PAT VAN DE

Bénh Wilson duoc mé ta 1an dau tién vao cubi thé ky 19 va cho dén nay
bénh di duoc phat hién kha rong rii ¢ hau hét qudc gia va ching toc trén thé
gidi. Tan sudt mic bénh vao khoang ~ 1/350 tré sinh ra [1],[2]. Theo ty 1¢
nay, udc lugng ¢ nude ta hién nay c6 khoang 3000 ngudi mac bénh Wilson.
bay 1a mdt bénh di truyén l4n trén nhidm sic thé sd 13, gay nén boi dot bién
gen ATP7B. Gen ndy c6 vai trd quan trong trong qua trinh diéu hoa su hap
thu, phan phéi va thai trir dong cua co thé. Do d6 khi dot bién gen, s& gy rbi
loan qua trinh chuyén hoa dong, giam bai xuat dong qua duong mat, luong
déng u dong dan trong cac t6 chic nhu: Gan, nfo, mat, da, than, xuong,
khop... va gay ra cac triéu chimg da dang trén 1am sang, cac triéu chimg nay
tién trién nang dan cung voi qué trinh lang dong dong theo thoi gian [3]. O
diéu kién sinh 1y binh thuong, luong ddng dugc dua vao co thé tir 2mg dén
5mg/ngay. Sau khi dugc hap thu tai ruét non, dong dugc dua vao huyét tuong
va gin voi Albumin duéi dang Cu®* trude khi két hop véi cac protein khac
ctia gan dé tong hop thanh ceruloplasmin hodc dao thai qua mat [4],[5]. Quéa
trinh tao thanh ceruloplasmin hodc bai tiét dong qua duong mat bi suy giam
trong bénh Wilson. Ban dau dong sé& tich lily tai gan gy ton thuong té bao
gan (do 80% luong ddng dugc du trix trong gan). Sau d6 luong ddng du thira
s€ duoc van chuyén theo hé tuan hoan dén co quan dich: Nao, mét, than, da,
xuong, khop... va tich tu, gdy ton thuong nghiém trong chirc ning cac co quan

nay. Bénh néu khong duogc chan doan va di€u tri kip thoi s€ tién trién nhanh



sang giai doan toan phat v4i nhi€u bién chung vé than kinh, ti€u hoa, tam

than, r6i loan sic t6 va cac r6i loan khac [6],[7],[8].

O Viét Nam, lan dau tién vao nam 1969, Bui Qudc Huong va cong su da
bao céo 8 truong hop bénh Wilson tai hoi nghi Than kinh hoc quéc té 1an tht
IX tai My [9]. Sau d6 vao nhirng nam 2002-2005 Thai Duy Thanh va cong su
d3 co cong trinh nghién ctu vé dic diém 1am sang va cin 1am sang cua 29
truong hop bénh nhan Wilson ¢ khoa Than kinh - bénh vién Bach Mai [1].
Tiép theo Quach Nguyén Thu Thuay va cong su céng bd nghién ciru vé dic
diém 1am sang bénh Wilson ¢ tré em tai Bénh vién Nhi Trung wong giai doan
2001 - 2006 [2]. Tuy nhién, cho dén nay & Viét Nam gan nhu chua c6 mot
cong trinh nghién ciru toan dién ndo vé phat hién dot bién gen giy bénh
Wilson. Viéc xac dinh chinh x4c cac dot bién trén gen ATP7B & bénh nhéan
Wilson s& giip xac dinh nguyén nhan giy bénh, dong thoi tao tién dé quan
trong cho viéc phat hién nguoi lanh mang gen bénh trong dong ho c6 cung
quan hé huyét thong v6i bénh nhan va tu van trudc hon nhan, gitip ngin ngira
va giam ty 1&é mac bénh. TU thuc té trén, dé tai "'Nghién citu phdt hi¢n dot

bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson" duoc thuc hién v6i muc tiéu:
1. Phat hi¢n dot bién gen ATP7B trén bénh nhéin Wilson.

2. Thiét Idp bin do djt bién gen ATP7B gdy bénh Wilson trén bénh nhén

Wilson Viét Nam.



Chuong 1

TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Lich sir nghién ctru bénh Wilson

Bénh Wilson da dugc biét dén tir thé ky 19 va dau thé ky 20, sy hiéu biét
vé bénh con han ché, cac triéu chung dugc phat hién mang tinh chit don 1¢.
Bénh duoc mo ta dau tién boi Wesphal vao nam 1883 va Stryxmpell nim
1889 véi tén goi 1a bénh “xo cimg gia hidu” (Pseudosclerosis), biéu hién triéu

chtng chu yéu 14 run ray [10].

Nam 1902, Kayser va Fleischer phat hién vong mau xanh ¢ ria gidc mac
trén nhitng bénh nhan dugc chan doan bénh “xo cung gid hi¢u”, goi 1a vong

Kayser - Fleischer.

Nam 1912, 1an dau tién Wilson mo ta bénh thoai hda gan - nhin dau 1a
bénh than kinh c6 tinh chét gia dinh va tién trién, thoai hoa cac nhan & day
ndo két hop véi xo gan, tiép theo Strpell nhan thay sy tich lily som cua dong
trong ndo va gan cta cac bénh nhan nay [10].

Niam 1948, Martins tim thiy luong dong trong nude tiéu cta bénh nhan
Wilson tang rat cao so véi nguoi binh thuong [11].

Scheinberg va Gitlin phat hién dugc enzym trong huyét thanh gan véi

ddng, dugc goi 1a ceruloplasmin. Hoat tinh ciia enzym ndy giam trong huyét

tuong & cac bénh nhan Wilson [12],[13],[14].



1.2. Sinh ly bénh Wilson

Hang ngay luong ddng dua vao co thé tir 2 dén 5 mg. Trong d6 1/10
luong nay duoc hap thu tai rudt non nhd methallothionin 14 mot protein co
trong luong phan tir thap. Sau d6 dong dugc vao huyét trong gan véi albumin
dudi dang Cu®*. Trong hai gior tiép theo ddng duoc gin véi protein cua gan
(hepatocuprein), roi duoc tong hop thanh ceruloplasmin [4], [7],[8].

* Mot phan dong gin véi protein, dugc bai tiét vao dich mat dio thai ra
ngoai qua phan.

* Mot phan di vao huyét twong dudi dang cation, thai ra ngoai qua
nudc tiéu, dong & dang cation tu do trong huyét tuong rat it.

* Phan 16n ddéng gan vai protein cua gan (hepatocuprein), réi duoc tong
hop thanh ceruloplasmin, ban chét 1a alpha globulin c¢6 trong lugng phan tir

120 Da, gin véi 8 nguyén tir dong.



(i) Copper binding (ii) ATP binding to N-domain o
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and release of ADP

(v) Dephosphorylation by A-domain \ 5 % (iii) Phosphorylation of P-domain

(iv) Copper rranslocahon
Hinh 1.1. Co ché vin chuyén dong trong co thé [15].

Khoang 95% dong trong mau duéi dang ceruloplasmin, gan 5% ddong
gan 16ng 1éo voi albumin dé van chuyén, ngoadi ra con mot lugng nhd dong

hép thu qua da, thai trir qua nudc tiéu va mo hoi [17].

Qua trinh tao thanh ceruloplasmin hodc qué trinh bai tiét dong qua
duong mat bi tut giam trong bénh Wilson. Luong dong bi @ lai trong co thé
khong dao thai ra ngoai duoc, né 1a mot chit oxy hoa kich thich hinh thanh

cac gbc tu do va qua trinh peroxy hoéa lipid. Su tich liiy cua dong trong té bao



gan do d6 gan 13 co quan dau tién bi tén thuong. Luong dong cang ting s&
theo mau di chuyén dén cic co quan khac: N&o, mat, than, da, xwong khép.
[16]. Pong & dong & cac co quan va gy ra nhitng ton thuong cho cic co quan
nay. Luong dong binh thudng trong co thé khoang 80mg/dl trong nudc tiéu
<100mg/24h, trong 1gram gan khé c6 khoang 15-55 mg dong. Khi mic bénh
Wilson luong dong nay co su thay do6i theo chiéu huéng <80mg/dl trong
huyét tuong, dong thoi dong trong nude tiéu ting >100mg/24h, va trong 1
gram gan kho c¢6 khoang 250mg dong. Lugng dong ting cao & dong tai than
gy ton thuong than, ton thuong mang loc cdu than, c6 thé dan dén ting
protein niéu, té bao tru niéu, néu kéo dai s& dan dén suy than. U dong déng
trong gan gy ton thuong gan & nhidu mic do, trén 1am sang hay gip viém

gan cip va man tinh, xo gan, teo gan [7],[18].

Nong do ceruloplasmin trong huyét twong c6 gia tri binh thuong trong
khoang 20-40mg/dl. Tuy nhién c6 thé gip ting ceruloplasmin huyét tuong &
phu nit ¢ thai, cudng giap, nhiém khuan cip va man tinh, ngudi c6 néng do
estrogen trong mau ting cao. Nguoc lai ddi véi tré em so sinh, suy dinh
dudng, thiéu mau, hoi chirng than hu ham lugng ceruloplasmin trong mau bi

gidm nhung gidm khong dudi 15mg/dl.

O bénh nhan Wilson ndng d6 ceruloplasmin huyét tvong giam qua nira
tri s6 binh thuong <20mg/dl, c6 thé giam chi con ¢ dang vét hodc bang
Omg/dl, tuy nhién c6 khoang 5% bénh nhan Wilson c6 ndng do ceruloplasmin

huyét twong trong gi6i han binh thudng [2].



1.3. Triéu chirng 1am sang va can lam sang cia bénh Wilson

Bénh dugc bi€u hién rat da dang trén lam sang véi tudi khéi phat khac
nhau va ton thuong nhi€u co quan trong co thé. Boi vady, chan dodn bénh trd
nén khoé khan, bénh nhan dugc nhap vién va di€u tri & nhi€u chuyén khoa

nhu: Than kinh, tiéu hoa, mat, da lidu, than, xuong khép...

Bénh nhan Wilson c6 cudc sdng kéo dai tir nim dén nim muoi nam tinh
tir khi c6 biéu hién triéu chimg l1am sang. Céc triéu chtng tiéu hoa thudng
xuat hién som nhat, biéu hién hay gip nhat 13 ton thuong gan vi gan du trix
khoang 80% luong ddng duoc dua vao co thé. Khoang 40% dén 70% bénh
nhi Wilson c6 triéu chtimg & gan voi biéu hién cha yéu 1a viém gan man tinh
tién trién thanh xo gan hodc viém gan cip. Biéu hién triéu chimg than kinh
hodc tdm than thuong gip & lra tudi 16n hon, hiém gip trude 12 tudi va sau
40 tudi [7],[19],[20],[21] Biéu hién hay gip nhat 12 run ngon chi, loan véan
ngon, loan truong luc co, r6i loan su diéu phéi, roi loan giéc ngu va hanh vi.
Do d6 tat ca cac bénh nhan c6 hdi ching ngoai thap xuat hién trude 40 tudi

déu can lam cac xét nghiém d¢é loai trir bénh Wilson.
1.3.1. Triéu chirng 1am sang & giai doan dau

Triéu ching ¢ giai doan nay rat da dang nhung hay bi bé qua. Thuong
gap nhét 13 chan an, mét méi, an uéng khé, van dong co thé va tir chi cham
chap. O tré em biéu hién sém 13 kém tap trung chu ¥, viét chir xau, hay bi vap
ngd. CAc triéu chung tién trién ning dan. Gia dinh thuong phat hién tré méc
bénh khi tré c6 bicu hién noi khé, nuét kho, run ngon chi, chay nhiéu dai, di
dung kho khan, dbi khi tré c6 kém theo dau bung, chay mau chan rang, viém

gan cap...[2].



1.3.2. Triéu ching |am sang ¢ giai doan toan phat
- Triéu chitng than kinh:

Céc tri¢u chung than kinh thuong xuét hién mudn hon triéu chung tiéu
hoa va hiém khi xuat hién trudc tudi day thi [22]. Cac triéu chimg nbi bat &
giai doan nay 1a rdi loan truong luc co do hanh tiy chi phdi cho nén gay kho
van dong co vung co, thit lung, moé1, miéng va ludi. Tang truong luc co kiéu
ngoai thap, dic biét 1a khi tap trung cha ¥, van dong ging stic va su ting
trwong luc co giam bét khi ng. “Bo mat Wilson” 13 triéu ching dién hinh voi
biéu hién bat dong mat - miéng - hau. Bénh nhan thuong cé loan van ngodn:
Noi khé, n6éi chdm, 4m thanh don diéu, loan 4m kém theo vé mit kém biéu
cam, kém linh hoat. Cac dong tac bat thudng hay gip: Run ngon chi, maa
von, mua giat, co van hodc cac dong tac tu dong & miéng. R6i loan co tron &
giai doan mudn (bi tiéu, tao bon). Giai doan cudi ctia bénh, cac triéu chiing
|am sang rat nang véi biéu hién ting truong luc co toan than, bénh nhan nam
liét givdong trong tu thé co quap chan tay, miéng ha, c6 khi khong noi, khong
nudt duoce kém theo cac con co giat [23]. Céc tri¢u chiing biéu hién nang hon

néu bénh nhén c6 dot bién ca hai gen ATP7B va PRNP [24],[25],[26].

Hinh 1.2. Vong Kayser - Fleisher va b¢ mét Wilson dién hinh

(www.http://Wilson disease.com)



http://www.http/wilson

- Triéu chirng tiéu hoa:.

Céc triéu ching tiéu hoa ctia bénh Wilson xut hién rat sém va biéu hién
hay gip nhit 1a ton thuong gan. Khoang 50% bénh nhan c6 biéu hién cia
viém gan man tinh, suy gidm chirc nang gan va xo gan. Céc tri€u ching ti€u
hoa thodng qua nhu ti€u chay, s6t, non, chan an, dau bung, chay mau chan

rang, vang da... thuong xuét hién trudc cac triéu chimg than kinh [7],[27].

Xo gan trong bénh Wilson khong c6 su khac biét so voi xo gan trong cac
bénh canh khac. Xo gan tién trién véi gan to rdi teo gan, ting ap luc tinh mach
clra, tuan hoan bang hé, lach to, phu ¢6 truéng va hén mé gan ¢ giai doan cudi.

O nhém bénh nhan dudi 35 tudi, ty 1 viém gan man tinh 1a 35% [2].
- Triéu chitng tém than:

Nhitng biéu hién vé tAm than thuong khé chan doan, trong do cé biéu
hién hanh vi bat thuong, thay doi tinh tinh va tac phong. Nhitng biéu hién
phirc tap hon bao gom rdi loan cam xuc va khi sic, cam xuc bat thuong va
khong on dinh, khoc cudi vo c6, khong tu kiém ché duogc ban than. Nhiéu
truong hop suy yéu tri tué co6 khuynh huéng tién ti sa sit, giam hiéu suét hoc
tap va cong tac. Doi khi, co thé gip con loan thin ma cac thudc an than kinh
khong cé tac dung trén bénh nhan Wilson [1], [6]. Nhitng bénh nhan c6 dot
bién ATP7B két hop v6i dot bién PRNP thuong kém theo tridu chimg suy

giam tri nhé nang [28].
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- Roi loan sac to:

Réi loan sic t6 thuong thdy rd ¢ mat va da. O mat, co vong Kayser —
Fleischer v&i kich thude 1,2mm mau xanh nau, dugc tao nén do dong ling
dong & vi trf mit sau mang Descemet, quanh giac mac. Ban dau, vong Kayser
— Fleischer dugc hinh thanh ¢ dinh gidc mac sau do6 lan xudng phia dudi va
cudi ciing bao quanh phan con lai cua ria gidc mac. Mot sd it truong hop khi
lwong ddng xam pham vao ciing mac mét va thay tinh thé gay nén duc nhan

hinh hoa hudng duong ctia Siebmerling va Oloff.

Tinh trang lang dong dong ¢ da thudng xay ra cham, da c6 mau niu nhat

hodc xam nhat nhu mau bang da [1].
- Cdc roi loan khéc

+ Bién d6i xwong khdp: Thuong gip mat chét voi kiéu nhuyén xuong, 10
xuong lam cho xuong dé giy, lang dong voi tai cac khdp va diy chang, dau

sun co6 thé bi mon.

+ Bién ddi vé ndi tiét: Co thé gdp thiéu nang sinh duc, v6 kinh, kém theo
roi loan thyc vat ving gian ndo nhu ngu nhiéu, ha than nhiét hoic ting than

nhiét, ciing c6 thé gip tiéu duong.

+ S§ it truong hop co biéu hién thiéu mau tan mau, giam bach cau, giam
tiéu cau dan dén cudng lach. Vé tim mach, c6 thé ton thuong dan dén loan nhip
tim. Khi luong déng ddo thai qua than ting s& dan dén ton thuong mang loc cau
than va xét nghiém nudc tiéu o thé c6 protein, té bao, try niéu. Tuy nhién néng

d6 uré va creatinin trong mau van trong giéi han binh thuong [7].
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1.3.3. Cac thé 1am sang
- Cdc thé lam sang theo triéu chitng
Thé 1am sang duoc phan chia theo triéu ching chiém vu thé, bao gdom:
e Thé than kinh don thuan
e Thé gan - than kinh
e Thé than - than kinh
e Thé gan - tAm than
e Thé huyét hoc
- Cdc thé lam sang theo giai doan tién trién ciia bénh

e Thé khéng 16 triéu chimg: O giai doan trude khi c6 biéu hién 1am sang,
chi phat hién néng do ceruloplasmin huyét twong bi giam va luong dong trong

nudc tiéu tang.

e Thé trudc khi c6 biéu hién than kinh: Bénh nhan von bi réi loan ti€u
héa tir nho, c6 nhiéu dot sot, tré cham 16n, dé gy xuong, vang da tan huyét,

gan lach to va xo gan.

e Thé than kinh v&i hai bénh canh Wilson va Westphal— Stryxmpell.
1.3.4. Cac chi s6 cin 1am sang

- Nong d6 dong huyét twong thuong ha thap dudi 80mg/dl [29].

- Luong dong trong nudc tiéu co thé ting gap 30 lan so voi mic binh th-

uong (tang trén 100mg/ 24gi¢ hoac trén 1mmol/24 gio) [11].
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- Luong dong trong 100 gram gan kho thuong ting trén 250mg [30].

- Pinh luong néng d6 ceruloplasmin huyét twong luén ludén giam dudi
20mg/dl, c6 thé téi mirc Omg/dl hodc chi con dang vét [1]. Tuy nhién c6
khoang 5% s6 bénh nhan bi bénh Wilson c¢6 nong do ceruloplasmin huyét
tuong trong gi6i han binh thudng (tir 20mg/dl dén 40 mg/dl). C6 khoang 10%
dén 20% truong hop c6 nong do ceruloplasmin huyét twong giam don doc ma
khong phai bénh Wilson. Vi vay, khong nén chi dua vao xét nghiém nay dé

chan doan va diéu tri bénh.

- Xét nghiém hoéa sinh mau: Tang ALT va AST khi co ton thuong té

bao gan.

- Protein nudc ti€u c6 thé tang khi lugng dong nudce ti€u tang cao vi cod

ton thuong mang loc cau than.

- Céc xét nghiém cong thirc mau, dinh lugng huyét sic to, s6 lugng tiéu
cau co thé trong gidi han binh thuong hodc giam, d6i khi kém theo rbi loan

dong mau.

- Xét nghiém vi thé vé gan gbp phan quan trong trong chan doan. Cé thé
thdy cac bién doi té bao gan & nhidu mirc do khac nhau: Viém gan cép, viém
gan man, X0 gan, hoai tr gan tirng dam [31].

