DOT BIEN GENE TIEN NHAN (PRE-CORE) CUA VIRUT VIEM GAN B (HBV)
CO LIEN QUAN V01 UNG THU GAN

TOM TAT

Muc tiéu: tim hiéu méi lién quan giita dot bién tién
nhén cla virut viém gan B (HBV) vdi tién trién ung thu
gan (UTG) trén BN (BN) nhiém HBV.

Déi tugng va phuong phap: 140 BN dugc chia
thanh 2 nhém: 90 BN UTG va 50 ngudi mang HBV
man tinh khéng triéu chimg (NMVR). Dot bién tién
nhén dugc phén tich béng ky thuat gidi trinh tu gene
true tiép.

Két qud: c6 3 dang dot bién dién hinh tai khu vuc
tién nhén la G1896A, G1899A va G1896A/G1899A da
dugc tim thdy trén cac BN nghién cuu. Dot bién diém
tai vi tri 1896 (G—A) gdp nhiéu hon trén BN UTG so
v8i NMVR (55,55% so véi 22%, P<0,001). Dét bién
diém tai vj tri 1899 (G—A) gadp nhiéu hon trén BN UTG
so v8i NMVR (50% so vdi 18%, P<0,001). O nhém
NMVR it gdp dét bién déng thdi tai 2 diém G1896A va
G1899A trén 1 BN so vdi nhém UTG (14% so vdi
45,55%, p<0,001). Dot bién tién nhan dugc phat hién
trén cé cac BN c6 HBeAg (+) va HBeAg(-), tuy nhién
dét bién nay xay ra nhiéu hon trén BN c¢6 HBeAg (-) so
véi nhém c6 HBeAg (+) (79,3% so vdi 6,1%,
P<0,0001). Dot bién doi tai cd 2 vi tri G1896A va
G1899A gap nhiéu hon trén BN c6 HBeAg (-) so vii
BN c6 HBeAg (+) (62,1% so vdi 6,1%; p < 0,0001).

Két luan: Pot bién gene tién nhan clia HBV ¢ lién
quan dén ung thu gan.

Turkhoa: HBV, NMVR, UTG, preCore, Dot bién

SUMMARY

Aims: to evaluate the association of hepatitis B
virus (HBV) PreCore mutation with hepatocellular
carcinoma (HCC).

Patients and methods: 140 patients including 90
HCC patients and 50 asymptomatic chronic HBV
carriers (ASY) were analyzed by direct sequencing.

Results: Three forms of mutation in preCore region
were found such as G1896A, G1899A and double
mutation G1896A/G1899A. Point mutation at 1896
(G—A) was found more frequent in HCC patients
compared to ASY (66.55% vs 22%, P<0.001).
Similarly, rate of point mutation at 1899 (G—A) in HCC
group was significant higher than those in ASY group
(50% vs 18%, P<0.001). Double mutation at
G1896A/G1899A was found less frequent in ASY
compared to HCC (14% so voi 45.55%, p<0.001).
PreCore mutation has been found in both patient with
HBeAg (+) and HBeAg (-), but higher in the first group
(79.3% vs 6.1%, P<0.0001). Double mutation at
G1896A/G1899A was found more frequent in patient
with HBeAg (-) compared to patient with HBeAg (+)
(62.1% vs 6.1%, p < 0.0001).

Conclusion: Thus, preCore mutation is associated
with HCC in this study.
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LE HUU SONG - Bénh vién TUQP 108

PAT VAN BE

Virut viém gan B (HBV) dugc cho la mét trong
nhiing nguyén nhan gay ung thu gan (UTG). Tuy
nhién, khoéng phai tat ca BN nao nhiém HBV ciing c6
thé tién trién thanh UTG. Nguyén nhan co thé do dap
{mg mién dich clia co thé hoic do ban than virut c6 su
khac biét v& cdu trac, hinh thai...[1]. Nghién clu vé
sinh hoc phén t&f ngudi ta thdy bd gene cla HBV cb
nhan 1& DNA, ¢b kich thuéc khoang 3.2 kb, dudc phan
bé bdi 4 ving doc md ma hba cho céac protein S,
Polymerase, HBX va Core/preCore. Trong dé gene
core/preCore dudc bat dau tir diém 1814 cho dén diém
2458. Boan gene nay ma hba cho 2 protein la HBeAg
va HBcAg. Khi gene core dudc ma héa tir diém 1901
thi protein C (HBcAg) dudc téng hdp, néu ma hoa tir
diém 1814 thi HBeAg dudc tdng hdp. Tai khu vuc nay
c6 2 dot bién dién hinh da dudc tim thay & vi tri 1896
(Guanine — Adenine) va 1899 (Guanine — Adenine).
Cac dot bién nay da dudc ghi nhan co lién quan dén
biéu hién clia cac thé bénh [2]. D& tim hiéu ty l& dot
bién gene vung tién nhan (preCore) trén 2 nhém BN
ung thu gan va ngudi mang HBV man tinh ching téi
ti€én hanh nghién clu nay.

