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GIOI THIEU LUAN AN
1. Ly do va tinh can thiét cha nghién citu

Bénh Wilson 1a mot bénh di truyén lan trén nhiém sic thé
thudng, do dot bién gen ATP7B, duoc phét hién vao nam 1912. Ty 1¢
méc bénh khoang 1/30.000 tré sinh ra va ngudoi lanh mang gen bénh
dao dong 1/90-1/150, dugc xép vao nhém bénh hiém gap. Pay 1a cin
bénh v cuing phuc tap, biéu hién 1am sang da dang, ton thuong nhiéu
co quan. Bénh nhan cd thé dén kham tai cac chuyén khoa: noi than
kinh, tiéu hoa, gan mat, xuong khép, huyét hoc... Trong ciing mét thé
Iam sang nhung triéu ching lai khac nhau gitra cac bénh nhan. Ba dau
hiéu dugc xem la “dac trung” cua bénh Wilson (vong Kayser-
Fleischer, nong d6 ceruloplasmin mau giam, dong niéu 24 gio ting)
ciing rat thay ddi, c6 thé khong xuat hién. Do do, viéc chan doan soém
cang tré nén khé khan, thach thuec.

Nam 1993, nguyén nhan gay bénh Wilson dugc phét hién la do
dot bién gen ATP7B. Tur thoi diém mang tinh lich sir ndy, cac nha khoa
hoc rat lac quan, tin rang bénh s& duoc phét hién sém. Tuy nhién, phan
tich gen gap nhiéu kho khan do kich thudc gen Ién, dot bién rat da
dang. Tan suat, kiéu dot bién ciing khac nhau tity theo quéc gia, chung
toc. Tinh da dang trong dot bién tao nén tinh da dang trong kiéu gen,
lam cho viéc xac dinh méi lién quan kiéu gen-kiéu hinh cua bénh
Wilson rat phtc tap.

Nhu vay, hon 100 nam tir khi duoc phét hién, bénh Wilson van
1a can bénh nguy hiém, phirc tap. Nguy hiém bai néu khong dugc diéu
tri, bénh nhan s& tir vong. Phurc tap vi biéu hién bénh da dang, thay doi
tir triéu chirng 1am sang, sinh héa cho dén sinh hoc phén tir. Biéu quan
trong & chling ta cd thé ngin chan sy tién trién, 1am thay déi tién luong
ctia cin bénh phuc tap ndy. Viéc diéu tri dac biét hiéu qua ¢ nhitng



bénh nhan duogc phat hién sém, gitp cho ho ¢ cudc séng gan nhu binh
thuong. Brewer G.J. tirng ndi voi bénh nhan: “Chung ta khong may
khi mac phai can bénh di truyén nhung néu gap, hay 1a bénh Wilson vi
day 1a bénh c6 thé dicu tri dugc”. Brewer G.J. ciing ting ndi voi dong
nghiép: “Thay thudc ching ta néu bo sot bénh Wilson s& ¢d 16i rat 16n,
chang nhitng ching ta khong ciru dugc bénh nhan ma con céc thanh
vién trong gia dinh ho”. Tai Viét Nam, da c6 mot s6 cong trinh nghién
ctru bénh Wilson nhu khao sat dic diém 1am sang, sinh hda. Gan day,
cac nghién ciru vé dot bién gen ATP7B da duoc thuc hién. Phan I6n
cac nghién ctru dugc tién hanh & bénh nhan Wilson tré em. Do d6
ching toi thuc hién dé tai “Nghién ciu dic diém 1am sang, can 1am
sang va dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson nguoi 16n” véi
mong mudn gép phan hoan thién “birc tranh” vé bénh canh 1am sang
cta bénh nhan Wilson Viét Nam - tao co sé cho viéc chan doan sém.
Ngoai ra, chiing t6i ciing mong mudn tim hiéu phé doét bién gen ATP7B
trén bénh nhan Viét Nam, ciing nhu méi lién quan giira kiéu gen va
kiéu hinh cua bénh Wilson - tao co s& cho viéc tién lugng bénh.
2. Muc tiéu nghién ciru

- Mb ta dic diém lam sang va can lam sang cua bénh nhan
Wilson.

- Xac dinh ty 1& va dic diém dot bién gen ATP7B.

- Khao sat méi lién quan gitta kiéu gen va kiéu hinh cua bénh
Wilson.
3. Nhirng déng gép méi ciia nghién cieu vé mit ly luan va thuec tién

- Pay 1a mot trong nhitng nghién ciru mai, day du nhét vé bénh
Wilson bao gom dic diém 1am sang, can 1am sang va dot bién gen
ATP7B ciing nhu méi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh caa bénh.
Mic du day 1a bénh di truyén hiém gap, ching t6i da thu thap dugc s6
lugng bénh nhé&n kha 16n (66 bénh nhan).



- Nghién ctru da mé ta rd rang dic diém 1am sang, can 1am sang.
Céc dau hiéu dac trung ciia bénh Wilson: dong niéu 24 gid ting
(93,9%), ndng d6 ceruloplasmin mau giam (92,4%), su hién dién vong
Kayser-Fleischer (78,8%), ton thuong ndo trén MRI (68,2%). Ngoai
cac triéu ching pho bién da duoc bao cao tai Viét Nam (triéu chimg
gan mat, than kinh, huyét hoc), chung toi phat hién thém 2 dau hiéu 1a
ri loan kinh nguyét (34,8%) va viém khép ngoai bién (24,2%). CAc
dau hiéu nay xuét hién véi ty 1¢ khéng nho, néu chi y s& gop phan chan
doan, khong bo sot bénh Wilson.

- Két qua phan tich dot bién gen ATP7B: Chuing t6i phat hién 33
loai dot bién, trong d6 co 03 dot bién mdi chua duoc cong bd theo
ACMG.

- Nghién ctru ciia ching t6i ciing tao tién dé cho nhitng nghién
ctru tiép theo vé dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Viét Nam, dic
biét méi lién quan giira kiéu gen va kiéu hinh cua bénh Wilson.

