh hóa máu, nước tiểu dù chưa có triệu chứng lâm sàng cũng được điều trị sớm để tránh các triệu chứng và các biến chứng nặng sau này. Tuy nhiên, do sự đa dạng của đột biến (hơn 500 đột biến của gen ATP7B đã được xác định) nên việc sàng lọc gen bệnh trong cộng đồng là không thực tế. Hiện nay chỉ sử dụng các xét nghiệm phân tử giới hạn sàng lọc các thành viên gia đình bệnh nhân bị bệnh Wilson [24].

Phân tích gen cũng được ứng dụng trong chẩn đoán trước sinh: chọc hút dịch ối, sinh thiết gai rau hoặc chẩn đoán phôi tiền làm tổ. Các phương pháp này giúp chẩn đoán sớm những trẻ sinh ra từ các gia đình mang gen đột biệt gây bệnh Wilson giúp có kế hoạch điều trị sớm và tư vấn di truyền.

1.1.5.3. Các xét nghiệm cận lâm sàng khác 

Các xét nghiệm này chủ yếu ứng dụng trong nghiên cứu, ít được ứng dụng trong chẩn đoán và điều trị bệnh Wilson.
Đánh dấu đồng phóng xạ

Đánh dấu phóng xạ trực tiếp quá trình chuyển hóa đồng ở gan. Máu được thu thập lúc 1, 2, 4, 24, và 48 giờ sau khi uống đồng đánh dấu phóng xạ (64Cu). Đồng phóng xạ hiện diện sau khi hấp thu, và giải phóng vào gan. Ở người khỏe mạnh, tái xuất hiện của các chất phóng xạ trong huyết thanh xảy ra khi lượng đồng đưa vào cơ thể tổng hợp thành ceruloplasmin mới và sau đó lưu hành trong máu.

Ở những người mang đột biến dị hợp thì sự tái xuất hiện của các chất phóng xạ chậm hơn, thấp hơn người bình thường và tiếp tục giảm ở những bệnh nhân mắc bệnh Wilson mang đột biến đồng hợp tử [26].

Chẩn đoán tổn thương gan bằng kính hiển vi điện tử

Các phân tích bằng kính hiển vi điện tử và tia X cho thấy tín hiệu đồng đặc hiệu tích lũy dày đặc electron bên trong các lysosome tối và nguyên sinh chất. Việc phát hiện các nguyên tử đồng gắn ở các lysosome của gan bằng kính hiển vi điện tử là hữu ích trong chẩn đoán các giai đoạn sớm của bệnh Wilson, thay cho việc định lượng đồng trong gan bằng máy đo quang phổ hấp phụ [26].

Mô học gan

Những thay đổi sớm nhất có thể phát hiện bằng kính hiển vi ánh sáng bao gồm glycogen lắng đọng trong nhân xung quanh tế bào gan và nhiễm mỡ mức độ trung bình. Ty thể tế bào gan thường biểu hiện sự không đồng nhất về kích thước và hình dạng, có sự phân chia của màng ty thể bên trong và bên ngoài. Với sự tiến triển của bệnh, protein gắn đồng được cô lập trong lysosome và có thể thấy các hạt electron dày đặc xung quanh các tiểu quản.
Hình ảnh bệnh lý của gan ở bệnh nhân Wilson bao gồm: thâm nhiễm tế bào đơn nhân, trong đó bao gồm chủ yếu là các tế bào lympho và các tế bào plasma; hoại tử từng phần lan rộng; phá hủy nhu mô; bắc cầu hoại tử gan; và xơ hóa. Đồng được coi là tác nhân của quá trình hình thành xơ gan [26].
Mô học não

Quan sát cấu trúc giải phẫu thấy rằng tổn thương não bao gồm thoái hóa và tạo thành các hốc, chủ yếu ở nhân vỏ hến, nhân cầu nhạt, nhân đuôi, và đồi thị. Ít có sự tương quan giữa các mức độ tổn thương thần kinh và những tổn thương bệnh học tại não. Các vùng não bị tổn thương không thấy tăng rõ nồng độ đồng so với các vùng não khác [26].

Cộng hưởng từ phổ não (MRS: Magnetic Resonance Spectroscopy) 
Tỷ lệ N-acetyl-aspartate/creatine giảm ở bệnh nhân tổn thương gan và thần kinh có mối liên quan giữa thoái hóa thần kinh và tất cả các biểu hiện của bệnh Wilson. Giảm myoinositol, choline và tăng glutamate não có thể thấy trên phim cộng hưởng từ phổ proton [31]. Giai đoạn muộn của bệnh, triệu chứng thần kinh càng nặng thì sự thay đổi này càng rõ rệt.

Chụp cắt lớp phát xạ hạt electron dương (PET: Positron Emission Tomography)

Chụp PET cho thấy một tỷ lệ giảm đáng kể tiêu thụ glucose ở tiểu não, thể vân, và giảm thấp hơn ở vỏ não, đồi thị.

Phân tích phim PET của bệnh nhân bị bệnh Wilson thấy giảm sự tập trung và hoạt tính của dopa-decarboxylase, biểu hiện suy giảm chức năng của đường dẫn truyền dopaminergic. Chụp PET cũng giúp theo dõi điều trị (sau điều trị thấy tăng các vùng chuyển hóa so với trước điều trị).
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Hình 1.6. Hình ảnh chụp PET não của bệnh nhân Wilson [26]
Điện tâm đồ

Các bất thường trên điện tâm đồ bao gồm phì đại tâm thất trái hoặc phì đại tâm thất cả 2 bên, tái cực sớm, ST chênh xuống, đảo ngược sóng T, và rối loạn nhịp. Các bất thường này rất ít gặp ở bệnh nhân Wilson khi có lắng đọng đồng ở tim [26].
1.1.6. Chẩn đoán
1.1.6.1. Chẩn đoán bệnh Wilson

- Tiêu chuẩn Sternlieb 
Tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh Wilson của Sternlieb (1978), bao gồm: 
1. Có triệu chứng thần kinh

2. Ceruloplasmin huyết thanh < 20mg/dl
3. Có vòng Kayser - Fleischer

4. Có các dấu hiệu tổn thương gan

Bệnh nhân được chẩn đoán bệnh Wilson khi có ít nhất 2 tiêu chuẩn 1 và 2 [32]. Ngoài ra, chụp cắt lớp vi tính sọ não cho thấy tăng tỷ trọng vùng nhân xám trung ương, teo vỏ não, giãn não thất, và chụp cộng hưởng từ sọ não thấy hình ảnh tăng tín hiệu trên thì T2W, giảm tín hiệu trên thì T1W ở vùng đồi thị, nhân bèo và các nhân ở cầu não, teo vỏ não, giãn não thất [33]. Tiêu chuẩn chẩn đoán này còn hạn chế vì không có thang điểm rõ ràng, không rõ tiêu chuẩn tổn thương gan và không phân loại thể lâm sàng.
- Tiêu chuẩn Ferenci

Tiêu chuẩn Ferenci được đưa ra tại Hội nghị bệnh Wilson và Menkes năm 2003 [29].

Với thang điểm này, chẩn đoán chủ yếu dựa vào các triệu chứng thần kinh, triệu chứng tại mắt cùng với các xét nghiệm máu, nước tiểu và phân tích gen. Tuy nhiên, các triệu chứng lâm sàng bệnh gan và các biến đổi transaminase huyết thanh không đưa vào tiêu chuẩn chẩn đoán, còn sinh thiết gan định lượng đồng trong gan khô lại rất khó thực hiện cho tất cả các bệnh nhân. Tăng lượng đồng trong nước tiểu 24 giờ có giá trị hơn tăng ceruloplasmin huyết thanh. Vì vậy thang điểm Ferenci cần phối hợp các yếu tố và phân tích gen là tiêu chuẩn rất tốt giúp chẩn đoán bệnh sớm.

Nghi ngờ chẩn đoán bệnh Wilson khi bệnh nhân có một trong các dấu hiệu: nồng độ ceruloplasmin dưới 20mg/dl; đồng niệu 24 giờ lớn hơn 100mcg, có vòng Kayser - Fleischer, nồng độ đồng trên mẫu sinh thiết gan > 250mcg/g trọng lượng khô.

Phân tích gen ATP7B được giới hạn để sàng lọc cho các thành viên gia đình có đột biến gen đã được xác định ở những bệnh nhân được chẩn đoán bệnh Wilson.

1.1.6.2. Chẩn đoán thể lâm sàng

Phân chia thể lâm sàng dựa vào cơ quan chính bị tổn thương [29]
- Thể tổn thương gan (những bệnh nhân bị bệnh Wilson có tổn thương gan và đã được khám kỹ để loại trừ các tổn thương thần kinh tại thời điểm chẩn đoán).
+ H1: Bệnh Wilson có tổn thương gan cấp tính
Bệnh nhân có biểu hiện vàng da cấp mà trước đó khỏe mạnh, vàng da biểu hiện giống như viêm gan cấp hoặc có biểu hiện tan máu cấp với nghiệm pháp Coombs âm tính hoặc kết hợp cả hai. Những bệnh nhân này có thể tiến triển thành suy gan và cần thiết phải ghép gan cấp cứu.

+ H2: Bệnh Wilson có viêm gan mạn tính
Bất kỳ bệnh nhân Wilson nào bị viêm gan mạn tính có triệu chứng hoặc không có triệu chứng đều có thể tiến triển thành xơ gan mất bù. Chẩn đoán thể này dựa vào hóa sinh học, chẩn đoán hình ảnh và bằng chứng giải phẫu bệnh gan.

- Thể tổn thương thần kinh
Tất cả các bệnh nhân bị bệnh Wilson có triệu chứng thần kinh hoặc tâm thần hoặc phối hợp được phát hiện tại thời điểm chẩn đoán đều được xếp vào thể thần kinh.

+ N1: Thể phối hợp với triệu chứng gan
Các bệnh nhân Wilson bị xơ gan tại thời điểm xác định triệu chứng thần kinh. Các biểu hiện bệnh lý gan mạn tính có thể xuất hiện trước các triệu chứng thần kinh nhiều năm hoặc xuất hiện trong quá trình làm các xét nghiệm chẩn đoán các tổn thương thần kinh.

+ N2: Thể thần kinh không kèm biểu hiện tổn thương gan

Các bệnh nhân này đã được làm các xét nghiệm tìm tổn thương gan, kể cả giải phẫu bệnh đều âm tính cho đến thời điểm chẩn đoán.

+ NX: Có hoặc không có tổn thương gan (tại thời điểm chẩn đoán chưa có kết quả xét nghiệm chẩn đoán bệnh gan).

- Thể khác: O (tổn thương thận, da, xương khớp ...)
- Các bệnh nhân có triệu chứng thần kinh (N1, N2, Nx) 

Nếu có các biểu hiện triệu chứng ngoại tháp, có vòng Kayser-Fleischer, ceruloplasmin huyết thanh giảm, đồng niệu tăng trên 100µg/24 giờ, thì có thể chẩn đoán chắc chắn bệnh Wilson mà không cần làm thêm các xét nghiệm khác.

- Các bệnh nhân có triệu chứng gan (H1, H2, N1)

Nếu có vòng Kayser-Fleischer, ceruloplasmin huyết thanh giảm, đồng niệu tăng trên 100µg/24 giờ, thì có thể chẩn đoán chắc chắn bệnh Wilson mà không cần làm thêm các xét nghiệm khác. Có thể sinh thiết gan để đánh giá mức độ nặng tổn thương gan, đồng thời có thể định lượng đồng trong gan.

Tuy nhiên ở một số bệnh nhân, không có biểu hiện lâm sàng hoặc triệu chứng không điển hình, đặc biệt là ở trẻ em có tổn thương gan. Cần được bác sỹ chuyên khoa mắt có kinh nghiệm soi mắt bằng đèn khe để tìm vòng Kayser-Fleischer. Trong một số trường hợp đặc biệt, các xét nghiệm có thể không thay đổi, vì vậy cần phân tích chi tiết các xét nghiệm trước khi chẩn đoán bệnh [29].
- Thể không rõ triệu chứng (giai đoạn tiền lâm sàng): ở giai đoạn trư​ớc khi có biểu hiện lâm sàng chỉ thấy lư​ợng ceruloplasmin giảm, đồng huyết thanh giảm và đồng niệu tăng. 
1.1.7. Điều trị 

 Đây là bệnh di truyền đã được xác định do đột biến gen ATP7B gây nên. Tuy nhiên, cho đến nay liệu pháp điều trị gen vẫn chưa được tiến hành, biện pháp điều trị chủ yếu là lập lại cân bằng lư​ợng đồng trong các mô của cơ thể, bao gồm: làm giảm lư​ợng đồng hấp thu ở ruột và tăng bài tiết đồng qua nước tiểu cùng với một số biện pháp hỗ trợ khác như ghép gan, lọc huyết tương...

1.1.7.1. Chế độ ăn uống

Bệnh nhân bị bệnh Wilson có rối loạn chuyển hóa đồng trong cơ thể gây lắng đọng đồng tại các cơ quan. Do đó những bệnh nhân này cần hạn chế lượng đồng đưa vào cơ thể.

Thức ăn và nước uống có hàm lượng đồng thấp có thể làm chậm sự tiến triển của bệnh và kiểm soát bệnh, nhưng quản lý chế độ ăn uống không được khuyến cáo như một liệu pháp điều trị duy nhất. Cần phải phối hợp các thuốc tăng thải đồng và chế độ ăn uống giảm lượng đồng [34].

- Kiêng các thực phẩm có nồng độ đồng cao: sò, ốc, hến, các loại hạt khô, socola, nấm, rau cải, cà chua, bí đỏ, tiết canh và nội tạng động vật (đặc biệt là gan).

- Kiểm soát nguồn nước: nước giếng hoặc nước đưa vào các hộ gia đình qua các đường ống bằng đồng cần được kiểm tra hàm lượng đồng. Nếu hàm lượng đồng cao thì cần có hệ thống lọc nước. Không uống các loại nước ngọt có gaz.
1.1.7.2. Các thuốc điều trị bệnh Wilson

- Thuốc D-penicillamine. 

Penicillamine là thuốc uống đầu tiên để điều trị bệnh nhân Wilson, được sử dụng từ năm 1956 [25]. Thuốc nhóm này chứa sulfhydryl tự do, có chức năng tạo phức gắp đồng.

Tác dụng chính của penicillamine trong bệnh Wilson là thúc đẩy sự bài tiết đồng vào nước tiểu. Penicillamine cũng có thể tạo ra metallothionein không độc với cơ thể [35].
Penicillamine được hấp thu nhanh qua đường tiêu hóa, lúc đói với nồng độ đỉnh ở ruột. Hơn 80% các penicillamine bài tiết qua thận.
Penicillamine được sử dụng cho điều trị bệnh nhân có triệu chứng, và tiền triệu chứng [36].
Khả năng dung nạp của pencillamine có thể tăng với liều tăng dần, 250-500mg/ngày, tối đa đến 1.500mg/ngày, uống chia 2-4 liều/ngày. Liều duy trì thường là 750 đến 1000 mg/ngày, uống chia 2 lần. Trẻ em là 20mg/kg/ngày, uống chia 2 hoặc 3 lần. 

Đối với phụ nữ có thai nên dùng liều ( 750mg/ngày, và có chỉ định mổ đẻ chủ động. Liều D-penicillamine giảm thêm 250mg/ngày vào 6 tuần cuối của thai kỳ và đến khi lành vết mổ hoàn toàn.

- Thuốc trientine

Trientine vào cơ thể sẽ đến các mô gắp đồng bằng cách tạo thành phức hợp ổn định của đồng với 4 nitro trong một vòng phẳng (C6H18N4) và thúc đẩy đào thải đồng qua nước tiểu.
Trientine là loại thuốc điều trị hiệu quả cho bệnh nhân Wilson và được chỉ định đặc biệt ở những bệnh nhân không dung nạp penicillamine. Trientine cũng có hiệu quả điều trị ban đầu cho bệnh nhân Wilson thể gan, hoặc bệnh gan mất bù ở giai đoạn khởi phát [37],[38].
Liều lượng trientine ở người lớn là 750 đến 1.500mg/ngày, chia 2 hoặc 3 liều/ngày, với 750mg hoặc 1.000 mg được sử dụng để điều trị duy trì. Ở trẻ em liều theo cân nặng thường dùng là 20mg/kg/ngày, xa bữa ăn.  


- Muối kẽm

Kẽm lần đầu tiên được Schouwink sử dụng để điều trị cho bệnh nhân Wilson ở Hà Lan vào đầu những năm 1960 [14].
Kẽm gây cản trở sự hấp thu đồng từ đường tiêu hóa (cạnh tranh hấp thu đồng từ ruột). Lượng đồng dư thừa sẽ bị thải ra ngoài qua phân.
Hiện nay, kẽm đang được điều trị duy trì và cũng được sử dụng như một liệu pháp đầu tiên, phổ biến nhất cho những bệnh nhân không có triệu chứng hoặc tiền triệu chứng. Điều trị kết hợp trientine với kẽm hoặc penicillamine với kẽm uống chia đều các khoảng thời gian trong ngày được áp dụng có hiệu quả.
Liều dùng với trẻ lớn và người lớn, liều 150mg/ngày, uống chia 3 lần/ngày. Đối với trẻ em, liều dùng là 75mg/ngày chia làm 3 lần, và khó xác định liều cho trẻ em dưới 5 tuổi, uống xa bữa ăn.

Muối kẽm acetate rất ít gây triệu chứng khó chịu ở dạ dày ruột, và muối gluconate ít tác dụng phụ hơn muối sulfate. Kẽm sulfat không dung nạp ở dạ dày, ruột và gây tăng bạch cầu ưa acid.

- Thuốc Dimercaprol

Dimercaprol dùng để điều trị ngộ độc kim loại nặng. Sau khi tiêm, thuốc phân bố vào mọi tổ chức, bao gồm cả não. Phức hợp dimercaprol - kim loại tương đối bền vững, nhanh chóng được đào thải ra ngoài chủ yếu qua thận.
Liều lượng và cách dùng

Tiêm bắp liều 2,5-3mg/kg thể trọng, cứ 4 giờ một lần trong 2 ngày đầu, 2 - 4 lần trong ngày thứ ba, sau đó 1-2 lần trong 10 ngày hoặc cho tới khi hồi phục.
- Thuốc ammonium tetrathiomolybrate

Thuốc gắn với đồng, protein tại ruột non và trong máu, có tác dụng thải độc đồng và ngăn chặn hấp thu đồng tại ruột non. Liều dùng: 0,2-0,3mg/kg/ngày (uống trong hoặc giữa các bữa ăn) [39].
- Thuốc curcumin

Curcumin là tinh chất nghệ vàng, được thử nghiệm trong phòng thí nghiệm để khôi phục một phần bất thường protein của một số đột biến ATP7B. Curcumin cũng là một chất chống oxy hóa lý tưởng và có thể hoạt động như một chất tạo phức với đồng. Tuy nhiên, chưa có dữ liệu lâm sàng của curcumin trên bệnh nhân bị bệnh Wilson [40].
- Điều trị thuốc chống oxy hóa

Chất chống oxy hóa, chủ yếu là vitamin E, có vai trò như điều trị bổ trợ và giúp cải thiện triệu chứng ở bệnh nhân Wilson (vì những bệnh nhân này có nồng độ vitamin E trong gan và huyết thanh thấp).

Cần bổ sung vitamin B6 cho các bệnh nhân bị rối loạn chuyển hóa piridoxine do dùng thuốc D-penicilamine với liều 25-50mg/ngày. 
Cucurmin là tinh chất nghệ vàng được sử dụng như một chất chống oxy hóa, có tác dụng khử độc và bảo vệ tế bào gan [40],[41]. 

1.1.7.3. Lọc huyết tư​ơng

Phương pháp này được chỉ định trong viêm gan nặng, viêm gan mất bù gây hoại tử tế bào gan dẫn tới giải phóng ra một lượng ion đồng lớn (Cu++) vào hệ tuần hoàn có thể gây thiếu máu tan máu và suy thận. Lọc huyết tương làm giảm lư​ợng đồng trong huyết thanh cho đến khi thay ghép gan đư​ợc thực hiện. Phương pháp này tốn kém nên hiện nay ít được sử dụng trong điều trị [42].

1.1.7.4. Ghép gan

Ghép gan (Orthotopic liver transplantation: OLT) được chỉ định cho tất cả các bệnh nhân bị bệnh Wilson không đáp ứng với điều trị nội khoa, và đó là lựa chọn duy nhất có hiệu quả đối với những người có biểu hiện suy gan bùng phát tối cấp.
Bảng 1.1. Chỉ số tiên lượng suy gan tối cấp [43]
	Điểm
	0
	1
	2
	3
	4

	Bilirubin huyết thanh (mmol/L)
	<100
	100-500
	151-200
	201-300
	>300

	AST huyết thanh (IU/L)
	<100
	100-150
	151-200
	201-300
	>300

	Thời gian Prothrombin (giây)
	<4
	4-8
	9-12
	13-20
	>20


 Cần ghép gan để cứu sống những bệnh nhân có tổng điểm tiên lượng ( 7. Những bệnh nhân này sẽ tử vong trong vòng 2 tháng nếu không được điều trị thích hợp. Trong thời gian chờ ghép gan, bệnh nhân cần được thay huyết tương hoặc lọc máu để bảo vệ ống thận khỏi bị đồng phá hủy [44],[45].
1.1.7.5. Liệu pháp gen

Liệu pháp gen hướng vào gan qua vector AAV (Adeno - Associated Virus) là một lựa chọn tốt cho bệnh Wilson. Gen gắn vector AAV được thử nghiệm trên chuột đã thu được hiệu quả điều trị ban đầu: làm giảm nồng độ đồng trong gan, cải thiện trên hình ảnh giải phẫu bệnh khi so sánh với các con chuột mang đột biến gen ATP7B không được điều trị liệu pháp gen.

Cách tiếp cận này vẫn đang còn trong giai đoạn nghiên cứu thử nghiệm tiền lâm sàng và mục tiêu phát triển ứng dụng lâm sàng trong 5 - 6 năm nữa.

Bảng 1.2. Kế hoạch ứng dụng lâm sàng của liệu pháp gen [46].
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1.1.8. Tiên lượng và phòng bệnh 
Bệnh Wilson là bệnh rối loạn chuyển hóa xếp vào nhóm bệnh mạn tính. Tiên lượng bệnh phụ thuộc vào thể bệnh, giai đoạn được chẩn đoán và điều trị.

Thể bệnh suy gan tối cấp thường tử vong nhanh nếu không được ghép gan cấp cứu. Các thể bệnh khác tiến triển nặng dần nếu không được điều 
trị sớm.

Các biến chứng nặng của bệnh Wilson không được điều trị liên quan đến suy gan cấp tính, rối loạn chức năng gan mạn tính với một trong hai dạng tiến triển xơ gan và ung thư biểu mô tế bào gan. Ngoài ra có thể gặp xuất huyết do giãn tĩnh mạch, bệnh gan não có suy gan và co cứng, co vặn các chi, hội chứng gan thận, và rối loạn đông máu ở bệnh nhân suy gan. Những bệnh nhân này thường tử vong ở độ tuổi 30, nếu không được ghép gan.

Những bệnh nhân được điều trị sớm, đúng phác đồ, điều trị cả đời và đặc biệt là nhóm tiền triệu chứng cho kết quả tốt.

Tiên lượng sau khi ghép gan là tương đối tốt, tỷ lệ sống trên 72% sau 20 năm [45].
Những ngư​ời trong dòng họ và những người trong gia đình có bệnh nhân bị bệnh Wilson nên đư​ợc khám sớm, phân tích gen ATP7B, xét nghiệm sinh hóa để được chẩn đoán và điều trị sớm. Xác định gen đột biến bằng sàng lọc sau sinh và chẩn đoán trước sinh có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong việc chẩn đoán sớm và tư vấn di truyền.

1.2. Bệnh học phân tử bệnh Wilson
1.2.1. Vị trí, cấu trúc và chức năng của gen ATP7B 
Gen đột biến gây bệnh Wilson được phát hiện trên nhiễm sắc thể số 13 từ năm 1985 và được xác định là gen ATP7B vào năm 1993 [47],[48].