- Chup cit 16p vi tinh so ndo: Phan 16n cac bénh nhan khi da co céc tridu
chtng vé tdm than va than kinh, chup cét 16p vi tinh so ndo c6 thé thiy cac

t6n thuong ving ddi thi, nhan béo, teo vo ndo, gidn nio that [32].
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- Chup cong hudng tir so ndo: Bénh nhan Wilsontrén co thé c6 ton thuong
giam tin hiéu trén thi TIW, ting tin hiéu trén thi T2W va Flair & cac ving doi

thi, nhan béo, cac nhan & cau nio, hinh anh gidn nio that, teo vo nio [33].
1.4. Chan doan bénh
1.4.1. Chan do4n xéc dinh

Dua theo cac tiéu chuan cua Sternlieb (1978) [23]. Bao gom: Céc triéu
chtng than kinh, nong d6 ceruloplasmin huyét twong < 20mg/dl, xuat hién
vong Kayser - Fleischer, tién st gia dinh va dau hiéu ton thuong gan: Hinh
anh vi thé gan khi nhuoém bang phwong phap Mallory c6 sy lang dong dong
bat mau nau, bao tuong bat mau xanh. Ngoai ra, chup cit 16p vi tinh so nio
cho thay giam ty trong ving nhan xam trung wong, teo vo ndo, giin ndo that
[32] va chup cong hudng tir so ndo thay hinh anh ting tin hiéu trén thi T2W,
giam tin hiéu trén thi TIW ¢ vung ddi thi, nhan béo va cic nhan & cau nio,
teo vo ndo, gidn nio that [33].

Pot bién gen chua dua vao tiéu chuan chan doan thuong quy. Tuy nhién,
ngay nay trén thé gigi di phat hién dot bién gen ¢ hau hét cac phong thi
nghiém nghién ctru bénh Wilson. Trong tuong lai, dot bién gen s& duoc dua

vao tiéu chuan chan doan ¢ nudc ta.
1.4.2. Chan doan phan biét
- Cac bénh di truyén c6 triéu ching ngoai thap.

- Céc bénh tam than di va dang duoc diéu tri bang cac thudc co thé gay

hoi chirng ngoai thap.
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- Cac bénh viém gan do virus hodc cac bénh Iy thodi hda gan - ndo mac
phai khac.
1.5. Di truyén hoc bénh Wilson

Bénh Wilson 1a di truyén lan trén nhiém sic thé thuong. Nghia 1a dé co
thé biéu hién ra bénh, phai duoc thira huong hai gen ATP7B bat thuong, mot
gen tir b va mot gen tir me. Néu chi mang duy nhat mot gen bét thuong duoc
goi 12 ngudi mang gen bénh. Nguoi mang gen bénh khong phai 1a nguoi mac
bénh di truyén vi ho con ¢6 mot gen binh thuong dé kiém soat hoat dong chirc
ning ctia déng trong co thé. Nhung ngudi mang gen bénh co thé truyén lai
gen bat thudng nay cho con chau. Khi hai ngudi cing mang mot gen bat

thuong, cac trudng hop ma con ho sinh ra co thé gip 1a:
* 25% tré bi bénh Wilson vi nhén ca hai gen bét thudng tir b va me

* 50% tré khong bi bénh Wilson nhung sé la nguoi mang gen bénh vi
nhan mot gen bat thuong tu b6 hodc me va mot gen binh thuong tr nguoi

con lai.

* 25% tré khong bi bénh Wilson va s€ khong phai la nguoi mang gen

bénh vi nhan ca hai gen binh thudng tir b6 va me.
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Hinh 1.3. Kiéu gen ciia bé me va ty 1¢ bi bénh ¢ thé hé con
(http://ditruyen.com)
1.6. Piéu tri bénh Wilson

Pay 1a bénh di truyén bam sinh, di xac dinh dugc do nhiéu dang dot bién
gen gay nén. Tuy nhién cho dén nay van chua c6 bién phéap can thiép vio gen
d6t bién ma chu yéu 1a diéu tri nham 1ap lai cAn bang luong dong trong cac
mo cua co thé, bao gdm bién phap lam giam lugng déng hip thu & rudt va
tang bai tiét ddng qua nudc tiéu cung vi mot sd bién phap hd tro khac nhu

ghép gan, loc huyét tuong...
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1.6.1. Ché @6 iin udng

- Han ché t61 da lugng dong dua vao co thé. Khong nén an mot sé loai
thirc an c6 ham luong dong cao nhu d6 hai san c6 vd, cac loai hat, gan,

socola, san phém tir dau nanh, gelatin, qua kho va nam.

- Nudc ubng can dugc xét nghiém phan tich luong ddng, néu lugng dong
trong nudc cao thi nén dung nudc tinh khiét thay thé [34].

- Khong nén udng bia, ruou va cac chat kich thich khac vi c6 thé gay
tang céac triéu chimg than kinh cling nhu anh huéng téi chtic nang gan.
1.6.2. Thudc diéu tri bénh Wilson

- C6 nhiéu loai thudc duge sir dung trong diéu tri bénh Wilson nhu D-
penicillamine, dicaptol, trientine.

- K&m acetat hozc kém sulphat, tetrathiomolybdate, thudc chong oxy hoa,...

- C6 thé lua chon céc loai thube sau day [35],[36],[37].[38].

+ D-penicillamine (Trolovol) 600-3000mg ngay chia uéng nhiéu lan
trong va ngodi bita dn.do thuéc dung nap kém nén hién nay trén thé gici da
cho st dung mot s6 thuéc khdc.

+ Amonium tetrathiomolybdat. 60-300mg/ ngay chia uéng sau lan

+ Triethylen tetramin dihydrochlorid (Trientine) 25mg x 4 vién/ ngay

uéng 1h trude dn hodc 2h sau an.
+ Acetat kém (hodc sulphat kém) 50mg x 3 lan/ ngay. C6 thé két hop
kém véi D-penicillamin liéu thap. Piéu tri duy tri c6 thé sit dung Acetat kém

la mot lwa chon toi vu.
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- Ghép gan: Ghép gan c6 thé lam giam ndng d6 dong trong huyét tuong,
dan t6i sy On dinh ndng d6 ceruloplasmin trong mau va lam ting luong dong
dugc dao thai qua nude tiéu. Phuong phap nay dugc thyc hién trong nhiing
truong hop diéu tri ndi khoa that bai va xo gan giai doan cudi. Tuy nhién, viéc
ghép gan rat kho khin vi phai c6 ngudi cho gan phu hop, tai bién chay mau
trong phau thuat do chtrc ning gan giam kém theo réi loan dong mau va phai
diéu tri chong thai ghép sau phau thuat [4]. O Viét Nam, ghép gan di dugc
thuc hién & mot s6 bénh vién trén toan qudc nhung ghép gan cho bénh nhan

Wilson van con trong giai doan nghién ctru.
1.7. Phong bénh va tién lwgng bénh Wilson

- Phat hién sém va du phong céc truong hop cd nguy co cao trong gia dinh
ctia bénh nhan Wilson va ca ¢ nhitng bénh nhén c¢6 tién sir viém gan. Ngoai ra

cac bénh nhan ¢ vao giai doan sém rat can duoc di€u tri dy phong [13].

- Néu phat hién sém ¢ giai doan chua bi€u hién hodc maéi xuat hién tri¢u
ching lam sang, di€u tri tich cuc, kién tri, dang phuong phap c6 thé ngin

chin duoc cac bién chimg xay ra va tién luong bénh s& t6t hon [7].

- Xac dinh gen d6t bién c6 ¥ nghia dic biét quan trong trong viéc chan
doan sém ciing nhu tu van trude hon nhan. Nhitng ngudi trong dong ho ¢6 quan
hé cung huyét théng va nhimg ngudi trong gia dinh c6 bénh nhan bi bénh
Wilson khuyén céo khong nén két hon néu chua dugc lam xét nghiém gen. Cac
thanh vién trong cac gia dinh ndi trén nén duoc khdm som, kiém tra dinh ky,

theo dbi va diéu tri ngay tir giai doan chwa c6 triéu ching trén 1am sang [39].
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- Tuoi khoi phat sém, chan doan mudn, khong dugc di€u tri hoac di€u tri

khi d4 c6 bién chimg trén 1m sang tién lrong thudng ning, diéu tri it hiéu qua.

Bénh Wilson c6 tién luong rat dang ngai néu khong dugc chian doan
dung. Mot s6 truong hop tuy dugc diéu tri nhung van ¢ thé tién trién ning

1€n, tham chi ¢6 nguy co tir vong [7].
1.8. Co ché bénh sinh va cac dang dot bién gen ATP7B gay bénh Wilson
1.8.1. Vi tri, Cau tric ciia gen ATP7B

Nam 1985, Frydman va cdng su da phat hién ra gen dot bién cta bénh
Wilson nam trén nhiém sic thé 13 [3]. Gen mang bénh nay duoc khing dinh
la ATP7B vao nam 1993 béi hai nhom tac gia Bull [40] va Tanzi [29] nghién
ctru doc 1ap vo1 nhau. Nam 1994, Thomas va cOng su xac dinh gen mang

bénh ¢ vi tri 13q14.3 [41].

Bénh nhan Wilson c6 thé mang mot gen bénh ctia nguodi bd hodc mot
gen bénh ciia ngudi me hodc ca hai gen bénh ciia nguoi bd va ngudi me. B,
me ctia bénh nhan c6 thé mang gen déng hop lin hodc gen di hop. Cac anh
chi em ctia bénh nhan c¢6 thé mang gen bénh hoic khong. Nhiing ngudi mang
gen bénh déu c6 kha nang di truyén cho con chau [42],[43],[44]. C6 mot
diém khac biét so v6i nhiéu bénh di truyén khac 1a nguoi mang gen di hop
cling biéu hién bénh va thuong kem theo dang dot bién khéc.

Cho dén nay cau tric gen, co ché bénh hoc phan tir dd duoc nghién
clru diy du va rd rang. Gen ATP7B gdm 21 exon, mi hoa 1465 acid amin

cau thanh mot protein c6 chic nang van chuyén dong trong té bao va su
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dung ATP 1am ning lugng [45]. Protein ATP7B mang ddy du cac dic diém
dac trung cho mot protein thudc ho protein P - typ APTase vdi cac vung
chirc nang nhu sau: Vung xuyén mang, vung N- dong vai tro 1a vi tri bam
nucleotid, vung P- ¢6 chitc nang phosphoryl hoa, ving A - cé chirc nang
khir phosphoryl hoa, ving MBSs véi chic nang 1a vi tri bam cho céc
nguyén tir dong - dic diém dic thu cia protein thudc nhom van chuyén kim

loai trong té bao [46], [47].

Viing Xuyén mang

Ngoal bao

Mang té bao

Noi bao

COOH

Hinh 1.4. Céu triic protein ATP7B [46]

Protein ATP7B gom 4 vimg chinh: Viing xuyén mang cé chirc ndng vin
chuyén dong ra vdo té bao; vimg MBSs c6 chirc ning lam vi tri bam cho 6
nguyén tir dong; ving P déng vai tro phosphoryl héa cdc phire hop protein
tham gia viéc vin chuyén dong; vimg N déng vai tro la vi tri bam cho ATP;

vung A co chire nang khw phosphoryl hoa vung P.



20

1.8.2. Mt s6 dot bién gen ATP7B hay giip gy bénh Wilson

Théng ké tir cac nghién ctru cia Trung Quédc, Han Quéc, Brazil, Tay Ban
Nha, Y trén thé gidi cho thay cé it nhat 300 loai dot bién giy nén bénh
Wilson, bao gém cac dot bién vo nghia, sai nghia, thém hodc bét nucleotid
giy léch khung dich ma protein [26],[48],[49],[501.[51]. Trong do, dot bién
thay thé nucleotid chiém phan 16n cac dang dot bién gdy bénh (>60%) va
dugc phan bé tap trung ¢ 2 ving, ving N va viing xuyén mang [52]. Mét sb
gia thuyét cho rang cac dot bién nam trong ving N lam bat hoat kha ning bam
cua protein voi ATP thong qua viéc giam ai luc dot ngdt véi cac nucleotid
nhu cac dot bién E1064A, H1069Q [53] [54]. Nghién ctru khac lai chi ra rang
dot bién tai ving N khong lam giam nhiéu i luc voi ATP ma thong qua su
thay doi qua trinh cudn gap cau trac bac IV cia protein ATP7 [55]. Bot bién
R1151H, C1104F hodc tham chi khong 1am anh huéng dén cau trac va chic
ning ctia ving N - dot bién C1104A. Piéu nay cho thiy co ché tic dong cua
cac dot bién thudc ving N 1én chiic ning cua protein ATP7B 1a rat da dang
[56]. Cac dot bién tai ving xuyén mang gy anh huong dén qué trinh hoan
thién cau triic khong gian protein, lam mat di kha ning van chuyén dong qua
mang t& bao nhu cac dot bién M645R, T974M, Q1004P, A1328T [15],
[57],[58]. Dang d6t bién phd bién nhat & nhom bénh nhan Wilson khu vuc
chau Au 1a d6t bién H1069Q (C3270A) giy ra su thay thé Histidin thanh
Glutamin thudc ving N cta protein ATP7B [51],[53],[59]. Dang d6t bién hay
gip ¢ nhom bénh nhan khu vuc chau A 1a dot bién R788L trén exon 8, acid
amin Arginin chuyén thanh Leucin (CGG — CTG) [60],[61],[62],[63].
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Nhiéu nghién ciru cia An Do cho thdy dot bién gen ATP7B  trén ngudi
An & khu vuc, tay bic An va mién nam An, nghién ctru thuc hién trén gia
dinh bénh nhan méac bénh, va trén bénh nhan Wilson cho thay dot bién tim
dugc nhiéu nhit thudc exon 8, ngoai ra cling tim thdy mot sd cac dot bién

khac [44],[64],[65],[66],[67].

Trong nhiing nam thap ky dau tién cia thé ky 21 nhiéu nghién ctru vé
dot bién gen gay bénh Wilson dugc cong bd tai My, Y, Phap, Anh, tuong
quan giita kiéu gen - kiéu hinh ctia bénh nhan, cac dot bién mdi dugc tim thay
[68],[69],[70],[71]. S6 lwong d6t bién tim thay trén ching tdc thudc cac qudc
gia khac nhau, trong d6 c6 nhiéu dot bién méi duoc tim thiy, mot s6 dot bién
duoc phat hién ¢ trén exon 2 va vung 5’UTR cua gen ¢.314C>A, C778insC,
.1285+2T>A [19],[72],[73]. Nhiing nghién ctru cua Trung Qudc va Han
Quéc cho thiy tiép tuc co nhitng dot bién trén bénh nhan cia cac nudc nay
cong bd cua Fan Y cho biét co ba trudng hop dot bién thém nucleotid va mat
nucleotid Q1351stop, L1305P [74].

Do phan 16n cac dot bién gay bénh 1a dot bién diém vi vay dén nay
phuong phap giai trinh ty gen van duogc coi 14 mot tiéu chuan, chuan muc

trong viéc chan doan phat hién cac dot bién gen ATP7B.
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nguyén tr déng

Hinh 1.5. Céau triic gen ATP7B va mjt s dgng djt bién hay gip[46]

Bang viéc st dung k¥ thuat giai trinh tu gen ATP7B, cdc nhém nghién
ctru cta Tanzi, Caca, Ferenci di phat hién ra dang dot bién H1069Q (exon
14) pho bién nhat trén bénh nhan Wilson & cac nudce Trung, bac va Pong Au.
Khoang 50-80% bénh nhan Wilson & cac nudc ndy co it nhat mot alen mang
dot bien H1069Q. Mot so cac dot bién khac nhu 2299insC, G710S (exon 8);
3400 delC (exon 15) va R969Q (exon 13) chiém ty 1& khoang 10% [41].
Nghién ctru ciia Loudianos va cong su [59],[75] cho thay dot bién mat 15 bp
(-441/-427 del) nam trong ving promoter gen ATP7B la dang dot bién dic
trung cho nhom bénh nhan Wilson & qudc dao Sardinia thudc ving Dia Trung

Hai. Mot nghién ctru khac caa Oru S va cong su cho thdy dot bién mat 24 bp
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va Alal278Val trong gia dinh bénh nhan Wilson ciing 13 mot dot bién cua

qudc dao nay [76].

Bang viéc sir dung k¥ thuat PCR két hop véi dHPLC trudc khi giai
trinh tu gen, Curtist va cong su nam 1999 da cho théy cac dot bién & exon 8,
14 va 18 chiém dén 60% ty 1¢ cac alen dot bién ¢ bénh nhan Wilson nudc
Anh [51]. O cac qubc gia co su da dang sic toc nhu Hoa Ky, Canada (khu vuc
Bic My¥) viéc thiét lap cac dir liéu vé& dot bién gen dic trung gip nhiéu kho
Khan, Shah va cong s nam 1997 da tién hanh nghién ctru trén nhém 118 bénh
nhan Wilson Hoa Ky ¢6 gbc 1a ngudi Cap-ca (Bac Au) ciing cho thiy dot bién
pho bién nhat 1a dot bién H1069Q, ty 1é alen mang dot bién 1a 35,2% [28],
[31]. Tai Brazil va Chi Lé dot bién chiém ty 1& cao nhat 1a dot bién 3400delC
[50]. Cho dén nay dir liéu vé ty 1 dot bién gen ATP7B ¢ cac nudc chau A hau
hét méi chi c6 ¢ 3 qudc gia 1a Trung Qudc, Nhat Ban va Han Qudc
[77],[781,[79],[80]. Nam 1995, Kim va cong su tim thdy 3 dang dot bién gen
ATP7B ¢ bénh nhan Wilson ngudi Han Qudc, trong d6 dot bién hay gip nhat
la R778L trén exon 8, acid amin Arginine chuyén thanh Leucin (CGG —
CTG), 6 vi tri codon 2333 [81]. DPot bién nay chiém ty 18 cao nhat & Nhat Ban
(35%) va Dai Loan (43,1%) [82]. Trong sd 29 bénh nhan Pai Loan duoc Lee
Wan va cong su nghién ctru bang phuong phap PCR, sau d6 xtr 1y san pham
PCR v6i enzym cat gi6i han, giai trinh tu gen da phat hién thdy 21 bénh nhan
mang dot bién R778L dang di hop va 2 bénh nhan mang dot bién dang déng
hop. Khi nghién ctru 75 bénh nhan Wilson ngudi Trung Qudc, Liu va cong su
da phat hién 49 truong hop dot bién R778L, trong d6 c¢6 16 dong hop lan va
33 truomg hop di hop [42],[48].
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O Viét Nam, céc nghién ctru phat hi¢n dot bién gen trén mot s6 bénh Iy
di truyén ciing d3 bat dau duoc trién khai va thu duoc mot sé két qua kha tdt
nhu bénh loan dudng co Duchenne, thoai hoa co tiy [83],[84],[85]. Tuy nhién
cac nghién ciru vé& gen gy bénh va phat hién dot bién gen gay bénh Wilson
van chua c6 nghién ctru nao toan dién, nhitng nghién ctru trudc day tip trung
cha yéu vé dic diém 1am sang va can 1am sang [6], [7],[9],[18]. Nam 2011 Ta
Thanh Vin va cong su dd xdy dyung thanh cong qui trinh phat hién dot bién
gen ATP7B gay bénh Wilson ¢ Viét Nam [86]

1.8.3. Co ché bénh sinh bénh Wilson.

V& mit bénh hoc phén tir, nguyén nhan gy bénh Wilson 1a do thiéu hut
enzyme ATPase typ P (P-ATPase), dugc ma hoa boi gen ATP7B trén NST
13¢14.3. Enzym P-ATPase dong vai trd van chuyén dong qua mang té bao.
Sy thiéu hut hodc giam chtic ning ctia enzym dan dén giam su bai tiét dong tir
té bao gan vao mat va giy & dong dong tai gan. Khi luong dong trong gan
ting qua murc, dong s& theo hé thdng tuan hoan tdi cac co quan nhu: N&o,

mat, than...va gy ra cac ton thuong cho cc co quan nay [3],[29],[40],[41].
1.9. Cac ky thuit phat hién dot bién gen ATP7B

1.9.1. Ky thuat PCR (Polymerase Chain Reaction)

Nguyén tic chung

Dua vao hoat tinh ciia cic DNA polymerase xuc tac sy tong hop mot
mach DNA méi tir mach DNA khu6n, voi nguyén liéu 13 bén loai nucleotid.
Phan g nay doi hoi su c6 mit ciia nhitng moi xudi va modi nguoc cé trinh tu

bd sung voi hai dau cta trinh tu DNA khuén.
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Phan tmg PCR 1a mét chudi nhiéu chu ky ndi tiép nhau, mdi chu ky gém

ba budc: Bién tinh, bat cdp, kéo dai chudi.

