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PAT VAN DE

Trén thé gisi c6 khoang 2 ty nguoi tiép xUc véi vi rat viém gan B, trong do
c6 hon 257 triéu truong hop nhiém man tinh va khoang 820.000 ca tir vong moi
nam®23, Viét Nam nam trong ving tdy Thai Binh Duong, thudc khu vuc cé ty 1¢
luu hanh vi rat viém gan B (HBV) cao tir 7-12%. Cac cong trinh gidm sat nhan
dinh rang c6 khoang 20-30% nhiing ngudi nhiém vi rit viém gan B man dién tién
t61 xo gan va ung thu gan trong sudt doi sdng mic du day 1a mot bénh 1y da co
thudc diéu tri dic hiéu va c6 vac xin phong ngira*®.

Ung thu gan ding hang thar 6 trong nhitng bénh ung thu thwong gap trén
thé gisi va ty 1é mac ung thu gan cao nhat ¢ cac nude dang phat trién, trong d6 c6
Viét Nam. Bénh viém gan vi rit B man chinh 1a nguyén nhan gay ung thu biéu mo
té bao gan (HCC), véi ty Ié wac tinh 12 60% dén 80% cac truong hop®’. Mic do
phd bién va nghiém trong cua bénh nay thuc day cac nha khoa hoc tim hiéu sau
hon vé qua trinh nhiém lau dai caa vi rdt viém gan B trong co thé nguoi, ly do tai
sao nhiém vi rit co thé dian dén HCCS.

CAu trdc virion, sy phirc tap bd gen cua vi rdt viém gan B da duogc biét dén
tir 1au, va nhiém vi rat viém gan B trong thoi gian dai cung su khiém khuyét kha
nang stra 15i trong qua trinh sao chép cua vi rat da din dén cac dot bién trén bo
gen. Dot bién trén gen S co6 thé xay ra tu nhién hoic ¢ nhitng ngudi da co tiém
ngtra vac xin, sir dung globulin mién dich d6i vai vi rat viem gan B hay do ding
thudc khang vi rat. Tac gia Mikael Gencay va cong sy ghi nhan tan suat bién doi
HBsAg MHR cao nhat & dan Chau A, nhiing thay doi axit amin (116, 120, 122 va
123) ¢ ving S lam cho vi rat trén thoét khoi mién dich, gay ra tinh trang nhiém vi
rat tiém an hozc that bai trong chan doan tim soét bang nhiing xét nghiém tim
HBsAg thuong qui® va diéu nay khién cho mét sé it bénh nhan mang cuing ltc
HBsAg va anti-HBs trong mau®?,

Ngoai ra, cac dot bién trén viing gen pre-S/S ciing da duoc nhic dén trong
y van 13 6 lién quan dén xo gan va ung thu biéu mo té bao gan*2. Khi khao st vé

dot bién mat doan pre-S, so sanh giira kiéu gen B va C, thi tac gia Chen BF nhan



thiy rang dot bién mat doan pre-S cd lién quan tinh trang viém man va kha ning
sinh ung thu?. Con theo nghién ciru cua Zhang A 'Y va cong su tai Hong Kong, céc
dot bién mat doan va dot bién diém (tai cac codon 4, 27, 167) trén ving pre-S cua
HBV hién dién & tan suit cao hon & nhém bénh nhan viém gan vi rat B man co
HCC so v&i nhém bénh nhan viém gan vi rit B man khéng c6 HCC*?,

Nhu vay, mot sé nghién ctru vé dot bién gen pre-S/S cua vi rit viém gan B
da thuc hién & cac qudc gia nam trong ving luu hanh cao. Tuy nhién, do nhiéu
nguyén nhan nhu su phan b kiéu gen cua vi rit khac nhau tiy theo khu vuc dia
ly, han ché vé sé lwong mau quan sét, khac nhau vé tiéu chi chon bénh hay do sy
khac nhau vé ching toc va di truyén caa bénh nhan ma cac két qua nghién ciu vé
dot bién gen pre-S/S cua vi rdt viém gan B chua c6 sy nhat quan. O nguoi Viét
Nam, vin dé anh hudng cua dot bién gen pre-S/S déi véi HCC thi nhu thé nao?
Hoac néi cach khéc, loai dot bién nao co thé dan dén HCC ¢ dan sé nguoi Viét
Nam? P4y 1a cau hoi nghién ctru can duoc tim hiéu cua cac bac si 1am sang chuyén
khoa gan tai Viét Nam khi phai d6i mat véi khéa nhiéu cac tinh huéng nay.

Phong kham Viém gan- Khoa Kham bénh cua Bénh vién Dai hoc Y Duoc
Thanh ph H5 Chi Minh 1a mét trung tdm Ién dé chan doén, theo ddi, diéu tri bénh
nhan viém gan noi chung trong d6 c6 viém gan do vi rat gan nhu cho ca khu vyc
mién Nam. Trung Tam Y sinh hoc phan ti ciia Pai hoc Y Duoc Thanh phd H6 Chi
Minh 14 noi c6 thé tién hanh duoc cac xét nghiém giai trinh tu gen caa HBV. Vi
nhitng thuan loi trén, ching t6i tién hanh nghién ciru quan sat vé dot bién gen cua
vi rat viém gan B, nham kiém chting mdi lién quan véi ung thu biéu mo té bao gan
s& gilp hiéu rd hon vé co ché bénh sinh caa bénh Iy nay.

Muc tiéu nghién cwu:

1. M@ ta dac diém céc loai dot bién trén ving pre-S/S cua vi rdt viem gan B ¢
nhitng ngudi nhiém vi rit viém gan B man tai Bénh vién Pai hoc Y Dugc
Thanh phé H6 Chi Minh.

2. Xac dinh lién quan giira dot bién ving pre-S/S cua vi rdt viém gan B voi
ung thu biéu md té bao gan & ngudi nhiém vi rat viém gan B man tai Bénh
vién Pai hoc Y Dugc Thanh ph H56 Chi Minh.



CHUONG 1: TONG QUAN
1.1. Dich t& bénh nhi&m vi rat viém gan B va ung thw biéu mo té bao gan lién
quan dén vi rat viém gan B
1.1.1. Dich té bénh nhiém vi rat viem gan B
> Ty Ié nhiém va dwong lay truyén vi rdt viém gan B trén thé giéi

Theo théng ké cua Té chie Y té Thé giéi nam 2022, c6 khoang 2 ty nguoi
trén thé giéi da ting tiép xtc véi HBV, trong d6 ¢6 hon 257 triéu ngudi nhidm vi
rat man tinh. Ty 1& ngudi c6 HBsAg man tinh dao dong tir 2% dén 20% trong cong

ddng va gay ra khoang 820.000 ca tir vong mdi nam?23.

Ty I& nhiém HBV man

W 28%: cao
O 2-7%: trung binh
[ <2%: thép

Hinh 1.1: Phan bd ty 1& nhidém vi rat viém gan B trén thé giéi
(Nguon: WHO, 2015)*
Ty 1€ luu hanh cta vi rat viém gan B duogc chia lam 5 khu vuc khac nhau:
(i)  Vung luu hanh cao: c6 > 8% ngudi c6 HBsAg (+) trong dan so.
(i)  Vung Iuu hanh trung binh cao: ¢6 5-7% nguoi cO0 HBsSAgQ (+) trong dan
$6.
(iii)  Vung luu hanh trung binh thap: c6 2-5% ngudi c6 HBsAg (+) trong dan
$6.
(iv)  Vung luu hanh thip: c6 < 2% ngudi c6 HBsAg (+) trong dan sé.
(v)  Vung khong xéac dinh 12 khdng c6 s6 liéu thong ké dan sé mang HBsAGg.



Nguoi sdng & khu viee Chau Phi, Chau A, ving Amazon va Trung Déng 1a
nhitng viing ¢6 ty 1& luu hanh HBV cao véi s6 ngudi bi nhiém vi rat man tinh
khoang 200 triéu ngudi, vi vay ho ¢6 nguy co nhiém vi rdt trong subt cudc doi rat
cao (> 60%). Ngoai ra, dudng lay truyén caa HBV chu yéu tai cac khu vuc nay 1a
lay qua duong chu sinh, nghia 1a lay tir me sang con hoac trong thoi gian tré nho
hon 2 tudi. Tréi lai, & cac khu vuc cd ty 18 luu hanh bénh thip nhu M, Tay Au va
Uc thi nguy co nhidm vi rut trong sudt cudc séng < 20% va duong lay chu yéu 13
lay truyén hang ngang & tuéi truong thanh qua quan hé tinh duc va sir dung chung
bom tiém c6 mang mam bénh. Khu vuc c6 ty 18 luu hanh trung binh c6 nguy co
nhiém HBYV trong suét cudc song tir 20-60%1°,

> Ty & nhiém vi rat viém gan B tai Viét Nam

Viét Nam nam trong khu vyc Tay Thai Binh Duong 14 ving c6 ty Ié luu
hanh HBV cao (tir 7-12%). Nam 2007, tac gia L& Viét thuc hién khao sat 1200
mau mau tir nhitng ngudi cho mau ¢ tinh Quang Tri, két qua ghi nhan c6 11,4%
mau c6 HBsAg duong tinh, 51,7% anti-HBc duong tinh®. Nam 2012, mot nghién
ctru khac duoc thuc hién tai 4 thanh phé 16n 12 Ha Noi, Hai Phong, Khanh Hoa va
Can Tho, khao sat 8654 mau mau ciing ghi nhan ty 1& c6 HBsAg la 10,7%*".

> Phan bé cac kiéu gen caa vi rat viem gan B trén thé gioi

Nam 2007, c6 8 kiéu gen cua HBV (A, B, C, D, E, F, G, H) duoc phan biét
dwa trén su khéc biét bo gen 16n hon 8% va mot sé kiéu gen phu da duoc xac dinh
va ¢ phan bd dia ly nhat dinh trén thé gioi'® (Hinh 1.1). Céac kiéu gen cua HBV
c6 lién quan dén dot bién viing precore (PC) hay viing basal core promoter (BCP)
lam giam hay khong tao ra duoc HBeAg, d6 1a kiéu gen B, C va D, diéu nay hay
xay ra & nhitng bénh nhan viém gan vi rit B man HBeAg am tinh tai Chau A.
Nhiém chdong kiéu gen khéc hodc nhiém ciing luc nhiéu kiéu gen c6 thé khién bénh
gan ning hon. Kiéu gen C thuong gip hon ¢ nhitng bénh nhan xo gan. Kiéu gen
B cua HBV lién quan dén su phaét trién cua ung thu biéu md té bao gan o do tuoi
sém hon'®.

Luu hanh chu yéu tai Viét Nam 1a kiéu gen B va C. Nam 2008, mot kiéu

gen ky hiéu 1a “I” timg dwoc nhan dién tai Viét Nam, Lao, Trung Quéc, An Do va



cong dong nguoi Viét Nam séng & Phap va Canada xem nhu 1a mot kiéu gen méi
tai Viét Nam?. Tuy nhién, kiéu gen nay chua duoc thira nhan 1a kiéu gen méi vi
su khac biét di truyén trung binh cua thé tai té hop HBV A/C/G cua Viét Nam la
<89% so Vi toan b ciu tric gen cua kiéu gen C%2223,

Cho t6i ndm 2020, nguoi ta da xac dinh duoc 10 kiéu gen chinh cua HBV
(A-J)%*%_ Chan doan xac dinh kiéu gen cuia HBV ngay cang duoc quan tam vi mot
s6 nghién ciru cho thay kiéu gen HBV ¢6 lién quan dén c4c van dé sau:

e Ty Ié chuyén huyét thanh HBeAg: kiéu gen B c6 ty 18 chuyén doi huyét

thanh HBeAg cao hon kiéu gen C;

e Bénh canh 1am sang: suy gan c4p, viém gan thé bung phat thuong gap ¢
kiéu gen D hon céc kiéu gen khac;

e Diéntién cua bénh: kiéu gen C dé dién tién ¢én HCC nhat va la yéu t6 nguy
co doc lap cua HCC;

e Pap ung voi didu tri: Kiéu gen A va B dap ung tot voi interferon va Peg-

interferon hon C va D.

1.1.2. Dich t& ung thw biéu mé té bao gan lién quan dén vi rat viém gan B
Trén thé gioi

Vao nam 2020, ung thu gan 13 bénh ung thu dugc chan doan phd bién ding
hang thir sdu va la nguyén nhén gay tir vong do ung thu dirng hang thir ba trén toan
thé gioi, vai khoang 906.000 ca mac mai va 830.000 ca tir vong?®. Ty 1é méc va tir
vong & nam gidi cao hon tir 2 dén 3 1an so vai nit gigi xay ra & hau hét cac khu vuc
trén thé gioi’e.

Ty 1é mac ung thu gan cao nhét tai cic nude dang phat trién, pho bién nhat
la cac qudc gia thuoc khu vuc chau A nhu Méng C6 (Trung A), Thai Lan,
Campuchia, Viét Nam (Péng Nam A), va chau Phi nhu Ai Cap (Bic Phi) va Niger
(Tay Phi). Mong C6 1a nudc ¢d ty suat mac bénh cao nhat vai 85,6 truong hop trén
100.000 dan va Trung Quéc 13 noi c6 sé lwong ngudi mac bénh nhiéu nhat véi hon
120 tri¢u nguoi mac ung thu gan. Ty 1é mac ung thu gan trén 100.000 dan & khu
vuc Dong Nam A 13 21,2 truong hop & nam gidi, két qua nay cao hon gap 3 lan &

nix gigi vai ty 1€ 1a 7,1 truong hop®.



Tai Viét Nam

Theo théng ké cua T6 chtc Y té Thé gigi nam 2020, trong sé gan 200.000
ca mac mai va hon 100.000 ca tir vong do ung thu tai nude ta thi ung thu gan xép
hang dau véi 26.418 truong hop mac méi chiém 14,5% va la nguyén nhan tir vong
ctia 20.256 truong hop chiém 20,6%. Ty suat mac ung thu gan trong vong 5 nim
tinh dén thoi diém thdng ké 1a 29,55 ca/ 100.000 dan. Ty suit mic méi sau khi
hiéu chinh cho nhém tudi ¢ nam 1a 38,0/100.000 ngudi gap gan 4 1an so véi nir la
9,8/100.000 ngudi?’.
1.2. Céu truc va chu trinh séng cia vi rat viém gan B trong té bao gan
1.2.1 Cau trdc virion va bd gen cia vi rat viem gan B

HBV thudc gia dinh Hepadnaviridae?. Trong huyét thanh, HBV hién dién
& 3 dang cau tric:

(i) Cc tiéu thé hinh cau c6 duong kinh 22 nm chiém da sd.

(ii) Cac tiéu thé hinh dng hozc hinh soi c¢6 duong kinh 22 nm va chiéu dai

thay doi, c6 thé dén 200 nm, hinh thanh bai cac tiéu thé hinh cau chong 1én nhau.

Protein 1061 ~ A 3 Protein S bé mat
(HBc) -

Protein M mit
(S+Pre-S2)

Protein L
(S+PreS14+PreS2)

DNA

Polymerase(P)

Hinh 1.2: C4u trc mat virion caa vi rit viém gan B
(Nguén: Fauguet,2005)8
(iii) Cac virion hoan chinh, trudc ddy goi la tiéu thé Dane c6 kich thudce 16n,

duong kinh 42- 44 nm. Cau tao gém vé boc lipoprotein bén ngoai chira 3 dang



khang nguyén bé mat (pre-S1, pre-S2 va S), va 18i nucleocapsid bén trong duong
kinh 28 nm, duoc ciu thanh boi khang nguyén 16i HBcAg bao boc xung quanh
mét phirc hop gdm soi DNA chudi kép va DNA polymerase (Hinh 1.2)%.

Bo gen cua HBV la DNA c6 chiéu dai xap xi 3,2 kb (3200 cip bazo) va
trong lugng phan tir 2x108 dalton. Trong nhan té bao gan, DNA cia HBV hién dién
& dang soi DNA vong thdo xoin (rcDNA: relaxed circular DNA), gom 2 sqi2®3.

+ Sgi dai L (sgi &m) nam ngoai, ¢ chiéu dai day du gébm 3,2 kb, mang toan
bo thong tin di truyén cua HBV. Bau 5’cua soi am lién két dong hoa tri véi enzyme
sao chép nguoc cua vi rat. Soi L bao gdm thdng tin ma hoéa cho 4 khung doc mo
(ORF: opening reading frame) S, C, P va X nam gdi chong 1én nhau, véi 6 codon
bat dau, 4 promoter (preS1, preS2, core va X) va 2 thanh phan enhancer (EN-I va
EN-II). ORF-S m4 héa cho khang nguyén bé mat HBsAg; ORF-C méd hda cho
khang nguyén 16i HBcAg va HBeAg; ORF-X ma hoa cho protein HBx va ORF-P

mé& hoa cho DNA polymerase.

1816
’83? .

Hinh 1.3: Cau trdc va té chiic b gen caa vi rat viém gan B

(Nguon: Hunt C.M., 2000)%



Vung khéi dong (promoter) va ving ting cudng (enhancer): & mdi dau cua
cac khung doc mé. Vung khai dong 1a vi tri gan cia bo gen HBV véi RNA
polymerase cua té bao khi qua trinh tong hgp RNA tir khuén mau DNA dugc khoi
phat. Nam ké can ving khoi dong 1a ving ting cuong. Chinh tai vi tri gen kich
hoat nay, c4c protein cua vi rit hoic cua té bao gan két vao va kich hoat gen khoi
dong dé khoi dong qua trinh sao chép.

+ Soi ngin S (soi dwong) nam trong, chiéu dai thay doi tir 50% dén 100%
chiéu dai bo gen do khi duoc tong hop tiép thém ¢ phia dau 3°. Pau 5’ cua soi

duong lién két vai cac oligonucleotid3®32,

1.2.2. Chirc nang sinh hoc céc gen pre-S/S cia vi rat viém gan B

Gen pre-S/S c6 ba codon khoi dau trong mot khung doc ma, tly thudc vao
vi tri khai dau dugc dich ma gitra S, pre-S1 hoic pre-S2 ma ma héa ra 3 loai protein
I protein vo nho (S), protein vo trung binh (M) va protein vo 16n (L). Protein vo
nho chira 226 axit amin do gen S quy dinh la cac protein chinh tao nén HBsAg.
Protein v6 trung binh 1a phan protein caa gen S chira thém thanh phan pre-S2 véi
55 axit amin b6 sung. Protein vo I6n chira thém phan pre-S1 lién két vao céc protein
trung binh véi phan mo rong c6 thém 108 hoac 119 axit amin bd sung, tiy thudc
vao kiéu gen va duoc thay nhiéu hon trong cac hat virion®% (Hinh 1.3 va Hinh
1.4).

Pres1 Pre52 5
107 aa 55aa 226 aa

2 108100 163 184 [] 10

ha gy 0 (00
: Y

" [ —
Y

5 g 0 00

Hinh 1. 4 : Céu truc gen pre-S/S caa vi rat viém gan B
(Nguon: Stefan Seitz, 2020)




Vung pre-S (pre-S1 va pre-S2) cua protein L quan trong cho su nhan Ién
cua vi rat va chira nhiéu vi tri chirc nang. Pau N tan cua pre-S1 c6 vi tri gin két té
bao gan (Hepatocyte binding site- aa2-48) hay NTCP (sodium taurocholate co-
transporting polypeptide), rat can thiét cho sy gin két cua HBV véi té bao gan; dau
C tan cua pre-S1 cd vi tri S promoter va vi tri gan két véi yéu to lién két CCAAT
(CBF binding site: CCAAT binding factor) hay con goi 1a vi tri cho cau tric lién
két kép, can thiét cho qué trinh phién ma S RNA; vi tri gan két protein séc nhiét
70 (Hsc70: heat-shock protein 70) va yéu té quyét dinh gian két vai té bao chat
(CAD: cytosolic anchorage determinant), quan trong ddi véi cau truc lién két kép
cua protein L; vi tri gan nucleocapsid (NBS: nucleocapsid binding site), can thiét
cho qua trinh tao hinh thai virion. Ving pre-S2 c6 cac vi tri tiét vi rat (VS: viral
secretion); va vi tri polyme héa albumin ctia nguoi (pHSA: polymerized human
albumin)®*%, Viing pre-S ciing dong vai tro thiét yéu trong twong tac véi nhiing
dap (rng mién dich vi n6 chira epitope cua ca té bao B va té bao T (Hinh 1.5)3637,
Nguoc lai, vai tro sinh hoc protein M trong vong doi ctia vi rat van con gay tranh
cdi. Cac nghién ctu in vitro cho thay protein M khong can thiét cho su nhan 1én
cua vi rat, hinh thanh cac virion, hoic su lay nhiém. Huang va cong su® da xéac
dinh vai tro diéu hoa méi cua protein M, c6 thé trai qua qua trinh phan giai protein
dé tao ra MHBs (middle HBV surface proteins) (aa 1-57 caa protein M) dé diéu
chinh lai qua trinh phién ma cua vung S promoter. Ngoai ra, vung pre-S2 cua
protein M gan véi pHSA (aa 3-16), nhung ¥ nghia cta sy lién két ndy van chua
duoc biét ro%.

Cac protein ving S can thiét cho qué trinh hinh thanh va tiét cua virion, va
chung ciing chtra nhitng epitope cho ca té bao B va té bao T, Protein vo HBV
duogc tong hop ¢ ludi ndi bao (ER). Protein vé HBV ¢6 4 ving xuyén mang (TM:
transmembrane 1-4) trai rong khip ER véi cac vong lap axit amin bén trong va bén
ngoai té bao chat (Hinh 1.6). Vong lip TM1 ludng tinh (aa 15-30) va TM2 Ky
nuéc (aa 78-104) duoc phan cach bang vong té bao wa nudc | (CYL-I). Vong lap
lien két TM2 va TM3 nam ngoai ER bao gom aa 99-169, trong vong lap nay ¢

vung dugc goi la vung a (aa 122-148), c6 y nghia lam sang va vi rut quan trong Vi
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day 1a viing quyét dinh khang nguyén chinh cua HBV tryc tiép chéng lai dap tng
anti-HBs cua ky chu. Phan dau C tan cua S lai 1a phan ky nuéc véi TM3 (aal69-

199) va TM4 (aa 203- 224).

4 \V/ v
pre-51-52 | pre-S1(aal-119) | peS2(aai2o174) |
A }
pre-S1 N-half:aa1-57 pre-51 C-half:aa58-119 : pre-S2: aal-55
~ pSt-Bl:aal2-53 | pst1-B2: aa72-78 I3 pS2-B1: aal6 i
Beptope | ' - " pS2-B2: @315
, pSI-BT: aage-17 ] | =3 pSzB3iaal3-z
T-epitope pS1-T1: aal2-48 ] pS2-T1: aa21-48
L ' : —
______________________________________________________________ S g
Chtrc nang Lo !
Hsc70 binding site (aa74-118) !
| ] 1
— [ ]
Hepatocyte binding CAD (2a81-105) X
site (aa2-48) Y |
Nucleocapsid binding 222227222
site (aa103-127) '@ Viral secretion (aal-5)
i
S-promoter (nt3045-3180) : [ pHSA binding site (aa3-16)
CBF binding site @ :
v (nt3137-3147) ¥
|IIII|IIII|IIII‘IIII|I\II|IIII|IIH|IIII|\III|II\I|IIII‘IIII‘IIII‘IIII|IIII|IIII|\III|\
AA 1 11 21 31 4 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161 171

Hinh 1. 5: Cac vung chirc nang pre-S caa vi rat viém gan B

(Nguon: Bing- Fang Chen, 2018)?

e-Pre-S
WL rlafl
Khoang bén trong Khoang bén trong
Dich chuyén S

sau dichma

Té bao chét
i-Pre-S

i-Pre-S

Té bao chét

Hinh 1. 6: Cau tric céc protein vé caa vi rat viem gan B

(Nguon: Bing- Fang Chen, 2018)?
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Nhitng cAu tric xuyén mang cua protein M gidng hét protein S. Nguoc lai,
protein L ¢6 hai ciu tric xuyén mang. V& mat sinh hoc, CAD cua ving pre-S1
tuong tac v4i protein Hsc70, vi thé né ngan chin su chuyén dich dong dich ma
pre-S dé duy tri viing pre-S cuaa protein L3°. Trong qué trinh hinh thanh, xap xi mét
nira phan ti protein L sau dich ma viing pre-S chuyén vao ving pre-S caa n6 trong
ER, tir d6 tao ra cau tric lién két kép (Hinh 1.6)%. Protein L déng vai trd chirc
nang song hanh trong vong doi cua vi rit bang cach dinh huéng ving pre-S ¢ ca
té bao chat bén trong (i-pre-S: inside) va khoang bén ngoai (e-pre-S: outside) vi
rat, vi tri i-pre-S cho vé boc capsid va e-pre-S dé lién két véi thy thé®.

1.2.3. Chu trinh séng caa vi rat viém gan B trong té bao gan

Chu trinh trong té bao cua HBV da dugc hiéu twong d6i rd va thoi gian nhan
Ién cua n6 1a khoang 2,6 ngay. O nhirng ngudi nhiém HBV, ¢d thé co dén 102 vi
rat dugc tao ra mdi ngay (Hinh 1.7).

(1) Sau khi vao co thé, phan vo caa HBV bam vao mang té bao gan nho sy
nhan biét thu thé trén mang té bao, sau dé vi rat hoa nhap véi protein mang té bao
va xam nhap vao bén trong té bao gan.

(2) Sau khi vao té bao chat, nucleocapsid dugc giai phong va chi c6 phan
16i chira DNA va enzym DNA polymerase di vao nhén té bao gan.

(3,4) Tai nhan té bao gan, rcDNA (partial double-stranded viral genome: bo
gen ciia HBV) duoc chuyén d6i thanh DNA dang vong dong héa tri (cccDNA:
covalently close circular DNA), mot dang plasmid DNA dic biét duoc cdu tric boi
cac protein histone va khong histone, ton tai bén ving mot thoi gian dai trong té
bao gan. Tuong tu nhu nhiém sic thé, né duge diéu hoa bai cia cac chét déng hoat
hoa phién ma, chat wrc ché va enzyme. cccDNA c6 nhiéu vi tri gan két véi cac yéu
t6 phién ma dic hiéu ctia gan. Cac ban phién ma HBV khac nhau dugc van chuyén
vao té bao chat, noi ching duoc dich ma hodc str dung lam khudn mau gen dé sao
chép RNA cho cac thé hé tiép theo cua vi rut.

(5) mRNA duoc chuyén ra té bao chat va giai ma tao thanh cac protein cua
vi rut (protein I3i, protein polymerase, protein X, protein bé mat) trong té bao chat.

(6) Protein 16i (core protein) bao boc RNA tién genome (RNA pregenome)
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(7) Enzym polymerase tao thanh capsid.

(8,9) RNA tién genome sé& sao chép nguoc thanh DNA.

(10) Capsid chira DNA méi dugc tong hop nay cé thé phong thich DNA
vao nhan té bao gan dé tao thanh cccDNA.

(11) Truong hop Capsid chira DNA dugc ghép thém phan vo boc trong
mang ludi ndi bao (ER) va thé Golgi, sau d6 phong thich ra khoi té bao gan dudi

dang virion hoan chinh3%4,

- :
cooo
cccDNA g
/ 7|
RNA 4 Core protein

» \ oo ﬁ/ Polymerase
/ °® o
TEé ba 6
S 5 \vax‘ o \ﬁ\r\f\/\/fv‘k/

Viral m-RNAs RNA pregenome

-

Hinh 1.7: Chu trinh séng cia vi rat viém gan B
] ((Nguon: Keiji Ueda, 2021)*

1.3. Co ché giy ung thw bieu mo te bao gan lién quan véi vi rut viém gan B

Yéu t6 nguy co gay HCC 1a tinh trang viém man din dén viém hoai tir man
tinh*2. HCC lién quan vi rat viém gan, HBV 13 nguyén nhan pho bién nhat trén thé
gidi; co ché nén tang ciia ung thu gan gay ra do HBV la sy tich hgp DNA ctia né
vao trong bd gen ngudi lam thay d6i chuwong trinh chuyén hoa té bao*® va thay doi
dap tng mién dich cta ky chu; nhitng protein cta vi rat anh hudng dén con dudng

truyén tin hi¢u, dap tng vdi stress t€ bao va nhiing dap ing viém.
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Piéu hoa gen

HBV Ia loai hepadnavirus duy nhat cd thé tich hop DNA ctia n6 vao bo gen
cua té bao gan ky chu gay mat tinh 6n dinh bd gen. Piéu nay dan dén viéc tao ra
nhitng protein c6 thé lam thay d6i su biéu hién cua céc gen sinh ung hoic nhirng
yéu td e ché khoi ut4,

HBV c6 thé gia tang biéu hién yéu té ATF7 (activating transcription factor
7) bang cach diéu hoa nguoc miR-340-5p, twong tac véi HSPAIB (heat shock
protein family A member), khoi dong sy ting sinh va @c ché tinh trang chét té bao
anh huong t6i su phat trién ung thu gan“®,

CccDNA cua HBV 1a yéu t6 quan trong phat trién HCC. Su tich hop DNA
ctia HBV vao gen cua té bao gan dong vai trd quan trong trong qué trinh sao chép
nguoc va nhan 1én cua vi rat, tao ra HBx hoic protein pre-S2/S, déng gép dén qua
trinh sinh ung thu bang cach anh hudng téi biéu hién gen hoic hoat héa nhitng con
duong tin hiéu sinh ung?’.

Thém vao d6, RNA khong ma héa doan dai yéu t6 tang truong p (INCRNA-
ATB: transforming growth factor beta-activated long non-coding RNA), mét yéu
t6 sinh ung thu méi, duoc kich hoat béi yéu té tang truang p (TGF-p: transforming
growth factor beta), 1am gia ting nhitng khéi u di can, té bao gan ung thu va ciing
lién quan dang ké vai nhidm HBV*,

Piéu hoa mién dich

Nhiém HBV man tinh & yéu té nguy co chinh cta ton thuong gan va HCC.
Trong viém gan do vi r(t man, sy phat trién xo hoa, xo gan va HCC lién quan véi
dap (rng mién dich cua ky cha chdng lai nhitng té bao gan bi nhiém vi rat. Nhiing
X40 tron chic ning cua té bao T chuyén biét dbi voi vi rat 1a yéu té chinh lam mat
kha nang dap wng mién dich thai trir nhitng té bao bi nhidm mam bénh, mat khac
diéu d6 anh huong dén sy phat trién cua bénh*®. T CDS8 gay doc té bao 1a nhing té
bao mién dich then chét chdng lai khdi u. Co ché hoat dong cua nhitng té bao mién
dich nay khoi phat HCC chu yéu thong qua su tiét cac cytokine va cac yéu té ting
truong, chinh cac yéu td nay lam ting sinh té bao khdi u va e ché hién tuong chét

theo chuong trinh cua nhitng té bao bat thuong nay.
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Tu thuc bao, mot co ché bao vé va dé khang quan trong phé bién & nhitng
té bao c6 nhan, lién quan dén dap tng mién dich bam sinh va thu dwgc cua co thé
va dong vai tro quan trong trong viéc diéu hoa noi md va sinh ly cua té bao gan.
Suy giam tu thuc bao c6 thé giai thich cho co ché bénh sinh cua viém gan. Vai tro
tu thuc bao trong HCC 1a song song. Trong giai doan sém cua qué trinh sinh ung
thu, tu thue bao dong vai tro 12 yéu té e ché khéi u, ngan chin sy mat 6n dinh cua
bd gen bang cach don dep nhitng protein va nhiing phan ti bi tén thuong; trong
giai doan sau cua su phat trién khdi u, nhiing té bao nén va té bao ung thu st dung
tu thuc bao dé tao ra nhiing chat dinh dudng vi méi trudng khéi u, khai phét va
tao ra tién trinh hinh thanh HCC. Thém vao d6, tu thuc bao nhing té bao u va ca
té bao ky chu trong vi méi trudng xung quanh ciing thiic day sy hinh thanh va phat
trién khoi u®.

Trong viém gan HBV man, té bao T bi kich thich lién tuc boi nhitng khang
nguyén cua Vi rat. Protein chét theo chuong trinh PD-1 (programmed cell death
protein 1) va té bao T diéu hoa CD4+Foxp3+ la nhitng yéu té tc ché va hoat hoa
mién dich, dong vai trd quan trong trong viéc duy tri can biang. HBV 6n dinh vé
mat di truyén nhung cac thay d6i khang nguyén cua né xuat hién, diéu nay dan dén
hoat h6a mién dich 1am mat nang lwong hoic rdi loan chirc nang té bao gan. HBsAg
duoc tao ra qua nhiéu va nhitng phan tir vi rt 1a thanh phan chu yéu cua pre-S1 va
pre-S2 c6 thé trén thoét khang thé caa ky cha va nhiém vao nhitng té bao maidt.