4. B6 cuc ludn 4n

Luan &n c6 114 trang bao gém: phan dat vin dé& va muc tiéu
nghién ctru 02 trang, tong quan tai liéu 33 trang, phuong phap nghién
ctru 16 trang, két qua 27 trang, ban luan 33 trang, két luan va kién nghi
03 trang. Lu4n an duoc trinh bay véi 16 hinh, 41 bang, 03 biéu do, 04
so d6. Nghién ctru sinh da tham khao 104 tai liéu, trong d6 16 tai lidu
tham khao tiéng Viét, 88 tai liéu tham khao tiéng Anh; c6 25 tai liéu
mai trong vong 05 nam (24%).
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CHUONG 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Bénh sinh
1.1.1. Chuyén hoa dong trong co thé

DPdng 1a mot nguyén té vi lwgng can thiét cho sy phat trién co
thé con nguoi. Pong lién quan dén nhiéu con dudng chuyén hoa trong
té bao, dong vai trd 12 mot cofactor cua céc loai enzyme. Pdng tham
gia trong cau tao mot sb enzyme quan trong nhu hydroxylase,
oxydase... Trong truong hop thiéu dong (bénh Menkes, cit rudt non
hodc ché do an khong thich hop...) thi su phat trién cia hé than kinh,
hé mién dich, cau tric mo lién két cd thé bi anh huong nghiém trong.
Nguoc lai, néu lugng dong qua du thira (bénh Wilson) s& ling dong va
lam ton thuong cac co quan, din dén tir vong. Bong con c6 vai tro nhu
chat bao vé chdng lai cac stress oxi hda trong nhiéu co quan, bao gom
ca hé than kinh trung wong. Ngoai ra, dong con cd vai trd quan trong
trong chuyén hoa sat, 1a méot cofactor cua ceruloplasmin, oxi hda Fe?*
thanh Fe®*. Tong luong dong trong mau dugc can bang bai qua trinh
hap thu tir rudt non va thai trir qua duong mat. Hang ngay, dong duoc
hip thu véi mot lugng ¢ dinh tir thie 4n, trung binh 1-1,6 mg.
1.1.2. Péc tinh cia ddng tw do

Dong 1a yéu tb rat can thiét cho cudc séng nhung vo cing doc
hai néu & trang thai tu do hay ion. Binh thuong, hon 70% luong dong
t6n tai trong phan tir ceruloplasmin, 20% dwoc gan két voi albumin, 7-
15% gan két voi transcuprein va 2-5% gan két véi amino acid. Khi ¢
dang két hop, ddng khong c6 doc tinh. Trong bénh Wilson, téng lwong
ddng huyét thanh giam (do ceruloplasmin giam) nhung dong tu do lai
tang. Chinh luong ddng tu do nay s& gay ton thuong té bao néu tinh
trang qué tai kéo dai.



DPong 1a mot nguyén té ¢d tinh oxi héa-khir, ¢ kha nang dich
chuyén tir dang Cu?* thanh Cu* va nguoc lai. C6 nhiéu tranh cii vé co
ché gay ton thuong té bao do dong, gan day mot gia thuyét dugc chap
nhan la phan ung gitta dong va sét tao thanh géc hydroxyl.

Fe**/Cu?" + O, < Fe*'/Cut* + O,

Fe?*/Cul* + H,0, — Fe**/Cu?* + OH* + OH" (Phan (tng Fenton)

02+ H20, «» OH" + OH" + O, (Phan tng Haber-Weiss)

Céc ion dong ty do s& tao ra cac gbc hydroxyl, gay phan ang oxi
hoa lan toa, 1am t6n hai té bao. Stress oxi hda do goc hydroxyl tan cong
truc tiép cac amino acid, gay tén thuong ty thé, huy hoai mang bao
tuong, pha v& cau tric DNA. Nhiing ton thuong nay khong chi gay
viém, kich thich qué trinh xo héa ma con dan dén loan san hozc hiy
hoai té bao gan. Co ché tac dong thir hai 1a ddng tu do e ché mot sb
protein chirc ning, 1am suy giam hoat do cac enzyme chdng oxi héa.
Thém vao d6, lugng ddng tu do ting cao di lam suy giam protein X -
chat tc ché hién tuong té bao chét theo chuwong trinh, két qua gay hiy
hoai hang loat té bao.

1.2. Vai tro ciia gen ATP7B trong chuyén héa dong

Qué trinh tong hop ceruloplasmin va dao thai dong qua duong
mat phu thudc vao chirc ning ctia gen ATP7B. Gen ATP7B ma hoa cho
enzyme ATPase, day la mot protein cd tac dung nhu mot chiéc bom
van chuyén dong qua mang té bao. Tuy nhién, vai trd ciia protein nay
trong viéc diéu hoa qua trinh chuyén hoa dong 6 trang thai binh thudng
cling nhu khi méc bénh Wilson van chua dugc 15. Gia thuyét duoc dua
ra la enzym ATP7B chiu trach nhiém trong viéc van chuyén dong dé
thanh lap phan tir ceruloplasmin va dao thai déng du thira qua dudng
mat. Trong trudng hop ham lugng ddng binh thuong, enzym ATP7B
dinh vi trong thé Golgi cua té bao gan, gitp gan két dong vao phan tu



ceruloplasmin va phéng thich vao h¢ tuan hoan. Khi luong dong trong
té bao gan gia ting, enzym ATP7B s& di chuyén tir thé Golgi ra bao
tuong dé thic day qué trinh bai tiét dong qua duong mat. Khi gen
ATP7B bi dot bién s& dan dén tich lily dong trong md, day la diém ct
15i trong co ché bénh sinh ciia bénh Wilson.
1.3. Tinh hinh nghién ciru bénh Wilson tai Viét Nam va thé gioi
1.3.1. Tinh hinh nghién ciru bénh Wilson trén thé gisi

Hién nay cac nha khoa hoc di sdu tim hiéu dot bién gen ATP7B
cling nhu méi lién quan kiéu gen-kiéu hinh cua bénh Wilson. Hau hét
cac truong hop bénh Wilson ¢é kiéu gen di hop tir kép. Hon 600 loai
dot bién cua gen ATP7B da duoc phat hién. Kiéu dot bién thuong gap
1a thay thé nucleotid dan dén sai nghia, vo nghia; tiép theo la thém/mat
nucleotid va cudi cing la bat thuong ndi ghép intron. Kiéu dot bién
hiém gap bao gdm: mét toan bo exon, dot bién viing promoter.