Cho đến nay cấu trúc gen, cơ chế bệnh học phân tử đã được nghiên cứu đầy đủ và rõ ràng. Gen ATP7B gồm 21 exon, có chiều dài 121.013 cặp base (từ cặp base 51.891.085 đến 52.012.098), mã hóa 1465 acid amin [49].

Gen ATP7B là một protein đặc trưng của nhóm vận chuyển kim loại trong tế bào với các vùng chức năng: vùng xuyên màng, vùng N- vị trí bám nucleotid; vùng P- phosphoryl hóa; vùng A - khử phosphoryl hóa và vùng MBDs (Metal Binding Domains) là vị trí bám cho các nguyên tử đồng [50].
Gen ATP7B điều khiển quá trình sản xuất protein gọi là ATPase 2 vận chuyển đồng. Protein này thuộc họ ATPase P, thuộc nhóm protein vận chuyển kim loại ra vào tế bào bằng cách sử dụng năng lượng được lưu trữ trong các phân tử adenosine triphosphate (ATP). Protein ATPase 2 vận chuyển đồng được tìm thấy chủ yếu ở gan và một lượng nhỏ trong thận và não, đóng vai trò trong việc vận chuyển đồng từ gan đến các bộ phận khác của cơ thể. Đồng là một phần quan trọng của một số enzym giúp duy trì chức năng tế bào bình thường. ATPase 2 vận chuyển cũng tham gia vào quá trình loại bỏ đồng thừa ra khỏi cơ thể.

Trong các tế bào gan, ATPase 2 vận chuyển đồng được tìm thấy trong bộ máy Golgi, tham gia vào quá trình sản xuất một số enzyme và protein. Ở đây, ATPase 2 vận chuyển đồng sẽ cung cấp đồng cho một protein gọi là ceruloplasmin, đồng sẽ đến các cơ quan khác của cơ thể qua đường máu. Nếu lượng đồng trong gan quá cao ATPase 2 sẽ vận chuyển đồng ra khỏi bộ máy Golgi và đào thải ra ngoài qua đường mật. Mật là một chất được sản xuất bởi gan, rất quan trọng trong quá trình tiêu hóa và loại bỏ chất thải [49].
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Vù ng MBSs  

Vù ng A  
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Hình 1.7. Cấu trúc protein ATP7B [50]. 
1.2.2. Đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson 

Cho đến nay, các nhà khoa học trên thế giới đã xác định được hơn 500 đột biến khác nhau trên gen ATP7B gây bệnh Wilson. Các đột biến này khác nhau giữa các vùng quốc gia lãnh thổ; đột biến phổ biến khác nhau giữa các chủng tộc.

Đột biến p.H1069Q dẫn đến acid amin histidine bị thay thế bởi glutamine ở vị trí 1069. Đột biến đặc biệt này xảy ra ở gần 40% các bệnh nhân Wilson ở Bắc và Đông Âu. Khoảng 30% số người châu Á mắc bệnh Wilson có một đột biến thay thế acid amin arginine thành leucine ở vị trí 778 trên exon 8 (p.R778L).

Thống kê ở nhiều nghiên cứu cho thấy phân bố đột biến phổ biến khác nhau giữa các quốc gia (bảng 1.3).

Bảng 1.3: Một số dạng đột biến phổ biến trên thế giới
	STT
	Tên quốc gia
	Đột biến

phổ biến nhất
	Tần số
	Tài liệu tham khảo

	1
	Cáp-ca
	p.H1069Q
	33,3%
	[51]

	2
	Anh
	p.H1069Q
	19%
	[52]

	3
	Romani
	p.H1069Q
	38,1%
	[53]

	4
	Bắc Mỹ
	p.H1069Q
	38%
	[54]

	5
	Nga
	p.H1069Q
	39%
	[54]

	6
	Thụy Điển
	p.H1069Q
	38%
	[54]

	7
	Saudia Arabria
	4193delC
	53,3%
	[55]

	8
	Hàn Quốc
	p.R778L
	37,9%
	[56]

	9
	Đài Loan
	p.R778L
	29,63%
	[57]

	10
	Trung Quốc
	p.R778L
	23,29%
	[58]

	11
	Nhật Bản
	p.R778L
	20%
	[59]

	
	
	2871delC
	20%
	


Ở các quốc gia, châu lục có sự đa dạng sắc tộc cũng thấy sự khác biệt tần số đột biến phổ biến. Phân tích gen ATP7B cho 108 người Mỹ trắng bị bệnh Wilson phát hiện 78% số bệnh nhân mang đột biến: đột biến phổ biến nhất là p.H1069Q (chiếm 40,3% số alen đột biến), sau đó là đột biến N1270S [60]. Ngược lại, đột biến phổ biến nhất ở Brazil (Nam Mỹ) là c.3402 delC (30,8% số alen đột biến), sau đó là đột biến p.L708P (15,7% alen đột biến), không có bệnh nhân nào mang đột biến p.H1069Q [61]. 
Hầu hết các nghiên cứu đều thấy đột biến phổ biến nhất ở châu Á là p.R778L, nhưng phân tích gen ATP7B cho 52 bệnh nhân Wilson ở Ấn Độ lại thấy đột biến phổ biến nhất là p.C271X (chiếm 20,1% số alen đột biến), sau đó là đột biến p.E122fs (chiếm 10,6% số alen đột biến) [62].
Nghiên cứu ở Ai Cập (châu Phi) cho thấy đột biến phổ biến nhất ở 48 bệnh nhi bị bệnh Wilson là p.N1270S, sau đó là đột biến p.H1069Q. Nghiên cứu còn phát hiện được 75% số bệnh nhi này có bố mẹ cùng huyết thống [63]. Các nghiên cứu khác ở Iran (vùng Trung Đông), ở Sec-bi-a (Đông Nam châu Âu), Phần Lan, cộng hòa Séc và Slovakia cũng thấy đột biến phổ biến nhất gây bệnh Wilson là p.H1069Q [64],[65],[66],[67].   
Phân tích đột biến gen cho 138 bệnh nhân Wilson từ nhiều quốc gia khác nhau cũng thấy đột biến phổ biến khác nhau giữa các quốc gia này: p.H1069Q là đột biến phổ biến ở Romani; đột biến p.G1281D phổ biến ở Thụy Điển; đột biến p.M645R và p.A1278V phổ biến ở Ecuado; đột biến c.3852-3875del24 phổ biến ở Sardinia [68].
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Hình 1.8. Phân bố một số đột biến trên gen ATP7B [69].
p.R778L là đột biến hay gặp ở vùng châu Á và p.H1069Q là đột biến hay gặp ở vùng Trung, Bắc và Đông Âu
Đột biến gen gây bệnh Wilson cũng tập trung ở một số exon phổ biến và có sự khác nhau giữa các quốc gia: đột biến phổ biến trên exon 14 và 18 ở người Mỹ trắng, người Iran; đột biến phổ biến trên exon 2, 8, 13, 14 và 18 phổ biến ở người Ấn Độ; khoảng 2/3 số bệnh nhân mang đột biến gen ở  Brazil trên exon từ 8 đến 15 [60],[64],[62],[61].
Nghiên cứu khác cho thấy đột biến gen tập trung nhiều nhất trên exon 2, 8 và 14 (hình 1.8) [52].
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Hình 1.9. Phân bố đột biến trên gen ATP7B [52]
Ngoài ra đột biến gen ATP7B cũng rất đa dạng trên cùng một quốc gia, cùng một chủng tộc. Một nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson ở Trung Quốc (năm 2000), cho thấy các dạng đột biến gen rất đa dạng (bảng 1.4).

Bảng 1.4. Kiểu gen trên bệnh nhân Wilson Trung Quốc [70]
	Exon
	Đột biến
	Thay đổi acid amin
	Thay đổi nucleotid

	3
	1384del17
	His stop
	1384 delete 17 bp

	7
	C656X
	Cys > X
	1971 C

	8
	R778L
	Arg > Leu (CGG>CTG)
	2333 G>T

	12
	G943D
	Gly > Asp (GGT>GAT)
	2828 G>A

	15
	V1106I
	Val > Ile (GTC>ATC)
	3316 G>A

	16
	V1140A
	Val > Ala (GTC>GCC)
	3419 T>C

	17
	V1216M
	Val > Met (GTG>ATG)
	3646 G>A

	
	Đa hình
	
	

	4
	IVS4-5T/C
	
	1708-5 t>c

	8
	L/L770
	
	2310 C>G

	10
	2495A > G
	
	2495 A>G

	18
	IVS18 + 6C/T
	
	3903 + 6 c>t

	20
	IVS20 + 5A/G
	
	4124 + 5 a>g

	21
	IVS21 + 3
	
	4398 + 3 t>g


Do phần lớn các đột biến gây bệnh là đột biến điểm cho nên cho đến thời điểm hiện tại phương pháp giải trình tự gen vẫn được coi là ưu việt nhất trong việc chẩn đoán phát hiện các đột biến gen ATP7B. 
Cho đến nay, ở Việt Nam đã có một số nghiên cứu phát hiện đột biến bằng giải trình tự gen giúp cho quá trình chẩn đoán sớm, điều trị và tư vấn di truyền như bệnh tăng sản thượng thận bẩm sinh, loạn dưỡng cơ Duchenne, thoái hóa cơ tủy… 

Bệnh Wilson bắt đầu được áp dụng kỹ thuật giải trình tự gen để phát hiện đột biến trong chẩn đoán, điều trị và tư vấn di truyền vào năm 2011 sau nghiên cứu xây dựng quy trình phát hiện đột biến gen ATP7B của Tạ Thành Văn và cộng sự [71].
1.2.3. Đặc điểm di truyền của bệnh Wilson
Bệnh Wilson là bệnh di truyền lặn trên nhiễm sắc thể thường, thuộc vị trí 13q14.3, tuân theo quy luật Mendel. 
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Hình 1.10. Phả hệ một gia đình bị bệnh di truyền lặn trên NST thường
 Thế hệ I, II không có người bị bệnh, thế hệ III có người bị bệnh.
(http://ditruyen.com)

Từ phả hệ ở hình 1.10 cho thấy bệnh nhân có thể mang một alen bệnh của bố hoặc một alen bệnh của mẹ hoặc cả hai alen bệnh của bố và mẹ. Bố, mẹ của bệnh nhân có thể mang gen đồng hợp lặn hoặc gen dị hợp. Các anh chị em của bệnh nhân có thể mang gen bệnh hoặc không. Những người mang gen bệnh đều có khả năng truyền cho con cháu. Tỷ lệ nam và nữ bị bệnh là như nhau. 
+ Nếu cha mẹ là dị hợp tử (Rr) khả năng con bị bệnh (rr) là 25%, con dị hợp tử (Rr) mang gen lặn là 50%, con bình thường hoàn toàn (RR) là 25%. Trong quần thể trường hợp này hay gặp nhất. 

+ Nếu cha (hoặc mẹ) là người bình thường (RR) kết hôn với người mang gen dị hợp tử (Rr) thì khả năng sinh ra con bình thường (RR) là 50%, con bị dị hợp tử (Rr) là 50%. 

+ Nếu cha (hoặc mẹ) là người bình thường kết hôn với người bị bệnh (rr) thì khả năng sinh con mang gen dị hợp tử (Rr) là 100%. 

1.2.4. Cơ chế bệnh học phân tử của bệnh Wilson 

Enzym P-ATPase đóng vai trò vận chuyển đồng qua màng tế bào. Ở bệnh nhân Wilson mang đột biến trên gen ATP7B gây thiếu hụt enzym này làm rối loạn quá trình vận chuyển đồng trong cơ thể và gây ra các triệu chứng đa dạng trên lâm sàng do tích lũy đồng tại các cơ quan đích [48].
Khoảng một nửa các đột biến làm thay đổi một trong các cấu trúc protein (acid amin) được sử dụng để tạo nên ATPase 2 vận chuyển đồng. Loại đột biến này làm thay đổi cấu trúc 3 chiều của protein hoặc tính ổn định của nó, ngăn chặn ATPase 2 vận chuyển đồng. 

Loại đột biến xóa hoặc chèn các phân đoạn nhỏ của DNA trên gen ATP7B hoặc tạo mã kết thúc sớm của gen ATPase 2 vận chuyển đồng. Kết quả là không sản xuất được protein, hoặc tạo ra một lượng nhỏ protein bất thường. Những loại đột biến này thường dẫn đến các triệu chứng nghiêm trọng hơn những đột biến mà chỉ thay đổi một acid amin duy nhất.

Với tình trạng thiếu các protein chức năng, quá trình loại bỏ các đồng thừa ra khỏi cơ thể bị suy giảm, đồng tích lũy dần đến mức độ độc hại có thể làm hỏng mô và cơ quan, đặc biệt là gan và não [49].


Biến thể ATP7B có một phổ rộng các thuộc tính. Khi phân tích các đột biến gây bệnh Wilson với các hoạt động chức năng của gen ATP7B cần đánh giá các hoạt động chức năng của đột biến có liên quan đến biểu hiện lâm sàng. Phân tích đặc tính chi tiết của từng đột biến gây bệnh có thể cần thiết cho sự hiểu biết tốt hơn về các mối tương quan kiểu gen-kiểu hình trong bệnh Wilson. Mặc dù đột biến nằm trong cùng một vùng có thể có tính chất tương tự nhưng ảnh hưởng đến chức năng vận chuyển của các protein khác nhau như đột biến p.P840L và p.I857T, cả hai đều nằm ở vùng A (Hình 1.11). Những ảnh hưởng nghiêm trọng hơn của đột biến p.P840L về chức năng protein có thể do tính khác biệt giữa sự thay thế  P > L so với sự thay thế của I>T.

Việc so sánh p.A874V với các biến thể p.G875R gần đây minh họa kiến ​​trúc cực kỳ tinh tế và chính xác của ATP7B. Đột biến p.A874V nằm trong vòng lặp linh hoạt của vùng A (Hình 1.11) và dự kiến ​​sẽ không làm thay đổi rõ rệt cấu trúc protein. Nhưng trong các tế bào, sự thiếu chính xác gấp khúc của cấu trúc protein do đột biến p.A874V gây rối loạn quá trình bài tiết đồng và có khả năng gây bệnh Wilson [72].
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Hình 1.11. Vị trí đột biến trên gen ATP7B [72]
Kết hợp trong ống nghiệm và trong thử nghiệm in vivo cũng phân biệt giữa tác động của đột biến gấp khúc protein và chức năng. Khi xuất hiện các đột biến làm mất tính ổn định của protein có thể làm mất một phần hay hoàn toàn chức năng protein, dẫn đến thay đổi kiểu hình ở cá thể mang đột biến.
Do đó, trong tương lai cần nỗ lực sửa kiểu hình đột biến bằng cách cải thiện sự ổn định protein. Các nghiên cứu gần đây trong dược lý sử dụng 4- phenylbutyrate và curcumin minh họa cho khả năng điều chỉnh sự ổn định hoặc cải thiện khiếm khuyết của một số đột biến của gen ATP7B trong tế bào. Ngược lại, cải thiện sự ổn định của các đột biến khác (như p.G85V hoặc đột biến nằm trong vùng lân cận của vùng chức năng chính: hình 1.11) có thể không có tác dụng vì những đột biến thiếu hoạt tính xúc tác và vận chuyển. Những thay đổi không gây bệnh (p.V456L và p.K832R) có thể làm giảm hoạt tính của gen ATP7B. Sự hiện diện của các biến thể này dù không thể đơn độc gây bệnh, nhưng có thể có một tác động kép khi kết hợp với những đột biến khác gây bệnh.

Như vậy, những đột biến trên gen ATP7B có mức độ ảnh hưởng khác nhau lên sự thay đổi protein, hoạt động xúc tác và vận chuyển, cũng như định vị trong tế bào. Đột biến ảnh hưởng đến chức năng vận chuyển có thể gây khởi phát muộn của bệnh hoặc mất tính ổn định nếu rối loạn trạng thái trao đổi chất trong các tế bào. Đặc tính chi tiết của đột biến ATP7B có thể góp phần vào việc phân tích các mối tương quan kiểu gen-kiểu hình trong bệnh Wilson [72].
1.3. Các kỹ thuật phát hiện đột biến gen ATP7B 

1.3.1. Kỹ thuật sắc ký lỏng cao áp biến tính

Sắc ký lỏng cao áp biến tính một phần (pDHPLC) là một phương pháp phát hiện sự thay đổi trình tự nucleotid (các đột biến điểm hoặc các đa hình gen-SNP) trên gen. Kỹ thuật này phân biệt được alen kiểu dại và alen đột biến nhờ vào đặc tính sắc ký tại nhiệt độ gây biến tính một phần và pH của chúng. Nếu thực hiện trên một số lượng mẫu lớn, pDHPLC giúp tiết kiệm chi phí và thời gian hơn nhiều so với kỹ thuật giải trình tự. Tuy nhiên, đây chỉ là phương pháp gián tiếp xác định sự thay đổi trình tự nucleotid. Kết quả vẫn cần kiểm tra lại bằng kỹ thuật giải trình tự gen trực tiếp.

[image: image12.emf]
Hình 1.12. Nguyên tắc kỹ thuật pDHPLC [73]
1.3.2. Sử dụng enzym cắt giới hạn

Xác định đột biến bằng kỹ thuật cắt enzym giới hạn là phương pháp gián tiếp, tại các vị trí có điểm cắt của enzym. Ưu điểm của phương pháp này là nhanh, chính xác, giá thành rẻ, ít phức tạp. Nhược điểm là không phát hiện được toàn diện các đột biến trên gen mà chỉ xác định được đột biến tại vị trí đã biết trước và thường là các đột biến phổ biến. Kỹ thuật này ít được sử dụng để phát hiện đột biến gen ATP7B do đột biến trên gen ATP7B ít tập trung tại một vị trí mà nằm rải rác khắp chiều dài gen. 

[image: image13.emf]
Hình 1.13: Hình ảnh minh họa xác định đột biến R778W trên gen ATP7B bằng kỹ thuật cắt enzym giới hạn.. Mr: Marker100bp. M: mẹ bệnh nhân; F: bố bệnh nhân; S: chị gái bệnh nhân; WD: bệnh nhân. Nếu bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử R778W thì sản phẩm 256 bp sẽ không bị cắt và chỉ có 1 vạch, trong trường hợp đột biến dị hợp tử, 1 alen sẽ bị cắt và sản phẩm PCR sẽ có 3 vạch 256 bp, 216 bp và 29 bp, nếu không có đột biến sản phẩm PCR sẽ bị cắt thành 2 sản phẩm với kích thước 216 bp và 29 bp [74].
Năm 2010, Đỗ Thanh Hương và cộng sự đã sử dụng phương pháp này để xác định đột biến gen Arg778Leu ở bệnh nhân Wilson Việt Nam [5].
1.3.3. Kỹ thuật giải trình tự gen (DNA sequencing)

Do phần lớn các đột biến gen ATP7B gây bệnh Wilson là đột biến điểm và thường nằm rải rác khắp chiều dài của gen nên phương pháp giải trình tự gen ATP7B vẫn được coi là một tiêu chuẩn vàng để phát hiện các đột biến gen gây bệnh.
Giải trình tự gen tự động được thiết kế trên nguyên tắc sử dụng dideoxynucleotid (ddNTP) do Sanger và CS phát minh. Với các máy thế hệ sau này, 4 màu huỳnh quang khác nhau được dùng để đánh dấu 4 loại ddNTP, nhờ vậy phản ứng giải trình tự có thể thực hiện trong một ống nghiệm và chỉ cần điện di trên một hàng chứ không phải trên 4 hàng khác nhau như trước đây. Đối với phương pháp giải trình tự tự động, 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 và sẽ được máy ghi nhận rồi chuyển về máy tính phân tích. Máy phân tích sẽ nhận diện được các nucleotid tương ứng với mỗi màu huỳnh quang khác nhau từ đó biết được trình tự của DNA đích. Trình tự gen được đối chiếu và so sánh với trình tự gen trên Genebank (National Center for Biotechnology Information - NCBI) để phát hiện đột biến. 
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Hình 1.14. Trình tự nucleotid được xác định trên máy giải trình tự gen [75].
Kỹ thuật giải trình tự gen đã được ứng dụng trong nhiều nghiên cứu để xác định các đột biến mất nucleotid, thay thế nucleotid hoặc thêm nucleotid trên gen ATP7B. 
1.4. Mối tương quan giữa đột biến gen ATP7B và kiểu hình ở bệnh nhân Wilson
1.4.1. Mối tương quan giữa các dạng đột biến và kiểu hình

Có nhiều dạng đột biến trên gen ATP7B, phổ biến nhất là đột biến sai nghĩa. Ngoài ra còn có các dạng đột biến khác như: đột biến vô nghĩa, đột biến mất và thêm nucleotid gây lệch khung dịch mã, đột biến tại vị trí cắt nối gen. 
Các dạng đột biến khác nhau sẽ có mối tương quan với biểu hiện lâm sàng ở bệnh nhân Wilson. Hầu hết các nghiên cứu đều thấy rằng đột biến gen ATP7B dạng vô nghĩa, lệch khung dịch mã đều có biểu hiện lâm sàng nặng với tổn thương gan tối cấp hoặc hỗn hợp gan-thần kinh nặng hoặc biểu hiện bệnh sớm.

Đột biến DRD2 -141 C Ins/Del thể đa hình ảnh hưởng đến sự biểu hiện các triệu chứng thần kinh, tâm thần do làm mất cân bằng chất dẫn truyền thần kinh Dopamin, làm tăng tính nhậy cảm hơn với sự nhiễm độc các nhân xám trung ương do sự lắng đọng đồng. Do đó, các bệnh nhân mang đột biến H1069Q có biểu hiện triệu chứng thần kinh và tâm thần sớm hơn khoảng 6 năm so với nhóm không mang các alen này [76].
Các dạng đột biến lệch khung dịch mã thường biểu hiện triệu chứng lâm sàng sớm hơn các dạng đột biến khác [77]. Hầu hết các nghiên cứu đều cho kết quả nhóm đột biến lệch khung dịch mã gặp tỷ lệ suy gan tối cấp cao hơn các nhóm đột biến khác, khởi phát bệnh sớm hơn và ceruloplasmin huyết thanh thấp hơn dạng đột biến sai nghĩa [78],[79].  

Nghiên cứu 77 bệnh nhân tại Hy Lạp cho thấy đột biến sai nghĩa có tỷ lệ cao nhất, trong đó đột biến xóa đoạn gây lệch khung dịch mã biểu hiện thể lâm sàng nặng với tổn thương thần kinh và suy gan tối cấp [80].

Phân tích gen trên 182 bệnh nhân bị bệnh Wilson cho kết quả nhóm đột biến dạng vô nghĩa, lệch khung dịch mã và vùng cắt nối biểu hiện sớm hơn và nặng hơn với suy gan tối cấp so với nhóm mang các dạng đột biến khác [81]. Nghiên cứu ở Phần Lan cho kết quả đột biến vô nghĩa và đột biến lệch khung dịch mã khởi phát bệnh sớm hơn và rối loạn chuyển hóa nặng hơn so với dạng đột biến sai nghĩa [82]. Nghiên cứu khác ở Bungary trên 126 bệnh nhân cho thấy nhóm đột biến dạng vô nghĩa và lệch khung dịch mã có biểu hiện triệu chứng lâm sàng sớm hơn, nặng hơn và ceruloplasmin huyết thanh thấp hơn so với nhóm đột biến sai nghĩa [83].

Nghiên cứu tại Trung Quốc cũng cho kết quả nhóm đột biến dạng vô nghĩa và lệch khung dịch mã thường gặp triệu chứng tiên phát tại gan với thay đổi sớm nhất là tăng enzym gan (tăng ALT) và ceruloplasmin huyết thanh thấp [84].

Đột biến ở vị trí cắt nối c.3244 - 2 A> C thường khởi phát sớm với triệu chứng nặng và tiên lượng xấu [82].