- Bude I: LA giai doan bién tinh (denaturation). Trong mét dung dich phan
mg bao gdm cac thanh phan can thiét cho sy sao chép, phan tt DNA duoc
bién tinh & nhiét d6 cao hon Tm (nhiét do noéng chay) ctia phan tir, thuong 1a

94°C - 95°C trong vong 30 giay - 1 pht.

- Bu6e 2: La giai doan bat cdp (annealing). Nhiét d6 duoc ha thap cho phép
cac moi bat cap véi khudn, dao dong trong khoang 40°C - 70°C, tuy thuéc Tm
ctia cac mdi sir dung va kéo dai tir 30 gidy - 1 phut.

- Bude 3: La giai doan tong hop hay kéo dai (extension). Nhiét do duogc ting
lén 72°C dé cho DNA polymerase 1a cic polymerase chiu nhiét (Taq
polymerase, Tth polymerase, Pfu polymerase, ...) hoat dong tong hop tot nhét.
Thoi gian phu thudc vao d6 dai cia trinh tu DNA can khuéch dai, thuong kéo
dai tir 30 giay dén nhiéu phut.

Sau mdi chu ky cac chudi d6i DNA méi tao thanh sé tiép tuc dugc dung
dé 1am cac DNA nén dé tong hop cac DNA méi trong chu ky tiép theo. San
pham cudi cta phan tng PCR 1a nhimg doan DNA chudi dbi c6 chiéu dai 1a
khoang cach gilra hai doan gen mdi, va hai du tan cung cua san phém duoc

xac dinh b1 dau tan cung 5° cua hai doan gen moi.

S6 luong chu ky trong PCR thudng khong vuot qua 40. Sau mdi chu ky,
s6 soi DNA tang gip d6i. Nhu vay, sau n chu ky sd luong soi DNA 13 2". Nho
vay, sb lugng DNA s€ ¢6 du dé co thé tach ra khi dién di va phat hién duoc

sau khi nhudm, c6 thé tach dong hodc giai trinh tu gen.
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30-40 chu ky, mbi chu
ky gom 3 bwéc:

/DW@MDM Buwéc 1: Bién tinh
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y Buwéc 2: Cap moi

g T

¥ f . FULEILS  s4°¢ trong 45 gigy

§ '

5 ¥ : %3.
A

3.W " gl gl

T ¥ Buwéc 3: Kéo dai
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Hinh 1.6. Cdc bwdc co ban ciia ky thudt PCR
(nguon: Andy Vierstraete, 1999)
1.9.2. K¥ thuit sic ky 16ng cao ap bién tinh

Sac ky long cao ap bién tinh mot phan (partially denaturing high-
performance liquid chromatography - pDHPLC). Sic ky 1ong cao 4p bién tinh
mot phan (pDHPLC) dugc xem 1a mot phuwong phép t6i wu dé phat hién cac

bién thé da dang cuia by gen. K¥ thuat nay phan biét dugc alen kiéu dai va



27

alen dot bién nho vao dic tinh sic ky tai nhi¢t d§ gay bién tinh mot phr:fm va
pH cta chiing. Cac nghién ctru so sanh trudc day cho thdy pDHPLC 13 mot
trong nhimg k¥ thuat tAm soat trén DNA nhay nhat, c¢6 thé phat hién ra nhiing
alen dot bién trong hdn hop véi alen kiéu dai ¢ ty 1& 1:100. Néu thyc hién trén
mot s lugng miu 16n, pDHPLC gitip tiét kiém chi phi va thoi gian hon nhiéu
so v6i k¥ thudt giai trinh tu. Khong nhing vay, cac thiét bi pDHPLC hién tai
con giap diéu chinh chinh xac qué trinh kiém soat nhiét do, bom mau, tién

hanh sac ky va phan tich két qua ty dong.

Neuyén |y phat hién dot bién oen cua kv thuat pDHPLC nhu sau:

(a) Trudc khi tién hanh sic ky, doan gen dich (200-1000 bp) s& duoc
khuéch dai nhd PCR. Sau d6, san pham khuéch dai s& duoc cho bién tinh &
95°C trong 3 phut, roi chiing sé tai bat cip khi nhiét do duoc ha dan, tir 95°C
xubng 60°C trong vong 30 phut. Néu miu bénh pham chira mét s6 té bao mang
dot bién gen, DNA b0 gen ban dau s& chira 2 cap alen khac nhau & vi tri dot
bién. Do d6, khi tai bat cdp, ngoai hai loai chudi kép dong hop ban dau s& xuat

hién thém hai loai chudi kép di hop do su tai to hop cta cac alen khac nhau.
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(a)
Kiéu dai Kiéu dét bién Chuédi kép di hop Chuéi kép déng hop

1.Bién tinh
i 2.Tai bt cap

(b) ()

L, RNE A
Flow s s

50-70 °C

Pt

Nang nhiét do

§d

_ >

Thoi gian
Hinh 1.7. Nguyén tic kj thudt pDHPLC

(b) Phu thudc vao néng d6 GC trong doan DNA soi d6i dich ban dau ma
mot chuong trinh phu hgp s€ dugc cai dat dé nang nhi¢t do lén tur tr (thuong
tir 50-70°C) dé lam tiang hiéu suat bién tinh mot phan. Nhimng chudi kép di
hop moi hinh thanh kém bén vai nhiét s& bién tinh véi ty 18 ting dan (nhung
van chi bién tinh mot phan), sau d6 s& giam thoi gian luu giit trong pha tinh
(ctia chat nén phén ly sic ky). (c) Phy thudc vao mot vai yéu té nhu kich
thudc cua doan gen dich ban dau, cot nhiét d6 cai dit, anh huong cua cac base
lan can dén nhimg cdp base bat cip dung hodc bit cip sai ma ca bdn alen
khac nhau s& tach ra hoan toan hodc mot phan. Tir d6, sé& xuat hién nhimng

dinh tin hiéu khac nhau tuong tmg trén sic ky do.
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Nho khé nang cua pDHPLC gitup phat hién mot khoang rong cac trinh ty
dot bién voi do nhay cao va ngudng phat hién alen dot bién thap trong mot
quy trinh di chuan hoa va it ton kém, cac nha nghién ciru da sir dung k¥ thuat

nay dé tam soat cac dot bién gen.

K¥ thuat ndy ap dung phat hién cac dot bién trén cac exon cia gen. Sau
khi dugc dién di trén gel agarose dé khflng dinh chinh xac kich thudc doan
DNA mong muén, san pham PCR mdi exon s& duoc cho bién tinh & 95°C
trong 4 phut réi 1am lanh xudng 25°C véi toc @ 1,2°C/phut dé tao thanh cac
chudi kép di hop. Sau do, cac san pham nay sé& lan luot duoc dua vao may sac
ky dé thuc hién phan tich pDHPLC. Cac miu d6t bién duoc trinh bay cing

v6i alen kiéu dai va mau nude (chig am) dé doi ching.

1.9.3. Phén tich cu tric da hinh thai chudi don: (Single - Strand Conformation

Polymorphism analysis - SSCP)
* Nguyén tic chung: Ky thudt SSCP gom 2 giai doan
- Giai doan 1: Poan DNA dich dugc khuyéch dai nho phan tng PCR

- Giai doan 2: San pham PCR dugc bién tinh va phan doan nho dién di
trén gel Polyacrylamid & diéu kién khong bién tinh. Sau khi bi bién tinh béi
nhiét d6 kha ning di chuyén cua cac phan doan DNA khi dién di trén gel
polyacrylamid phu thudc vao cau triic bac 2 ndi phan tir ciia chudi don (tao ra
do su cdp doi cua cac base). Nhu vay, so voi soi doi DNA ddi ching khi dién
ditén gel polyacrylamid, s& c6 hai vach twong ung véi mdi soi don ciia phan
tir DNA ban dau. Néu cic soi DNA dich chi khac véi DNA d6i chimg 1 doi
base thi cac soi don DNA nay s& co cau trac khiac nén co thé phan biét nho
gel polyacrylamid & trang thai khong bién tinh.Sy khac biét nay duoc xéac
dinh trén co s¢ khac biét vé toc do di chuyén giita soi DNA dich (c6 dot bién

diém) vé6i soi DNA ddi chimg. Thong thuong ngudi ta két hop st dung
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nucleotide dugc gin o*?P trong phan tmg PCR & giai doan ddu dé danh dau
cac doan gen dich di dugc khuyéch dai nay. Gel polyacrylamid sau d6 dugc
chup hinh phéong xa hodc mdy xa hinh phosphor. Phuong phép két hop nay
dugc goi 1a PCR-SSCP. Uu diém cua phuong phap nay 1a chi can mot mot
luong nho DNA khuon (5-10ng) so véi ki thuat SSCP truyén théng (5-10
1g). Mot phuong phap khac sir dung cic chat nhuom nhu SYBR green II.
Thudc nhuém nay c¢6 do nhay cao hon ethidium bromide, dugc sut dung phé

bién tron k¥ thuat phan tich SSCP khong st dung chat phong xa.

SSCP
DNA khéng dst bién (N) DNA dét bién (M)
l Bién tinh l
.

\

C4u truc chudi
don (bac 2)

J;gs c:f@

Dién di trén gel
polyacrylamid
khéng bién tinh

N M

Hinh 1.8. Quy trinh ky thudt SSCP.
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San pham PCR sau khi bién tinh s& ¢ dang chudi don,dugc dién di trén
gel polyacrylamid trong diéu kién khong bién tinh. Két qua s& co 2 vach

tuong Gmg véi mdi soi don cua phan tir DNA ban dau.

Téc gia Marchetti va cac cong su da thiét ké mot k thuat SSCP. Trong
do cac exon 18, 19 va 21 cua gen EGFR duoc khuéch dai nh PCR. San phém
PCR ciia mdi exon s& duoc pha lodng 1:5 trong dung dich dém (95%
formamid, 2 mmoL/L EDTA, pH 8.3). Sau d6, cAc mau nay s& dugc cho bién
tinh trong 5 phut & 90°C, ngay 1ap tc 1am lanh trén da va chuyén vao hé
thong gel polyarylamid khéng bién tinh. Nong d6 acrylamid 1a 10% khi str
dung dé phét hién dot bién trén exon 19 va 12% cho exon 18 va 21. Trén gel,
cac mau DNA mé ung thu duoc dit canh bén miu DNA mé phéi lanh cua
cling bénh nhan. Dién di & 20°C, cuong do dong dién 3W trong 14 gid. Khi
két thuc dién di, gel s& dugc dem nhudm bac (silver staining) dé phat hién cac
vach san pham [85]. Trong nghién ctu trén, CAc tac gia da két luan ky thuat
SSCP thiét ké c6 d6 nhay tot hon k¥ thuat giai trinh tw DNA tryc tiép: SSCP
phat hiénduoc 39 trudng hop dot bién trong khi k§ thuat giai trinh tu chi phat
hién 31. Ky thuat PCR - SSCP C6 kha ning phat hién ra dot bién trong miu
bénh pham chi c6 10% DNA dot bién, trong khi k¥ thuat giai trinh tu can dén
khoang 30% DNA dot bién trong mau bénh pham thi méi phat hién ra dot
bién. Mt khac khong c6 két qua duong tinh gia hoic am tinh gia nao khi thuc
hién bang SSCP (céc tac gia da x4c dinh bang cach méi mau déu 1am SSCP 2
1an va giai trinh tu dé ddi chung). Nhimg wu diém trén cing voi thuan loi c6
thé tién hanh bang mau mé c¢b dinh trong formalin, mé duc paraffin hoic mo
sinh thiét khdi luong it (< 1ug DNA), da gilp cac tac gia tu tin khang dinh ky
thuat PCR-SSCP 1a mot k§ thuat tin cay va cho két qua nhanh chéng, giup

tam soét cac dot bién gen.
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1.9.4. Sir dung enzym cit gi6i han

Phén tich san pham PCR bang cach sir dung enzym cét gidi han 1a k§
thuat khong phd bién. Tuy nhién, k¥ thuat nay cé thé dem lai vu diém nhu:
Hiéu qua cao, cho két qua rd rang, nhanh va don gian. Quy trinh k§ thuat
bao gdm: Dung dich san pham PCR, dung dich dém cho enzym gi6i han
10x; enzym cit gi01 han, thiét bi G va dung cu kém hoa chat dé dién di va
chup anh. Song diéu quan trong 1a phai c6 vi tri cit ctia enzym trong doan
DNA dich.

Mot diéu nita 1a khong phai tat ca cac enzym giGi han déu hoat dong t6t
& diéu kién cua san pham PCR véi nhiéu thanh phan khac nhau nhu: Dém,
ion, nucleotid, moi, DNA khuon... Do vay thuong phai co6 budce tinh sach san
pham truéc khi tién hanh phan tGng enzym cat. K§ thuat phan tich bang
enzym cat 1a cong cu hiru hi¢u trong truong hop can x4c dinh sy c6 mit cia
d6t bién tao ra trong phan tng PCR, ma d6t bién nay ciu thanh vi tri cit cta
enzym la soi DNA khuon ban dau khong c6. K¥ thuat nay c6 thé dugc phdi

hop v6i cac ki thuat khac nhu lai Southern blot hay PCR 1ong.
1.9.5. Ky thuat giai trinh tw gen (DNA sequencing)

Giai trinh tu gen 1a phuong phap xdc dinh vi tri sip xép cla cac
nucleotid trong phan trt DNA. Poan DNA can gidi trinh tu dugc str dung nhu
trinh ty mau cho phan ung khuéch dai gen (PCR) bat dau tir vi tri gan moi.
Hon hop cua deoxy - va dideoxynucleotid dugc sir dung trong phan tng voi
néng d6 sao cho cac dideoxynucleotid s& gin vao mdi vi tri ma cac
deoxynucleotid thuong gan trén doan DNA dang dugc tong hop. Sy gan cia

cac dideoxynucleotid s€ lam gian doan qua trinh kéo dai cac doan DNA dugc
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tong hop, két qua sé& tao ra hdn hop cac sgi DNA c¢6 kich thude khac nhau.
Nucleotid tan cung trén mdi sgi DNA c6 thé dugc xac dinh bang cach chay
dong thoi bon phan tng riéng biét trong d6 mdi phan tmg chia mot loai
dideoxynucleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) hoac boi mdt phan ung
hdn hop nhung timg loai dideoxynucleotid dugce danh dau bang cic chat phat

huynh quang déc hi€u khac nhau.

CGATGCGACTCGGT
® ; mEEEN mm
Primer l Primer gan vao 1 soi clia vector

@ 5.|-|7 gan vi tri chén cla DMA nhan dong
A
~ 3 HEEEEEN HEEN

( r ] \
© v v \
Vi
+4 dNTP +4 dNTP +4 dNTP +4dMTP
+ddGTP +ddATP +ddTTP +ddCTP
+Polymerase +Polymerase +Polymerase + Polymerase
/ / S tong hop chudi sé
. p G AT C dieng lai khi mét ddiTP
[ o Vi dy: dng p.wr [ddGTP S génﬂébchuﬁi-
: = ddG - e
e ® ¢
I | [ [ [e]
| 1 T T 1 e
| LITTTITTT e
@- Bién di trén gel polyacrylamide
(e)  Phathién cac vach bang KT r
phang xa tw ghi 'y
(f) Gigitrinhte: ACGATGC $

&

Hinh 1.9: Quy trinh gidi trinh tw gen theo phwong phdp ddNTP [51].
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Két qua 14 hdn hop cac soi DNA téng hop tir soi khudn duge phan tach
bang dién di trén thach acrylamid c¢6 do phan giai cao, cho phép phan biét
duoc cac soi don DNA hon kém nhau 1 nucleotid. Trinh tu cac nucleotid
duoc xé4c dinh twong ung vdi trinh ty cla cac vach trén gel ung véi mdi loai

dideoxynucleotid.

May giai trinh tu gen tu dong hoan toan dung 4 mau huynh quang khac
nhau dé danh dau 4 loai ddNTP, hé thong dién di thuong 13 dién di mao quan.
MG&i khi c6 mot vach dién di di qua, phan tir dNTP cudi cing & dau 3 cua
doan DNA s€ phat ra mdt mau huynh quang tuong trng, may sé ghi nhan mau
sdc ndy va chuyén vé may tinh phan tich. Dya vao mau huynh quang ma may

nhén biét dugc timg loai nucleotid va trinh ty ctia DNA dich.

Trinh ty gen dugc dbi chiéu va so sanh véi trinh tu gen trén Genebank

(National Center for Biotechnology Information - NCBI).

Ky thuat giai trinh ty cia DNA dich di dugc ung dung trong nhiéu
nghién ctru dé xac dinh cac dot bién mat nucleotid, thay thé nucleotid, thém
nucleotid trén gen. Do phan 16n cac dot bién gen ATP7B gy bénh Wilson la
dot bién diém nén phuong phap giai trinh tu gen ATP7B van dugc coi 1a mot

tiéu chuan vang dé phat hién cac dot bién cta gen giy bénh.
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Hinh 1.10: Hinh dnh gidi trinh tu gen trén mdy gidi trinh tu gen tw dong

(Nguén Trung tim Gen - Protein, Truong Pai hoc Y Ha Ngi).
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Chwong 2

POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ctru

Lua chon 61 bénh nhan duoc chan doan xac dinh mac bénh Wilson tai

Bénh vién Bach Mai va Bénh vién Nhi Trung uong.

