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Nghién ctru dt bién gen ATP7B trén bénh nhian Wilson
nguoi lon

Study of ATP7B gene mutation in the adult patients with Wilson disease

Lé Hiru Phuéc®, *Bénh vién Cho Rdy,
Hoang Anh Vii**, Bui Hiru Hoang** **Trong Pai hoc Y Dwoce TP. Ho Chi Minh
Tom tat

Muc tiéu: Xac dinh cac dang dét bién trén toan bd 21 exon cla gen ATP7B va ty 1é
cla cac dot bién nay & bénh nhan Wilson ngudi 1én. Déi tuong va phuong phap:
Nghién cu mé tad cat ngang, thuc hién trén 70 bénh nhan dugc chdn doan bénh
Wilson theo tiéu chudn Ferenci tai Bénh vién Cho Ray tur thdng 9/2015 dén thang
9/2020. Gen ATP7B dugc phan tich bang ky thuét gidi trinh tu truc ti€p 21 exon. Phéan
tich trinh tu gen trén cac exon va so sanh véi hé thong dir liéu cda NCBI (National
Center for Biotechnology Information) dé xac dinh dot bién gen. Két qua: Tudi trung
binh: 25,11 + 7,98 tudi, cé 44 nir (62,9%). Ty 1& phat hién dot bi€n gen trong nghién
clu nay la 97,1%. Kiéu gen dong hop ti chiém ty 1& 11,4% va di hgp ti kép la 60,0%.
Chuang toi phat hién 33 dang dét bién khac nhau; trong dé dang dot bién thudng gap
nhat 1a Thr850lle (10,7%), Vall176fsStop203 (10,7%) va Serl05Stop (9,3%). Cac dobt
bién thudng xay ra trén exon 2, 8, 10 cla gen ATP7B. Két ludn: Ty |é dbt bién gen
trong nghién cu nay la 97,1%. Nghién ciu phat hién 33 dang dot bién khac nhau,
cac dot bién nay thuong xay ra trén exon 2, 8, 10 clia gen ATP7B.

Tir khéa: Bénh Wilson, gen ATP7B, dot bién gen.

Summary

Objective: To determine all kinds of mutation on 21 exons of ATP7B gene and the
rate of these gene mutations in the adult patients with Wilson disease. Subject and
method: A cross-sectional study was conducted on 70 patients. The patients with
Wilson disease were diagnosed basing on standards of Ferenci criteria at Cho Ray
Hospital from September, 2015 to September, 2020. ATP7B gene were analyzed by
direct sequencing of 21 exons. Analysing the sequence on exons and comparison of
these exons to database from NCBI (National Center for Biotechnology Information) to
determine all kinds of gene mutations. Result: The median age of the patients in this
study was 25.11 = 7.98, and 44 subjects were female (62.9%). The rate of gene
mutations in this study was 97.1%. Homozygous genotype accounted for 11.4% and
heterozygous genotype accounted for 60.0%. There were 33 types of gene mutations
in this study. The most common types were Thr850lle (10.7%), Vall76fsStop203
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(10.7%) and Serl05Stop (9.3%). These gene mutations were often on exon 2, 8, 10 of
ATP7B gene. Conclusion: The rate of gene mutations in this study was 97.1%. There
were 33 types of gene mutations, and they were often on exon 2, 8, 10 of ATP7B

gene.

Keywords: Wilson disease, ATP7B gene, gene mutation.

1. bat van dé

Bénh Wilson la moét bénh di truyén lan
trén nhiém sac thé thuong, do dét bién gen
ATP7B. Gen nay cé vai tro diéu hoa qua
trinh hap thu, phan bdé va thai trr dong
(Cu) trong co thé. Khi gen ATP7B bi d6t
bién, qua trinh dao thai Cu bj réi loan, Cu
sé l1ang dong trong md. Tuy theo thai gian,
vi tri ma 1dm sang c6 nhirng bi€u hién khac
nhau nhu tén thuong ndo, gan, mat,
xuang, khép, than. Néu khong dugc diéu
tri, bénh dién tién nang dan va ti vong [2,
6].