Protein ciia vi rat diéu hoa nhirng con dwong truyén tin hiéu

Diéu hoa nhitng con dudng truyén tin hiéu boi cac protein cta vi rit 1a mot
trong nhing co ché sinh HCC ciia HBV. HBx, mét trong nhitng protein ctia HBV,
dong vai tro chinh trong su xuat hién va di cin ctia ung thu gan. HBx giy tang diéu
hoa MSL2 (male specific lethal) trong nhiing 16p té bao gan ung thu chuyén nhiém
HBx 6n dinh va chudt bién d6i gen HBx bing cach hoat hoa tin hiéu Yap (yes-
associated protein)/ FoxAl, tao ra vong diéu hoa nguoc duong tinh
(HBx/MSL2/cccDNA/HBV) diéu chinh cccDNA cua HBV va thic day su sinh
HCC. HBx khéi phat su polymer héa actin va du nhép té bao gan 4c tinh bang cach

diéu chinh protein calmudolin®®. Zhou va cs dé xuét ring HBx bit giit proton va
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ion chlor va gy ra su biéu 16 collagen & gan, hinh thanh cac cau nbi hydro manh
mé véi cac proton, HBx va collagen tich tu HCI cuc bo gy ra xo gan & mot s6
bénh nhan, tién trién t6i ung thu gan®. HBx diéu chinh cc qu4 trinh sinh hoc trong
té bao HepG2 va thiic day phat trién HCC bang cach kich hoat P13K (XB130-
mediated phosphatidylinositol 3- kinase)/ AKT**. HBx lam ting biéu hién protein
turong tic Smad 1 (SIP1: Smad- interacting protein 1) va tuyén dung né dé thic
day E-cadherin ngin chin qué trinh phién ma E-cadherin va hau qua la giam sy
biéu hién E-cadherin ngin chin sy két dinh va gin két gitta cac té bao, tir d6 thic
day kha niang xam 14an caa khéi u. Sau khi chuyén doi vector HBx, mirc d6 biéu
hién cua INCRNA-ATB va TGF-P gia ting trong nhiing té bao HepG2, di kém vdi
tang tu thuc bao, co thé 1a co ché tiém tang ma qua d6 HBV c6 thé gay ra HCC,

Céc protein bé mit 16n cua HBV (LHBs: large HBV surface proteins) chira
ving pre-S1 nguyén ven gan két véi polypeptide dong van chuyén natri
taurocholate thu thé HBV trén té bao gan tao diéu kién cho sy xam nhap cua vi rat.
Dot bién pre-S2 LHBs 1a cac protein sinh ung thu quan trong cia vi rat. Vi du,
protein bé mit bién thé pre-S2 gin véi JABI va giy sy chuyén vi hat nhin cia
JABI, tir d6 kich hoat p27/retinoblastoma/Cdk2/cyclin A va thiic dy su tién trién
chu ky té bao®®.

Stress oxy hoa va stress luwdi ngi bao

Stress oxy hoa va stress ludi ngi bao dugc quan sat trong bénh viém gan
man giy ra boi vi rat va v6i kha ning sinh ung, din dén san xuit mot sé luong 16n
c4c cytokine va chemokine. Cing thang ludi ndi bao trong dai thuc bao kich hoat
GSK-3p tién viém, yéu t6 hat nhan kappa B (NF-«B) va con dudng protein kinase
dugc hoat hda mitogen (MAPK), va tin hiéu cing thang c6 thé lan truyén dén ting
té bao gan thong qua cac chat trung gian manh mé&. Piéu nay kich hoat phan tng
chét té bao qua trung gian protein trong nhiing té bao khong phai nhu mé gan d6°°.
Biéu hién ciia LHBS & ngudi nhiém HBV man ciing kich hoat phan (mg qua tai ER
kéo dai, dan dén kich hoat con duong truyén tin hiéu cing thang ER. Viéc gip sai
protein gy dot bién pre-S kich hoat dép ting ctia protein mé va truyén tin hiéu qua

trung gian cing thang ludi ndi bao, bao gdm hoat hoa qua trung gian IRE1/p38 cua



NF-kB va COX-2, dong chay canxi, phan cit calpain va su biéu hién qué muc cua
55

cyclin A, dan dén sy trung 13p qué muc cia centrosome
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Hinh 1.8: Co ché giy ung thw gan do nhiém vi rat viém gan B

(Nguon: Gao, 2022)%

Tinh trang viém
HCC 13 mét vi du ndi tiéng ctia u gdy ra boi tinh trang viém, nhirng yéu t6

viém va mién dich bao gom té bao T, cytokine, dong vai trd quan trong trong su
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phat trién HCC, bao gom interleukin-6, interferon-a, TGF-p, va nhiing cytokine
khac. HCC lién quan HBV dugc giy ra chu yéu do nhitng dap Gmg viém va mién
dich cua ky chu, sy chuyén dang sinh u trong nhitng ung thu lién quan thudng do
tinh trang viém kéo dai va xo gan?’. Nong d6 IL-6 va IL-1 gia ting bat thuong ¢
nhirg bénh nhan HCC, va c6 nhiéu soi collagen trong mé gan ung thu. Can thiép
vao cXcr3 (c-X-c¢ motif chemokine receptor 3) c¢6 thé trc ché sy ting sinh va xam
nhap cua t& bao. N6 ciing c¢6 thé lam giam ndng do biéu hién cia chudi al cia
collagen tip 1 va cac protein trong con duong Tlrs/ Myd88, thuc ddy qua trinh chét
chuong trinh trong nhimg té bao HBV-1X-2%,

1.4. Ky thuat chan doan ddt bién gen trén vi rat viém gan B

Nhitng tién bo céng nghé gan day da gitip viéc phat hién cac dot bién trong
HBV DNA tro nén dé& dang hon. Nhiéu phwong phép tiép cin duoc sir dung dé
phét hién cac dot bién gen ciia HBV, trong d6 phan tng chudi polymerase (PCR)
két hop giai trinh ty Sanger 1a phuong phap duoc sir dung phd bién nhat?4, Céc
phuong phép tiép can khac bao gom phan tich da hinh do dai doan cat gigi han
(RFLP), giai trinh tu dya trén dong nhén ban (cloning sequencing) va k¥ thuat PCR
thoi gian thuc (realtimePCR) ciing duoc st dung trong khao sat dot bién gen caa
HBV?. Céac dot bién cua vi rat viém gan B da dugc tim thay o ca bénh nhan cip
tinh va man tinh trong tat ca bon khung doc ma ciia HBV: viing pre-S va S, ving
P (polymerase), vuing pre-C va C, vling X?.

1.4.1. Ky thuat PCR da hinh chiéu dai cit giéi han (PCR- RFLP)

Dbay 1a ky thuat nghién ctru tinh da hinh cta cac doan DNA dya trén nguyén
ly str dung céc enzyme cat giéi han (Restriction Enzyme - RE). Phuong phap nay
xéac dinh su bién d6i cua gen théng qua su vang mat cua cac vi tri cit gigi han.
Nguyén tic caa ki thuat nay duwa trén tinh dac hiéu cia cac enzyme cat giGi han
tai vi tri nhan biét caa ching trén DNA. B gen DNA s& duoc cit bang cac RE va
chay dién di qua gel agarose, duoc thim qua mang lai va lai véi mot mau do DNA
(dugc danh dau phong xa) lién két véi mot trinh tu dic biét. Sy khac biét vi tri cat
giita hai cé thé s& tao ra nhitng doan cat khac nhau dé cho ra cac san pham lai riéng

biét va dugc nhan dién bing cach so véi san pham chuan.
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K§ thuat PCR-RFLP c6 wu diém vi 1a chi thi sinh hoc ddng troi cho phép
phan biét duoc ca thé ddng hop va di hop. Nguoi ta ding phan tng PCR dé khuéch
dai viing gen can khao sét, sau d6 san pham khuéch dai duoc cat bang cac enzyme
cit giéi han, san pham cudi cung duoc qua phan tng dién di dé doc két qua. Ky
thuat PCR-RFLP bo qua budc lai phong xa nén gia thanh ré hon, it nguy hiém hon
va thuong duoc st dung dé tao dong, xac dinh tinh trang di hop tir hay su methyl
hda cac gen®®.

1.4.2. Ky thuat giai trinh tw gen

Phuong phap giai trinh ty ¢6 dién hay giai trinh tu Sanger, phuong phap
nay dung cac doan mdi bd sung dic hiéu véi trinh ty muc tiéu, thém vao éng phan
ung DNA polymerase, deoxynucleotid-dNTPs va mét lugng giai han cac nucleotid
tan cung (terminator, la dideoxynucleotid - ddNTPs). Phan tng dugc thuc hién
trong bbn ong, mdi 6ng cho mot loai ddNTP khac nhau. Bat dau tir doan méi c6
gan phong xa tai dau 5°, DNA polymerase kéo cac INTP dé téng hop mach don
b sung voi mach DNA gbc. Su tong hop mach don sé& bi dung tai vi tri ddNTP
(thay Vi s& tiép tuc kéo dai vai dNTP) do ddNTP bj mat gbc OH tai carbon th 3
nén khdng thé gan dNTP tiép theo. Vi vay trong 6ng phan @ng sé hinh thanh cac
mach don DNA ¢6 chiéu dai khac nhau twong &ng vi tri trinh tu cac nucleotid trén
doan DNA gdc. Két qua dugc ghi nhan bang dién di trén gel polyacrylamide bién
tinh.

Ngay nay, phan tng giai trinh tu dugc thuc hién trén may tu dong sur dung
cac ddNTP c6 gan huynh quang mang mau khéac nhau tly ting loai nucleotid.
Trong qua trinh dién di, mdi khi c6 mot vach dién di di qua chum tia laser thi vach
dién di s& phat sang. Su phat sang nay duoc b phan méit cam quang ghi nhan va
Iuru lai thanh mot dinh cuong d6 sang trong biéu do. May sé& so dong tu dong cac
dinh sang twong (ng Véi cac mau dé phan tich thanh trinh tu cia doan DNA. Néu
sir dung dién di mao quan thi ty thugc vao sé luong dng mao quan ma ngudi lam
thi nghiém c6 thé chay s mau nhiéu hay it cing mot lic. Phuong phap giai trinh
tu phét hién cac thay doi trinh tu nucleotid cia mot doan DNA va day 1a co so dé

phét hién cac dot bién gen, da hinh nucleotid don trong ca thé hoa liéu phap diéu
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tri, dinh danh cac vi khuan, vi nAm dua trén giai trinh tu DNA cua gen qui dinh
RNA cua ribosome, v.v....

Budc tién mai cua giai trinh tu gen 12 su ra doi caa giai trinh tu thé hé méi
(next generation sequencing), véi cac tién bo vé cong nghé, giai trinh ty bo gen co
thé thuc hién tai phong thi nghiém tiéu chuan c6 thiét bi giai trinh tu thé hé mai,
két qua co trong thoi gian ngan clng véi chi phi thip hon dang ké, c6 thé phét hién
dugc cac tac nhan nhidm trung mai, phat hién duoc cac dot bién voéi ty 1é rat thap.
Giai trinh ty thé hé méi 1a cdng cu khong thé thiéu trong phat hién va dinh lwong
cac dot bién trong ung thu, bénh di truyén®.
1.4.3. Ky thuat Real-time PCR sir dung miu do DNA

Nham phat hién cac dot bién da biét trén cac mau bénh pham. Cac dot bién
duoc phét hién bang cach sir dung cac doan do dic hiéu c6 danh dau huynh quang.
Doan do 1a nhirg doan oligonucleotid soi don cé trinh tu c6 thé bat cip bo sung
véi mot trinh tu dic hidu trén DNA dich. Khi ¢6 mat san pham khuéch dai dic hiéu
trong ong phan &ng thi s& c6 su bat cap cua probe Ién trinh tu dac hiéu caa san
pham khuéch dai. Poan do phat huynh quang khi nhan duoc ngudn sang kich thich.
Cudng d6 huynh quang phu thudc sé luong doan do bat cip dwoc véi san pham
khuéch dai. San pham khuéch dai cang nhiéu, tin hiéu huynh quang cang Ion®t.
1.5. Cac nghién ciru vé dot bién gen cia vi rat viem gan B lién quan véi ung
thw biéu mo té bao gan

Vi rut viém gan B sao chép thong quaphién m& ngugc RNA nhung vi khong
c6 chirc ning hiéu chinh nén céc 15i trong qua trinh sao chép DNA cua n6 xay ra
Véi ty 1é cao hon nhiéu so véi cac vi rit DNA khéac2. Hinh thanh quan thé gdm cac
bién thé vi rit c6 kha nang dap tng nhanh chong véi ap luc chon loc ndi sinh (d4p
rng mién dich cua vat cha) va chon loc ngoai sinh (liéu phap khang vi rat hoic
qua trinh lay truyén vi rat). Nhimg dot bién cua HBV nhu vay lam thay doi céc
epitope quan trong dbi voi su nhan biét mién dich caa vat chi, lam tang cuong kha
nang nhan 1én cta vi rit va chéng lai cac thudc diéu tri khang vi rat, ddng thoi tao

diéu kién thuan lgi cho vi rat gan két hoac xam nhap vao té bao. Cac dot bién nay
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bao gdm méat doan pre-S, dot bién diém pre-S, dot bién viing S, cac bién thé mdi
ndi pre-S, dot bién gen C, BCP (basal core promoter), d6t bién gen P va gen X262,
1.5.1. Pot bién gen ving pre-Sva s

Nhiéu qudc gia dd bao cao cac dot bién va bién thé gen S. Ving pre-S/S
dugc xac dinh 1a c6 mic do khong dong nhét di truyén cao nhat trong bo gen cua
vi rat viém gan B, noi phat hién ra nhiéu dot bién diém, mat doan va tai to hop.
Khi str dung cac globulin min dich hoic véc xin dé gay ra liéu phap mién dich,
nhitng thay d6i di truyén nay s& tu xay ra. Nhitng thay ddi trong viing a anh huéng
dén HBsAg va khién khong thé phat hién dugc HBsAg trong cac xét nghiém sang
loc thudng qui. VUng pre-S cua bo gen vi rat chia phan 16n cac trinh ty dot bién,
va ty 1& nay co thé khac nhau tly thudc vao kiéu gen cia HBV. Dot bién mat doan
ving pre-S, dot bién diém ving pre-S, dot bién ndi pre-S1, dot bién dau C tan va
dot bién vo nghia pre-S/S 1 nam loai dot bién khac nhau trong viing S2%. Cac dot
bién T53C, mat doan pre-S1, dot bién codon bit dau pre-S2, C7A, A2962G,
C2964A va C3116T trong khu vuc pre-S c6 lién quan dang ké dén viéc ting nguy
co HCC®4%,

Mot s6 nghién ctzu ghi nhan viéc mat doan & nira dau C tan cua ving pre-
S1 thuong gap ¢ bénh nh&n viém gan man tinh (CH) hoac xo gan (LC). Nguoc lai
& nhitng bénh nhan HCC thi dot bién mat doan pre-S2 chiém da sé. C6 su khac
nhau trong cac dot bién mat doan pre-S gitra bénh nhan CH va LC?6556, Ngoai ra,
su mat doan & S promoter va nira dau C tan cua ving pre-S1 thuong xuyén duoc
quan sét thay ¢ ca hai kiéu gen B va C. O bénh nhan CH, tinh trang mét doan &
pre-S1 va 4 vi tri chic niang (S promoter, Hsc70, CAD va NBS) nam & nira dau C
tan caa ving pre-S1 gap o ca hai kiéu gen. Trong khi su mat doan & nhom HBV
kiéu gen B cao hon so voi nhom kiéu gen C (88,9% so véi 36,4%, p = 0,028). O
nhitng bénh nhan LC, khong cd su khac biét dang ké nao dugc quan sat thay gitra
hai nhoém c6 kiéu gen nay®”.

Nghién ctru cua tac gia Hyon Suk Kim nam 2018 thuc hién trén 898 bénh
nhan tai 3 quéc gia 1a Trung Quéc (407 mau), Viét Nam (258 mau) va Han Qudc
(233 mau). Nghién ctru cho thay c6 660 bénh nhan phat hién dot bién chiém 73,5%.
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Dot bién xuét hién nhiéu nhat 1a K122R (22,4%) trén vung chirc ning MHR cua
gen S8,

Theo nghién ctru cua Lin nam 2012, cho t6i nay da ghi nhan duoc c6 5 loai
dot bién mat doan pre-S xuét hién tu nhién, bao gém: (i) Dot bién mat doan nua
dau C tan pre-S1 (dps1); (ii) va (iii) Dot bién mat doan pre-S1 (dpS12a va dpS12b);
(iv) va (v) Dot bién mét doan pre-S2 (dpS2a va dpS2b); duoc thuc hién nghién ciu
in vitro®. Cac phan tich chirc nang chi ra rang ching c6 thé duoc chia thanh hai
nhém: S promoter (dpS1 va dpS12a) va khdng phai S promoter (dpS12b, dpS2a
va dpS2b). Phan tich Northern blot cho thady RNA gen S c6 thé duoc phién ma
trong cac dot bién mat doan khong phai S promoter va ty 16 RNA pre-S1 tuong
duong voi RNA S. Nguoc lai, dot bién mat doan khoi dong & gen S khong thé
phién ma RNA S mot cach hiéu qua va c6 mirc RNA pre-S1 cao hon, gay ra ty 1€
nghich gitta RNA pre-S1 so vai RNA S. Cac phan tich Western blot va xét nghiém
ELISA chi ra rang su tich tu trong té bao cua cac protein vo c6 trong tat ca cac té
bao c6 gen dot bién mat doan pre-S, dic biét 1a trong cac té bao da c6 dot bién mat
doan S promoter. Phan tich mién dich huynh quang cho thay riang cac protein L
dot bién khong gidng nhu cac protein khac, biéu hién la kiéu nhuom dang hat trong
cac bién thé loai bo S promoter va kiéu nhuém quanh nhan trong céc bién thé
khong loai bo S promoter®,
1.5.1.1. Dot bién mat doan vung pre-S

Nhiéu nghién ctu di chitng minh rang su mat doan ¢ ving pre-S c6 lién
quan dén cac bénh gan tién trién. Sy mat doan ¢ ving pre-S thudng duoc tim thay
& nira dau C tan (tir aa 58 dén 119) cua pre-S1 va dau N tan (tir aa 1 dén 23) cua
pre-S2%8. Viéc 1ap ban d6 gen cho thay tat ca cac ving gen bi mat doan déu chua
c4c epitope cho té bao T va B, kém theo mat mot hodc nhiéu vi tri chirc nang nhu
S promoter, vi tri T, NBS va codon bit dau caa M 5. Hau hét cac bao céo déu chi
ra rang mat doan ¢ vuing pre-S1 hoic pre-S2 c¢6 lién quan dén sy phét trién HCC ¢
ngudi 16n185, Nhitng khac biét nay c6 thé 1a do sy phd bién cua céac kiéu gen (hoic
kiéu gen phu) khac nhau & cac qudc gia™. Biswas va cong su da nghién ctru sy lién

két cua cac loai dot bién pre-S voi kiéu gen HBV, két qua cho thay rang su mat
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doan & pre-S1 1a 55% va phé bién & HBV kiéu gen D; dot bién codon bét dau ¢
pre-S2 1a 56% va phd bién & HBV kiéu gen A; dot bién mat doan & pre-S2 la
42,85% va phé bién & HBV kiéu gen C?7.

Mot s6 nghién ctru chi ra ring c hai kiéu gen HBV B va C déu c6 tan suit
méat doan cao ¢ nira dau C tan caa ving pre-S1 va dau N tan cua ving pre-S2 (1an
luot 12 86% va 79,1% & nhém HBV kiéu gen B; 69,8% va 72,1% & nhom HBV
kiéu gen C). Lap ban do epitope cho thy rang su mat doan & mot sb vi tri epitope
1a thudng xuyén xay ra & ca hai kiéu gen. Lap ban dd chirc ning cho thay tan suat
méat doan & ba vi tri chirc nang (NBS, codon bat dau cia M va vi tri VS) nam &
ranh gigi gitra viing pre-S1 va pre-S2 (aa 103-127) cao hon dang ké trong nhom
HBV kiéu gen B (vai p <0,05). Méi twong quan ctia mat doan pre-S véi kiéu gen
HBV tuy theo cac két qua 1am sang khac nhau. Sy khac biét dang ké da duoc tim
thay giira bénh nhan nhiém HBYV kiéu gen B va C Ia tinh trang tién trién gay ra
HCC. Tuy nhién & Chau A, hai kiéu gen B va C thudng ton tai trén ciing mot bénh
nhan nén viéc thuc hién nghién ctitu con nhiéu han ché™. Mot sé nghién ciu & Dai
Loan cho thay dot bién mat doan pre-S2 c6 lién quan dén sy phat trién caa HCC
va ty Ié Ivu hanh kiéu gen B cao hon HBV kiéu gen C. Nguoc lai, & Han Quéc
kiéu gen C luu hanh phd bién hon va dot bién mat doan N pre-S1 lam x6a bé codon
bit dau cua protein L 1am gia ting su phét trién caa HCC. Nhitng két qua nay chi
ra rang xu huéng mat doan pre-S khac nhau ¢ cac kiéu gen HBV khéc nhau. Do
d6, sy khac biét vé ty 1¢ luvu hanh kiéu gen hoic kiéu gen phu & cac québc gia khac
nhau c6 thé anh huéng dén mé hinh mat doan pre-S lién quan dén HCC?.

Vuing pre-S1 va pre-S2 chtra mot sb epitope cho té bao T va B, do d6 dong
vai tro thiét yéu trong viéc twong tac véi cac phan ang mién dich caa vat chu. Bot
bién pho bién nhat ¢ pre-S 14 méat doan pre-S, dan dén phan ung mién dich kém
hiéu qua. Su x6a bo pre-S ciing lam giam sy biéu hién cua cac protein bé mat, dan
dén sy tich tu céc protein vo va cac phan ta vi rit viém gan B trong té bao, hinh
thanh té bao gan dang kinh mo, gay cang thang lugi ndi chat va ton thuong DNA
dang oxy héa’™. Nhiing thay doi nay cudi ciing dan dén sy hinh thanh ung thu gan.

Dot bién mat doan & pre-S cd ty 1¢ phd bién ¢ kiéu gen C cao hon kiéu gen B, va
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duoc bao cao 1a co lién quan chit ché véi nhiém HBV &m tham va kha ning hinh
thanh phat trién HCC™S.
1.5.1.2. Dot bién diém ving pre-S/S

Chen va cong sy da thuc hién nghién ciu so sanh tinh trang dot bién gen
cua HBV gitra nhém bénh nhan HCC véi nhdm ddi chitng, bénh nhan HCC c6 ty
1& dot bién ving pre-S cao hon va cy thé 1a thay thé axit amin ¢ codon 4 (W4P/R),
7 (K7T/N) va 81 (A81T) ¢ vung pre-S1 va codon bat ¢au (M1V/I/A) & ving pre-
S2. Nguoc lai, tin suét thay thé axit amin codon 2 (Q2K/R) ¢ vung pre-S2 thap
hon so v&i nhém bénh nhan ddi chitng. C6 sy khac nhau trong dot bién diém pre-
S gitra kiéu gen HBV, so vai bénh nhan nhiém HBV kiéu gen B thi bénh nhan
nhiém HBV kiéu gen C duoc phat hién cd tan sb thay thé axit amin cao hon & cac
codon 4, codon 7 va codon 81 trong cac gen pre-S174.

Niam 2015, Zhang va cong sy ciing bao cao rang ca 2 nhdm bénh nhan
nhiém HBV kiéu gen B va C thi tan sé dot bién diém cao hon ¢ 11 codon (4, 27,
51, 54, 60, 62, 100, 125, 137, 166 va 167) & nhém khang bi HCC (véi p<0,05).
Tuy nhién, nhitng nghién ciu cting chiéu thoi gian khéc chi ra rang dot bién ¢ 11
codon nay ¢6 lién quan d¢én HCC va nhitng d6t bién nay xuat hién téi thiéu 10 nim
truéc khi phat trién thanh HCC. Nhiéu phan tich hoi quy logistic cho thay dot bién
diém tai codon 51 va 167 1a nhirng yéu t6 doc 1ap lién quan dén HCC %5, Vao nim
2017 Zhang tiép tuc thuc hién nghién ctiru khéc sir dung giai trinh tu sau dé kiém
tra méi quan hé gitta cac kiéu gen HBV véi su phat trién cua HCC. Nghién cuiu
chia 2 nhém, nhom 32 bénh nhéan viém gan B man tinh c6 HCC va nhom chung
gom 32 bénh nhan viém gan B man tinh khéng c6 HCC. Nhém bénh nhan HCC
c6 ty 186 mat doan pre-S va dot bién diém cao hon & céc codon 4, 27, 167 S0 VOi
nhém bénh nhan d6i ching (p <0,05)3. Mt nghién ciru khac c6 két qua cho thay
dot bién diém C2964A, A2962G va C3116T trong vung pre-S1; C7A va T53C
trong viing pre-S2 c6 lién quan dén ting nguy co HCC va dot bién moi C105T
trong vung pre-S2 c6 lién quan nghich véi nguy co HCC™.

Mun va cong su da ching minh rang su thay thé axit amin F141L trong

viing pre-S2 lam ting nguy co HCC ¢ nhing d6i twong nhiém HBV kiéu gen C va
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dot bién F141L-LHBs c6 thé gay ra sy tién trién chu ky té bao bang cach diéu
chinh giam chirc nang p53 va p21, ddng thoi diéu hoa ting kinase 4 va cyclin A.
Trong mot thir nghiém hinh thanh khuan lac, tan sé hinh thanh khuan lac trong cac
dong té bao biéu hién F141L-LHBs cao gap doi so vdi vi rat hoang da. DBiéu nay
cho thay rang F141L-LHBs c6 thé c6 mét vai tro quan trong trong co ché bénh
sinh cia HCC bing cach gay ra su ting sinh va bién doi té bao™.

Vai trd gay bénh cua dot bién diém ving S 1a cha dé caa nhiéu nghién
ctru. Tir nam 1988, cac dot bién gen S duoc quan sét thay trong huyét thanh cua
tré em dd duoc tiém chung ¢ Y véi su hién dién dong thoi cua ca HBsAg va anti-
HBs. Nhirng dtra tré nay bi nhidm bénh tir me va trinh ty gen S caa ching tiét 16
su thay thé glycine (G) thanh arginine (A) & vi tri 145 trong ving a cia gen S, gay
ra nhitng thay ddi ciu tric cho phép vi rat chdng lai khang thé do véc xin tao
ra’®. G145R la mot dot bién gitp vi rat tron thoat mién dich do vac-xin gay ra va
thuong gap ¢ cac nudc c6 ty I€ Iuu hanh vi rat viém gan B cao va thuc hién chuong
trinh tiém chung ma rong. Cac dot bién khac sau d6 duoc tim thay trong ving a
nhu T116N, P120S/E, I/T126A/N/S, Q129H/R, M133L, K141E, P142S, D144A/E
va dugce coi 1a dot bién tron thoat mién dich?677.

Trong cé&c nghién ctu gan day, ngudi ta di quan sat thay & mot so bénh
nhan di diéu tri dat duoc sy 6n dinh tinh trang nhidm vi rat, ¢é sy tai hoat vi rat
viém gan B trg lai dan dén dot cap viém gan man, rdi loan chic ning tong hop,
suy gan va tir vong’®. Salpini va cong su da chi ra rang 75,9% bénh nhan nhiém
HBV tai hoat 1a nhitng ngudi ¢ nhiéu dot bién, cu thé 1a 8/13 dot bién nam trong
vong lap ua nudc chinh MHR (M103I, L1091, T118K, P120A, Y134H, S143L,
D144E, S171F) va 5/13 trong epitope té bao T thuoc 16p | (C48G, VI6A, L1758,
G185E, V190A)%,
1.5.1.3. Dot bién méi ndi pre-S1

Cac vi tri cho va nhan mdi néi RNA c¢6 & nhiéu noi trong bd gen cua
HBV. Do d6, qua trinh n6i RNA ¢4 thé xay ra va kéo theo su x6a bo céac nucleotid
tai cac vi tri cu thé. Cho dén nay, nhiéu loai gen RNA ndi da dugc xac dinh va

phan 1ap tir huyét thanh va mé gan cuaa bénh nhan nhiém HBV™. C6 nhiéu hinh
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thire loai bo trén in vitro khac nhau tuy thudc cac bién thé ndi khac nhau va cac
bién thé ndi khac nhau tly theo kiéu gen. Trong bo gen cua HBV, ¢6 5 vj tri cho
mdi néi thuong gap 1a nucleotid 2067, 2447, 2471, 2985, 2087 va 5 vi tri nhan méi
ndi thudng gap & vi tri nucleotid 489, 2350, 2236, 2902, 2828°. Mot s nghién ciu
d3 bao cao rang cé4c bién thé cua HBV ghép néi ting cuong su nhan 18n cua vi rat
hoang d& & bénh nhan viém gan man; nhitng bién thé nay c6 lién quan dén bénh
gan tién triéndl. Chua c6 nhiéu théng tin vé cac dic diém phan tir cia bién thé méi
ndi mai spPS1. B4o cdo vé mdi ndi spPS1 dan dén xda 183 nucleotid & nira dau C
tan cua ving pre-S1 1am mat hoan toan hai vi tri chtrc ning S promoter va vi tri
cho cau tric lién két kép, x6a mot phan NBS va tao ra cia mét protein L ndi lién
(spL, x6a 61 axit amin, aa 58-118). Su x6a bo S promoter s& dan dén giam RNA S
(do d6 din dén mirc d6 thap hoic khong co protein M va S) va ting RNA pre-S1
(do d6 dan dén su biéu hién qua mirc tuong d6i cua protein bé mat spL). Viéc loai
bo cac vi tri cho cau tric lién két kép va lién két nucleocapsid trong bién thé spPS1
dan dén cau triic ddng nhat (e-pre-S) cuia cac protein spL (Hinh 1.9). Nghién ctu
in vitro cho thay spPS1 (trudc day duoc dit tén 1a dpS1) c6 mot khiém khuyét
trong qua trinh phién ma RNA S va tiét ra cac protein vo®.

Bién thé& nucleocapsid Bién thé céu tric Bién thé spPS1

i-mPre-S

e-mPre-5 - e-spPre-S
N

/
Khoang bén trong ! W . Khoang bén trong C\,\

ER ER

ng

Khoang bén trong

Té bao chét Té bao chét

Té bao chét
Hinh 1.9: Céu truc e-pre-S trong bién thé méi néi spPS1

(Nguon: Jia Feng Wu, 2015)%2
Phan tich Western blot cho thay céc protein spL noi bao biéu hién kiéu hinh
khong ddng nhit va c6 trong lwong phan tir cao hon. Phuong phap nhuém mién
dich huynh quang cho thay cac protein spL dugc tich lily trong luéi noi bao va

hién thi kiéu nhuom dang hat®.
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Y nghia 1am sang cia dot bién spPS1 phan 16n van con chua biét rd va
thudng dugc tim thay trong huyét thanh caa nhitng nguoi bi viém gan man va xo
gan. Mot nghién ciru da ching minh tan suat spPS1 cao ¢ bénh nhan CH (12,7%)
va bénh nhan LC (14,5%). Phan tich hdi quy logistic cho thay céc bién thé spPS1
c6 lién quan nhiéu dén CH (p=0,058) va lién quan dang ké dén LC (p=0,04). Do
d6, cac nghién ctru 1am sang ndy goi ¥ rang bién thé spPS1 c6 thé gay ra dot cip
cua viém gan B man, suy gan va xo h6a%,
1.5.1.4. Dot bién vo nghia pre-S/S

Céc dot bién vo nghia pre-S ciing duoc tim thiy & nhitng bénh nhan mic
bénh gan tién trién. Nhitng dot bién vo nghia pre-S din dén su xuét hién cac codon
dirng ¢ pre-S va sy tong hop MHBs va LHBs bj cat cut & dau C tan. Cac nghién
ctru d4 bao cdo rang MHBs va LHBs hoat dong nhu mét chat hoat hda phién ma
va lam tang ty |é ting sinh té bao gan 8. Két qua tir cac thi nghiém dugc tién hanh
trén chudt chuyén gen va nudi cay té bao u gan da tiét 16 rang protein MHBs duoc
giir lai trong ER c6 thé kich hoat sy hoat hda phu thuoc PKC (protein kinase C)
ctuia dong tin hiéu c-Raf-1/Erk (extracellular signal-regulated kinase), dan dén sy
cam tng cia AP-1 (activator protein-1) va cac yéu to phién ma hat nhan kappa B
(NF-kB: nuclear factor kappa B) ciing nhu ting cudng hoat dong ting sinh cua té
bao gan®.

Céc dot bién vo nghia S ¢6 thé phat sinh do cac dot bién trong ORF cua gen
P thuong gay ra do tiép xdc véi thudc khang vi rat, mot hién tuong thuong duoc
goi 1a dot bién gen S lién quan dén thudc khang vi rat®, Nhitng dot bién nay co
thé gay ra sy xuat hién dot bién codon ding caa gen S va téng hop céc protein L,
M va S tai dau C tan. Nghién cau in vivo trén chudt chuyén gen sW172* di phat
hién kha nang tién trién bénh thanh HCC®. Cac d6t bién v6 nghia khac ciia S nhu
sC69*, sL95*, sW182* va sL.216* di duoc xac dinh trong cac khéi u HCC. Céc
nghién ciru chire nang ciia sSL95*, sW182* va sL.216* ciing ching minh rang ching
c6 cac hoat dong tiang sinh té bao va kha ning bién doi cao hon ving gen S cua Vi
rut hoang da, dic biét la sW182*86,
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1.5.1.5. Dot bién diém dau C tan

Pau C tan ving S (aa 179-226) 1a dau ky nude va duoc chén vao mang ER.
Ving ndy c6 lién quan dén trung gian van chuyén glycoprotein vo qua ludi noi
chat. Cac dot bién trong ving nay co thé dan dén mot chudi 6n dinh va duoc
glycosyl hoa nhung khong duoc phan hiy, do d6 anh huong dén qua trinh sinh va
bai tiét cua phan tir vi rat2.