Dot bién p.His1069GIn trén exon 14 1a loai dot bién thuong gap
& bic My va dong Au, chiém ty ¢ 30-72%. Nguoc lai, dot bién
p.Arg778Leu trén exon 8 thuong gap trén quan thé chau A, chiém ty
1& 14-49%. Mdi lién quan kiéu gen-kiéu hinh caa bénh Wilson rat phuc
tap do dot bién gen da dang, di hop tir kép chiém wu thé. Tinh da dang
trong kiéu hinh bénh Wilson c6 I do su két hop boi cac yéu té: gen,
chuyén héa, méi truong. N6i chung, cac dot bién xay ra & ving chuc
ning quan trong cua protein ATP7B hoidc dot bién cat cut protein
thuong c6 tudi khai phat sém voi tridu ching vé gan chiém wu thé.
Nguoc lai, cac dot bién diém trong ving chire ning it quan trong cua
protein ATP7B thudng ¢6 tudi khai phat muon vai triéu chimg than
kinh néi bat. Cac nghién ctru da chang minh rang hau hét bénh nhan
vGi dot bién p.Arg778Leu c6 tudi khoi phéat sém, thé 1am sang gan mat.



Vong Kayser-Fleischer duong nhu xuat hién nhiéu hon ¢ nhitng bénh
nhan dong hop tir p.His1069GIn so vai di hop tur kép.
1.3.2. Tinh hinh nghién c@u bénh Wilson tai Viét Nam

- Tir 1997-2003: Lé Puc Hinh nghién cau “Pac diém 1am sang
cua bénh Wilson ¢ bénh nhan Viét Nam”. Qua nghién ctru 60 truong
hop bénh Wilson cho thay triéu chimg 1am sang kha da dang: trigu
ching than kinh, tam than, gan mat, mat (vong Kayser-Fleischer xuat
hién 71,6% céc truong hop). Nong do ceruloplasmin mau giam thap
trén toan bo bénh nhan.

- Nam 2005: Théai Duy Thanh nghién ciru dic diém 1am sang,
can 1am sang 29 truong hop bénh Wilson tai bénh vién Bach Mai. Két
qua nghién ctiu cho thay biéu hién 1am sang hay gap la: triéu chimng
tam-than kinh, triéu chimg tiéu hda. Biéu hién & mat: vong Kayser-
Fleischer (86,2%), duc thuy tinh thé kiéu hoa hudng dwong (17,2%).
Tuong tu, két qua nghién ciu caa Quach Nguyén Thu Thuy cho thiy
biéu hién cua bénh Wilson thuong gap la: triéu chiing tiéu hoa-gan
mat, triéu ching tam-than kinh.

- Nim 2015: Hoang Anh Vii va Phan Thi Xinh khao sat dot bién
gen ATP7B trong bénh Wilson bang k¥ thuat giai trinh tu chudi DNA.
Dot bién gen ATP7B duoc phat hién trén 8 bénh nhén, trong d6 co 2
truong hop dot bién dong hop tir, 1 trudng hop dot bién di hop tir don
va 5 trudng hop dot bién di hop tr kép. Khong co dot bién ndo cua
ving khoi dong gen duoc phét hién. Cac dot bién duoc phat hién trén
exon 2 (¢.525-526insA va ¢.314C>A), exon 8 (.2333G>T va ¢.2304-
2305insC), exon 11 (c.2705T>C), exon 13 (c.2975C>T), exon 14
(c.3079G>C) va exon 20 (c.4112T>C). Trong sé d6, 2 dot bién
¢.2705T>C va ¢.3079G>C 1a d6t bién méi chua duoc cong bé trén thé
gioi.



- Nam 2016: D4 Thanh Huong nghién ctru dt bién gen ATP7B
va mbi tuong quan kiéu gen-kiéu hinh 60 bénh nhan Wilson. Téc gia
phét hién 26 dot bién cua gen ATP7B, trong d6 3 dot bién chiém ty l¢
cao nhat 1 ¢.75C>A (26,9%), p.S105X (26,9%) va p.R778L (9,62%).

- Nam 2017: Hoang L& Phc nghién ctu dot bién gen 36 bénh
nhan Wilson, phat hién ra 20 loai d6t bién trén 13 exon va 2 intron cua
gen ATP7B. Cac d6t bién thuong gap nhét 1a D1027H (16,7%), T850I
(10,4%), P1273Q (8,3%). Trong d6 c6 8 dot bién mai, chwa duoc y
van mo ta la; T8501, P868-fs, L902P, L1015R, D1027H, L1333fsX59,
IVS15-2:A>G va IVS20+3:A>G. Vi tri dot bién thuong gap 1a exon 2,
8, 10, 14, 18 va 20. Vé mdi lién quan kiéu gen-kiéu hinh caa bénh
Wilson, tac gia ghi nhan tat ca cac truong hop kiéu gen dong hop tir
déu c6 vong Kayser-Fleischer va ndng do ceruloplasmin mau thap.
Tuy nhién, dong niéu 24 gio khong cao trong tat ca cac truong hop
nay.

- Nam 2019: Nguyén Thi Mai Huong va Nguyén Pham Anh
Hoa nghién ciru “Phét hién sém ngudi mac bénh Wilson chua cé biéu
hién 1am sang bang xét nghiém di truyén phan ti”. Nghién ciru duoc
tién hanh trén 23 thanh vién trong mot gia dinh gébm 3 thé hé ciia mot
bénh nhan Wilson duoc sang loc dot bién V176fsX28 va P1273Q trén
gen ATP7B bang ky thuat giai trinh tu gen. Két qua nghién ciru da phat
hién thém 1 bénh nhan Wilson bj d6t bién di hop tir kép; 10 nguoi
mang gen bénh va 12 nguoi khong bi dot bién gen.