Chan doan sém gilp cho viéc diéu tri
hiéu qua, lam cho bénh nhan cé cubc
song gan nhu binh thuong. Hién nay,
phan tich dét bién gen la mot xét nghiém
dac hiéu gilp chdn doan sém, chinh xac
bénh Wilson. Tt dé6 mé dudng cho viéc
tam soéat nhitng ngudi nghi ngd mac bénh,
nhat la cac thanh vién trong gia dinh
bénh nhan. Do do, ching toi tién hanh dé
tai nghién cGu nay nham muc tiéu: Xac
dinh cac dang dét bién trén toan bo 21
exon cua gen ATP7B va ty Ié cuda cac dot
bién nay d bénh nhan Wilson ngudi 16n.

2. Poi tuogng va phuong phap
2.1. Péi tuong
2.1.1. D&n sé nghién ctu

Dan s6 muc tiéu: Cac bénh nhan duogc
chdn doédn bénh Wilson tai Bénh vién Cho
Ray.

Dan s6 chon mau: Cac bénh nhan duoc
chan doan bénh Wilson tai Bénh vién Chg
Ray tUr thang 9/2015 dén thang 9/2020.

2.1.2. Cd méu
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C& mau toan bd, gém tat cd bénh nhan
théa tiéu chuan chon lua va loai tri.

2.1.3. Tiéu chudn chon méau
Tiéu chuén dua vao

Tat cd bénh nhan = 16 tudi.

(Tai phia Nam, bénh nhan Wilson tudi
nhi dong dugc diéu tri tai Bénh vién Nhi
Déng Thanh ph6é H6 Chi Minh, khi dén 16
tudi thi chuyén dén Bénh vién Chg Ray.
Ngugc lai, Bénh vién Cho Ray chi ti€p nhan
diéu tri cho bénh nhan = 16 tui. Do do,
khai niém “nguoi I6n” chi mang tinh tuong
doi, dua vao phan cap cta cac bénh vién).

DU tiéu chudn chan dodn bénh Wilson
theo Ferenci.

Dong y tham gia nghién clu.

Tiéu chuan loai trir

Khong thu thap du so liéu cho nghién
clu.

Bang diém chan doan bénh Wilson
cua Ferenci [2]:

Triéu ching Di€m
Vong Kayser- Co 2
Fleischer Khéng 0
Triéu ching Nang 2
than kinh Nhe L

Khong cé 0
Ceruloplasmin > 20mg/d| 0
ly 10 - 20mg/d| 1

< 10mg/dl 2
Cu trong gan >5§5_02“ E%igglzng::o 2
(d? loai trir tac kho 1
mat) Binh thudng -1
Cu trong nuéc Binh thuong 0
tiéu 24 gio 1 -2 1an giGi han 1
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trén
> 2 lan gidi han 2
trén
ThIeAllJ mau tan cé 1
huyét Coomb Khén 0
test (-) ong
, Ca 2 al 4
D6t bién gen acaen
ATP7B Chi 1 alen 1
Khong dot biéngen| 0

Téng s6 diém: > 4: Chan doan xac dinh
bénh Wilson

= 3: C6 thé mac bénh Wilson,
can lam thém xét nghiém

< 2: Loai trir bénh Wilson

2.2. Phuong phap

2.2.1. Thiét ké nghién ctru

Nghién clru cat ngang mo ta.

2.2.2. Phuong phap chon mau

Chon mau theo phuong phdp thuén
tién, lién tuc dua theo tiéu chuan chon lya
va loai tru.

2.2.3. N6i dung nghién cau

Céc dac diém dan sb6 hoc: Tudi, gidi,
ching téc.

Dot bién gen: Ki€u gen, dang dot bién,
vi tri dot bién, kiéu dot bién.

2.2.4. Thu théap sé liéu

Bién s6 nghién ctu:

Tudi: Bién lién tuc (nam).

Gigi: Bién nhi gia (nam/nir).

Chuang téc: Bién phan loai, gébm cac gia
tri tuong Ung tén chung téc.

Ki€u gen: Bién phéan loai, gbm céac gia
tri tuong Ung (déng hop t, di hgp tU kép,
mot dot bién).

Dang dot bién: Bién phan loai, gom céc
gia tri tuong (ng tén dot bién va 0 (khong
dot bién).