- Tiéu chuin lya chon bénh nhan Wilson: Dua theo tiéu chuin cua

Sternlieb (1978), bao gom:

+ C6 cac dau hiéu cta ton thuong gan

+ C6 cac triéu chung than kinh

+ Pinh luong ceruloplasmin huyét thanh giam dudi 20mg/dl

+ CO vong Kayser - Fleischer

+ Tién sur gia dinh

- Tiéu chuén loai trir:

+ Bénh nhan khong tu nguyén tham gia, bénh nhan méic cac bénh di
truyén khac.
2.2. Dung cu, trang thiét bi va héa chét nghién ctru
2.2.1. Hoa chat
* Héa chat dung dé tach chiét DNA:

- Dung dich Lysis buffer

- Dung dich SDS 10%
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- Dung dich K
- Proteinase K
- Dung dich phenol: chloroform: isoamyl (ty 1¢ 25: 24 : 1)
- Dung dich chloroform: isoamyl ( ty 1€ 24 : 1)
- Sodium acetate 3M, pH=5,2
- Ethanol 100%; ethanol 70%
* Hoa chat dé thwe hién ki thuiat PCR
+ Buffer 10x
+ dNTP 10 mM
+ Taq polymerase
+ Céac cap moi
* Hoa chat dé dién di sain pham PCR
+ Agarose
+ Dung dich TBE 10X
+ Loading buffer 10X
+ Ethidium bromide
* Hoa chat dé doc trinh tu gen
BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems) gdm BigDye Terminator v3.0 (dATP, dCTP, dGTP va

dUTP), BigDye buffer, cip moi dic hiéu, dung dich formamide.
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* Héa chat dé tinh sach DNA
- Dung dich phenol:chloroform:isoamyl véi ty 1€ 25 : 24 : 1
- Dung dich Chloroform:isoamyl véi ty 1€ 24 : 1
- Ethanol 100%:; ethanol 70%
- Hoa tan bang nudc tinh khiét
2.2.2. Trang thiét bi may méc
- Pipet va dau con cac loai 1000pl, 200y, 100pl, 20pl, 10l
- Ong Eppendoff
- Ong nghiém pha hoa chat
- Céc thay tinh
- Ong dong, binh nén
- Khay db gel
- Can dién ta
- Tu say
- L0 vi song
- May Voltex
- May ly tdm lanh, may ly tim thuong

- May lic nhiét
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- May dién di

- May chup anh gel

- May doc huynh quang

- May do OD

- Méay PCR

- May giai trinh tu gen tu dong
2.3. Phwong phap nghién ctru
2.3.1. K¥ thuat tach chiét DNA tir mau ngoai vi

Cac mau DNA dugc tach chiét tr mau ngoai vi theo phuong phap
Phenol/chloroform

Nguyeén tic co ban bao gom cac budc: Loai hong cau va pha v mang té
bao — Ph& vo mang nhan — Loai protein — Tua DNA — Rura tua — Hoa
tan DNA

Quy trinh cu thé:

- Méu tuoi chdng dong EDTA can tach trong vong 24 gid.

- Cho 0,5 mL mau tuoi toan phan chdng déng biang EDTA vao 6ng
Eppendof 1,5 mL, thém vao 0,5 mL dung dich Lysis buffer roi u trén da

trong 10 phat.
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- Ly tam 8000 vong/ phut trong 10 phat ¢ 4°C, loai bo dich ndi va thu
can. qua trinh nay duoc 1ap lai 3 lan.

- Cho vao 0,5 mL dung dich K , ly tdm 10 phut toc do 8000 vong/ phit &
4°C, loai bd dich ni va thu can.

- Cho 0,5 mL Lysis buffer; 12,5 uL SDS 10%; 10 pL proteinase K, sau
d6 u 2h ¢ 56 °C.

- Cho 0,5 mL phenol: chloroform: isoamyl, ly tdm 10000 vong/phut
trong 10 phut & 4 °C , hon hop duogc chia lam 3 phan: 16p dung dich phia trén
c6 chita DNA, 16p & giita 1a cdn té bao, 16p dudi cung 1a dich chiét. Hut lay
phan dich chira DNA trén cung.

- Cho 0,5 mL chloroform:isoamyl, ly tAm mau & 10.000 vong/phut trong 10
phut ¢ 4°C, hat 1y phan dich trén cung.

- Tua DNA bang 1 mL con tuyét d6i, cho thém 50 puL sodium acetat, dé

lanh ¢ -20 °C trong 4 gio.
- Ly tam 13.000 vong/phiit trong 20 phut & 4°C, d6 dich ndi phia trén, thu tila.
Phwong phdp quang phé

e Nguyén ly do mat do quang hoc

- Acid nucleic c6 phé) hép phu cuc dai & budc song 260 nm 1a do sy cod
mat cua base purin va base pyrimidin. Gia tri mat d0 quang & budc song
260nm (ODygonm) ciia cac mau cho phép xac dinh néng do acid nucleic ¢o

trong mau nghién ctru.
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- Protein hdp thu 4nh sang tr ngoai ¢ budc song 280nm do sy hip thy
ctia cac acid amin nhan thom va di vong, bao goém: tyrosin, tryptophan va

phenylalanin.

- Dua vao ty 1& OD260nm/OD2g0nm dé kiém tra do tinh sach cia DNA. Néu
OD60nm/OD2gonm = 1,8 + 2 thi DNA dugec coi 1a tinh sach.

2.3.2. Ky thuit PCR khuéch dai 21 exon ciia gen ATP7B

Str dung k¥ thuat PCR dé khuéch dai toan bo 21 exon ctia gen ATP7B. Cac

cdp mdi dugce trinh bay ¢ bang 2.1

Bang 2.1. Céc trinh ty moi dung dé khuéch dai 21 exon ciia gen ATP7B

\ Ae Kich thwéc SP
STT Trinh ty moi Exon PCR (bp)

F | CCCAAC TTT GAA TCA TCCGT

1 Exon 1 240
R | R. AAC GCG GGG ACG AAAATC CT
F | AGA ACC TCG GAT GTT GTA GAA

2 Exon 2 385
R | AAT GGA GCT GAC ACA GGACTG
F | GCCCTGAACCTCCTGTTCTG

3 Exon 3 258
R | CTACTG ATA AAC ACAGTT GCT
F|ICTTTGTTCGGTTATATTGACTG

4 Exon 4 164
R | CCG TAACGC ACCCACAGTA
F | AGACTCCCTGGACTGGCTTT

5 Exon 5 400
R | TTC CAT GGG AAA AGT TGA AGA
F |GCTTTCTGC CAATGC ATATTTT

6 Exon 6 178
R | AGA GTT GGG CCC AGG TAG AG
F | AGG GGA GTG GCT TGT AAT CC

7 Exon 7 176
R | CTT AGC GGG CAG AAT ATC TGA
F | CGCTCATTC AACTCTCCTCC

8 Exon 8 520
R | AAC ATG GTG TTC AGA GGA AGT
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CAGCTG TCT CTAACACCACGC

F

9 Exon 9 193
R | ATA CAA CAT GGG CATCTG AT
F|CTATTGTAACAGCTG GCCTAG

10 Exon 10 229
R | CTGTCACTT GCT CAG CCCC
F | GCT GTC AGG TCA CAT GAG TGC

11 Exon 11 156
R | CTG ATT TCC CAG AAC TCT TCA
F|TTCTTC ATAGGT TGT AATTTCC

12 Exon 12 236
R | GGATCA ATG TCA GTA GAT TAT
F | CCCTGA AAT GTCCTT ATG TGA

13 Exon 13 196
R | CTCTCAGGCTTT TCT CTC AAT
F | CAG CTA GGA GAG AAG GAC ATG

14 Exon 14 184
R | AGT TCT GCC TCA GGA GTG TGA
F | TCTTGGCTT ACAGTTTCCTCTT

15 Exon 15 170
R | TCTGTGGTTTGA CCCACCTC
F | GACTCTTTT GCC TGATATCTG

16 Exon 16 245
R | TGC TGT TAA AAG GAT TGC ATG
F | CAT TGC AAG TGT GGT ATC TTG

17 Exon 17 244
R | TAC AGC TCA GTG CTG GGCC
F | CAAGGG TAACTT GAGGTTTCT

18 Exon 18 205
R | TCATTC TGA TGG AGA GGA GCA
F | TGG GCAGACCCCTTCCTCAC

19 Exon 19 219
R | AAGCCTTTC TGG GCG CAGCT
F | CTAGGT GTG AGT GCG AGTT

20 Exon 20 204
R | CAGCATTTG TCC CAG GT
F | AAT GGC TCA GAT GCT GTT

21 Exon 21 221
R

GCT TGT GGT GAG
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Thanh phan phan iing PCR

Thanh phan Thé tich (pl)
Nude cat PCR 11,9
Buffer 10X 2,0
dNTP (2,5 mM) 2,0
Mbi xudi 0,5
Moi nguoc 0,5
Tag polymerase (5 u/pl) 01
DNA 3,0
Tong 20,0

Chu trinh nhiét phan ung PCR nhuw sau

Chu trinh Bién tinh Bit cap Tong hop
1 94°C - 5 phut
2-34 94°C - 30 giay 55°C - 30 giay 72°C - 30 giay
35 72°C - 5 phut

Béo quan ¢ 10°C
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Kiém tra dot bién trén gel agarose 1,5%. Khuéch dai lai doan DNA
d6 v6i PCR éng ching am dé loai trir kha ning nhiém va ching duong dé

so sanh.

2.3.3. Gidi trinh tu gen

San pham PCR s& dugc tinh sach va giai trinh ty gen truc tiép dé xéac

dinh dot bién trén gen ATP7B.
2.3.3.1. Tinh sach DNA (st dung Kit QIAGEN)

- Cho 500 pl dung dich PB vao dng chira 100 pl plasmid, lic déu, dé o
nhiét do phong 30 phut.

- Ht hét dich cho qua c6t tinh sach (do hing Qiagen cung cp).

- Quay ly tdm 10000 v/p trong 30 gidy, d6 bo dich ¢ day éng.

- Cho tiép 750 pl PE vao cot.

- Ly tam 10000 v/p trong 30 gidy, d6 bo dich phia day éng.

- Ly tam tiép thém 60 gidy dé loai bo hét dich trong cot.

- Lay c0t ra, cho vao 6ng eppendorf 1,5 mL.

- Cho 50 pl dung dich EB (gdm 10 mM Tris-Cl, pH 8,5).

- Bé ¢ nhiét d6 phong trong 5 phat, ly tim 10000 v/p trong 60 gidy.

- Dich thu dugc & ddy 6ng 1a dich chira DNA d3 duoc tinh sach.
2.3.3.2. Quy trinh thwc hién gidi trinh tu gen:

Thuc hién theo qui trinh va st dung phuong phap BigDye terminator
sequencing (Applied Biosystems, Foster city, USA).
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+ Giai doan 1: Chuan bi master mix cho phén irng PCR
- Chuén bi effendorf 0,2ml da danh dau sin thir tw cdc mau
- Chuan bi hoa chét dé thyc hién phan tng

- Lam tan hoan toan hoa chét, tron déu sau do ly tam nhe dé toan bod

dich trén nap 6ng roi xudng

- Tién hanh pha master mix theo bang sau:

Thanh phén Thé tich (ul)
San phém sau PCR da duoc tinh sach 1,0
Big Dye Buffer 5X 3,0
Big Dye terminator V3.1 (2,5X) 2,0
Nuéc cat PCR 13,0
Mbi don (5pmol/pl) 1,0
Téng 20

Chuy:
- Toan bd khau chuén bi master mix phai dugc thuc hién trén khay da
- C4c hoa chét phai dugc lam tan va tron déu trude khi st dung
- Big dye 2,5X phai dugc bao quan tranh anh sang

- M&i DNA thyc hién hai phan tng véi moi xudi va moi nguoc
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+ Giai doan 2: Phan &rng Sequencing

- Sau khi chuan bi master mix cho phan tmg xong, ly tdm nhanh céc ong

PCR dé toan bo dich dinh trén thanh va nip éng xudng dudi va lam tan bot.

- Xép cac bng master mix vao may PCR

- Chon chuong trinh nhiét d3 duoc cai dit san trong may theo chu trinh
da duoce toi uu hoa.

- Kiém tra lai toan bo chu trinh nhiét:

Chu trinh Bién tinh Bit cip Tong hop
1 96°C - 1 phat
226 96°C - 10 giay 50°C - 5 giay 60°C - 4 phat

Béo quan ¢ 10°C

- Cac san pham sau khi dugc khuéch dai bang Big dye kit s& dugc tinh
sach bang big Dye temination dé loai bo toan b big dye thira va dem doc trén

may giai trinh ty gen ABI (Applied Biosystem)
2.3.4. Phwong phap phan tich két qua

So sénh két qua giai trinh ty gen cta bénh nhan véi trinh tw GeneBank
cia gen ATP7B (National Center for Biotechnology Information, NCBI)
NG 011403 bang phan mém CLC.

So sanh trinh tu cac acid amin cua bénh nhan véi trinh ty acid amin

chuén ctia Genebank NP_000123.1 bang phan mém Blast ciia NCBL
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2.4. Van dé dao dirc trong nghién ciru

- Bénh nhan s& duoc thong bao két qua xac dinh vi tri dot bién gen thong
qua béc si diéu tri.

- Bénh nhén c6 trach nhiém cung cap day du cac thong tin lién quan dén
tinh hinh bénh tat ciia minh.

- Cac xét nghiém phén tich gen chi thyc hién khi ¢6 su ddng ¥ cia bénh nhan.

- Céc thong tin vé bénh nhan, két qua chan doan duoc hoan toan giit bi
mat. Nghién ctru dugc tién hanh hoan toan vi muc dich khoa hoc, khong vi

bat ky muc dich nao khac.
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2.5. Quy trinh nghién ctru

Bénh nhan Wilson

l

Thu thap mau mau
(3ml mau tinh mach +EDTA)

l

Téch chiét DNA
tr bach cau mau ngoai vi

Phan tmg PCR khuéch dai
21 exon cua gen ATP7B

l

Tinh sach san pham PCR

l

Giai trinh tu gen J

l

So sanh v&1 GeneBank

l

Xac dinh dot bién gen ATP7B

l

Ban do6 dot bién gen ATP7B

Quy trinh xac dinh dot bién gen ATP7B
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Chuong 3

KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Phat hién dét bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson

3.1.1. Két qua tach chiét DNA
DNA ciia bénh nhan dugc tach chiét theo quy trinh phenol/chloroform.
Sau khi tach chiét, cic mau DNA duoc kiém tra né)ng do, do tinh sach bﬁng

phuong phap do mat d6 quang trén may Nanodrop.

Bing 3.1. Két qua do nong do va do tinh sach ciia cic mau DNA

Do tinh Do tinh Do tinh
MS (anl\/IS) sach MS (Egl\/ﬁ) sach MS (anl\/IS) sach
(Azs0/280) (Az60/280) (Az60/280)

W1 | 139 1,7 W17 146 1,7 W33 | 148 2,0
W2 | 131 1,8 W18 122 1,9 W34 | 127 1,9
W3 | 169 1,7 W19 127 19 W35 | 116 2,0
W4 | 158 1,7 W20 197 1,9 W36 | 115 19
W5 | 159 1,7 W21 | 1113 1,8 W37 | 119 2,0
W6 | 325 1,7 W22 | 1511 1,8 W38 | 113 2,0
W7 | 412 1,9 W23 134 1,8 W39 | 115 19
W8 | 812 1,9 W24 139 1,8 W40 | 110 1,9
W9 | 146 1,9 W25 132 1,8 W41 82 2,0
W10| 153 1,8 W26 174 1,7 W42 | 383 2,0
W11| 173 1,8 W27 131 1,7 W43 | 127 1,9
W12 | 142 1,8 W28 182 1,7 W44 | 133 2,0
W13 | 144 1,9 W29 138 1,8 W45 | 125 19
W14 | 132 1,9 W30 194 1,7 W46 | 124 2,0
W15| 148 1,8 W30 196 1,8 W47 | 134 2,0
W16| 193 1,7 W32 164 1,7 W48 | 121 2,0
W49 | 78 1,8 W50 29 1,7 W51 58 1,7
W52 | 59 1,7 W53 130 1,7 W54 97 1,8
W55 | 190 1,8 W56 172 1,8 W57 | 104 1,8
W58 | 157 19 W59 160 19 W60 98 2,0
W61 | 125 19
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Nhdn xét:

TAt ca mau DNA duoc tach chiét co néng do va dg tinh sach cao voi ty

s6 mat do quang & bude séng 260/280nm nam trong khoang 1,7+2,0.

3.1.2. Két qua chay PCR khuéch dai cic exon ciia gen ATP7B

Str dung 21 cédp mdi dic hidu dé khuyéch dai toan b 21 exon cua gen
ATP7B. Kich thuéc cta cac san pham PCR trong khoang 164+520 bp. San
pham khuyéch dai duoc dién di trén gel agarose 1,5%. Hinh 3.1 13 hinh anh
Minh hoa két qua PCR khuéch dai exon 5 va exon 8 cua gen ATP7B.

A)

<— 400 bp

B)

<— 520 bp

Hinh 3.1. Hinh dnh di¢n di sdn phdm PCR exon 3 (A) va exon 8 (B) ciia
gen ATP7B. (+) mau ddi chtng duong; (-) mau ching 4m; (1-9) miu bénh
nhan; (MK) Marker ®174.



o1

Nhin xét:

San phém PCR thu duoc chi c6 1 bang dac hiéu, ro nét, khong c6 san
pham phu. San pham khuéch dai PCR dam bao cho phan tmg giai trinh ty tiép
theo dé phat hién dot bién diém.

3.1.3. Két qua xac dinh dot bién diém bing ky thuit giai trinh tw gen

San pham PCR tiép tuc dugc giai trinh ty gen dé phat hién dot bién.
Két qua cho thdy c6 nhiéu kiéu gen khac nhau dugc phat hién trén bénh
nhan Wilson bao gém: dot bién sai nghia, dot bién ving 5’UTR, d6t bién
thém nucleotid, dot bién tao ma két thic va dot bién & vung intron. Bénh
nhén c6 thé c6 kiéu gen dot bién di hop tir, kiéu gen dot bién ddng hop tir
tai 1 vi tri trén gen va céac kiéu gen khac do sy két hop cua 2 dang dot bién
di hop ttr, d6ng hop tor hodc két hop vadi cac SNP (bang 3.2).
3.1.3.1.Bénh nhin Wilson véi cdic dang dét bién khac nhau trén gen

ATP7B
Bénh nhén cé dot bién sai nghia (missense mutation)

c.2490G €.2490 G>T(p.R778L)

|

AL GRWLEUHL 5 _6LWLEH.L

A VA s e

Ngudi binh thwdng Bénh nhan ma s6 W51

Hinh 3.2. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhin ma sé W51

Miii tén thang dung chi vi tri dot bién, cac chir so trén mili tén chi vi tri

nucleotid va acid amin thay doi.
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Nhdn xét:

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma s6 W51 c6 dot bién
sai nghia di hop ttr, thay thé nucleotid 2490G>T dan dén bo ba thir 778 CGG
ma hoa Arginine chuyén thanh CTG ma héa Leucine (R778L).

Bénh nhén cé dot bién & vang 5° UTR

c.-73C c.-15C>A

l_ B

~cee

. 7 —— P ~ A T E WY . P A .

f ( r1 ol ol { |  { ol ol ' ™ |
y | M} M| i3\ \ A |

VOULIU | I [ s IUUA l v RN aY21 121" )\ eIV I YAV

MAAUALLU

Nguoi binh thwdng Bénh nhan ma éc“') WéS
Hinh 3.3. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhén ma sé W25
Miii tén thcfng dung chi vi tri dot bién, cdc chit s6 trén miii tén chi vi tri
nucleotid thay doi.
Nhdn xét:

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma s6 W25 ¢ dot bién

d6ng hop tir C thay thé thanh A & ving 5’UTR cach vi tri ma khai dau 75 bp.
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Bénh nhan cé dot bién tao mi két thiic sé'm (stop codon)

c.471C c.471C>A(p.S105%)

p l

TATGTGCCATCGGTTG GCAA TATGTGCCATAGGTTGTGTGCCTGCAA

I I
Y VvV PS§ VV CL Q Y ve*vyvc_eL

Nguwoi binh thwong Bénh nhan ma sé W20
Hinh 3.4. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhén ma sé W20
Miii tén thcfng dung chi vi tri dot bién, cdc chit sé trén miii tén chi vi tri
nucleotid va acid amin thay doi.
Nhdn xét:

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma s6 W20 co dot bién
déng hop ttr thay thé nucleotid 471C>A din dén bo ba tht 105 TCG ma hda
Serine chuyén thanh ma két thuc soém TAG (S105%).