Nhin chung, cc nghién ciru vé bénh Wilson tai Viét Nam phan
I6n khao st trén tré em. Dac diém 1am sang trong cac nghién cuau trén
tuong ddi gidng nhau, thuong I1a céc triéu chang vé gan, than kinh,
vong Kayser-Fleischer & mét. Ching t6i khdng tim thiy cac triéu
ching dugc mo ta trong y van thé gisi nhu: thiéu mau tan huyét, rdi



loan kinh nguyét, viém khép ngoai bién ma cac dau hiéu nay c6 thé
g6p phan chan doan. Hién nay, cac nghién ctu vé dot bién gen ATP7B
cling nhu mbi lién quan kiéu gen-kiéu hinh cua bénh Wilson da duoc
thuc hién trén ca nudc. Gan day, 2 luan an tién si vé dé tai nay da duoc
thuc hién bai D6 Thanh Huong va Hoang Lé Phiic. D6 Thanh Huong
nghién ctru 60 bénh nhan vai muc tiéu: md ta dac diém 1am sang, can
lam sang va méi twong quan kiéu gen-kiéu hinh caa bénh Wilson.
Hoang Lé Phdc nghién cau 54 bénh nhan (36 bénh nhan dugc phén
tich dot bién gen) véi muc tiéu: mo ta dic diém 1am sang, can 1am sang,
ddc diém dot bién gen ATP7B va méi lién quan kiéu gen-kiéu hinh cua
bénh Wilson. Nhung ca 2 nghién ciru nay déu duoc khao sét trén bénh
nhi. Nhu chiing ta dé biét, biéu hién 1am sang, thé 1am sang khac nhau
tly theo Iira tudi. Bac biét, dau hiéu réi loan kinh nguyét khdng thé tim
thdy ¢ lra tudi nhi ddng. Chinh vi véy, ching tdi thyuc hién dé tai
“Nghién ctru dac diém 1am sang, can 1am sang va dot bién gen ATP7B
trén bénh nhan Wilson ngudi 16n” nham bd sung cé&c ton tai trong
nhitng nghién ciru trude day. Thuc sy ddy 1a chu dé nong, thu hat su
quan tdm cua cac nha khoa hoc ciing nhu bac si 1am sang. Gen ATP7B
c6 kich thudc I6n, dot bién da dang, lai khac nhau theo chung toc va
vung dia ly. Phé dot bién gen caa bénh nhian Wilson nguoi Viét Nam
nhu thé nao? Céc khao séat vé dot bién gen ATP7B trong thoi gia qua
budc dau phéac hoa phd dot bién gen cua bénh Wilson nguoi Viét Nam,
can cac nghién cau tiép theo.

CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Thiét ké nghién ciru
Nghién ciru mé ta cit ngang
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2.2. Péi twgng nghién ciru
- Dan sé muc tiéu: tat ca cac bénh nhan dugc chian doan bénh Wilson
- Dan sé chgn méu: cac truong hop duoc chan doan bénh Wilson tai
Bénh vién Cho Ray trong khoang thoi gian tir 6/2015-6/2019.
- Tiéu chudn nhgn bénh

+ Pu tiéu chuan chan doan bénh Wilson theo thang diém
Leipzig (tong sb diém =4)

+ Bénh nhan > 16 tudi

+ Pong y tham gia nghién cau
- Tiéu chudn logi trie

+ CAac bénh than kinh c6 triéu chiing ngoai thap (dugc kham
chuy@n khoa noi than kinh).

+ Bénh Wilson da dugc diéu tri
2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciru

- Thoi gian nghién ciru: tir 6/2015-6/2019

- Pia diém nghién ciu: Khoa Viém Gan, Khoa Noi Tiéu Hoa,
Khoa Nbi Than Kinh, Khoa Mit, Khoa Chan Poan Hinh Anh (Bénh
vién Cho Ray); Trung tdm Sinh hoc phan tir (Pai hoc Y duoc thanh
phd Ho Chi Minh).
2.4. C& mau cia nghién ciu

- Do day 1a bénh di truyén hiém gap, ching toi khong tinh ¢&
mau ma ldy mau toan bo, gom tat ca bénh nhan du tiéu chuan chan
doan bénh Wilson theo thang diém Leipzig trong thoi gian nghién cuau.

- Phuong phap chon mau: Chon mau thuan tién, dua theo tiéu
chuan nhan bénh va loai trir trong thoi gian nghién ciu.
2.5. Xiac dinh c4c bién sé

Céc bién sb nghién ciru duoc dinh nghia va ligt ké chi tiét.
2.6. Phuong phap va cong cu do lwong, thu thap so liéu
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2.6.1. Kham mat tim vong Kayser-Fleischer
Thuec hién tai Khoa Mit, Bénh vién Cho Ray
2.6.2. Pinh lwgng ceruloplasmin mau:

- Pugc thyc hién tai khoa sinh hoa, Bénh vién Cho Ray.

- Phuong phap: do d6 duc ¢ budc song 340nm.

- Gi& tri binh thuong 20-40 mg/dL
2.6.3. Pinh hrgng ddng niéu:

- Thyc hién tai khoa sinh hda, Bénh vién Cho Ray.

- Phuong phép: phat hién bang phuong phap so mau.

- Gia tri binh thuong: < 40 pg/24 gio.

Khoa sinh hoéa Bénh vién Cho Riy duoc noi kiém mdi ngay,
ngoai kiém mdi nam 2 1an. Hién dat ching nhan 1SO 15189.