Nghiên cứu của tác giả Lee thấy rằng nhóm mang đột biến nặng thể vô nghĩa/ lệch khung/đột biến vùng cắt nối thường biểu hiện lâm sàng thể nặng (thể hỗn hợp gan - thần kinh) (hình 1.14) [81].
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Hình 1.15. Các dạng đột biến và thể lâm sàng của bệnh Wilson [81].
1.4.2. Tương quan giữa một số đột biến điểm trên gen ATP7B và kiểu hình

1.4.2.1. Tương quan giữa đột biến và tuổi khởi phát 

Các đột biến hay gặp p.R778L và p.H1069Q biểu hiện lâm sàng nặng ở nhóm bệnh nhân Wilson khởi phát trước 20 tuổi và mức độ nhẹ ở nhóm sau 20 tuổi [85].
Những bệnh nhân mang đột biến p.R778L thường khởi phát bệnh sớm, nhóm mang đột biến p.H1069Q biểu hiện bệnh muộn hơn [77]. Nhóm bệnh nhân mang đột biến gen p.R778L khởi phát bệnh ở tuổi 8,1 ( 1,7 tuổi [86]; nhóm mang đột biến p.H1069Q khởi phát bệnh muộn hơn ở tuổi trung bình là 18,7 tuổi nếu đột biến dị hợp và 16,4 tuổi nếu đột biến đồng hợp [87].
Nghiên cứu khác trên 227 bệnh nhân Wilson cho thấy nhóm mang đột biến p.H1069Q triệu chứng khởi phát muộn nhất ở thể thần kinh (20,9 ( 4,9 tuổi) so với nhóm thể hỗn hợp gan - thần kinh (17,9 ( 5,9 tuổi) và nhóm thể gan (13,3 ( 4,5 tuổi) [67].
Nhóm bệnh nhân Wilson mang đột biến c.3207C>A khởi phát bệnh muộn và chẩn đoán muộn: tuổi khởi phát là 10 - 41 tuổi; tuổi chẩn đoán là 12 - 63 tuổi [88].

Một số dạng đột biến gen khác cũng liên quan đến tuổi khởi phát muộn: đột biến p.S932X và p.W779X [89].

1.4.2.2. Tương quan giữa đột biến và thể lâm sàng

Hầu hết các nghiên cứu thấy rằng đột biến p.H1069Q biểu hiện thể lâm sàng tổn thương thần kinh và đột biến p.R778L biểu hiện tổn thương gan [77],[78]. 

Nghiên cứu 66 bệnh nhân ở Trung Quốc cho kết quả 74% bệnh nhân thể gan mang đột biến p.R778L [70].

Một nghiên cứu khác ở Trung Quốc phân tích gen ATP7B cho 62  bệnh nhân Wilson 31,9% mang đột biến p.R778L, những bệnh nhân này có biểu hiện tổn thương gan với tăng transaminase huyết thanh sớm [84].

Đột biến gen p.H1069Q thường biểu hiện lâm sàng muộn với các triệu chứng thần kinh [90].

Nghiên cứu 68 người mang gen đột biến p.H1069Q dạng dị hợp trong cộng đồng cho thấy những cá thể này có tỷ lệ ceruloplasmin cao hơn những người mang gen đột biến khác, có thể do đột biến này không nặng nên ít biến đổi kiểu hình [91].

Một số dạng đột biến gen khác cũng có thể có thể liên quan đến các thể lâm sàng: đột biến p.D765N biểu hiện tổn thương gan và thần kinh nặng; đột biến p.S932X gặp ở bệnh nhân có xơ gan và rối loạn đông máu; đột biến c.2335T>G (p.W779G) có tổn thương thần kinh nặng [89],[92].

Bên cạnh đó cũng có một số nghiên cứu không tìm thấy mối tương quan giữa đột biến gen ATP7B và các biểu hiện lâm sàng, cận lâm sàng như: hàm lượng cerulopasmin, đồng niệu và đồng trong gan khô; không tìm thấy mối tương quan giữa các thể lâm sàng và đột biến p.H1069Q [67],[93],[54].
1.4.2.3. Các mối tương quan khác với kiểu gen ATP7B
Nghiên cứu của Tawhida Y tại Ai Cập cho thấy 75% bệnh nhân mang đột biến đồng hợp có bố mẹ cùng huyết thống [63]. Điều này phù hợp với quy luật di truyền gen lặn trên nhiễm sắc thể thường của Mendel.
Anh chị em ruột mang cùng đột biến trong đó 86% có tương đồng triệu chứng lâm sàng thể gan; 66% tương đồng triệu chứng lâm sàng thể thần kinh. Như vậy, anh chị em ruột mang cùng gen vẫn có tỷ lệ lớn biểu hiện lâm sàng khác nhau. Điều đó có thể do tác động của gen khác hoặc do yếu tố môi trường [82].
Phân tích gen ATP7B ở các gia đình bệnh nhân Wilson ở Ấn Độ cho thấy bệnh nhân mang gen đột biến thể dị hợp cũng biểu hiện bệnh. Điều này gợi ý rằng có yếu tố khác tác động vào kiểu hình gây bệnh hoặc có sự cộng hưởng của nhiều đột biến dạng dị hợp gây bệnh Wilson [87].
Một số gen khác có thể tác động đến biểu hiện lâm sàng của bệnh Wilson: gen MTHFR, ATOX1, XIAP, COMMD1. Tuy nhiên các gen này đang trong giai đoạn thử nghiệm để chứng minh vai trò gây bệnh đối với các bệnh nhân bị bệnh Wilson [41]. 
Gen MURR1 có tác động đến biểu hiện lâm sàng của bệnh nhân mang đột biến gen ATP7B nhưng nó không có vai trò sinh bệnh học nếu ceruloplasmin huyết thanh trong giới hạn bình thường [94]. 
CHƯƠNG 2
ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1.  Đối tượng nghiên cứu

Nghiên cứu gồm 60 bệnh nhân đã được chẩn đoán bệnh Wilson thỏa mãn các tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân.

Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân:

Tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân theo thang điểm Ferenci (bảng 2.1) [29]:

Bảng 2.1. Thang điểm chẩn đoán bệnh Wilson theo Ferenci [29]
	Các chỉ số
	Điểm

	Vòng Kayser-Fleischer 

	· Có

	2

	· Không

	0

	Các triệu chứng thần kinh

	· Có

	2

	· Không

	1

	Xét nghiệm khác

	Ceruloplasmin huyết thanh

	· Bình thường (>20mg/dl) 

	0

	· 10-20mg/dl

	1

	· <10mg/dl 

	2

	Thiếu máu tan máu Test Coombs âm tính 

	· Có 

	1

	· Không 


	0

	Đồng trong mô gan

	· >5 giới hạn trên (>250µg/g) 
	2

	· 50-250µg/g 

	1

	· Bình thường (<50µg/g)                              
	-1

	· Có các hạt Rhodamine (+)
	1

	Đồng/nước tiểu 24 giờ 

	· Bình thường

	0

	· Tăng 1-2 lần 
	1

	· Tăng >2 lần

	2

	Bình thường,  nhưng tăng > 5 lần giới hạn trên sau khi dùng  D-penicillamine 
 
	2

	( 4: chẩn đoán xác định bệnh Wilson

   3: có thể bị bệnh Wilson, cần làm thêm xét nghiệm

≤ 2: rất ít khả năng mắc bệnh Wilson


Tất cả các bệnh nhân có tổng điểm ≥ 4, được đưa vào nghiên cứu

Tiêu chuẩn loại trừ: 

Nghiên cứu loại trừ những bệnh nhân không tự nguyện tham gia vào nghiên cứu

Nhóm đối chứng

          - Nhóm đối chứng gồm 40 người khỏe mạnh, tiền sử gia đình không có người mắc bệnh di truyền, được dùng để làm mẫu đối chứng cùng với mẫu nghiên cứu khi thực hiện các kỹ thuật sinh học phân tử và chạy kiểm chứng các đột biến mới phát hiện trên bệnh nhân.

2.2. Địa điểm nghiên cứu 

· Bệnh viện Nhi Trung Ương, Bệnh viện Bạch Mai, nơi chẩn đoán, điều trị và quản lý bệnh nhân bị bệnh Wilson.

· Trung tâm Nghiên cứu Gen-Protein Trường Đại học Y Hà Nội, nơi tiến hành các kỹ thuật di truyền phân tử.

2.3. Thời gian nghiên cứu


Thời gian từ tháng 9 năm 2012 đến tháng 9 năm 2015.

2.4. Phương pháp nghiên cứu

2.4.1. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp nghiên cứu: nghiên cứu mô tả cắt ngang.
Mỗi đối tượng nghiên cứu sẽ có một hồ sơ nghiên cứu bao gồm các thông tin về bệnh nhân (triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng, chẩn đoán, kết quả phân tích đột biến gen, điều trị) và phả hệ của gia đình, các thông tin về bố, mẹ, anh, chị, em ruột của bệnh nhân.
SƠ ĐỒ THIẾT KẾ NGHIÊN CỨU
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2.4.2. Cỡ mẫu nghiên cứu

+ Bệnh Wilson là bệnh di truyền hiếm gặp nên lấy cỡ mẫu thuận tiện.
2.4.3. Các nội dung nghiên cứu

Nội dung nghiên cứu cho mục tiêu 1:

· Các đặc điểm về bệnh nhân và gia đình bệnh nhân: tuổi, giới, tiền sử gia đình (mắc bệnh Wilson, bố mẹ hôn nhân cùng huyết thống). 

· Các đặc điểm lâm sàng của bệnh nhân: tuổi khởi phát, các triệu chứng lâm sàng giai đoạn khởi phát, các triệu chứng giai đoạn toàn phát.
· Các đặc điểm cận lâm sàng của bệnh nhân: đồng niệu 24 giờ, nồng độ ceruloplasmin huyết thanh, ALT, AST huyết thanh, các hình thái tổn thương gan trên siêu âm ổ bụng và trên phim chụp cộng hưởng từ sọ não.
· Phân chia thể lâm sàng theo Ferenci: thể gan, thể thần kinh, thể hỗn hợp gan - thần kinh.

Nội dung nghiên cứu cho mục tiêu 2:

· Xác định các đột biến trên gen ATP7B bằng giải trình tự gen.
· Phân bố đột biến trên các vùng gen ATP7B.
· Phân bố các dạng đột biến gen và số lượng đột biến trên bệnh nhân.
· Phân tích mối tương quan giữa tuổi khởi phát, nồng độ ceruloplasmin huyết thanh, đồng niệu 24 giờ và các thể lâm sàng với số alen đột biến gen ATP7B.

· Phân tích mối tương quan giữa tuổi khởi phát, nồng độ ceruloplasmin huyết thanh, đồng niệu 24 giờ và các thể lâm sàng với các dạng đột biến gen ATP7B.

2.5. Các bước tiến hành nghiên cứu

2.5.1. Hỏi bệnh và khám lâm sàng

Tất cả các bệnh nhân đều được hỏi và khám bệnh theo một mẫu bệnh án thống nhất (phụ lục 2).

Phần hỏi bệnh 
- Các thông tin chung: tuổi, giới, nghề nghiệp, địa chỉ, ngày vào viện, lý do vào viện.

- Quá trình bị bệnh: thời gian mắc bệnh, triệu chứng khởi phát, diễn biến các triệu chứng

- Bệnh nhân đã được khám ở đâu? Chẩn đoán bệnh gì? Điều trị thuốc gì?  Diễn biến trong quá trình dùng thuốc?

- Tiền sử bản thân: có bị bệnh viêm gan? Suy yếu trí tuệ? 

- Tiền sử gia đình: trong gia đình có ai bị bệnh Wilson, viêm gan, rối loạn tâm thần? bố mẹ có cùng huyết thống?

Phần khám bệnh 

- Khám thần kinh 

Đánh giá ý thức, nhận thức (sự phát triển tâm thần vận ở trẻ nhỏ) 

Vận động: phát hiện các triệu chứng: liệt vận động, các động tác tự động (múa vờn, múa giật, run chân tay).

Trư​ơng lực cơ: tìm biểu hiện tăng trương lực cơ ngoại tháp.
Cảm giác: bệnh nhân có rối loạn cảm giác nông, cảm giác sâu hay không.

Các dây thần kinh sọ não: có liệt hay không liệt?

Cơ tròn: tự chủ hay không tự chủ, tiểu khó, đại tiện táo?

Dấu hiệu màng não.

Hội chứng tiểu não.

Hội chứng tăng áp lực nội sọ.

- Khám tâm thần phát hiện các biểu hiện: Rối loạn hành vi, tác phong, hoang tư​ởng, ảo giác, kích động.

- Khám mắt: Các bệnh nhân đều đ​ược khám tại Viện Mắt Trung ư​ơng và được đánh giá về thị lực, thị tr​ường, soi đáy mắt, tìm vòng Kayser - Fleischer, đục thủy tinh thể kiểu hoa hư​ớng dư​ơng.

- Khám tiêu hóa phát hiện các triệu chứng: Chảy máu chân răng, gan to, lách to, phù, Cổ trướng, Tuần hoàn bàng hệ.
- Khám toàn thân phát hiện các triệu chứng: Xạm da, xuất huyết dưới 
da, phù.
- Khám các cơ quan khác: Tuần hoàn; Hô hấp; Tiết niệu; Cơ x​ương khớp.

2.5.2. Xét nghiệm sinh hóa và chẩn đoán hình ảnh

 - Xét nghiệm máu
Công thức máu, đông máu cơ bản, nghiệm pháp Coombs, đường, protid máu, albumin máu, ure, creatinin, AST, ALT, ceruloplasmin huyết thanh, đ​ược tiến hành tại Khoa Sinh hóa, Khoa Huyết học Bệnh viện Bạch Mai, Bệnh viện Nhi Trung ương.
- Định lượng đồng niệu 24 giờ: 

Được tiến hành tại Viện Hóa học - Viện Hàn lâm Khoa học Việt Nam.
- Siêu âm ổ bụng, chụp cộng hưởng từ sọ não:

Đ​ược tiến hành tại Khoa Chẩn đoán hình ảnh, Bệnh viện Bạch Mai, Bệnh viện Nhi Trung Ương.

2.5.3. Chẩn đoán 

2.5.3.1. Chẩn đoán xác định 

Bệnh nhân được chẩn đoán bệnh Wison nếu đạt ( 4 điểm theo thang điểm Ferenci (bảng 2.1) [29].

2.5.3.1. Chẩn đoán thể lâm sàng:

Phân chia thể lâm sàng dựa vào cơ quan chính bị tổn thương theo tiêu chuẩn Ferenci [29].

- Thể tổn thương gan 

Những bệnh nhân bị bệnh Wilson có tổn thương gan và đã được khám kỹ để loại trừ các tổn thương thần kinh tại thời điểm chẩn đoán.
- Thể tổn thương thần kinh

Tất cả các bệnh nhân bị bệnh Wilson có triệu chứng thần kinh hoặc tâm thần hoặc phối hợp được phát hiện tại thời điểm chẩn đoán đều được xếp vào thể thần kinh.

- Thể hỗn hợp gan - thần kinh
Các bệnh nhân có tổn thương gan phối hợp tổn thương thần kinh.

2.5.4. Quy trình phân tích đột biến gen ATP7B
2.5.4.1. Quy trình lấy mẫu

Bệnh nhân được lấy 2-3 ml máu tĩnh mạch chống đông bằng EDTA với hàm lượng 1,5mg/ml. Quy trình đảm bảo tuyệt đối vô trùng.

2.5.4.2. Quy trình tách chiết DNA từ máu ngoại vi

- Máu tươi chống đông EDTA tách DNA trong vòng 24 giờ.

- Cho 0,5ml máu tươi toàn phần đã chống đông vào ống Eppendof 1,5ml sau đó cho thêm vào 0,5ml dung dịch Lysis buffer rồi để trên đá trong 10 phút.

- Ly tâm 8000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC, bỏ dịch nổi và thu cặn. lặp lại quá trình này 4 lần.

- Cho 0,5 ml dung dịch K vào, ly tâm 8000 vòng/ phút trong 10 phút ở 4oC , bỏ dịch nổi và thu cặn.

- Cho 0,5 ml Lysis buffer; 12,5µl SDS 10%; 10µl Proteinase K; ủ ở 56oC trong 2 ( 3 giờ.

- Cho 0,5 ml phenol: chloroform: isoamyl, ly tâm 10000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC, hỗn hợp được chia làm 3 phần: Lớp dung dịch phía trên có chứa DNA; Lớp ở giữa là cặn tế bào; Lớp dưới cùng là dịch chiết

Hút lấy phần dịch chứa DNA phía trên cùng và tiến hành lặp lại các bước trên một lần nữa sẽ đảm bảo không còn tạp chất trong mẫu.

- Cho 0,5 ml chloroform: isoamyl, ly tâm mẫu 10.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC . Hút lấy phần dịch trên cùng và lặp lại lần 2.

- Tủa DNA bằng 1ml ethanol 100%, cho thêm 50µl sodium acetate, để lạnh qua đêm ở -20oC.

- Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 20 phút ở 4oC , bỏ dịch nổi, thu tủa.

- Rửa tủa bằng ethanol 70%. Tủa DNA được hoà tan bằng 50 ml nước tinh khiết hoặc TE.

- DNA tách chiết sẽ được kiểm tra độ tinh sạch bằng phuơng pháp đo mật độ quang ở bước sóng 260/280nm và điện di trên gel agarose 0,8%.

2.5.4.3. Kỹ thuật PCR khuếch đại 21 exon của gen ATP7B
Sử dụng kỹ thuật PCR để khuếch đại toàn bộ 21 exon của gen ATP7B. Trình tự cặp mồi và quy trình phát hiện đột biến gen được thực hiện theo nghiên cứu của Tạ Thành Văn và cộng sự tại Trung tâm Gen-Protein, Trường Đại học Y Hà Nội [71].
Các thành phần của phản ứng trong bảng 2.2 và chu trình nhiệt trong bảng 2.3.


Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR

	Thành phần
	Thể tích ((l)

	Nước cất PCR
	               11,9

	Buffer 10X
	2,0

	dNTP (2,5mM)
	2,0

	Mồi xuôi
	0,5

	Mồi ngược
	0,5

	Taq polymerase (5u/(l)
	0,1

	DNA
	3,0

	Tổng
	20,0


Bảng 2.3. Chu trình nhiệt phản ứng PCR

	Chu trình
	Biến tính
	Bắt cặp
	Tổng hợp

	1
	94oC - 5 phút
	
	

	2 – 34
	94oC - 30 giây
	55oC - 30 giây
	72oC - 30 phút

	35
	
	
	72oC - 5 phút

	Bảo quản ở 10oC


Kiểm tra đột biến trên gel agarose 1,5%. Nghiên cứu có sử dụng mẫu đối chứng âm và mẫu đối chứng dương để so sánh.
2.5.4.4. Giải trình tự gen


Sản phẩm PCR sẽ được tinh sạch và giải trình tự gen trực tiếp để xác định đột biến trên gen ATP7B.

Thực hiện theo qui trình và sử dụng phương pháp BigDye terminator sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA).
+ Giai đoạn 1: Chuẩn bị master mix cho phản ứng PCR

- Chuẩn bị effendorf 0,2ml đã đánh dấu sẵn thứ tự các mẫu

- Chuẩn bị hóa chất để thực hiện phản ứng 

- Làm tan hoàn toàn hóa chất, trộn đều sau đó ly tâm nhẹ để toàn bộ dịch trên nắp ống rơi xuống. Thành phần của phản ứng trong bảng 2.4.
Bảng 2.4. Thành phần của phản ứng sequencing
	Thành phần
	Thể tích ((l)

	Sản phẩm sau PCR đã được tinh sạch
	1,0

	Big Dye Buffer 5X
	3,0

	Big Dye  terminator V3.1 (2,5X)
	2,0

	Nước cất PCR
	13,0

	Mồi đơn (5pmol/µl)
	1,0

	Tổng
	20


+ Giai đoạn 2: Phản ứng giải trình tự gen (Sequencing)
- Sau khi chuẩn bị master mix cho phản ứng xong, ly tâm nhanh các ống PCR để toàn bộ dịch dính trên thành và nắp ống xuống dưới và làm tan bọt.

- Xếp các ống master mix vào máy PCR

- Chọn chương trình nhiệt đã được cài đặt sẵn trong máy theo chu trình đã được tối ưu hóa (bảng 2.5).
Bảng 2.5. Chu trình nhiệt của phản ứng sequencing

	Chu trình
	Biến tính
	Bắt cặp
	Tổng hợp

	    1
	96oC - 1 phút
	
	

	2 – 26
	96oC - 10 giây
	50oC - 5 giây
	60oC - 4 phút

	Bảo quản ở 10oC


- Các sản phẩm sau khi được khuếch đại bằng Big dye kit sẽ được tinh sạch bằng big Dye temination để loại bỏ toàn bộ big dye thừa và đem đọc trên máy giải trình tự gen ABI (Applied Biosystem).
2.5.4.5. Phương pháp phân tích kết quả

So sánh kết quả giải trình tự gen của bệnh nhân với trình tự GeneBank của gen ATP7B (National Center for Biotechnology Information, NCBI)  NG_008806 bằng phần mềm CLC.

So sánh trình tự các acid amin của bệnh nhân với trình tự acid amin chuẩn của Genebank NM_000053.3 bằng phần mềm Blast của NCBI.

2.6. Xử lý kết quả

Các số liệu được nhập bằng phần mềm SPSS 16.0. Tất cả các số liệu và kết quả nghiên cứu được xử lý theo phương pháp thống kê y học. Phân tích thống kê mô tả, so sánh, tính các giá trị trung bình (
[image: image17.wmf]X

), tỷ lệ phần trăm (%), tính chỉ số tương quan r bằng phương pháp Kendall, phân tích mối tương quan bằng test ANOVA.
2.7. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu
Đề tài tuân thủ chặt chẽ theo đạo đức nghiên cứu trong Y học. Bệnh nhân và gia đình hoàn toàn tự nguyện tham gia vào nghiên cứu: có sự chấp thuận của bênh nhân và gia đình (có sự chấp thuận của người bảo hộ nếu bệnh nhân dưới 18 tuổi).

Các gia đình và bệnh nhân có thể rút khỏi nghiên cứu khi không muốn tham gia. Các bệnh nhân và người bảo hộ đều được thông báo về kết quả xét nghiệm, đồng thời giải thích về khả năng điều trị và phòng bệnh. 

Các thông tin của bệnh nhân và gia đình sẽ được đảm bảo bí mật: nhóm nghiên cứu chỉ thông báo các thông tin về tiền sử, bệnh sử, kết quả khám bệnh và kết quả xét nghiệm cho bệnh nhân và người bảo hộ của bệnh nhân.
Nghiên cứu được tiến hành hoàn toàn vì mục đích khoa học và lợi ích điều trị của bệnh nhân.
CHƯƠNG 3

 KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Một số đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng

3.1.1. Đặc điểm lâm sàng

3.1.1.1. Phân bố bệnh nhân theo tuổi khởi phát

Tuổi khởi phát được tính là tuổi lúc vào viện trừ đi thời gian mắc bệnh

Bảng 3.1. Tuổi khởi phát bệnh

	Tuổi khởi phát
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %

	< 10 tuổi
	10
	16,7

	từ 10 đến 19 tuổi
	31
	51,7

	từ 20 đến 29 tuổi
	11
	18,3

	≥ 30 tuổi
	8
	13,3

	Tổng
	60
	100


Nhận xét: Tuổi khởi phát bệnh hay gặp nhất từ 10-19 tuổi (chiếm 51,7%). Trung bình là 16,3 tuổi, nhỏ nhất là 3 tuổi, lớn nhất là 53 tuổi. 
3.1.1.2. Phân bố bệnh nhân theo giới

[image: image18.emf]Nam 55%
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Hình 3.1.  Tỷ lệ mắc bệnh theo giới

Nhận xét: Nam mắc bệnh nhiều hơn nữ. Tỷ lệ nam/nữ là 1,22.

3.1.1.3. Triệu chứng ở giai đoạn khởi phát của bệnh Wilson

Bảng 3.2. Triệu chứng ở giai đoạn khởi phát
	Các triệu chứng khởi phát
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %
 (n=60)

	Run tay
	39
	65,0

	Bàn tay vụng về, viết xấu
	34
	56,7

	Vàng da
	27
	45,0

	Tăng nhẹ trương lực cơ đều tứ chi 
	22
	36,7

	Nói khó 
	17
	28,3

	Nuốt khó
	12
	20,0

	Chảy nước dãi
	9
	15,0

	Xạm da 
	5
	11,7

	Chảy máu chân răng
	4
	6,7

	Rối loạn cảm xúc
	2
	3,3


Nhận xét: Các triệu chứng lâm sàng khởi phát thường gặp là: run tay, bàn tay vụng về, vàng da, tăng nhẹ trương lực cơ đều tứ chi. Trong đó triệu chứng run tay chiếm tỷ lệ cao nhất (65,0%). Các triệu chứng chảy máu chân răng, xạm da và rối loạn cảm xúc hiếm gặp hơn.