Bénh nhan cé dot bién thém nucleotid (insertion mutation)

c.-117/-118 ¢.-117/-118 insCGCCG
GAGCCGCGCCGATGCCCTCACACT GAGCCGCGCCGEGECGATGCCCTCAC

) e

Bénh nhan ma sé W45.00

ML

Nguwoi binh thwong

\ \

Hinh 3.5. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhin ma sé \W45

A
|
|
|
|
/
J

Miii tén thang dung chi vi tri dot bién, cdc chir so trén miii tén chi vi tri

thém nucleotid.
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Nhdn xét:

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma s6 W45 co dot bién
doéng hop tir thém 5 nucleotid CGCCG & vi tri gilta -117/-118 trén ving
5°UTR (céch vi tri ma khoi dau 117 bp).

3.1.3.2. Bénh nhén véi nhitng dét bién két hop trén gen ATP7B

Bénh nhin cé 2 dot bién di hop tir

¢.2706C ¢.2706C>T (p.T805I)
!‘,
" Lyl A | |'| I
; (\ 1 " N ~i [N |l
‘ i AV LA TAYAYRIR
—SSVBRS Al — A A AL A R LI AN X/ AA j’ \ X ;’l y oy Y
c.4112T c.4112T>C (p.L1371P)
AA ™ |"' ) " i
l “ [ I' | |I““ ,“ | ’ | “'I 1" ‘!"‘,“|, !'lit "‘l!i' X
VIV VT YUY YR Xy vy vy AUYVUYY Uy YT E Y YV YW
lr;"wzﬁ—u-‘—sw‘ 3 __i_;_#_‘,ué_-(__‘,-,_i_.—;,:..’, AL A AL M T IAAR A A L3
Ngui binh thuéng Bénh nhan ma sé W6

Hinh 3.6. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhin ma s6 \W6
Miii tén thcfng dung chi vi tri dot bién, cac chir s6 trén miii tén chi vi tri
nucleotid va acid amin thay doi.

Nhdn xét:

Giai trinh ty gen ATP7B phat hién bénh nhan mi s6 W6 c6 dot bién di
hop tir tai 2 vi tri: (1) thay thé nucleotid 2706C>T dan dén bo ba thir 805 ma

héa ACC Theonine chuyén thanh ATC mé héa Isoleusin (T805I); (2) thay thé
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nucleotid 4112T>C dan dén bo ba thir 1371 CTG ma hda Leucine chuyén
thanh CCG ma hoéa Proline (L1371P).

Bénh nhin cé 2 dot bién dong hop tir

c.-117/-118 c.-117/-118ins CGCCG

| !
AGCCGCGCCGATGCCCTCACACTCT accceccccoBBEBEATGCCCTCACA

C.2652A €.2652 A>G (p.K832R)

| |

GGCGATATCGTCAAGGTGGTCCCTGGG 5GCGATATCGTCABGGTGGTCCCTGGG

¢GDbI VKVVPGEG 6GDI VRV VPG

ol

Ngudi binh thuwéng Bénh nhan ma s6 W18

Hinh 3.7. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhén ma sé W18
Miii tén thcfng dieng chi vi tri dot bién, cdc chit s6 trén miii tén chi vi tri
nucleotid va acid amin thay doi.
Nhdn xét:

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma sé6 W18 c6 2 dot
bién dong hop tu: (1) thém 5 nucleotid CGCCG ¢ vi tri giita -117/-118 trén
ving 5°UTR (cach vi tri md khoi dau 117 bp), (2) thay thé nucleotid
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2652A>G din dén bo ba thtr 832 AAG ma héa Lysine chuyén thanh AGG
méa hda Arginine (K832R).

Bénh nhan c6 nhiéu dot bién két hop
-75C -75C>A

TTTAACACCCCGCTCTCCT TTTAACACCACGCTCTCCT

-128A -1221A>C
CCGAGCCGCGCCGATGCCCTC/ CCGCGCCGCGCCGATGCCCTC,

4060+6C 4060+6C
| J
ATGCAGCCCCCCA ATGCAG[CCCCCA

/ | ,

Nguw&i binh thwéng Bénh nhan ma sé W30

Hinh 3.8. Két qua gidi trinh tw gen ciia bénh nhéan ma sé6 W30
Miii tén thcfng dung chi vi tri dot bién, cdc chit s6 trén miii tén chi vi tri

nucleotid va acid amin thay doi.



Nhin xét:

S7

Giai trinh tu gen ATP7B phat hién bénh nhan ma s6 W30 c6 3 dot bién:
(1) dot bién ddng hop tir C thay thé thanh A ¢ ving 5’UTR céch vi tri ma
khoi dau 75 bp; (2) dot bién di hop tir A thay thé thanh C ¢ ving 5’UTR cach

vi tri md khoi dau 128 bp; (3) dot bién di hop tt & ving intron 18
c.4060+6C>T.

3.1.3.4. Két qud phdt hién djt bién gen ATP7B trén bénh nhin

Bang 3.2. Cac kiéu ddt bién gen ATP7B trén bénh nhian Wilson

) Thé dot Chu )
STT Ma so Exon Dot bien/SNP i Tai li€u cong bo
bien thich
1 W9 14  pD1027H(c.3079G>C)  Dj hop DV Wan L (2006)
2 W10 5  pA604P(c.1810G>C) Di hop DV GuYH (2003)
3 W28 13 p.C985T (c.2954G>A)  Dj hop DV Mak CM (2008)
4 W38, W39 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
5  W51,W55 8  p.R778L (c. 2490 G>T)  Djhop DV Nanji MS (1997)
6 W52 11 p.L902P (c.2862T>C) Di hop NEW
7 W20,W60 2 p.S105Stop (c.471C>A)  Ddng hop DV Mak CM (2008)
8 w23 14 p.G943D (c.2982G>A)  Pdng hop DV Wan L (2006)
9 W25 5’UTR c.-75C>A Poéng hop DV  Yamaguchi A (1998)
10 W26 5'UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Pdng hop DV GuYH (2003)
10  p.T850I (c.2706 C>T) Di hop NEW
11 W6
20  p.L1371P (c.4112T>C)  Dihop DV Gupta A (2005)
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1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
12 W7
3 p.v456L (c.1523G>C)  Dihop SNP GuYH (2003)
W11, W13, 1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
13
W2LW22 3 vas6L (c.1523G>C)  Di hop SNP GUYH (2003)
3 p.v456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
14 w27
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP GuYH (2003)
8  p.T715A (c.2147T>G)  Dihop DV Gupta A (2005)
15 W29
8  p.R778L (c. 2490 G>T)  Di hop DV Nanji MS (1997)
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
16 W32
10  p.T8501(c.2706 C>T)  Di hop NEW
5’UTR c.-75C>A Di hop DV  Yamaguchi A (1998)
17 W35
IVS18 ¢.4060+6C>T Di hop DV Liu XQ (2004)
5’UTR c.-75C>A Pong hop DV  Yamaguchi A (1998)
18 W43
5’'UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Dj hop DV GuYH (2003)
8  p.R778L (c. 2490 G>T)  Di hop DV Nanji MS (1997)
19 W54
16 p.11148L (c.3600T>C)  Di hop SNP  Todorov T (2005)
5’'UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Dj hop DV GuYH (2003)
20 W56
3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
5'UTR c¢.-118/117 ins CGCCG  Déng hop DV GuYH (2003)
21 w18
10  p.K832R (c.2652A>G)  Pdng hop DV Okada T (2000)
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5’UTR c.-75C>A Dong hop DV  Yamaguchi A (1998)
22 W44, W45
5'UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Dij hop DV GuYH (2003)
2 p.S105Stop (c.471C>A)  DPdng hop DV Mak CM (2008)
23 w1
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP Okada T (2000)
5'UTR c.-118/117 ins CGCCG  Dij hop DV GuYH (2003)
24 w61
2 p.S105Stop (c.471C>A)  DPdng hop DV Mak CM (2008)
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
25 w31 2 p.S105Stop (c.471C>A)  DPdng hop DV Mak CM (2008)
3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
2 p.S105Stop (c.471C>A)  Ddng hop DV Mak CM (2008)
26 W58 8  p.R778L (c. 2490 G>T)  Dihop DV Nanji MS (1997)
16 p.V1140A (c.3577T>C)  Dihop NEW
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
27 W5, W34 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
10  p.T850I (c.2706 C>T) Dj hop NEW
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
28 w8 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
16  p.V1140A (c.3577T>C)  Dihop NEW
5’UTR c.-75C>A Di hop DV  Yamaguchi A (1998)
29 W33 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP Okada T (2000)
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5’UTR c.-75C>A Di hop DV  Yamaguchi A (1998)
30 W36 5'UTR ¢.-128A>C Dong hop NEW
IVS18 ¢.4060+6 C>T Di hop DV Liu XQ (2004)
5’UTR c.-75C>A Di hop DV  Yamaguchi A (1998)
31 W40 5'UTR c.-118/117 ins CGCCG  Dij hop DV GuYH (2003)
3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
5'UTR c¢.-118/117 ins CGCCG  Dj hop DV GuYH (2003)
32 W59 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
5  pA604P(c.1810G>C) Di hop DV GuYH (2003)
5'UTR ¢.-118/117ins CGCCG  Di hop DV GuYH (2003)
3 p.V456L (c.1523G>C)  Dihop SNP GuYH (2003)
33 W4
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP Okada T (2000)
16  p.V1140A (c.3577T >C) Di hop NEW
5'UTR c.-75C>A Dong hop DV Yamaguchi A (1998)
5'UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Pdng hop DV GuYH (2003)
34 w17
3 p.V456L (c.1523G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop DV Okada T, (2000)
2 p.S105Stop (c.471C>A)  Dong hop DV Mak CM (2008)
3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Di hop SNP GuYH (2003)
35 W57
10  p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP Okada T (2000)
16 p.V1140A (c.3577T>C)  Dihop NEW
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5UTR ¢.-118/117 ins CGCCG  Di hop DV GUYH (2003)
1 ins 47/48 CGGCG Dong hop NEW
36 W16 3 p.V456L (c.1523G>C)  Dj hop SNP GuYH (2003)
10  p.K832R (c.2652A>G)  Dj hop SNP Okada T (2000)
12 p.R952K (c.3012G>A)  DPdng hop NEW
5°UTR c.-75C>A DPong hop DV  Yamaguchi A (1998)
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
37 W24 3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Dj hop SNP GuYH (2003)
18  p.F12401 (c.3966C>A)  Dj hop NEW
18 p.N1270I (c.3976A>T)  Dj hop NEW
5’UTR c.-75C>A Di hop DV  Yamaguchi A (1998)
2 p.G50S (c.305G>A) Di hop NEW
38 W53 2 p.S105Stop (c.471C>A)  Pdng hop DV Mak CM (2008)
10  p.K832R (c.2652A>G)  Dj hop SNP Okada T (2000)
16  p.V1140A (c.3577T>C)  Pdng hop NEW
5UTR c¢.-75C>A Pong hop DV  Yamaguchi A (1998)
5UTR ¢.-118/117 ins CGCCG Di hop DV GuYH (2003)
1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
39 W30
2 p.S105Stop (c.471C>A)  Ddng hop DV Mak CM (2008)
3 p.V456L (c. 1523 G>C)  Dj hop SNP GuYH (2003)
10  p.K832R (c.2652A>G)  Djhop SNP GuYH (2003)
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1 ins 47/48 CGGCG Di hop NEW
3 p.V456L (c. 1523G>C)  Dijhop SNP GUYH (2003)
10 p.K832R (c.2652A>G)  Di hop SNP GUYH (2003)
12 p.W939C (c.2974G>C)  Di hop DV Folhffer A (2007)
40 w19 p.C980S (¢.3106G>C; D hop 1 NEw
€.3106-3107 GC>CA) NEW
13
p.C980Stop Di hop NEW
(c.3107C>A)
16  p.F11441 (c.3587T>A)  Dihop NEW
Téng 13 exon 48

New: Pt bién méi; DV: Disease Variant (dét bién gdy bénh); SNP: Single Nucleotide

Polymorphism (tinh da hinh don nucleotid)

Nhdn xét:

e 48/61 bénh nhan dugc phat hién c6 dot bién trén gen ATP7B gém cac

dot bién di hop tar, dot bién dong hop tir tai 1 vi tri trén gen; cac dang

do6t bién khac do sy két hop ctia 2 dén 5 dang dot bién di hop tir, dong

hop tir hoic két hop véi cac SNP.

e 3/61 bénh nhan phat hién c6 sy thay thé nucleotid (SNP) trén gen

ATP/B.

e 10/61 bénh nhan khong phat hién thay dot bién trén gen ATP7B.

e Céc kiéu gen phat hién trén bénh nhéan 13 nhiing dot bién cong bd gay

bénh Wilson, hoic cac SNP két hop véi dot bién gay bénh, mot s6 dot

bién méi chua dugc cong bd 14 gay bénh Wilson.
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3.2. Thiét 1ap ban dé dét bién gen ATP7B giy bénh Wilson ¢ Viét nam

Bang 3.3. Cac loai dot bién gen ATP7B trén bénh nhian Wilson

Dot bién
STT 9 Thay dbi Vung /exon So lwong
Thay doi nucleotid ] ]
acid amin

c.-75C>A 12
1. c.-117/118CGCCG 5UTR 13

c.-128A>C 1
2. Ins 47/48 CGGCG Exon 1 14

c.471C>A p.S105* 9
3. Exon 2

c.305G>A p.G50S 1
4. €.1523G>C p.V456L Exon 3 23
5. €.1810G>C p.A604P Exon 5 2

€.2490G>T p.R778L 5
6. Exon 8

c.2147T>G p.T715A 1

€.2652 A>G p.K832R 13
1. Exon 10

c.2706C>T p.T850I 3
8. €.2862T>C p.L902P Exon 11 1
9. €.2974G>C p.W939C Exon 12 1
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€.2982 G>A p.G943D 1
c.3012G>A p.R952K 1
c.3106 G>C p.C980S 1
10. c.3107C>A p.C980S Exon 13 1
€.2954G>A p.C985T 1
€.2892G>A p.G943D 1
11. Exon 14
c.3079G>C p.D1027H 1
c.3577T>C p.V1140A 5
12. c.3587T>A p.F1144l| Exon 16 1
¢.3600T>C p.P1148L 1
c.3966C>A p.F12401 1
13. Exon 18
C.3976A>T p.N1270I 1
14. c.4060+6C>T 1VVS18 2
15. c.4112T>C p.L1371P Exon 20 1
Tong 28 28 15 118
Nhdn xét:

28 loai dot bién va SNP khac nhau dd duoc phat hién trén 13 exon, 1
vung intron va vung 5’UTR cta gen ATP7B ¢ bénh nhan Wilson Viét Nam.
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Biéu d6 3.1. Phan bé dpt bién trén cdc exon ciia gen ATP7B
Nhdn xét:
Dot bién & vung 5’UTR chiém ti 1& cao nhét, dot bién & vung exon 3,
exon 10 chiém ti 1é cao thir 2, tiép theo 1a & ving exon 1, exon 2, exon 16 va

exon 8, dot bién chiém ti 18 thap nhit nim & cac exon con lai (biéu d6 3.1).
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56,7%
60,0% -

50,0% -
40,0% - 22%

30,0% - 11,8% 7.7%

1,8%
20,0%
-

0,0% -
DB sai E)B ving E)B thém E)B tao méa E)B ving
nghia 5UTR nucleotid  két thic Intron

l

Biéu dé 3.2. Cdc dang dét bién phdt hién duoc trén bénh nhan Wilson
(DB: dot bién)
Nhdn xét:

Trong 5 dang dot bién da duoc phat hién trén gen ATP7B & 48 bénh
nhan Wilson Viét Nam, dot bién sai nghia (missense mutation) chiém ti 1é cao
nhat véi 56,7%, tiép theo 1a dot bién ¢ ving 5’UTR chiém ti 16 22%, dot bién
thém nucleotid chiém ti 1& 11,8%, dot bién tao ma két thiic sém va dot bién &

ving intron chiém ti 18 thap vé6i 7,7% va 1,8%.
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EDBvung 5' UTR
E DB exon
PB intron

Biéu dé 3.3. Phan bé cdc dét bién gen ATP7B tuong iing véi cic viing gen
(PB: dét bién)
Nhdn xét:

Dot bién ¢ ving exon chiém ti 1& cao nhit (76%), tiép theo 1a dot
bién & ving 5°’UTR chiém ti 1& cao tha 2 (22%), d6t bién & vung intron

chiém ti 1 thap nhéat (2%)
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c6 1 dang dot bién, trong d6 c6 1 dot bién mai, hai ving nay co tong sb

d6t bién 16n nhét tim thay trong nghién ctru.

Ving MBSs kéo dai tir exon 2 ¢én mdt phan cua exon 6, (ving bam
cho cac nguyén tir ddng) c6 4 dang dot bién nam trén cac exon 2, exon 3,
va exon 5, trong do6 tai exon 2 ¢6 hai dot bién tao thanh ma két thuc, mot
trong s6 do6 1a dot bién méi.

Ving xuyén mang 1-6 (Vung A-kénh van chuyén) kéo dai tir mot
phan cua exon 6 dén exon 13 ¢6 11 dang dot bién nam trén cac exon 8,
10, 11, 12, 13, trong d6 co6 5 la dot bién méi. Vung N (vi tri bam cho
ATP) kéo dai tir exon 14 dén mot phan cua exon 18 ving nay c6 7 dot
bién nam trén exon 14, 16, 18 trong d6 c6 3 1a dot bién masi, mot dot bién
missense nam ¢ vung cat ndi exon (ving intron) trudc exon 18 IVS18

c.4060+6 C>T.