2.6.4. Chup cong huéng tir so néo

Thuec hién tai Khoa Chan Boan Hinh Anh, Bénh vién Cho Ray.
2.6.5. Phan tich dot bién gen ATP7B

Thuc hién tai Trung tdm Y sinh hoc phan tir, Pai hoc Y Duogc
thanh phé Ho Chi Minh theo quy trinh sau: Quy trinh giai trinh tuy DNA
toan bo 21 exon va ving promoter cia gen ATP7B bang ky thuat giai
trinh tw DNA cua Sanger.

- Téch chiét genomic DNA tir mau méu: Tién hanh liy 2 ml mau
tinh mach, cho vao dng chéng dong co EDTA, lic déu nhe nhang.
Genomic DNA duoc tach chiét trong vong 24 gio bang bo kit illustra
blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Anh) theo huéng
dan sir dung caa nha san xuét.

- Thiét ké cac doan mdi: Cac doan moi dugc thiét ké bang phan
mém CLC Main Workbench dya trén trinh tu chuan cua gen ATP7B
mang accession number NG_008806 trong GenBank. Vi tri moi nam
trén cac intron, cach vi tri tiép giap exon — intron it nhat 50 bp dé c6
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thé khuéch dai duoc toan bo cac exon va vang tiép giap exon — intron.
Moi duge dat tong hop boi Integrated DNA Technologies (My). Céac
cap mdi da dugc ching minh ¢6 hiéu qua qua cac nghién ciru trude do.

- Thiét lap diéu kién cho PCR: MGi tube PCR ¢ thé tich 25 ul
chira cac thanh phan: PCR buffer, dNTP (250 uM cho mdi loai), 2 moi
xudi va nguoc (0,5 uM cho mdi loai), 1,25U TaKaRa Taq™ HotStart
Polymerase (Takara, Nhat Ban) va 50-100 ng genomic DNA. Chu
trinh ludn nhiét cho PCR dugc thuc hién trén may Mastercycler@Pro
S (Eppendorf, Buc). Cac phan (tng luén kém theo mét chitng &m khong
chira DNA dé kiém soét ngoai nhigm.

- Kiém tra san pham PCR bang dién di trén thach agarose: San
phdm PCR duoc phét hién bang dién di trén thach agarose 1,5% c6
nhudm ethidium bromide va quan sat duéi hé théng chup anh dién di
Geldoc-It™ (UVP, MY).

- Tinh sach san pham: San phim PCR sau d6 duoc tinh sach
bang illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purificati.on Kit (GE
Healthcare, Anh) theo huéng dan sir dung ciia nha san xuét.

- Giai trinh ty bing phuong phap Sanger: San pham PCR di tinh
sach sé& dugc thuc hién phan wng cycle sequencing véi BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, My) theo
hai chiéu xu6i va ngugc. San pham sau d6 dugc két tua bang ethanol,
hoa tan trong Hi-Di formanide, bién tinh & 95°C trude khi lam lanh dot
ngdt. Trinh tw DNA duoc doc biang may ABI 3500 Genetic Analyzer,
véi POP-7 polymer va capillary 50 cm (Applied Biosystems, My).

- Phan tich két qua giai trinh ty: Két qua giai trinh tu s& dugc
phan tich bang phan mém CLC Main Workbench, so sanh vai trinh tyr
chuan cua gen ATP7B mang ma s6 NG_008806 trong GenBank dé xac
dinh dot bién gen.
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2.7. Quy trinh nghién ctu

Céc bénh nhan c6 biéu hién bénh Wilson dién hinh hoac nghi
ngd (triéu ching vé gan, than kinh khong giai thich dwoc nguyén nhan)
dugc dua vao quy trinh tam soat: khdm mat tim vong Kayser-Fleischer,
do nong d6 ceruloplasmin mau, déng niéu 24 gio, dau hiéu thiéu mau
tan huyét, chup MRI so ndo va phan tich dot bién gen ATP7B. Bénh
nhan du tiéu chuan chan doan bénh Wilson dugc tién hanh cac budc:
M6 ta dic diém 1am sang, can 1am sang, dot bién gen ATP7B.

2.8. Phwong phap phan tich dir ligu

- Dit liéu dwgc ma hoa, xir Iy bang phin mém SPSS 18.0 va két
qua duoc trinh bay dudi dang bang, biéu do.

- Céc bién sb dinh lugng duoc md ta bang gié tri trung binh va
d6 léch chuan (néu phan phdi chuan), dudi dang sé trung vi (néu khdng
c6 phan phéi chuan).

- C4c bién sb dinh tinh dugc md ta bang tan sé va ty Ié phan
tram.

- Mébi lién quan kiéu gen-kiéu hinh:

+ V& kiéu gen, chung t6i phan tich theo cdc nhém: ddng hop
tir so vai di hop tir kép, dong hop tir so vai di hop tir don, di hop tur
kép so véi di hop tir don.

+ V& kiéu hinh, ching tdi phan tich theo cac yéu td: tudi khoi
phat (niam), vong Kayser-Fleischer (c6 hoic khdng), ndng do
ceruloplasmin mau (thap néu < 20 mg/dL), ddng niéu 24 gid (cao néu
>100 pg), thé 1am sang theo thang diém Leipzig (H1: bénh Wilson thé
t6n thwong gan cip, H2: thé tén thwong gan man, N1: thé than kinh
kém ton thuong gan, N2: thé than kinh don thuan).

+ S0 sanh giira 2 nhém: Phép kiém Chi binh phwong (Chi-
square test) dung dé so sanh ty Ié gitra cac nhém hoic phép kiém chinh
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xac Fisher (Fisher’s exact test) khi c6 > 20% tan s6 mong doi trong
bang < 5. Phép kiém t-test dé so sanh 2 gi4 tri trung binh néu s6 liéu
tuan theo phan phédi binh thuong. Phép kiém phi tham sé6 Mann-
Whitney U dung dé so sanh 2 trung vi ciia 2 nhém néu sé liéu khéng
tuan theo phan phéi chuan.
+ Mutc y nghia thong ké khi p <0,05.

2.9. Pao dic trong nghién ciu

- bay 1a nghién cttu khong can thiép.

- Bénh nhén ty nguyén tham gia nghién ctru, thong tin dugc bao
mat.