Vi tri dot bién: Bién phan loai, gobm cac
gia tri tuong Ung vai exon (1-21).

Ki€u dot bi€n: Bién phan loai, gébm cac
gia tri tuong Ung (thay thé&, chén vao, mat
doan).

Phuong phap thu thép sé liéu:

Bénh an nghién clu: Ghi nhan tién s
bénh, Iam sang, can lam sang.

Khdm mat tim vong Kayser-Fleischer:
Thuyc hién tai Khoa Mat, Bénh vién Chg
Ray.

Ceruloplasmin mau: Thuc hién tai Khoa
Sinh hoéa, Bénh vién Chg Ray. May s dung:
BS-300 (China), phuong phéap: Do d6 duc &
budc sé6ng 340nm. Gia tri binh thuong: 20 -
60mag/dl.

Doéng niéu 24 gio: Thuc hién tai Khoa
Sinh hdéa, Bénh vién Chg Ray. Phuong
phdp: So mau.

Chup c6ng hudng tur so nao (MRI): Thyc
hién tai Khoa Chan doadn hinh anh, Bénh
vién Chg Ray.

Phan tich dot bién gen ATP7B: Duogc
thuc hién tai Trung tam Sinh hoc phan tu,
Truong Dai hoc Y - Dugc Thanh phé H6 Chi
Minh. Cac bénh nhan nghi ngd mac bénh
Wilson dugc ldy 2ml mau tinh mach, phan
tich dot bién gen theo quy trinh gidi trinh
tu DNA toan bd 21 exon va vung promoter
cla gen ATP7B bang ky thuat Sanger.

Giai trinh tu bang phuong phap Sanger:
San pham PCR tinh sach sé dugc thuc hién
phan (ng cylce sequencing véi BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystems, My) theo hai chiéu
xudi va ngugc. San pham sau dé dugc két
tinh bang ethanol, hoa tan trong Hi-Di
formanide, bién tinh & 95°C trudc khi lam
sach doét ngdt. Trinh ty DNA dugc doc bang
may ABI 3130 Genetic Analyzer, véi POP-7
polymer va capillary 50cm (Applied
Biosystems, My).
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Phén tich két qua giai trinh tu: Két qua
giadi trinh tu sé dugc phan tich bang phan
mém CLC Main Wordbench, so sanh véi
trinh tu chra gen ATP7B mang ma s6 NG-
008806 trong Gene-Bank dé xac dinh dot
bién gen.

Cbéng cu thu thép sé liéu

Bénh &n nghién ctu: Mdi bénh nhéan
dugc quan ly bang moét bénh an nghién
ctu, ghi ro thong tin ca nhan, tién si bénh,
dau hiéu Idam sang, can lam sang.

Céc budc tién hanh:

Céc bénh nhan nghi ngd mac bénh
Wilson dugc dua vao quy trinh tdm soat
bao gom: Hdi bénh, khdm lam sang, kham
mat tim vong Kayser-Fleischer, nong do
ceruloplasmin mau, dong niéu 24 gig, chup
cong hudng t&r so ndo, phan tich dot bién
gen ATP7B.

2.2.5. Phén tich va xu ly sé liéu

XU ly s6 liéu bang phan mém SPSS 18.0.
Céc bién lién tuc dugc kiém dinh bang t doc
lap; cac bién phan loai dugc phéan tich va
trinh bay theo tan suéat (%); so sanh gilta 2
nhom sé dung test chinh xac Fisher.

2.2.6. Van dé y duc trong nghién ciru

bay la nghién cdu khdng can thiép,
khéng xam hai dén bénh nhan.

Bénh nhan duogc gidi thich ré6 vé tinh
trang bénh, ty nguyén tham gia nghién
clu.

Céac thong tin vé bénh nhan va gia dinh
dugc bdo mat.

Nghién clu dugc thuc hién hoan toan vi
muc dich khoa hoc va lgi ich cda bénh
nhan.