Hai dot bién dau C tan viing S di dugc tim thay c6 mdi lién quan cé ¥ nghia
thng ké voi HCC, dot bién P203Q (17,4% ¢ ngudi HCC so véi 1% & ngudi khdng
HCC, p = 0,004) va dot bién S210R (34,8% & ngudi HCC so véi 3,8% & ngudi
khoéng HCC, p <0,001). Ngoai ra, trong nghién ctru chi ¢ bénh nhdn HCC mai c6
ca 2 dot bién nay chiém ty 18 12 17,4%. Thi nghiém in vitro cho thay ca 3 loai dot
bién lam giam dang ké ty 16 HBsAg tiét vao noi bao so véi vi rat hoang da véi
p<0,05; 2 loai dot bién P203Q va P203Q + S210R lam ting ty Ié té bao trong pha
S s0 vai vi rat hoang da (P203Q la 26%, P203Q + S210R la 29% va vi rut hoang
da 12 18% voi p<0,001); dot bién S210R tang ty 1¢ trong pha G2/ M (33% dbi Voi
S210R s0 Vi 26% d6i voi vi rat hoang da, p<0,001)ee.

1.5.2. Pdt bién gen ving C

Céc dot bién trong ving BCP (basal core promoter) va ving PC (pre core)
cua vi rat viém gan B dan dén su diéu hoa khang nguyén e cua vi rat (HBeAg).
Nhitng d6t bién nay co lién quan dén viém gan man tinh, xo gan va HCC. Ving C
trong bo gen cia HBV ma hoa protein 18i (HBcAg) va HBeAg®. Lop vo 16i cua
HBV la thanh phan kich thich sinh mién dich manh, tao ra dap wng mién dich trung
hoa manh mé& vai cac khang nguyén ngoai lai mét khi ching chén vao vung sinh
mién dich. Cac dot bién xay ra trong viing nay cua bo gen HBV chu yéu tap trung
vao vung BCP va PC®,

Dot bién tai 2 vi tri T1762/A1764 ciia BCP 1a mét trong nhitng minh chirng
rd rang nhat cho méi lién hé gitta cac dot bién caa vi rat viém gan B va su phat
trién cia HCC, va méi lién quan nay duoc chitng minh trong céc nghién ctu quy
md 16n®. Ngoai ra, dot bién & cac vi tri V1753, T1766, A1768 trong BCP va

C1653T trong khung-a ving ting cuong II ciing dwoc ghi nhan 1a ¢o lién quan dén
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su phét trién cua HCC trong mét sé bao cdo. Mot nghién ciru trén 442 mau huyét
thanh cta 310 bénh nhan khéng HCC va 132 bénh nhan HCC da phan tich 8 dot
bién chinh (G1613A, C1653T, V1753T, T1762A, A1764G, A1846T, G1896A va
G1899A) nham xé&c nhan mdi lién quan véi kha ning phat trién HCC®. Park va
cong su bao co rang dot bién két hop trén BCP cuia > 6 dot bién bao gom G1613A
+ C1653T + A1846T + G1896A va < 5 dot bién kém theo giam san xuat HBeAg
c6 thé 1am tang nguy co xuat hién HCC so véi cac dot bién khac trén BCP. Mot
nghién ctru khac ciing tim thiy 5 d6t bién tan sé cao (> 10%) trong ving BCP va
PC®. Trong s6 13 loai da dot bién trong mot doan duoc nghién ctu, ¢6 3 loai to
hop phd bién hon hian (> 5%) la T1762A, A1764G (36%), T1762A, A1764G,
G1896A (11%) va V1753A/C, T1762A, A1764G, G1896A (8%). Cac da dot bién
trong bo gen HBV (> 3) c6 thé dan dén nguy co cao bi xo gan hodc ung thu biéu
mo té bao gan. Dot bién G1896A c6 anh hudng dén sy tién trién cua bénh gan
khéng phu thudc vao tudi cia bénh nhan. Bén canh dé, sé luong dot bién cang
nhiéu (> 3) va loai dot bién G1776A déu lam tang kha nang cho két qua am tinh
xét nghiém HBeAg®.

Sy tich tu cac dot bién, bao gom V1753A/C va/hoic A1768T bén canh
T1762A/A1764G trong vung BCP, cd lién quan chat ché vai HCC & nhitng bénh
nhan bi nhidm HBV kiéu gen C1, két qua nay duoc chi ra trong mot nghién ctu
cua Li va cong su nam 2013%. Cac dot bién BCP ¢ anh hudng dén cac chiic nang
sinh hoc cua HBx, 1am ting nguy co HCC. Dot bién C1653T trong khung-a cua
trinh ty diéu hoa nguoc cua 161 va dot bién V1753A/C caa ving BCP ¢ bénh nhan
nhiém HBV ciing di duoc bao céo la lam ting nguy co HCC®®. Tuy nhién, co
ché bénh sinh chii yéu giira dot bién BCP va sy hinh thanh ung thu gan van chua
duogc biét rd. Mot s6 nghién ciru di chi ra rang cac dot bién cia HBV, bao gom
C1653T, T1674C/G, V1753A/C, T1762A/A1764G va G1766A/A1768T trong
vung tang cuong II/ BCP va G1899A, C2002T, A2159G, A2189C va G2203A/ T

trong ving PC/C, ¢6 lién quan dang ké dén viéc ting nguy co HCC.
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1.5.3. D¢t bién gen vung P

Mot trong nhitng viing nhay cam véi dot bién & ORF cua HBV 1a ving P,
mé& hoa cho enzym sao chép nguoc (reverse transcriptase- rt). Gen S c0 su trung
Iip hoan toan véi gen sao chép nguoc, do dé nhimg thay doi trong théng tin ma
héa cua vi rat lién quan dén polymerase déu co thé tac dong lén gen S, diéu nay
thé hién mdi quan hé chat ch& giita cac dot bién & ving S va P trén bd gen caa
HBV?Y’. Céac dot bién trong gen P cua vi rdt viém gan B thuong lién quan dén tinh
trang khang thudc. Cac dot bién & ving nay thuong khong duoc cho 1a nguyén
nhan giy ra ung thu biéu md té bao gan nhu cic ving khac, nhung cac dot bién
nay lién quan dén liéu phap khang vi rit ciing sé tac dong dén dién tién cua bénh®,
Cac loai thuéc khang vi rat viém gan B tac dong dén enzym sao chép nguoc cua
vi rat nhu lamivudine (LAM), telbivudine (LdT), entecavir (ETV) va cé4c chat
tuong tu nucleotid mach ho adefovir dipivoxil (ADV) va tenofovir disoproxil
fumarate (TDF). Dot bién rtM204V/ | lién quan t6i khang LAM 1a thuong xuyén
nhat, nam ¢ ving YMDD (tyrosine-methionine-aspartate-aspartate). Dot bién
rtL180M ciing thuong xay ra déng thoi, va dot bién rtA181T ciing duoc béo cao
nhiéu & nhitng bénh nhan khang LAM. Cac dot bién rtN236T va rtA181T/V
thudng gap nhat ¢ nhitng bénh nhan khang ADV. Khang ETV hiém gap ¢ nhiing
bénh nhan chua diéu tri thudc khang vi rat trude d6 (1,5% vao nam thd nim sau
diéu tri), nhung néu dot bién rt1169T, rtT184A/F/G/I/L/S, rtS202G/I hoic
rtM250V cling ton tai voi dot bién rtM2041/V, thi khang ETV c6 thé xay ra. Dot
bién khang telbivudine manh nhat 12 rtM2041%4. Tenofovir c6 nguy co khang thudc
thap va hién van chua ghi nhan treong hop khang thudc.

Mot nghién ciru theo doi 131 truong hop bénh nhan viém gan vi rat B man
tinh da dung liéu phap khang vi rat cho thay tinh trang khang thudc khéng lién
quan dén sy tién trién cua bénh gan®. Mot khi khang thudc xay ra, khdng cé su
khac biét vé tinh trang bénh viém gan vi rat B man tinh giira hai nhém bénh nhan
diéu tri thanh coéng va khong thanh cong sau 6 nam. Dot bién 1126T trong ving S

c6 thé lién quan dén tién luong xau ddi véi bénh nhan viém gan B man. Dot bién
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1269L & ving P va dot bién 168T & ving S c6 thé lién quan dén dap ung kém véi
thudc diéu tri khang vi rut.

Trong nghién ctitu doan hé vé xo gan lién quan dén vi r(t viém gan B, ty 18
méc ung thu biéu mo té bao gan tich liy trong 2 nim & bénh nhan khang thudc
(30,6%) cao hon dang ké so vai bénh nhan khéng bi khang thudc (4,3%)%. Pic
biét, trong s6 nhitng bénh nhan that bai vai diéu tri khang vi rut, ty 1& mic ung thu
biéu mé té bao gan Ia rat cao 55,6%. Nhitng dot bién nay c6 thé 1a nhiing dot bién
khang thudc méi tiém ning va can c6 thém nhiéu nghién ctiru dé danh gia méi lién
quan giira nhitng dot bién voi su phat trién ung thu biéu md té bao gan trén bénh
nhé&n viém gan B man tinh.

1.5.4 Pot bién gen ving X

Ving X chira gen ma hoa protein khong cau tric HBx. Chirc ning cua
protein nay van chua duochiéu biét mot cach day du. Nhiéu nghién ciu cho thay
HBX rat can thiét cho su nhan Ién cua vi rit in vitro va trong co thé séng. Kha ning
lay nhiém cua HBV va sy tién trien HCC phuy thudc nhiéu vao gen ma héa HBX,
gen nay cuc ky dé dot bién va gin vao té bao gan. Su nhan 1én cua vi rat c6 thé
chiu anh huéng cua cac dot bién trong viing X théng qua BCP va ving ting cudng
enhancer-II. Do viing BCP chéng lap véi gen X trong khung doc mg, K130M va
V131l ¢ gen X di bi thay doi bai dot bién promoter I8i (core) A1762T cong V6i
G1764A°.

Tai Hong Kéng, Liu va cong su di giai trinh tu 101 mau gen caa vi rt viém
gan B & bénh nhan HCC. Két qua phan tich cho thay dot bién kép K130M/ V131l
d3 ting cuong chire nang cua HBxX biang céch thuc day hoat dong phién méa va ting
kha nang biéu hién caa yéu té HIF 10 (hypoxia- inducible factor). Wang va cong
su phét hién rang trong qua trinh lay nhidm va nhan Ién cia HBV, HBx dot bién
dé thich nghi véi té bao gan va ting sinh ung thu®®. HBx bj cit ngin & dau tan cing
COOH, ciing nhu nhitng thay doi vé dic tinh ky nudc/ wa nudc & céc vj tri axit
amin cu thé, c6 thé dong maot vai trd quan trong trong su phat trién HCC lién quan
dén HBV.
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Tuteja va cong su cling bao cao 222 truong hop bénh nhan duong tinh vai
HBsAg va phat hién dot bién T36A va G50R trong gen X c6 lién quan dén HCC,
Trong 80%- 90% cac truong hop ung thu nay, bo gen caa vi rat da dugc tich hop
vao bo gen cua té bao chu. Sy tich hop DNA cua vi rdt ciing c6 thé din dén dot
bién chén va cit bo dau tan cing 3’ cua HBx din dén x6a 20- 40 axit amin & ving
C promoter. Bang ching cho thay rang dot bién mat doan va dot bién diém déu c6
thé thuc day quéa trinh kich hoat ung thu.

Cac md hinh thuc nghiém phét hién ra rang cac protein HBx bi cit ngén dau
C tan c6 thé thay doi tinh 6n dinh di truyén va ting sinh cac té bao gan do twong
tac véi protein p53 dot bién p.R249S, cé4c protein nay bién ddi cac dong té bao gan
chua bién doi tré thanh cac dong té bao bat tir®L. Bang cach kich hoat hoat dong
cua yéu tb hat nhan kappa B, Lee va cong su da phat hién mot dot bién HBXx cu thé
c6 thé gop phan vao sy phéat trien HCC & bénh nhan viém gan vi rit B man tinh%.
Dot bién HBx 5 & HBV kiéu gen C2 di dugc chirng minh 13 lam ting nguy co phat
trién HCC®,

Cac nghién ctru tai Viét Nam

Gan day, voi sy phat trién manh mé cta sinh hoc phan tu, vai tro yéu to gen
da duogc dé cap dén trong cac nghién ciru lién quan HCC tai Viét Nam. C4c nghién
ctu tap trung vao viéc khao sat dot bién gen o nguoi lién quan HCC nhu nghién
ctru cua Trinh Quédc Pat trén 280 bénh nhan HCC tai BV Bach Mai va trung tam
Ung Budu Thanh Hoa tir thang 11 nam 2013 dén thang 3 nam 2015 cho thay sy
két hop cia SNP R72P gen TP53 va SNP 309T>G gen MDM2 1am ting kha ning
méc bénh; kiéu gen P72P cua TP53 két hop véi kiéu gen GG cuia MDM2, OR =
6,01; 95%; CI (1,96 - 18,42); kiéu gen R72P cua TP53 két hop véi kiéu gen GG
cua MDM2, OR = 3,24; 95%; CI (1,25 - 8,39); cac kiéu gen cua SNP R72P gen
TP53 va 309T>G cta gen MDM2 1am ting kha nang mac HCC cho nhitng nguoi
nhiém HBV!%, Nguyén Vin Huong va cong sy nam 2022 thiy rang qué trinh
methyl hoa gen RASSF1A va pl6 c6 mdi lién hé mat thiét dén bénh nhan ung thu
gan va tily thudc vao do tudi va gidi tinh'%3, Mot nghién ctru khac tién hanh & bénh

vién K (co s¢ Tan Triéu) trén 84 bénh nhan HCC xéac dinh bang giai phdu bénh
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nhim muc dich xac dinh ty 1& d6t bién ving promoter gen TERT trén miu mo ung
thu biéu mo té bao gan va méi lién quan giita nhirg dot bién nay véi mot sé yéu
t6 nguy co ung thu gan, két qua phat hién duoc 21 mau c6 dot bién -124C>T, chiém
ty 18 25% va khong phat hién dugc dot bién tai vi tri -146C>T. Pong thoi, chua
thiy dugc méi lién quan gitta dot bién -124C>T va cac yéu td nguy co cia ung thu

gan'04

Tai Thanh phd H6 Chi Minh, tac gia Nguyén Thi CAm Hudng khao sat dot
bién viing PC va BCP cua vi rit viém gan B ¢ 515 bénh nhan nhiém HBV man
dua ra cac két luan: ty 16 2 dot bién A1762T/G1764A trong toan dan sé nghién ciru
13 36,7%, thap nhat & nhém dung nap mién dich (11,1%) va nhém mang HBV
khong hoat tinh (25,2%); cao hon c6 y nghia & nhom viém gan B man HBeAg
duong (41,2%), nhom viém gan B man HBeAg am (50%), nhém xo gan (37,7%)
va cao nhat & nhom HCC (64,7%). Ty 18 dot bién G1896A trong toan dan s nghién
ctru 12 38,6%, ty 16 G1896A thip nhat & nhom dung nap mién dich (9,7%); cao
hon c6 y nghia & nhom viém gan B man HBeAg duong (39,7%), nhém viém gan
B man HBeAg am (52,6%), nhom mang HBV khong hoat tinh (IC: inactive
carrier) (42,3%), nhom xo gan (43,5%) va nhém HCC (41,2%). Nhom tudi > 40
(OR=2,6, KTC 95% 1,67-4,1) va kiéu gen C (OR= 8,3, KTC 95% 5,2-13,4) lién
quan c6 ¥ nghia v&i dot bién A1762T/G1764A. HBeAg am (OR=2.2, KTC 95%
1,7-3,8) va kiéu gen B (OR=4, KTC 95% 2,5-6,6) lién quan c6 ¥ nghia véi dot
bién G1896A. Dot bién bo ba ving BCP T1753V/A1762T/G1764A lién quan c6
¥ nghia véi HCC (OR=4,5, KTC 95% 1,9-11,1)%,
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Bang 1.1: Bang thong ké dot bién cua vi rt viém gan B lién quan dén HCC

Vung gen

Loai dot bién

Dot bién diém thay thé axit amin: C48G, I68T, VI6A, M1031,
L1091, T116N, T118K, PI20S/E, I/T126A/N/S, QI29H/R,
MI133L, Y134H, K141E, S143L, DI144A/E, S171F, L1758,
G185E va V190A™.

Dot bién vo nghia (dot bién diém tao ra codon két thuc): sC69*,

sLI95* sW182* va sL216*%¢,

Dot bién diém thay thé axit amin dau C tan: P203Q va S210R®.

pre-S17374

Dot bién mat doan: mat mot hodc nhiéu vi tri chirc nang vung
dau C tan tir aa 58 dén 119 (thuong gip & vi rat viém gan B kiéu

gen D).

Dot bién diém thay thé axit amin: W4P/R, K7T/N, A81T,
C2964A, A2962G va C3116T va cac vi tri codon 27, 51, 54, 60,
62, 100, 125, 137, 166 va 167.

Dot bién mdi ndi spPS1: x6a 183 nucleotid ¢ ntra dau C tan tao

ra moi noi bat thuong.

pre-SZ66’74

Dot bieén mat doan: mat mot hodc nhi€u vi tri chirc nang viung N

tan tir aa 1 dén 23 (thuong gip ¢ vi rat viém gan B kiéu gen C).

Dot bién diém thay thé axit amin: M1V/I/A, Q2K/R, T53C,
C7A, C105T va F141L.

BCP/PC?*%

Pot bién diém thay thé axit amin: T1653, V1753, T1762,
A1764, T1766, va A1768.

Dot bién diém thay thé axit amin: G1613A, C1653T, T1674C/G,
T1753V, A1762T, G1764A, C1766T, T1768A, G1776A,
A1846T, G1896A, GI899A, C2002T, A2159G, A2189C va
G2203A/T.
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P (lién quan

Dot bién rtM204V/L, rtL180M, rtA181T c6 lién quan t6i khang
thudc LAM.

Dot bién rtN236T va rtA181T/V cb lién quan t6i khang thude

dén khang
) ADV.
thuoc)®* i
Dot bién rtl169T, rtT184A/F/G/I/L/S, 1tS202G/I, rtM250V,
rtM2041/V ¢6 lién quan téi khang thudec ETV.
- Dot bién diém thay thé axit amin: T36A, G50R, T1762A/

A1764G (K130M/ V1311).
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CHUONG 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thiét ké nghién ctru

Nghién ctru cit ngang phan tich.

2.2. Péi tweng nghién ciu

2.2.1. Dan sb6 muc tiéu

Ngudi nhiém vi rat viém gan B man tinh.

2.2.2. Dan s6 nghién cieu

Nguoi di dugc chan doan nhiém HBV man tinh theo dai va diéu trj tai

phong kham Viém gan Bénh vién Pai hoc Y Duoc Thanh phé H6 Chi Minh.

2.2.3. Tiéu chuan chen bénh va loai trir

2.2.3.1. Tiéu chuan chon vao

Nguoi nhiém HBV man >18 tudi.

Chua ting diéu tri hodc da ngung diéu tri bang cac thudc khang HBV it
nhét 6 thang.

Kham va diéu tri tai phong khdm Viém gan Bénh vién Pai hoc Y Dugc
Thanh phé H6 Chi Minh trong thoi gian thuc hién nghién ciu.

Dong y tham gia nghién cuau.

Bénh nhan c6 hd so luu trit va c6 day di thdng tin vé hanh chinh, tién cin,
lam sang, can 1am sang theo bénh &n nghién cau (BANC) va mau huyét
thanh dugc luu trit tai Trung tdm Y sinh hoc phén tir Bai Hoc Y Dugc Thanh
phd Hb Chi Minh tir nghién ciru nghién ctu “Khéo sat dot bién gen pre-S/S
ctia siéu vi viém gan B & bénh nhan nhiém HBV man”.

C6 HBV DNA > 10* copies/mL (nham chon bénh nhan c6 thé phét hién dot
bién). Riéng nhdm bénh nhan c6 xo gan hay HCC can c6 HBV DNA > 300

copies/mL cung véi két qua giai trinh ty tim dot bién.

2.2.3.2. Tiéu chuan loai trur

C6 bénh ly gan do thudc (tién can st dung thude thao duoc, tan dugc hoic
thuc pham chirc nang anh hudng dén chic ning gan trong thoi gian dai).
Pong nhidm HIV c6 xét nghiém ELISA anti-HIV (+).

DPodng nhigm HCV man tinh ¢ xét nghiém anti-HCV (+).



36

- Bénh nhin dang mang thai vao thoi diém vao nghién cuu.

2.3. Thoi gian va dia diém nghién ciru

Thoi gian nghién ctu tir thang 5/2019 dén thang 6/2021.

Pia diém nghién cau tai phong kham Viém gan, Khoa Kham bénh Bénh
vién Pai hoc Y Dugc Thanh ph H6 Chi Minh.

2.4. C& mau caa nghién cau

Muc tiéu 1:
Cong thirc tinh ¢& mau: Ap dung cong thirc udc luong mot ty 1¢ cua dan sb
2
Z(l—a/Z)p (l_ p)

d2
Trong do:
n: C& mau toi thiéu can thiét
o: sai 1am loai 1

Z: 13y gia tri tir phan phdi chuan: a = 0,05 — Z> _ay = 1,96

(1—
d: sai s6 cho phép, chiing tdi chon 0,05
p: ty 1¢ dot bién diém K122R trén gen S & bénh nhan viém gan vi rat B
man tinh (Theo Hyon Suk Kim %8 va cong su la 22,4%)
Tinh toan duoc c& mau tdi thiéu 12 268 bénh nhan.
Muc tiéu 2:
Cong thirc tinh ¢& mau: Ap dung cong thirc so sanh 2 ty 18

:p1><rp2
1+7r

2
[21_@2\/(1" +Dp(1 —p) + Zl—ﬁ\/rp1(1 -p,) +p,(1- pz)l

n =

2
?’(}92 - p1)

2
= 2(r+ 1)
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pl: ty 1é dot bién trén ving gen S & nhém HCC

p2: ty I¢ dot bién trén ving gen S & nhém khong HCC
r: ty s6 ¢& mau cta 2 nhém (nhém 2 / nhém 1); r = 4
a 1a xac suét sai 1am loai 1, a = 0,05

b 14 x4c suét sai 1am loai 2, b = 0,2

Nghién ciu cta Romina Salpini nim 2017 trén ngudi nhiém HBV man
tinh®8, ty 1¢ dot bién gen P203Q 14 17,4% ¢ nhém HCC va 1% ¢ nhém khdng HCC.
> pl=0,174 va p2 = 0,01.

Nhu vay ¢& mau téi thiéu caa nghién cau 12 22 6 nhém HCC va 88 & nhém
khéng HCC.

Phwong phap chon mau

Trong thai gian thuc hién nghién cau tir 5/2019 dén 6/2021, ching t6i tién
hanh lay mau tién ciu va hoi ciru nhu sau:

Tién ctu: LAy mau thuan tién tat ca bénh nhan dén kham tai phong kham
Viém gan, Bénh vién Pai hoc Y Duoc Thanh phé H6 Chi Minh trong thoi gian
thuc hién nghién ctiu thoa cac tiéu chi chon mau.

Hoi ctru: LAy méu thuan tién bénh nhan tir hd so nghién ctu caia nghién cau
“Khao sat dot bién gen pre-S/S cia siéu vi viém gan B ¢ bénh nhan nhiém HBV
man” tir ndm 2013 dén nam 2016 thoa cac tiéu chi chon miu, cung véi mau huyét
thanh con luu trit tai Trung tm Y sinh hoc phan tir Pai hoc Y Dugc Thanh phé
Ho Chi Minh va du sir dung dé giai trinh tu gen pre-S/S.

2.5. Xac dinh cac bién sé déc lap va phu thugc
2.5.1. Cong cu thu thap so liéu

Cong cu thu thap sé liéu 1a BANC c6 cau tric bao gom 5 phan:

Phan 1: Bic diém x& hoi hoc

Phan 2: Pac diém tién can

Phan 3: Dic diém 1am sang

Phan 4: Dic diém can 1am sang

Phan 5: Tinh trang dot bién
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2.5.2. Bién sé ctia nghién cieu

Phan 1: Nhém bién sb dic diém xa hoi hoc

Gidi tinh: dugc xac dinh 1 gigi tinh sinh hoc cua bénh nhan, bién nhi gia, gom 2
gia tri:

e Nir

e Nam
Tudi: 12 tudi cua bénh nhan tai thoi diém bat ¢au tham gia nghién cau, 12 bién dinh
luong lién tuc, duoc tinh bang cong thic: Tudi = Nam tham gia nghién ctru — Nam
sinh.
Nhém tugi: 1a tudi cia bénh nhan duoc chia 1am 2 nhém dé so sanh, bién nhi gia,
gom 2 gia tri:

o <40 tudi

o > 40 tudi

Nghé nghiép: dugc xac dinh 1a nghé nghiép hién tai caa bénh nhan, bién danh dinh,
gom 3 gia tri:
e Cong viéc on dinh: 12 nhitng nguoi ¢6 cng viéc 6n dinh va c6 thu nhap 6n
dinh hang thang
e Cong viéc khdng 6n dinh: 1a nhitg nguoi 1am cac cong viéc tam thoi va
khong c6 thu nhap 6n dinh hang thang
e That nghiép: 1a nhirng ngudi khdng cé viéc 1am va thu nhap
Hon nhan: La tinh trang hén nhan cua bénh nhan tai thoi diém tham gia nghién

ctu, bién danh dinh, gom 3 gia tri:

e Doc than: 1a nguoi hién tai khéng co moi guan hé hén nhan

e (0 gia dinh: 1a ngudi hién tai dang c6 mdi quan hé hdn nhan

e Goa: 1a ngudi hién tai dang c6 mdi quan hé hon nhan va chong/vy di qua
doi
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Pia chi: La noi cu tri/ noi hién tai dang sinh séng cta bénh nhan, bién nhi gia,
gom 2 gia tri:

e Thanh phé H6 Chi Minh

e Tinh khac
Chi s6 BMI: 1a cong cu st dung dé do luong mé trong co thé. Chi sé BMI chuan
duoc tinh dua trén chiéu cao va can ning, &p dung cho nam va nit truéng thanh.
Chi s6 khéi co thé duoc tinh theo cong thic: can ning (kildgam) / binh phwong

chiéu cao (mét), bién danh dinh, gom 4 gia tri

e Théap gay: BMI <185

e Binh thuong: BMI = 18,5-22,9
e Thua can: BMI = 23-24,9

e Béo phi: BMI > 25

Phan 2: Nhém bién sb tién sir

HUt thugc 14: 12 bénh nhan cé hodc da ting c6 thoi quen hat thude 14 (>100 diéu
cho dén thoi diém tham gia nghién ciru), bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e CO

e Khéng

Udng ruweou bia: 1a bénh nhan co hoic di tiing c6 théi quen ubng ruou bia (>14 don

vi ruou 1 tuan), bién danh dinh, gom 3 gia tri:

e Udng ruou bia nhiéu (>14 don vi ruou/ 1 tuan, ddi véi nam >3 don vi/ngay
va ddi véi nix > 2 don vi/ngay)

e Udng ruou bia it (<14 don vi ruou/ 1 tuan, d6i véi nam <3 don vi/ngay va
d6i voi nit <2 don vi/ngay)

e Khong udng ruou bia hoic c6 sir dung nhung khong déng ké

Gia dinh c6 nguoi mac bénh Iy gan: 14 trong gia dinh cia bénh nhan c6 ngudi mac

céc bénh ly vé gan, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e Co
e Khong



40

Thanh vién trong gia dinh mdc bénh Iy vé gan: 13 thanh vién nao trong gia dinh

ctia bénh nhan mic cac bénh ly vé gan, bién danh dinh, gom 4 gié tri:
e Anh/em
e Ba/me
e Vo/chong

e Con

Bénh 1y gan trong tién cdn gia dinh: 1a cac bénh Iy gan caa thanh vién trong gia

dinh bénh nhan, bién danh dinh, gom 3 gia tri:
e Viém gan B man tinh
e Xo gan

e Ung thu gan

Nguon Iy vi rit viém gan B: 1a con dudng nhiém HBV cuaa bénh nhan, bién danh

dinh, gom 3 gia tri:
e Me sang con: 1a bénh nhan bi 1ay nhidm HBV truyén tir me sang con
e Tinh dyc: 12 bénh nhan bi lay nhiém HBV truyén qua duong tinh duc

e Khdng rd: 1a bénh nhan khong biét rd con duong lay nhiém HBV

Thoi gian mac bénh VGB mgn tinh: 1a thoi gian mac bénh viém gan vi rdt B man

tinh caa bénh nhan, bién dinh luong lién tuc, dugc tinh tir thoi diém chan doan
viém gan vi rat B man tinh cho dén thoi diém nghién ciu.

Phan 3: Nhém bién sb dic diém 1am sang

Sao mach: 13 mot u mach ndi trén da vai trung tam 1a mot tiéu dong mach va toa
ra xung quanh la cac mach nhanh mach mau nho (duong kinh <lcm), duoc Xac

dinh bang kham 1am sang, bién nhi gi&, gém 2 gia tri:

o Co
e Khong

Long ban tay son: 1a da ¢ cac ving dau ngdn tay va gan ban tay cua bénh nhan s&

c6 mau doé nhung 1ong ban tay lai tring, duoc xac dinh bang kham 1am sang, bién

nhi gia, gom 2 gia tri:
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e CO
e Khong

Phu chan: 12 hién twong chan phong 1én, tang kich thudc hon binh thudng gay cam
gidc ning né, nhat 1a khi di chuyén, duoc xac dinh bang kham 1am sang, bién nhj
gia, gom 2 gia tri:

o Co

e Khong

Xudt huyét duwéi da, bam ché chich, chdy mdu chdn rang: 13 hién tugng biéu hién

tinh trang xuat huyét caia bénh nhan, dugc xac dinh bang kham 1am sang, bién nhi
gia, gom 2 gia tri:

e CO

e Khéng
Bang bung: 1a mét tinh trang bung bénh nhan phinh to do chaa qué nhiéu dich
trong khoang bung, x4c dinh bang kham 1am sang, bién nhi gia, gom 2 gi4 tri:

e Co

e Khong
Lach to: su ting kich thudc bat thuong cua lach, duoc xac dinh bang kham 1am
sang, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e CO

e Khéng

Tuan hoan bang hé: 1a mot triéu ching xay ra do 1 nguyén nhan nao d6 lam tic

ngh&n mach mau chinh, méu s€ chay qua cac tinh mach ndng, lam cac tinh mach
nay gian ra, noi 1én, nhin rd dudi da, duge xac dinh bang kham 1am sang, bién nhi
gia, gom 2 gia tri:

e CO

e Khong
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Vang da: 1 tinh trang da va két mac mat c6 mau vang, do nong db bilirubin trong
mau ting cao, dugc xac dinh bang khdam 1am sang, bién nhi gia, gdom 2 gia tri:

e CO

e Khong
Dot bing phat viém gan B mgn: 14 tinh trang bénh nhan c6 két qua xét nghiém
AST > 200 U/L va ALT > 200 U/L tai thoi diém tham gia nghién ctru, xac dinh

dwa vao céc tiéu chuan & muc 2.6.2, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e Co

e Khéng
Xo gan: 13 bénh nhan duogc chan doan mac bénh xo gan tai Bénh vién Pai Hoc Y
Dugc Thanh ph H6 Chi Minh, x4c dinh dua vao cé4c tiéu chuan & myc 2.6.2, bién
nhi gi&, gém 2 gia tri:

e Co

e Khéng
HCC: 14 bénh nhan dwoc chan doan mac HCC tai Bénh vién Pai Hoc Y Duoc
Thanh phé H6 Chi Minh, xac dinh dya vao cac tiéu chuan & muc 2.6.2, bién nhj
gia, gom 2 gia tri:

e Co

e Khéng

Phan 4: Nhém bién sb dic diém can l1am sang

CA4c bién so xét nghiém

Pdc diém kiéu gen (genotype) cua vi rat viém gan B: 12 loai kiéu gen cua vi rit

viém gan B & bénh nhan, bién danh dinh, gém 3 gi4 tri:
e KiéugenB
e KiéugenC
e Khong xac dinh
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HBeAg: la xét nghiém dinh tinh nhim x4c dinh sy c6 mit cua khang nguyén
HBeAg, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e Duong

e Am

Pong hién dién HBsAg va anti-HBs: 14 bénh nhan c6 cing luc HBsAg (+) va anti-

HBs (+) trong huyét thanh, bién nhi gia, gdm 2 gia tri:

e Co
e Khong

HBsAQ dinh lrong: 1a xét nghiém xac dinh nong d6 HBsAg trong huyét thanh caa
bénh nhan dang c6 khang nguyén nay, 1a bién dinh luong lién tuc hodc 2 nhém thir
tu < 3 va> 3 (don vi log IU/mL, 1U: International unit).

HBV DNA: 1a mot xét nghiém nham xac dinh sé lwong hay nong do6 caa vi rit trong
mau cua bénh nhan nhidm vi rat viém gan B, 1a bién dinh luong lién tuc hoic 3
nhom thu ty: <5, 5-8, > 8 (don vi log copies/mL).

AST, ALT, GGT: I cac chi s6 enzym gan phan anh tinh trang ton thuong gan hoic

r mat tai gan (GGT), la bién dinh lugng lién tuc (don vi U/L).

Bilirubin toan phan: 1a mot sic té vang da cam, san pham cua qua trinh phé hay

c4c hong cau binh thudng trong mau, sau d6 di qua gan. Bilirubin toan phan trong
huyét thanh bao gom bilirubin gian tiép (chiém 80%) va bilirubin truc tiép (chiém
20%), 1 bién dinh lwong lién tuc (umol/L).