3.1.1.4. Triệu chứng ở giai đoạn toàn phát của bệnh Wilson

Bảng 3.3. Triệu chứng ở giai đoạn toàn phát

	Các triệu chứng khởi phát
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %

 (n=60)

	Tăng trương lực cơ đều tứ chi 
	41
	68,3

	Nói khó 
	37
	61,7

	Nuốt khó
	35
	58,3

	Vòng Kayser-Fleischer
	32
	53,3

	Vàng da
	31
	51,7

	Run tay
	24
	40,0

	Chảy nước dãi
	22
	36,7

	Xạm da 
	15
	25,0

	Chảy máu chân răng
	9
	15,0

	Phù
	7
	11,7

	Đục thủy tinh thể
	6
	10,0

	Rối loạn cảm xúc
	5
	8,3

	Suy giảm trí tuệ
	4
	6,7


Nhận xét: Triệu chứng lâm sàng giai đoạn toàn phát thường gặp là: tăng trương lực cơ đều tứ chi (68,3%), nói khó (61,7%), nuốt khó (53,8%), vàng da (51,7%) và 32/60 trường hợp có vòng Kayser-Fleischer ở rìa giác mạc (53,3%). Hiếm gặp biểu hiện rối loạn cảm xúc (8,3%) và suy giảm trí tuệ (6,7%).
3.1.1.5. Tiền sử gia đình

Bảng 3.4. Tiền sử gia đình của bệnh nhân Wilson
	Các trư​ờng hợp bệnh
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ % 
(n=49)

	Anh, chị, em ruột bị bệnh Wilson
	11
	18,3

	Bố, mẹ bị bệnh Wilson
	9
	15,0

	Cô, dì, chú, bác ruột bị bệnh Wilson
	7
	11,7

	Bố, mẹ cùng huyết thống
	0
	0,0

	Không liên quan đến bệnh Wilson
	38
	63,3


Nhận xét: Trong số 60 bệnh nhân Wilson khai thác tiền sử gia đình, có 22 bệnh nhân có tiền sử gia đình mắc bệnh Wilson (chiếm 37,7%).
3.1.2. Triệu chứng cận lâm sàng

3.1.2.1. Định lượng ceruloplasmin huyết thanh

Bảng 3.5. Định l​ượng ceruloplasmin huyết thanh

	Nồng độ ceruloplasmin huyết thanh 
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %

	Từ 0 đến 5mg/dl
	9
	15,0

	Từ 5,1 đến 10mg/dl
	37
	61,7

	Từ 10,1 đến 15mg/dl
	11
	18,3

	Từ 15,1 đến 19,9mg/dl
	3
	5,0

	( 20mg/dl
	0
	0,0

	Tổng
	60
	100


Nhận xét: Tất cả các bệnh nhân đều có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh giảm, nhóm giảm 5,1-10mg/dl chiếm tỷ lệ cao nhất (61,7%). Trong nhóm nghiên cứu chỉ có 1 trường hợp nồng độ ceruloplasmin cao nhất là 
16,9mg/dl (nồng độ ceruloplasmin ở người bình thường là 20-40mg/dl).
3.1.2.2. Định lượng transaminase huyết thanh

Bảng 3.6. Định lượng transaminase huyết thanh

	Transaminase
huyết thanh
	Bình thường
	Tăng

	
	Bệnh nhân

(n)
	Tỷ lệ %
	Bệnh nhân

(n)
	Tỷ lệ %

	ALT
	29
	48,3
	31
	51,7

	AST
	32
	53,3
	28
	46,7

	Tổng
	60
	100
	60
	100


Nhận xét: Tất cả các bệnh nhân thể gan và thể hỗn hợp gan - thần kinh đều tăng transaminase huyết thanh (chiếm 51,7% tổng số bệnh nhân).

3.1.2.3. Định lượng đồng niệu 24 giờ

Bảng 3.7. Xét nghiệm đồng niệu 24 giờ
	Đồng niệu/24 giờ
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %

	> 100 µg/24 giờ
	47
	100

	≤ 100 µg/ 24 giờ
	0
	0,0

	Tổng
	47
	100


Nhận xét: 47 bệnh nhân được xét nghiệm đồng trong nước tiểu 24 giờ đều tăng cao (chiếm tỷ lệ 100%). Trung bình là 673µg/24 giờ, cao nhất là 2457µg/24 giờ (đồng niệu ở người bình thường dưới 40µg/24 giờ.
3.1.2.4. Siêu âm ổ bụng

Bảng 3.8. Kết quả siêu âm ổ bụng

	Triệu chứng
	Số bệnh nhân
	Tỉ lệ %
 (n=60)

	Mật độ gan không đều
	31
	51,7

	Lách to
	11
	18,3

	Dịch ổ bụng
	9
	15,5

	Gan to
	7
	11,7

	Giãn tĩnh mạch cửa
	6
	10,0

	Gan teo nhỏ
	4
	6,7


Nhận xét: Mật độ gan không đều là triệu chứng hay gặp nhất trên siêu âm ổ bụng cho các bệnh nhân Wilson (chiếm 51,7%), lách to và dịch cổ trướng chiếm 33,8%. Các triệu chứng gan teo nhỏ, gan to, giãn tĩnh mạch cửa ít gặp hơn.

3.1.2.5. Chụp cộng hưởng từ (MRI: Magnetic Resonance Image) sọ não

Bảng 3.9. Kết quả chụp MRI sọ não   

	Hình ảnh chụp MRI sọ não
	Số bệnh nhân
	Tỷ lệ %

(n=45)

	Thay đổi tín hiệu vùng nhân xám
đối xứng hai bên.
	39
	86,7

	Thay đổi tín hiệu vùng đồi thị,
nhân xám không đối xứng hai bên
	2
	4,4

	Teo vỏ não
	3
	6,7

	Thay đổi tín hiệu vùng thân não
	3
	6,7

	Không th​ấy hình ảnh bất thường
	4
	8,9


Nhận xét: Trong số 45 bệnh nhân được chụp MRI sọ não, 39 bệnh nhân (86,7%) có tổn thương nhân xám đối xứng hai bên (tăng tín hiệu trên thì T2W và Flair, giảm tín hiệu trên thì T1W). Hình ảnh teo vỏ não, thay đổi tín hiệu vùng thân não ít gặp hơn (13,4%). Có bệnh nhân tổn thương phối hợp nhiều vị trí.

[image: image19]
	Hình 3.2: Hình ảnh tăng tín hiệu nhân xám đối xứng 2 bên trên phim MRI  của bênh nhân mã số W56.00 (mũi tên màu đỏ)


3.1.3. Thể lâm sàng của bệnh Wilson

Dựa vào các kết quả khám lâm sàng và kết quả xét nghiệmnghiệm, chúng tôi phân chia các thể lâm sàng theo tiêu chuẩn Ferenci [29]. Nghiên cứu của chúng tôi trên 60 bệnh nhân được chia thành 3 nhóm: thể thần kinh; thể gan và thể hỗn hợp gan-thần kinh (hình 3.3).
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Hình 3.3. Các thể lâm sàng của bệnh Wilson

Nhận xét: Trong số 60 bệnh nhân Wilson, thể thần kinh đơn thuần chiếm tỷ lệ cao nhất (49,0%), các thể gan và thể hỗn hợp gan-thần kinh chiếm tỷ lệ thấp hơn. 
3.2. Kết quả phân tích gen ATP7B
3.2.1. Kết quả tách chiết DNA

DNA của các bệnh nhân, cùng các đối chứng nam và nữ được tách chiết theo quy trình phenol/chloroform. Sau khi tách chiết, các mẫu DNA được kiểm tra nồng độ và độ tinh sạch bằng phương pháp đo mật độ quang trên máy Nano-drop.

Tất cả mẫu DNA được tách chiết đều có nồng độ và độ tinh sạch cao với tỷ số mật độ quang ở bước sóng 260/280nm nằm trong khoảng 1,8-1,9 (phụ lục 3).
3.2.2. Kết quả xác định đột biến gen ATP7B 

3.2.2.1. Kết quả PCR

Sử dụng 21 cặp mồi đặc hiệu để khuyếch đại 21 exon của gen ATP7B, theo quy trình phát hiện đột biến gen gây bệnh Wilson của Tạ Thành Văn và cộng sự năm 2011 [71]. 
Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5%. [image: image21.png]


Hình 3.4 là hình ảnh minh họa kết quả PCR khuếch đại exon 8 của gen ATP7B trong số 21 exon được khuếch đại. 
(Hình ảnh sản phẩm PCR của các exon khác ở phụ lục 4) 
[image: image22.emf]MK    (+)    (-)     1        2      3      4      5      6      7       8       9

365bp

500bp


Hình 3.4. Hình ảnh sản phẩm PCR đoạn gen ở exon 8 của gen ATP7B. 
MK:  MarkerФ174, (+) mẫu đối chứng dương, (-) đối chứng âm,  
1-9 mẫu bệnh nhân.
Nhận xét: Sản phẩm PCR thu được là đặc hiệu, rõ nét và đảm bảo cho phản ứng giải trình tự gen tiếp theo tiếp theo để phát hiện đột biến điểm.
3.2.2.2. Kết quả giải trình tự phát hiện đột biến 


Sản phẩm PCR tiếp tục được giải trình tự gen để phát hiện đột biến. Kết quả cho thấy, 44/60 trường hợp (73%) được phát hiện đột biến. Trong số các đột biến đã được phát hiện, có 19 đột biến gen ATP7B đã được công bố gây bệnh trên ngân hàng dữ liệu GeneBank và 7 đột biến mới được phát hiện: c.-118insCGCCG,  c.305G>A (p.G50S); c.1336T>G (p.V446G); c.2712_2713 insT (p.E905X); c.2939G>C (p.C980S); c.3399_3400insT (p.P1133EfsX19); c.3810delT (p.N1270IfsX35) (bảng 3.10). Các đột biến mới này không tìm thấy trên 40 mẫu DNA đối chứng của người bình thường.
Bảng 3.10. Phân bố đột biến trên gen ATP7B của bệnh nhân Wilson
	STT
	Exon/ 5'UTR
	Thay đổi nucleotide
	Thay đổi amino acid
	Chú thích
	Số alen
	Tỷ lệ %
	Số TLTK

	1
	5’UTR
	c.-75C>A
	
	DV
	28
	26,92
	17

	2
	1
	c.-118insCGCCG
	
	new
	2
	1,93
	0

	3
	2
	c.305G>A
	p.G50S
	new
	1
	0,96
	0

	4
	
	c.314C>A
	p.S105X
	DV
	28
	26,92
	3

	5
	3
	c.1336T>G
	p.V446G
	new
	1
	0,96
	0

	6
	4
	c.1607T>C
	p.V536A
	DV
	7
	6,73
	1

	7
	5
	c.1771G>A
	p.G591S
	DV
	2
	1,93
	1

	8
	
	c.1810G>C
	p.A604P
	DV
	4
	3,85
	2

	9
	8
	c.2160delA
	p.K720NfsX3
	DV
	1
	0,96
	1

	10
	
	c.2333G>T
	p.R778L
	DV
	10
	9,62
	25

	  11
	    10
	c.2549C>T
	p.T850I
	  DV
	     2
	1,93
	1

	12
	11
	c.2862T>C
	p.L902P
	DV
	1
	0,96
	1

	13
	
	c.2712_2713insT
	p.E905X
	new
	1
	0,96
	0

	14
	12
	c.2817G>C
	p.W939C
	DV
	1
	0,96
	8

	15
	
	c.2982G>A
	p.G943D
	DV
	2
	1,93
	1

	16
	13
	c.2939G>C
	p.C980S
	new
	1
	0,96
	0

	17
	14
	c.3097A>G
	p.T1033I
	DV
	1
	0,96
	1

	18
	
	c.3155C>T
	p.P1052L
	DV
	1
	0,96
	1

	19
	
	c.3193G>C
	p.A1065P
	DV
	1
	0,96
	2

	20
	15
	c.3399_3400insT
	p.P1133EfsX19
	new
	1
	0,96
	0

	21
	
	c.3295G>A
	p.G1099S
	DV
	1
	0,96
	3

	22
	16
	c.3547G>A
	p.A1183T
	DV
	1
	0,96
	1

	23
	17
	c.3638G>A
	p.G1213D
	DV
	1
	0,96
	1

	24
	18
	c.3818C>A
	p.P1273Q
	DV
	3
	2,88
	3

	25
	
	c.3810delT
	p.N1270IfsX35
	new
	1
	0,96
	0

	26
	20
	c.4112T>C
	p.L1371P
	DV
	1
	0,96
	1


Chú thích: New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh)
TLTK: số tài liệu tham khảo trên ngân hàng dữ liệu gen (http://www.wilsondisease.med.ualberta.ca/). 
Nhận xét: Có 26 đột biến được phát hiện trong tổng số 44 bệnh nhân mang đột biến với 104 alen, trong đó 3 đột biến chiếm tỷ lệ alen cao nhất: c.-75C>A (26,92%); p.S105X (26,92%) và p.R778L (9,62%).
Bảng 3.11: Đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của các bệnh nhân Wilson mang đột biến mới và đột biến đã được công bố gây bệnh trên gen ATP7B
	Mã số
	Đột biến
	Dạng đột biến
	Thể đột biến
	Chú thích
	Số alen
	Tuổi khởi phát (tuổi)
	Ceruloplasmin huyết thanh (mg/dl)
	Đồng niệu 24 giờ (µg)
	ALT huyết thanh (U/l)
	AST huyết thanh (U/l)
	MRI

sọ não
	Thể lâm sàng

	W1.00
	p.S105X
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	12
	10
	426
	112
	78
	ND
	H

	W3.00
	p.S105X
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	18
	7
	473
	280
	314
	ND
	H

	W6.00
	p.L1371P
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	21
	17
	198
	31
	39
	+
	N2

	
	p.T850I
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W8.00
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	20
	17
	312
	367
	412
	ND
	H

	
	c.-118insCGCCG
	
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W9.00
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	8
	9
	501
	97
	53
	ND
	H

	W10.00
	p.A604P 
	Sai nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	11
	8,9
	432
	34
	28
	+
	N2

	W12.00
	p.V536A 
	Sai nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	16
	14
	347
	31
	26
	+
	N2

	W13.00
	c.-75C>A
	
	Dị hợp
	DV
	2
	13
	16
	213
	24
	32
	+
	N2

	
	c.-118insCGCCG
	
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W17.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	2
	9
	12
	359
	439,8
	143
	ND
	H

	W18.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	3
	20
	11
	549
	23
	26
	+
	N2

	
	p.G1099S
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W19.00
	p.W939C 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	20
	11
	362
	213
	138
	ND
	H

	
	p.C980S
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W21.00
	p.T850I
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	3
	9
	17
	527
	81
	34
	ND
	H

	
	p.S105X
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W23.00
	p.G943D 
	Sai nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	3
	17
	9
	527
	81
	34
	ND
	H

	
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
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W24.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	3
	7
	11
	1231
	231
	167
	ND
	H

	
	p.P1273Q 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W25.00
	p.A1065P
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	10
	15
	310
	97,1
	115,9
	ND
	H

	
	c.-75C>A
	
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W29.00
	p.G591S 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	12
	12
	286
	31
	24
	+
	N2

	
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W30.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	11
	2,5
	987
	115
	98
	+
	N1

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W31.00
	p.G1213D
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	10
	8,9
	572
	112,3
	70,4
	+
	N1

	
	p.N1270IfsX35
	Lệch khung
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W33.00


	c.-75C>A
	
	Dị hợp
	DV
	3
	15
	9
	1825
	29
	34
	+
	N2

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	p.V536A 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W37.00
	p.P1273Q 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	12
	16
	189
	34
	29
	+
	N2

	
	p.E905X
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W38.00
	p.P1273Q 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	19
	13
	270
	25
	31
	+
	N2

	
	p.G50S
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W40.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	7
	3
	1228
	23
	31
	+
	N2

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W42.00
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	1
	15
	9
	412
	78
	86
	+
	N1

	W43.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	7
	4
	1231
	27
	33
	+
	N2

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	p.G591S 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W44.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	2
	4
	9
	765
	26
	29
	+
	N2

	W47.00
	p.K720NfsX3
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	1
	13
	10
	402
	23
	34
	+
	N2
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W48.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	3
	12
	13
	430
	35
	31
	+
	N2

	
	p.P1133EfsX19
	Lệch khung
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W49.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	9
	5
	1879
	21
	34
	+
	N2

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W50.00
	p.P1052L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	16
	14
	173
	32
	28
	+
	N2

	
	p.T1033I
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W51.00
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	14
	16
	231
	35
	32
	+
	N2

	
	p.V446G
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	new
	
	
	
	
	
	
	
	

	W52.00
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	25
	14
	157
	69
	34
	+
	N1

	
	p.L902P
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W53.00
	c.- 75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	15
	8
	886
	49
	73
	+
	N1

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W54.00
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	40
	15
	271
	88
	136
	+
	N1

	
	p.V536A
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W55.00
	p.R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	1
	7
	12
	379
	49.9
	104
	ND
	H

	W56.00
	p.A604P 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	3
	13
	17
	369
	30
	28,6
	+
	N2

	
	p.V536A
	Sai nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W57.00
	p. S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	1
	16
	10
	315
	134
	217
	ND
	H

	W58.00
	p. S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	9
	6,2
	832
	54,1
	63,2
	+
	N1

	
	p. R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W59.00
	p.A604P 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	22
	10
	406
	48
	79
	ND
	H

	
	p. A1183T 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W60.00
	c.-75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	7
	5
	1657
	70
	103
	+
	N1

	
	p.S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
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W61.00
	c. -75C>A
	
	Đồng hợp
	DV
	4
	8
	2,2
	1513
	64
	70
	+
	N1

	
	p. S105X
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W62.00
	p. V536A 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	12
	9
	564
	119,5
	54,3
	+
	N1

	
	p. R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	

	W64.00
	p. S105X 
	Vô nghĩa
	Dị hợp
	DV
	1
	42
	12
	313
	68
	35
	+
	N1

	W65.00
	p. S105X 
	Vô nghĩa
	Đồng hợp
	DV
	2
	14
	8
	461
	32
	31
	+
	N2

	W66.00
	p. R778L 
	Sai nghĩa
	Dị hợp
	DV
	2
	13
	13
	396
	28
	36
	+
	N2

	
	c. -75C>A
	
	Dị hợp
	DV
	
	
	
	
	
	
	
	


Chú thích: New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh); ND (No Data): không có dữ liệu; "+": Có tổn thương;

H: Thể gan; N1: Thể gan - thần kinh; N2: Thể thần kinh. Bệnh nhân mang 1 đột biến dị hợp có 1 alen; mang 1 đột biến đồng hợp có 2 alen; mang 1 đột biến đồng hợp và 1 đột biến dị hợp có 3 alen; mang 2 đột biến dị hợp có 2 alen; mang 2 đột biến đồng hợp có 4 alen.


Nhận xét: Bảng trên cho thấy, bệnh chủ yếu khởi phát ở bệnh nhân dưới 20 tuổi; Tất cả bệnh nhân có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh giảm dưới 20mg/dl và có nồng độ đồng niệu 24 giờ tăng trên 100µg. Các bệnh nhân thể gan đơn thuần và thể gan - thần kinh đều tăng transamin huyết thanh (ALT và AST). Các bệnh nhân thể thần kinh đơn thuần hoặc thể gan-thần kinh đều có tổn thương trên phim MRI sọ não. Hầu hết các bệnh nhân đều có từ 2 đến 4 đột biến trên gen ATP7B bao gồm các đột biến đồng hợp tử, đột biến đồng hợp tử kết hợp với đột biến dị hợp tử hoặc các đột biến dị hợp tử kết hợp, tổng cộng là 39/44 trường hợp (chiếm 88,64%). Tuy nhiên, có 5 bệnh nhân (11,36%) chỉ có 1 đột biến dị hợp tử, trong đó 4 bệnh nhân có đột biến tạo mã kết thúc sớm (3 bệnh nhân có đột biến p.S105X, 1 bệnh nhân có đột biến p.K720NfsX3) và 1 bệnh nhân có đột biến thay thế nucleotid (p.R778L).
3.2.3 Các dạng đột biến gen ATP7B ở bệnh nhân Wilson
Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy 3 dạng đột biến hay gặp nhất là đột biến tạo mã kết thúc sớm c.314C>A (p.S105X) trên exon 2; đột biến sai nghĩa c.2333G>T (p.R778L) trên exon 8; đột biến (c.-75C>A) ở vùng 5’UTR. Nghiên cứu phát hiện được 7 đột biến mới bao gồm: c.-118insCGCCG, c.305G>A (p.G50S); c.1336T>G (p.V446G); c.2712_2713 insT (p.E905X); c.2939G>C (p.C980S); c.3399_3400insT (p.P1133EfsX19); c.3810delT (p.N1270IfsX35) (bảng 3.10).
Hình ảnh minh họa bệnh nhân có đột biến mới ở vùng 5’UTR
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Hình 3.5. Hình giải trình tự gen của bệnh nhân mã W8.00

Nhận xét: Hình 3.5 là hình ảnh minh họa một trường hợp bệnh nhân mã số W8.00 có đột biến c.-118insCGCCG ở exon 1 trên gen ATP7B. Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử thêm 5 nucleotid CGCCG nằm ở vị trí -118 trước mã khởi đầu Methionine.
Hình ảnh minh họa bệnh nhân có đột biến mới thêm nucleotid
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Hình 3.6. Hình giải trình tự gen của bệnh nhân mã W37.00

Nhận xét: Hình 3.6 là hình ảnh minh họa một trường hợp bệnh nhân mã số W37.00 có đột biến c.2712-2713insT (p.E905X) ở exon 11 trên gen ATP7B. Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có đột biến đồng hợp tử thêm nucleotid T nằm giữa vị trí 2712-2713, dẫn đến bộ ba thứ 905 GAG mã hóa Glutamate (E) chuyển thành bộ ba kết thúc TGA (X).

Hình ảnh minh họa bệnh nhân có đột biến mới sai nghĩa
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Hình 3.7. Hình giải trình tự gen của bệnh nhân mã W38.00

Nhận xét: Hình 3.7 là hình ảnh minh họa một trường hợp bệnh nhân mã số W38.00 có đột biến (c.305G>A) tại exon 2. Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có đột biến dị hợp tử G thay thế thành A, dẫn đến bộ ba thứ 50 GGC mã hóa Glycine (G) chuyển thành bộ ba AGC mã hóa Serine (S).
3.3. Mối tương quan giữa đột biến gen ATP7B và kiểu hình của bệnh Wilson

3.3.1. Mối tương quan giữa số alen đột biến và kiểu hình ở bệnh nhân Wilson

3.3.1.1. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và số alen đột biến

Kết quả từ bảng 3.11 cho thấy bệnh nhân có số alen đột biến khác nhau: có bệnh nhân mang 1 alen đột biến (có 1 đột biến dị hợp); có bệnh nhân mang 2 alen đột biến (có 2 đột biến dị hợp hoặc 1 đột biến đồng hợp); có bệnh nhân mang 3 alen đột biến (có 3 đột biến dị hợp hoặc 1 đột biến đồng hợp và 1 đột biến dị hợp) và có bệnh nhân mang 4 alen đột biến (có 2 đột biến đồng hợp hoặc 1 đột biến đồng hợp và 2 đột biến dị hợp). Số alen đột biến khác nhau có thể ảnh hưởng đến kiểu hình của bệnh Wilson.
Chúng tôi tiến hành phân tích mối tương quan giữa số alen đột biến và kiểu hình của 44 bệnh nhân mang đột biến, chia thành 4 nhóm: nhóm 1 gồm 5 bệnh nhân mang 1 alen đột biến; nhóm 2 gồm 25 bệnh nhân mang 2 alen đột biến; nhóm 3 gồm 7 bệnh nhân mang 3 alen đột biến và nhóm 4 gồm 7 bệnh nhân mang 4 alen đột biến (bảng 3.12).
Bảng 3.12. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và số alen đột biến

	Số alen đột biến
	Chỉ số
	Ceruloplasmin (mg/dl)
	Tuổi khởi phát (tuổi)
	Đồng niệu 24 giờ (µg)

	1
	Số bệnh nhân
	5
	5
	5

	
	Độ lệch chuẩn
	1,0
	13,39
	39,354

	
	Trung bình
	11,0
	20
	354,20

	2
	Số bệnh nhân
	25
	25
	25

	
	Độ lệch chuẩn
	3.305
	6,776
	156.726

	
	Trung bình
	12,16
	16
	359,68

	3
	Số bệnh nhân
	7
	7
	7

	
	Độ lệch chuẩn
	3,298
	5,080
	531,740

	
	Trung bình
	10,76
	13
	813,71

	4
	Số bệnh nhân
	7
	7
	7

	
	Độ lệch chuẩn
	2,003
	2,968
	359,605

	
	Trung bình
	4,24
	9
	1340,14

	Tổng
	Số bệnh nhân
	44
	44
	44

	
	Độ lệch chuẩn
	4,035
	7,471
	456,516

	
	Trung bình
	10,55
	15
	587,27


Nhận xét: Nồng độ ceruloplasmin và tuổi khởi phát trung bình thấp ở nhóm mang nhiều alen đột biến. Nồng độ đồng trong nước tiểu 24 giờ trung bình cao hơn ở nhóm mang nhiều alen đột biến.