- Nghién ctru duoc thyc hién hoan toan vi muc dich khoa hoc.

- Tuén tha dao duc trong nghién ctiru y hoc.

- Pi théng qua hoi ddng dao duc Bénh vién Cho Ry (sb
218/BVCR-HDDD, ngay 04/6/2015).

CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU

Trong thoi gian nghién cau tir thang 06/2015 dén thang 06/2019
tai Bénh vién Cho Ray, chling toi thu thap duoc 66 bénh nhan thoa cac
tiéu chuan chon mau va loai tru.
3.1. Pic diém 1am sang, can 1am sang
3.1.1. Phan b bénh nhan theo tudi khéi phat

Tudi khoi phat: tudi ldc chan doan trir di thoi gian tir khi bénh
khoi phat dén khi duoc chan doan.
Béng 3.4. Phan bb bénh nhan theo tudi khai phat

Tudi khai phat S6 truwong hop Ty 18 (%)
10-19 34 51,5
20-29 19 28,8
> 30 13 19,7
Téng 66 100

Tudi khéi phat trung binh 22,2 + 8,3 tudi, nho nhét: 10 tudi.
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3.1.2. Triéu chieng 1am sang
Bang 3.5. Triéu chiing 1am sang

Triéu chitng S6 truomg hop Ty 18 (%)
Vang da 35 53,0
Lach to 30 45,5
Viét kho 29 43,9
Bang bung 26 39,4
Thiéu méau tan huyét 25 37,9
Phu 2 chi duéi 25 37,9
R&i loan kinh nguyét 23 34,8
Run tay 22 33,3
Noi khé 19 28,8
Dang diéu bat thudng 16 24,2
Viém khop ngoai bién 16 24,2
Céc ctr dong khong chu y 14 21,2
Chay nudc dai 13 19,7
Nudt khé 13 19,7
Tuin hoan bang hé cira chu 10 15,2
Ganto 3 45
Tram cam 1 1,5

Triéu ching 1am sang thuong gap lac nhap vién la cac triéu
ching vé gan va than kinh. Céc dau hiéu khac nhu thiéu mau tan huyét,
rbi loan kinh nguyét, viém khép ngoai bién ciing kha pho bién.

3.1.3. Vong Kayser-Fleischer

2
m C64 vong
m Khoéng

Biéu d6 3.1. Vong Kayser-Fleischer
Vong Kayser-Fleischer hién dién trong phan Ién cac truong hop.
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3.1.4. Nong do ceruloplasmin mau

m < 20 mg/dL
B >20 mg/dL

Biéu d6 3.2. Nong d6 ceruloplasmin mau
Nbng d6 ceruloplasmin méu giam gap ¢ da sb bénh nhan, tri
sb thap nhat 12 0,5 mg/dL.
3.1.5. Pong niéu 24 giv

m> 100 pg/24 gio
m< 100 pg/24 gid

Biéu d6 3.3. Bong niéu 24 gio
Dong niéu 24 gid ting trong hau hét cac truong hop, tri s6 cao
nhit 14 1600 pg/24 gio.
3.1.6. Hinh anh cong hwéng tir So ndo
Bang 3.9. Hinh anh cong hudng tir so ndo

Hinh anh MRI s ndo S6 truong hop Ty 18 (%)
Tang tin hiéu thi T2W ving ddi thi, nhan béo 33 50,0
Tang tin hiéu thi T2W viing cau ndo 12 18,2
Khong ghi nhan ton thuong 21 31,8
Téng 66 100

Hinh anh cong huong tir So ndo thuong gap 1a tang tin hi¢u trén
T2W vung ddi thi, nhan béo.
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3.1.7. Thé 1am sang

Dua vao két qua kham 1am sang va xét nghiém, ching t6i phan
chia cé4c thé 1am sang theo thang diém Leipzig nhu sau:
Bang 3.10. Thé 1am sang theo thang diém Leipzig (n=66)

Thé 1am sang S6 truomg hop Ty 18 (%)
Thé ton thuong gan cap (H1) 3 4,5
Thé ton thuong gan man (H2) 32 48,5
Thé than kinh kém t6n thwong gan (N1) 11 16,7
Thé than kinh don thuan (N2) 20 30,3
Téng 66 100

Thé 1am sang thuong gap nhat 1a ton thuong gan man. Ba truong
hop (4,5%) thé ton thuong gan cap déu rt nang: vang da, suy chic
nang gan, thiéu mau tan huyét... can phai truyén mau va co chi dinh
ghép gan.

3.2. Két qua phan tich dot bién gen ATP7B
3.2.1. Pic diém kiéu gen ATP7B
Bang 3.14. Bac diém kiéu gen

Kiéu gen S6 truong hop Ty 18 (%)
Dbadng hop tir 8 12,1
Di hop tur kép 40 60,6
Di hop tit don 16 24,2
Khong dot bién 2 3,0
Téng 66 100

Ty 1& phét hién dot bién gen ATP7B 1a 97,0%; kiéu gen di hop
tir kép thuong gap nhat.
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3.2.2. C4c loai dét bién dwoc phat hién