Ving P-ving xuyén mang 7-8 (vung phosphoryl héa), chiém mot
phﬁn cua exon 18, kéo dai dén exon 21 c6 1 d6t bién trén exon 20. Trén
cac exon 4, 6, 7, 9, 15, 17, 19, 21 cta gen ATP7B khong phat hién thay

dot bién trén bénh nhan Wilson Viét Nam.
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Chuong 4
BAN LUAN

Bénh Wilson va nhing bénh 1y di truyén trén gen lin khac co biéu hién
1am sang phuc tap, bénh canh da dang, phong phu, chan doan trén 1am sang
c¢6 nhiéu kho khin nhu bénh Wilson. Chan doan bénh bang k¥ thuat sinh hoc
phan tir, gilip cho chan doan sém va chinh xac bénh. Bénh Wilson 1a mot
bénh di truyén lin trén nhiém sic thé thuong. Giai doan dau dong sé tich liy
trong gan (khoang 80% luong dong dugc du trit trong gan) gdy xo gan, viém
gan cap tinh...Khi ndng do dong ting cao s& qua tinh mach cira theo hé thong
tuan hoan dén cac co quan dich nhu ndo, mat, xuong... giy ra cac bién chimg
vé mat, than kinh, tdm than, roi loan sic td va céac roi loan khac. Bénh duoc
biéu hién rat da dang trén 1am sang voi tudi khoi phat khac nhau va ton
thuong nhiéu co quan trong co thé. Boi vdy, chan doan bénh tré nén kho
khin, dic biét trong cac truong hop khong cé cac tridu chimg 1am sang dién
hinh. Cac nghién ctru vé cac dang dot bién gen ATP7B cua cac qudc gia khac
nhau trén thé gidi cling da va dang duoc trién khai rong rai. Xac dinh vi tri
cac dot bién gen dATP7B & bénh nhan Wilson cung cip nhiéu loi ich cho
khoa hoc co ban va ing dung 1am sang. DPéi véi nhitng bénh nhan bi bénh
Wilson, xac dinh duoc vi tri dot bién 1a mot tiéu chuan vang dé khang dinh
chinh x4ac chan doan bénh, ngoai ra n ciing hd trg trong viéc tién lugng mirc
d6 nghiém trong ctia bénh va dién bién 1am sang dé tir d6 c¢6 phuong phap

diéu trj thich hop phong tranh cac bién chirg. Hon nira, x4c dinh duoc vi tri
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dot bién cua bénh nhan s& giap phat hién nguoi lanh mang gen bénh, tu van di
truyén va chan doan trudc sinh cho nhimg ba me c6 nguy co cao gilip ngin

ngira va 1am giam ti 1é mac bénh.
KET QUA PHAT HIEN PQT BIEN GEN ATP7B

Pé tién hanh xac dinh dot bién trén gen ATP7B, tach chiét DNA 1a budc
dau tién quan trong cua quy trinh thuc hién cac k¥ thuat sinh hoc phan tu.
DNA tach chiét dugc phai dam bao khong bi dut gdy, khong nhiém tap chat
dé dam bao do chinh xac cho két qua PCR va giai trinh tu gen. Trong nghién
ciru nay, tat ca mau DNA cua bénh nhan sau tach chiét dugc do trén may
quang pho ké Nano-drop & budc song 260/280nm déu c6 nong do cao va do

tinh sach nam trong khoang 1,8+2.0.

Trong nghién ctru nay, k¥ thuat PCR va giai trinh ty gen truc tiép da
duoc ap dung dé xac dinh dot bién. Két qua cho thay da phat hién duoc
48/61 (78,6%) bénh nhan duoc phat hién c6 dot bién trén gen ATP7B gém
cac dot bién sai nghia, dot bién thém nucleotid, dot bién & vung 5’ tan va
dot bién ¢ vung intron. Dot bién xdy ra ¢ hau hét cac ving trén gen
ATP7B, tuy nhién mot sd ving nhu exon 4, exon 6, exon 7, exon 9, exon
15, exon 17, exon 19, exon 21 chua phét hién dugc dot bién. Két qua phat
hién d6t bién s& giup cho chung t6i budc dau hoan thién ban dd dot bién
gen trén bénh nhan Wilson. 21,4% bénh nhan khong phat hién théy dot
bién, theo cac nghién ciru trudc cia thé gidi, ty 1é bénh nhan Wilson khong

phat hién dugc dot bién trén gen ATP7B cling chiém khoang trén 20%, cac
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tac gia da dua ra Iy gidi l1a c6 thé c6 mot s6 dot bién gen nam trén vung intron

chua duogc phat hién va co ché cu thé chua duoc 1 rang [26-30].

Niam 1993 Petrukhin K, Tanzi RE va cong su xdy dung ban do gen va
cac ving gen co dot bién gay bénh Wilson [87]. Dot bién trén cac ving
chtrc ning ciia gen ATP7B trong nghién ctru cho thdy c6 sy khac nhau, c6
ving chirc ning phat hién thay nhiéu dot bién trén nhiéu exon, dot bién c6
thé xdy ra trén bat ky exon nao, tuy nhién mot s exon khong tim thay dot

bién. Mot bénh nhan co6 thé xuat hién nhiéu dot bién khac nhau.

Protein enzym ATP7B véi cac ving chirc niang dic tht mang day du dic
diém ciia mot protein van chuyén kim loai thudc ho protein typP-ATPase,
dong vai trd quan trong trong viéc dao thai dong ra khoi co thé. Su bét thuong

ctia enzym ATP7B 13 nguyén nhan tryc tiép gy bénh Wilson.

Theo théng ké tai ngan hang dit liéu vé bénh Wilson

(Wilsondiseas.med.ualberta.ca) cho dén thoi diém hién nay, c6 8 dang dot

bién trén gen ATP7B: Dot bién x6a doan, dot bién chuyén doan, dot bién
dao doan, dot bién thay thé, dot bién thém nucleotid, dot bién tao ma két
thic sém, d6t bién sai nghia, dot bién tai vung intron. Trong nghién ctu
nay, 61 bénh nhan Wilson d3 duoc tién hanh xac dinh dot bién gen ATP7B,
va 5dang dot bién duoc phat hién la: Dot bién sai nghia, Dot bién tao ma
két thiic sém, dot bién thém nucleotid, dot bién & ving 5’UTR, dot bién tai

vung intron.


http://www.wilsondiseas.med.ualberta.ca/
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Két qua nghién ctru cho thay, su thay thé nucleotid di hop tir SNP dugc
cong bd khong gay bénh, nhung co thé c6 dot bién trén ving intron két hop,
ma nhoém nghién ciru chua phat hién dugc, nén bénh nhan van biéu hién cac
triéu chung bénh 1y trén lam sang, c6 2 bénh nhan (W38, W39) chi mang duy
nhéat 1 SNP dang di hop tt SNP. Su thay thé nucleotid tai vi tri ¢.1523 G>C
(p.V456L) din dén thay thé acid amin Valine thanh Leucine. Acid amin
Valine c6 kich thudc nhd, ky nude, c6 4 bo ba nucleotid cung ma hoa.
Leucine 1a acid amin co6 kich thudc 16n, cling ky nudc va c6 té1 6 bo ba
nucleotid cling ma héa. SNP nay nhiéu 1an duoc cong bd khong giy bénh
Wilson tai Trung Québc, Han Qudc, Nhat Ban, Pai Loan,va mot sé nude chau
Au, nhung su két hop cia SNP ndy véi cac dot bién khac cé thé gay bénh
Wilson. Theo nghién ctru cia Nakayama (Nhat Ban) cho thay p.V456L va
p.K832R thudc dang SNP, nhimmg SNP niy giam dang ké kha ning véan
chuyén dong khi thyc nghiém in vitro trén cac té bao gan cta chudt. Tai lidu
tham khao cho thiy nhiéu d6t bién di hop tr trén cac exon khac nhau duoc
cong bd gay bénh trén Genebank [89]. Dot bién dong hop tir duoc cong bd
gy bénh trong nhiéu tai liéu [17],[94], diéu nay cho thay dot bién dong hop
tr gdy bénh, tudn theo dung qui luat di truyén cua Menden, bénh Wilson di

truyén gen lan trén nhiém sic thé thudng.
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Hinh 4.1: Pét bién gidm p.V456L va p.K832R ding ké kha néing vin chuyén

dong khi thuwe nghiém in vitro trén cdc té bao gan ciia chuét.

(www.http://Wilson disease.com)

(Theo nghién ctru ciia Kenji nakayama va cong sy nam 2012. Trén té bao
gan in vitro cho thdy dot bién p.V456L va p.K832R déu lam giam dang ké

kha nang van chuyén va dao thai dong ra khoi té bao).

Trong s6 48 bénh nhan phat hién c6 dot bién gen ATP7B, 36 bénh nhan
mang tur 2 dot bién trd 18n, su két hop gifra nhiéu loai dot bién trén mot bénh
nhan bao gdm dot bién, dong hop tir két hop dot bién di hop tir, dot bién di
hop ttr, véi dot bién di hop ttr, hodc dot bién dong hop tir két hop voi dot bién
d6ng hop tir, da khang dinh chinh x4c nhimng loai dot bién nay 1a nguyén nhan
gay bénh Wilson.


http://www.http/wilson
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Bénh nhan cé dot bién sai nghia (missense mutation)
Bénh nhén cé dét bién sai nghia di hop tur

Dot bién sai nghia di hop tir trén exon 8 thay thé nucleotid tai vi tri 2490
G>T, lam cho bd ba ma héa arginine chuyén thanh leucine. Day 1a dot bién
duoc cong bd gay bénh. Hai kiéu dot bién trén exon 8, p.T715A va p.R788L
dugc tim thay trén 6 bénh nhan. Dot bién p.T715A, 13 mot dot bién moéi. Tai
cung vi tri ndy, da c6 mot nghién ctru cia Hungary cong bo dot bién p. T715H
gy bénh Wilson [100] va mot nghién ctru ctia An d6 cong bd dot bién tao ma
két thuc p.T715Stop [65], [66], [67]. O bénh nhian mang dot bién p. T715A xuét
hién thém mot dot bién di hop tir trén cung exon 8, d6 1a dot bién p.N765G
(c.2295C>G). Dot bién nay cling da duoc cong bd gy bénh trong mot nghién
ctru ctia Trung Quéc [93]. Pot bién ¢.2490G >T (p.R778L) xuat hién trén 3
bénh nhan. Pay 1a dot bién da duoc cong bd gay bénh Wilson 25 14an trong cc
nghién ctu cua Trung Quéc, bai Loan, Nhat Ban, Han Quéc. Ngoai ra, ¢
cung mot vi tri 778 ¢o thé xuat hién dot bién p. R778Q, hoic p.R778W ciing
giy bénh Wilson. 2 d6t bién nay duoc cong bd tai Pai Loan, Trung Qudc,
Han Qudc va ca Italia [71], [76] [80], [82]. Mot dot bién cung vi tri nhung chi
xuat hién & Chau Au, d6 1a p.R778G. Dot bién nay duoc cong bd giy bénh
Wilson ¢ Ban Mach, Tay Ban Nha, Bungary va Anh [26],[54], [68],[99]. CO
thé théy dot bién tai vi tri 778 1a mot dot bién quan trong anh hudng dén su
van chuyén dong qua mang té bao. Arginin (R) 1a mot acid amin phan cuc
mang tinh kiém gitt vai trd quan trong cho qué trinh cén bang dién tich cua

mang té bao, cho nén sy thay doi tinh chat acid amin tai vi tri ndy co6 thé anh
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hudng 16n dén qua trinh chuyén hoa cation va anion, trong d6 Cu®" 1a mot
thanh phan quan trong. Trong nghién ctru ndy, nhém nghién ctru da tim thay

3 bénh nhan W54 W55, W51 mang dot bién ¢.2490G>T (p.R778L).
Bénh nhén cé djt bién sai nghia dong hop tiv

* POt bién c.-75C>A 1a dot bién sai nghia do thay thé nucleotid C
thanh A tai vi tri ndm cach ma khoi dau 75 bp: 12 bénh nhan mang dot
bién kiéu nay, bao gom 7 bénh nhan mang dot bién dong hop tir va 5 bénh
nhan mang dot bién di hop ttr. TAt ca bénh nhén nay déu co thém nhirng dot
bién khac, trén cac exon thudc cac vung khac nhau ciia gen. Tuy nhién
nhom nghién ctru nhan thay rang dot bién thay thé nucleotid, cho du 1a dot
bién dong hop tir hay dot bién di hop tir thi su két hop cac loai dot bién
kép, & vi tri ndy d4 tao nén nhiéu dot bién da dang. Dot bién doéng hop tir
két hop voi cac dot bién di hop tir hodc gilta dot bién ddng hop tir véi dot
bién dong hop tir khac, 1am cho cau tric va chtic ning cia protein ATP7B
thay d6i, dan dén giam mot phan kha nang van chuyén dong hodc mat hoan

toan kha niang van chuyén dong ciia protein ATP7B.
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Bénh nhan cé dot bién & ving 5° UTR

Mot s6 bénh nhan c6 dot bién ¢ ving 5’UTR nhu sau: Dot bién thém 5
nucleotid CGCCG ¢ vi tri gitta - 117/-118 trén vung 5’UTR (cach vi tri ma
khai dau 117 bp). Dot bién -117/-118 ins CGCCG, dot bién co6 thé 1a di hop
tir hodc ddng hop tir. Dot bién c.-75C>A 1a dot bién thay thé nucleotid C
thanh A tai vi tri nam cach ma khoi dau 75 bp: 12 bénh nhan mang dot
bién kiéu nay, bao gom 7 bénh nhan mang dot bién dong hop tir va 5 bénh
nhan mang dot bién di hop tir. Nhitng bénh nhan nay déu mang thém nhiing
dot bién khéc, trén cac exon thudc cac vung khac nhau ctua gen. B4t bién dj
hop tir A thay thé thanh C & ving 5’UTR céch vi tri ma khoi dau 128 bp. Dot
bién c.-128A>C, chi phat hién duoc 1 bénh nhan duy nhit mang dot bién
nay va la dot bién dong hop tir c.-128A>C bénh nhan mi s6 (W53). Dot
bién nay, khi ddi chiéu va so sanh trén Genebank, nhém nghién ctru chua
thay c6 tai liéu nao coéng bd, do d6 co thé day ciing 1a mot dot bién moi
xudt hién trén bénh nhan Wilson Viét Nam
Dot bién tai vang 5° UTR cua gen thuong tao nén ma két thuc sém. Tuy
nhién nhém nghién ctru nhan thay rang kiéu dot bién thay thé nucleotid,
cho du 1a dot bién dong hop tir hay dot bién di hop tir thi sy két hop cua cac
loai d6t bién nay tao nén nhitng dot bién kép, do d6 hinh thanh nén nhiéu
d6t bién da dang. Dot bién dong hop tir két hop voi cac dot bién di hop tir
hoac gilra dot bién déng hop tir véi dot bién déng hop tir khéc, 1am cho ciu

triic va chitc ning cua protein ATP7B thay d6i, din dén giam mot phan kha
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nang van chuyén dong hoic mat hoan toan kha ning van chuyén dong cia
protein ATP7B.
Céc dot bién 6 ving 5’UTR ciing dd duoc ching minh 14 gdy nén bénh

Wilson [88, 89].

Bénh nhan cé dot bién tao mi két thic sém (nonsense mutation)

Bénh nhan c6 dot bién dong hop tir thay thé nucleotid 471C>A din dén
bd ba thtr 105 TCG ma hoa Serine chuyén thanh ma két thuc som TAG
(S105*). Bot bién nay phat hién trén exon 2. Pay 14 vi tri bam cho cac nguyén
tr déng gém 6 MBSs, mdi mdt MBSs gém cac trinh ty MxCxxC, 1 MBSs sé&
gan voi mot nguyén tor dong. Viéc phan tich ciu trac riéng biét ciia MBSs
trong ATP7B da cho thdy mot cdu tric nép gap Pappap dugc bao ton. Trinh tur
va cau trac ctia cac MBSs ndy duogc bao ton cao trong qua tién hoa, ngay ca
trong céc protein khac nhu ATOX1 lién két dong (Cu-chaperon ATOX1). Céc
MBSs trong ATP7B c6 cac chirc niang quan trong nhu: Chuyén vi dong, hop
nhat dong trong phitc hgp enzym, hoat hda ATPase, tuong tic giita protein
v6i protein. Tuy nhién, ATP7B tuong ddng trén vi khuin va nim men cho
thay chi chira mot hodc hai MBSs. Nhu vay khong phai tit ca 6 MBSs déu
quan trong [88],[89]

* Pot bién trén exon 2 c6 hai kiéu p.G50S va p.S105stop phat hién &
10 bénh nhan, hai kiéu dot bién nay déu thudc dang thay thé nucleotid A
duoc thay thé G hodc C. Dot bién tao nén ma két thiic sém, sy tao thanh ma

két thic sém lam mat hoan toan chirc ndng va cau tric cua protein ATP7B,
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d6t bién p.105Stop duge cong bd 3 1an, 13 dot bién gdy bénh ¢ cac nude

P, Trung Qudc [42], [63].

+ Dot bién p.G50S nam trén exon 2, duoc tim thay 1 lan trong nghién
ctru. Pbi chiéu va so sanh trén Genebank chung t6i khong tim thay dir liu
nao cong bd lién quan dén do6t bién nay, chung t6i cho ring day 1a dot bién
mdi trén bénh nhan Wilson Viét Nam. Glycin (G) la mdt acid amin khong
phan cyc va trung tinh, trong khi d6 Serin (S) 1a acid amin phan cuc, trung
tinh. Vi thé dot bién nay lam thay doi hoan toan tinh chat hoa 1y tai vi tri
codon 50, c6 thé 1am anh huong dén qué trinh van chuyén dong cua ving

Xuyén mang.
Bénh nhén cé dot bién thém nucleotid (insertion mutation)

Pot bién thém 5 nucleotid CGCCG & vi tri gilta - 117/-118 trén ving
5°UTR (céch vi tri ma khoi dau 117 bp). 8 bénh nhan mang dot bién dong hop
tir . trong d6 7 bénh nhan déu mang do6t bién va két hop véi cac dang dot bién
khac. Chi ¢6 1 bénh nhan (W26) mang 1 dot bién dong hop c.-118/117 ins

CGCCG ma khéng c6 sy két hop vai cac dot bién nao khac.

- 5 Bénh nhan c6 d6t bién di hop tur, khong c6 bénh nhan nao mang mat

d6t bién di hop tir duy nhat, ma tat ca déu mang thém cac dot bién khac.

- Dot bién thém 5 nucleotid CGCCG di 1am thay ddi trinh ty cac acid

amin phia sau cua gen, do d6 lam thay doi chirc nang cua vung nay, hodc
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tao nén ma két thuc sém, hodc két hop véi cac dot bién khéac cua gen la
nguyén nhan gay bénh Wilson, d3 duoc céng bd trong nhiéu nghién ciru

ctiia Trung Qudc, Nhat Ban, Tdy Ban nha, Y [26], [42], [98].

Bénh nhén véi nhirng dot bién két hop trén gen ATP7B

Bénh nhén cé 2 dgt bién di hop tiv

(1*) Thay thé nucleotid 2706C>T dan dén bd ba tht 850 md héa ACC

Theonine chuyén thanh ATC ma hoa Isoleusin (T8501).

+ Dot bién p.T850I (c.2706C>T) thudc exon 10 xuét hién & 4 bénh nhan.
Pay 1a dot bién mdi, chua ¢ tai liéu nao cong bd chinh thirc trén thé gioi.
Threonin (T) 1a mét acid amin phan cuc va trung tinh, trong khi d6 Isoleucin
(I) 14 acid amin khong phan cuc. Vi thé dot bién nay 1am thay d6i hoan toan
tinh chat hod 1y tai vi tri codon 850, diéu nay c6 thé anh hudng dén qua trinh
van chuyén dong cia ving xuyén mang. Trong 4 bénh nhan ké trén chi c6 1
bénh nhan (W6) mang dot bién di hop tir p.T850I (c.2706C>T) két hop véi
dot bién di hop ¢.4113T>C (p.L1371P) trén exon 20 clia ving xuyén mang 7-
8. 3 bénh nhan con lai (W5, W32, W34) déu mang dot bién kép goém 3 dot

bién véi sy c6 mat ctia dot bién c.ins 47/48 CGGCG cua exon 1.

(2*) Thay thé nucleotid 4112T>C din dén bo ba thir 1371 CTG ma hoa
Leucine chuyén thanh CCG ma hoéa Proline (L1371P). Dot bién nay thudc
viing P. Viing P 1 viing chiic nang quan trong nhat, lién quan dén ving xuyén

mang 7-8 c6 chirc nang phosphoryl hoa. Viéc phan tich mé hinh thuc nghiém
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phan tir cho thiy rang ATP gin vao ving N cua protein ATP7B tao ra thay
d6i vé mat hinh thai, lam cho vi trf gin ATP trong ving N gan vé6i ving P
hon. Piéu nay c6 thé thic ddy viéc gan ATP va phosphoryl hoa cta ving P.
Viéc gan ATP trong ving P ciia ATP7B xay ra trong vung lan cén cia acid
amin aspartic tai vi tri 1027. Tai vi tri ndy c6 3 vung bao tdn cao duoc ki hiéu:
DKTG (D: acid aspartic, K: Lysin, T: Threonin, G: Glycine); GDGXDN (G:
glycine, D:aspartic acid, X: any codon NNN, N: asparagine ); TGEA (T:
threonine, G:glycine, E: glutamic acid, A: alanine) ¢ typ P- ATPase, va la vi

tri phospho hoa bang y-phosphat cia ATP [97].