3.3.1.2. Mối tương quan giữa tuổi khởi phát và số alen đột biến 
[image: image72.emf] 

 


Hình 3.8. Phân bố tuổi khởi phát và số alen đột biến

Nhận xét: Tuổi khởi phát trung bình giảm khi số alen đột biến tăng. Nhóm mang 4 alen đột biến có tuổi khởi phát sớm nhất. Sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê khi so sánh giữa các nhóm (p > 0,05).
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3.3.1.3. Mối tương quan giữa nồng độ ceruloplasmin huyết thanh và số alen đột biến 

Hình 3.9. Phân bố nồng độ cerulopllasmin huyết thanh và số alen đột biến

Nhận xét: Nhóm bệnh nhân mang 4 alen đột biến có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh trung bình thấp nhất với p < 0,05 khi so sánh với các nhóm bệnh nhân mang 1, 2 và 3 alen đột biến.

3.3.1.4. Mối tương quan giữa nồng độ đồng niệu 24 giờ và số alen đột biến
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Hình 3.10. Phân bố nồng độ đồng niệu 24 giờ và số alen đột biến

Nhận xét: Số lượng alen đột biến càng nhiều thì đồng niệu 24 giờ càng tăng cao. Nhóm bệnh nhân mang 4 alen đột biến có hàm lượng đồng trong nước tiểu cao nhất, nhóm mang 1 alen đột biến có hàm lượng đồng thấp nhất. Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p < 0,05 khi so sánh các nhóm mang số alen đột biến khác nhau.
1.3.1.5. Mối tương quan giữa thể lâm sàng và số alen đột biến

Bệnh Wilson là bệnh rối loạn chuyển hóa với biểu hiện bệnh ở nhiều cơ quan khác nhau do sự lắng đọng đồng. Bệnh thường biểu hiện sớm và triệu chứng nhẹ khi chỉ có tổn thương gan đơn thuần. Thể thần kinh đơn thuần ít gặp hơn với các triệu chứng nhẹ ở giai đoạn sớm. Thể hỗn hợp gan - thần kinh, thể suy gan tối cấp và giai đoạn muộn của thể thần kinh là thể nặng của bệnh. Bệnh nhân có thể tử vong trong giai đoạn suy gan tối cấp. Thể hỗn hợp gan - thần kinh với biểu hiện xơ gan và các triệu chứng thần kinh không hồi phục. Bệnh nhân mang số alen khác nhau có thể biểu hiện thể lâm sàng khác nhau.
[image: image26.png]12

10

¥ Gan
 Than kinh
¥ Gan - Than kinh

4 alen





Hình 3.11. Phân bố thể lâm sàng và số alen đột biến

Nhận xét: Thể hỗn hợp gan - thần kinh gặp ở nhóm bệnh nhân mang 1 alen, 2 alen và 4 alen đột biến. Trong đó nhóm mang 4 alen đột biến có tỷ lệ bệnh nhân thể hỗn hợp cao nhất và không có bệnh nhân thể gan đơn thuần.

Tính chỉ số tương quan r bằng phương pháp Kendall giữa các nhóm mang số alen đột biến khác nhau và thể lâm sàng.

Bảng 3.13. Chỉ số tương quan giữa các thể lâm sàng và số alen đột biến

	Số alen đột biến/ Thể lâm sàng
	r
	p

	Số alen đột biến - Thể thần kinh
	- 0,12
	0,89

	Số alen đột biến - Thể gan
	- 0,02
	0,12

	Số alen đột biến - Thể gan - Thần kinh
	0,17
	0,32


Nhận xét: Tất cả các chỉ số tương quan r giữa các thể lâm sàng và số alen đột biến đều thấp (mối tương quan yếu và không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05).

3.3.2. Mối tương quan giữa dạng đột biến và kiểu hình bệnh Wilson

3.3.2.1. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và dạng đột biến 

Trong số 60 bệnh nhân được phân tích gen đã phát hiện 44 bệnh nhân mang đột biến đã được công bố gây bệnh (một số bệnh nhân có đột biến mới kết hợp). Vì bệnh Wilson là bệnh rối loạn chuyển hóa di truyền nên các bệnh nhân mang các dạng đột biến gen khác nhau và số alen đột biến khác nhau có thể biểu hiện kiểu hình khác nhau. 

Nghiên cứu tiến hành phân tích mối tương quan giữa các dạng đột biến và kiểu hình của 44 bệnh nhân, chia thành 3 nhóm: nhóm 1 có 23 bệnh nhân không mang alen đột biến vô nghĩa/lệch khung (chỉ mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR), nhóm 2 có 10 bệnh nhân mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm 3 có 11 bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung (bảng 3.14).

Bảng 3.14. Đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng và dạng đột biến

	Dạng đột biến
	Chỉ số
	Ceruloplasmin (mg/dl)
	Tuổi khởi phát (tuổi)
	Đồng niệu 24 giờ (µg)

	Sai nghĩa/ Vùng 5'UTR
	Số bệnh nhân
	23
	23
	23

	
	Độ lệch chuẩn
	2,943
	15,38
	390,17

	
	Trung bình
	12,92
	20
	354,20

	1 alen vô nghĩa/lệch khung
	Số bệnh nhân
	10
	10
	10

	
	Độ lệch chuẩn
	2,977
	10,161
	545,389

	
	Trung bình
	9,47
	17,33
	654,78

	2 alen vô nghĩa/lệch khung
	Số bệnh nhân
	11
	11
	11

	
	Độ lệch chuẩn
	2,819
	3,601
	533,546

	
	Trung bình
	6,24
	10,82
	962,09

	Tổng
	Số bệnh nhân
	44
	44
	44

	
	Độ lệch chuẩn
	4,035
	7,471
	456,516

	
	Trung bình
	10,55
	14,64
	587,27


Nhận xét: Tuổi khởi phát và nồng độ ceruloplasmin huyết thanh trung bình ở nhóm bệnh nhân mang đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung thấp hơn nhóm mang đột biến khác (sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR) và nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có tuổi khởi phát và nồng độ ceruloplasmin thấp hơn nhóm mang 1 alen. Hàm lượng đồng trung bình trong nước tiểu 24 giờ cao hơn ở nhóm mang alen đột biến vô nghĩa/lệch khung, và nhóm mang 2 alen đột biến có hàm lượng đồng cao hơn nhóm mang 1 alen.

3.3.2.2. Mối tương quan giữa tuổi khởi phát và dạng đột biến
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Hình 3.12. Phân bố tuổi khởi phát và dạng đột biến

Nhận xét: Tuổi khởi phát trung bình của nhóm mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung thấp hơn nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm mang các alen đột biến khác. Sự khác biệt giữa các nhóm không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05.

3.3.2.3. Mối tương quan giữa nồng độ ceruloplasmin và dạng đột biến
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Hình 3.13. Phân bố nồng độ ceruloplasmin huyết thanh và dạng đột biến

Nhận xét: Nồng độ ceruloplasmin huyết thanh trung bình ở nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung thấp nhất, tiếp theo là nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5' UTR. Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê khi so sánh giữa các nhóm mang đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung với nhóm mang dạng đột biến khác và khi so sánh nhóm mang 1 alen đột biến với 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung (p < 0,05).

3.3.2.4. Mối tương quan giữa đồng trong nước tiểu 24 giờ và dạng đột biến

[image: image29.emf]p = 0,01


Hình 3.14. Phân bố đồng niệu 24 giờ và dạng đột biến


Nhận xét: Hàm lượng đồng trong nước tiểu 24 giờ ở nhóm mang alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung cao hơn nhóm mang các alen đột biến khác. Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê giữa nhóm mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung và nhóm mang alen đột biến khác (p = 0,01).
3.3.2.5. Mối tương quan giữa các thể lâm sàng và dạng đột biến 
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Hình 3.15. Phân bố dạng đột biến và thể lâm sàng của bệnh Wilson


Nhận xét: Nhóm mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung có tỷ lệ bệnh thể hỗn hợp gan - thần kinh cao nhất. Nhóm mang các alen đột biến khác có tỷ lệ bệnh thể gan và thể thần kinh đơn thuần cao hơn. 

Bảng 3.15. Chỉ số tương quan giữa các thể lâm sàng và dạng đột biến

	Dạng đột biến/ Thể lâm sàng
	r
	p

	Dạng đột biến - Thể thần kinh
	- 0,19
	0,21

	Dạng đột biến - Thể gan
	0,01
	0,25

	Dạng đột biến - Thể gan - Thần kinh
	0,73
	0,03



Nhận xét: Các chỉ số tương quan giữa các thể thần kinh, thể gan đơn thuần và dạng đột biến đều rất thấp và không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. Dạng đột biến có mối tương quan thuận mức độ cao có ý nghĩa thống kê với thể hỗn hợp gan - thần kinh (r = 0,73 và p = 0,03). 

CHƯƠNG 4
BÀN LUẬN

4.1. Một số đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh Wilson

4.1.1. Một số đặc điểm lâm sàng của bệnh Wilson
4.1.1.1. Phân bố bệnh nhân theo tuổi khởi phát

Hầu hết các bệnh nhân vào viện đều có thời gian mắc bệnh dài vì đã được điều trị ở các cơ sở y tế trước đó không rõ chẩn đoán. Tuổi khởi phát bệnh được tính bằng tuổi lúc nhập viện trừ đi thời gian mắc bệnh.

Nghiên cứu của Lê Đức Hinh, tuổi khởi phát bệnh trung bình là 12,6 tuổi, nhỏ nhất là 8 tuổi, lớn nhất là 28 tuổi, lứa tuổi hay gặp nhất là 10 - 15 tuổi [2].

Một nghiên cứu ở Đức cho thấy tuổi khởi phát trung bình của nhóm bệnh nhân Wilson là 15,5 tuổi [23].

Nghiên cứu 307 bệnh nhân Wilson ở Ấn Độ cho thấy tuổi khởi phát trung bình là 13,5 tuổi (thấp nhất là 3 tuổi, cao nhất là 44 tuổi) [95].
 Nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson tại Trung Quốc của Liu và cộng sự năm 2004, cho thấy tuổi khởi phát từ 4 tuổi đến 39 tuổi, trong đó 72/75 trường hợp dưới 18 tuổi [70]. 

Theo y văn, bệnh Wilson thường gặp ở người trẻ, ở độ tuổi dao động 5 - 40 tuổi, hiếm gặp dưới 3 tuổi và sau 70 tuổi [24].

Nghiên cứu của chúng tôi gồm 60 bệnh nhân, tuổi khởi phát sớm nhất là 3 tuổi, muộn nhất là 53 tuổi. Tuổi trung bình là 16,3 tuổi. Kết quả từ bảng 3.1, thấy rằng nhóm bệnh nhân dưới 20 tuổi chiếm 68,4%, trong đó nhóm tuổi 10 - 19 chiếm tỷ lệ cao nhất (51,7%). 

Như vậy, bệnh Wilson là bệnh rối loạn chuyển hóa di truyền thường khởi bệnh ở trẻ em và người trẻ.
4.1.1.2. Phân bố bệnh nhân theo giới

Trong số 60 bệnh nhân của chúng tôi, có 55% bệnh nhân nam và 45% bệnh nhân nữ (tỷ lệ nam/nữ là 1,23) (hình 3.1). 

Nghiên cứu của Lê Đức Hinh, tỷ lệ nam/nữ là 1,3 [2]. Nghiên cứu tại Ấn Độ cho kết quả, tỷ lệ nam/ nữ là 2,2 (211 bệnh nhân nam và 96 bệnh nhân nữ) [95]. Tác giả Xiao - Qing Liu và cộng sự nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson gồm 44 bệnh nhân nam và 31 bệnh nhân nữ [70].

So sánh với các nghiên cứu trên thì nghiên cứu của chúng tôi cũng cho kết quả tương tự, bệnh nhân nam mắc bệnh nhiều hơn bệnh nhân nữ (p<0,01). Tuy nhiên, tỷ lệ này chênh lệch không nhiều có thể do cỡ mẫu chưa đủ lớn hoặc do sự mất cân bằng giới tính trong dân số (trẻ trai mới sinh nhiều hơn trẻ gái). Thực chất có thể là tỷ lệ giữa bệnh nhân nam và bệnh nhân nữ bằng nhau vì bệnh Wilson do đột biến gen lặn trên nhiễm sắc thể thường.
4.1.1.3. Các triệu chứng lâm sàng ở giai đoạn khởi phát

Theo y văn Thế giới, triệu chứng lâm sàng ở giai đoạn khởi phát thường là các biểu hiện vàng da, chán ăn, tăng trương lực cơ vùng môi, miệng, lưỡi, hầu làm cho bệnh nhân nói khó, nuốt khó cùng với các động tác ngoại tháp. Tăng nhẹ trương lực cơ và run tay ở giai đoạn khởi phát làm cho bệnh nhân viết chữ xấu, bàn tay vụng về. Số ít các trường hợp có thể biểu hiện viêm gan tối cấp bùng phát, tiên lượng bệnh rất nặng và có chỉ định ghép gan để cứu sống bệnh nhân [26]. 

Kết quả nghiên cứu của Lê Đức Hinh và Đỗ Thanh Hương đều thấy rằng phần lớn các triệu chứng ở giai đoạn khởi phát là tăng nhẹ trương lực cơ và run tay, nói khó, nuốt khó. Như vậy, các triệu chứng chính của nhóm bệnh nhân này chủ yếu là các triệu chứng thần kinh, có thể do cả 2 nhóm bệnh nhân này được nghiên cứu ở khoa Thần kinh Bệnh viện Bạch Mai [3],[4]. 
Nghiên cứu 126 bệnh nhân ở Bungary năm 2012 thấy rằng 66,7% các trường hợp xuất hiện triệu chứng thần kinh trong giai đoạn khởi phát: triệu chứng phổ biến nhất là run, sau đó là nói khó [83].
Nghiên cứu của chúng tôi gồm 60 bênh nhân điều trị ở nhiều chuyên khoa tại Bệnh viện Bạch Mai và Bệnh viện Nhi Trung ương với các triệu chứng đa dạng. Ở bảng 3.2 cho thấy run tay là triệu chứng hay gặp nhất (chiếm 65%), run với biên độ nhỏ, tăng khi nghỉ ngơi, giảm khi vận động cùng với tăng nhẹ trương lực cơ làm cho các động tác của chi trên trở nên vụng về, viết chữ xấu. Ngoài ra có thể gặp các triệu chứng ngoại tháp khác và vàng da. Giai đoạn này hầu hết các bệnh nhân chưa đến khám ở các cơ sở y tế cho đến khi các triệu chứng run tay rõ kèm theo nói khó, nuốt khó, đi đứng khó khăn được chẩn đoán hội chứng Parkinson hoặc viêm gan chưa rõ nguyên nhân, được uống thuốc điều trị triệu chứng hoặc điều trị đông y châm cứu.
Như vậy, các triệu chứng ở giai đoạn khởi phát thường biểu hiện kín đáo bằng run tay, nói khó. Các bệnh nhân này hay bị bỏ sót chẩn đoán hoặc chẩn đoán nhầm cho nên phần lớn các bệnh nhân không được điều trị đúng ở giai đoạn này.

4.1.1.4. Các triệu chứng lâm sàng ở giai đoạn toàn phát

Ở giai đoạn toàn phát, các triệu chứng thần kinh rất đa dạng và phong phú, nổi bật là rối loạn trương lực cơ và các động tác bất thường. Tăng trương lực cơ lan tỏa kiểu ngoại tháp thấy rõ ở các cơ mặt, cơ phát âm, cơ vùng cổ và thắt lưng. Cổ điển mô tả “bộ mặt Wilson” với đặc điểm bất động mặt - miệng - hầu. Bệnh nhân thường nói khó, nuốt khó, chảy nước dãi, đi đứng khó khăn. Có các động tác bất thường bao gồm run, múa vờn, múa giật, các cơn rối loạn trương lực co vặn, động tác định hình. Những cơn co vặn ở bệnh nhi gây đau và dễ nhầm chẩn đoán bại não co cứng ở trẻ em [1].

Nghiên cứu của Lê Đức Hinh cho thấy triệu chứng hay gặp ở giai đoạn toàn phát là tăng trương lực cơ kiểu ngoại tháp tứ chi (91,6%), nói khó (66,6%), nuốt khó (46,6%), run ngọn chi (45%) [3]. 

Nghiên cứu của Liu và cộng sự (Trung Quốc) cho 75 bệnh nhân Wilson có 32% biểu hiện tăng trương lực cơ kèm run ngọn chi, nói khó, nuốt khó, các chứng loạn động [70]. 

Nghiên cứu năm 2012 tại Ai Cập cho đưa ra kết luận: các triệu chứng thần kinh phổ biến nhất của bệnh nhân Wilson là run và nói khó [80].

Nghiên cứu khác ở bệnh nhân Wilson Ấn Độ có các triệu chứng thần kinh hay gặp nhất là run, sau đó là nói khó, rối loạn dáng đi, tăng trương lực cơ và chảy nước dãi [95].
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 3.3 cũng thấy rằng các triệu chứng thần kinh hay gặp ở giai đoạn toàn phát là tăng trương lực cơ tứ chi (chiếm tỷ lệ 68,3%), nói khó (61,7%), nuốt khó (58,3%). Các triệu chứng ít gặp hơn là: run tay, chảy nước dãi.
Như vậy, kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự các nghiên cứu trước đó với các triệu chứng thần kinh ở giai đoạn toàn phát hay gặp là tăng trương lực cơ kiểu ngoại tháp tứ chi, nói khó, nuốt khó. 

Rối loạn tâm thần không phải là triệu chứng phổ biến của bệnh Wilson nhưng cũng có trường hợp chẩn đoán nhầm được điều trị ở chuyên khoa tâm thần. Các triệu chứng rối loạn cảm xúc và khí sắc, suy giảm tư duy, suy giảm trí nhớ, có khi kèm theo cơn kích động, loạn thần, rối loạn hành vi tác phong [3]. 

Nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson của Liu và cộng sự (Trung Quốc), có 4 trường hợp rối loạn hành vi tác phong kèm loạn thần [70].

Nghiên cứu của Prashanth cho 307 bệnh nhân Wilson cho thấy triệu chứng tâm thần hiếm gặp: 14/307 trường hợp có rối loạn hành vi, 6/307 suy giảm các hoạt động ở trường học [95].
Nghiên cứu 126 bệnh nhân Wilson ở Bungary chỉ có 15 bệnh nhân biểu hiện triệu chứng tâm thần, trong đó 7 bệnh nhân có biểu hiện trầm cảm; 6 bệnh nhân có biểu hiện giống tâm thần phân liệt [83].

Nghiên cứu 60 bệnh nhân của tác giả Lê Đức Hinh, 19 trường hợp có biểu hiện triệu chứng tâm thần (trong đó 5 trường hợp điều trị tại Bệnh viện Tâm thần trước khi vào khoa Thần kinh) [3].

Nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 3.3 có 5/60 trường hợp rối loạn cảm xúc, 4/ 60 trường hợp biểu hiện suy giảm trí tuệ, suy giảm trí nhớ. 

Như vậy, triệu chứng tâm thần ít gặp trong bệnh Wilson với các biểu hiện rối loạn cảm xúc, suy giảm trí nhớ, suy giảm tư duy tiến triển nặng dần có thể dẫn đến sa sút trí tuệ kèm theo các cơn kích động và loạn thần. Những biểu hiện này thường kèm theo các triệu chứng thần kinh và ở những gia đình bệnh nhân có tiền sử gia đình bị  bệnh gan hoặc bệnh Wilson [26].

Triệu chứng tiêu hóa của bệnh Wilson thường xuất hiện rất sớm (khoảng 40% xuất hiện trước các triệu chứng thần kinh) nhưng hay bị bỏ sót chẩn đoán vì ban đầu có thể chỉ tăng enzym gan đơn thuần hoặc vàng da, vàng mắt, chảy máu chân răng, đi ngoài phân lỏng thoáng qua [26]. Đôi khi bệnh nhân thể gan - thần kinh đến khoa tiêu hóa trước khi đến khoa thần kinh với chẩn đoán viêm gan, gan - lách to hoặc xơ gan cổ trướng chưa rõ nguyên nhân.

Bệnh nhân Wilson thường biểu hiện triệu chứng về gan nhiều hơn triệu chứng về thần kinh ở nhóm dưới 10 tuổi, các triệu chứng thần kinh hay gặp hơn ở bệnh nhân sau 30 tuổi [1].

Nghiên cứu 60 bệnh nhân Wilson của tác giả Lê Đức Hinh, có 11 trường hợp phát hiện gan to, 6 trường hợp lách to, 4 trường hợp  đồng thời có gan to và lách to ở giai đoạn toàn phát [3].

Nghiên cứu khác ở Ấn Độ thấy rằng triệu chứng tiêu hóa hay gặp là vàng da, chướng bụng nhưng các triệu chứng này ít gặp hơn các triệu chứng thần kinh [95].

Nghiên cứu 60 bệnh nhân Wilson của chúng tôi với kết quả ở bảng 3.3 có 31/60 trường hợp vàng da, 13/60 trường hợp chảy máu chân răng và 7/60 trường hợp phù. 

Như vậy, các triệu chứng tiêu hóa ở giai đoạn toàn phát trong nghiên cứu của chúng tôi cũng như của các tác giả trước khá phong phú. Triệu chứng tiêu hóa thường xuất hiện sớm hơn triệu chứng thần kinh.Tuy nhiên, với thể gan - thần kinh mà triệu chứng tiêu hóa chiếm ưu thế thường hay bị bỏ sót chẩn đoán. Do đó, với các triệu chứng tiêu hóa ở giai đoạn sớm của bệnh hoặc những bệnh nhân được chẩn đoán viêm gan mạn tính, gan lách to hoặc xơ gan cổ trướng không rõ nguyên nhân cần làm thêm các xét nghiệm loại trừ bệnh Wilson.

Vòng Kayser - Fleischer màu xanh nâu ở rìa giác mạc là triệu chứng điển hình hay gặp của bệnh Wilson, đục thủy tinh thể kiểu hoa hướng dương và giảm thị lực là triệu chứng hiếm gặp ở giai đoạn muộn của bệnh [27].

Nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson ở Trung Quốc của tác giả Xiao - Qing Liu,  thấy 49 trường hợp có vòng Kayser – Fleischer (chiếm tỷ lệ 65%) [70]. 

Khám mắt bằng đèn khe cho 101 bệnh nhân Wilson trong nhóm nghiên cứu của Violeta phát hiện 80 bệnh nhân có vòng Kayser - Fleischer chiếm tỷ 79% [83].

Nghiên cứu của Lê Đức Hinh, phát hiện 71,6% bệnh nhân Wilson có vòng Kayser - Fleischer, 25% đục thủy tinh thể kiểu hoa hướng dương [3].

Nghiên cứu của chúng tôi gồm 60 bệnh nhân, trong đó 32/60 trường hợp có vòng Kayser - Fleischer, 6/60 trường hợp đục thủy tinh thể kiểu hoa hướng dương, không có trường hợp nào giảm thị lực. Các bệnh nhân có vòng Kayser - Fleischer chủ yếu là thể thần kinh hoặc thể hỗn hợp gan - thần kinh (bảng 3.3).
Như vậy triệu chứng ở giai đoạn toàn phát rất đa dạng với các triệu chứng tổn thương tại não, gan, mắt và biểu hiện triệu chứng tâm thần. Do đó bệnh nhân có thể đến khám tại các chuyên khoa khác nhau. 