INR: 12 mét xét nghiém mau dé do thoi gian dong mau, 14 bién dinh luong lién tyc.
AFP: 12 alpha- fetoprotein, protein dic hiéu sir dung nhu chat danh dau khéi u, chu
yéu 12 ung thu gan, tinh hoan va budng trang, 1a bién dinh luong lién tuc (ng/mL).
Tiéu cau: 1a xét nghiém dém sé luong tiéu cau trong mot don vi thé tich mau, 1a
bién dinh lugng lién tuc (K/mms3).

Albumin: 12 xét nghiém xac dinh ham luong albumin trong mau dé hd tro trong
chan doan, theo ddi hodc danh gia tinh trang cta bénh nhan trong qua trinh diéu
tri. Trong nghién ctru nay dung dé danh gia chirc nang gan, 1a bién dinh luong lién
tuc (g/L).
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Phan 5: Nhom bién sé dot bién

D¢t bién diém: 1a dot bién tai vi tri 1 cap nucleotid, 1am bién d6i axit amin tai vi

tri d6 thanh 1 axit amin khac, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

o Co

e Khong
D6t bién vé nghia: 1a d6t bién 1am thay d6i bo ba nucleotid bat ki thanh céc bo ba
két thic (UAA, UAG, UGA), bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e Co

e Khéng

D6t bién sai nghia: 12 dot bién 1am thay d6i bo ba nucleotid ma héa cho axit amin

nay thanh bo ba nucleotid ma hoa cho axit amin khéc, bién nhi gia, gom 2 gia tri:
e Co
e Khong

D6t bién mdr doan: 1a xay ra khi nhiém sac thé bi dat gdy va mot phan vat lidu di

truyén bi mat di. Poan bi mat c6 thé 16n hoic nho va c6 thé xuat hién tai bat ky vi
tri nao doc theo nhidm sac thé, bién nhi gia, gom 2 gia tri:

e Co

e Khong

Phan 6: Nhém bién sb két cudc

Xo gan: 12 bénh nhan duoc chan doan méic bénh xo gan tai Bénh vién Dai Hoc Y
Duoc Thanh ph H6 Chi Minh, x4c dinh dya vao céc tiéu chuan & myc 2.6.2, bién
nhi gia, gom 2 gia tri:

e CO

e Khong
HCC: 1a bénh nhan dugc chan doan mic HCC tai Bénh vién Pai Hoc Y Dugc
Thanh phé H6 Chi Minh, xac dinh dya vao cac tiéu chuan & muc 2.6.2, bién nhj
gia, gom 2 gia tri:

o Co

e Khong
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> Bién s6 déc lap

(i) Nhom bién s dic diém dan sb-xa hoi: gi6i tinh, tudi, nghé nghiép, hon
nhan, dia chi, chi sé6 BMI.

(i) Nhom bién sb tién sur: hat thube 14, udng ruou bia, tién can gia dinh c6
ngudi mac bénh Iy vé gan, ngudn lay viém gan B, thoi gian mac vi rit viém gan B
man tinh.

(iii) Nhém bién sé dic diém 1am sang: dot bung phat viém gan B man
HBeAg (+)/ (-), xo gan, ung thu gan.

(iv) Nhém bién sé dic diém can 1am sang: dic diém kiéu gen cua vi rut
viém gan B, céc chi s6 xét nghiém HBeAg, HBV DNA, AST, ALT, GGT,
Bilirubin toan phan, INR, AFP, tiéu cau, Albumin.

(v) Nhém bién sb dot bién: dot bién mat doan pre-S1/pre-S2/S, dot bién
diém trén ving pre-S1/pre-S2/S.
> Bién s6 phu thudc: Ung thu biéu md té bao gan (HCC).

2.6. Ky thuat do lwong va tiéu chuan chan doan trong nghién ciru
2.6.1. Céac k¥ thuat do lwong

— Cé&c xét nghiém cdng thiec mau, chire ning gan (AST, ALT, GGT,
Bilirubin toan phan, Albumin) dugc thyuc hién trén may huyét hoc va sinh
hoa ty dong tai khoa xét nghiém Bénh vién Pai hoc Y Duoc Thanh phé Hb
Chi Minh.

— HBeAGg: dinh tinh, phuong phap mién dich dién hoa phat quang ECLIA
(ElectroChemiluminescent Immunoassay), bo thudc thir Cobas (Roche)
trén may xét nghiém mién dich Elecsys va Cobas-e, tai Khoa Xét nghiém
Bénh vién Pai hoc Y Dugc Thanh ph H6 Chi Minh.

— HBsAg dinh hrong: bang k thuat mién dich dién hoa phat quang tai Bénh
vién Pai hoc Y Duoc Thanh phé H6 Chi Minh dung thudc thir Elecsys
HBsAgll Quant (Roche), don vi IU/mL, khoang dinh lugng tir 0,05-52.000
IU/mL.

— Ly trich HBV-DNA bing bd kit BOOM: phuong phap nay st dung tac
nhan bién tinh dé tach chiét DNA tir huyét thanh, bién tinh cac phan to
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protein, hd trg DNA gén c6 chon loc 18n hat silica di kém bé kit. Protease
K duoc sir dung dé phan hity cac thanh phan protein trong mau ngay ca khi
c6 su hién dién cia EDTA va chit tdy manh. C4c thanh phan bi bién tinh
nhanh chéng duoc ria troi, chi con DNA duoc giit lai trén hat silica. Mau
DNA sau khi tach chiét dugc trit tai & -20°C va dugc sir dung dung lam
khudn mau cho PCR cho céc phan tich.

Pinh lwong HBV DNA: bang k§ thuat PCR thoi gian thuc (qPCR), thuc
hién tai khoa xét nghiém Bénh vién Pai hoc Y Dugc Thanh phé Hb6 Chi
Minh. Ky thuat dinh lugng HBV DNA c6 ngudng phat hién 300 copies/mL,
ly trich DNA véi bo hoa chat QIAamp DNA (Qiagen, Btc); thuc hién phan
tmg PCR dinh luwong HBV DNA véi bo hoa chiat AccuPid HBV
quantification (KT- Biotech, Viét Nam). Hon hop 25ul phan tng real time
PCR chtra bo cip moi va mau do TaqMan duoc thiét ké bat cap dic hiéu
vao mot doan gen S dai 118 bp trong b gen HBV dé khuéch dai; san pham
khuéch dai DNA cia HBV dugc phat hién bang tin hiéu huynh quang.
Ngoai ra, hdn hop phan ang con chira mot cap moi va mau do TaqMan dic
hiéu cho mot doan DNA nhan tao c6 trinh tu khac trinh tu gene HBV goi la
chang noi ngoai sinh (internal control) — duoc bé sung va ly trich ciing voi
DNA trong mau nham phat hién céc chat &rc ché c6 trong mau va kiém soat
hiéu qua ctia qué trinh tach chiét DNA ciing nhu phan (ing PCR. Cac mau
chuan c6 nong d6 biét trugc gom 5x102, 5x103, 5x10°, 5x107 copies/mL
duoc st dung dé xay dung duong chuan 1a co sé tinh toan dinh lugng cho
mau xét nghiém. Mau chitng 4m la mau da duoc xac dinh la &m tinh véi
HBV DNA.

Xac dinh kiéu gen (genotype) HBV, tim ddt bién ving pre-S/S: kiéu gen
HBYV, dot bién trén ving pre-S/S duoc phan tich tai trung tdm Y sinh hoc
phan tir cua Pai hoc Y Dugc Thanh phé H6 Chi Minh.
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2.6.2. C4c tiéu chuan chan doan

— Nhiém vi rat viém gan B man: ngudi c6 HBsAg (+) > 6 thang, ALT trong
g161 han binh thuong.

— Viém gan vi rut B man: bénh nhan c6 HBsAg (+) > 6 thang, c6 HBeAg
(+)/ (-); ALT > 2ULN.

— Dot bung phat viém gan vi rat B man HBeAg (+)/ (-): bénh nhan cé
HBsAg (+) > 6 thang; HBV DNA >10° copies/mL, HBeAg (+) hoic HBV
DNA >10* copies/mL, HBeAg (-); ALT > 5ULN (hay > 200 U/L).

— Bénh nhan c6 HBV man kem xo gan: bénh nhan c6 HBsAg (+) > 6 thang,
HBV DNA > 300 copies/mL c¢6 phan d¢ Child Pugh B hoac C (hay ARFI
>F4, hay APRI >2) va c6 bang ching suy té bao gan cling véi ting ap tinh
mach ctra (Iong ban tay son, albumin/mau < 35 g/dl, taux de prothrombin <
60%), tiéu cau giam < 120.000/mm3; bang bung, din tinh mach thyc quan,
lach to...).

— Bénh nhan c6 HBV man kém ung thw biéu mo té bao gan: bénh nhan cé
HBsAg (+) > 6 thdng, HBV DNA > 300 copies/mL kem theo: (i) AFP >
200 ng/mL, siéu &m bung c6 sang thuong c6 tinh chat phi hop véi chan
doan ung thu gan kém theo két qua CT scan hoic MRI bung c6 sang thuong
ngam thudc c6 tang quang thi ddong mach va thai thudc thi tinh mach mugn
hoic (ii) AFP > 200 ng/mL, siéu am bung c6 sang thuong cé tinh chét phu

hop voi ung thu gan kém thuyén tic tinh mach cua.
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2.7. Cac quy trinh trong nghién ctru
2.7.1 Quy trinh xét nghiém phét hién dot bién gen

Lay mau mau ngwii bénh

1

Tach chiét DNA tir huyét twong

1

PCR khuéch dai cac doan DNA

|

Tinh sach sian pham PCR

1

Phan itng cycle sequencing

1

Poc, phin tich két qui trinh tir,

phit hién ddt bién.

So @6 3.1: Quy trinh x&c dinh ddt bién gen trén vi rat viém gan B
Buoc 1: Tach chiét DNA tir huyét thanh bang b kit BOOM

Phuong phap sir dung tac nhan bién tinh dé tach chiét DNA tir huyét thanh,
bién tinh c&c phan ti protein, hd tro DNA gan ¢d chon loc I1&n hat silica di kém bo
kit. Protease K dugc str dung dé phan hay céc thanh phan protein trong mau ngay
ca khi c6 su hién dién caa EDTA va chat tdy manh. Céc thanh phan bi bién tinh
nhanh chong duoc ria tréi, chi con DNA duoc git lai trén hat silica.
Buéc 2: PCR khuéch dai viing gen S ciia HBV

PCR la k§ thuat in vitro dung dé khuéch dai mét trinh tw DNA, cac DNA
polymerase khi hoat ¢ong téng hop mot mach DNA mdéi tir mach khudn déu can

sir hién dién caa nhitng méi chuyén biét. Mdi 1a nhitng doan oligonucleotid c6 kha
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nang bat cip bd sung véi dau 3° cia mach khudn. DNA polymerase s& ndi dai moi
dé hinh thanh mach mai.

Hién tuong trén chinh 1a co sé cua phuong phap PCR. Nhu vay, néu duoc
cung cap hai méi (mdi xudi va mdi nguoc) c6 kha ning bat ciap chuyén biét véi
hai dau ctia mot trinh ty DNA va céc thanh phan b sung khac nhu: ANTP (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), dung dich dém thi phan &ng PCR s& nhan ban trinh ty nim
giita hai modi ay. PCR gom nhiéu chu ky l1ap lai nhiéu 1an, mdi chu ky gdom 3 budc:

(i)  Bién tinh: muc tiéu tach roi DNA mach dbi thanh mach don bang nhiét
{6 (98°C)

(i)  Bat cap: muc tiéu dé moi bat cap véi DNA ban mau, nhiét do lai phu
thugc nhiét do ndng chay ciia moi (Tm) sir dung va thuong trong khoang
50-70°C.

(i)  Kéo dai: dudi tic dong cia DNA polymerase, cac nucleotid lan luot
duoc gan vao moi theo nguyén tic bo sung véi mach khudn. Mach mai

duoc tao thanh tir moi dugc ndi dai.

Bang 2.1: Cap mdi khuéch dai toan bo ving gen S cia HBV

. . PCR length
Viung gen | Ky hiéu TRINH TU MOI (5°=>3)
(bp)
pre-S1- FA2-L TTG AGA GAA GTC CAC CAC
GAG 1076
pre-S2 FA2-R | GCG TCG CAG AAG ATC TCA AT
FA3-L CTGCTG GTG GCTCCAGTT
pre-S2-S 1059
FA3-R GCC TTG TAA GTT GGC GAG AA

Phan tng PCR khuéch dai toan bd ving gen S bang cip méi FA2F/R va
FA3F/R bao dam d9 tin cay, kich thuéc san pham PCR dién di twong dong véi
kich thugc khi thiét ké moi. Kiém tra kich thuéc san pham PCR dya trén gel

agarose, cac axit nucleic trong gel sau khi nhuom véi ethidium bromide s¢ phat
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quang dudi &nh sang cua tia cuc tim. San pham sau khi chay PCR duoc chay dién
di trén gel agarose 1% vai thang chuan 1Kp plus.
Bang 2.2: Thanh phan va chu trinh nhiét phan tng PCR

10X buffer PCR 1,5ul 98°C | 3m

dNTPs mixture 1,5 ul 98°C | 10s

Primer F (10pum) 0,75ul 58°C | 15s 40 cycles
Primer R (10um) 0,75ul 72°C | 2m

DNA template (~ 40 ng) | 2ul 72°C | Sm

Taq HS 0,1 pl 16°C | Hold

H>0: 8,4ul

Bwéc 3: Tinh sach san pham PCR
San pham PCR duoc tinh sach bang kit ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup

(Thermo Scientific) theo huéng dan caa nha san xuat. Cu thé, 2pl san pham PCR
can tinh sach duoc tron déu véi 2ul enzyme ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup.
Hon hop duoc tron déu vao 1 tai 37°C trong 15 phut nham phan cat hoan toan cac
trinh ty mdi con du sau phan tmg PCR. Sau d6, hdn hop duoc u tai 80°C trong 15
phut dé bat hoat hoat tinh enzyme.
Buwérc 4: Phan wng cycle sequencing

e Sur dung bg kit BigDye terminator V3.1 dugc hdng Applied Biosystem san

XUAt.

Bang 2.3: Thanh phan cho phan ng cycle sequencing

BigDye 0,5ul

San pham PCR sau tinh sach Ll
Moi (5pM) 0,6l
5X Sequencing buffer 1,5ul
Nude 4.9 ul
Tong thé tich 8,5ul
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Bang 2.4: Chuong trinh PCR cycle sequencing

96°C X 1 phut

96°C X 10 giay

50°C X 5 gidy 25 chu ky

60°C X 4 phut
4°C

e Tua san pham sau giai trinh ty:

DNA dé dang hoa tan trong cac dung mdi ua nudc Vi ¢o ai luc véi cac phan
tr cua dung méi. Khi taa DNA véi con ¢ bo sung mudi, do con co ai luc véi nude
manh hon DNA nén con kéo nuéc vé phia minh, pha bo lién két giira DNA va
nuéc. Két qua la cac phan tir DNA tap trung lai va bi két taa xudng day theo luc
ly tam.

Bwéc 5: Phan tich két qua giai trinh tw

Céc trinh ty cua vung gen S cia HBV duoc doc trén may giai trinh tu
ABI3500 Genetic Analyzer, dung POP-7 polymer, 8 capillary dai 50cm (Applied
Biosystems, USA). Mdi loai nucleotid duoc may biéu hién bang 1 séng, séng giira
cac nucleotid c6 mau khac nhau: Adenine (A): mau xanh la, Cytosine (C): mau
xanh da troi, Guanine (G): mau den, Thymine (T): mau d6. Két qua trinh ty c6
duoc so sanh véi trinh ty tham khao trén Genbank bang phan mém CLC Main
Workbench v5.5 (QIAgen, Puc). Trong d6, chung toi sir dung trinh ty tham chiéu
(m4 s6 truy cap Genbank: AB-073846) cho kiéu gen B va trinh tu tham chiéu (m&
s6 truy cap Genbank: X-04615) dbi véi kiéu kiéu gen C caa HBV. Céc bién doi
nucleotid tao ra cac dot bién sai nghia thay d6i ma b ba axit amin nay thanh axit
amin khac va dot bién vo nghia 1am xuat hién bo ba két thic s& duoc ghi nhan lai.
Vi tri dot bién mat doan can ctr theo vi tri nucloetid trén bo gen HBV va dot bién
mat doan s& dan dén léch khung trinh tw DNA. Nhu vay, két qua giai trinh tu tai
vi tri c6 dot bién mat doan s& xuat hién tinh trang song d6i hoic séng trinh tu khdng
khép véi tinh trang song tham chiéu. Khoang cach mat doan duoc tinh tir vj tri

nucloetid khéng khép dén vi tri khép cua cac trinh tu nay trén trinh tu tham chiéu.
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2.7.2. Quy trinh thuc hién nghién ctru
Buéc 1: Chon bénh
Chon bénh tién ctru: Bénh nhan dén kham tai phong kham Viém gan Bénh vién
Dai hoc Y Duogc Thanh phé H6 Chi Minh d chan doan nhiém HBV man tinh pha
hop Véi tiéu chuan chon mau, dugc tu van, giai thich vé nghién ctu.
Chen bénh hdi citu: Chon bénh nhan tir hd so bénh &n (HSBA) va mau huyét
thanh luu trir trong nghién ctru “Khao sat dot bién gen pre-S/S cua siéu vi viém
gan B ¢ bénh nhin nhiém HBV man” ctia Chu nhiém Nguyén Thi CAm Hudng,
thong qua Hoi dong dao duc trong nghién ciu y sinh hoc cua Pai hoc Y Duoc
Thanh phé Ho Chi Minh s6 119/DHYD-HPDD ngay 14 thang 2 nam 2020, thoa
cac tiéu chi chon mau.
Bwdc 2: Thu thap thong tin
Tién ciru: Sau khi bénh nhan dong y tham gia nghién ciu, bénh nhan ky tén vao
ban ddng thuan tham gia nghién ctu, tién hanh thu thap cac théng tin theo BANC
tir HSBA hay kham 1am sang tryc tiép.
Hoi cru: Kiém tra thong tin luu trir trong HSBA, mau huyét thanh, phiéu dong
thuan da ky trong nghién ctru trude d6 va dién théng tin vao BANC.
Buwéc 3: Quy trinh ldy miu mau va tach chiét DNA
Tién ciu: Lay mau bénh nhan: Bénh nhan duoc ngdi nghi 15-20 phdt, giai thich
cho bénh nhan trudc khi lay mau dé bénh nhan hop tac, lay méau bang duong tinh
mach, 1y khoang 4 mL méu, cho vao dng nghiém c6 chat chéng dong EDTA, lic
déu nhe nhang, sau d6 mau mau duoc gai ngay dén Trung tdm Y sinh hoc phan tir
Pai Hoc Y Dugc Thanh phd H6 Chi Minh dé chiét tach DNA, luu trit mau DNA
da chiét tach va chuan bi cho phan tich giai trinh ty gen tim dot bién.
Héi ciru: Cac mau DNA duoc chiét tAch tir nghién ctru trudc va luu trix tai nhiét
d6 -80°C s& duoc lay ra kiém tra va chuan bi cho phan tich giai trinh ty gen tim
dot bién.
Bud6c 4: Phén tich dot bién gen

Thuc hién phan tich cac dot bién trén ving gen pre-S/S bang giai trinh ty

Sanger la tiéu chuan vang duoc sir dung trong phat hién dot bién gen.
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Buwéc 5: Nhap liéu

Nhap liéu tir BANC thu thap tién ctu va hoi ciru vao phan mém Excel 2010
va ma hda s6 liéu chuan bi cho phan tich két qua.
Buwéc 6: Phan tich sé liéu theo muc tiéu nghién céu

Sau khi dit liéu duoc nhap bang phan mém Excel 2010 s& tién hanh phan
tich bang phan mém SPSS 25.

Muc tiéu 1: Xac dinh dot bién gen cua pre-S/S.

Muc tiéu 2: Xac dinh lién quan gitta d6t bién gen cua pre-S/S véi HCC.
2.8. Phwong phap phan tich sé liéu

Nghién ctru sir dung phan mém SPSS 25 dé phan tich sé liéu.

Do6i vai cac bién sé lién tuc nhu tudi, HBV DNA, luong HBsAg,... duoc
tinh toan va biéu dién bang: (i) biéu dién gia tri trung binh va do léch chuan néu
két qua cd phan phéi chuan, sir dung phép kiém t-test dé so sanh gitra 2 nhom; (ii)
biéu dién bang trung vi, khoang ti phan vi cho bién dinh luong ¢ phan phéi khéng
chuan, sir dung phép kiém Man-Whitnney U (so sanh 2 nhém) hay Kruskal Wallis
(so sanh 3 nhom trg 1én) dé so sanh giira cac nhom.

Déi vai céc bién s6 phan nhdm nhu tudi, gidi, kiéu gen, dot bién ving pre-
S/S duoc trinh bay bang ty 1é %, phuong phap kiém dinh 1a Chi binh phwong hoac
Fisher. Méi lién quan gitra mdi yéu té nguy co va bénh duoc phan tich bang ty sé
odds (odds ratio, OR) va khoang tin cay 95%. Ty s odds dugc udc tinh tir md
hinh hoi quy logistic. Mirc ¢6 ¥ nghia duoc xac nhan khi p <0,05.

Phan tich hdi quy da bién dé xac dinh mac d6 lién quan that su caa cac dot
bién va cac yéu t6 ngoai dot bién vai cac bién sé ¢ p<0,2. Mt ¢ ¥ nghia dugc
xac nhan khi p <0,05.

2.9. Pao dwc trong nghién cau

Nghién ctru di thong qua Hoi dong dao dirc trong nghién ciru y sinh hoc.

Bénh nhan duoc giai thich théng tin vé nghién ciu (muc dich, loi ich va bat
loi khi tham gia nghién ctu) va ky ddng thuan tu nguyén tham gia nghién cuu,
bénh nhan cé thé dé nghi rat khoi nghién ciru ma khong anh hudong dén quy trinh

theo ddi va diéu tri chung.
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Nhitng théng tin c4 nhin nhu tén, nim sinh, sé dién thoai lién lac, dia
chi....dwgc bao mat, khong cong khai, chi st dung khi can lién lac vai bénh nhan
hoic than nhan dé thu thap nhiing thong tin lién quan dén nghién ctu .

Viéc nghién ciru khdng 1am anh huéng dén tinh hinh bénh caa nguoi tham
gia vao nghién ciru, khong lam cham tré cho viéc kham, chan doan, diéu tri va theo
ddi bénh nhan.

Chi phi xét nghiém xéac dinh kiéu gen va dot bién ving pre-S/S, dinh luong
HBV DNA va HBsAg ¢ mét s6 bénh nhan thiéu dit liéu do nghién ciu chi tra tir
ngudn Qu¥ nghién ciru khoa hoc cua Pai hoc Y Duoc Thanh phd H6 Chi Minh.

Nghién ctu da thong qua Hoi ddng dao duc trong nghién ctu y sinh hoc
ctia Pai hoc Y Dugc Thanh phé Ho Chi Minh s6 326/DHYD-HPPP ngay 10 thang
6 nam 2019.



So @6 thuc hién nghién cieu

Chon bénh di tiéu chuan
vao nghién ciru

Tién ciu 2019- 2021
Bénh nhan dén phong kham Viém
gan BV DPHYD TP. Ho Chi Minh
(n=88)

A 4

Héi cieu
Chon bénh nhan tir HSBA luu trir tur
giai doan nghién ctru trude do6
2013-2016 (n=212)

Giai thich myc tiéu nghién ctru va
thu thap dong thuan

\4

v

Kiém tra thong tin luu trit trong
HSBA va mau huyét thanh

Thu thap céc bién s6 (tir hd so bénh
an hay khadm 1am sang truc tiép) vao
b6 cdng cu thu thap so liéu.
Pic diém x4 hoi hoc, tién sir bénh,
lIam sang, can Iam sang

\4

bién thdng tin vao BANC.
Pic diém x4 hoi hoc, tién sir bénh,
lam sang, can l1am sang

v

Thu thap va luu mau huyét thanh,
phan tich mau: HBV DNA, HBsAg
dinh lwong, kiéu gen, HBeAg, dong

hién dién HBsAg va anti-HBs.

Thuc hién giai trinh tu tim cac dot

bién gen pre-S/S

A 4

v

Céc mau huyét thanh da luu trit tir
trugc: ghi nhan céac két qua HBV
DNA, HBsAg dinh lugng, kiéu gen,
HBeAg, dong hién dién HBsAg va
anti-HBs.

Thuc hién giai trinh tu tim cac dot
bién gen pre-S/S

v

Nhap liéu vao phan mém Excel

Phan tich két qua bang phan mém
SPSS va viét ban luan

So d6 3.2. So dd thuc hién nghién cieu




So d6 phan tich trong nghién ciu

BIEN SO PQC LAP 1

Tudi, gidi, xo gan, HBV DNA,
HBsAg dinh luong, kiéu gen,
HBeAg, d6ng hién dién HBsAg
va anti-HBs.

Bénh nhan dang trong dot bung
phat viém gan B man, thoi
quen hat thude, thoi gian biét
nhiém vi rat viém gan B

56

A

BIEN SO PQC LAP 2
Dot bién vung gen pre-S/S

\4

BIEN SO PHU THUQC
HCC

So d6 3.3. So @6 phan tich trong nghién ciu
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CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU
Trong thoi gian tir thang 5/2019 dén thang 6/2021, c6 300 bénh nhan du
tiéu chuan duoc chon vao nghién ciu, trong d6 hdi ctu 1a 212 mau va tién cau 13
88 mau.
3.1. Pic diém chung cia dan sé nghién cieu
3.1.1. Pic diém dan sé x& hai
Bang 3.1: Dic diém dan sé xa hoi (n=300)

Pic diém Tén s6 (n) Ty 18 (%)

Gi6i tinh

Nam 210 70

Nir 90 30
Nhém tudi

<40 127 42,3

>40 173 57,7
BMI

Thap giy 29 9,7

Binh thuong 166 55,3

Thira can 60 20

Béo phi 45 15
Ho6n nhan

Poc than 39 13

C6 gia dinh 260 86,7

Goa 1 0,3
Nghé nghiép

Cong viéc on dinh 85 28.3

Cong viéc khong 6n dinh 156 52

That nghiép 59 19,7
Dia chi

TP. H6 Chi Minh 65 21,7

Tinh khac 235 78,3

Tuoi trung vi 1a 42 (32-53), nhdm >40 tudi chiém ty Ié cao hon (57,7%) va
nam chiém 70%. Vé BMI, c6 téi 35% bénh nhan thira can, béo phi va 9,7% bénh
nhan thap gay. C6 86,7% bénh nhan c6 gia dinh, 52% cong viéc khdng 6n dinh va
78,3% bénh nhan séng ¢ ngoai TP. H5 Chi Minh.
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3.1.2. Pic diém tién cin

Bang 3.2: Bic diém tién can vé thoi quen (n=300)

Pic diém Tén s6 (n) Ty 18 (%)

Hut thudc 14

C6o 53 17,7

Khong 247 82,3
Ubng rwou bia

Nhiéu 48 16

ft 61 20,3

Khéng 191 63,7

Phan 16n bénh nhan khdng hat thuéc 14 chiém ty 16 82,3% va it hoic khong
udng ruou bia cd ty 1& lan luot 1 20,3% va 63,7%.

Bang 3.3: Pic diém tién can lay nhidm va tién can gia dinh (n=300)

Pic diém Tan s6 (n) Ty 18 (%)
Ngudn ldy viém gan B
Mg sang con 31 10,3
Tinh duc 4 1,3
Khong 16 265 88,3
Bénh nhan c6 tién ciin gia dinh mic cac bénh 1y vé gan
Co 96 32
Khong 204 68
Ngudi trong gia dinh mic bénh 1y vé gan
Anh/em 31 10,3
Ba/me 31 10,3
Vo/chong 6 2
Con 13 43
Anh/em va ba/me 8 2,7
Bénh ly gan trong gia dinh gia dinh
Viém gan B 66 22
Xo gan 10 3,3
HCC 12 4
Viém gan B va xo gan 7 2,3
Viém gan B va HCC 8 2,7
Thoi gian biét nhiém vi rat Trung binh £ d9 léch chuén

viém gan B man tinh 10,9 £+ 3,67
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Hau hét bénh nhan déu khong ré ngudn lay cua vi rit viem gan B (88,3%),
chi c6 10,3% la tir me sang con va 1,3% la do quan hé tinh duc. V& tién can bénh
ly gan ¢ nguoi than trong gia dinh 6 32% bénh nhan dugc ghi nhan c6 nguoi than
méc bénh. Trong sb ngudi than mic bénh, chiém da sb 1a ba/me va anh/em Vi
10,3%. Ty Ié ngudi than c6 xo gan va HCC thap dudi 5%. Thoi gian biét nhidm vi
rat viém gan B man trung binh la 10,9 £ 3,67 nam.

3.1.3. Pic diém 1am sang

Bang 3.4: Bic diém 1am sang (n=300)

Pic diém Tan s6 (n) TS 18 (%)

Dot bung phat viém gan vi rat B

Co 95 31,7

Khoéng 205 68,3
HCC

Co 62 20,7

Khoéng 238 79,3
Xo gan

Co 69 23

Khong 231 77

C6 31,7% bénh nhan bung phéat viém gan vi rat B. C6 20,7% bénh nhéan bi
ung thu biéu mo té bao gan va 23% bi xo gan.
3.1.4. Pic diém can 1am sang

Bang 3.5: Pic diém lién quan véi vi rat viém gan B (n=300)

Pic diém cia HBV Tansé (n) Ty 1é (%)
am 139 46,3
HBeAg
duong 161 53,7
HBYV DNA (log copies/mL) <5 63 21
Trung vi (IQR)= 6,63 (5,17-7,81) 5-8 168 56

> 8 69 23
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B 169 56,3

Kiéu gen C 122 40,7
BvaC 9 3,0

Nong d6 HBsAg (log 1U/mL) (n=261) <3 74 24,7

Trung vi (IQR): 3,39 (2,96-4,06) >3 187 62,3
Dbong hién dién HBsAg va anti-HBs Co 48 18
(n=267) Khéng 219 82

C6 53,7% bénh nhan c6 HBeAg duong, kiéu gen B chiém 56,3%, HBV
DNA tir 5-8 log copies/mL chiém da sd (56%). Trong 261 ca c6 thuc hién do
HBsAg dinh luong, 62,4% bénh nhan c6 HBsAg dinh lugng > 3 log 1U/mL. Vi
267 trudng hop bénh nhan co thuc hién dong thoi xét nghiém HBsAg va anti-HBs,
ty 1é ddng hién HBsAg va anti-HBs 1a 18%.
Bang 3.6: C4c chi s6 xét nghiém méu (n=300)

Pic diém Trung vi Khoang 25% va 75%  Gia tri trung binh
AST (<40 U/L) 73 40,5 166 179 £330
ALT (<40 U/L) 83 35 176 201 £399
GGT (<40 U/L) 82 36 182,5 142 +£ 152
Bilirubin toan phan
(umol/L) 209 126,5 323,5 225+ 120
INR 1,11 1 1,24 1,17 +0,37
AFP (ng/mL) 34 20 64,5 150 + 87
Tiéu cau (K/mm?) 159,5 122 211 169 + 69,8
Albumin (g/L) 39 35 41 379+5

Céc chi sd xét nghiém chuic ning gan déu cao hon ngudng binh thuong

ngoai trir chi s6 xét nghiém albumin nam trong giéi han binh thuodng.
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3.2. M0 ta cac diic diém dét bién trén gen pre-S/S

Trong nghién cuu nay, chdng toi thu thap duoc 300 nguoi tham gia vao
nghién ctu (62 bénh nhan viém gan vi rdt B man ¢c6 HCC va 238 nhiém HBV man
khéng c6 HCC). Khi chung tdi phan tich giai trinh tu gen vung pre-S1 c6 286
treong hop thanh céng (58 bénh nhan HCC va 228 nguoi khéng HCC), 284 truong
hop giai trinh tu gen vung pre-S2 thanh céng (57 bénh nhan HCC va 227 nguoi
khéng HCC) va 297 trudong hop giai trinh tuy gen vung S thanh céng (59 bénh nhan
HCC va 238 nguoi khéng HCC).
3.2.1. Pic diém dot bién trén vang pre-S

Bang 3.7: Pac diém phan bb dot bién ving pre-S1 va pre-S2

pre-S1 (aa 1-119) ., pre-S2 (aa 120-174) .,
Tan so (%) Tan so (%)
(n= 286) (n=284)
Pot bién diém

G2R 1(0,3) M120V/I | 30 (10,6)

WA4P/RIY 13 (4,5) Q121R/K | 15(5,3)

S5L/T 7(2,4) WI122R | 3(L1)

S6A 3(1,0) N123T/K | 3(1,1)

K7N 1(0,3) S124T | 10(35)
P8T 1(0,3) T125S/N/P | 82 (28,9)

QI10K/H/R 46 (16,1) T126N/I/A | 4(1,4)

T14l 1(0,3) H128L | 4(1,4)

S17F/A 4 (1,4) Q129K | 1(0.4)

P19S 1(0,3) A130T/N | 12(4,2)

F25L 1(0,3) L/Q132I/H | 6(2.1)

D27G/S 38 (13,3) D133N 1(0,4)

131T 1(0,3) P134H/T | 2(0,7)

P32L 3(1,0) R135K | 2(0,7)

A33F/L 2(0,7) V136A | 1(04)

F34Y 1(0,3) R137K/Q | 5(1,8)
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G35R/K 24 (8,4) A138D | 2(0,7)
S38T 2(0,7) L139Q/P | 2(0,7)
N/E39K/G/DIA 12 (4,2) Y140S/N/H/FIC | 9(3,2)
N4OY/T 2(0,7) F141V/L/1 | 33(11,6)
P41Q 1(0,3) A143V | 1(04)
D42N 1(0,3) S146F | 2(0,7)
D44H/N 3(1,0) S147G | 2(0,7)
L45R/F 10 (3,5) S148L | 4(1,4)
H48Y/N 39 (13,6) G149E/K | 10(35)
D50N/E 2(0,7) 1150T | 124 (43,7)
N/H51Y/T/SIQ/P 83 (29,0) V151A | 5(18)
E/D54A/N 68 (23,1) S152N |  1(0,4)
AB5S 1(0,3) P153L | 1(04)
I/N56H/W 71 (24,8) Q155P/H | 3(11)
K57Q/K 69 (24,1) N156T/I/S | 8(2,8)
G59A 1(0,3) T157S | 2(0,7)
AB0V 70 (24,5) V158A | 97 (34,2)
D/A62S/T 69 (24,1) A160T/P | 5(18)
P65T 2(0,7) 1161T/L | 4(14)
F67V/L 2(0,7) T1641/D/S | 18 (6,3)
V68T/S/I 132 (46,2) F165S/L | 19(6,7)
P70S 2(0,7) S166A/L | 6(21)
G73S/IN 65 (22,7) K167T | 14 (4,9)
L74M/V 7(2,4) T1681 | 4(1,4)
L75V/M 5(1,7) VI7T2A | 3(1,1)
W77R/G 5(1,7) P173Q/L | 9(3,2)
S78N 3(1,0) N174S/K | 2(0,7)
Q80L/H 3(1,0)
ABLT 6(2,1)
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Q82L 1(0,3)
184V/M/L 24 (8,4)
L851/H/F 4(1,4)

T86A/S 8(2.8)
T/NS7S/P 136 (47,6)
V88I/MI/L 6(2,1)

P8IR 1(0,3)
A90T/S/G 6(2,1)
A9LT/P 8(2,8)
P92L 1(0,3)
PO4T/S 5(17)
VI5A 67 (23,4)

TO7I/A 4(1,4)

NO8T/K/I 4 (1,4)
S101T/L 2(0,7)
G102R/K 3(1,0)
R103T 1(0,3)
Q104R/K 4 (1,4)
L.108V/I 5(17)
S109T 14 (4,9)
R113T 1(0,3)
D114E 2(0,7)
T115S/C 7(2,4)
Q118L 1(0,3)
A119V 1(0,3)

Mat doan pre-S1 61 (21,3) Mat doan pre-S2 43 (15,1)

Dot bién ving chire ning (>1 diém dgt bién)

NTCP (aa2-48)

136 (47,6)

Hsc70 (aa74-118)

201 (70,3)
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S promoter (aa 66-
111)

NBS (aa 103-127) 130 (45,5)

T cell epitope (aa
21-30, 52-67)

B cell epitope (aal2-
47,72-78, 94-117)

205 (71,7)

90 (31,5)

121 (42,3)

Nghién ctru phét hién thanh cong dot bién ¢ 286 ca véi ving pre-S1 va 284
ca voi viing pre-S2. Trong d6, ving pre-S1 ¢6 70/119 vj tri axit amin c6 dot bién sai
nghia (58,8% c6 thay thé axit amin khac), 2 vi tri axit amin c6 dot bién vai ty I cao
nhét (> 30%) 12 vi tri 68 va 87 (dot bién VV68T/S/I 46,2%, dot bién T/NS7S/P 47,6%).
Va viing pre-S2 c6 43/55 vi tri axit amin bi thay thé (78,1%), vi tri 150 c6 ty 18 bi thay
thé cao nhat (dot bién 1150T 43,7%).