DOI TUGNG VA PHUGNG PHAP NGHIEN CUU

1. P6i tuong: Téng s6 c6 140 BN nhiém HBV dugdc
chia thanh 2 nhém: 90 BN ung thu gan va 50 ngudi
mang HBV man tinh khéng triéu ching. BN ung thu
gan dugc thu thap tai Khoa Tiéu héa, ngudi mang HBV
man tinh khong triéu chiing dudc thu thap tai Khoa
Sinh hoc phan t&, Bénh vién TUQD 108 ti thang 5
nam 2008 dén thang 5 nam 2010. Tiéu chuén chan
doan UTG dua trén giai phau bénh Iy c6 hinh anh t&
bao gan &c tinh, HBsAg (+). Ngudi mang HBV man
tinh khéng triéu chimg dugc xac dinh khi cé HBsAg (+),
khéng triéu ching 1am sang, cac xét nghiém AST,
ALT, Bilirubin binh thudng.

2. Phuong phap.

Nghién ctu dudc tién hanh theo phuong phap tién
ciiu, mo ta cat ngang.

2.1. Cdc xét nghiém thudng quy nhu: huyét hoc,
sinh hoa, mién dich, siéu am, Xquang, mé bénh hoc
dudc ti€n hanh thudng quy tai cac Khoa can lam sang
Bénh vién TUQD 108.

2.2. Dinh lugng néng dé HBV DNA dugc thuc
hién tai Khoa Sinh hoc phan t, Bénh vién TUQD 108
theo nguyén ly Tagman, st dung cong nghé Real Time
PCR trén hé théng ABI 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, My).

2.3.Gidi trinh tu gene Pre-Core dugc thuc hién
trén hé théng giai trinh tv gene CEQ 8800 Beckman
Coulter, M§. B6 méi st dung la:

HBV_pre Core F:

5-TACACCTCCTTTCCATGGCTGCT-3’
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HBV_pre Core R:

5-CCTGAGTGCTGTATGGTGAGG-3

3. Phan tich-théng ké: K&t qua dudc phan tich
trén cac phan mém phan tich gene Bioedit, CEQ 8000.
Sé& lugng cac mau cb dét bién dudc d&m va tinh toan
so sanh trén phan mém Stata 7.0 va Staview 4.5.

KET QUA

1. Pac diém chung giira 2 nhém nghién ctru

Bang 1. D3c diém vé gi6i va tudi clia 2 nhém

nghién ciiu
Chi s6 Nam N Tuoi
Nhém (n=119) (n=21) (TB+DLC
NMVR
(n=50) 42 8 27,3483
UTG (n=90) 7 13 55,1£13,2
P >0,05 <0,05

Nhan xét: Téng s6 c¢d 119 bénh nhan Nam chiém
85%, 21 bénh nhan nit chiém 15%. Gilta 2 nhém
khong c6 su khac biét vé ty 1&é nam/nli. Tudi & nhém
ung thu gan cao hon cé y nghia so v6i NMVR
(P<0,05).

Bang 2. So sanh mét s6 chi s6 xét nghiém gilta 2
nhém

Nhan xét: Hinh &nh dién hinh cGa dét bién tai ca 2
diém 1896 va 1899 trén cling mot BN.

Bang 4. So sanh ty & dét bién tién nhan tai vi tri
G1896A trén cac nhém nghién cliu

Loai dotbién | Axitamin mgg UTG(n=90) | P
G1896AN, (%) | Wa2Bstop | 11(22) | 50 (55,55) | <0,001

Nhan xét: dét bién diém & khu vuc tién nhan tai vi
tri 1896 (G—A) g&p nhidu hon trén BN UTG, véi
P<0,001.