4.1.1.5. Tiền sử gia đình

Khi khai thác tiền sử gia đình của 60 bệnh nhân, chúng tôi thấy có 11 trường hợp có anh, chị, em ruột bị bệnh Wilson, 9 trường hợp bố mẹ bị bệnh Wilson, 7 trường hợp có cô, dì, chú, bác ruột bị bệnh Wilson, không có trường hợp nào bố mẹ cùng huyết thống (bảng 3.4).

Nghiên cứu 60 bệnh nhân của Lê Đức Hinh, 6 trường hợp có anh, chị, em bị bệnh Wilson, 3 trường hợp viêm gan và 1 trường hợp bị suy yếu trí tuệ [3]. 

Nghiên cứu 83 bệnh nhân Wilson từ 72 gia đình và 98 người có quan hệ họ hàng với 11 bệnh nhân mang gen đột biến đồng hợp tại Úc, phát hiện 9 anh, chị, em ruột của bệnh nhân mang gen đột biến, 46 người có quan hệ họ hàng với bệnh nhân mang gen đột biến gây bệnh Wilson [96].

Nghiên cứu tại Ai Cập cho kết quả 75% bệnh nhân Wilson có bố mẹ cùng huyết thống [63].

Như vậy, các bệnh nhân bị bệnh Wilson có bố, mẹ, anh chị em ruột hoặc người trong dòng họ bị bệnh Wilson hoặc bố mẹ hôn nhân cùng huyết thống: điều này phù hợp với qui luật di truyền Mendel. Do vậy, khi khám các bệnh nhân nghi ngờ bị bệnh Wilson cần khai thác kỹ tiền sử gia đình và chẩn đoán sớm cho các thành viên khác trong gia đình bệnh nhân giúp điều trị sớm cho họ. 
4.1.2. Một số đặc điểm cận lâm sàng của bệnh Wilson

4.1.2.1. Các xét nghiệm sinh hóa

Định lượng ceruloplasmin huyết thanh

Theo y văn Thế giới, ceruloplasmin có trị số bình thường là 20-40mg/dl, ở bệnh nhân Wilson chỉ số này thường giảm dưới 10mg/dl, có thể giảm còn dạng vết hoặc bằng 0mg/dl. Tuy nhiên có khoảng 5% trường hợp bệnh nhân Wilson có nồng độ ceruloplasmin trong giới hạn bình thường [26].

Nghiên cứu của tác giả Lê Đức Hinh, cho thấy hàm lượng ceruloplasmin trong khoảng 0-5mg/dl chiếm 75%, từ 6-10mg/dl chiếm 20%, từ 11-15mg/dl chiếm 5% [3].
Nghiên cứu của Tawhida ở Ai Cập cho thấy có 93,5% số bệnh nhân biểu hiện giảm nồng độ ceruloplasmin huyết thanh dưới 20mg/dl [80].
Nghiên cứu của chúng tôi gồm 60 bệnh nhân (bảng 3.5), trong đó 9 trường hợp có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh dưới 5mg/dl, 37 trường hợp có giá trị từ 5,1-10mg/dl (chiếm tỷ lệ cao nhất 61,7%), 11 trường hợp trong khoảng 10,1 - 15mg/dl và 3 trường hợp có giá trị 15,1-19,9mg/dl (trong đó có 1 trường hợp ceruloplasmin cao nhất là 16,9mg/dl).

Như vậy kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự các tác giả trong và ngoài nước với hàm lượng ceruloplasmin giảm thấp ở hầu hết các bệnh nhân Wilson. Xét nghiệm định lượng ceruloplasmin không những là một chỉ số quan trọng trong tiêu chuẩn chẩn đoán xác định mà còn giúp theo dõi điều trị. 

Định lượng transaminase huyết thanh
Theo y văn, tổn thương gan là biểu hiện sớm nhất của bệnh Wilson. Tuy nhiên trên lâm sàng thường chưa rõ triệu chứng, chỉ phát hiện transaminase huyết thanh tăng dựa vào xét nghiệm sinh hoá máu [26].

Tác giả Lê Đức Hinh nghiên cứu 60 bệnh nhân, trong đó 25 trường hợp tăng transaminase huyết thanh và hầu hết các trường hợp mắc bệnh dưới 1 năm. Khám lâm sàng phát hiện 11 bệnh nhân gan to, 6 bệnh nhân lách to và 4 bệnh nhân vừa gan to vừa lách to [3].

Nghiên cứu ở Ý cho thấy 50/58 bệnh nhân có biểu hiện tổn thương gan: nồng độ ALT huyết thanh trung bình là 202 U/l; 21/58 bệnh nhân có nồng độ ALT tăng dai dẳng sau điều trị ít nhất là 12 tháng (trung bình là 78 U/l). Các bệnh nhân này có triệu chứng khởi đầu là gan to, chán ăn, vàng da hoặc đau bụng [97].
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 3.6 cho kết quả: 31/60 trường hợp tăng ALT và AST. Các bệnh nhân này trong nhóm tổn thương gan đơn thuần hoặc thể hỗn hợp gan - thần kinh. Trong nhóm thể hỗn hợp gan - thần kinh, có 7 bệnh nhân chỉ có triệu chứng thần kinh và tăng transaminase huyết thanh mà không có triệu chứng lâm sàng của cơ quan tiêu hóa.

Như vậy, tăng transaminase huyết thanh là biểu hiện sớm và có thể là biểu hiện duy nhất của bệnh nhân Wilson. Do đó tất cả các bệnh nhân tăng transaminase huyết thanh dai dẳng không rõ nguyên nhân, đặc biệt là ở người trẻ thì cần làm thêm các xét nghiệm để chẩn đoán sớm bệnh Wilson.

Định lượng đồng trong nước tiểu

Định lượng đồng niệu giúp chẩn đoán và theo dõi điều trị cho các bệnh nhân Wilson. Lượng đồng bình thường trong nước tiểu dưới 100(g/24giờ. Với bệnh nhân Wilson đồng niệu có thể tăng gấp 30 lần trị số trên [26]. 

Tác giả Lê Đức Hinh định lượng đồng niệu cho 3 bệnh nhân đều tăng trên 1(mol/24giờ [3].

Nghiên cứu của Emanuele cho thấy nồng độ đồng niệu 24 giờ trung bình ở bệnh nhân Wilson Ý là 157(g, cao nhất là 1500(g [97].

Nghiên cứu khác ở bệnh nhân Wilson Ai Cập cho kết quả 84,2% bệnh nhân có nồng độ đồng trong nước tiểu tăng [80].
Trong số 60 bệnh nhân của chúng tôi, có 47 bệnh nhân được làm xét nghiệm định lượng đồng niệu trong 24 giờ, cho kết quả 100% đều tăng trên 100(g/24giờ. Giá trị trung bình là 673(g/24giờ, cao nhất là 2457(g/24giờ (bảng 3.7). 
Như vậy, đồng niệu tăng cao ở hầu hết các bệnh nhân Wilson. Điều đó chứng tỏ lượng đồng tự do tăng quá cao trong máu không được bài tiết qua đường mật ở những bệnh nhân này. Đồng niệu 24 giờ là một trong những tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh Wilson, giúp chẩn đoán sớm, chẩn đoán sàng lọc và theo dõi các bệnh nhân trong quá trình điều trị.
4.1.3. Các biến đổi về hình ảnh học

4.1.3.1. Siêu âm ổ bụng 

Nghiên cứu 60 bệnh nhân Wilson của tác giả Lê Đức Hinh, thấy 25 trường hợp có hình ảnh mật độ gan không đều, 18 trường hợp có biểu hiện gan to, lách to, tăng áp lực tĩnh mạch cửa, có dịch ổ bụng hoặc teo gan.  

Nghiên cứu của Liu và cộng sự cũng chỉ ra hình ảnh tổn thương gan gặp khá phổ biến trên siêu âm ổ bụng (chiếm tỷ lệ 75%) [70].

Nghiên cứu 60 bệnh nhân của chúng tôi thấy rằng mật độ gan không đều là triệu chứng hay gặp nhất trong siêu âm ổ bụng cho các bệnh nhân Wilson (chiếm 31/ 60), lách to (11/60 bệnh nhân). Còn các triệu chứng gan teo nhỏ, gan to, giãn tĩnh mạch cửa ít gặp hơn (bảng 3.8). Mật độ gan không đều gặp ở tất cả các bệnh nhân Wilson thể gan và thể gan - thần kinh.

Như vậy nghiên cứu của chúng tôi cũng như nghiên cứu của các tác giả trước, đều nhận thấy các biến đổi về xét nghiệm chức năng gan cũng như hình ảnh trên siêu âm ổ bụng của bệnh nhân Wilson khá phổ biến và xuất hiện sớm. Tuy nhiên, siêu âm ổ bụng và xét nghiêm sinh hóa máu không phải là tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh Wilson mà cần phải làm thêm các xét nghiệm khác giúp chẩn đoán xác định (định lượng ceruloplasmin, đồng niệu, đồng trong gan khô). 

4.1.3.2. Chụp MRI sọ não

Theo y văn, hình ảnh tổn thương trên MRI sọ não rất phong phú với độ nhậy cao, đặc biệt ở thì T2W và Flair. Tổn thương hay gặp là giảm tín hiệu trên thì T1W, tăng tín hiệu trên T2W và Flair ở vùng đồi thị, nhân bèo đối xứng hai bên. Có thể kèm theo giãn não thất, teo vỏ não (ít gặp tổn thương vùng thân não và tiểu não). Tổn thương đặc hiệu của bệnh Wilson được mô tả điển hình là "gương mặt gấu trúc khổng lồ", hình thành bởi cường độ tín hiệu cao trong nhân mái (trừ nhân đỏ), tăng tín hiệu đối xứng chất lưới của liềm đen, và giảm tín hiệu ụ trên [27].

Nghiên cứu 4 trường hợp bệnh nhân Wilson của tác giả Nguyễn Năng Tấn thấy cả 4 trường hợp trên phim chụp MRI đều có tổn thương hạch đáy đặc biệt là nhân vỏ hến và nhân cầu nhạt. Trong đó có 2 trường hợp kèm theo teo thể trai, teo tiểu não và não thất bên giãn rộng, 1 trường hợp kèm theo tổn thương vùng đồi thị và teo thùy thái dương [98].

Chụp MRI cho 18 bệnh nhân Wilson Ấn Độ phát hiện 16 bệnh nhân có tổn thương não, trong đó: 14 bệnh nhân tổn thương nhân vỏ hến; 12 bệnh nhân có tổn thương nhân đuôi; 10 bệnh nhân có tổn thương nhân cầu nhạt; số ít bệnh nhân có tổn thương đồi thị, thân não, vỏ não [99].
Tác giả Shantala Hegde phân tích hình ảnh chụp MRI sọ não cho 12 bệnh nhân bị bệnh Wilson có biểu hiện triệu chứng thần kinh và tâm thần cho thấy: 9 bệnh nhân có thay đổi tín hiệu vùng nhân xám trung ương; 5 bệnh nhân có tổn thương thân não; 3 bệnh nhân có teo bán cầu não; 2 bệnh nhân teo thân não; không có bệnh nhân nào tổn thương chất trắng dưới vỏ [100].  
Chụp MRI sọ não cho 45 trường hợp trong số 60 bệnh nhân nghiên cứu, chúng tôi phát hiện 43 trường hợp có tổn thương não với biểu hiện giảm tín hiệu trên T1W, tăng tín hiệu trên T2W và Flair. Trong đó, tổn thương vùng nhân xám đối xứng hai bên chiếm tỷ lệ cao nhất (86,7%). Ít trường hợp biểu hiện thay đổi tín hiệu nhân xám, đồi thị không đối xứng, tổn thương vùng thân não hoặc teo vỏ não (bảng 3.9). Trong nhóm nghiên cứu của chúng tôi có 3 bệnh nhân có hình ảnh chụp CT sọ não không rõ tổn thương (đặc biệt là các tổn thương vùng thân não), nhưng trên phim MRI thấy hình ảnh tổn thương rất rõ ở thì T2W và Flair. Tất cả các bệnh nhân có tổn thương não trên phim chụp MRI sọ não là những bệnh nhân trong nhóm thể lâm sàng thần kinh và gan - thần kinh.

 Như vậy, các nghiên cứu đều thống nhất tổn thương hay gặp nhất trên phim chụp MRI sọ não của bệnh nhân Wilson là giảm tín hiệu ở thì TW1, tăng tín hiệu trên TW2 và Flair ở vùng đồi thị, nhân xám đối xứng hai bên. Các tổn thương ở vùng thân não, teo bán cầu não hiếm gặp hơn. Chụp MRI có độ nhậy và hình ảnh rõ nét hơn phim chụp CT cho nên đối với các bệnh nhân nghi ngờ bị bệnh Wilson, chỉ định chụp MRI sọ não có giá trị hơn trong việc xác định tổn thương.

4.1.4. Các thể lâm sàng của bệnh

 Qua nghiên cứu các đặc điểm lâm sàng, cận lâm sàng ở trên cùng với bệnh sử và quá trình tiến triển của bệnh, 60 bệnh nhân của chúng tôi được chia thành các thể lâm sàng: thể thần kinh đơn thuần chiếm 49%; thể gan (28%) vàvà thể gan - thần kinh (23%) (hình 3.3).

Nghiên cứu của Lê Đức Hinh, gồm 60 bệnh nhân ở Khoa Thần kinh, Bệnh viện Bạch Mai thấy rằng hai thể lâm sàng hay gặp nhất là thần kinh đơn thuần (58,3%) và gan - thần kinh (31,6%) [3].

Nghiên cứu 75 bệnh nhân Wilson Trung Quốc thấy sự phân bố các thể lâm sàng: 39 bệnh nhân thể gan đơn thuần, 16 bệnh nhân thể thần kinh đơn thuần, 27 bệnh nhân thể hỗn hợp gan-thần kinh, 3 bệnh nhân tổn thương khớp và 8 bệnh nhân có các triệu chứng khác [70].
Từ các kết quả trên cho thấy sự phân bố các thể lâm sàng không giống nhau giữa các nghiên cứu. Có nghiên cứu cho thấy thể gan đơn thuần chiếm tỷ lệ thấp hơn các thể khác dù y văn mô tả các tổn thương đầu tiên xuất hiện ở gan do đồng tích lũy ở gan trước khi đến các cơ quan đích khác. Điều này có thể lý giải do nghiên cứu của tác giả Lê Đức Hinh chỉ tiến hành ở Khoa Thần kinh và các bệnh nhân tổn thương gan thường biểu hiện lâm sàng không quá nặng nên được theo dõi ngoại trú và một số bệnh nhân có tổn thương gan chưa được chẩn đoán bệnh Wilson. Như vậy, sự phân bố các thể lâm sàng có thể bị ảnh hưởng của nơi lấy mẫu. Do đó, nên chọn nghiên cứu đa trung tâm: bệnh nhân ở các khoa khác nhau, các bệnh viện khác nhau (gồm cả trẻ em và người lớn) để xác định rõ hơn sự phân bố các thể lâm sàng, đặc biệt là ở giai đoạn khởi phát của bệnh.
4.2. Kết quả phân tích gen ATP7B
Theo thống kê tại ngân hàng dữ liệu về bệnh Wilson (http://www.wilsondiseas.med.ualberta.ca) cho đến thời điểm hiện tại, có 7 dạng đột biến trên gen ATP7B: đột biến xóa đoạn, đột biến lặp đoạn, đột biến đảo đoạn, đột biến thêm/mất nucleotid, đột biến vô nghĩa, đột biến sai nghĩa và đột biến tại vùng 5’UTR hoặc vùng intron. 

Chúng tôi tiến hành nghiên cứu xác định đột biến gen cho 60 bệnh nhân Wilson bằng phương pháp giải trình tự toàn bộ gen ATP7B, đã phát hiện được 44 bệnh nhân mang đột biến mới hoặc đột biến đã được công bố gây bệnh. Nghiên cứu phát hiện được 4/7 dạng đột biến đã công bố bao gồm: đột biến thêm/mất nucleotid, đột biến vô nghĩa, đột biến sai nghĩa và đột biến tại vùng 5’UTR. Nghiên cứu cũng phát hiện được 26 kiểu đột biến khác nhau: 3/26 đột biến vô nghĩa (nonsense), 2/26 đột biến ở vùng 5'UTR, 2 /26 đột biến thêm nucleotide, 2/26 đột biến mất nucleotide và 17/26 đột biến sai nghĩa (missense) (bảng 3.10). 

Kết quả từ bảng 3.10 cho thấy các đột biến được tìm thấy nằm trải dài trên toàn bộ gen ATP7B. Các dạng đột biến trên các vùng gen khác nhau được công bố trên ngân hàng dữ liệu gen về khả năng gây bệnh. Cụ thể như sau:
* Đột biến vô nghĩa (nonsense): trong nghiên cứu của chúng tôi phát hiện 2 dạng đột biến vô nghĩa, trong đó có 1 đột biến đã được công bố gây bệnh: p.S105X; 1 đột biến mới: p.E905X. 

* Nghiên cứu phát hiện được 3 đột biến mới là đột biến thêm và mất nucleotid gây lệch khung dịch mã: và p.K720NfsX3, p.P1133EfsX19 và p.N1270IfsX35. 
* Có 17 đột biến sai nghĩa (misense) nằm trong vùng mã hoá (thay thế nucleotide dẫn đến thay đổi acid amin), trong đó có 14/17 đột biến đã được công bố gây bệnh; 3/17 đột biến mới.

* Có 1 đột biến thay thế nucleotide không làm thay đổi acid amin nằm trước vùng mã hoá (hay còn gọi là vùng 5’UTR) đã được công bố gây bệnh là c.-75C>A, 1 đột biến nằm trước vùng mã hóa chưa được công bố gây bệnh: c.-118insCGGCG. 

Nghiên cứu của Phan Tôn Hoàng (2015), phát hiện 28 đột biến trên gen ATP7B ở những bệnh nhân bị bệnh Wilson [8]. 

So sánh với nghiên cứu của Phan Tôn Hoàng, chúng tôi phát hiện thêm được 14 đột biến khác: p.V446G, p.V536A, p.G591S, p.K720NfsX3, p.E905X, p.T1033I, p.P1052L, p.A1065P, p.P1133EfsX19, p.G1099S, p.A1183T, p.G1213D, p.P1273Q và p.N1270IfsX35. Trong đó có 4/14 đột biến mới chưa được công bố gây bệnh trên ngân hàng dữ liệu gen: p.V446G, p.E905X, p.P1133EfsX19 và p.N1270IfsX35 [8].
Thống kê số alen từ bảng 3.10 thấy 3 dạng đột biến phổ biến nhất gây bệnh Wilson trong nghiên cứu của chúng tôi là: c.-75C>A ở vùng 5'UTR với số alen đột biến chiếm 26,92%; đột biến p.S105X trên exon 2 với số alen đột biến chiếm 26,92% và đột biến p.R778L trên exon 8 với số alen đột biến chiếm 9,62% (không có bệnh nhân nào mang đột biến p.H1069Q trên exon 14). 

Dựa trên các công bố quốc tế, các công bố trên ngân hàng dữ liệu về bệnh Wilson (http://www.wilsondiseas.med.ualberta.ca) và kết quả nghiên cứu của chúng tôi (bảng 3.10 và 3.11), thấy rằng 3 đột biến quan trọng được xác định gây bệnh gồm: c.-75A>C ở vùng 5'UTR; p.S105X (c.471C>A) trên exon 2 và p.R778L (c.2333G>T) trên exon 8. Ba đột biến này được công bố gây bệnh trên nhiều tài liệu quốc tế và có tỷ lệ phát hiện cao trong nhóm nghiên cứu.

- Đột biến c.-75A>C 

Khi tiến hành giải trình tự trên toàn bộ gen ATP7B cho các bệnh nhân Wilson, nhóm nghiên cứu phát hiện được 28/44 trường hợp (26,92%) mang đột biến c.-75A>C (C thay thế thành A ở vùng 5’UTR cách vị trí mã khởi đầu 75 bp). Tất cả các bệnh nhân này đều có ≥ 2 đột biến, nhiều nhất có 8 đột biến. Đột biến này đã được công bố gây bệnh trên bệnh nhân người Nhật và Trung Quốc (bảng 3.10). Tỷ lệ mang đột biến này ở nhóm bệnh nhân Wilson Trung Quốc là 14/26 trường hợp [101].

Đột biến này nằm ở vùng 5’UTR ngay trước vị trí bám của đồng (Cu++ binding). Tất cả những bệnh nhân mang đột biến này đều kết hợp với các đột biến khác (bảng 3.11) cũng tạo ra sự “cộng hưởng” tác động tới sự hình thành của protein ở các mức độ khác nhau và làm ảnh hưởng đến quá trình vận chuyển đồng qua màng tế bào.

- Đột biến p.S105X (c.417C>A)

Nghiên cứu của chúng tôi có 26,92% alen đột biến tạo mã kết thúc c.314C>A (p.S105X): đột biến thay thế nucleotid 314C>A dẫn đến bộ ba thứ 105 TCG mã hóa Serine chuyển thành mã kết thúc sớm TAG (bảng 3.10). 

Đây là đột biến đã được công bố gây bệnh Wilson 3 lần (2 lần ở Đức và 1 lần ở Trung Quốc) (bảng 3.10).

Đột biến nằm trên exon 2, thuộc vùng MBDs (Metal-Binding Domains)- là vị trí bám cho các nguyên tử đồng. Các MBDs trên gen ATP7B có các chức năng quan trọng: hoạt hóa men ATPase, chuyển vị đồng, hợp nhất đồng trong phức hợp enzym, tương tác giữa protein với protein [32]. Đột biến này làm cho cấu trúc và chức năng của protein ATP7B thay đổi, dẫn đến giảm một phần khả năng vận chuyển đồng hoặc mất hoàn toàn khả năng vận chuyển đồng của protein ATP7B. Do đó những bệnh nhân mang đột biến gây bệnh trên exon này có thể biểu hiện lâm sàng nặng.
Ngoài ra, có một số nghiên cứu cho kết quả các đột biến gen dạng vô nghĩa (nonsense) biểu hiện bệnh sớm hơn dạng sai nghĩa với thể lâm sàng nặng, ceruloplasmin giảm nặng. Với các dạng đột biến cắt cụt protein có biểu hiện suy gan tối cấp, là thể lâm sàng rất nặng đòi hỏi phải ghép gan cấp cứu [81],[82],[83].

- Đột biến p.R778L
Các nghiên cứu chỉ ra rằng đột biến thay thế nucleotid 2333G>T dẫn đến bộ ba thứ 778 CGG mã hóa Arginine chuyển thành CTG mã hóa Leucine (p.R778L) trên exon 8 phổ biến nhất ở các nước châu Á với tỷ lệ phát hiện đột biến là: 31,9% ở Trung Quốc, 35% ở Nhật và 43,1% ở Đài Loan [84],[102]. Đột biến này đã được công bố gây bệnh 25 lần trong các nghiên cứu quốc tế tại ngân hàng dữ liệu gen (bảng 3.10). Ngoài ra, tại vị trí 778 trên exon 8 còn có các đột biến khác đã công bố gây bệnh: p.R778Q, p.R778W và p.R778G. Như vậy, có thể thấy 778 là vị trí đột biến quan trọng gây bệnh Wilson, ảnh hưởng đến quá trình vận chuyển đồng qua màng tế bào.
Trong nghiên cứu của chúng tôi, với 44 bệnh nhân đã phát hiện đột biến, có 9,62 % mang alen đột biến p.R778L (bảng 3.10). 

Một số nghiên cứu khác ở Việt Nam phát hiện tỷ lệ đột biến khác nhau: nghiên cứu năm 2010, bằng cắt enzym giới hạn thấy tỷ lệ phát hiện đột biến gen p.R778L là 2/29 bệnh nhân nghiên cứu [5]. Nghiên cứu của tác giả Lê Hoàng Phúc, cho 16 bệnh nhân Wilson ở Bệnh viện Nhi Đồng 1, không phát hiện được trường hợp nào mang đột biến c.2333G>T (p.R778L) [6].