21,3% c6 dot bién mat doan ving pre-S1, 15,1% c6 dot bién mat doan ving
pre-S2. Xét trén cac doan gen thudc cac viing chirc ning cua pre-Si, ty 1é c6 thay thé
axit amin cua cac ving nay chiém tir 30% dén 70%; thap nhat 1a ty 1& co dot bién trén
ving T cell epitope (31,5%) va B cell epitope (42,3%). Dot bién ving S promoter
(71,7%) va HSP (70,3%) chiém ty Ié cao nhét.

3.2.2. Pic diém dot bién trén ving gen S

Bang 3.8: Pic diém phan b dot bién ving gen S

S (aa 1-227) (n=297) | Tan sb (%) Tan so (%)

Dot bién diém

E2G 1(0,3) L109I/PIQ | 6(2,0)
N3S 1(0,3) 1110L/Q 12 (4,0)
T4l 1(0,3) R112K 1(0,3)
A5T/S | 15(5,1) T113N 1(0,3)
G7K 2(0,7) S114T/IPIA | 8(27)

F8P 1(0,3) T115N 1(0,3)
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LoP 3(1,0) T116N 1(0,3)
G10R 3(1,0) T118M 1(0,3)
P11H 1(0,3) P120S/T 22 (7,4)
L12R 1(0,3) R122K 27 (9,1)

L13PV | 2(0,7) T123AN 4(1,3)
VI4AIGIQ |  28(9,4) 1126T/N/S | 60 (20,2)
L15S 4(1,3) P127T/IAIS | 15(5,1)
Q16P 2(0,7) AL128V 2(0,7)
ALTE 2(0,7) | QL29R/N/IL/H | 5(1,7)
G18R 2(0,7) G130R 1(0,3)
F19S 1(0,3) T131N/S 12 (4,0)
F20S 7(2,4) S132P 2(0,7)
L21S | 86(29,0) | M133T/SIL/I | 23(7,7)
L22W 1(0,3) F134Y/VIL/Il | 6(2,0)
R2K | 4(13) S136F 1(0,3)
I25VIA | 5(17) T1401 8 (2,7)
L26P 1(0,3) T143M 3(1,0)
T27I 2(0,7) D144E/A 2(0,7)

128T 1(0,3) G145R/A 6 (2,0)

P29L 3(1,0) N147S 1(0,3)

Q30R/K 6 (2,0) 1150T 2(0,7)
S31R 1(0,3) P151H 1(0,3)
L32P 1(0,3) W156L 3(1,0)
D33G 2(0,7) AL59V 11 (3,7)
S34L 1(0,3) R160K 7(2,4)
W35STOP 1(0,3) Y161F/S 28 (9,4)
N4OS/K | 26 (8,8) F162Y 1(0,3)
F41S 3(1,0) Y163F 2(0,7)
L42P/R | 10 (3,4) E164G 2(0,7)
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G43K 1(0,3) AL66V/G 6 (2,0)
G44EN | 49 (16,5) S167L 2(0,7)
AMSTIGN | 8(27) V168A 2(0,7)
PAGHIL | 4(13) F170S 1(0,3)
T4TAENIK | 26 (8,8) W172C 1(0,3)
C48S 2(0,7) L173P 3(1,0)
PIL4OR/H | 16 (54) S174N 4(1,3)
Q51L 2(0,7) L175S 1(0,3)
S53L | 100 (33,7) V1771 2(0,7)
Q56P 3(1,0) F179S 1(0,3)
57T 1(0,3) V180A 2(0,7)
S59N 1(0,3) W182STOP | 1(0,3)
S61L | 10 (34) AL84VIG | 112(37,7)
P62Q/L | 25(8,4) L186H 2(0,7)
C64Y 2(0,7) T189I 16 (5,4)
P67Q 7(2,4) V190A 4(1,3)
168T | 11 (3,7) S193L 5(1,7)
Y72C 1(0,3) 1195T 1(0,3)
R73H 1(0,3) M198l 53 (17,8)
W74S/L 7(24) | WI9L/STOP| 4(1,3)
M75T 1(0,3) Y200F/W | 19 (6,4)
C76Y/TW | 31(10,9) P203R 10 (3,5)
L77R 9(3,0) S204R/N 28 (9,8)
R79H 3(1,0) L205V 1(0,4)
F80S 1(0,3) Y206H/FIC | 6(2)
F83S/C 3(1,0) N207S 3(L1)
C85Y/F 3(1,0) 1208T/S 15 (5,3)
L8sP 3(1,0) L209V/SIG | 5(18)
L89P 1(0,3) S210K/N/R | 105 (35,4)
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192T 4(1,3) P211R 1(0,4)
F93S/C 7(2,4) F212Y/LIC 5(1,8)
L95W 7(2,4) L2131/M 21 (7,4)
VI96G 2(0,7) L215P 1(0,4)
L98V 4(1,3) L216STOP/Y | 5(1,8)
Y100C/F 13 (4,4) P217S/L 2(0,7)
Q101K/H/R 18 (6,1) 1218L 1(0,4)
Q102R 1(0,3) F220Y/L/C 8(2,8)
M103T 2(0,7) C221YIR 14 (4,7)
L104W 1(0,3) L222P 1(0,3)
P108H 1(0,3) V224A 30(10,1)
Cé dot bién vang (>1 diém dét bién)
MHR (aa 100-169) 184 (62,0)
Pre a (aa100-119) 59 (19,9)
Vung a (aa 124-148) | 112 (37,7)
Post a (aa 149-169) 60 (20,2)
HLA-I (aa 87-98, 186- 50 (16,8)
197, 215-223)
HLA-II (aa97-106, 171- | 148 (49,8)
179, 206-215)

Giai trinh tu thanh cong phat hién dot bién & 297 ca ving gen S ¢6 152/227
vi tri axit amin bi thay thé (66,9%). Phan lon dot bién (126/152) chi hién dién véi ty
& thap <5%. Cac diém dot bién kha pho bién vai ty 1é > 30% gom S53L (33,7%),
A184V/G (37,7%), S210K/N/R (35,4%).

Ty 1& c6 dot bién & cac ving chirc nang cua gen S thay doi tir 16,8% (viing
HLA-I), xap xi 20% (dot bién trén viing pre a va Post a), dén 37,7% (trén ving a), gan
50% (ving HLA-II) va cao nhét 1a ving MHR (62%).
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3.3. Phan bé ddt bién gen pre-S1/pre-S2/S theo cac diic diém bénh nhan
Bang 3.9: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo nhém tudi

Dot bién diém Nhém tudi, n (%) p
<40 >40
Vung pre-S1 n=120 n=166
L74M/V 0 7(4,2)
VI95A 36 (30,0) 31 (18,7) 0,032
Vung pre-S2 n=119 n=165
T125S/N/P 44 (36,9) 38 (23,0) 0,015
F141V/L/1 8 (6,7) 25 (15,1) 0,026
S148L 4 3.4) 0
Vung S n=125 n=172
AST/S 0 15 (8,7)
L21S 25 (20) 61 (35,5) 0,003
R24K 4 3,2) 0
G44E/V 0 7 (4,1)
C76Y/T/W 8 (6,4) 25 (14,5) 0,026
M10L/Q 1 (0,8) 11 (6,4) 0,015
R122K 5(4) 22 (12,8) 0,009
Y161F/S 6 (4,8) 22 (12,8) 0,019
M198I 29 (23,2) 24 (13,9) 0,044
Y200F/W 2 (1,6) 17 (9,8) 0,004
P203R 1 (0,8) 11 (6,4) 0,015
1208T/S 3(24) 14 (8,1) 0,034
L213I/M 5(4) 18 (10,4) 0,037
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Ving chite ning (co dot bién)
MHR 60 (48) 124 (72,1) <0,001
Post a 18 (14.,4) 42 (24,4) 0,031
HLA-I 12 (9,6) 38 (22,1) 0,004

Ty 1é % theo cot, * Chi binh phuong test, © Fisher exact test

Dot bién L74M/V & ving pre-S1 ¢6 ty & cao hon & nhdm >40 tudi SO V4i
nhém <40 tudi. Dot bién T125S/N/P, S148L & vung pre-S2 c6 ty 1é cao hon & nhém
<40 tudi, F141V/L/1 ¢6 ty I¢ cao hon & nhdm >40 tudi. Mot s6 dot bién sai nghia
& gen S duoc ghi nhan c6 ty 1é cao hon ¢ nhém >40 tudi, tuy nhién R24K, M198I
cd ty 1é cao hon & nhdm <40 tudi. Pt bién MHR, viing Post a, HLA-I ¢6 ty Ié cao
hon & nhém >40 tudi so véi nhdm <40 tudi (p<0,05).
Bang 3.10: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo gidi

, . Gi6i tinh, n (%)
Dot bieén diém p?
nir (n=90) nam (n=210)
Vung pre-S1 n =386 n =200
S17F/A 4 (4,7) 0
Vung pre-S2 n=_85 n=199
A130T/N 7 (8,2) 5(2.,5) 0,048°
Vung S n=389 n =208
R122K 3(3.3) 24 (11,5) 0,025
1126 T/N/S 2(2,2) 56 (26,9) <0,001
Y200F/W 1 (1,1) 18 (8,6) 0,015
N207S 3@3,3) 0

Ty 1é % theo cot, “ Chi binh phurong test, © Fisher exact test

Dot bién S17F/A ving pre-S1, A130T/N viing pre-S2 & nit ¢6 ty 1é cao hon
& nam. Ty 1é dot bién R122K, 1126 T/N/S, Y200F/W, N207S ving S ¢ nam cao hon
& nir (p<0,05).
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Bang 3.11: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo tinh trang xo gan

, 3 Xo gan, n (%)
Dot bieén diém p?
khong (n=231) c6 (n=69)
Vung pre-S1 n=217 n=69
L74M/V 7(3,2) 0
L108V/I 1 (0,5) 4 (5,8) 0,011°
Vung pre-S2 n=217 n=67
F141V/L/1 19 (8,8) 14 (20,9) 0,005
Vung S n=229 n=68
V14A/G/Q 13 (5,7) 15 (22,1) <0,001
SS3L 92 (40,2) 13 (19,1) 0,001
P120S/T 12 (5,2) 10 (14,7) 0,009
A159V 4 (1,7) 7 (10,3) 0,004°
Y161F/S 15 (6,5) 13 (19,1) 0,002
S204R/N 17 (7,4) 12 (17,6) 0,013
V224A 18 (7,8) 12 (17,6) 0,02
Vung chire niing (c6 dot bién)
Post a 37 (16,1) 23 (33,8) 0,002
HLA-I 32 (14) 18 (26.5) 0,017

Ty 1é % theo cot, “ Chi binh phuong test,  Fisher exact test
Da sb dot bién ty 18 cao hon cd ¥ nghia & nhdm bénh nhan xo gan o V4i
nhom khong c6 xo gan. Trong khi dot bién sai nghia & viing Post a va viing HLA-

| cO ty 1€ cao hon & nhém xo gan (p<0,05).
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Bang 3.12: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo tinh trang HBeAg

Dot bién diém HBeAg, n (%) p?
am (n=139) dwong (n=161)
Vung pre-S1 n=131 n=155
D27G/S 11 (8,4) 27 (17,4) 0,021
N/E39K/G/D/A 10 (7,6) 2 (1,3) 0,009
K57Q 22 (16,8) 45 (29) 0,028
V68T/S/T 73 (55,7) 59 (38,1) 0,006
G73S/N 22 (16,8) 43 (27,7) 0,023
L74M/V 7(5,3) 0
A81T 6 (4,6) 0
T/N87S/P 76 (58) 60 (38,7) 0,003
L108V/I 5@3,8) 0
S109T 11 (8,4) 3(1,9) 0,013
Vung pre-S2 n=129 n=155
T125S/N/P 25(19,4) 57 (36,8) 0,001
T126N/I/A 4 (3,1) 0
H128L 4(3,1) 0
1150T 66 (51,2) 58 (37,4) 0,044
V158A 30 (23,3) 67 (43,2) <0,001
K167T 11 (8,5) 3(1,9) 0,013
Vung S n=138 n=159
V14A/G/Q 18 (13) 10 (6,2) 0,045
L21S 49 (35,5) 37 (23,3) 0,019
N40S/K 18 (13) 8(5) 0,014
G44E/V 33 (23,9) 16 (10,1) 0,001
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A45T/G/V 7 (5,1) 1 (0,6) 0,027
SS3L 36 (26,1) 69 (43.4) 0,002
P62Q/L 6 (4,3) 19 (11,9) 0,019
Y100C/F 2(1,4) 11 (6,8) 0,022
P120S/T 15 (10,9) 7(4,3) 0,033
Al184V/G 41 (29,7) 71 (44,6) 0,009
S193L 5(@3,6) 0
S204R/N 19 (13,8) 10 (6,2) 0,029
S210K/N/R 40 (29) 68 (42,7) 0,015
Vung chite ning (c6 dot bién)
HLA-I 107 (77,5) 143 (89,9) 0,006

Ty 1é % theo cot, “ Chi binh phuong test, ° Fisher exact test

Bang 3.12 ghi nhan mot s6 dot bién sai nghia ving pre-S1, pre-S2, S, va
ving chic nang HLA-I ¢c6 ty 1é khac nhau giitra 2 nhém nhiém vi rat viém gan B
man HBeAg duong va HBeAg am (p<0,05). Mot s6 vi tri dot bién lién quan voi
HBeAg 4m nhu N/E39, V68, T/NS7 trén pre-S1, I/K167 trén pre-S2 va phan 16n
dot bién trén ving S (ngoai trir P62, Y100, A184, S193, S210).

Bang 3.13: Phan b dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo kiéu gen cua HBV

Pot bién diém Kiéu gen, n (%) p
B (n=169) C (n=122)
Vung pre-S1 n=163 n=118
D27G/S 2(1,2) 36 (30,5) <0,001
G35R/K 3(1,8) 21 (17,8) <0,001
N/E39K/G/D/A 11 (6,7) 0

H48Y/N 33 (20,2) 4 (3,4) <0,001
N/H51Y/T/S/Q/P 21 (12,8) 61 (51,2) <0,001
E/D54A/N 9 (5,5) 58 (49,1) <0,001
I/N56H/W 5(3,1) 65 (55,1) <0,001
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A60V 4(2,4) 65 (55,1) <0,001
A/D62S/T 6 (3,6) 62 (52,5) <0,001
V68T/S/1 122 (74,8) 8 (6,8) <0,001
G73S/N 5@3.,1) 59 (50) <0,001
T/N87S/P 122 (74,8) 12 (10,2) <0,001
VI95A 3(1,8) 63 (53.4) <0,001
Vung pre-S2 n=164 n=115
T125S/N/P 13 (7,9) 69 (60,0) <0,001
T126N/I/A 3(1,8) 0
H128L 4(2,4) 0
A130T/N 2(1,2) 9(7,8) 0,009
1150T 111 (67,7) 11 (9,5) <0,001
V158A 21 (12,8) 76 (66,1) <0,001
K167T 12 (7,2) 1 (0,8) <0,001
Vung S n=169 n=119
AST/S 14 (8,3) 1 (0,8) 0,015
V14A/G/Q 23 (13,6) 4 (3,3) 0,006
L21S 78 (46,2) 6 (5,0) <0,001
R24K 0 3(2,5)
G44E/V 36 (21,3) 11 (9,2) 0,018
T47A/E/V/K 3(1,8) 21 (17,6) <0,001
Y100C/F 3(1,8) 10 (8,4) 0,036
P120S/T 22 (13,0) 0
1126 T/N/S 4(2,4) 55 (46,2) <0,001
Y161F/S 26 (15,4) 1 (0,8) <0,001
Al184V/G 6 (3,6) 105 (88,2) <0,001
M198I 49 (29,0) 3(2,9) <0,001
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1208T/S 16 (9,5) 1 (0,8) 0,004
S210K/N/R 8 (4,7) 99 (83,2) <0,001
V224A 25 (14,8) 54.,2) 0,007

Ty 1é % theo cot, * Chi binh phuong test, ° Fisher exact test

Bang 3.13 ghi nhan mot s6 dot bién sai nghia ving pre-S1, pre-S2 va S ¢6

ty 1¢ khéc nhau giira 2 nhom kiéu gen B va C. Cac dot bién trén gen S tap trung &

kiéu gen B va nguoc lai cac dot bién trén gen pre-S1 va pre-S2 tap trung ¢ kiéu

gen C (p<0,05).

Bang 3.14: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo tai lugng HBV DNA

) i HBYV DNA (log copies/mL), n (%)
Dot bieén diém - 58 >3 p?
Vung pre-S1 n=57 n=162 n=67
H48Y/N 4 (7,0) 20 (12,3) 15 (22.4) 0,026
V68T/S/I | 22 (38,6) 74 (45,7) 36 (53,7) 0,137
T/N87S/P | 25 (43,8) 73 (45) 38 (56,7) 0,176
Vung S n=60 n=168 n=69
AST/S 0 14 (8,3) 1(1,5)
1126T/N/S 11 (18,3) 42 (25,0) 7(10,1) 0,029

Ty 1é % theo cét, “ Chi binh phuong test,  Fisher exact test

Bang 3.14 ghi nhan mot s6 dot bién sai nghia viing pre-S1 va S cé ty 18 khac
nhau. Dot bién H48Y/N ving pre-S1 ting khi tai lwong HBV DNA ting va mdi
lién hé nay c6 y nghia théng ké véi p=0,026. Dot bién V6ST/S/I va T/N87S/P ciing

c6 két qua twong tu, tuy nhién sy khéc biét chua c6 y nghia thong ke.

Dot bién 1126 T/N/S tai viing gen S c6 ty Ié khac nhau giita 3 nhom tai luong
HBV DNA va su khac biét nay c6 y nghia théng ké véi p=0,029. Dot bién A5T/S

vung S chi ghi nhan & nhitng bénh nhén co tai lwuong HBV DNA tir 5 log copies/mL

tro lén.




Bang 3.15: Phan bd dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo HBsAg dinh lugng

HBsAg dinh lwgng (log IU/mL), n (%)

Dot bién diém 3 3 p?

Vung pre-S1 n=69 n=179
S17F/A 0 3(1,7)

AS81T 4 (5,8) 1 (0,6) 0,024
Vung pre-S2 n=68 n=178

H128L 34,4 1 (0,6) 0,07
Vung S n=73 n=186

L21S 30 (41,1) 48 (25,8) 0,018

M133T/S/L/1 10 (13,7) 11 (5,9) 0,041
Al159V 0 6 (3,2)

Y161F/S 11 (15,1) 13 (7,0) 0,046

P203R 5 (6,8) 3 (L,6) 0,044

V224A 12 (16,4) 14 (7,5) 0,034

Ty |¢é % theo cét, @ Chi binh phuong test, ® Fisher exact test

Bang 3.15 cho thay cac dot bién cha yéu & nhdm bénh nhan c6 nong do
HBsAg dinh lugng <3 log IU/mL (A8LT cua vung pre-S1, H128L cua vung pre-
S2, L21S, M133T/S/L/1, Y161F/S, P203R va V224A cta vung S).

Hai dot bién S17F/A cua ving pre-S1 va A159V cua ving S chi xuat hién

& nhom bénh nhan nhiém vi rat viém gan B man c¢6 nong d6 HBsAg dinh luong

>3 log 1U/mL.
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Bang 3.16: Phan b dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo tinh trang ddng hién dién
HBsAg va anti-HBs

Dot bién diém Pong hién dién, n (%) p?
khong (n=219) c6 (n=48)
Vung pre-S2
L139Q/P 0 2(4,2)
Vung S
T47A/E/V/IK 13 (5,9) 9 (18,8) 0,007°
T131N/S 6 (2,7) 5(10,4) 0,03°
D144E/A 0 2(4,2)
V168A 0 2 (4,2)
Ving chire niing (c6 dot bién)
Vung a 76 (34,7) 25 (52,1) 0,025
HLA-I 33 (15,1) 14 (29,2) 0,02

Ty 1é % theo cét, @ Chi binh phuwong test, ® Fisher exact test

Dot bién L139Q/P viing pre-S2, va 3 dot bién sai nghia viing gen S géom co
T47A/E/NVIK, T131N/S, D144E/A, V168A cb ty Ié cao hon & nhom co déng hién
dién. Xét theo viing chirc nang ctia gen S, dot bién viing a va ving HLA-1 ¢d ty 1é cao
hon & nhém c6 dong hién dién.
3.4. Phan bé dot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo ung thw biéu mo té bao gan
Bang 3.17: Phan bd dot bién gen pre-S/S va HCC
HCC (n=62)  Khéong HCC (n=238)

Loai dot bién

— — p
Tan so - Ty 1¢ Tan so - Ty 1¢
Ty 1¢ xuit hién ddt bién viung pre-S1 (n=286)
Co 46 (79,3) 200 (87,7) o

Khéng 12 (20,7) 28 (12,3)
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Ty 18 xuét hién dt bién vang pre-S2 (n=284)

Co 39 (68.,4) 173 (76,2)

Khong 18 (31,6) 51(23,8) 0-07
Ty 1¢ xuat hi¢n dot bién vung S (297)

Co 51(87,9) 171 (71,8)

Khong 7(12,1) 67 (28,2) 0-01
Ty 18 xuét hién dét bién mat doan (300)

Co 10 (16,1) 51(21,5)

Khong 52 (83,9) 187 (78,5) 036

Chi binh phuong test

Dot bién xay ra vai ty & cao o ca 3 ving pre-S1, pre-S2 va S trong ca hai
nhom. Dot bién ving S chiém ty 1é cao hon & nhdm HCC 1a 86,4% so va&i nhém
khong HCC la 71,8%. Dot bién ving pre-S1 va pre-S2 c6 ty 1é thap hon & nhom
HCC lan luot 12 79,3% va 68,4% so véi nhom khong HCC 14 87,7% va 76,2%. Sy
khac biét vé ty Ié xuat hién dot bién trén cac ving khac nhau cua gen S giira hai
nhom khong cé ¥ nghia thong ké. Ty 1 dot bién mat doan trong nhém HCC la
16,1%, thap hon so véi nhém khdng HCC 1a 21,5%. Chuing tdi khdng ghi nhan c6
su khac biét c6 y nghia thong ké gitra ty 18 xuat hién dot bién diém tai cac ving
gen (pre-S1, pre-S2, S) va dot bién mat doan véi HCC.

3.4.1. Dot bién gen ving pre-S1 va ung thw biéu mo té bao gan

Bang 3.18: Lién quan giira dot bién gen viing pre-S1 va HCC

HCC Khong HCC
aa Dot bién vung pre-S1 (n=58) (n=228) p
Tansd-Ty1é Tan s6- Ty 1é
4  WA4P/R/V/Y 7 (12,1) 6 (2,6) 0,006
5  S5L/T 3(5,2) 4(1,7) 0,16
48 H48N/Y/K/R 3(5,2) 36 (15,8) 0,03

62  A/D62S/T 18 (31,0) 51(22,3) 0,22
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68  V6SI/S/T 18 (31,0) 114 (50,0) 0,008°
87 N/T87P/S 20 (34,5) 116 (50,9) 0,026°
90  A90S/G/T 3(5,2) 3(1,3) 0,12
104 QI04K/R 2 (3.4) 2 (0,8) 0,19
108 1108L/V 3(5,2) 2 (0,9) 0,048

Kiém dinh Fisher
2 Kiém dinh chi binh phuong

Theo bang 3.18, cac dot bién xuat hién véi ty 16 cao ¢ ca hai nhém [a N/T87P/S
(34,5% va 50,9%), VV68I/S/T (31,0% va 50,0%), A/D62S/T (31,0% va 22,3%). Trong
khi d6, cac dot bién chiém ty ¢ thap 1a WAP/RIVIY 12,1%, H48N/Y/K/R va 1108L/V
la 5,2%. Dot bién WAP/R/VIY va 1108L/V ¢6 ty 1é cao hon c¢b ¥ nghia ¢ nhém
nhiém vi rat viem gan B man c6 HCC so v&i nhdm khéng HCC véi p lan luot 1a
0,006 va 0,048.
Bang 3.19: Lién quan giita dot bién gen tai ving chirc nang pre-S1 va HCC

HCC Khong HCC
Dot bién chire ning viing pre-S1 (n=58) (n=228) p
Tanso-Ty1¢ Tanso- Ty ¢
S promoter (aa 66-111) 35 (60,3) 170 (74,6) 0,032
T cell epitope (aa 21-30, 52-67) 17 (29,3) 73 (32) 0,59
B cell epitope (aal2-47,72-78,94-117) 22 (37,9) 99 (43,4) 0,41

Kiém dinh chi binh phuong

Ty & dot bién theo cac viing chirc ning cua pre-S1 & nhém HCC thap hon
so véi nhém khéng HCC. Hon mét nira dot bién trén ving pre-S1 & nhém HCC
nam trén ving chirc nang S promoter chiém 60,3%, thap hon cé y nghia so véi
nhom khéng HCC 1 74,6% véi p=0,032. Dot bién trén hai ving con lai 1a T cell
va B cell epitope c6 su khac biét khong dang ké gitra hai nhém véi p>0,05. Trong
d6 ty 1é nay & vung T cell epitope lan luot 1a 29,3% so véi 32% va B cell epitope
14 37,9% so vai 43,4%.
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3.4.2. Dot bién gen ving pre-S2 va ung thw biéu mo té bao gan
Bang 3.20: Lién quan gitta dot bién gen ving pre-S2 va HCC

HCC Khong HCC
aa Dot bién ving pre-S2 (n=58) (n=226) p
Tinso-Ty1¢ Tanso-Tylé
141 F141V/L/I 11 (19) 22 (9,7) 0,0432
150 1150T 17 (29,3) 107 (47,1) 0,018

Kiém dinh Fisher
*: Kiém dinh chi binh phuong

Ghi nhan duoc dot bién sai nghia F141V/L/1 & ving pre-S2 c6 ty & cao hon
& nhém nhiém HBV man c6 bién chitng HCC so véi nhdm khong ¢ HCC ty 1é
lan Tuot 12 19% va 9,7% véi p= 0,43.
3.4.3. Pot bién gen ving S va ung thw biéu mo té bao gan
Bang 3.21: Lién quan giira dot bién gen viing S va HCC (n=297)

HCC Khéng HCC
aa Dot bién ving S (n=59) (n=238) p
Tanso-Tylé Tan so- Ty 1é
20 F20S 4 (6,7) 3(1,3) 0,03
21  L21S/PIW 14 (23,7) 72 (30,3) 0,22
30  Q30K/R/STOP 3(5,1) 3(1,3) 0,1
44  G44V/E 14 (23,8) 35 (14,7) 0,142
47  T4TA/E/K/V 10 (16,9) 16 (6,7) 0,019°
53 S53L 26 (44,1) 79 (33,2) 0,22
85 C85F/Y 2 (3,4) 1 (0,4) 0,11
98 LISV 3(5,1) 1(0,4) 0,029
109 L1091/P/Q 3(5,1) 3(1,3) 0,1
120 P120S/T 8 (12,6) 14 (5,9) 0,059°
126 1126N/T/S 16 (27,1) 44 (18,5) 0,22

145 G145A/K/R 3(5,1) 3(1,3) 0,1
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HCC Khong HCC
aa Dot bién ving S (n=59) (n=238) p
Tinsé-Tylé Tansb- Ty 1é
156 WI156L 23,4 1(0,4) 0,11
173 L173P 2334 1(0,4) 0,11
174 S174N 3(5,1) 1(0,4) 0,029
184 A184V/G 29 (49,1) 83 (34,9) 0,082
190 V190A 3(5,1) 1(0,4) 0,029
203 P203R 6 (10,2) 6 (2,5) 0,02
209 L209G/S/V 3(5,1) 2 (0,8) 0,03
210 S210K/T/N/R 28 (47.5) 80 (33,6) 0,09°
212 F212C/L/Y 4 (6,7) 1(0,4) 0,007

Kiém dinh Fisher
2 Kiém dinh chi binh phuong

CAac dot bién sai nghia ving S 1am thay thé axit amin phé bién trén nhom
bénh nhan c6 HCC 1a S53L (44,1%), A184V/G (49,1%), S210K/T/N/R (47,5%),
GA4VIE (23,8%), L21S/P/W (23,7%), TATAIEIK/V (16,9%), cic dot bién con lai
chiém ty 1& thap <15%. Céc dot bién c6 méi lién quan théng ké (p<0,05) véi HCC
la F20S (6,7%): T47TA/E/KIV (16,9%); S174N (5,1%); V190A (5,1%); P203R
(10,29%); L209G/S/V (5,1%) va F212C/L/Y (6,7%). Trong d6 T47A/E/K/V chiém
ty 18 cao nhat 1a 16,9%, tiép theo 1a P203R 10,2%, cac dot bién con lai chiém tir
5,1% dén 6,7%.
Bang 3.22: Lién quan giira dot bién tai viing chirc nang gen S va HCC (n=297)

} HCC Khéng HCC
Dot bién chirc ning
(n=59) (n=238) p
vung S — —
Tanso-Tylé Tanso-Tylé
MHR (aa 100-169) 47 (79,7%) 137 (57,6%) 0,002
Pre-a (aal00-119) 11 (18,6%) 48 (20,2%) 0,46

Viing a (aa 124-148) 29 (49,1%) 83 (34,9%) 0,043
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Post a (aa 149-169) 10(16,9%)  50(21,0%) 0,32
HLA-I (2287-98,186-197,215-223) 12(202%) 38 (16,0%) 0,57
HLA-II (2297-106,171-179,206-215) 39 (66,1%) 109 (45,8%) 0,005

Kiém dinh chi binh phwong

Pa s dot bién gen viing S thudc viing chitc ning MHR (aa 100-169) chiém
ty 1€ 79,7% & nhom c6 HCC, cao hon c¢6 y nghia so véi nhém khong HCC 1a 57,6%
Vv6i p=0,002. Twong tw, gan hai phan ba (66,1%) bénh nhan HCC c6 dot bién trén
vung chic nang HLA-II, ty 1€ nay & nhom khéng HCC la 45,8% va su khac biét
gitta hai nhom c6 ¥ nghia thong ké véi p=0,005. Ty & dot bién ving HLA-I trong
ty nhau & hai nhdm 1a 20,2% va 16%. Gan mot nira (49,1%) sé dot bién & nhom
bénh nhén c6 HCC thudc vung chie nang a (aa 124-148) trong vung MHR, ty 1€
nay & nhom khong HCC 1a 34,9% thap hon c6 ¥ nghia thong ké véi p =0,043. Céc
phan ving con lai o ty ¢ thip hon va twong tu giita hai nhom cé va khong co
HCC lan lugt 12 Pre a: 18,6% va 20,2%; Post a: 16,9% va 21,0%.
3.4.4. Cac @ot bién lién quan dén ung thw biéu mo té bao gan gan

Chung tdi lra chon cac dot bién cd su khéc biét dang ké gita 2 nhém HCC
va khdng HCC véi gia tri p<0,2 va dong thoi nhimg dot bién nay co lién quan toi
HCC theo y vin. Nhitng bién s nay c6 thé tac dong Ian nhau va sau khi thuc hién
md hinh hdi quy da bién, chling t6i s& tranh duoc viéc bo sot nhitng dot bién thuc
su ¢6 lién quan dén HCC.
Bang 3.23: Phan tich da bién cac dot bién diém gen pre-S/S lién quan dén ung thu

biéu m6 té bao gan (n=284)

Pot bién diém OR (95%CI) P
WA4P/R/Y (pre-S1) 3,85 (1,06-13,93) 0,04
F20S (S) 9,64 (1,56-59,83) 0,015
T47A/E/V/K (S) 2,97 (1,09-8,13) 0,034
P120S/T (S) 3,95 (1,51-10,36) 0,005
S174N (S) 17,82 (1,74-182,83) 0,015
P203R (S) 6,53 (1,74-24,49) 0,005

Hoi quy logistic
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Cac dot bién c6 phan bd khac nhau gitta 2 nhém bénh nhan c6 va khong cé
HCC véi p<0,2 dugc dua vao phan tich da bién ¢ 284 bénh nhan giai trinh tu gen
thanh céng ca 3 viing pre-S1, pre-S2, S. C6 6 diém dot bién c6 lién quan dén HCC
qua phan tich da bién: WAP/R/Y viing pre-S1 va F20S, T47A/EINV/K, P120S/T,
S174N, P203R thudc vung S.