Trong ving nay nhoém nghién ciru tim dugc duy nhét 1 dot bién di hop tir
trén exon 20 la p. L1371P (c. 4112 T>C) & bénh nhan (W6). Pay 1a dot bién
d3 dugc cong bd 13 gdy bénh Wilson trén bénh nhan Trung Qudc. Leucine (L)
va Proline (P) déu 1a hai acid amin khong phan cyuc va trung tinh. Tuy nhién
Leucine 1a mot ky nudc trong khi do Proline lai ddc biét vu nude. Pac diém
dic biét ctia Prolin va Hydroprolin, ¢6 kha ning dé dang tao lién két Hydro nho
cau trac vong 5 canh. Vi thé dot bién trén ciing c6 thé 1am thay doi hoan toan
tinh chét hoa 1y tai vi tri codon 1371, co thé anh huong dén qué trinh van
chuyén dong cta ving xuyén mang. Bénh nhan W6 con mang thém mot dot

bién di hop tir khac d6 1a p.T850I (c2706C>T) 1a d6t bién moi.

Bénh nhin cé dpt bién di hop tiv két hop véi dong hop tir

* Pot bién di hop tir thay thé nucleotid 471C>A dan dén bd ba thir 105

TCG mai hoéa Serine chuyén thanh ma két thiic sém TAG (S105*). Bénh nhan
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mi s6 W1cé hai kiéu dot bién p.K832R va p.S105stop, hai kiéu dot bién nay
déu thude dang thay thé nucleotid. Dot bién tao nén ma két thuc sém, 1am mat
hoan toan chirc ning va cdu tric cta protein ATP7B, dot bién p.105Stop dugc

cong bd 3 1an, 1a dot bién gdy bénh & cac nudc Puc, Trung Qudce [42], [63].

* POt bién dong hop tir thay thé nucleotid 2652A>G din dén bo ba thir
832 AAG ma hoa Lysine chuyén thanh AGG ma hoa Arginine (K832R).

+ Dot bién p.K832R (c.2652A>G) thudc exon 10 xuat hién ¢ 12 bénh
nhan trong d6 co6 4 bénh nhian mang dot bién dong hop tir va 6 bénh nhan
mang d6t bién di hop tir. Dot bién nay cling ¢ tinh chat gidng dot bién
€.1523G>C (p.V456L) [94], 1 d6t bién khong xuat hién mot minh ma thuong
di kém véi cac dot bién khac. DA co 28 tai lidu nghién ctru vé bénh Wilson
cong bd vé sy xuat hién ciia dot bién p.K832R (c.2652A>G) & cac bénh nhan
chau A, chau Phi va chau Au. Nhitng nghién ctru nay déu cho thay mdi lién
quan khéng truc tiép cua dot bién p.K832R (c.2652A>G) vdi su suy yéu van
chuyén dong. Trong nghién ctru ndy, nhom nghién ctru nhan thay, dot bién
p.K832R (c.2652A>G) thuong di kém voi cac dot bién cta ving 5’UTR va
exon 1 (8/10 bénh nhan), chi c6 2 bénh nhan mang dong thoi dot bién di hop
p.K832R (c.2652A>G) va dot bién dong hop c.417C>A (p.S105Stop) & exon
2 (ving MBSs). Két qua nghién ctru cho thiy, bénh nhan mang dot bién
p.K832R (€.2652A>G) thuong di kém voi cac dot bién cia ving 5’UTR c.-
75 C>A; ¢.-117/118 CGCCG,; c.-128 A>C va exon 1 c.ins 47/48CGGCG
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Bénh nhin cé 2 djt bién dong hop tiv

Bénh nhan c6 dot bién dong hop tir the nhdt: Thém 5 nucleotid
CGCCG ¢ vi tri giita -117/-118 trén ving 5’UTR (cach vi tri ma khai dau 117
bp). 8 bénh nhan mang dot bién dong hop tir, trong d6 7 bénh nhan déu mang
dot bién dong hop tir két hop véi cac dot bién khac. Chi c¢6 1 bénh nhén
(W26) mang 1 d6t bién dong hop c.-118/117 ins CGCCG ma khong c6 su két
hop véi cac dot bién nao khac. Dot bién thém 5 nucleotid CGCCG d3 lam
thay doi trinh tu cac acid amin phia sau cia gen, do d6 lam thay doi chirc
nang cua vung nay, hodc tao nén ma két thic sém, hodc két hop vo1 cac dot
bién khac ctia gen 13 nguyén nhan gy bénh Wilson, da dugc cong bd trong

nhi€u nghién clru cua nude ngoai.

Bénh nhan c6 dot bién dong hop tir thir hai: thay thé nucleotid 2652 A>G
din dén bo ba th 832 AAG ma hoa Lysine chuyén thanh AGG mi hoa
Arginine (K832R). Bot bién p.K832R (c.2652A>G). Két qua nghién ciru cho
thay sy két hop ciia 2 dot bién dong hop tir, thém 5 nucleotid va thay thé

nucleotid 1a nguyén nhan gay bénh Wilson.
Bénh nhin cé két hop nhiéu djt bién trén gen ATP7B
i) Bénh nhan c6 4 dot bién két hop

(1) Dot bién di hop tir thay thé nucleotid 471C>A dan dén b ba thir 105
TCG mai hoa Serine chuyén thanh ma két thiic sém TAG (S105*). p.S105stop

phat hién & 10 bénh nhan, kiéu dot bién nay déu thudc dang thay thé nucleotid
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A thay thé C. Dot bién tao nén ma két thuc sém, sy tao thanh ma két thuc sém
lam mat hoan toan chirc ning va ciu trac cua protein ATP7B, d6t bién
p.105Stop duge cong bd 3 l1an, 1a dot bién giy bénh ¢ cac nudc P, Trung

Quéc [42], [63]..

(2) Dot bién di hop tir thay thé nucleotid 1523G>C din dén b ba thtr
456 GTG ma hda Valine chuyén thanh CTG mi hoa Leucine (V456L).

* Pot bién ¢.1523G>C (p.V456L) trén exon sd 3. Dot bién nay duoc
cong bd 29 1an trén cac tai lidu qudc t&, nam rai rac trén ca 5 chau luyc. Khong
phai 13 dot bién truc tiép gy nén bat thudong cho protein ATP7B nhung néd
xuat hién thuong xuyén voi cac dot bién thém hodc thay thé nucleotid. Trong
nghién cru nay, nhém nghién ciru nhan thay rang, 17/23 bénh nhan co dot
bién ¢.1523G>C (p.V456L) 1a dang di hop ttr, chi c6 4 bénh nhan mang dot
bién ¢.1523G>C (p.V456L) dong hop tir.

+ Piéu dic biét, dot bién nay hau nhu chi xuét hién trong trudng hop co
d6t bién & ving 5’UTR va exon 1 (17/23 trudng hop), 1 truong hop dot bién
di hop tr ¢.1523G>C (p.V456L) xuat hién cung 1 dot bién ddong hop
c.417C>A (p.S105Stop) va 1 truong hop dot bién di hop tir ¢.1523G>C
(p.V456L) xuit hién cung 1 dot bién di hop ¢.2652A>G (p.K832R).

+ Chi ¢6 2 truong hop, bénh nhan mang duy nhét 1 dot bién dong hop
c.1523G>C (p.V456L) (W38,W39). Nhu vay, co thé thiy ring, dot bién p.

Val456Leu xuét hién ciing v6i cac dot bién khac, tuy khong c6 ¥ nghia gay
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bénh nhung c6 thé 13 yéu t6 lam ting thém mirc d6 ning cua bénh Wilson do
anh huong cong hudng. Axit amin khi bi thay thé c6 thé anh huong dén twong
tac cling nhu sy dinh hudng cla cic axit amin bén canh dan dén su thay doi
cdu tric khong gian va chic ning cia protein. Dot bién nay chi xuat hién &
bénh nhan Wilson chir khong c6 & nguoi thuong. Nghién ctru cua Kenji cho
thay, cac thr nghiém invitro dot bién p.V456L trén té bao gan déu cho thay

gidm dang ké kha nang van chuyén va dao thai dong ra khoi té bao.

(3) Pot bién déng hop tir nucleotid 2652A>G din dén bd ba thir 832
AAG mi hoa Lysine chuyén thanh AGG ma hoa Arginine (K832R). Dot bién
p.K832R (c.2652A>G) thudc exon 10 xuat hién & 12 bénh nhan trong dé co 4
bénh nhan mang d6t bién dong hop tir, dot bién nay ciing co tinh chat giéng
d6t bién trén exon 3 ¢.1523G>C (p.V456L) [94], 1a dot bién khong xuat hién
mot minh ma thuong di kém véi cac dot bién khac. Nhu vay & truong hop nay
dot bién xuét hién cing v6i 3 kiéu dot bién khac, mic du co nhiéu tai liéu
cOng bd nhimg dot bién nay khong phai 1a nguyén nhan gay bénh, nhung ludén
luon xuat hién trén nhitng bénh nhan c6 nhidu dot bién. Trong nghién ctu
nay, nhom nghién ctru nhan thay, dot bién p.K832R (c.2652A>G) thuong di
kém v&i cac dot bién ciia ving 5°UTR va exon 1 (8/10 bénh nhan), chi ¢6 2
bénh nhan mang dong thdi dot bién di hop p.K832R va dot bién dong hop
(p.S105Stop) & exon 2 (ving MBSs). Két qua nghién ctru cho thay, bénh nhan
mang dot bién p.K832R thuong di kém vdi cac dot bién cua ving 5°UTR va
exon 1, diéu nay cho thdy dot bién c6 ai luc vé6i kiéu thay thé 5 nucleotid va

thay thé nucleotid cia viing ngoai gen.
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(4) Dot bién dong hop tir nucleotid 3577T>C dan dén bo ba thtr 1140
GTC ma hoa Valine chuyén thanh GCC ma hoa Alanine (V1140A). Dot
bién p.V1140A (c.3577C>T) di hop tir thudc exon 16 xuat hién & 3 bénh
nhéan (2 di hop W4 va W8,1 dong hop W53). P c¢6 36 cong bd chinh thire
vé sy xuat hién cua dot bién nay trén bénh nhan Wilson & chau A, chau
Au va chau Phi. Tuy nhién, cling nhu truong hop dot bién p.K952R
(c.3012 A>C) va ¢.1523G>C (p.V456L), day 1a dot bién khong truc tiép
gdy bénh, nhung vin c6 thé xuat hién cing mot sd dot bién quan trong
khac trén gen ATP7B dé lam giam rd rét hon chiic ning ciia protein
ATP7B. Piéu nay ciing phu hop voi két qua tim dugc trén bénh nhan ma

nhom nghién ctru dang phan tich.
ii) Bénh nhan c6 5 ddt bién két hop

(1) Dot bién dong hop tir C thay thé thanh A & ving 5’UTR cach vi tri
ma khéi dau 75 bp. Trong 48 bénh nhan phat hi¢n dot bién gen ATP7B, co
26/48 bénh nhan c6 dot bién tai ving 5’UTR. 12 bénh nhan c6 dot bién tai c.-
75 C>A, ¢6 7 bénh nhan mang dot bién déng hop tir, 5 bénh nhan mang dot
bién di hop tir tai vi tri nay. Két qua nghién ctru cho thiy, dot bién c.-75 C>A
khong xuat hién don doc, ma dot bién nay ludn ludn két hop véi nhiéu kiéu
dot bién khac, sy két hop cac dot bién cua vung 5° UTR va cac dot bién khac
rat da dang, tat ca cic bénh nhan nay déu mang thém nhiing dot bién khac

trén cac exon thudc cac vung khac nhau cua gen.
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Tuy nhién nhém nghién ctru nhan thiy rang dot bién thay thé nucleotid,
tai ving 5° UTR, cho du 1 dot bién dong hop tir hay dot bién di hop tir thi su
két hop cac loai dot bién kép, ¢ vi tri nay da tao nén nhiéu dot bién da dang.
Pot bién dong hop tir két hop véi cac dot bién di hop tir hodc gitta dong hop
tir voi dong hop tir khac, dd lam cho cu tric va chtc ning cua protein
ATP7B thay doi, lam giam mot phan kha ning van chuyén dong hodc 1am

mat hoan toan kha ning van chuyén dong cta protein ATP7B

(2) Pot bién di hop tir A thay thé thanh C ¢ viung 5’UTR cach vi tri ma
khoi dau 128 bp. Dot bién c.-128A>C, nhom nghién ciru chi phat hién duoc 1
bénh nhan duy nhit mang dot bién nay va la dot bién dong hop tu c.-
128A>C bénh nhan ma sé (W53). Bénh nhén nay ciing mang dot bién
kép. Dot bién nay, khi d6i chiéu va so sanh trén Genebank, nhém nghién
ctru chua thay co tai lidu nao cong bd, do d6 co thé day ciing 1a mot dot

bién méi xuat hién trén bénh nhan Wilson Viét Nam.

(3) Dot bién dong hop tir thay thé nucleotid 471C>A dan dén bo ba thu
105 TCG ma hoa Serine chuyén thanh ma két thuc sém TAG (S105*). Dot
bién trén exon 2, p.S105stop phat hién ¢ 10 bénh nhén, kiéu dot bién nay déu
thudc dang thay thé nucleotid A thay thé C. Dot bién tao nén ma két thuc
sém, su tao thanh m3 két thiic sém lam mat hoan toan chic nang va cAu trac
ctia protein ATP7B, dot bién p.105Stop dugc cong bd 3 lan, 1a dot bién gay

bénh & cac nude e, Trung Quoc.
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(4) Dot bién dong hop tir thay thé nucleotid 2652A>G dan dén bo ba thir
832 AAG ma hda Lysine chuyén thanh AGG m3 hoa Arginine (K832R). Pot
bién p.K832R (€.2652A>G). Co 4 bénh nhan mang dot bién dong hop tir. Tuy
nhién d6t bién nay ciing co tinh chat gidng dot bién ¢.1523G>C (p.V456L)
[94], 1a @6t bién khong xudt hién mdt minh ma thudng di kém véi cac dot
bién khac. Pa c6 28 tai liéu nghién ctru vé bénh Wilson cong bd vé sy xuét
hién cua dot bién p-K832R (¢.2652A>@G) & cac bénh nhan chau A, chau Phi
va chau Au. Nhiing nghién ctru nay déu cho thdy mdi lién quan khong truc
tiép cua dot bién p.K832R (c.2652A>G) véi su suy yéu van chuyén dong. K
la ki hiéu ctia acid amin lysine, ¢6 kich thudc 16n, ky nude, va mang dién tich
duong, con R 1a ki hi€u cua acid amin arginine cling mang dién tich duong,
nhung thudc loai acid amin khong ky nudc. Sy thay d6i vé tinh chat 1y hoa tai
vi tri 832 va lam kha ning van chuyén dong. Trong nghién ciru nay, nhom
nghién ctru nhan thay, dot bién p.K832R (c.2652A>G) thuong di kém véi cac
dot bién cia ving 5’UTR va exon 1 (8/10 bénh nhéan), chi c6 2 bénh nhan
mang dong thoi dot bién di hop p.K832R va dot bién dong hop p.S105Stop, &
exon 2 (ving MBSs). Két qua nghién ctru cho thiy, bénh nhan mang dot bién
p.K832R lubn ludn di kém véi cac dot bién ciia ving 5’UTR va exon 1 c.ins

47/48CGGCG.

(5) Dot bién dong hop tir nucleotid 3577 T>C dan dén bo ba thir 1140
GTC méi héa Valine chuyén thanh GCC mi héa Alanine (V1140A). Valine 1a
acid amin c6 kich thudc nho, mach thang, ky nudc. Trong khi d6 Alanine 1a

acid amin c6 kich thudc rat nho, wa nude. Sy thay doi vé cau tric cua acid
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amin va tinh chat Iy hoa va két hop nhiéu dot bién khac, 1a nguyén nhan gay
bénh Wilson. Dot bién p.V1140A thudc exon 16 xuat hién & 3 bénh nhan (2
di hop tir W4 va W8, 1bénh nhan dong hop tir W53). C6 36 cong bd chinh
thirc vé su xuat hién ctia dot bién nay trén bénh nhan Wilson ¢ chau A,
chau Au va chau Phi. Tuy nhién, ciing nhu trudng hop dot bién p. K952R
p.V456L, day 1a dot bién khong truc tiép gdy bénh, nhung van thuong xuét
hién cing mot s6 dot bién quan trong khac trén gen ATP7B dé 1am giam r
rét chirc ning cuia protein ATP7B. Piéu nay ciing phu hop véi két qua tim
dugc trén bénh nhan ma nhom nghién ctru dang phan tich.

Kich thudc nho

Kich thudc rat nho Proline
- e —,

Mach thing
i i
i X I|
--4-- Mang dién tich

Yk Mang dién tich am
" Phan cuc

Mang dién tich duong
Mach vong thom

Ky nuéc (Hydrophobe)

Hinh 4.2: So' d6 Venn vé tinh chdt acid amin

(www.http://Wilson disease.com)
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KET QUA THIET LAP BAN PO GEN GAY BENH WILSON

Nam 1993 Petrukhin K, Tanzi RE va cong su xdy dung ban do gen giy
bénh Wilson duya trén cac dot bién xuat hién trong nghién ctru, cac dot bién
dugc cong bd gay bénh truc tiép, hodc cac dot bién co tac dong cong hudng
gy bénh. Dot bién xuat hién trén toan bd exon va cac vung chic ning cua
gen ATP7B. Theo két qua nghién ctru cta chung t6i cho thdy, 28 kiéu dot
bién duoc tim théy trén 48 bénh nhan nghién cuu, dot bién phat hién dugc &
ving 5° UTR, & 13 exon cua gen va ving intron 18. C6 nhimg dot bién cua
bénh nhan Wilson Viét Nam, khi ddi chiéu trén ngan hang Genebank dugc
cong bd 1a nguyén nhan gy bénh Wilson, hoic c6 nhimg dot bién dang SNP
khong gay bénh, nay ciing tim thay. Nhu vay c6 thé cho rang dot bién gen gay
bénh rat da dang va phong phi. Mic du ching toi chi phat hién duoc 5 dang
dot bién trén téng s6 8 dang dot bién da duoc cong bd tim théy 1a: Dot bién
thém nucleotid, dot bién sai nghia, dot bién ¢ ving 5° tdn, dot bién tao thanh

mi két thiic sém va dot bién & vung intron.

Trong nghién ctru ndy, dot bién sai nghia (missense mutation) & ving
exon chiém ti 1& cao nhat (56,7%), tiép theo 1a dot bién & vang 5’UTR (22%),
dot bién thém nucleotid va dot bién tao ma két thiic sém chiém ti 1¢ 11,8% va
7,8%, dot bién & ving intron chiém ti 16 thap nhat (2%). Trong sb cac dot bién
xay ra & ving exon, dot bién ¢ viing exon 3, exon 10 chiém ti 1& cao nhét, tiép
theo 1a & viing exon 1, exon 2, exon 16 va exon 8, chiém ti 18 thap nhat nam &
cac exon con lai. Két qua nay cling twong ddng vai cac nghién ctru trude day

[42, 83, 88, 89].
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Dot bién xay ra trén tat cac cac vung chic ndng cua gen, di€u nay
cho thay vai tro quan trong cua tung vung doi voi qua trinh trinh diéu hoa

su hap thu, phan phdi va thai trir dong cta co thé.