3.3. Pac diém kiéu gen
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Tuan thd dao duc trong nghién clu vy
hoc.

D& thong qua hobi dong dao dldc bénh
vién.
3. Két qua

3.1. Phan bé bénh nhén theo tuéi
va gioi

Bang 1. Phan bé bénh nhan theo tudi

va gioi
Pac diém S6 bénh nhan | Ty lé %
Tudi
<20 20 28,6
20 -29 34 48,6
30-39 12 17,1
= 40 4 5,7
Téng 70 100,0
Giagi
Nam 26 37,1
NG 44 62,9
Téng 70 100,0

TuGi trung binh: 25,11 + 7,98 nam (nhd
nhat 16 tudi, 16n nhat 51 tudi), ty 1é
nit/nam la 1,7.

3.2. Phdan bé bénh nhan theo
ching téc

Bang 2. Phan bé bénh nhan theo
chiing téc

Chuing toc S6 bénh nhan | Ty 1é %
Kinh 64 91,4
Dan toc khac 6 8,6

Téng 70 100,0

Bénh x3dy ra & nhiéu chung tdoc khac
nhau: Toc Kinh, K'Ho, H'Mong, Séan Diu...
nhung da so la dan toc kinh, chiém ty lé
91,4%.
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Bang 3. Pac diém kiéu gen

Kiéu gen

S bénh nhén

Ty 1&é %

Dong hop to

11,4

Vall76fsStop203/Vall76fsStop203

Arg778Leu/Arg778Leu

Aspl027His/Aspl027His

Glull73Lys/Glull73Lys

[1e1148Thr/lle1148Thr

Leul333fsStop1392/ Leul333 fsStop1392

Pro1273GIn/Prol1273GlIn

R R(R|R[R|=[N]| 0

Di hop t kép

S
N

60,0

Arg778Leu/Leul371Pro

Arg778Leu/Leu902Pro

Arg778Leu/Thr850Ile

Arg919Gly/Serl1356Pro

Aspl027His/Leul333fsStop1392

Aspl027His/Vall297Ile

Asp765Gly/IVS6+3A>G

Asp765Gly/Arg778GIn

Asp765Gly/Thr850lle

Asp765Gly/Vall216Met

RINR|RRPRR[R[W|R|[R

Bang 3. Pac diém kiéu gen (Tiép theo)

Kiéu gen

S6 bénh nhén

Ty 1&é %

Gly943Asp/ Alal295Val

[1e1148Thr/ IVS7+3A>T

lle1148Thr/ Glul173Lys

Leul209Val/IVS20+4A>G

Leu792Pro/Leul371Pro

Met769fsStop794/ IVS+4A>G

Serl05Stop/IVS7+3A>T

Serl05Stop/Ala874Val

Serl05Stop/Asp765Gly

Serl05 Stop/1le1148Thr

Ser105Stop/Thr762Pro

Serl05Stop/Thr850lle

Thr850lle/Asp1027His

RlUlRRIRRRRPR|R[RPR|[R[R|R
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Thr850lle/1le1148Thr 1
Thr850Ile/Leu902Pro 2
Thr850lle/Pro1273GIn 1
Thr935Met/Gly1355Asp 1
Thr935Met/Gly869fsStop872 1
Valll06lle/Glull73Lys 1
Vall76fsStop203/Alal231Thr 1
Vall76fsStop203/Arg778Leu 2
Vall76fsStop203/Asp765Gly 1
Vall76fsStop203/Glull73Lys 1
Mot dot bién 18 25,7
Khong phat hién 2 2,9

Ki€u gen di hop tir kép thudng gap nhat, chiém ty I& 60,0%.
3.4. Dang dét bién
Bang 4. Cac dang dot bién cia gen ATP7B

T Dang dét bién Exon | Kiéu dét bién Hau qua Séalen | Ty lé %
1. | Alen binh thuong 22 15,7
2. Thr850lle 10 Substitution Missense 15 10,7
3. Vall76fsStop203 2 Insertion Frameshift 15 10,7
4. Serl105Stop 2 Substitution Nonsense 13 9,3
5. Arg778Leu 8 Substitution Missense 11 7.9

Bang 4. Cac dang dét bién cua gen ATP7B (Tiép theo)