Nghiên cứu của Nguyễn Thị Mai Hương và cộng sự cho 16 bệnh nhân phát hiện được các đột biến p.S105X, p.V176Sfs, p.R778L, p.G943D, p.C985T, p.K1010T; trong đó đột biến p.S105X chiếm tỷ lệ cao nhất (21,9%) [7]. 
Như vậy, đột biến phổ biến trên gen ATP7B khác nhau giữa các quốc gia, chủng tộc trên thế giới.

Ba đột biến c.-75C>A; p.S105X; p.R778L có tỷ lệ cao nhất trong nghiên cứu của chúng tôi tại Việt Nam cũng gặp ở các quốc gia châu Á nhưng tỷ lệ mắc khác nhau (đột biến p.R778L trên exon 8 phổ biến nhất ở các nước châu Á lại xếp thứ 3 ở Việt Nam); không có bệnh nhân nào mang đột biến p.H1069Q phổ biến ở châu Âu.
4.3. Phân tích mối tương quan giữa số alen đột biến trên gen ATP7B và kiểu hình của bệnh nhân Wilson

Bệnh Wilson là bệnh đột biến gen lặn và là bệnh rối loạn chuyển hóa với hơn 500 đột biến khác nhau. Nghiên cứu của chúng tôi cho 60 bệnh nhân phát hiện được 44 bệnh nhân mang 19 đột biến đã được công bố gây bệnh và 7 đột biến mới (bảng 3.10). 
Bảng 3.11 cho thấy có 5 bệnh nhân mang 1 alen đột biến; 25 bệnh nhân mang 2 alen; 7 bệnh nhân mang 3 alen và 7 bệnh nhân mang 4 alen. Các bệnh nhân này có triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng rất đa dạng. Do đó, để giúp cho quá trình điều trị, tiên lượng bệnh và tư vấn lâm sàng chính xác, chúng tôi tiến hành phân tích mối tương quan giữa số alen đột biến và kiểu hình cho 44 bệnh nhân này. 

4.3.1. Mối tương quan giữa tuổi khởi phát và số alen đột biến

Kết quả từ bảng 3.12 cho thấy tuổi phởi phát bệnh Wilson trong nhóm nghiên cứu tỷ lệ nghịch với số alen đột biến: nhóm mang 4 alen đột biến có tuổi khởi phát trung bình thấp nhất là 9 tuổi; nhóm mang 3 alen đột biến là 13 tuổi; nhóm mang 2 alen đột biến là 16 tuổi và nhóm mang 1 alen đột biến có tuổi khởi phát trung bình cao nhất là 20 tuổi. Nghĩa là bệnh nhân càng mang nhiều alen đột biến thì tuổi khởi phát càng sớm.

Tuy nhiên, khi so sánh 4 nhóm bệnh nhân ở trên có số alen đột biến khác nhau với tuổi khởi phát trên hình 3.8 thì thấy rằng sự khác biệt giữa các nhóm bệnh nhân này không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05. 

Ngoài ra, có một số dạng đột biến đã được khẳng định từ các nghiên cứu trước là liên quan đến tuổi khởi phát bệnh: ví dụ đột biến p.R778L biểu hiện tổn thương gan sớm, trong khi các đột biến c.3207 C>A, p.S932X hoặc  p.W779X lại hay gặp ở nhóm khởi phát bệnh muộn [67],[88],[89]. Do đó có thể vẫn nhìn thấy mối tương quan nghịch giữa tuổi khởi phát và số alen đột biến. Nhưng thực chất đó có thể là do sự xuất hiện của các đột biến quan trọng trong từng nhóm bệnh nhân xác định.

Như vậy, việc tăng số lượng bệnh nhân để có sự phân bố đồng đều của các loại đột biến trên toàn bộ nhóm bệnh nhân sẽ giúp thấy rõ hơn mối tương quan này.

4.3.2. Mối tương quan giữa nồng độ ceruloplasmin huyết thanh và số alen đột biến

Kết quả từ bảng 3.12 cho thấy nồng độ ceruloplasmin huyết thanh trung bình khác nhau giữa các nhóm bệnh nhân: nhóm bệnh nhân mang 4 alen đột biến có nồng độ ceruloplasmin trung bình thấp nhất (4,24mg/dl); nhóm mang 2 alen đột biến có nồng độ ceruloplasmin trung bình cao nhất là 12,16mg/dl có số alen đột biến khác nhau. Nghĩa là nhóm bệnh nhân mang nhiều alen đột biến có nồng độ ceruloplasmin trong huyết thanh thấp hơn nhóm mang ít alen đột biến. Điều này phù hợp về đặc điểm sinh học phân tử: sự xuất hiện càng nhiều các biến dị/đột biến trên gen ATP7B thì cấu trúc và tính chất của protein càng thay đổi, gây ảnh hưởng đến chức năng vận chuyển đồng.

Khi so sánh từng nhóm bệnh nhân có số alen đột biến khác nhau với nồng độ ceruloplasmin huyết thanh (hình 3.9), cho thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm bệnh nhân mang 4 alen đột biến với các nhóm bệnh nhân mang 1, 2 và 3 alen đột biến (với p lần lượt là 0,002; 0,001 và 0,001). 

Tác giả Hyung - Doo Park (2010), nghiên cứu 71 bệnh nhân thấy rằng có mối tương quan nghịch có ý nghĩa thống kê giữa nồng độ ceruloplasmin và số đột biến [103]. 

Như vậy, bệnh nhân càng mang nhiều alen đột biến thì nồng độ ceruloplasmin huyết thanh càng giảm và quá trình chuyển hóa đồng trong cơ thể càng giảm, lượng đồng tích lũy trong cơ thể càng tăng.

4.3.3. Mối tương quan giữa đồng niệu 24 giờ và số alen đột biến

Nồng độ đồng niệu trong nước tiểu 24 giờ trung bình tỷ lệ thuận với số alen đột biến: nhóm mang 1 alen đột biến có nồng độ đồng thấp nhất (354,20 µg/dl); nhóm mang 4 alen đột biến có nồng độ đồng cao nhất là 1340,14µg/dl (bảng 3.12). 

So sánh các nhóm mang số lượng alen đột biến khác nhau với nồng đồng trong nước tiểu 24h thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm mang 1 alen đột biến và 3 alen đột biến (p = 0,035); nhóm mang 1 alen đột biến và 4 alen đột biến (p < 0,001); nhóm mang 2 alen đột biến và 4 alen đột biến (p = 0,001); nhóm mang 2 alen đột biến và nhóm mang 3 alen đột biến (p = 0,02) (hình 3.10). 

So sánh nồng độ đồng trong nước tiểu 24h của các bệnh nhân Wilson Hàn Quốc ở các nhóm mang các alen đột biến khác nhau cũng cho kết quả: bệnh nhân mang 2 alen đột biến có nồng độ đồng niệu cao nhất, sau đó là nhóm mang 1 alen đột biến và nhóm không mang alen đột biến [103].

Như vậy, bệnh nhân càng mang nhiều alen đột biến thì nồng độ đồng trong nước tiểu 24 giờ càng cao.

4.3.4. Mối tương quan giữa thể lâm sàng và số alen đột biến

Kết quả từ bảng 3.11 cho thấy sự phân bố không đều giữa các thể lâm sàng ở nhóm bệnh nhân bị bệnh Wilson điều trị tại Bệnh viện Nhi Trung ương và Bệnh viện Bạch Mai. Nghiên cứu của chúng tôi phát hiện 44 bệnh nhân mang đột biến mới và đột biến gây bệnh với 13 bệnh nhân thể gan (29,5%); 20 bệnh nhân thể thần kinh (45,5%) và 11 bệnh nhân thể hỗn hợp gan - thần kinh (25%).
Chúng tôi tiến hành phân tích mối tương quan giữa số alen đột biến với các thể lâm sàng của 44 bệnh nhân này (hình 3.11) cho kết quả: nhóm mang 1 và 2 alen đột biến có tỷ lệ bệnh nhân thể gan đơn thuần cao nhất; nhóm mang 4 alen gồm bệnh nhân thể thần kinh và thể hỗn hợp gan - thần kinh (không có bệnh nhân thể gan đơn thuần) với tỷ lệ bệnh nhân nhóm hỗn hợp cao nhất. Nghĩa là nhóm bệnh nhân mang 4 alen chủ yếu là bệnh nhân thể nặng (thể hỗn hợp gan - thần kinh).

Để tính mối tương quan giữa số alen đột biến với các thể lâm sàng, chúng tôi tính chỉ số r bằng phương pháp Kendall, cho kết quả lần lượt là - 0,02; - 0,12 và 0,17 (bảng 3.13). Chỉ số r rất thấp, nghĩa là không thấy mối tương quan giữa thể lâm sàng và số alen đột biến. Đây là kết quả quan trọng cho thấy ảnh hưởng của tính đa biến dị/đột biến đến kiểu hình. Bệnh nhân mang nhiều đột biến có thể có sự tác động cộng hưởng đa dạng lên kiểu hình. 

Các nghiên cứu thấy rằng có những đột biến đặc trưng cho thể lâm sàng. Nghiên cứu của Trung Quốc cho 66 bệnh nhân thấy 74% mang đột biến p.R778L có biểu hiện lâm sàng thể gan [70]. Một số nghiên cứu khác ở châu Âu lại cho kết quả đột biến gen p.H1069Q hay gặp ở bệnh nhân thể thần kinh [76, 90].
Nhưng trong nghiên cứu của chúng tôi (bảng 3.11) có 10 bệnh nhân mang đột biến p.R778L với 3 bệnh nhân thể gan, 4 bệnh nhân thể thần kinh, 4 bênh nhân thể hỗn hợp gan - thần kinh. Trong đó có 1/10 bệnh  nhân mang duy nhất 1 đột biến p.R778L (bệnh nhân mã số W55.00, thể gan), còn 9/10 bệnh nhân mang thêm đột biến khác kết hợp (các bệnh nhân mã số W8.00, W23.00, W29.00, W51.00, W52.00, W54.00, W58.00, W62.00 và W66.00).

Điều này khẳng định bệnh Wilson thuộc nhóm bệnh chuyển hóa, di truyền đa biến dị/đột biến, nên từ các kết quả ở trên, nhóm nghiên cứu đã khẳng định tầm quan trọng của việc phân tích tổng thể sự ảnh hưởng của nhiều biến dị/ đột biến trên từng cá thể bệnh nhân Wilson.

4.4. Phân tích mối tương quan giữa dạng đột biến trên gen ATP7B và kiểu hình của bệnh nhân Wilson

Phân tích 44 bệnh nhân mang đột biến mới và đột biến đã công bố gây bệnh, cho kết quả: 23 bệnh nhân mang đột biến sai nghĩa và đột biến sai nghĩa kết hợp với đột biến vùng 5'UTR (số alen đột biến vô nghĩa = 0); 10 bệnh nhân mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và 11 bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung (bảng 3.14). Dạng đột biến có thể ảnh hưởng đến sự biểu hiện của các triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh nhân Wilson.

4.4.1. Mối tương quan giữa tuổi khởi phát và dạng đột biến

Kết quả ở bảng 3.14 cho thấy tuổi khởi phát trung bình ở nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung thấp hơn nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm mang đột biến sai nghĩa/ đột biến vùng 5'UTR.

Khi so sánh mối tương quan giữa 3 nhóm đột biến này với tuổi khởi phát (hình 3.12) thì thấy rằng sự khác biệt giữa các nhóm là không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.

Điều này có thể lý giải do số lượng mẫu tương đối nhỏ ở từng nhóm bệnh nhân nên chỉ số p không mang nhiều ý nghĩa và thể lâm sàng còn phụ thuộc vào vị trí, chức năng của đột biến trên gen ATP7B [81]. Hơn nữa có nhiều bệnh nhân mang ≥ 2 đột biến nên có thể có sự tác động cộng hưởng của nhiều gen lên tuổi khởi phát.

Nghiên cứu của Lee cho thấy bệnh nhân mang đột biến vô nghĩa/lệch khung thường khởi phát bệnh sớm hơn các dạng đột biến khác [81]. Ngoài ra, đột biến vô nghĩa/lệch khung đã được khẳng định từ các nghiên cứu trước là liên quan đến tuổi khởi phát bệnh sớm: p.S932X; p.W779X [67],[88],[89]. 

Tác giả Gromadzka G. nghiên cứu bênh nhân Wilson ở Ba Lan cũng thấy tuổi khởi phát khác nhau giữa các dạng đột biến: nhóm bệnh nhân mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung là 14 ± 7 tuổi; nhóm mang 1 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã là 25 ± 9 tuổi, nhóm mang alen đột biến sai nghĩa là 29 ± 9 tuổi [66].
Nghiên cứu khác cho 126 bệnh nhân Wilson ở Bungary cũng thấy rằng bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung biểu hiện bệnh sớm hơn những bệnh nhân mang 2 alen đột biến sai nghĩa [83].
Như vậy, các đột biến lệch khung hình thành mã kết thúc sẽ tạo nên một protein ATP7B bị cắt ngắn thường khởi phát bệnh sớm hơn các dạng đột biến khác. Điều này phù hợp với cơ chế bệnh học phân tử của các bệnh chuyển hóa di truyền. Do đó, việc tăng số lượng bệnh nhân để có sự phân bố đồng đều của các dạng đột biến trên toàn bộ nhóm bệnh nhân là cần thiết để thấy rõ hơn mối tương quan này.

4.4.2. Mối tương quan giữa nồng độ ceruloplasmin huyết thanh và dạng đột biến

Nồng độ ceruloplasmin trung bình trong huyết thanh tỷ lệ nghịch với số alen đột biến vô nghĩa/lệch khung: nhóm mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR là 12,92mg/dl; nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung là 9,47mg/dl; nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung là 6,24mg/dl (bảng 3.14).

So sánh mối tương quan giữa 3 nhóm đột biến này với nồng độ ceruloplasmin trung bình trong huyết thanh (hình 3.13) cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung với nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR; nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR với p < 0,05. Điều này một lần nữa khẳng định những bệnh nhân mang đột biến vô nghĩa/lệch khung có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh thấp hơn bệnh nhân mang các dạng đột biến khác và nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có nồng độ ceruloplasmin thấp hơn nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa. 

Tác giả Hyung - Doo Park (2010), nghiên cứu 71 bệnh nhân thấy rằng có mối tương quan nghịch có ý nghĩa thống kê giữa nồng độ ceruloplasmin và số lượng đột biến [103].  

Nghiên cứu cho những bệnh nhi bị bệnh Wilson ở Ý cho kết quả: nhóm bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh trung bình thấp hơn nhóm mang đột biến sai nghĩa [97].
Nghiên cứu khác của Gromadzka G. ở Ba Lan cũng thấy sự khác nhau giữa các dạng đột biến: nhóm bệnh nhân mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã có nồng độ ceruloplasmin thấp hơn nhóm mang 1 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã, nồng độ ceruloplasmin cao nhất ở nhóm mang alen đột biến sai nghĩa [66].
Điều này phù hợp về đặc điểm sinh học phân tử: đột biến vô nghĩa/lệch khung trên gen ATP7B là đột biến nặng gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến chức năng vận chuyển đồng.  Nồng độ ceruloplasmin trong máu giảm làm tăng nồng độ đồng tự do trong huyết thanh và lắng đọng đồng tại các cơ quan đích gây nên các biểu hiện lâm sàng của bệnh Wilson.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

4.4.3. Mối tương quan giữa đồng niệu 24 giờ và dạng đột biến

Hàm lượng đồng trung bình trong nước tiểu 24 giờ ở các nhóm đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR, nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung, nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung tăng dần, lần lượt là: 390,17µg, 654,78µg và 962,09µg (bảng 3.14).

Khi so sánh tương quan nồng độ đồng niệu 24 giờ giữa các nhóm đột biến, chỉ có nhóm mang 2 alen đột biến với nhóm không mang alen đột biến (nhóm đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR) có ý nghĩa thống kê 
với p = 0,01 (hình 3.14). 

Tác giả Gromadzka G. nghiên cứu ở Ba Lan cũng thấy nồng đồng trong nước tiểu 24 giờ khác nhau giữa các dạng đột biến: nhóm bệnh nhân mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã có nồng độ đồng cao hơn nhóm mang 1 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã, nồng độ đồng thấp nhất ở nhóm mang alen đột biến sai nghĩa [66].

Như đã đề cập, bệnh do sự bất thường của enzyme typ P- ATPase. Đây là 1 protein vận chuyển đồng từ gan tới các cơ quan và đóng vai trò trong việc đào thải đồng ra khỏi cơ thể chủ yếu qua đường mật. Khi bệnh nhân mang đột biến vô nghĩa/lệch khung sẽ tạo mã kết thúc sớm làm protein bị cắt ngắn sẽ ảnh hưởng nghiêm trọng đến chức năng chuyển hóa đồng. Lượng đồng không được chuyển hóa, không được đào thải ra ngoài qua đường mật sẽ ứ đọng ở gan, đồng tự do tăng lưu thông trong máu và tăng đào thải qua nước tiểu.

4.4.4. Mối tương quan giữa thể lâm sàng và dạng đột biến

Kết quả nghiên cứu ở hình 3.15 cho thấy nhóm mang đột biến vô nghĩa/lệch khung có tỷ lệ bệnh nhân thể hỗn hợp gan - thần kinh cao hơn nhóm mang đột biến dạng khác. Trong đó, nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có tỷ lệ bệnh nhân thể hỗn hợp cao nhất. 

Tính tỷ số tương quan r bằng phương pháp Kendall khi so sánh dạng đột biến với thể gan, thể thần kinh, thể hỗn hợp gan - thần kinh chỉ thấy nhóm mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có mối tương quan thuận với thể lâm sàng có ý nghĩa thống kê (r = 0,73, p = 0,03) (bảng 3.15). Nghĩa là bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa thường biểu hiện thể lâm sàng nặng nhất, sau đó là nhóm mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và nhóm không mang alen đột biến vô nghĩa/lệch khung (đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR). Tuy nhiên, kết quả ở bảng 3.13 lại không tìm thấy mối tương quan giữa số alen đột biến và thể lâm sàng. Điều này chứng tỏ số alen đột biến không ảnh hưởng nhiều đến thể lâm sàng mà do các đột biến quan trọng quyết định.
Một số nghiên cứu thấy rằng thể lâm sàng có thể gặp ở một số dạng đột biến nhất định. Nghiên cứu của Lee (Hàn Quốc) cho 237 bệnh nhân thấy những bệnh nhân mang đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung biểu hiện thể lâm sàng nặng hơn các dạng đột biến khác, ngoài ra vị trí đột biến trên gen cũng liên quan đến thể lâm sàng của bệnh: đột biến ở vùng xuyên màng (Transdution,Td) và vùng gắn ATP (ATP hinge) chỉ gặp ở thể gan, thể tiền lâm sàng, không gặp ở thể thần kinh [81]. 

Tác giả Gromadzka G. nghiên cứu ở Ba Lan không thấy mối tương quan rõ rệt giữa thể lâm sàng (thể gan; thể thần kinh; thể hỗn hợp gan - thần kinh) với các dạng đột biến nhóm mang 2 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã; nhóm mang 1 alen đột biến dạng vô nghĩa/lệch khung dịch mã; nhóm mang 2 alen đột biến sai nghĩa) [66].
Nghiên cứu khác tại Nhật Bản thấy rằng các đột biến lệch khung trên gen ATP7B gặp tỷ lệ cao thể lâm sàng suy gan tối cấp khi so sánh thể lâm sàng của 2 nhóm mang 2 alen đột biến lệch khung và nhóm mang 1 hoặc 2 alen đột biến sai nghĩa [79].

Như đã bàn luận ở trên (mục 4.3.4), một số nghiên cứu chỉ ra các đột biến đặc trưng với một số thể lâm sàng tương ứng: đột biến p.R778L hay gặp thể gan ở bệnh nhân Wilson châu Á; đột biến p.H1069Q hay gặp thể thần kinh ở bệnh nhân Wilson châu Âu [76],[104]; đột biến c.2299insC hay gặp thể gan và đột biến p.Ala1003Thr hay gặp thể thần kinh ở bệnh nhân Wilson ở Leban [105].
Một thử nghiệm của Anjali B. Shah ở 4 bệnh nhân Wilson mang 4 đột biến khác nhau trên gen ATP7B thấy rằng hoạt độ của ATPase với đồng giảm so với người bình thường và khác nhau giữa các bệnh nhân. Tác giả cho là nguyên nhân của tính đa hình trên bệnh nhân Wilson. Tuy nhiên, tác giả cũng đề cập các nguyên nhân khác liên quan đến dịch tễ và yếu tố môi trường [54].
Nghiên cứu khác ở Trung Quốc (năm 2004), hoạt độ của Cu-ATPase ở màng tế bào lympho giảm có ý nghĩa thống kê ở các bệnh nhân mang đột biến p.R778L. Sự giảm hoạt độ enzym này khác nhau khi kết hợp các gen đột biến khác nhau và có liên quan với mức độ nặng của bệnh [70]. 

Các bệnh nhân mang đột biến gen p.H1069Q thường biểu hiện triệu chứng thần kinh sớm do mang alen xóa đoạn rs1799732 gây giảm thụ thể dopamin D2 ở thể vân ở não và làm lắng đọng đồng [76].
Như vậy, bệnh Wilson là bệnh rối loạn chuyển hóa di truyền do đó mức độ nặng của bệnh hay thể lâm sàng phụ thuộc vào dạng đột biến. Bệnh nhân mang các đột biến vô nghĩa hay lệch khung dịch mã thường biểu hiện thể lâm sàng nặng hơn các thể đột biến khác. Vị trí đột biến trên các vùng chức năng của gen cũng ảnh hưởng đến kiểu hình.

Kết quả từ bảng 3.11 cho thấy có 5 bệnh nhân chỉ có 1 đột biến dị hợp tử, trong đó 4 bệnh nhân có đột biến tạo mã kết thúc sớm (3 bệnh nhân có đột biến p.S105X, 1 bệnh nhân có đột biến p.K720NfsX3) và 1 bệnh nhân có đột biến thay thế nucleotid (p.R778L). Các đột biến vô nghĩa đã được chứng minh từ các nghiên cứu trước là các đột biến tạo nên protein bị cắt ngắn - đột biến nặng thường biểu hiện triệu chứng nặng. Các bệnh nhân mang đột biến này có thể biểu hiện triệu chứng lâm sàng ngay cả khi chỉ mang 1 alen đột biến. Đột biến p.R778L cũng được khẳng định là đột biến quan trọng và phổ biến ở châu Á, hay gây bệnh thể gan.
Nghiên cứu khác lại thấy rằng, kiểu hình của bệnh Wilson còn phụ thuộc vào các yếu tố dịch tễ, chủng tộc và yếu tố môi trường [66].

Một số gen khác có thể tác động đến biểu hiện lâm sàng của bệnh Wilson: gen MTHFR, ATOX1, XIAP, COMMD1. Tuy nhiên các gen này đang trong giai đoạn thử nghiệm để chứng minh vai trò gây bệnh đối với các bệnh nhân bị bệnh Wilson [41].


Gen MURR1 có tác động đến biểu hiện lâm sàng của bệnh nhân mang đột biến gen ATP7B nhưng nó không có vai trò sinh bệnh học nếu ceruloplasmin huyết thanh trong giới hạn bình thường [94]. 
Như vậy, các đột biến tạo nên protein bị cắt ngắn (đột biến vô nghĩa, lệch khung dịch mã) là các thể đột biến nặng hay gây ra các thể lâm sàng nặng. Ngoài ra thể lâm sàng còn có thể bị ảnh hưởng bởi một số gen khác, hoặc yếu tố môi trường, chủng tộc, các đột biến quan trọng và vị trí của đột biến trên gen ATP7B.
Minh họa một số trường hợp lâm sàng điển hình

Minh họa trường hợp 1: bệnh nhân thể nhẹ có đột biến sai nghĩa
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	Bệnh nhân Chu Ngọc M. 

Giới tính nữ, 7 tuổi 

Mã số W55.00.

 Biểu hiện thể gan nhẹ.