Trong nghién ciru ndy, mot s exon 4, exon 6, exon 7, exon 9, exon
15, exon 17, exon 19, exon 21 cia gen ATP7B khong phat hién thiy dot
bién trén bénh nhan Wilson Viét Nam, tuy nhién véi 28 kiéu dot bién dugc
phat hién ciing phan nao cho thay dot bién gay bénh Wilson ¢ quan thé nguoi
Viét Nam da dang vé kiéu gen. C6 thé con mot sd nhig kiéu dot bién khac
ma trong gi6i han ctia nghién ctru chua tim thay, can c6 mot nghién ctru voi
c¢& mau 16n hon va trén nhiéu ving dia 1y khac nhau méi c6 thé tra 10i cau hoi
nay. Két qua ciing chi ra rang 12 d6t bién tim thay trén cac bénh nhan Wilson
& nhom nghién ciru khi ddi chiéu véi Genebank va cac cong bd trude day thi
chua tim thay c¢6 cong bé nao chinh thirc phat hién ra cac dot bién nay. Cac
dot bién nay déu & nhitng bénh nhan c6 cac dac diém 1am sang cua bénh
Wilson rat dién hinh. Dé két luan chic chin lidu day c6 phai thuc su 1a ot
bién giy bénh cho bénh nhan Wilson chung t6i cin so sanh véi nhom
chimg & mot ¢& miu du 16n va nghién ctru & mac d6 in vitro dé danh gia
kha ning anh hudng ciia cac dot bién ndy véi qua trinh phién ma gen. Tuy
nhién do thoi gian va kinh phi nghién cttu han hep nén nhém nghién ctru
chua trién khai dugc. Dé két luan chinh xac lidu day c6 phai thyc su 1a dot
bién moi trén bénh nhan Wilson Viét Nam chung toi can c6 nhiing nghién

ctru tiép theo.
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KET LUAN

1. Xac dinh dot bién gen trén bénh nhan Wilson
48/61 (78,6%) bénh nhan Wilson dugc phat hién co dot bién gen
ATP7B va 13/61 (21,4%) bénh nhan khong phéat hién thiy dot bién gen
ATP7B.

Dot bién sai nghia chiém ti 18 cao nhat (56,7%), tiép theo 13 dot bién &
ving 5’UTR chiém ti 18 22%, d6t bién thém nucleotid va dot bién tao ma két
thuc sém chiém ti 18 thép hon véi 11,8% va 7%, dot bién & vung intron chiém
ti 1& thap nhat (2%).

2. Pa thiét 1ap thanh cong ban do dot bién gen ATP7B trén bénh
nhan Wilson Viét Nam

Budc dau di thiét 1ap thanh cong ban dd dot bién gen ATP7B trén bénh
nhan Wilson Viét Nam véi 28 dang dot bién gen phan bo trén 13 exon cia
gen ATP7B, trong d6 dot bién & vung exon 3, exon 10 chiém ti 1& cao nhit,

tiép theo 1a & viing exon 1, exon 2, exon 16 va exon 8 chiém ti 1& thap hon.
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KIEN NGHI

Bénh Wilson thuong duoc phat hién mudn. Rét nhiéu triéu ching cua
bénh gay nén nhitng chan doan khac nhau. Chan doan chinh xac nguyén nhan
gy bénh, gop phan vao chan doan sém diéu tri sém, giam kinh phi cho gia
dinh nguo1 bénh cling nhu ganh ndng cua xa hdi. Do dé chung t61 xin ¢6 mot

s0 kién nghi nhu sau:

1. Thiét lap va quan 1y co sé dit liéu vé dot bién gen ATP7B & bénh nhan
Wilson.

2. Thiét 1ap va quan 1y co s& dir liéu vé ngudi mang gen bénh Wilson.

3. Tu van di truyén truéc hon nhan va chan doan trudce sinh cho nhiing

ba me c6 nguy co sinh con bi bénh trong qua trinh mang thai.
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Trude hét toi xin bay to long kinh trong, bién on sau sic dén PGS.TS
Nguyén Ngoc Hung 13 ngudi Thay hudng din khoa hoc, dd tan tinh giup d&
va truyén dat nhitng kinh nghiém quy bau va kién thtrc dé t6i c6 thé hoan
thanh dugc luan an ngay hom nay.

T6i xin bay t6 1ong kinh trong, biét on sdu sic téi GS.TS. Ta Thanh Van,
Phd Hiéu truong, Trudng Bo mén Hoa sinh, Giam ddc Trung tdm Nghién
ctru Gen-Protein, Truong Pai hoc Y Ha Ni 1a nguoi Thay da dong vién, gidp
dd to1 trong subt qua trinh hoc tap, tao moi diéu kién thuan loi cho t6i trong qua

trinh thuc hién dé tai.

T6i xin bay t6 10ng biét on sau sic toi PGS.TS. Tran Van Khanh, Pho
trudng Trung tdm nghién ctru Gen-Protein, Trudng B mén Bénh hoc phan tir,
Khoa K¥ thuat Y hoc, Truong Pai hoc Y Ha Noi 1a nguoi da tan tinh gitp
dd,truc tiép hudng dan thyuc hién nghién ctru, gdp ¥ va sira chita dé hoan thanh

ban luan an nay.
T6i xin bay to long biét on chan thanh dén:
PGS. TS. Nguyén Thi Ha, nguyén Phé Hiéu truéng, Truong Pai hoc Y Ha Noi

PGS.TS. Pham Thién Ngoc, nguyén Trudng Bo mon Hoa sinh, Truong Pai hoc

Y Ha Nbi di tao moi diéu kién gitp dd t6i trong hoc tip va cong tac.
T6i ciing xin giri 101 cam on chan thanh dén:
- Ban Gidm Hiéu, Phong dao tao Sau dai hoc, Truong Pai hoc Y Ha Noi

- BO mon Hoéa sinh, Truong Pai hoc Y Ha Noi.



- Cac nghién ctru vién tai Trung tam Nghién ctru Gen-Protein.
- Ban Giam Pdc Bénh vién Bach Mai- Ha Ndi.
- Ban Giam Péc Bénh Vién Théng Nhat- Thanh phd Ho Chi Minh.

- Can b vién churc khoa Hoa sinh Bénh vién Bach Mai, Bénh Vién

Théng Nhat.

T61 Cling bay to long cam on dén bénh nhan va gia dinh ctua cac em da

giup to1 c6 dugc nhiing s6 liéu trong ludn an nay.

Xin cam on ban bé, ddng nghiép di dong vién gitp dd toi rat nhiéu trong

qué trinh cong tac va hoc tap.

Cuoi cung, to1 xin bi€t on cong sinh thanh, gido dudng va tinh thuong
y€u cuia bd me, con gai va cac em trong gia dinh, nhiing ngudi ludn ¢ bén to1,

1a chd dya vimg chic dé t6i yén tAm hoc tip va hoan thanh luén an.

Ha N¢i, ngay 10 thang 9 nam 2015

Phan Tén Hoang
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T6i la Phan T6én Hoang, nghién ctru sinh khoa 30 Truong Pai hoc Y Ha

Noi, chuyén nganh Hoéa sinh, xin cam doan:

1. Pay 1a luan an do ban than t6i thuc hién dudi su huéng dan ctia PGS.
TS. Nguyén Ngoc Hung cung véi nhom nghién ctru ciia Trung tim
nghién ctru Gen-Protein, Truong Dai hoc Y Ha Noi va s6 lidu trong
luan an la mot phén trong dé tai cép Bo Y té duogc thuc hién tai
Trung tam.

2. Cong trinh nay khong tring 13p vai bat ky nghién ciru nao khac da
dugc cong b tai Viét Nam.

3. Céc sd lidu va thong tin trong nghién ctru 1a hoan toan chinh xac,
trung thuc va khach quan, da dugc xdc nhan va chép thuan cua co
s& noi nghién ctru.

T6i xin hoan toan chiu trach nhiém trudc phap lut vé nhitng cam két nay.

Ha Noi, ngay 10 thang 09 nam 2015

Nguoi viét cam doan

Phan T6n Hoang



ATP7B
CS
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DNA
ddNTP
DKTG D

DANH MUC CAC CHU VIET TAT

: P-type ATPase

: Cong su

: Deoxy adenosine triphosphate

: Deoxy cytidine triphosphat

: Deoxy guanosine triphosphat

: Deoxy nucleotide triphosphat

: Deoxy thymidine triphosphat

: Deoxyribo nucleic acid

: Dideoxy nucleotide triphosphat

- acid aspartic, K: Lysin, T: Threonin, G: Glycine

GDGXDN G: glycine, D:aspartic acid, X: any codon NNN, N: asparagine

TGEAT
Kb

kD
MBSs
pDHPLC
PRNP
SNP
S’UTR
SSCP

EDTA

: threonine, G:glycine, E: glutamic acid, A: alanine
: Kilobase
- Kilo daltol
- Metal binding sites
- Partially Denaturing High-Performance liquid chromatography
: Prion protein
: Single nucleotid polymorphisms
- Untranslation Region (Vung khong dich ma)
: Single -Strand Conformation Polymorphism analysis

(Phan tich cau triic da hinh thai chudi don)

: Forward (mdi xudi)

: Reverse (mdi nguoc)

: Ethylen diamine tetraacetic acid



MUC LUC

DAT VAN DE ..ottt 1
Chuong 1: TONG QUAN TAILIEU.........cccooooiiieiieeeeeeeeeeeeee e, 3
1.1. Lich str nghién ctru bénh WilSon .........cccceeviiiiiiiiiiiiiie e, 3
1.2. Sinh 1y benh WilSON ......ccviiiiiiiiiiiice e 4
1.3. Tri€u ching 1am sang va can lam sang cua b¢nh Wilson...................... 7
1.3.1. Triéu ching 1am sang & giai d0an dau ........co.covevevverrerereereseeeenas 7
1.3.2. Tri¢u chiing 1am sang & giai doan toan phat...........cccccevvvriiiinnenne. 8
1.3.3. CAC the 1AM SANG ..., 11
1.3.4. Cac chi SO CAN 1AM SANG .......oveeeieeeee e, 11
1.4. ChAN AOAN DN c...veevoeeeeeeeeeee ettt ettt en e 13
1.4.1. ChAn G0AN XAC GINN......oeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee et en e 13
1.4.2. Chan doAn PhAN DISt........ceveeeeeeieeeeeeeeeeee e, 13
1.5. Di truyén hoc B8N WILSOM .......c.oveeeiieceeeeseeee e 14
1.6. DiU tr] DENN WiLSOM ...ttt ettt en e 15
1.6.1. Ch& G0 AN UONE........ooeveeceeeeieeeeee et 16
1.6.2. Thudc dilu tr] BENN WilSOM...eeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ene e, 16
1.7. Phong bénh va tién luong bénh Wilson ..........cccooviiiiiiiiiiiiiie, 17
1.8. Co ché bénh sinh va cac dang dot bién gen ATP7B gay bénh Wilson ... 18
1.8.1. Vi tri, cu tric cta gen ATP7B ..o, 18
1.8.2. Mot s6 dot bién gen ATP7B hay gip giy bénh Wilson................ 20
1.8.3. Co ché bénh sinh benh WilSon...........cccveveveereernrerereeeressesesieninen. 24
1.9. Cac k¥ thuat phat hién dot bién gen ATP7B.....c.oocuveveeveeeeeeeeeeee 24
1.9.1. K thudit PCR ...ovoeeeteeeeeee et 24
1.9.2. K§ thuat sac ky 16ng cao ap bién tinh ........cc.coovevvreererrereerennnnn. 26
1.9.3. Phan tich cdu trac da hinh thai chudi domn...........oooeeeeeevereeeeeen, 29
1.9.4. St dung enzym Cat gidi NaN........c..covvveevereeereeeeeeeeeee s 32

1.9.5. K¥ thudt gidi trinh ty @en .........cccociviii i 32



Chuwong 2: POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU............. 36

2.1. DO tUoNE NZHIEN CUU oo 36
2.2. Dung cu, trang thiét bi va hoa chat Nghién CU ....oovvviviiiiiii e, 36
2.2.1. HOA ChAL .o 36
2.2.2. Trang thiét bi MAY MOC ....cv.cvrverereerrieeeereresee e eseesseses e 38
2.3. Phuong phdp nghi€n cl.........ccooeiiiiiiiiiieee e 39
2.3.1. K§ thuat tach chiét DNA tir mau ngoai Vi .....co.eveverereveereereneennnn. 39
2.3.2. K§ thuat PCR khuéch dai 21 exon ciia gen ATP7B ..........cooueee. 41
2.3.3. Gia1 trinh T @EN ...eveiiiiciiie e 44
2.3.4. Phuong phap phan tich K&t qUA ........cceveevevereriererieeerssessesieneeeens 46
2.4. Van dé dao duc trong NEHIEN CUU .....c..vevevreeeieeeieeeeee e 47
2.5. Quy trinh NEhIEN CUU .....vvviiiiiiic 48
Chuong 3: KET QUA NGHIEN CUU.......cocooiiieieeeeeeeeee e, 49
3.1. Phat hién dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson ...........cceenee. 49
3.1.1. Két qua tach chiCt DNA ......cccoviieiieeeeeeeeeeeeee e, 49
3.1.2. Két qua chay PCR khuéch dai cac exon ctia gen ATP7B............. 50

3.1.3. Két qua x4c dinh dot bién diém bang k¥ thuat giai trinh ty gen... 51
3.2. Thiét lap ban do dot bién gen ATP7B giy bénh Wilson & Viét Nam ... 63

Chuong 4: BAN LUAN .........cccoooiiiieeeeeeeeeeee et 70
KET QUA PHAT HIEN DOT BIEN GEN ATP7B ...o.oeoeeeeeeeeeeeeeeenne 71
Bénh nhan c6 dot bién sai NENTA ... 75
Bénh nhan c6 dot bién sai nghia di hop ... 75
Bénh nhan c6 dot bién sai nghia dong hop ti.......ovevvevvevveereeeeee e, 76
Bénh nhan ¢ dt bién & vINg 5° UTR ....cvveeieeeeeeeeeeeee e 77

Bénh nhan c¢6 dot bién tao ma K&t thic SO cv.vevveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 78



Bénh nhan c6 dot bién them nuCleotid.........ovvvveeeeeeeeeeeeeeee e 79

Bénh nhan v6i nhitng dot bién két hop trén gen ATP7B.......covvvveveeennee, 80
Bénh nhan ¢ 2 dot bién di BOP t c.....vveeeceeecieeeeeee e 80
Bénh nhan c6 dot bién di hop tir két hop v6i dong hop tlr ..., 81
Bénh nhan c6 2 dot bién d0ng hop tl .....vveeeeeeeeeee e 83
Bénh nhan c6 két hop nhidu dot bién trén gen ATP7B .....c.oovvvvvvevenennne, 83
KET QUA THIET LAP BAN PO GEN GAY BENH WILSON .............. 90
KET LUAN ....cooviiiieiceeeee e tee ettt en s tsns s st ensssssns s s snanns 92
KIEN NGHI ......ocoooviiiiiiieeeeseeeeeees st ses st s snssnsssen s 93
DANH MUC CAC CONG TRINH NGHIEN CUU PA CONG BO LIEN
QUAN PEN LUAN AN
TAI LIEU THAM KHAO

PHU LUC



DANH MUC BANG

Bang 2.1. Cac trinh tu moi dung dé khuéch dai 21 exon ctia gen ATP7B ..... 41
Bang 3.1. Két qua do nong do va do tinh sach cia cac mau DNA ................ 49
Bang 3.2. Cac kiéu dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson................... 57
Bang 3.3. Céc loai dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson ................... 63



DANH MUC BIEU PO

Biéu d6 3.1. Phan b6 dot bién trén cac exon clia gen ATP7B .....c.cvvvveceacae,
Biéu dd 3.2. Cac dang dot bién phat hién duoc trén bénh nhan Wilson ..............
Biéu d6 3.3. Phan b6 cac dot bién gen ATP7B tuong g véi cac ving gen.......



DANH MUC HINH ANH

Hinh 1.1. Co ché van chuyén dong trong co the .........cccooeveeeveveeseeeeeeeeean. 5
Hinh 1.2. Vong Kayser - Fleisher va bo mat Wilson dién hinh....................... 8
Hinh 1.3. Kiéu gen ctia bd me va ty 1& bi bénh & thé hé con .......cocvveveeeeenen, 15
Hinh 1.4. Cau tric protein ATP7B ...oooievieieeeeeseeeeeeee e 19
Hinh 1.5. C4u triic gen ATP7B va mot s6 dang dot bién hay gap................. 22
Hinh 1.6. Cac budc co ban ctia k§j thudt PCR.........ccccooveviiiciecc e 26
Hinh 1.7. Nguyén tic k§ thudt pDHPLC .......c.coovvverrereierecesresessesseeseesesenes 28
Hinh 1.8. Quy trinh k¥ thudt SSCP.......cccocoiiiiii e 30
Hinh 1.9: Quy trinh giai trinh tu gen theo phuong phap ddNTP.................... 33

Hinh 1.10: Hinh anh giai trinh tu gen trén may giai trinh tu gen tu dong...... 35
Hinh 3.1. Hinh anh dién di san pham PCR exon 3 (A) va exon 8 (B) cua gen

ATP7B. (+) miu d6i chimg duong; (-) mau ching am; (1-9) mau

bénh nhan; (MK) Marker @174.........ccoceiviiiiiiie e, 50
Hinh 3.2. Két qua giai trinh ty gen cta bénh nhan ma s6 W51.......ccooeveee 51
Hinh 3.3. Két qua giai trinh ty gen ctia bénh nhan ma s6 W25.........c..cc........ 52
Hinh 3.4. Két qua giai trinh ty gen ctia bénh nhan ma s6 W20.........c..cc........ 53
Hinh 3.5. Két qué giai trinh ty gen cta bénh nhan ma s6 W45............cc......... 53
Hinh 3.6. Két qua giai trinh ty gen ctia bénh nhan ma s6 W6 ...........ccoeveee. o4
Hinh 3.7. Két qua giai trinh ty gen cta bénh nhan ma s6 W18........co.cc......... 55
Hinh 3.8. Két qua giai trinh ty gen ctia bénh nhan ma s6 W30.........c..cc........ 56

Hinh 3.9. Ban d6 dot bién gen ATP7B trén bénh nhan Wilson Viét Nam..... 68
Hinh 4.1: Dot bién giam p.V456L va p.K832R dang ké kha nang van chuyén
ddng khi thuc nghiém in vitro trén cac té bao gan cua chuét..... 74

Hinh 4.2: So d0 Venn vé tinh chat acid amin ..........oeveveeveeeeeeereeeeeeereeereanns 89



Nghién ctru dugc thuc hién tai Trung Tam Gen-Protein, Truong Pai
hoc Y Ha Noi, véi su hod trg kinh phi cta dé tai “Nghién ciru phat hién
dét bién gen ATP7B gdy bénh Wilson” Trich tir ngan sach su nghiép
khoa hoc cip BO Y Té.

Chii nhiém dé tai: PGS.TS. TRAN VAN KHANH



5,8,15,19,22,26,28,33,35,48,50-56,65-68,74,107-115

1-4,6-7,9-14,16-18,20-21,23-25,27,29-32,34,36,37-47,49,57-64,69-73,75-
106,120-131

mau 31 tr