Bang 5. So sanh ty 1& dot bién tién nhan tai vi tri
G1899A trén cac nhdém nghién clu

[ Adt | NWR | UTG
Loaidotbien | min | (n=50) | (n=90) P
G1899A.n (%) | G29D | 9(18) | 45(50) | <0001

Nhan xét: dot bién diém & khu vuc tién nhan tai vi
tri 1899 (G—A) gap nhiéu hon trén BN UTG, véi
P<0,001.

Bang 6: So sanh ty 1& dot bién tai ca 2 vi tri G1896A
va G1899A & 1 BN trén cac nhém nghién cliu

Loai ot bién mgg UTG (1=90) | P
G1806AIGIB99A n (%) | 7(14) | 414555 | <0001

Nhém Nhan xét: trén nhém NMVR it gdp dét bién dong
Chiss NMVR (n=50) | UTG (n=00) | P thoi tai 2 diém G1896A va G1899A trén 1 BN so voi
HBeAg (+/-) 28/22 54/36 >0,05 nhém UTG (p<0,001).
TC (GIL) 252+33 107 + 34 <0,05 3. Mai lién quan giita dot bién tién nhan véi
Prothrombin (%) 85+ 10 72+10 <0,05 HBeAg
AST (ULL) 25444102 | 110841074 | <0,05 Bang 7. So sanh tan suat dét bién tién nhan trén
ALT (UL) 26577 100,3+91,9 <0,05 cac BN c6 HBeAg (+) va HBeAg (-).
Bilirubin TP (uMol/L) | 9,8+09 354+151 | <005 HBeAg *) )
Protein TP (g/L) 78+ 10 7213 >0,05 Kiéu BB n=82 n=>58
Albumin (g/L) 40+3 35+3 >0,05 G1896G, n (%), Khong DB 77(93,9) 12(20,7)
Nhan xét: Khéng c6 khac biét giita 2 nhém nghién G1896A, n (%), BB 5(6.1) 46 (79.3)

cliu vé tinh trang mang khang nguyén e, néng do
protein, albumin (P>0,05). Tiéu cau, prothrombin, AST,
ALT, Bilirubin TP gilta 2 nhém c6 su khac biét cé y
nghia (P<0,01).

Béang 3. Néng d6 HBV DNA & 2 nhém nghién ciiu

héom NC
Chiss NMVR uTG P
HBV DNA 46x10°+£9,08 | 48x10'£16 <005
(copies/ml) x 107 x 10 ’

Nhan xét: Néng d& HBV DNA & nhém UTG thap
hon nhém NMVR (P<0,05).
2. Dot bién gene vung tién nhan (pre Core)

bt i e FoldeB1 127 kb scf BT
500 510
g T o o < T TT G o G G & A T

(= - |

Thai Anh X G1896A/G1 SQQﬁ
AR / ‘-\ A
Vi ) o _j A
s00 / / 510
» TO G cCc TTTaAG @ ACATOSGC ACaA

M Than Vvan D

Hinh 1. M6t s6 hinh anh dién hinh ciia dot bién viing tién nhan

P <0,0001

Nhan xét: Dot bién tién nhan dugc phat hién trén ca
cac BN co6 HBeAg (+) va HBeAg(-), tuy nhién dot bién
nay xay ra nhiéu hon trén BN c6 HBeAg (-) so Vi
nhém cd HBeAg (+) (79,3% so véi 6,1%, P<0,0001).

Bang 8. So sanh tan suét dét bién tién nhan tai ca
2 dim G1896A va G1899A trén BN c6 HBeAg (+) va
HBeAg (-).

HBeAg (+) ()
Dot bién doi n=82 n=58
G1896A/G1899A, n (%) 5(6,1) 36 (62,1)
P <0,0001

Nhan xét: Dot bién ddi tai ca 2 vi tri G1896A va
G1899A gap nhiéu hon trén BN c6 HBeAg (-) so vGi
BN c6 HBeAg (+) v6i p < 0,0001.