3.5. Phan tich cac yéu t lién quan dén ung thuw biéu mé té bao gan

Bang 3.24: Lién quan gitta dic diém chung va HCC

Khéng HCC
s HCC (n=62
Pic diém (n=62) (n=238) P
Tinsé Tylé¢ Tanso Tylé
Gi6i tinh
Ne~1m 52 24.8 158 75,2 0,07+
Nit 10 11,1 80 88,9
Nhom tudi
<40 15 12 110 88
< 1*
>40 47 26,9 128 73,1 0,00

*: Kiém dinh chi binh phuong

Gidi tinh nam c6 ty Ié¢ HCC la 24,8%, cao hon so vai gidi tinh nix ¢ ty 1€
la 11,1% vdéi p=0,07.

C6 sy khac biét vé phan b tudi giita hai nhém c6 HCC va khong c6 HCC
v6i p<0,001. Nhitng bénh nhan >40 tudi cé ty 16 HCC cao hon gap 2,3 lan so véi
bénh nhan <40 tudi va su khac biét nay co y nghia thong ké véi p<0,001.

Bang 3.25: Lién quan giira dic diém tién can va HCC

Khéng HCC
) HCC (n=62
Hiit thubc 14 (n=62) (n=238) P
Tinsé Tylé Tansé Tylé
Co 18 34 35 66
0,008*
Khong 44 17,8 203 82,2

*: Kiém dinh chi binh phuong
O nhoém HCC, ty 1& hat thudc 14 12 34% cao hon ¢6 ¥ nghia so véi nhém
khdng hat thudc 14 1a 17,8% véi p = 0,008.
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Tién can udng ruou nhiéu hay it khdng cé su khéc biét gitra nhém bénh
nhan viém gan vi rit B man c6 HCC va ngudi nhiém HBV man khong ¢6 HCC.
Bang 3.26: Lién quan gitta dic diém 1am sang va HCC (n=300)

HCC Khéng HCC
Pic diém (n=62) (n=238) P
Tansé Ty1é Tansé Tylé
Xo gan
Co 23 33,3 46 66,7
’ ’ 0,003*
Khong 39 16,9 192 83,1 ’
Bénh nhan dang trong dgt bung phat viém gan B
Co 4 4,2 91 95,8
’ ’ <0,001*
Khoéng 58 24,7 177 75,3 ’
Thoi gian biét nhiém viém gan B
Trung binh + d9 1éch chuan 9,11 +3,29 11,36 £4,18 <0,001**

*: Kiém dinh chi binh phuong
**: Kiém dinh hoi quy logistic

Nhom bénh nhén cé xo gan ghi nhan ty 1€ HCC cao hon 1a 33,3% so Vi
16,9% & nhom khdng xo gan véi p=0,003. V& tinh trang bing phét viém gan B, ty
18 c6 bung phét viém gan B ¢ nhém HCC 1a 4,2% thap hon so v&i nhdm khong
blng phét vai 24,7% va su khéc biét nay c6 y nghia théng ké véi p<0,001. Thoi
gian biét duoc chan doan viém gan B & nhdm bénh nhan mac HCC 1a 9,11 + 3,29
nam, thap hon so véi nhém khdng HCC 1a 11,36 + 4,18 nam va sy khéc biét nay
c¢6 ¥ nghia théng ké vai p<0,001.
Bang 3.27: Lién quan gitra cac xét nghiém mau va HCC (n=300)

HCC Khong HCC
Xét nghiém (n=62) (n=238) p
Trung binh + P§ 1éch chuin
HBV DNA (copies/mL) 105 + 107 10982 + 10158 <0,001*
AST (<40 U/L) 126 £ 131,3 193,5 £ 363,2 0,1%*
ALT (<40 U/L) 61,2457 237,5 £ 440,4 <0,001*
GGT (<40 U/L) 224.6 + 199,1 121,1 + 130,1 <0,001*

Tiéu cau (<150K/mm?) 142,4+ 79,3 176,7 + 65,5 <0,001°*




84

HCC Khong HCC
Pic diém (n=62) (n=238) P
Tan sb Tylé Tansé Tylé
Xét nghiém HBeAg
Duong 24 14,9 137 85,1
] 0,008
Am 38 27,3 101 72,7

*: Kiém dinh hoi quy logistic
**: Kiém dinh chi binh phwong

Cac chi s6 enzym gan 1a AST va ALT & nhém HCC 1a 126 + 131,3 U/L va
61,2 + 45,7 U/L, thap hon nhom khéng HCC 1a 193,5 + 363,2 U/L va 2375 *
440,4 U/L tuy nhién chi c6 ALT Ia thip hon c¢6 y nghia véi p<0,001. Chi s6 GGT
6 nhdm HCC la 224,6 + 199,1 U/L cao hon c6 y nghia so vai nhom khéng HCC
la121,1 +130,1 U/L.

Két qua xét nghiém dinh lugng HBV DNA cho thay gia tri nady & nhom
HCC la 10° + 1017 thap hon ¢6 ¥ nghia so véi nhém khéng HCC 14 10582 + 10158
véi p<0,001. S lugng tiéu cau trung binh & nhém HCC 1a 142,4 + 79,3 K/mm?,
thap hon so v&i nhém khong HCC 12 176,7 + 65,5 K/mm3 véi p<0,001.

Ty 1é HCC ¢ nhém c6 xét nghiém HBeAg duong 1a 14,9%, thip hon nhém
HBeAg am la 27,3% vai p=0,008.
Bang 3.28: Phan tich da bién cac yéu t6 lién quan dén HCC (n=284)

Pic diém OR (95%CI) P
Gi6i nam 3,68 (1,56-8,68) 0,003
Tudi >40 6,97 (2,79-17,41) <0,001
WA4P/R/Y (pre-S1) 6,52 (1,49-18,65) 0,013
T47A/E/V/K (S) 3,02 (1,03-8,84) 0,044
P120S/T (S) 3,41 (1,19-9,80) 0,022
S174N (S) 20,60 (1,64-258,39) 0,019
P203R (S) 4,71 (1,08-20,55) 0,039

Hoi quy logistic
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Dé tranh bo sot nhitng bién sb thyuc s ¢o lién quan dén HCC, ching t6i lya
chon céc bién sé ngoai dot bién co su khac biét dang ké giira 2 nhdm HCC va
khéng HCC vai gié tri p<0,2 va cac dot bién co lién quan dén HCC trong md hinh
hoi quy da bién bang 3.23 dwa vao md hinh hdi quy da bién. Phan tich da bién cac
yéu t6 ngoai dot bién va dot bién gen pre-S/S lién quan dén HCC ghi nhan gigi
nam, nhom tudi >40, dot bién tai axit amin W4P/R/Y viing pre-S1, 4 dot bién ving
gen S gdm c6 TA7TA/E/V/K, P120S/T, S174N, P203R la nhiing yéu té c6 lién quan
dén HCC.
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CHUONG 4: BAN LUAN
4.1. Pic diém dan sé x& hdi, 1am sang va can 1am sang ciia d6i tweng nghién
cuu
4.1.1. Vé d6i twong va phwong phap nghién ciu

Pay 1a mot trong nhitng nghién ctru ban dau mo ta vé dot bién vung pre-S/S
cua vi rat viem gan B va tim méi lién hé giira cac dot bién nay véi bién chang
HCC & bénh nhan Viét Nam mac viém gan vi rat B man. Dé tang ty 1¢ tim thay
dot bién pre-S/S, nghién ciru da chon nhitng bénh nhan nhidm HBV man c6 HBV
DNA >10* copies/mL, do d6 ty 1¢ tim thay dot bién pre-S/S ciing s& cao hon so voi
dan s6 nhiém HBV thyc té bao gébm ca nhitng bénh nhan c6 HBV DNA thap va
am tinh.

K§ thuat giai trinh ty gen pre-S/S bang giai trinh tu Sanger duoc thuc hién
tai Trung tam Y Sinh hoc phan tir, cho thong tin day du vé cac dot bién diém & pre-
S/S va dot bién mat doan pre-S1, pre-S2. Dya vao trinh ti gen S ciing cho phép
xac dinh chinh xé&c kiéu gen cia HBV. Tuy nhién phuong phép giai trinh ty nay
c6 d6 nhay chwa du, c6 thé bo sot cac dot bién cd ty 1é thap, nhat 1a cac dot bién co
lién quan véi HCC.

4.1.2. Pic diém chung
Pic diém dan s6-xa hoi

Theo bang 3.1, mau nghién ciru ¢6 tudi trung vi 1a 42 (32-53), nhiéu nhat 1a
nhém >40 tudi (57,7%), nam chiém 70%, phi hop véi dic diém cua dan sé nhiém
HBV man ¢ Viét Nam. Bénh nhan nam chiém da sé (gan 75%) so véi nit ciing
duoc ghi nhan trong nghién ciru cua tc gia Pham Vian Hung, Poan Hitu Thién trén
bénh nhan HCC dén kham tai Bénh vién Dai hoc Y Ha Noi nim 20211%, nghién
ctru cua Lé Van Quang va cong su (nam gigi chiém dén 89,9%)’.

Do tudi ciia bénh nhan trong nghién ciru hau hét trén 40 tudi, diéu nay phu
hop véi dic diém cua bénh nhan duoc ghi nhan qua cac nghién ctu trude day va
tuong tu voi do tudi cua dan sb nhidm HBV man tai Viét Nam”1%, Cac dic diém
khac nhu tinh trang hdn nhan, nghé nghiép, noi sinh séng chua tim thay nhitng dac

diém gi dic biét.
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Thoi quen

Pi c6 nhiéu bang chiing vé tac dong doc lap cua hat thude 14 voi cac bénh
ly vé gan va nguy ung thu biéu md té bao gan. N6 din dén viéc san xuat cac chat
gay doc té bao, 1am ting xo hoa va viém hoai terl®7.

Nghién ctu cta ching toi ghi nhan ty 18 st dung ruou bia mirc 6 nhiéu
trén bénh nhan HCC 1a 16% (bang 3.2), cao hon so vé&i thong ké trong mot nghién
ctru tai Viét Nam cua tac gia Lé Vin Quang 1a 10,6%. Udng nhiéu ruou bia da
duge xac dinh 1a mot yéu té nguy co doc 1ap cua cac bénh ly vé ganlo-110,

Tién ciin gia dinh ¢é ngwdi mic bénh Iy gan

V& tién cin bénh ly gan caa nguoi than trong gia dinh, c6 32% trudong hop
dugc ghi nhan c6 ngudi than mac bénh. Trong sé ngudi than méc bénh, chiém da
s6 1a ba/me va anh/em vai 10,3% (bang 3.3). Biéu nay phl hop véi con duong lay
nhiém cua vi rat viém gan B tai nuéc ta, mot quéc gia nam trong ving luu hanh
cao cua Vi rit véi phuong thic 13y cha yéu 1a tir me sang con.

Mic du c6 dén hon 32% ngudi than caa bénh nhan tham gia nghién cau
duoc ghi nhan méc viém gan vi rat B, nhung c6 toi 88,3% bénh nhan qua khao sat
ghi nhan khong rd ngudn lay nhiém. Diéu nay c6 thé Ia do sai léch trong viéc thu
thap thong tin do ngudi duoc khao sat khdng nhd hoac khdng muén tra loi. Két
qua khao sét nay 1am han ché kha ning danh gia dung mdi lién quan giira nguon
lay nhidm viém gan vi rut B véi kha ning mac HCC va do d6 can c6 cac thiét ké
nghién citu phd hop hon. Ngudn lay nhidm vi rat c6 thé lién quan téi kha ning
phat trién thanh HCC do sy khac biét vé thoi diém mac bénh. Nhitng nguoi bi
nhiém do lay tir me sang con c6 thé phat bénh ¢ thoi diém sém hon va cé nguy co
cao hon nhitng ngudi bi mac bénh & d6 tudi trudng thanh!tt, Thoi gian nhiém viém
gan vi rat B man tinh trong nghién ctru nay la 10,9 £ 3,67 nam.

4.1.2. Pic diém 1am sang

Theo bang 3.4, tinh trang bung phéat viém gan B, ty I¢ nay la 31,7%. Co
20,7% bénh nhan bi ung thu biéu mo té bao gan va 23% bi xo gan. Nhidm vi rit
viém gan B man tinh la nguy@n nhan chinh gady HCC trén toan cau. Nhitng nguoi

mang HBeAg duong tinh va nhitng ngudi bi xo gan dic biét d& hinh thanh khéi
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u2. O nhitng nguoi trudng thanh, ty 16 thai trir vi rat viém gan B khi nhidm cap
>90% va ty 1é chuyén sang mang HBV man tinh chi c6 5-10%.
4.1.3. Pic diém can lam sang
Hién dién HBeAg

C6 53,7% bénh nhan nhiém HBV man c6 HBeAg duong (bang 3.5), cAc tac
gia déu thtra nhan rang hoat tinh sao chép cua vi rit cang nhiéu khi HBeAg duong
va khi dic diém nay cua vi rat cang kéo dai mét khi bénh nhan Ién tudi thi nguy
co xay ra bién chitng xo gan va HCC cang cao hon. Tuy vay, C4c tAc gia cling thira
nhan rang HBV DNA c6 lién quan véi HCC va xo gan nhiéu hon dau an HBeAg
do su tich lity dan caia cac dot bién theo thoi gian'!3. Ngoai ra, khéng thé dira vao
su hién dién cua HBeAg vi n6 sé& bién mat trong nhitng trudng hop bénh nhan
nhiém HBYV c6 d6t bién gen C.
Kiéu gen ciia HBV

Kiéu gen B chiém uu thé (56,3%) phu hop véi dic diém phan bd kiéu gen
cia HBV & nguoi Viét Nam (bang 3.5). Trong khu vic Chau A Thai Binh Duong,
kiéu gen B va C 1a 2 nhém kiéu gen luu hanh chu yéu. Ty 18 kiéu gen B uu thé
trong nghién ctru cta chung téi cling phu hop vaéi nghién ctru cua tac gia Huy TT
trén 76 bénh nhan & bénh vién Bach Mai va Cho Ray nam 2004 ciing dung k¥ thuat
Nested PCR ghi nhan 51% la kiéu gen B (va 48,7% kiéu gen C)''4. Nghién ctu
ctia chiing tdi chua twong déng véi bao cao phan b kiéu gen cia nhom tac gia
Dunford thuc hién & bénh nhan Viét nam. Nghién ctu thuc hién trén 372 bénh
nhan nhiém HBV qua dudng mau va quan hé tinh duc ding k¥ thuat Nested PCR
cling c6 két qua kiéu gen B 13 85% (kiéu gen B4 82,6%, B2 2,7%) va kiéu gen C
gan 15% (C1 14,6%, C5 0,5%)15.
HBsAg dinh lwgng

Cac nghién ctru thuc hién trude day da cho nhan xét gia tri HBsAg co6 phén
bd khéc nhau giita cac giai doan dién tién ciia nhiém vi rdt viem gan B man tinh®16,
Nghién cau nay cd thé duoc xem la mét trong nhitng khao sat tién phong thuc hién
& Viét Nam vé dot bién gen pre-S/S. C6 261 bénh nhan thyuc hién xét nghiém do
luong HBsAg dinh lugng, trong d6 62,3% c6 nong dd6 HBsAg > 3 log IU/mL va
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trung vi cua HBsAg la 3,39 (2,96-4,06) log IU/mL. Nguong HBsAg dinh luong <
3log 1U/mL hay < 1000 1U/mL 14 gia tri dugc d& nghi boi nhém tac gia Brunetto
MR, va nén sir dung két hop voi ngudng HBV DNA < 4 log copies/mL dé nhan
dién nguoi mang HBV khong hoat tinh'’,
Pong hién dién HBsAg va anti-HBs

Trong nghién ctru cta chang toi, vai 267 truong hop bénh nhan duoc thuc
hién dong thoi xét nghiém HBsAg va anti-HBs, ty & dong hién HBsAg va anti-
HBs ghi nhan 1a 18%. Trudc day, khi nhan dugc két qua xét nghiém nay, hau hét
cac bac si 1am sang déu nghi rang didu nay xay ra |a do sai s6t vé mat ki thuat xét
nghiém. Nhung sau khi kiém tra lai can than va ghi nhan sé truong hop ca bénh
lan luot Xuat hién trong qué trinh theo ddi diéu tri, ngudi ta mai that sy chap nhan
su xuat hién cung ldc caa 2 dau an vi rat ndy. Su ton tai dong thoi cua HBsAg va
anti-HBs ¢ nhitng ngudi mang virt viém gan B man tinh da dugc mot s tac gia
mo ta co ty 1é dao dong tir 10%-25%'1811% Co ché tao nén su hién dién cua ca
HBsAg va anti-HBs van chua duoc biét mot cach day du, nhung mot 1y do c6 thé
la do sy chon loc céc bién thé trén thoat mién dich HBsAg cua HBV. Nguyén nhan
1a do thay ddi cau tric viing a (aa122-148) cua khang nguyén lam giam gan két voi
anti-HBs trong huyét thanh ctiia nguoi c6 mién dich do ching ngira. Lién quan dén
dot bién & ving nay phai ké dén dot bién cb dién G145A/K/R dugc biét dén 1a dot
bién trén thoat mién dich.
4.2. M0 ta céc dic diém dét bién trén gen pre-S/S

Nghién ctru caa ching toi phét hién thanh cong dot bién & 286 ca vai ving
pre-S ¢4 70/119 vj tri axit amin c6 dot bién sai nghia (58,8% cd thay thé axit amin
khéc), 2 vi tri axit amin co dot bién vai ty 16 cao nhat > 30% la vi tri 68 va 87 (dot
bién V68T/S/I 46,2%, dot bién T/NS7S/P 47,6%). Céc vi tri axit amin co ty Ié thay
thé bang axit amin khac >20% nhu N/H51, E/D54, I/N56, K57, A60 va V95. Hau hét
c&c vi tri a xit amin con lai 6 ty 16 thap <5%. Va véi 284 ca giai trinh ty thanh cong
viing pre-S2 c6 43/55 vi tri axit amin bi thay thé (78,1%), vi tri axit amin 150 ¢4 ty ¢
bi thay thé cao nhat (1150T 43,7%), ké dén 1a vi tri V158 (34,2%), T125 (28,9%),

con lai hau hét cac vi tri axit amin c6 ty 1¢ thap <5% (bang 3.7).
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Va két qua nghién ciu ghi nhan 21,3% c6 dot bién mat doan ving pre-S1,
15,1% c6 dot bién mat doan ving pre-S2. Xét trén cac doan gen thudc cac viing chic
ning cta pre-S1, ty 1& c6 thay thé axit amin caa cac ving nay chiém tir 30% dén 70%;
trong d6 thip nhat 1a ty 16 co6 dot bién trén vang T cell epitope (31,5%) va B cell
epitope (42,3%). Dot bién Hsc70 chiém ty 1¢ 1a 70,3% va ving S promoter cao nhat
la 71,7%.

Theo nghién ctru nay, ty 18 c6 thay thé axit amin & ving gen S la 66,9%
(bang 3.8). Ngoai mét sé vi tri axit amin bi thay thé véi mie d6 phé bién (>30%
dan sb) nhu S53L (35,4%), A184V/G (37,7%), S210K/N/R (36,8%), da sd vi tri con
lai (126/152 vi tri c6 dot bién) chi ghi nhan cac thay thé 1¢ té (<5% dan sb). Tuy
vay, c6 dén 4 diém dot bién trong ving nay lién quan véi HCC & phan tich da bién
déu dugc phét hién vai ty 16 thap <10% (tai cac vi tri TA7 8,8%, P120 7,4%, S174
1,3%, P203 3,5%).

Vé chirc nang gen S ¢6 2 ving chire nang chinh 1a MHR va viing quyét dinh
khang nguyén “a” (vling a). Pot bién trén gen S thudc ving MHR, viing a va dic
biét dot bién G145R lam thay ddi cau tric vong "a" cua cau tric khang nguyén lam
cho chung HBV giam hay khdng con kha ning biéu 16 HBsAg. Nhu vay, su dot
bién ving MHR cua S cua HBV gay anh huong dén bai tiét HBsAg, va tir d6 1am
cho cac xét nghiém phét hién khang nguyén HBsAg thong thuong c6 két qua am
tinh gia, 1am giam gia tri va hiéu qua caa xét nghiém chan doan nhiém HBV.

Sy sut giam kha nang biéu 16 HBsAg c¢6 lién quan véi tinh trang nhiém
HBYV kin dao va tinh trang bung phat bénh gan ¢ nguoi mang anti-HBc don doc
sau khai phat hoa tri liéu ung thu hay st dung nhirng thudc e ché mién dich nhu
steroid liéu cao. Ty ¢ dot bién trén thoat vac xin G145R trén ving quyét dinh
khang nguyén a duoc tim thay trong nghién ciru ciia chlng t6i 1a 2%. Tuy vay ty
16 c6 it nhat 1 dot bién diém duoc phat hién trén ving MHR va ving a lan luot 12
62% va 37,7%. Riéng trén ving MHR c6 dén 45/69 vi tri axit amin bi thay thé.
Téc gia Sheldon J. (2006)'2° ghi nhan cac dot bién thudong gap ¢ ving MHR gém
P120T, M33l, S143L, D144E/A, G145R, E164D. Sayan M. va cong su (2010)12
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cling ghi nhan cac dot bién tron thoat vic xin S143T, D144E, G145R, E164D,
1195M.

Ty 1& c6 dot bién trén ving a (62%) va G145R (2%) trong nghién ciu nay
cao hon rd so vai ty 16 cong bd 8,1% va 0,7% caa nhdm Bui TTT. (2017) tai TP.
HCM trén 135 bénh nhan (2,2% la P120S/T, 2,2% I/T126S/A, 3% M133L/T va
0,7% G145R)!%, Nghién cau cua Lazarevic I. (2019) & 187 bénh nhan nhiém HBV
cling ghi nhan ty I dot bién cua ving a (31%), va ciing tim thay cac dot bién duoc
thira nhan nhu "d6t bién trén thoét vic xin” véi sé luong Ié té nhu Y100C (6 ca),
T118K (1 ca), P120L/Q/S/T (10 ca), T123A/N (2 ca), 1126N/S (8 ca), P127S (2
ca), Q129R (2 ca), G130D/N/R (1 ca), T131l (4 ca), M133L/T (18 ca), G144E (1
ca) va G145A/R (4 ca). Va ngoai ra, con ghi nhan 44 miu cé dot bién o vang T
cell epitope (N40S, L42P, G44D/E, A45T, P46H, T47A/E/K), vung pre-S2 cé dot
bién diém chiém ty Ié thap hon 13 5,5% & codon khoi dau, 5,3% c6 dot bién
F22L%2%3,

Theo Carman WF, dot bién trn thoat vac xin cia HBV duoc xac dinh lan
dau tién vao dau nhimg nim 90 & mot da tré nguoi Y sinh ra tir me dwong tinh
véi HBsAg/HBeAg*. Dira tré nay bi nhiém HBV man tinh mic du da duoc st
dung khang thé thu dong va co thé tré ciing da tao duoc anti-HBs sau tiém vac xin,
1 ra vé Iy thuyét tré xem nhu da duoc bao vé. Nhiéu nghién ctu tiép theo tir cac
khu vuc khac di xac nhan tinh trang ngudi nhidm HBV mic du da dugc tiém vac
Xin va c6 anti-HBs luu hanh trong mau'?128, Phan 16n cac trudng hop tron thoat
vac xin HBV c6 dot bién diém gay ra su thay thé axit amin & viing a va quan trong
phai ké dén thay thé arginine thanh glycine & vi tri aa 145'2%130, Nguoi ta ciing da
cdng nhan thém cac dot bién khac va dac biét 1a viéc chén thém tir 2 dén 8 aa giira
vi tri codon 121 va 124 & dau 5 vong dau tién cua vang a, mot phan chén thém
1am thay ddi dang ké hinh dang cau trdc caa ving at3t133,

Céac bién thé trén thoat vac xin cd thé xuat & bénh nhan nhiém HBV sau
ghép gan c6 diéu tri HBIg don dong hodc da dong lidu cao’34138, Gen P chong lap
hoan toan 1én gen S do d6 cac dot bién khang thudc xuat hién ¢ gen P khi diéu tri

khang vi rat NA (nucleoside analogue) ciing c6 thé anh huéng gen S va 1am thay
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d6i tinh khang nguyén cua nd?13%145 Mzc du hau hét cac bién thé do dot bién
HBsAg tir mién dich chu dong hay thu dong hoic bang thudc khang vi rat, ching
cling c6 thé xuat hién mot cach ty nhién & nhimg ngudi chua timg dicu trj 146149,
Tuy nhién, khéng loai trir tinh hudng bénh nhan nhiém vi rat dot bién HBsAg tur
d6i trong dang diéu trj roi xuat hién dot bién. Trén thuc té, c6 bang ching dang
ké cho thay bién thé viing a c6 thé ton tai va gay bénh va céc bién thé nay c6 thé
lay nhiém cho nhing ngudi duoc tiém ching day dul2150-154

Hon nira, tranh bi trung hoa boi anti-HBs sau tiém vic xin va HBIg thu
d6ng, nhitng bién thé HBV trdn thoét co thé 1a nguyén nhan gy ra cac truong hop
nhiém HBV tiém an. Mac du khi nhidm tiém an, co ché dé khang cua ky chu
thudng ngan chin sao chép va biéu hién gen cua vi rat, nhung ciing ¢ bang chung
cho thay vi rat tiép tuc nhan 1én mac di cac xét nghiém HBsAg thuong mai ¢6 san
khong phat hién duoc. Viéc ghi nhan két qua HBsAg am tinh tir bo kit thuong mai
cuc Ky nguy co cho 1ay truyén HBV do khéng nhan biét duoc tinh trang nhidm céac
bién thé c6 dot bién trén thoat vac xin cua HBV & ngudi cho mau. Hién nay, trong
xét nghiém nham dam bao van dé an toan truyén méu, ngudi ta budc phai st dung
xét nghiém HBsAg Ultra dé tam soat nhiém HBV ¢ mau mau cua nguoi cho. Quan
trong hon cac dong dot bién HBsAg da ghi nhan & nhitng trudong hop nhiém HBV
de novo, tré ghép gan duoc tiém chung dang cach hoac sinh ra tir me c6 HBsAg
duong tinh da duoc diéu tri du phong hiéu qua bang HBIg va vac xin'%5. T4t nhién
can thiét theo ddi lau dai nhirng dua tré nay dé danh gia thém vé dién tién 1am sang.
Tinh trang trén thoat vac xin that sy 1a diéu dang lo ngai trong chién lugc ngin
ngtra nhitng ca mac mai & so sinh va tré nho, nhat 1 nhitng tré con cua ba me mang
HBsAg. V&i chuong trinh tiém chang maé rong trong d6 cé vac xin vi rit viém gan
B thuc hién tir nhiéu nam nay, cling véi bién phap dy phong lay truyén me con gan
day bang cach cho thai phu udng Tenofovir 3 vao tuan 25 cua thai ky néu co tai
lugng HBV DNA >108 copies/mL nham dé sinh ra nhitng em bé khoe manh khéng
nhiém HBV. Nhung c6 1& cudc chién giira cac thay thudc va HBV s& con tiép tuc,

vé6i nhitng bién thé méi caa vi rat 1a trén thoat vac xin.
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4.3. Phan bé ddt bién gen pre-S1/pre-S2/S theo cac diic diém caa bénh nhan
4.3.1. Phan bd theo tudi

Céc dot bién thuong c6 ty 18 cao hon & nhém >40 tudi nhu L74M/V, V95A
& vung pre-S1, F141V/L/1 & ving pre-S2 (ngoai trir T125S/N/P ¢ pre-S2) va gan
toan bo cac vi tri va dot bién trén ving S. Nghién ctru cling ghi nhan cac ty I¢ ¢ it
nhat mot dot bién thusc ving MHR, ving Post a, va ving HLA-I déu cao hon ¢
nhém >40 tudi cho thay tinh chét tich liy cac dot bién theo thoi gian nhiém HBV
(bang 3.9). Theo Choi (2007) d6t bién pre-S xay ra dan theo thoi gian nhiém HBV.
CAc tac gia ciing tim thay yéu té tudi 16n, c6 bénh gan tién trién va HBV DNA
duong c6 lién quan dén dot bién pre-St6.

4.3.2. Phan bo theo HBsAg dinh lwgng, HBeAg

Bang 3.15 cho thay cac dot bién cha yéu & nhdm bénh nhan c6 nong do
HBsAg dinh Iugng <3 log IU/mL (A81T, H128L, L21S, M133T/S/L/I, Y161F/S,
P203R va V224A). Hai d6t bién S17F/A cua ving pre-S1 va A159V cua ving S
chi xuat hién & nhém bénh nhan c6 néng do HBsAg dinh luong >3 log 1U/mL.
Tuong tu tac gia Pollicino T. (2012) da tim thay c6 su twong quan nghich giira sb
luong dot bién pre-S/S va nong do6 HBsAg tiét (p=0,005), tuy nhién ndng do
cccDNA trong gan & ching c6 dot bién pre-S/S cao hon ¥ nghia so véi chung
hoang dai®.

Vé lién quan giita mot s6 vi tri dot bién vai HBeAg &m phan anh viéc tich
lity dot bién theo thoi gian. Tuy vay, mot sé dot bién ¢ ty 1é cao hon & nhom
HBeAg duong nén duoc ly giai va chitng minh gia thuyét vé sy hién dién cua dot
bién c6 thé ngin can viéc chuyén huyét thanh HBeAg binh thuong lam kéo dai
tinh trang HBeAg duong (bang 3.12).