1T Dang dét bién Exon | Kiéu dot bién | Haduqua | Séalen | Ty lé %
6. Asp765Gly 8 Substitution Missense 7 5,0
7. Aspl027His 14 Substitution Missense 6 4,3
8. 1e1148Thr 16 Substitution Missense 6 4,3
9. Glull73Lys 16 Substitution Missense 5 3,6
10. Leu902Pro 11 Substitution Missense 4 2,9
11. Pro1273GIn 18 Substitution Missense 4 2,9
12. Leul333fsStopl392 19 Deletion Frameshift 3 2,1
13. Met769fsStop794 Insertion Frameshift 3 2,1
14. IVS20+4A>G Splicing Splicing 2 1,4
15. IVS7+3A>T 20 Substitution Missense 2 1,4
16. Leul371Pro 14 Substitution Missense 2 1,4
17. Prol1052Leu 12 Substitution Missense 2 1,4
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18. Thr935Met 20 Splicing Splicing 2 1,4
19. IVS 6+3A>G 6 Splicing Splicing 1 0,7
20. Alal231Thr 17 Substitution Missense 1 0,7
21. Alal295Val 18 Substitution Missense 1 0,7
22. Ala874Val 11 Substitution Missense 1 0,7
23. Arg778GIn 8 Substitution Missense 1 0,7
24. Arg919Gly 12 Substitution Missense 1 0,7
25. Gly1l355Asp 20 Substitution Missense 1 0,7
26. Gly869fsStop872 11 Deletion Frameshift 1 0,7
27. Gly943Asp 12 Substitution Missense 1 0,7
28. Leul209Vval 17 Substitution Missense 1 0,7
29. Leu792Pro 9 Substitution Missense 1 0,7
30. Serl356Pro 20 Substitution Missense 1 0,7
31. Thr762Pro 8 Substitution Missense 1 0,7
32. ValllO6lle 15 Substitution Missense 1 0,7
33. Vall216Met 17 Substitution Missense 1 0,7
34. Vall297lle 18 Substitution Missense 1 0,7

Téng 140 100,0

Chung toi phat hién 33 dang dét bién khac nhau clda gen ATP7B, trong dé thuong gap
nhat la Thrg50lle (10,7%), Val176fsStop203 (10,7%) va Serl05Stop (9,3%).

3.5. Phan bé tén thuong theo exon cua 118 alen c6 dét bién

Bang 5. Phan bé tén thuong theo exon ctiia 118 alen cé dot bién

TT Exon So6 alen Ty lé %
1. 2 28 23,7
2. 8 23 19,5
3. 10 15 12,7
4. 16 11 9,3
5. 14 8 6,8
6. 11 6 51
7. 18 6 51
8. 20 6 5,1
9. 12 4 3.4
10. 17 3 2,5
11. 19 3 2,5
12. 7 2 1,7
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13. 6 0,8
14. 9 0,8
15. 15 1 0,8
Téng 118 100,0

Cé dén 15 trén téng s6 21 exon bj tén thuong, trong dé cac exon bj ton thuang nhiéu

nhat la exon 2, 8, 10, 16 va 14.
3.6. Kiéu dét bién

Bang 6. Phan bo kiéu dot bién cua 118 alen c6 dot bién

T Ki€u dét bién So alen Ty 1é %
1. Substitution 91 77,1
2. Insertion 18 15,3
3. Splicing 5 4,2
4. Deletion 4 3,4

Téng 118 100,0

Kiéu dot bién thay thé (Substitution)
thuong gap nhat, chiém ty & 77,1%.