BAN LUAN

Trong qua trinh nhan Ién, do enzyme Polymerase
clia HBV khéng cé hoat tinh tu doc stra dan dén hau
qué la tan suat dét bién xuat hién rat cao, uéc tinh moi
nam cé tir 1,5 x 10° dén 5 x 10° vi tri nucleotide thay
th& & nhimg ngudi c6 HBeAg (+) [3], [4]. Su thay doi
trén bd gene clia HBV xay ra sau nhiing dot bién rai
rac va co thé 1a su chon loc uu thé déi véi dap (ng
mién dich clia vat chli va cac yéu t& khac nhu khang
thudc diéu tri [3]. Ty Ié xuét hién cac dét bién hodc cac
dot bién cong hop trén HBV & BN ¢c6 HBeAg (-) dudc
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ghi nhadn 1a cao hon cac d6i tugng khac. Theo
Desmond két qua nay goi mg kha n#ng dap (ng mién
dich clia vat chii c6 thé c6 vai trd quan trong trong su
ti€n hoa clia HBV [4]. Trong mét s6 trudng hop qua
trinh nhan 1én ctia HBV khong dudc thuc hién mét cach
tuan tu va chinh xac nhu trén dan dén viéc xuét hién
cac dot bién gen va xa hon nita la sy xuét hién cla
nhiimg kiéu gen HBV khac nhau [3].

Khu vuc tién nhan cla HBV [a mét trong nhimng
viing rat dé bi dot bién va da dudc chiing minh la c6
lién quan dén UTG [5]. Trong nghién clu nay ching toi
tién hanh khao sat dot bién gene khu vuc tién nhan & 2
nhém déi tugng: NMVR va UTG. Chdng t6i thay c6 3
dang dét bién gene dién hinh & khu vuc nay dudc tim
thdy trong nghién ciu nay, dé la tai vi tri 1896 (G—A),
diém 1899 (G—A) va déng thai trén mot BN c6 ca 2
dot bién dé. Ty 1& dot bién trén nhém UTG cao han ¢
y nghia so v6i nhém NMVR. Két quéd nghién ciu nay
phl hgp véi cac két qua nghién cu khac clia Asim va
cdng sy (2010) [5]. Trong khi d6 theo cac tac gia Kim
va cong su (2009) khi nghién ciu trén cac BN nhiém
HBV c6 dudi kiu gene C2 thi khéng c¢6 su lién quan
gilra dot bién gene ving tién nhan véi UTG [6]. Su
khéng déng thuan vé cac két qua cla cac nghién clu
c6 thé gidi thich do su khac biét vé kiéu gene HBV.
Ngudi ta da ching minh trong cdu tric khong gian
clia bo gene HBV, tai vi tri 1858 clia kiéu gene A la
Cytosine lién két bén vimg v6i Guanine (G) tai vi tri
1896. Tuy nhién trong cac kiéu gene khac thi tai vi tri
1858 la Thymine do dé lién két vGi G tai vi tri 1896 la
kém bén viing. Do d6 chi can dot bién tai diém 1896
l4 c6 thé 1am cho qua trinh ma hoéa protein HBeAg
khéng dugc thuc hién. Két qua 1a ty 1&é dét bién gene
vling tién nhan sé& khac nhau trén cac déi tugng mang
céac kiéu gene khoéng gidng nhau. Trong nghién c(u
clia chang t6i khéng khao sat kiéu gene ctia HBV, tuy
nhién chang t6i thdy dét bién gene ving tién nhan
xay ra trén ca cac BN c6 HBeAg (+) va HBeAg (-).
Trong d6, trén nhom cd HBeAg (-) thi dét bi€én gene

thudng gap hon. K&t qua nay ciing phi hgp véi cac
nghién ciu trudc day khi thay ty 1& do bién gene tién
nhan gap 6 nhom cé HBeAg (-) 1a 33% so vGi nhém
c6 HBeAg (+) chi c6 2% [7].

KET LUAN

Qua nghién cGu trén 140 bénh nhan nhiém HBV
ching t6i thdy c6 3 dang dét bién tién nhan dién hinh
dugc tim thdy, dot bién tién nhan xay ra & ca bénh
nhan mang HBeAg (+) va HBeAg (-), ty 1& dot bién tién
nhan gap nhiéu trén bénh nhan ung thu gan.
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