Mit khac ¢ ngudi mang chung dot bién, hoat tinh sao chép ting cao hon
cuing véi phan tng mién dich khéng hitu hiéu va ton thuong gan kéo dai lam cho
bénh gan mat on dinh; kém theo cac rdi loan do chung dot bién gy ra khac nhu
su i tré HBsAg bat thuong trong hé ludi ndi mé, gay stress ER ... 1a nhitng nguyén
nhan truc tiép va gian tiép dua dén HCC. Diéu nay cho thay da dén Ilc va nhat 1a

trén bénh nhan viém gan vi rut B man vai co dia c6 nguy co HCC, khong thé dua
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don thuan trén sé lugng HBV DNA dé quan ly. O nhimng d6i twong nguy co nay,
chat lugng di truyén caa ching HBV mang man tinh ciing can dugc quan tam.
Theo tac gia Huang C.H. (2012), dot bién ving MHR gay giam HBsAg,
dic biét 10 dot bién (G119R, C124Y, 1126S, Q129R, S136P, C139R, T140l,
K141E, D144A, va G145R) lién quan véi giam tiét virion va protein S in vitro!®’.
4.3.3. Pong hién dién HBsAg va anti-HBs
Pot bién L139Q/P ving pre-S2 va 3 dot bién sai nghia ving S
(TA7TA/E/VIK, T131N/S, D144E/AID, V168A) c6 ty I¢ cao hon ¥ nghia & nhém
c6 dong hién dién HBsAg va anti-HBs. Ty 18 ¢6 d6t bién ving a va ving HLA-I
cling cao hon & nhom c6 ddng hién dién (bang 3.16). Trong nghién ctru cia tac gia
Yan B nam 2017, ghi nhan 9,01% bénh nhan nhiém HBV man c6 d6t bién & viing
a tai cac vi tri G145R/A 25,93%, va 1126S/N va T126A chiém 29,63%!%.
Tuong tu nghién ciru cia Lada (2006) ciing ghi nhan dot bién & viing a cao
hon & nhom c6 dong hién dién HBsAg va anti-HBs (7,14% so véi 2,01%; p
<0,001), riéng & bénh nhan nhiém HBV kiéu gen C dot bién 1126S/T/V & nhom c6
ddng hién dién con cao hon rat nhiéu (37,21% so Vi 6,98%)1%°.
4.4. Phan bé d@ot bién gen pre-S1/pre-S2/S theo ung thw biéu mo té bao gan
Nghién ctru ghi nhan ty I cao xuat hién dot bién doan gen S trén ca 3 viing
pre-S1, pre-S2, S & ca hai nhém HCC va khéng HCC. O nhém bénh nhan c6 HCC
ty 1¢ dot bién cao nhat nam ¢ ving S 1a 86,4%, cao hon so véi nhém khdng HCC
cd ty 16 12 7%. Nguoc lai, dot bién & ving pre-S1 va pre-S2 xuat hién vai ty 1¢ cao
hon & nhdm khéng HCC lan luot chiém 87,7% va 76,2% trong khi ty 18 nay &
nhém HCC 14 79,3% va 68,4% (bang 3.17). Két qua cho thiy kha ning xay ra dot
bién trén gen S twong d6i cao twong ty cac nghién ciru trude day ghi nhan day l1a

viing dé xay ra bién d6i vé bo gen cua vi rat>13,

Ty 1& dot bién mét doan trong nghién ctru nay 1a 16,1% ¢ nhém HCC so voi
nhom khong HCC la 21,5% nhung khdng ghi nhan cé sy khac biét c6 y nghia
théng ké gitra xuat hién dot bién mat doan véi HCC véi p=0,36 (bang 3.17). Két

qua cua chlng tdi thip hon mot nghién cau khac tai Trung Qudc ghi nhan ty 16 dot
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bién mit doan pre-S trén bénh nhan HCC 1a 29,2% (28/96)%°. Theo cac tac gia

khac, c6 6 loai dot bién mat doan xay ra ¢ ving preS/S:

Loai I: dot bién x6a dau N tan pre-S1 gy x6a codon khéi dau cia protein
L. Trén in vitro dot bién nay dan dén mét protein L va lam ting mRNA cua vi rit
ndi bao va HBsAg ngoai bao®®. Tich liiy mRNA ndi bao c6 thé kich hoat nhiing
thu thé toll- like ndi bao, dan dén sy hoat hoa ké tiép cac con duong NF-xB, viém
man tinh va gy ung thul®?,

Loai II: d6t bién x6a nira dau C cua pre-S1 co thé chia thanh hai nhom béi
S promoter: (II-a) cac bién thé x6a S promoter va (II-b) cac bién thé x6a khong
phai S promoter. II-a: cic bién thé x6a S promoter khong thé phién ma RNA gen
S mot cach hiéu qua din dén giam hoic khong tong hop duoc cac protein M va S.
Vi té bao khong thé tiét ra protein L mdt cach hi¢u qua, cac protein S va M tao
thanh cac phan ttr dudi vi rit hodc cac virion chua trudng thanh, nay choi tir mang

162 Nong do

tién Golgi sau ER trong té bao va dugc phong thich ra ngoai té bao
thap hoic khong co protein M va S dan dén su tich ty protein L dot bién trong ER.
Céc nghién ctru in vitro cho thdy tinh trang giir lai protein L dot bién trong cac té
bao bi dot bién x6a S promoter. II-b: cac bién thé x6a khong phai S promoter co
thé phién ma RNA gen S hiéu qua va tong hop cac protein M va S, nhung céac
protein L dot bién c6 thé x6a vi tri T dé duy tri dang e-pre-S hodc x6a vi tri NBS,
dan dén tao nucleocapsid khong ddy du, vi rat chua truong thanh va giir lai ndi bao
muc dd nhe®.

Loai III - cac dot bién x6a dau N cta pre-S2 co thé chia hai nhém bdi codon
khoi ddu cta protein M. IlI-a cac bién thé x6a khong phai codon khoi dau M; I1I-
b cac bién thé xéa codon khéi dau M. IlI-a: cac bién thé khong phai codon khoi
dau M, cac protein M bi x6a nhung protein L dot bién c6 thé mat di vi tri NBS
hozc VS, din dén vi rat chua truéng thanh va giit lai ndi bao muc d6 nhe®163. I11-
b céc bién thé x6a codon khai dau M khong co protein M thay doi ty 1¢ cac protein
L, M va S d6t bién va din dén tich tu protein L dot bién trong té bao®®. Boi vi

codon khéi dau M nam & vi tri NBS va VS, nhiing bién thé nay c6 thé tao ra cac
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protein L dot bién nhur 14 bién thé nucleocapsid khong thé tao ra nucleocapsid hiéu
qua, dan dén vi rat chua trudng thanh va giit lai HBsAg trong té bao muc do nhe®®.

Loai IV: cac bién thé spPS1 dugc tao ra thong qua ndi tién genome RNA
ctia HBV. Su két nbi nay dan dén viéc mét di 183 nucleotid & mot nira dau C vung
pre-S1, x6a hoan toan hai vung céac vi tri chirc ndng (S promoter va cac vi tri T),
x6a mot phan NBS va tao spL. Viéc x6a S promoter dan dén mét protein M va S
va giit lai protein spL ndi bao nghiém trong®®. Xoéa vi tri T dan dén dinh dang lai
cAu truc cua protein spL va su mat di dang i-pre-S dé boc capsid, lam cho vi rut
chua truong thanh va luu gitt protein spL ndi bao.

Loai V: cac dot bién dau tan C cua gen S anh hudng dén protein gip nép
trong mang ER, vi thé 1am suy giam su phong thich HBsAg, dan dén su tich tu ciia
n6 trong cac ngin ndi bao cu thé va 1an luot gép phan vao ting sinh té bao®8. Mot
nghién ctru in vitro cho thay cac dot bién ¢ dau C cua gen S ciing c¢6 thé kich hoat
kiém soat ting sinh®,

Loai VI - d6t bién vo nghia pre-S/S ¢6 thé chia thanh hai nhém: (VI-a) dot
bién v6 nghia pre-S va (VI-b) dot bién v6 nghia S. VI-a: nhitng dot bién v6 nghia
pre-S co thé tao ra cac protein M va L bi cit cut dau C’, dan dén sy tuong tac gitra
kiém soat tang sinh va gy ra cic bénh gan® 164165 VI-b: d6t bién vo nghia S ¢o
thé tao ra cac protein S, M, L bi cit cut diu C’. Nghién ctru in vitro cho thdy codon
dirng & ving ky nudc dau C ctia ving S gdy ra cac protein vo bi cit cut it bi glycosyl
hoa va bi khiém khuyét trong viéc bai tiét cac phan tir vi rat, gay ra sy luu gitt noi
bao cua protein vo va cac bénh ctia gan'®®. Cac nghién ctru in vitro va in vivo ciing
chtrng minh rang nhitng dot bién codon dimg gen S c6 hoat dong ting sinh té bao
cao hon®:87,

4.4.1. Pot bién vang pre-S va ving chire niing pre-S

Viing pre-S cua bo gen HBV chta phan 16n cac trinh tu dot bién, va ty 18
phd bién cua hang loat cac dot bién pre-S co thé khac nhau tiy thudc vao kiéu gen
HBV. Dot bién mat doan ving pre-S, dot bién diém ving pre-S, dot bién ndi pre-
S1, dot bién dau C tan va dot bién vo nghia pre-S/S 1a 5 loai dot bién khac nhau
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trong ving S22, Cac dot bién T53C, mat doan pre-S1, dot bién codon bt dau pre-
S2, C7A trong khu vuc pre-S c6 lién quan déng ké dén viéc ting nguy co HCC8,

Vung pre-S1 va pre-S2 chira mot sb epitope cho té bao T va B, do d6 dong
mét vai trd thiét yéu trong su twong tac vai cac phan wng mién dich cua vat cha’.
Dot bién pho bién nhat & pre-S 1a mat doan, dan dén phan tng mién dich kém hiéu
qua. Céc ving chirc ning dwoc nhiéu tac gia quan tim nhu ving chiu trach nhiém
két dinh vao té bao NTCP, viing két ndi véi khang thé trung hoa anti-HBs T cell
epitope va B cell epitope, viing c6 vai trd tong hop khang nguyén HBsAg nho va
vua S promoter.

Qua khao sét ty I¢ dot bién theo viing chiic nang trén ving S promoter, T
cell epitope va B cell epitope v&i HCC trong nghién ctu nay la 60,3%, 29,3% va
37,9% & nhém HCC thap hon so véi nhém khong HCC 1a 74,6%, 32% va 43,4%
(bang 3.19). Nghién cau nay ghi nhan ty Ié dot bién mat doan ¢ viing S promoter
thap hon c6 ¥ nghia so vi nhém khéng HCC veéi p=0,32.

Céc dot bién mat doan & ving pre-S cua phan HBV DNA két hop trong té
bao gan lam giam tiét HBsAg do 1am giam su biéu hién cua c4c protein bé mat,
dan dén su tich tu trong té bao cua céac protein vo HBV va cac phan tir vi rat, hinh
thanh té bao gan dang kinh mo, cing thang ludi ndi chat va ton thuong DNA dang
oxy hda’?. Nhiing thay d6i ndy cudi cing dan dén sy hinh thanh ung thu gan. Dot
bién mat doan & pre-S co ty 18 pho bién ¢ kiéu gen C cao hon kiéu gen B, va dugc
bao céo la cd lién quan chat ch& véi nhiém HBV am tham va kha niang phat trién
HCC"3. Theo tac gia Jiang Y (2021) dot bién viing pre-S gay 1 tré cac virion trong té
bao gan, din dén ting sinh va chuyén dang té bao bat thuong!®’. Trén bénh nhan xo
gan hay HCC, dot bién gay rdt ngan gen S tao nén cac codon khéi dau som, gay stress
trén ludi ndi bao twong, ton thuong DNA, mat 6n dinh trén bo gen, thic day xuat hién
HCCY,

Ngoai ra, nghién cttu nay khong tim thay méi lién quan gitra dot bién mat
doan véi nguy co HCC duoc ghi nhan qua cac cong trinh nghién ctru trude day?19,
Cu thé, nghién ctru cua Li-Shuai va cong su so sanh ty 1& dot bién trén ving pre-

S/S gitra hai nhém VGB man c6 va khéng c6 HCC két luan dot bién mat doan pre-
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S 1a yéu té nguy co doc 1ap cia HCC voi OR 14 2,434 (KTC:1,063 — 5,573)160, Sy
khac biét trong két qua c6 thé 1a do nghién ciru cua tac gia trén chi lva chon déi
tuong 1a nam gidi va dung thiét ké nghién ctru 1a doan hé tién ctu trong khi ching
t6i thuc hién nghién ctu cit ngang va lya chon d6i twong nghién ctu khdng phu
thudc vao giéi tinh.

Nhiéu nghién ctru di chitng minh rang su mat doan ¢ ving pre-S c6 lién
quan dén cac bénh gan tién trién. Sy mét doan & ving pre-S thudng dugc tim thiy
& nira dau C tan (tir aa 58 dén 119) cua pre-S1 va dau N tan (tir aa 1 dén 23) cua
pre-S2%. Viéc 1ap ban d6 viing pre-S cho thay ring tat ca cac vuing gen bi mat déu
bao gom cac epitope té bao T va B, kém theo mat mot hozc nhiéu vj tri chic nang
nhu S promoter, vi tri T, NBS, codon bat dau ciia M va vi tri VS®. Hau hét céac
bao cao déu chi ra rang mat doan & viing pre-S1/S2 ¢6 lién quan dén su phét trién
HCC & nguoi 16556, Mot s6 nghién ciru ¢ Pai Loan cho thay dot bién mat doan
pre-S2 c6 lién quan dén su phét trién HCC va ty Ié luu hanh kiéu gen B cua vi rit
cao hon kiéu gen C. Nguoc lai, & Han Qudc kiéu gen C luu hanh pho bién hon va
dot bién mat doan N pre-S1 1am xda bo codon bat dau cua protein L 1am gia ting
su phat trién cia HCC. Nhiing két qua nay chi ra rang xu huéng mat doan pre-S
khac nhau tdy theo kiéu gen cua HBV. Do d6, su khéc biét vé ty 18 luu hanh kiéu
gen (hoic kiéu phy) & cac qudc gia khac nhau cd thé anh huong dén md hinh mat
doan pre-S lién quan dén HCC2. Biswas va cong su dd nghién ctu su lién két cua
cac loai dot bién pre-S véi kiéu gen HBV, két qua cho thay rang sy mat doan &
pre-S1 12 55,56% va pho bién 6 HBV kiéu gen D; dot bién codon bat dau o pre-S2
la 55,56% va phd bién & HBV kiéu gen A; dot bién mat doan & pre-S2 1a 42,85%
va pho bién ¢ HBV kiéu gen C.

Mot s nghién cau khéac ghi nhan viéc mat doan & nira dau C tan caa ving
pre-S1 thuong gap ¢ bénh nhan viém gan man tinh (CH) hoac xo gan (LC). Ngugc
lai & nhitng bénh nhan HCC thi dot bién mat doan pre-S2 chiém da s6 %97, C6 su
khac nhau trong cac dot bién mat doan pre-S gitta bénh nhan CH va LC. Ngoai ra,
su mat doan & S promoter va nira dau C tan caa ving pre-S1 thuong xuyén duoc

quan sét thay & ca hai kiéu gen. O bénh nhan CH, tinh trang mat doan & pS1-BT
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va 4 vi tri chtrc niang (S promoter, Hsc70, CAD va NBS) nim & ntra dau C tan caa
viing pre-S1 gap ¢ ca hai kiéu gen. Nguoc lai, sy mat doan trong pHSA ¢ nhém
HBV kiéu gen B cao hon so véi nhdm HBV kiéu gen C (88,9% so véi 36,4%, p =
0,028). O nhitng bénh nhan LC, khéng c6 su khéac biét dang ké nao duoc quan sat
thay gitra nhém HBYV kiéu gen B va C%’.

Theo bang 3.18, két qua khao sat dot bién trén ving pre-S1 ghi nhan mét sé
dot bién gap phai vai ty 1é cao & ca hai nhém 1a T/N87S/P (34,5% va 50,9%), V68
(31,0% va 50,0%), A/D62S (31,0% va 22,3%). Cac dot bién ¢ lién quan téi HCC
qua nghién ciu cua chung toi la W4P/R/VIY, HA8N/Y/K/R, V68I/S/T, N/T87P/S,
1108L/V nam trén viing pre-S1; F141V/L/1, 1150T nam trén ving pre-S2 (bang 3.20).
Trong s6 nay, cac dot bién chiém ty 1 cao trong s6 bénh nhan HCC la N/T87P/S
34,5% (20/58), VV68I/SIT 31,0% (18/58), 1150T 29,3% (17/58), cac dot bién khac
chiém ty l¢ thap hon 1a W4P/R/V/Y 12,1% (7/58), H48N/Y/K/R 5,2% (3/58) va
1208L/V 5,2% (3/58).

Dot bién sai nghia WAP/R/V/Y viing pre-S1 duoc tim thay c6 ty Ié cao hon ¢o
y nghia & nhom HCC Ia 12,1% so véi 2,6% & nhom khéng HCC véi p=0,006. Phén
tich da bién cho thiy s chénh mac HCC & nhom c6 dot bién nay la 6,52 (OR=6,52;
KTC:1,49-18,65) v4i p =0,013 va méi lién quan nay khéng phu thudc vao gioi
tinh, tudi hay cac dic tinh nén cua dbi twong nghién ctu. Méi lién quan giira dot
bién W4P/R/V/Y trong nghién ctru nay tuong tu két qua cia tac gia Chen C.H. (2008)
ghi nhan céc dot bién mat doan pre-S va W4P/R, K7T/N, A81T & ving pre-S1 gap
phai vai ty & cao hon & nhém HCC!%8, Mot nghién ctiu khac nam 2015 cua tac gia
Zhang va cong su ciing ghi nhan ty 1& cac dot bién & vi tri aa s6 4, 27, 51, 54, 60,
62, 100, 125, 137, 166, 167 va dot bién mat doan trén ving pre-S cao hon & nhom
HCC'%, Bang chiing cho thy cac dot bién diém ving pre-S gay mat can bang giita
san xudt va tiét HBsAg, tang tich tu HBsAg trong ludi ndi bao tuong va ting sinh
u'3, Cac dot bién khac co6 mbi lién quan véi HCC 1a H48N/Y/K/R va 1108L/V
chiém ty 18 rat thap (5,2% tong sd bénh nhan HCC) va chua dugc ghi nhan 1a c¢6
lién quan téi HCC trong cac nghién ciru trude ddy. Mbi lién quan tim thay trong

nghién ctru ndy co thé 1a do dic diém phan b kiéu gen cua vi rat viem gan B va
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do d6 can thiét c6 thém céc nghién ctru voi sy tham gia cuia nhiéu don vi diéu tri
viém gan trong khu vuc dé c¢6 dugc dan sd viém gan vi rat B dai dién cho cong
dong va dua cac dot bién nay vao trong mé hinh da bién dé hiéu chinh cho cac bién
s6 nén, dic diém cua dan sb nghién ctru cling nhu chung Vi rit duge khao sat.
4.4.2. Pot bién diém ving S va ving chike ning cia S

Nghién ctu ghi nhan cac dot bién diém vang S phé bién trén nhém bénh
nhan HCC la S53L (44,1%), A184V/G (49,1%), S210K/N/R/S (47,5%), G44V/E
(23,8%), tai vi tri L21 (23,7%), T47A (16,9%), cac loai dot bién con lai chiém ty
18 thap hon dudi 15%. Mic du nghién cau cua ching t6i ghi nhan ty 18 cac dot bién
S53L, A184V/G va tai vi tri S210 cao hon & nhém HCC, két qua phan tich so sanh
gitra hai nhdm HCC va khong HCC khdng thay mai lién quan c6 ¥ nghia thong ké
gitra cac dot bién ndy véi nguy co HCC vai p lan luot 12 0,2; 0,08 va 0,09 (bang 3.21).

Ty lé dot bién nay trong nghién ctru cua ching t6i 14 5,1% & nhom HCC va
2% (6/297) trén toan bo mau nghién ctu (bang 3.21). Két qua nay tuong tu cac nghién
ctu trude day ghi nhan ty I¢ dot bién nay tir 2% dén 3,1%° tuy nhién cao hon so véi
nghién ctiru ndm 2017 tai Thanh phé H5 Chi Minh vai ty 16 12 0,7%'%2. Mic du ty 1é
gap phai dot bién ndy & nhom HCC cao hon so v6i nhém khéng HCC, chung toi
khéng tim thay méi lién quan c6 ¥ nghia ctia dot bién nay voi kha nang mac HCC.
Diéu nay pht hop véi cac nghién ctru trudc day chi ghi nhan dot bién tai vi tri G145
c6 tac dong 1én kha ning mac HBV trén ddi twong da c6 mién dich®.

Trong sb cac dot bién duoc ghi nhan c6 méi lién quan c6 ¥ nghia (p<0,05) véi
nguy co HCC (bang 3.21), dot bién T47A/E/K/V ghi nhan gap phai véi ty & cao
chiém 16,9%. Cac dot bién khac ghi nhan ty I& thip hon nhu F20S 6,7%; L98V 5,1%:;
S174N 5,1%; V190A 5,1%; P203R 10,2%; L209G/S/V 5,1%; F212C/L/Y 6,7%. Day
1a cac dot bién da duoc ghi nhan cd lién quan téi HCC & cac nghién ciru trude day du
chi chiém ty l¢ thap®™.,

Ty lé dot bién P203R trong nghién ctru caa ching t6i l1a 10,2% thap hon so
vé6i nghién ciru cuaa Salpini 12 17,4%8 nhung déu ghi nhan méi lién quan gitra dot
bién nay véi nguy co HCC. Cu thé, ty 1¢ dot bién P203R 14 17,4% (4/23) & nhom
HCC so vai 1.0% (1/105) 6 nhém khong cé HCC (p = 0,004) trong nghién ctru cua
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Salpini®®. Dot bién P203R khi duoc dua vao phan tich da bién dé hiéu chinh cho
cac yéu t6 nén ciing nhu cac dic diém vé Kiéu gen, cac dot bién cé lién quan thi
két qua su xuat hién dot bién P203R c6 lién quan téi ty 18 mac HCC cao hon trén
bénh nhan HCC véi sé chénh OR 1a 4,71 (KTC: 1,08-20,55) véi p=0,039.

Dot bién S210R ciing 1a mot dot bién trén ving dau tan C dwoc cho 12 lién
quan téi nguy co mac HCCB. Ty 1& cao dot bién S210K/T/N/R (47,5%) trong
nghién ctru cua chung toi cao hon so vai ty 1€ trong nghién cdu caa Salpini va cong
sur 12 34,8%%8. Mic du ty 1& dot bién ndy & nhém HCC cao hon so v6i nhém khdng
HCC la 33,6%, chiing toi khong tim thay su khac biét c6 ¥ nghia vé ty I¢ dot bién
S210R gitta hai nhém nhu trong nghién ctru cua tac gia Salpini. Nguyén nhén co
thé 1a do su khac biét vé dic diém caa chung vi rat duoc khao sat, khi ma chang
HBYV ghi nhan qua nghién ctu cua tac gia trén chu yéu la kiéu gen A va D8 trong
khi trong nghién ciru nay chi gom kiéu gen B va C.

Salpini va cong su con thuc hién céc thi nghiém in vitro va ghi nhan cac dot
bién trén l1am giam dang ké ty 1¢ HBsAg duoc tiét ra noi bao so véi nhom khong
HCC tai mdi thoi diém dugc phan tich (p <0,05) va 1am ting ty 18 té bao & pha S
(P203R: 26% * 13%; P203R+S210R: 29% + 14%; WT: 18% + 9%, P < 0,01);
ngoai ra dot bién S210R con lam tang ty 18 té bao trong pha G2/M (33% + 6% so
V6i 26% + 8% ddi vai nhém khong HCC, p < 0,001)8. Nhirng két qua nay cho
thay rang hai dot bién dau C cua gen S 12 P203R va S210R lam can tro sy bai tiét
HBsAg va c6 lién quan dén ting sinh té bao, hd tro su tham gia cua ching vao su
phét trién HCC.

Dot bién S174N chi chiém ty 1¢ thap trong nghién ctru nay 12 5,1% & nhom
HCC va 0,4% & nhém khéng HCC tuy nhién lai c6 méi lién quan véi nguy co HCC
sau khi hiéu chinh véi mé hinh da bién. Cu thé, sau khi hiéu chinh véi céc bién sé
nén nhu gigi tinh, nhém tudi, dot bién S174N c6 lién quan téi tinh trang mic HCC
Vi s6 chénh OR= 20,60 (1,64-258,39), p= 0,019 (bang 3.28).

Céc dot bién khac ¢ ving S ¢6 ty 1é cao hon ¢ ¥ nghia & nhom HCC nhu
dot bién F20S, L98V, V190A, L209G/S/V, F212C/L/Y déu chiém ty I¢ thap dudi
10% (bang 3.21).



102

Trén ving S chidng t6i ghi nhan ty 1& dot bién gen 1a 86,4% & nhom bénh
nhan HCC so véi nhém khdng HCC 1a 71,8%. Ty 18 dot bién thudc vung chirc
nang MHR & nhom HCC 1a 79,7% cao hon ¢6 y nghia so véi nhém khéng HCC la
57,6% vé6i p=0,002. Khi phan tich sdu hon chung t6i nhan thiy sy khac biét giita
hai nhém chu yéu 1a do dot bién ¢ viing a (aa 124-148). Cu thé ty 18 dot bién trén
viing nay 12 49,1% & nhém HCC so véi 34,9% & nhom khdng HCC (p=0,043). Két
qua nay phu hop véi ghi nhan tir cac nghién ciru trude day bao cao dot bién trén
vling a c6 lién quan téi nguy co HCC?%7, Tuy nhién ty Ié nay cao hon so véi ty 1€
trong nghién ctru cua tac gia Bui TTT nam 2017 ghi nhan ty & dot bién trén ving
a chi 1a 8,1%'??, va nghién cau cua Lazarevic . (2019) & 187 bénh nhan nhiém
HBV la 31,0%*%3,

Ngoai ghi nhan ty I& cao d6t bién ¢ viing chirc ning a, chung toi con ghi nhan
ty 1 dot bién & ving chirc nang HLA-II cao hon c6 y nghia & nhdm HCC véi ty 1 1a
66,1% so0 Vi 45,8% & nhoém khong HCC. Pau tan C cia ving S (aa 179-226) c6 dac
tinh ky nudc va dugc cho 1a chén vao mang ER. Mién nay lién quan dén viéc 1am
trung gian van chuyén glycoprotein vo qua mang lugi noi chat. Cac dot bién trong
viing nay tao ra mot chudi 6n dinh, duoc glycosyl hoa nhung khong duoc bai tiét, do
d6 anh huong dén qua trinh sinh hoc va bai tiét cac virion?.

4.5 Céc yéu t6 lién quan dén ung thw biéu mé té bao gan

C6 mot s6 cac yéu td nguy co khac co thé déng thoi ton tai ¢ nhitng nguoi
nhiém HBV man, mot s6 duoc cho 1a c6 thé lién quan, hoic tham chi lam ting
nguy co phat trién HCC. Vi du nhu nhiém HBV tai thoi diém méi sinh hoic bénh
nhan bi nhiém man tinh 16n tudi, gigi tinh nam, ching toc ngudi Chau A va Dao
Thai Binh Duong, ¢6 cac yéu t6 lién quan 16i song (udng rugu muc do nhiéu, sir
dung thudc 1), tai lugng HBV DNA va xét nghiém huyét thanh caa vi rat viém
gan B nhu HBeAg duong tinh, kiéu gen HBV va thoi gian lay nhiém déu dugc
chirng minh 14 1am tdng nguy co!'l,

Tudi, gi6i
Do tudi ¢ lién quan toi nguy co HCC trén bénh nhan tham gia vao nghién

ctu. Ty 16 HCC cao hon & nhém >40 tudi véi p<0,001. Biéu nay phu hop véi bang



103

chang tir céc nghién ctu trude day cho thay tudi 1a yéu td nguy co cua HCC trén
bénh nhan viém gan B man’17°. Nguyén nhan c6 thé 1a do HCC can su tich liy qua
thoi gian dai cac bién d6i vé di truyén, md hoc nhu cac ton thuong gan, xo hoa
ganl70171

Khi khao sét va so sanh sy phan bé gidi tinh gitra nhém ¢ HCC va nhém
khéng HCC, giai tinh nam cé ty 1€ HCC cao hon so v&i nhdm nir va su khac biét
nay c6 y nghia thong ké véi p=0,07. Biéu nay phl hop véi dic diém cua bénh ly
vé gan va yéu té nguy co HCC cao hon & nam giéi duoc ghi nhan trong nhiéu
nghién ctru trude day 100172173 Mot s bang chirng cho thay bénh gan d& phét trién
hon & nhitng bénh nhan c6 ndng do testosterone cao va nong do estrogen thap™.
Ngoai ra, nam gigi c6 ché do an thiéu lanh manh, xu huéng hit thubc 14 va sir dung
ruou bia nhiéu hon 1a nguy co tién trién HCC (bang 3.24).
Hat thuoc la

Két qua khao sat cho thay ty 16 ngudi hit thudce 14 & nhém c6 HCC cao hon
s0 v&i nhoém khdng HCC (34% so véi 17,8%) va su khéc biét nay co y nghia théng
ké véi p = 0,008 (bang 3.25). Piéu nay phu hop véi bang ching vé tac dong doc
lap cua hat thudc 14 voi nguy ung thu biéu mo té bao gan!176, Thudc 14 gay nén
c4c tac dong dbi vai gan mot cach truc tiép hoac gian tiép. Co thé kich thich san
XUit c4c chat gay doc té bao, lam tang xo héa va viém hoai ti!?’. Co ché tac dong
duoc cho 1a do cac hda chat doc hai trong thudc 14 c6 thé dugc chuyén hda mot
phan tai gan va hoat héa mét sb chat sinh ung. Tac dong nay co thé két hop Voi
tinh trang viém gan man tinh va lam ting nguy co HCC & nhitng ngudi bi nhiém
HBYV c¢6 hat thude 14. Mot nghién cizu hdi ciru tai Trung Québc udce tinh nguy co tir
vong trudc 70 tudi vi HCC & nguoi bi viém gan vi rat B man 1a 33% doi véi nguoi
hit thube 14 so véi 25% & ngudi khong hit thude 14 va nguy co ung thu sé ty 18
thuan véi lwong thude hat!™.
Pic diém 1am sang: xo gan, dot bung phat viém gan vi rut B

Ty I¢ HCC trong nhém bénh nhan xo gan cao hon ¢6 y nghia so vai nhom
khong co xo gan véi p=0,003 (bang 3.26). Piéu nay phl hop vai bang chang tir

cac nghién ciru khac trén thé gioi khang dinh rang xo gan 1a mét trong nhitng yéu
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t6 nguy co phat trién ung thu gan va co dén 80%-90% ngudi mic HCC bi xo
gan'’’. Cu thé, mét nghién ctru doan hé cua Zhongxian Poh va cong su theo dbi
673 bénh nhan viém gan vi rat B trong trong 10 ndm ghi nhan ty ¢ phat trién HCC
& nhém bénh nhén ¢ xo gan 1a 29,7% trong sudt thoi gian theo ddi (twong dwong
véi 3,0% mdi nim) so véi ty I& chung cho ca nhom la 7,8%*8. Tuong tu, mot
nghién ctru gop duoc thuc hién nam 2019 di so sanh ty 16 mic HCC méi nam giira
tinh trang c6 va khong c6 xo gan nham muyc dich danh gia nguy co HCC do xo gan
trén nhitng nhém c6 bénh gan khac nhau. Két qua cho thiy & nhirng bénh nhan cé
tinh trang viém gan B man, nguy co mic HCC qua tirng nim néu c6 tinh trang xo
gan cao gap 8,73 lan so véi khong c6 xo gan (tir 0,37%/nam khi khong xo gan 1én
3,23%)7°. Tir nhitng bang chang trén, nhiéu chuyén gia khuyén céo viéc sang loc
bang siéu am gan 6 thang mot lan (giam sat HCC) & nhitng ngudi co nguy co cao
gitip xac dinh sém HCC va tang kha ning diéu tri khoi bénh?,

Nhédm bénh nhan HCC cd thoi gian phat hién viém gan vi rat B trung binh
14 9,11 + 3,29 (nam) so véi nhom khéng cé HCC la 11,36+ 4,18 (nam), su khac
biét nay c6 y nghia théng ké véi p <0,001. Két qua caa ching t6i cho thay nhom
bénh nhan HCC ¢4 thoi gian méc bénh thap hon so v&i nhém khong c6 HCC. biéu
nay phu hop véi cac nghién ctru trude day ghi nhan ung thu gan la nguyén nhan tir
vong chinh trén bénh nhan nhiém viém gan B man'8:182 T4c gia Montuclard nhan
thay ty 18 tir vong & nhém c6 HBV cao gap 1,7 lan ty Ié tir vong chung trong khi
ty 18 ndy & nhém c6 HCC gap 15,9 1an. Nghién ctu cua Tao Wang tai Pai Loan
nhan thay bénh nhan mac HCC c¢6 ty Ié tir vong theo tudi cao hon so v&i nhom
bénh nhan khdng c6 HCC3, Nghién ctru cua ching toi thuc hién phuong phap cit
ngang do d6 c6 thé bo s6t bénh nhan da tir vong do HCC, viéc thyc hién nghién
ctru doan hé sé& gitip xac dinh dugc mai lién quan nhan qua giira thoi gian tir Ilc
chan doan viém gan B man cho dén thoi diém phét hién HCC.

Bung phat viém gan vi rat B 1a bénh canh 1am sang dugc cac bac si rat quan
tam, day 1a tinh hudng niang bénh nhan cé thé cé triéu ching, ké ca vang da, va
tang AST, ALT, kéo dai thoi gian INR, ting AFP, tham chi khién bénh nhan suy

gan va tir vong. Nghién ciru cta ching t6i cling mudn tim hiéu dot bién ving pre-
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S/S cua HBV c¢6 lién quan dén bénh canh bung phat viém gan vi rit B hay khéng,
nhét 12 khi bénh nhan nhiém HBV man, ting AFP ciing |a nhitng yéu t5 goi ¥ chan
doan ngudi bénh c6 bién chizng HCC. Vi ca hai bénh canh bing phét viém gan vi
rit B man hay HCC déu la nhitng bién ching ning c6 tién luong rat xau can phai
duoc tra 1oi ngay khi tiép nhan ngudi bénh. Qua bang 3.26, ching tdi ghi nhan
duogc ty 1€ bénh nhan bi bung phat viém gan vi riat B it c6 HCC hon nhitng nguoi
khong bung phat vai ty 18 lan luot 12 4,2% va 24,7%, va su khéc biét nay co y
nghia thong ké (p<0,01). Hay hiéu mot cach khac, vai két qua nay, bénh nhan cé
bién chizng nang la bung phét viém gan vi rat B it khi xay ra bién chizng nang con
lai ciing maot thoi diém.
Pic diém can 1am sang: tai lwong HBV DNA, ALT- AST- GGT, tiéu cau,
HBeAg

Tai luong HBV DNA ¢ nhém bénh nhan HCC thap hon so véi nhém bénh
nhan viém gan vi rGt B man tinh va sy khéac biét nay co y nghia thng ké véi
p<0,001. Nhiéu nghién ciru trudc ddy da ghi nhan nguy co HCC ting ty Ié thuan
Véi tai lugng HBV DNA 84185 Chen va cong su bao cdo ty 1& méc tich liy tang tir
1,3% lén 14,9% & nhém bénh nhan ¢ HBV DNA la 106 copies/mL so véi nhém
dudi 300 copies/mL184, Nghién ctru cua Xu va cong su 8¢ nam 2022 khao sat  tai
luong HBV DNA trén 6301 bénh nhan HBV d3 nhan thiy c6 méi lién quan cé y
nghia gifra chi s6 ndy va&i nguy co HCC bét ké tinh trang diéu tri. Cy thé, nhoém cé
HBV DNA cao >2000 IU/mL tai thoi diém ban dau va sau dé sut giam nhanh
chéng trong thoi gian theo ddi ¢ nguy co gap 2,62 1an so véi nhém co tai lugng
HBV DNA duéi ngudng phat hién. Tuong tw, nhom ¢6 HBV DNA dudi ngudng
tai thoi diém ban dau nhung ting t&i hon 20.000 TU/mL trong qua trinh theo ddi
thi nguy co HCC gap 4,17 1an'®_ Diéu nay cho thay chi sé HBV DNA tai mét thoi
diém c6 thé khdng danh gia day du nguy co phat trién ung thu té bao gan. Viéc
theo ddi chi s6 nay trong qué trinh diéu tri HBV khong nhiing gitip danh gia hiéu
qua diéu tri ma con c6 thé du bao dugc nguy co tién trién HCC & bénh nhan.