Bang 3.15. Céc loai dot bién duoc phét hién trong nghién ctu

Thay doi Thay doi . S6 Tylé
STT . . . Hau qua

nucleotide acid Amin alen (%)
1 ¢.525-526insA p.Vall76fsStop Léch khung 14 10,6
2 c.3l4C>A p.Ser105Stop Vo nghia 13 98
3 €.2549C>T p.Thr850lle Sai nghia 13 98
4  ¢.2333G>T p.Arg778Leu Sai nghia 9 6,8
5 ¢.3079G>C p.Aspl027His Sai nghia 6 45
6 C.2294A>G p.Asp765Gly Sai nghia 6 45
7 ¢.3443T>C p.11e1148Thr Sai nghia 6 4,5
8 ¢.3517G>A p.Glul173Lys Sai nghia 5 3,8
9 ¢.2705T>C p.Leu902Pro Sai nghia 4 3,0
10 c.3818C>A p.Pro1273GIn Sai nghia 4 3,0
11 ¢.3997delC p.Leul333fsStop  Léch khung 3 2,3
12 ¢.2304-2305insC  p.Met769fsStop ~ Léch khung 3 2,3
13 c.4124+4A>G IVS20+4A>G Bét thuongnbighép 2 1,5
14 ¢.2121+3A>T IVS7+3A>T Béat thuongndighép 2 1,5
15 c.4112T>C p.Leul371Pro Sai nghia 2 15
16 ¢.3155C>T p.Pro1052Leu Sai nghia 2 15
17 ¢.2804C>T p.Thr935Met Sai nghia 2 15
18 ¢.1946+3A>G IVS6+3A>G Bét thuong ndi ghép 1 08
19 c¢.3691G>A p.Alal231Thr Sai nghia 1 0,8
20 c.3884C>T p.Alal295Val Sai nghia 1 08
21 ¢.2621C>T p.Ala874Val Sai nghia 1 0,8
22 .2333G>A p.Arg778GIn Sai nghia 1 0,8
23 ¢.2755C>G p.Arg919Gly Sai nghia 1 08
24 c.4064G>A p.Gly1355Asp Sai nghia 1 0,8
25 ¢.2604delC p.Gly869fsStop Léch khung 1 0,8
26 C.2828G>A p.Gly943Asp Sai nghia 1 08
27 ¢.3625C>G p.Leul209Val Sai nghia 1 0,8
28 ¢.2375C>T p.Leu792Pro Sai nghia 1 0,8
29 ¢.4066T>C p.Ser1356Pro Sai nghia 1 0,8
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STT Thay doi Thay doi Hiu qui S6 Tylé
nucleotide acid Amin ’ alen (%)
30 c.2284A>C p.Thr762Pro Sai nghia 1 08
31 c.3316G>A p.Val1106lle Sai nghia 1 08
32 .3646G>A p.Val1216Met Sai nghia 1 08
33  ¢.3889G>A p.Val1297lle Sai nghia 1 08

Chung tdi phat hién 33 loai dot bién khac nhau caa gen ATP7B,
trong d6 thuong gap nhat 1a p.Vall76fsStop, p.Ser105Stop va
p.Thr850lle.
3.2.3. Phan bé theo vi tri trén gen ATP7B ciia 112 alen c¢é dt bién
Bang 3.16. Phan b theo vj tri cua 112 alen c6 dot bién

STT Exon S6 Alen Ty 18 (%)
1 2 27 24,1
2 8 20 17,9
3 10 13 11,6
4 16 11 9,8
5 14 8 7,1
6 11 6 5,4
7 18 6 5,4
8 20 6 5,4
9 12 4 3,6
10 17 3 2,7
11 19 3 2,7
12 7 2 1,8
13 6 1 0,9
14 9 1 0,9
15 15 1 0,9

Tong 112 100

C6 dén 15 trén tong sb 21 exon bi dot bién, thuong gap nhat 1a
exon 2, 8, 10.
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3.2.4. Kiéu ddt bién
Bang 3.17. Kiéu dot bién

STT Kiéu dot bién S6 alen Ty 18 (%)
1 Thay thé nucleotide 86 76,8
2 Thém nucleotide 17 15,2
3 Bét thuong nbi ghép 5 45
4 Mt nucleotide 4 3,6
Téng 112 100

Kiéu dot bién thay thé nucleotide dan dén sai nghia thuong
gap nhat.
3.3. Mai lién quan kiéu gen-kiéu hinh cia bénh Wilson

Trong 66 bénh nhin duoc phan tich dot bién gen ATP7B, ¢6 2
truong hop khong thiy dot bién. Nhu vay, ching téi chi phan tich méi
lién quan kiéu gen-kiéu hinh caa 64 truong hop co dot bién gen.

V¢ kiéu gen, chling t6i phan tich theo cac nhém: Bong hop tu,
di hop tir kép, di hop tir don.

Veé kiéu hinh, chiing t6i phan tich theo 5 yéu t5: Tudi khoi phat,
vong K.F, nong do ceruloplasmin mau, dong niéu 24 gio va thé 1am
sang.

3.3.1. Mai lién quan giira kiéu gen va tudi khai phat
Bang 3.23. So sanh tui khoi phat & nhom dong hop tir va di hop tir
kép

Kiéugen SO trwomg hgp Tudi khéi phat Nhoé nhéat — Léon nhét
DPdng hop tir 8 158+1,6 13-17
Di hop tir kép 40 238+83 10 — 46
Phép kiém t-test (¢ déc ldp): p=0,011
Tudi khai phét trung binh & nhém ddng hop tir som hon so véi

nhom di hop tir kép; su khac biét c6 y nghia théng k& (p=0,011).
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3.3.2. Méi lién quan giira kiéu gen va vong K.F
Bang 3.26. Mbi lién quan giira kiéu gen va vong K.F

Vong K.F
Kiéu gen Cé Khong
Sétruonghop  Tylé (%)  Sbtruonghop Ty 1é (%)
Dong hop tir (n=8) 7 87,5 1 12,5
Di hop tir kép (n=40) 31 77,5 9 22,5
Di hgp tt don (n=16) 13 81,3 3 18,8

Phép kiém chinh xdc Fisher: p=0,801
Chua thay sy khac biét vé su hién dién vong K.F giita cac kiéu gen.
3.3.3. Mai lién quan giira kiéu gen va ceruloplasmin mau
Bang 3.27. So sanh ceruloplasmin méu & nhém dong hop tir va di hop

tu kép
Ceruloplasmin
Kiéu gen Thap (< 20 mg/dL) Binh thuong (> 20 mg/dL)
S truong hop Ty 18 (%) S truong hop Ty 18 (%)
Pong hop tir (n=8) 6 75,0 2 25,0
Di hop tir kép (n=40) 39 97,5 1 2,5