Hình 4.1. Hình ảnh bệnh nhân mã số W55.00
Bệnh nhân không có triệu chứng lâm sàng, chán ăn, phát hiện enzym gan tăng nhẹ không rõ nguyên nhân (ALT: 49,9 U/l; AST: 104 U/l). Sau đó bệnh nhân được làm thêm các xét nghiệm để khẳng định chẩn đoán: ceruloplasmin là 5,36mg/dl; đồng niệu 24 giờ là 379µg. Bệnh nhân này đủ tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh Wilson theo thang điểm Ferenci. Tiến hành giải trình tự cả 21 exon trên gen ATP7B cho bệnh nhân phát hiện đột biến sai nghĩa c.2333G>T (p.R778L) dạng dị hợp tử. Bệnh nhân được điều trị 
D-penicillamin, kẽm acetat, bổ sung vitamin B6 và vitamin E theo đúng phác đồ, bệnh tiến triển tốt.
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Hình 4.2. Hình giải trình tự gen của bệnh nhân mã W55.00 
 (đột biến c.2333G>T (p.R778L) ở exon 8 trên gen ATP7B).

Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có đột biến dị hợp tử p.R778L, do trình tự nucleotid G thay thế thành T dẫn đến bộ ba thứ 778 CGG mã hóa Arginine (R) chuyển thành CTG mã hóa Leucin (L).
Như đã bàn luận ở phần 4.2: đột biến c.2333G>T (p.R778L) đã được công bố gây bệnh Wilson 25 lần trong các nghiên cứu ở châu Á và vị trí 778 là vị trí đột biến quan trọng ảnh hưởng đến quá trình vận chuyển đồng qua màng tế bào. Đột biến này nằm trên exon 8, ở vùng xuyên màng Tm4 trên gen ATP7B. Arginin (R) mà một acide amine phân cực mang tính kiềm, rất quan trọng cho quá trình cân bằng điện tích của màng tế bào, sự thay đổi tính chất acide amin tại vị trí này có thể ảnh hưởng lớn đến quá trình chuyển hoá cation và anion, trong đó có Cu2+. 

Như vậy, đột biến p.R778L (c.2333G>T) trên exon 8 là đột biến quan trọng đã được khẳng định gây bệnh và là đột biến phổ biến ở châu Á. Tuy nhiên, đột biến này không phổ biến nhất ở Việt Nam và thường kết hợp với các đột biến khác với kiểu hình đa dạng.
Đột biến này cũng được chứng minh hay gây bệnh Wilson thể gan. Như vậy, đột biến ở vùng chức năng quan trọng trên gen ATP7B có thể gây thể bệnh lâm sàng tương ứng dù mang 1 đột biến dị hợp.

Minh họa trường hợp 2: bệnh nhân thể hỗn hợp gan - thần kinh với biểu hiện nặng, có đột biến sai nghĩa và đột biến mất nucleotid gây lệch khung dịch mã. 
Bệnh nhân Nguyễn Đức Q., nam, 12 tuổi (mã W31.00). Bệnh diễn biến nặng tăng dần trong 1 tháng: run tay, nói khó, tăng trương lực cơ tứ chi, chảy nước dãi. Bệnh nhân được làm các xét nghiệm chẩn đoán bệnh Wilson thể hỗn hợp gan - thần kinh: ALT 144,3U/l; AST: 119U/l; Ceruloplasmin 3,9mg/dl; Đồng niệu 24 giờ 3768µg. Siêu âm ổ bụng: hình ảnh xơ gan. MRI sọ não: hình ảnh tổn thương nhân bèo, nhân đuôi đối xứng 2 bên.
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Hình 4.3. Hình ảnh bệnh nhân W31.00 (A) và hình ảnh MRI sọ não (B)
(mũi tên màu đỏ chỉ tổn thương nhân bèo (trái) và tổn thương nhân đuôi (phải) đối xứng 2 bên)
 Phân tích gen ATP7B, phát hiện đột biến c.3638G>T (p.G1213D) trên exon 17 đã được công bố gây bệnh và đột biến mới c.3810delT (p.N1270IfsX35) trên exon 18, là vị trí bám cho ATP. Bệnh nhân được điều trị bệnh Wilson bằng các thuốc tạo phức với đồng (D-penicillamin và trientin), kẽm acetat, bổ sung vitamin B6 và vitamin E theo đúng phác đồ. Bệnh tiến triển nặng dần với biểu hiện tăng trương lực cơ toàn thân, co quắp các ngón tay, co vặn tứ chi. 
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Hình 4.4. Hình giải trình tự gen của bệnh nhân mã W31.00 
(đột biến c.3638G>A (p.G1213D) trên exon 17 và đột biến c.3810delT (p.N1270IfsX35) trên exon 18 của gen ATP7B).

Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có 2 đột biến dị hợp tử kết hợp là đột biến p.G1213D và p.N1270IfsX35. Với đột biến p.G1213D, do nucleotid G thay thế thành A dẫn đến bộ ba thứ 1213 GGT mã hóa Glycine (G) chuyển thành GAT mã hóa Aspartate (D). Với đột biến p.N1270IfsX35, do mất nucleotid T ở vị trí 1270 gây lệch khung dịch mã và tạo nên mã kết thúc sớm ở vị trí acid amin thứ 35 tính từ vị trí đột biến.
Như đã phân tích ở trên, đây là đột biến mất nucleotid gây lệch khung dịch mã, tạo nên mã kết thúc sớm làm cho protein ATP7B bị cắt ngắn, là đột biến nặng biểu hiện bệnh sớm hơn đột biến sai nghĩa với thể lâm sàng nặng, ceruloplasmin giảm nhiều ngay cả khi chỉ mang đột biến dạng dị hợp. Tuy nhiên, bệnh nhân này mang thêm 1 đột biến dị hợp dạng sai nghĩa đã được công bố gây bệnh trên exon 17. Sự tác động cộng hưởng của các alen đột biến dị hợp cũng tạo nên tính đa hình của bệnh.

Minh họa trường hợp số 3: bệnh nhân thể hỗn hợp gan - thần kinh với biểu hiện trung bình, có đột biến sai nghĩa và đột biến tạo mã kết thúc sớm 

Bệnh nhân Hoàng Phương P., 12 tuổi (mã số W58.00) được chẩn đoán bệnh Wilson thể hỗn hợp gan - thần kinh với biểu hiện lâm sàng không quá nặng. Tuy nhiên, bệnh nhân uống thuốc thải đồng không liên tục do nhà xa, không khám định kỳ theo hẹn. Sau 3 năm các triệu chứng thần kinh nặng dần: run tay, nói khó, nuốt khó. Chụp MRI sọ não xuất hiện các tổn thương nhân xám và đồi thị đối xứng 2 bên. 
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Hình 4.5. Hình ảnh bệnh nhân W58.00 (A) và hình ảnh MRI sọ não (B) 
(mũi tên màu đỏ chỉ tổn thương tăng tín hiệu vùng nhân xám và đồi thị).
Phân tích gen ATP7B cho bệnh nhân phát hiện các đột biến sai nghĩa p.R778L và đột biến vô nghĩa p.S105X. 
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Hình 4.6. Hình giải trình tự gen của gia đình bệnh nhân mã số W58.00 
(đột biến c.2333G>T (p.R778L) ở exon 8 trên gen ATP7B và đột biến c.314C>A (p.S105X) ở exon 2).

       Kết quả trên cho thấy bệnh nhân có 2 đột biến dị hợp tử kết hợp là đột biến p.R778L và p.S105X. Với đột biến p.R778L, do trình tự nucleotid G thay thế thành T dẫn đến bộ ba thứ 778 CGG mã hóa Arginine (R) chuyển thành CTG mã hóa Leucine (L). Với đột biến p.S105X, do trình tự  nucleotid C thay thế thành A dẫn đến bộ ba thứ 105 TCG mã hóa Serine (S) thay thế thành bộ ba kết thúc TAG (X). Phân tích đột biến gen ATP7B tại 2 vùng đột biến chỉ điểm trên các thành viên gia đình bệnh nhân bao gồm bố, mẹ và em trai bệnh nhân, kết quả cho thấy bố bệnh nhân có đột biến dị hợp tử p.R778L, mẹ bệnh nhân có đột biến dị hợp tử p.S105X và em trai bệnh nhân có đột biến dị hợp tử p.S105X. Như vậy bệnh nhân đã nhận gen bệnh p.R778L từ người bố và p.S105X từ người mẹ. Em trai bệnh nhân chỉ nhận gen bệnh p.S105X từ người mẹ. 
Theo các nghiên cứu trước đây, với bệnh nhân có đột biến tạo mã kết thúc sớm hoặc lệch khung dịch mã thường sẽ tiến triển thành thể bệnh nặng. Tuy nhiên, bệnh nhân này có biểu thể hỗn hợp gan - thần kinh nhưng triệu chứng lâm sàng và cận lâm sàng không nặng và không tiến triển nhanh như bệnh nhân mang đột biến lệch khung dịch mã (minh họa trường hợp bệnh thứ 2: bệnh nhân Nguyễn Đức Q. mã W31.00). Điều này có thể lý giải là do bệnh nhân này được phát hiện sớm hơn (lúc 9 tuổi) và đã được điều trị kịp thời, trong khi đó bệnh nhân minh họa ở trường hợp số 2 (mã W31.00) phát hiện muộn hơn, lúc 12 tuổi. Tuy nhiên, sau 3 năm điều trị bệnh vẫn tiến triển với sự xuất hiện của triệu chứng thần kinh do bệnh nhân uống thuốc không liên tục.

Em trai của bệnh nhân chỉ có một đột biến dị hợp tử p.S105X giống như người mẹ, cũng có khả năng mắc bệnh Wilson vì là đột biến dạng vô nghĩa có thể biểu hiện bệnh dù chỉ mang 1 alen đột biến. Người bố mang đột biến p.R778L dạng dị hợp (giống bệnh nhân mã số W55.00 ở trên) cũng có khả năng gây bệnh Wilson thể gan. Do đó, cần phải xét nghiệm sinh hóa máu và nước tiểu định kỳ cho bố, mẹ và em trai bệnh nhân để chẩn đoán và điều trị sớm, đặc biệt là điều trị sớm cho mẹ và em trai ngay cả khi chưa có biểu hiện lâm sàng để tránh tiến triển và biến chứng nặng của bệnh. Bên cạnh đó, cũng cần tư vấn cho người em trước khi kết hôn để tránh sinh con bị bệnh Wilson. Điều này cho thấy vai trò quan trọng của việc chẩn đoán sớm bệnh Wilson và xác định các đột biến gen gây thể bệnh nặng để có phương pháp điều trị phù hợp nhằm ngăn ngừa tiến triển và làm giảm các biến chứng của bệnh.


[image: image36]
Hình 4.7. Hình ảnh gia đình bệnh nhân mã số W58.00
Hình ảnh từ trái sang gồm: mẹ bệnh nhân, bệnh nhân (12 tuổi), 
em trai bệnh nhân (10 tuổi) và bố bệnh nhân.

KẾT LUẬN

Qua nghiên cứu 60 bệnh nhân được chẩn đoán bệnh Wilson theo tiêu chuẩn Ferenci (2003), chúng tôi rút ra một số nhận xét như sau:

1. Đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng của bệnh Wilson
Đặc điểm lâm sàng biểu hiện: tuổi khởi phát hay gặp nhất từ 10-19 tuổi (51,7%); giai đoạn khởi phát hay gặp triệu chứng: run tay (65%), bàn tay vụng về, viết chữ xấu (56,7%), vàng da (45%); giai đoạn toàn phát hay gặp triệu chứng: tăng trương lực cơ tứ chi (68,3%), nói khó (61,7%), nuốt khó (58,3%).
Đặc điểm cận lâm sàng biểu hiện: ceruloplasmin huyết thanh giảm, nhóm 5,1-10 mg/dl chiếm tỷ lệ cao nhất (61,7%); đồng niệu 24 giờ tăng, trung bình là 673(g, cao nhất là 2475(g; siêu âm ổ bụng cho thấy mật độ gan không đều (51,7%) lách to và dịch cổ trướng (33,8%); tổn thương chủ yếu trên phim chụp cộng hưởng từ sọ não là tổn thương nhân xám đối xứng hai bên (86,7%).
2. Mối tương quan giữa đột biến gen ATP7B và kiểu hình của bệnh Wilson
Nghiên cứu phát hiện 26 đột biến, trong đó có 4 đột biến mới: p.V446G, p.E905X, p.P1133EfsX19 và p.N1270IfsX35 và 3 đột biến phổ biến nhất gây bệnh Wilson là c.-75C>A; p.S105X; p.R778L.
Bệnh nhân Wilson càng mang nhiều alen đột biến trên gen ATP7B thì nồng độ ceruloplasmin huyết thanh càng thấp và đồng niệu 24 giờ càng cao.
Không tìm thấy mối tương quan có ý nghĩa thống kê giữa số alen đột biến và dạng đột biến với tuổi khởi phát.

Bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung thường gặp ở thể nặng (thể hỗn hợp gan - thần kinh) hơn các thể lâm sàng khác. 
Bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có nồng độ ceruloplasmin huyết thanh thấp hơn so với bệnh nhân mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và bệnh nhân mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR. Tương tự như vậy, bệnh nhân mang 2 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung có nồng độ đồng niệu 24 giờ cao hơn so với bệnh nhân mang 1 alen đột biến vô nghĩa/lệch khung và bệnh nhân mang đột biến sai nghĩa/đột biến vùng 5'UTR.
KHUYẾN NGHỊ
1. Cần phân tích gen ATP7B cho tất cả các bệnh nhân bị bệnh Wilson và các thành viên trong gia đình bệnh nhân giúp phát hiện sớm đột biến, có giải pháp điều trị thích hợp để hạn chế các biến chứng.

2. Cần phân tích gen với cỡ mẫu lớn hơn để tìm sự ảnh hưởng của từng đột biến trên gen ATP7B đến khả năng gây bệnh Wilson và tác động của các gen khác.
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Chủ nhiệm đề tài: PGS.TS. TRẦN VÂN KHÁNH

PHỤ LỤC 2

BỆNH ÁN NGHIÊN CỨU BỆNH WILSON

STT: ......

Mã  bệnh án: .................

Mã nghiên cứu: ...........

Ngày thu thập bệnh án:

I. Hành chinh

Họ và tên bệnh nhân: 

Tuổi

Giới: 




1. Nam

2. Nữ

Nghề nghiệp: 

Dân tộc: 

Địa chỉ:

Điện thoại liên hệ: 

Họ tên bố:



Tuổi: 



Nghề nghiệp:

Họ và tên mẹ:


Tuổi:



Nghề nghiệp:

Ngày vào viện

Ngày ra viện:

Lý do vào viện:

II. Phần hỏi bệnh

1. Bệnh sử:

- Thời gian mắc bệnh: tháng ....... năm ........ (khoảng thời gian: ................................)

- Cách thức khởi phát bệnh: 
1. Cấp 
2. Bán cấp 

3. Mạn tính

- Triệu chứng khởi phát:

- Triệu chứng toàn phát:

- Đã được khám ở đâu:

- Chẩn đoán bệnh gì:

- Thuốc điều trị:

- Diễn biến điều trị

2. Tiền sử

2.1. Tiền sử bản thân:

- Sản khoa:

- Bệnh tật:

2.2. Tiền sử gia đình

- Bố mẹ hôn nhân cùng huyết thống

- Bố mẹ bị bệnh:

- Anh chị em bị bệnh:

- Họ hàng bị bệnh:

III. Khám bệnh 

1. Khám toàn thân

- Phù

- Da xạm

- Da xanh, niêm mạc nhợt

- Xuất huyết dưới da

- Móng tay màu xanh

2. Khám thần kinh

- Ý thức:

- Giảm vận động

- Run ngọn chi: 
1. Đối xứng

2. Không đối xứng

- Nói khó:

- Nuốt khó

- Chảy nước dãi

- Thất điều

- Bàn tay vụng về

- Bộ mặt bất động (vô cảm)

- Tăng trương lực cơ ngoại tháp

- Múa vờn, múa giật

- Cơn động kinh

- Rối loạn cơ tròn

2. Khám tâm thần

- Thay đổi nhân cách

- Rối loạn hành vi

- Dễ xúc động

- Suy giảm nhận thức

- Suy giảm trí nhớ

3. Khám mắt

- Vòng Kayser – Fleischer

- Đục thuỷ tinh thể hình hoa hướng dương

- Giảm thị lực

4. Khám tiêu hoá

- Cổ trướng

- Gan to

- Lách to

- Xao mạch

- Dấu hiệu bàn tay son

- Tuần hoàn bàng hệ

- Vàng da, vàng mắt

- Phân đen

5. Khám hệ tiết niệu

- Đái máu

6. Khám xương khớp

- Viêm xương khớp

- Tổn thương sụn

7. Khám cơ quan khác

- Tiếng tim bất thường

IV. Xét nghiệm
1. Xét nghiệm máu

- Công thức máu: 

HC

BC

TC

Hb:

- Sinh hoá máu: 

Ure:


Creatinin:

GOT: 

GPT:

ALP

Protein:

Albumin


Billirubin TP:
Billirubin TT:

Billirubin GT:

Đồng

Ceruloplasmin:

- Đông máu cơ bản: 
Fibrinogen:


APTT:


PT

- Test Coomb

2. Nước tiểu

- Protein

- Calci

- Hồng cầu

- Đồng niệu 24 giờ:

- Test D-Penicilamin: 
Trước:



Sau:

3. Siêu âm ổ bụng

- Mật độ gan

- Kích thước gan

- Kích thước lách

- Đường mật trong gan

- Tĩnh mạch cửa

- Dịch ổ bụng

4. Chụp cắt lớp vi tính sọ não

5. Chụp cộng hưởng từ sọ não

6. Phân tích gen ATP7B
- Bệnh nhân:

- Anh, chị, em ruột của bệnh nhân:

- Bố, mẹ của bệnh nhân:

- Người thân khác cùng huyết thống với bệnh nhân:

V. Chẩn đoán

Tổng điểm theo Ferrenci:

VI. Điều trị

1. D - Penicillamin 300mg

2. Trientine 250 mg 

3. Kẽm

4. Vitamin E

5. Vitamin B6

6. Điều trị khác








Người làm bệnh án

14,15,18,26,29,33,35,38,40,41,43,50,62,64,67,68,69,74,75,77,78,79,81,82,83,111,113
1-13,16,17,19-25,27-28,30-32,34,36,37,39,42,44-49,51-61,63,65,66,70-73,76,80,84-110,112,114-
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 Nồng độ và độ tinh sạch của 60 mẫu DNA ở nhóm bệnh nhân

	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)
	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)
	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)

	1
	237
	1,7
	21
	303
	1,7
	41
	315
	1,7

	2
	313
	1,7
	22
	264
	1, 8
	42
	382
	1,8

	3
	291
	1,8
	23
	213
	1,7
	43
	279
	1,7

	4
	256
	1,7
	24
	214
	1,7
	44
	290
	1,7

	5
	351
	1,8
	25
	319
	1,7
	45
	263
	1,7

	6
	257
	1,7
	26
	244
	1,7
	46
	219
	1,7

	7
	255
	1,9
	27
	213
	1,8
	47
	280
	1,8

	8
	321
	1,8
	28
	216
	1,8
	48
	211
	1,8

	9
	365
	1,8
	29
	249
	1,8
	49
	301
	1,9

	10
	238
	1,9
	30
	264
	1,9
	50
	199
	1,9

	11
	275
	1,8
	31
	322
	1,8
	51
	322
	1,8

	12
	221
	1,7
	32
	227
	1,8
	52
	265
	1,8

	13
	343
	1,8
	33
	298
	1,8
	53
	322
	1,8

	14
	312
	1,7
	34
	230
	1,7
	54
	287
	1,7

	15
	278
	1,7
	35
	312
	1,7
	55
	391
	1,7

	16
	239
	1,7
	36
	234
	1,7
	56
	203
	1,7

	17
	278
	1, 8
	37
	309
	1,8
	57
	280
	1,8

	18
	299
	1,7
	38
	325
	1,7
	58
	283
	1,7

	19
	284
	1,7
	39
	224
	1,7
	59
	230
	1,7

	20
	293
	1,7
	40
	312
	1,7
	60
	293
	1,7


Nồng độ và độ tinh sạch của 40 mẫu DNA ở nhóm chứng
	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)
	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)
	STT
	Nồng độ DNA (ng/µl)
	Độ tinh sạch (A260/280)

	1
	256
	1,7
	15
	263
	1,7
	29
	254
	1,7

	2
	254
	1,9
	16
	254
	1,7
	30
	352
	1,9

	3
	320
	1,8
	17
	253
	1,8
	31
	259
	1,7

	4
	265
	1,8
	18
	256
	1,8
	32
	260
	1,8

	5
	258
	1,9
	19
	245
	1,8
	33
	251
	1,8

	6
	255
	1,8
	20
	254
	1,9
	34
	305
	1,9

	7
	225
	1,7
	21
	352
	1,8
	35
	199
	1,9

	8
	347
	1,8
	22
	257
	1,8
	36
	352
	1,8

	9
	332
	1,7
	23
	268
	1,8
	37
	245
	1,8

	10
	378
	1,8
	24
	235
	1,7
	38
	352
	1,8

	11
	259
	1,7
	25
	352
	1,8
	39
	267
	1,7

	12
	258
	1,8
	26
	254
	1,7
	40
	371
	1,7

	13
	249
	1,7
	27
	369
	1,8
	
	
	

	14
	254
	1,7
	28
	345
	1,7
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HÌNH ẢNH KHUẾCH ĐẠI CHUỖI CỦA  21 EXON TRÊN GEN ATP7B
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Chú thích: M: Marker 100bp. BN: Bệnh nhân. (+): mẫu đối chứng dương. (-): mẫu đối chứng âm không có DNA
PHỤ LỤC 5
HÌNH ẢNH GIẢI TRÌNH TỰ 21 EXON TRÊN GEN ATP7B
Exon 1
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Exon 2
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Exon 3
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Exon 4
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Exon 5
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Exon 6

[image: image47.png]60

1
GAATTAGGCTTTCATGCTTCCCTGGCCCAGAGAACCCCAACGCTCATC





Exon 7
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Exon 8
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Exon 9
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Exon 10
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Exon 11
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Exon 12
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Exon 13
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Exon 14
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Đồng từ thức ăn, nước uống





1. Đồng hấp thu tại ruột





2. Giai đoạn tại gan





3. Giai đoạn sau gan





Trong máu











4.Đồng bài tiết vào mật





























%  bệnh nhân





Sai nghĩa   (n=41)





Vô nghĩa/ lệch khung/ vùng cắt nối (n=41)





Tiền triệu chứng


Viêm gan cấp


Viêm gan mạn


Thể hỗn hợp gan-thần kinh





Chú thích: New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh); ND (No Data): không có dữ liệu; "+": Có tổn thương;


H: Thể gan; N1: Thể gan - thần kinh; N2: Thể thần kinh. Bệnh nhân mang 1 đột biến dị hợp có 1 alen; mang 1 đột biến đồng hợp có 2 alen; mang 1 đột biến đồng hợp và 1 đột biến dị hợp có 3 alen; mang 2 đột biến dị hợp có 2 alen; mang 2 đột biến đồng hợp có 4 alen.





Chú thích: New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh); ND (No Data): không có dữ liệu; "+": Có tổn thương;


H: Thể gan; N1: Thể gan - thần kinh; N2: Thể thần kinh. Bệnh nhân mang 1 đột biến dị hợp có 1 alen; mang 1 đột biến đồng hợp có 2 alen; mang 1 đột biến đồng hợp và 1 đột biến dị hợp có 3 alen; mang 2 đột biến dị hợp có 2 alen; mang 2 đột biến đồng hợp có 4 alen.





Chú thích: New: Đột biến mới; DV: Disease Variant (đột biến gây bệnh); ND (No Data): không có dữ liệu; "+": Có tổn thương;


H: Thể gan; N1: Thể gan - thần kinh; N2: Thể thần kinh. Bệnh nhân mang 1 đột biến dị hợp có 1 alen; mang 1 đột biến đồng hợp có 2 alen; mang 1 đột biến đồng hợp và 1 đột biến dị hợp có 3 alen; mang 2 đột biến dị hợp có 2 alen; mang 2 đột biến đồng hợp có 4 alen.





Tuổi khởi phát trung bình (tuổi)
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Số alen đột biến





Đồng niệu 24 giờ trung bình (µg) 
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