4. Ban luan

Theo y van, dot bién gen khac nhau tuy
theo chung téc. Cac nghién clu trén thé
giGi da ching minh rang dang dot bién
His1069GIn trén exon 14 cua gen ATP7B
thudng gap 6 chau Au. Nguoc lai, dot bién
Arg778Leu trén exon 8 rat phd bién trong
quan thé chau A [6]. Trong nghién ciu cla
chlng toi, ty 1& phat hién dbt bién gen la
97,1%. Ki€u gen dong hop t& la 11,4% va
di hop ti kép la 60% (Bang 3). Nam 2017,
Hoang Lé Phuc [4] nghién clu trén 54 bénh
nhan tai Bénh vién Nhi Dong Thanh phé HO
Chi Minh, phat hién ki€u gen déng hop ti
22,2% va di hop tu kép la 19,4%. Nhu vay,
ty |é kiéu gen déng hop va di hgp trong
nghién clru cda chung téi khac biét véi tac
gid Hoang Lé Phuc. Doéi tugng nghién ciu
cla chung tbi la 70 bénh nhéan tudi trudng
thanh, con Hoang Lé Phuc nghién c(Gu trén
54 bénh nhi; phai chang phé dot bién gen
thay doi theo tuGi khadi bénh?
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Trong nghién cltu cla chung to6i, dang
dot bién Thr850lle va Vall76fsStop203
thuong gap nhat, cung chiém ty 1é 10,7%
(Bang 4). Thr850lle la dang doét bién thay
thé nucleotide (substitution), Threonine &
vi tri 850 dugc thay thé bang Isoleucine.
Nghién c(u cua Lei va cOng su tai Dai Loan
[5] bang phuong phap khuéch dai chubi va
cat enzyme giéi han & nhiét d6 37°C, cho
thay dang dét bién Thr850lle la 20,0%.
Vall76fsStop203 la dang doét bién cheén
thém nucleotide (insertion), tao thém 27
acid amin la va két thdc gidi ma sém &
codon 203. Hoang Lé Phdc va cong su [3]
thuc hién dé tai “Nghién clu phat hién dot
bién trén exon 2 cla gen ATP7B & bénh
nhan Wilson Viét Nam”. Nghién c(u thuc
hién trén 15 bénh nhan Wilson tai Bénh
vién Nhi Dong 1, Thanh ph6é H6 Chi Minh.
K&t qud nghién cu nhu sau: Dang dot bién
Vall76fsStop203 chiém ty 1é 26,7%. Nhu
vay, ty |é dang dot bién Thr850lle va
Vall76fsStop203 trong nghién clu cla
chling t6i thap hon so véi cac tac gia trong
va ngoai nudc. Day la diém can luu y trong
cac nghién clu tiép theo.
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Dang dot bién Arg778Leu chiém ty lé
7.9% (Bang 4). Nam 2007, D6 Thanh
Huong [1] ti€n hanh nghién cGu dot bién
gen & bénh nhan Wilson bang phuang phap
gidi trinh tu gen. Doi tugng nghién clu bao
gom 23 bénh nhan tai Khoa Than kinh,
Bénh vién Bach Mai. Tac gid chi tap trung
khdo sat mot dang dot bién duy nhat la
Arg778Leu. K&t qua cho thay ty 1& dot bién
Arg778Leu la 8,7%. Nhu vay, két qua
nghién clu cla chuing t6i tuong tu DO
Thanh Huong.

Vé vi tri, dot bién thuong xay ra trén
exon 2 (23,7%), exon 8 (19,5%) va 10
(12,7%) (Bang 5). K&t qua nghién clu nay
cling phu hgp véi Hoang Lé Phuc [4], va D6
Thanh Huong [1]. DPay la cac exon thuong
bi ton thuong trén bénh nhan Wilson Viét
Nam. Trén co s& doé, ching tbéi dé xuat
khdo sat nhiing exon nay dau tién trong
nhitng nghién ctu ti€p theo nham tiét kiém
chi phi cho bénh nhan.

Trong nghién cu nay cé 2 bénh nhan
khéng phat hién dét bién gen (Bang 3),
chiém ty 1& 2,9%, mac du da tiéu chuén
chdn dodn bénh Wilson theo Ferenci [2].
Gen ATP7B dugc cdu tao béi cac exon,
intron, promoter va vlung ti€p néi. Chung ta
cling chua biét ré hoan toan cau trdc, chic
nang clda cac vung nay. Hy vong trong
tuong lai khong xa, ching ta hiéu biét day
da hon, tron ven hon su bién déi gen cla
can bénh phudc tap nay.

5. Két luan

Trong nghién clu cta chulng toi, ty 1é
phat hién dot bién gen ATP7B la 97,1%.
Ki€u gen déng hop td, di hop tir kép, mot
dot bién chiém ty 1& lan luot la 11,4%, 60%
va 25,7%. Dang dot bién gen thuong gap la
Thr850lle (10,7%) va Vall76fsStop203
(10,7%). Vé vi tri ton thuong, dot bién
thudng xay ra trén exon 2 (23,7%) va exon
8 (19,5%).
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