Phép kiém chinh xac Fisher: p=0,016
Nong d6 ceruloplasmin mau thap chiém wu thé & nhém di hop tir kép
S0 véi dong hop tir; sy khac biét c6 y nghia thong ké (p=0,016).
3.3.4. Méi lién quan giira kiéu gen va dong niéu 24 gio
Bang 3.30. So sanh dong niéu 24 gio & nhém dong hop tir va di hop tir
kép

Pong niéu 24 givr

Kiéu gen Téang (> 100 pg) Binh thuong (< 100 pg)

Sb truonghop Ty 18 (%)  Sb truong hop Ty 18 (%)
Dong hop tir (n=8) 8 100 0 0
Di hop tir kép (n=40) 40 100 0 0

Khéng c6 gia tri p (Vi tdt ca déu > 100 ug)



22

Tat ca bénh nhan trong 2 nhém dong hop tir va di hop tir kép
déu co dong nidu 24 gio tang.
Bang 3.32. So sanh ddng niéu 24 gio & nhém di hop tir kép va di hop

tir don
Pong niéu 24 giv
, Binh thuong (< 100
Kiéu gen Tang (> 100 pg)
Hg)
Sb truong hop Ty 18 (%) S6 truomg hop Ty 18 (%)

Di hop tir kép (n=40) 40 100 0 0
Di hop ti don (n=16) 13 81,3 3 18,8

Phép kiém chinh xac Fisher: p=0,005
DPong nidu 24 giod tang chiém wu thé & nhodm di hop tir kép so
véi di hop tir don, su khac biét c6 ¥ nghia thong ké (p=0,005).
3.3.5. Mai lién quan giira kiéu gen va thé 1am sang
Bang 3.33. Méi lién quan giira kiéu gen va thé 1am sang

Thé 1Am sang

H1 H2 N1 N2
Kiéu gen S6 o S6 oS .S X
- Ty 1€ - Ty 1€ . Ty 1€ . Ty 1€
roon, ruon ruon ruon
N CO R () 5 () £ o)
hop hop h h
Pdng h
MR 9 0 4 500 0 0 4 500
to (n=8)
Di hop tu
, 3 75 17 425 8 200 12 300
kép (n=40)
Di hop tu
0 0 10 625 2 125 4 250
don (n=16)

Phép kiém chinh xdc Fisher: p=0,457
Chua thay su khéc biét vé kiéu gen vai cac thé 1am sang bénh
Wilson
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KET LUAN

Qua nghién ctru 66 truong hop bénh Wilson tai Bénh vién Chg
Ray trong khoang thoi gian tir 6/2015-6/2019, chling toi c6 mot sb két
luan nhu sau:

1. Pic diém 1am sang, can 1am sang

- Tudi khoi phét trung binh 12 22,2 + 8,3

- Triéu chimg 1am sang da dang: triéu chang vé gan, triéu ching
than kinh, thiéu mau tan huyét, ri loan kinh nguyét, viem khop ngoai
bién.

- Céc dau hiéu dic trung ctia bénh Wilson: dong niéu 24 gio
tang (93,9%), ndong do ceruloplasmin mau giam (92,4%), sy hién dién
vong Kayser-Fleischer (78,8%), ton thuong néo trén MRI (68,2%).

- Ty 1é cac thé 1am sang thuong gap: tén thwong gan man
(48,5%), thé than kinh don thuin (30,3%), thé than kinh kém ton
thuong gan (16,7%) va thé ton thuong gan cap (4,5%).

2. Phén tich dot bién gen ATP7B

- Ty Ié phét hién dot bién gen ATP7B 12 97,0%. Kiéu gen di hop
tir kép thuong gap nhét (60,6%).

- Ching tdi phat hién 33 loai dot bién khac nhau cia gen ATP7B,
trong d6 thuong gap nhét 13, p.Val176fsStop (10,6%), p.Ser105Stop
(9,8%) va p.Thr850lle (9,8%). Nghién ctru phat hién 03 loai dot bién
moi, chua duge cong bd theo ACMG.

- Kiéu dot bién da dang, trong d6 dot bién thay thé nucleotide
dan dén sai nghia la thuong gap nhat, chiém ty 18 76,8%.

- Vj tri dot bién: thuong gap la exon 2, 8, 10.

3. Mai lién quan kiéu gen-kiéu hinh

- C4c bénh nhan nhém dong hop tir 6 tusi khoi phat sém hon

s0 v6i nhom di hop tir kép, su khéac biét c6 y nghia thong ké (p=0,011).
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- Nong d ceruloplasmin mau giam chiém wu thé & nhém di hop
tir kép so voi nhém dong hop tir, sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké
(p=0,016).

- T4t ca bénh nhan trong 2 nhém dong hop tir va di hop tir kép
déu co dong niéu 24 gio tang. PoNg niéu 24 gio tang chiém wu thé ¢
nhom bénh nhan di hop tir kép so véi nhom di hop tir don, su khac biét
¢6 y nghia thong ké (p=0,005).

- Chua thay méi lién quan giita kiéu gen véi vong Kayser-
Fleischer ciing nhu giira kiéu gen véi cac thé 1am sang bénh Wilson.

KIEN NGHI

Qua két qua nghién ctu nay, ching toi kién nghi:

- Hiy nghi dén bénh Wilson & nhiing bénh nhan c6 tén thwong
da co quan; nhat 12 cac triéu ching vé gan di kém véi biéu hién
than kinh ma khéng giai thich dugc nguyén nhan.

- Nén phan tich dot bién gen ATP7B vi day 1a xét nghiém gidp
chan dodn sém. Uu tién khao sat cac exon: 2, 8, 10.

- Tam soat cac thanh vién trong gia dinh (anh/chi/em ruét cua
bénh nhan) gitp phét hién bénh sém, diéu tri hiéu qua.

- Can cac nghién ctu tiép theo vé dot bién gen ATP7B ciing nhur
mébi lién quan kiéu gen-kiéu hinh ctia bénh Wilson nguoi Viét
Nam; can b sung cac ky thuat xét nghiém sau hon nhu giai
trinh tu toan bo gen ATP7B, ky thuat phét hién dot bién mat
doan.
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