Nghién ctru nay nhan thay chi sé ALT thap hon c¢6 y nghia & nhém c6 HCC,

diéu nay phu hop véi dién tién cua bénh ly gan. Qué trinh ton thuong gan c6 thé
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bit dau tir tinh trang viém gan man tinh hoic cap tinh va do d6 di kém véi ting cac
chi sé ALT va AST. Qua thoi gian dai, cac ton thuong nay khong hoi phuc va gay
nén tinh trang xo hoa ciing nhu sut giam chirc nang gan, lic nay cac chi $6 vé chirc
ning gan nhu ALT, AST, tiéu cau c6 thé giam va bénh nhan c6 nguy co tién trién
HCC cao hon. Nghién ctru doan hé cua Ishiguro tai Nhat Ban'®’ theo ddi trén sé
lwong 16n ngudi cao tudi nham ghi nhan ty 16 mac méi HCC trong thoi gian nghién
ctru dd nhan thay nguy co ung thu gan cao hon & nhitng ngudi ¢6 chi s6 ALT ting
bit ké tinh trang c6 nhiém viém gan B hay khong. Cu thé, so vdi nhitng ngudi
khéng c6 tinh trang nhidm vi rdt va ¢ mic ALT dudi 30 U/L, nguy co mac ung
thu biéu mo té bao gan ting gap 9,4 1an (KTC:3,9-22,3) & nhitng ngudi am tinh
Vi vi rat co miac ALT I6n hon 30 U/L. Ty I€ nay ciling cao hon va c6 xu hudng
tang lén theo chi s6 ALT & nhitng ngudi 6 tinh trang nhiém vi rat vai hé sé nguy
co 14n Iuot 12 15,2 (6,1-37,6), 180,5 (89,4-364,2), 454,2 (221,5-931,2) & nhém c6
ALT dudi 30 U/L, 30-69 U/L, va > 70 U/L (p xu huéng <0,001)18.

El-Serag va cong su khi thuc hién nghién cizu trén bénh nhan mac viém gan
Vi rit C d c6 tinh trang xo gan nhan thdy nguy co ung thu gan lai cao hon & nhiing
bénh nhan c6 chi sé ALT va s luong tiéu cau thap!®, Nghién ctu duoc thyuc hién
trén 11.721 bénh nhéan trong d6 35.494 xét nghiém AFP duoc thuc hién va 987
bénh nhan tién trién HCC. Tac gia da sir dung chi sé AFP va céc chi s xét nghiém
khac dé xay dyng mo hinh tién doan tinh trang tién trién HCC. Két qua cho thay
tat ca cac ngudng gia tri AFP, sb luong tiéu cau thip, ALT thap va tudi gia co lién
quan dén ting nguy co mac ung thu biéu mo té bao gan. Nguoc lai, ALT cao va s6
luong tiéu cau binh thudng/cao ¢o lién quan dén nguy co mic ung thu biéu mo té
bao gan thap. Tuy nhién tac gia ciing nhan thay do chinh xéac ciia md hinh trén bi
giam di dang ké khi 4p dung cho nhom dbi tugng khdng cé tinh trang xo gan.

Két qua ghi nhan tir nghién ciru cho thay chi s6 GGT ¢ nhém HCC 14 224,6
+ 199,1 U/L cao hon ¢6 y nghia so voi nhom khong HCC la 121,1 + 130,1 U/L.
Chi s6 GGT thudng dugc dung dé tién lugng séng con cho bénh nhan HCC va c6
méi lién quan thuan véi kich thudc khbi u va giai doan bénh8. Mot s6 nghién ciu

ghi nhan GGT c6 lién quan t6i nguy co HCC. Hann va cong su *°thuc hién mot
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nghién ctru doan hé trén 588 bénh nhan nhan thiy ty 1 mic HCC cao hon & nhém
c¢6 taing mot trong cac chi sé ALT, AST, ALP va GGT so vai thoi diém bat dau
nghién ctiu. Va ty 18 ndy cao nhat & nhom cé ting GGT véi ty s6 nguy co (HR) 1a
2,60 (KTC: 1,41 — 4,77). biéu nay goi v viéc ung dung xét nghiém GGT va céc
chi dau sinh hoc khac dé danh gia nguy co HCC tién trién trén bénh nhan HBV.

S6 lugng tiéu cau trung binh & bénh nhan HCC trong nghién ciru nay la
1424 + 79,3 K/mm?3 thap hon so mirc binh thuong la 150 K/mm3. Két qua nay
tuong tu nghién ciru ctia Pinh Ngoc Hung nam 2019 ghi nhan gid tri trung binh tai
thoi diém phat hien HCC 1a 133,7 + 88,2 K/mm? 191, Két qua cua nghién cau nay
cho thay c6 su khéc biét co y nghia giira s6 luong tiéu cau & nhom cé va khéng co
HCC. Theo tac gia Papatheodoridis va cong su'’?, tudi cao hon va sé luong tiéu
cau thap hon 1a nhitng yéu té du bao HCC doc 1ap manh mé khong phu thudc vao
tinh trang xo gan. Cu thé, ty 1& mac HCC tich lity sau 1, 3, va 5 nam diéu tri viém
gan vi rit B 1 0,8%, 2,3% va 7,0% d6i vai bénh nhan c6 tiéu cau > 100 000/mm3
va 6,5%, 15,6%, 30,2% d6i voi nhitng bénh nhan cé tiéu cau < 100.000/mm3. Tuy
nhién, nghién ctru nay c6 su khac biét vai nghién ciru cia Binh Ngoc Hung khong
tim thy su khac biét c6 ¥ nghia vé s luong tiéu cau luc phat hién HCC so véi khi
bat dau diéu tri viém gan vi rit B. Biéu nay c6 thé 1a do khac biét trong thiét ké
nghién ctru khi ma tac gia Pinh Ngoc Hung hoi ciru hd so ciia bénh nhan mic HCC
trong qua trinh diéu tri trong khi nghién ciru nay khao sat cat ngang ¢ nhirng nguoi
nhiém vi rGt viém gan B man tinh?%%,

Nghién ciru cho thay ty 16 HBeAg am nhiéu hon & nhém c6 HCC (27,3%
S0 Vi 14,9% véi p=0,008). Két qua nay cd sy khac biét véi cac nghién ctu trudc
day da chang minh nhitng nguoi mang HBeAg duong tinh va nhitng nguoi bi xo
gan dic biét dé hinh thanh khéi u va HBeAg duong tinh ¢6 lién quan dén ting nguy
co ung thu biéu mo té bao gan'®2. Nghién cau trén 107 bénh nhan nhidm vi rat
viém gan vi rat B duoc chan doan HCC tai BV Cho Riy nam 2019 cho thay cac
treong hop HCC c6 HBeAg duong tinh c6 ty 1€ xo gan (87,1%) cao hon so vdi
nhoém HBeAg am tinh (55,3%), c6 mbi lién quan gitra mirc do xo gan vai dau an

mién dich HBeAg (p=0,002) 1%, Nghién ciu cua Yang va cong su sir dung phan
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tich da bién dé khao sat méi lién quan gitta HBsAg va HBeAg véi nguy co HCC.
Két qua cho thay sau khi diéu chinh theo d6 tudi, gigi tinh, su hién dién hay ving
mat cua khang thé chéng lai vi rit viém gan C, tinh trang hit thubc 14 va si dung
hodc khdng sir dung ruou, nguy co twong ddi (RR) cta ung thu biéu mé té bao gan
29,6 (KTC 95%: 6,0 - 15,2) & ngudi duong tinh véi HBsAg va 60,2 (35,5 - 102,1)
& nguoi duong tinh vai ca HBsAg va HBeAg, so vai bénh nhan am tinh ca hai xét
nghiém trén'®2. Do d6, nghién cru can xét thém méi lién quan gitta mtrc d6 xo hoa
gan v6i HBeAg. Nghién ciru caa ching toi 1a nghién ctu cit ngang nén khong thé
khao sat méi lién quan nhan qua gitta HBeAg voi nguy co HCC. Ty 1¢ HBeAg am
chiém da s6 & bénh nhan HCC c6 thé 1a do dap ng cua diéu tri hodc do giai doan
cua bénh?e®,

Két qua phan tich da bién cho thiy céc yéu té nén nhu giéi tinh nam, nhom
tudi >40 va sy hién dién céc dot bién xay ra & axit amin W4P/R/Y viing pre-S1,
T47AJE/VIK, P120S/T, S174N, P203R ving S la nhiing yéu té nguy co doc l1ap
ciia HCC. Piéu nay cho thay viéc tam soat cac dot bién gen trén ving pre-S va S
cling nhu cac dot bién khac co lién quan toi kha ning phat trién HCC ¢ thé gidp
ich trong viéc quan ly bénh nhan nhiém HBV man, dic biét la nhom bénh nhén cé
tuoi cao, la nam giéi. Tuy nhién mot s6 dot bién qua phan tich c6 khoang OR tuong
d6i rong va do dé viéc cd thém céc nghién ctru véi ¢ mau Ion tai nhiéu trung tam
diéu tri viém gan vi rat B man & d6i twong dan sé Viét Nam 1a can thiét dé ¢ thém
bang ching gilp xay dung cac thang diém danh gia nguy co HCC c6 do tin cay
cao.

Han ché cia deé tai

Nghién ciu chi mai tién hanh thuc hién tai 1 dia diém 1a phong kham Viém
gan Bénh vién Pai hoc Y Dugc Thanh phé Ho Chi Minh. Do vay, ty 1& dot bién
chung caa dan sé nghién ciru khong dai dién cho toan dan s nhiém HBV man tinh
trong cong dong. Ngoai ra, nghién ciru chi chon nguoi 6 tai lugng HBV DNA >
10* copies/mL va bé qua bénh nhan c6 HBV DNA < 10* copies/mL, diéu nay lam
cho két qua khong dai dién dugc hét cho dan sé bénh nhan nhidm vi rat viém gan

B man tinh.
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Bén canh dé, véi ki thuat giai trinh tu gen truc tiép, chi phat hién dugc dot
bién khi ty 1¢ chung dot bién chiém it nhat 20% trong quan thé vi rat. Ty Ié thuc
hién kiéu gen va giai trinh ty tim dot bién that bai dén 5,3% chua xac dinh duoc 1a
do that bai vé ki thuat hay khach quan do mau xét nghiém c6 HBV DNA thap (giai
trinh tu gen truc tiép chi phat hién dugc dot bién khi tai luong HBV DNA tir 300
copies/mL tr¢ [én).

Thiét ké nghién ctu cat ngang, mac du c6 tién hanh phan tich theo thuat
toan thong ké nhung chua thé dua ra duoc két luan méi quan hé nhan qua gitta dot

bién gen ving pre-S/S véi ung thu biéu md té bao gan.
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KET LUAN

Qua khao sat dot bién gen pre-S/S ctia HBV ¢ 238 ngudi nhiém HBV man
tinh va 62 bénh nhan nhiém HBV man tinh c6 bién ching HCC tai Bénh vién Dai
hoc Y Duoc Thanh phé Ho Chi Minh, nghién ciu rat ra mot sb két luan sau day.

1. Pic diém ddt bién gen pre-S/S caa vi rat viem gan B

Ty Ié dot bién diém xay ra trén ving pre-S1 14 58,8%, viing pre-S2 1a 78,1%
va ving S 1a 66,9%. CAc vi tri axit amin bi d6t bién nhiéu nhat cua pre-S1 1a V68
va T87, chiém hon 45%. Céc vi tri axit amin bi thay thé nhiéu nhat cua pre-S2 Ia
T125 chiém 43,7% va 1150 chiém 28,9%.

Dot bién x6a doan viing pre-S1 chiém 21,3% va ving pre-S2 chiém 15,1%.

Xét theo c4c ving chirc nang: dot bién pre-S1 va pre-S2 tap trung nhiéu
nhat & viing S promoter (71,7%) va HSP70 (70,3%), sau d6 NTCP (47,6%), NBS
(45,5%), epitope té bao B (42,3%) va epitope té bao T (31,5%).

Cac vi tri axit amin bi thay thé trong ving S tap trung nhiéu nhat tai ving
MHR (62%), tiép dén 1a ving HLA-II (49,8%) va ving HLA-I (16,8%). Céc vi tri
axit amin thuong bi thay thé trong viing gen S gom A184 (37,7%), S210 (35,4%)
va S53 (33,7%).

Nhiéu dot bién pre-S/S ciia HBV ¢6 su phan bd tan suat khéc biét theo do tudi
trude hodc sau 40 tudi, giai tinh, tinh trang xo gan, HBeAg, kiéu gen HBV, tai luong
HBV DNA, HBsAg dinh luong, dong hién dién HBsAg va anti-HBs.

2. Lién quan giira dot bién gen pre-S/S caa vi rat viém gan B va ung
thu biéu mo té bao gan

Dot bién tai hai vi tri W4 va 1108 cua ving pre-S1 c6 ty 1& cao hon ¢6 ¥
nghia & nhom bénh nhan viém gan vi rit B man c6 HCC so véi nhiém HBV man
khéng HCC (p<0,05).

Céac dot bién tai vi tri axit amin F20, T47, L98, S174, V190, P203, L209 va
F212 cta vung chirc nang MHR va HLA-II trén gen S c0 ty I€ cao hon c0 ¥ nghia
& nhdm bénh nhan viém gan vi rdt B man c¢6 HCC so vé&i nhiém HBV man khong
HCC (p<0,05).
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Phén tich da bién xac nhan cd 7 yéu td lién quan dén ung thu biéu md té
bao gan gdm: gidi nam, tudi >40, dot bién tai axit amin W4P/R/Y trén ving pre-
S1 va 4 dot bién tai cac axit amin T47A/E/V/K, P120S/T, S174N va P203R trén
vung gen S cua HBV.
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KIEN NGHI

- Can thuc hién nghién ciu vai ki thuat giai trinh ty gen thé hé méi, c6 do
nhay cao kha niang phat hién dot bién t6i 0,1%, diéu nay nham gitp phat hién duoc
cac dot bién co ty 18 thip nhu W4P/R/Y (pre-S1), S174N (S) nhung c6 lién quan
dén HCC. Va k¥ thuat giai trinh tu gen thé hé mai ciing ddng thoi giai quyét duoc
viéc phat hién dot bién ¢ nhirng truong hop bénh nhan c6 tai lugng HBV DNA
thip hon 300 copies/mL.

- M& rong nghién cau tai nhiéu trung tam diéu tri viém gan tai thanh phd
Ho Chi Minh hay khu vuc dé két qua nghién ctru thu duoc mang tinh dai dién cho
dan s6 nhiém vi rat viém gan B man tinh trong cong dong.

- Ngoai ra, phan tich thém anh huéng qua lai hay phdi hop cua cac dot bién
trén viing pre-S/S véi cac dot bién trén gen PC/BCP, gen X cua vi rut viém gan B
véi HCC & bénh nhan Viét Nam, do dic tinh bo gen vi rat xép chong lap 1én nhau

va ban tinh khiém khuyét kha nang sira 15i ciia nd trong qua trinh sao chép.
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PHU LUC
PHIEU THU THAP THONG TIN NGHIEN CUU

LIEN QUAN GITUA POT BIEN GEN S CUA HBV VA UNG THU BIEU
MO TE BAO GAN
M4 sé (ID): ............
I. HANH CHANH BSTHUCHIEN: ...cceuvveneeennnnns
Ténbénhnhin: ... Nam sinh: ..............
Giéi: (1) Nam O (2) N O

Ngay vao nghién ctru: ....... T M&ASO HSBV: .........c........

Tinh trang hén nhan:

"] Doc than
1 Co gia dinh
1 Goa
Can nang: ....... kg. Chiéu cao: ...... cm
Il. TIEN SU"
CA NHAN:
Udng ruou Nhiéu O itO Khong O
Hut thudce C6 0O Khéng O
Dot bién Basal core promoter:  C6 O Khéng O

Loai @Ot DIN: ... e e
TIEN SU GIA DINH:

Gia dinh c6 ngudi mac bénh ly vé gan C6 O Khong O
Ba/me O Anh/chi/fem O Nguoi Khac: ....cccovevvvviiiieiiee,
ViemganB mantinhOdO Xogan O ............... Ung thu gan O



I11. PAC PIEM LAM SANG

Ngudn lay viém gan B
'] Mg sang con
] Tinh duc
J Khong rd
Thoi gian mac bénh viém gan vi rit B mantinh.............................
HBYV genotype: Kiéu gen B O -- KiéugenC O
Chén doan xo gan: O ....... nam:
Cac triéu chiang lam sang: Bangbung 0O  Phu chan: O
Lach to O  Long ban tay son O
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Vangda: O  Sao mach: O

IV. PAC PIEM CAN LAM SANG
HBeAg: Dwongd Am0O .

Xét nghiém Pon vi Xét nghiém Pon vi

INR Bilirubin toan
phan
AST Albumin
ALT Tiéu cau
GGT HBVDNA
AFP HBsAg dinh luong
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V. KET QUA PHAN TICH POQT BIEN GEN PreS/S CUA HBV

Pot bién mat doan: C6 O Khong O

Pot bién vang S: C6 O Khong O

L0ai @Ot DIGN: ..o e e e
Dot bién vang PreS1: C6 O Khong O

L0ai Ot DIGN: ..o e e,
Dot bién ving PreS2: C6 O Khong O
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GIAY CHAP THUAN CUA HQI PONG PAO PUC

BQYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
PAI HQC Y DUGQC TP HO CHI MINH DPic lip - Ty do — Hanh phic
HOQI PONG PAO PUC TRONG NCYSH

sé: %26 /PHYD-HDDD - ,
V/v chip thun céc vén dé dgo dirc NCYSH TP Ho Chi Minh, ngay /Cthng G nam 2019

CHAP THUAN (CHO PHEP) CUA HQI PONG PAO PUC TRONG
NGHIEN CUU Y SINH HQC PAI HOC Y DUQC TP HO CHi MINH

Cin cir quyét dinh sé 1863/QD-BYT ngay 27 théng 5 nim 2009 cia By Y té vé vige
ban hanh Quy ché Té chirc va hoat ddng cia Dai hoc Y Dugc thanh phd Hd Chi Minh;

Can cir quyét dinh sé 5129/QD-BYT ngay 19 thang 12 nam 2002 cia B) truémg
B§ Y té vé viéc ban hanh Quy ché vé t chirc va hoat dong cia Hoi dong dao dirc trong
nghién ciru y sinh hoc;

Cin cir Quyét dinh s6 1238/QD-DHYD-TC ngay I8 thang 5 nim 2016 cuia
Hi¢u truémg Pai hoc Y Duge TP Hd Chi Minh vé viée thanh 1dp Hji ddng dgo dirc trong
nghién ciru y sinh hoc;

Trén co s& xem xét cia thudmg trye Hoi ddng Dgo dirc trong nghién ciru y sinh
hoe Dai hoe Y Duge ngay 6/6/2019;

Nay Hoi déng dao dirc chép thudn (cho phép) vé cic khia canh dao dirc trong
nghién ciru d6i véi dé tai:

= Tén dé tai: M;fi lién quan giita dgt bién gen S ciia HBV va nguy co ung thw biéu mo
té bao gan.

« Masb: 19304 - DHYD

« Chi nhiém dé tai: Nguyén Quang Trung - Nghién ciru sinh

* Don vj chu tri: Pai hoc ¥ Duge Tp. Hé Chi Minh

+  Pia diém trién khai nghién ciru: Bénh vién Dai hoc ¥ Duge Tp. H6 Chi Minh

* Thai gian tién hanh nghién ciru: tir thang 5/2019 dén thang 6/2021.

« Phuong thirc xét duyét: Qui trinh déy dii.

Ngay chip thudn (cho phép): Ngay 10/6/2019.

Liru y: HDDD c6 thé kiém tra ngiu nhién trong thoi gian tién hanh nghién ciru

TM. HQI PONG
Chii tich Hji ddng

Vel

—

—

GS.TS. Nguyén Sao Trung



GIAY CHAP THUAN PONG Y CHIA SE THONG TIN NGHIEN CUU

CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
DPic lip - Ty do - Hanh phic

Ngay 26  thdng 07 ndm 2023

GIAY PONG Y
Cho phép sit dung sb lidu nghién ciru

Téi tén 1a: NGUYEN THI CAM HUONG, giang vién bd mon Nhiém, Pai hoc Y Dugc TP.
HCM.

Chu nhi¢m dé tai: "Khéo sat dot bién gen PreS/S ciia siéu vi viém gan B & bénh nhin nhiém
HBV man"

Téi dong y cho nghién ciru sinh NGUYEN QUANG TRUNG, nién khéa 2018, Pai hoc Y
Dugc TP. HCM, dugc sir dung s liéu tir @& tai néu trén vao muc dich nghién ciry, viét va
béo céo ludn 4n tién si.

CHU NHIEM DE TAI

b

Nguyén Thj Cm Hudng



GIAY CHAP THUAN CUA HQI PONG PAO PUC

BOYTE CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
DAI HQC Y DUGC TP HO CHI MINH Pic lip - Ty do — Hanh phiic
HOI DONG DAO DUC TRONG NCYSH
$6:119 /HDDD

Viv chip thuéin céc vén dé dao drc NCYSH  TP. Hé Chi Minh, ngay 44 théng cC_ndm 2020

CHAP THUAN CUA HQI PONG PAO PUC TRONG
NGHIEN CU'U Y SINH HQC DAI HQC Y DUQC TP. HO CHI MINH

Can cir Quyét dinh sé 1238/QD-BYT ngay 3/4/2019 cita B Y té vé viéc ban hanh
Quy ché T4 chirc va hoat déng Pai hoc Y Duge TP. Hé Chi Minh;

Cin cir Quyét dinh sb 2626/QD-BYT ngay 22/7/2008 cuia Bj truémg Bo Y té vé
viéc ban hanh Quy ché vé td chirc va hoat dong cia Hoi ddng dao dirc trong nghién
¢t y sinh hoc;

Cin cir Quyét dinh sé 3870/QD-DHYD ngiy 6/10/2016 cia Hiéu truéng Pai hoc
Y Dugc TP. Hé Chi Minh vé viéc ban hianh Quy ché td chirc va hoat déng Hoi ddng
dao dirc trong nghién ciru y sinh hoc;

Czn cir Quyét dinh sé 1238/QD-DHYD-TC ngdy 18/5/2016 cia Hiéu truéng Pai
hoc Y Duge TP. H Chi Minh vé viéc thanh 13p Hoi ddng dao dirc trong nghién ctru y
sinh hoc, nhiém ky 2016 - 2021;

Trén co s& xem xét cita thudng truc Héi déng Dao dirc trong nghién ctu y sinh hoc
Pai hoc Y Duge TP. Hd Chi Minh ngay 14/02/2020;

Héi ddng dao dirc trong nghién ciru y sinh hoe chép thudn vé céc khia canh dao dirc
trong nghién ciru di véi dé tai:

« Tén dé tai: Khdo sdt dot bién hen PreS/S ciia siéu vi viém gan B & bénh nhén
nhiém HBV man.

= Chil nhi¢m dé tai: TS. Nguyén Thi Cdm Hudmg - Gidng vién Dai hoe ¥ Duge TP.HCM

= Don vi chil tri: Dai hoe ¥ Duwge TP. Hé Chi Minh

« Dja diém trién khai nghién ciru: Bénh vién Pai hoe ¥ Duge TP.HCM.

» Théi gian tién hanh nghién ciru: tir thdng 02/2020 dén thdng 12/2020

= Phuong thire xét duyét: Qui trinh rit gon

Ngay chip thugn: 14/02/2020

Luew y: HDDD c6 thé kiém tra ngiu nhién trong théi gian tién hanh nghién ciru

KT-HIEU TRU/QNG TM. HOI PONG
1] RUONG CHU TICH HQI PONG
“v /i /

PGS.TS. Nguybn“Hoang Bic GS.TS. Nguyén Sao Trung




BAN THONG TIN DANH CHO POI TUQNG NGHIEN CUU
VA CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU (A)

Tén nghién cieu: Méi lién quan giira d@ot bién gen S ciia HBV va ung thw biéu

mo té bao gan.

Nha tai trg: Bo mén Nhiém, Pai hoc Y Dugc TP. HCM
Nghién cuiru vién chinh: NCS NGUYEN QUANG TRUNG
Pon vi chu tri: B mén Nhiém, Pai hoc Y Dugc TP. HCM
. THONG TIN VE NGHIEN CUU

Muc dich va tién hanh nghién ciu

Nghién ctru khao sat méi lién quan gitra dot bién gen S cua HBV va ung
thu biéu mé té bao gan ¢ bénh nhan nhiém HBV man tai BV Dai hoc Y Duoc
TP.HCM.

Thiét ké nghién cizu: bénh chitng, hoi cau va tién cuau.
Thei gian nghién ceiru: 26 thang (05/2019- 07/2021)
Céch tién hanh:

Xin dng/ba/anh/chi danh it thoi gian d¢é nhoém nghién ciru giai thich vé muc
tiéu nghién cau, nghe va tra 1di mot s6 cau hoi lién quan dén nghién ciu. Nghién
ctru tién hanh khi 6ng/ba/anh/chi bi HCC lién quan véi nhiém HBV man ty nguyén
déng y tham gia. Nhdm nghién ctzu xin 6ng/ba/anh/chi cho xin 5 mL mau ngoai
bién luu giit dé thyc hién cac xét nghiém, viéc lay mau cung Iic véi viéc lay mau
xét nghiém dé diéu tri tai phong xét nghiém caa bénh viéen PHYD TP.HCM.

Xét nghiém giai trinh tuy gen S cua HBV (khi tai luong siéu vi >300
copies/mL) duoc thuc hién mi&n phi véi chi phi 1.000.000 ddng/ mau. Két qua xét
nghiém sin sang cung cap cho dng/ba/anh/chi khi c6 yéu cau thiét thuc lién quan
dén viéc diéu tri. nghién ciu khdng l1am anh huéng hay can thiép dén dién tién tu
nhién va diéu tri cua 6ng/ba/anh/chi.

Cong cu thu thdp sé liéu: ghi nhan thdng tin vao bang thu thap s liéu.

Nguwoi lién hé:



Nguyén Quang Trung, SBT: 0918341690, email: bsquangtrung@gmail.com
Sw tw nguyén tham gia
Nguoi tham gia dugc quyén tu quyét dinh, khdng hé bi ép budc tham gia.
Nguoi tham gia c6 thé rt lui ¢ bat ky thoi diém nao ma khong bi anh huéng
gi dén viéc diéu tri/cham séc ma ho dang dugc huong.
Tinh bao mat
Théng tin cia bénh nhan dugc ghi nhan vao phiéu thu thap ma hoa sé nghién
ctru, va dam bao tinh bao mat cua cac ban ghi lién quan dén ngudi tham gia.
Il. CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

Tbi da doc va hiéu thong tin trén day, di co co hoi xem xét va dat cau hoi
vé thong tin lién quan dén noi dung trong nghién ciru nay. Toi da noi chuyén truc
tiép vai nghién ctru vién va dugc tra 10i thoa dang tat ca cac cau hoi. T6i nhan mot
ban sao cua Ban Thong tin cho d6i twong nghién ctu va chap thuan tham gia
nghién ctru nay. Toi tu nguyén dong y tham gia.

o DONG Y o KHONG DONG Y  tham gia nghién ctu
Chir ky caa ngwoi tham gia:

Ho tén Chir ky

Ngay thang nam

Chir ky ciia nguoi dai dién hop phéap (néu ap dung):

Ho tén Chir ky

Ngay thang nam

Chir ky ciia Nghién ciru vién/ngwoi Iy chap thuan:

T6i, nguoi ky tén dudi ddy, xac nhan rang bénh nhan/ngudi tinh nguyén
tham gia nghién ctru ky ban chap thuan da doc toan bo ban thong tin trén day, cac
thong tin nay da dugc giai thich can k& cho Ong/Ba va Ong/Ba da hiéu rd ban chat,
cac nguy co va loi ich cua viéc Ong/Ba tham gia vao nghién cau nay.

Ho tén Chit ky

Ngay thang nam




BAN THONG TIN DANH CHO POI TUQNG NGHIEN CUU
VA CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU (B)

Tén nghién cieu: Méi lién quan giira d@ot bién gen S ciia HBV va ung thw biéu

mo té bao gan.

Nha tai trg: Bo mén Nhiém, Pai hoc Y Dugc TP. HCM
Nghién cuiru vién chinh: NCS NGUYEN QUANG TRUNG
Pon vi chu tri: B mén Nhiém, Pai hoc Y Dugc TP. HCM
. THONG TIN VE NGHIEN CUU

Muc dich va tién hanh nghién ciu

Nghién ctru khao sat méi lién quan gitra dot bién gen S cua HBV va ung
thu biéu mé té bao gan ¢ bénh nhan nhiém HBV man tai BV Dai hoc Y Duoc
TP.HCM.

Thiét ké nghién cizu: bénh chitng, hoi cau va tién cuau.
Thei gian nghién ceiru: 26 thang (05/2019- 07/2021)
Céch tién hanh:

Xin dng/ba/anh/chi danh it thoi gian d¢é nhoém nghién ciru giai thich vé muc
tiéu nghién cau, nghe va tra 1di mot s6 cau hoi lién quan dén nghién ciu. Nghién
ctu tién hanh khi 6ng/ba/anh/chi nhiém HBV man ty nguyén dong y tham gia.

Nhom nghién ctu xin dng/ba/anh/chi cho xin 5 mL mau ngoai bién luu giir
dé thuc hién cac xét nghiém, viéc lay mau cung Iic véi viéc lay mau xét nghiém
dé diéu trj tai phong xét nghiém cua bénh vién PHYD TP.HCM.

Xét nghiém giai trinh ty gen S cua HBV (khi tai luong siéu vi >10%
copies/mL) dugc thuc hién mién phi voi chi phi 1.000.000 dong/ mau.

Két qua xét nghiém sin sang cung cap cho dng/ba/anh/chi khi cé yéu cau
thiét thyc lién quan dén viéc diéu tri. Nghién ciu khong 1am anh huong hay can
thiép dén dién tién ty nhién va diéu tri cua dng/ba/anh/chi.

Cong cu thu thdp sé liéu: ghi nhan thdng tin vao bang thu thap s liéu.

Nguwoi lién hé:



Nguyén Quang Trung, SBT: 0918341690, email: bsquangtrung@gmail.com
Sw tw nguyén tham gia

Nguoi tham gia dugc quyén tu quyét dinh, khdng hé bi ép budc tham gia.

Nguoi tham gia c6 thé rt lui ¢ bat ky thoi diém nao ma khong bi anh huéng
gi dén viéc diéu tri/cham séc ma ho dang dugc huong.
Tinh bao mat

Théng tin cia bénh nhan dugc ghi nhan vao phiéu thu thap ma hoa sé nghién
ctru, va dam bao tinh bao mat cua cac ban ghi lién quan dén ngudi tham gia.
Il. CHAP THUAN THAM GIA NGHIEN CUU

T6i da doc va hiéu thong tin trén day, di c6 co hoi xem xét va dat cau hoi
vé thong tin lién quan dén noi dung trong nghién ciru nay. Toi da noi chuyén truc
tiép vai nghién ctru vién va dugc tra 10i thoa dang tat ca cac cau hoi. T6i nhan mot
ban sao cua Ban Thong tin cho d6i twong nghién ctu va chap thuan tham gia

nghién cau ndy. Toi tu nguyén dong y tham gia.

o PONG Y o KHONG PONG Y  tham gia nghién ciu
Chir ky caa ngwoi tham gia:

Ho tén Chir ky

Ngay thang nam

Chir ky ciia ngwoi dai dién hop phap (néu ap dung):

Ho tén Chir ky

Ngay thang nam

Chir ky ciia Nghién ciru vién/ngwoi Iy chap thuan:

T6i, nguoi ky tén dudi ddy, xac nhan rang bénh nhan/ngudi tinh nguyén
tham gia nghién ctru ky ban chap thuan da doc toan bo ban thong tin trén day, cac
thong tin ndy da dugc giai thich can k& cho Ong/Ba va Ong/Ba da hiéu rd ban chat,
cac nguy co va loi ich cia viéc Ong/Ba tham gia vao nghién cau nay.

Ho tén Chit ky

Ngay thang nam




