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PAC PIEM DOT BIEN GEN PRES/S O BENH NHAN NHIEM HBV MAN
Nguyén Thi Cam Huong?, Luong Béic An?, Nguyén Quang Trung!, Hoang Anh Viiz, Pham Thi L¢ Hoa!
TOM TAT

bat vin dé: Cic djt bién ving PreS/S gdy thay doi tinh khing nguyén ciua HBsAg, gdy gidm khd ning
nhdn dién ciia khing thé'anti HBs dang dwoc quan tdm tim hiéu.

Muc tiéu: Mo ta ty I¢ cic dot bién viing gen PreS/S cua siéu vi viem gan B (HBV) ¢ bénh nhin viém gan B man.

Déi tuong - Phuong phdp nghién citu: M6 té cit ngang thiec hién tai BV. DH Y Duwoc TP.HCM tir
11/2019-12/2020. HBV DNA thyec hi¢n bang kij thudt real-time PCR va dot biéin gen PReS/S bang gidi trinh tu
Sanger tai TT. Y sinh hoc phin ti.

Két qua: Din s6’gom 200 bénh nhin nhiém HBV man, 64% nam, 60% HBeAg duwong, 56% genotype B.
Ciic dot biéh diéi c6 1y I¢ ding k& vimg PreS gom: EIDS4AIN (26,8%), K57QIK (25,8%), A6OV (26,3%), D62S
(25,8%), T125S/N/P (30,6%) va dot bién xoa PreS1 25,8%, xoa PreS2 16,7%. Dot bien ving “quyét dinh khing
nguyén a” chiém 33,5% (gom 1126 T/N/S (16,5%), M133T/S/L/I (7%)) va gdp nhiéu hon & nhém cé dong hi¢n
di¢n antiHBs (47,5% vs 30%, p=0,036). Ty I¢ c6 djt bién viing NSB, T epitope, B epitope, HLA2, "quyét dinh
khang nguyén a” cao hon y nghia o genotype C.

Két ludn: Cic dot bién diém thuwong gy va dot bién xda cua gen PreS1/preS2 ciia nguoi nhiém HBV duwoc
ghi nhin tir 20-30%, thay doi theo genotype. Dot biéh ving "quyét dinh khing nguyén a” ¢d tij 1¢ cao hon &
nhém dong hién dién antiHBs.

Tir khoa: dot bién gen PreS/S, vung quyét dinh khang nguyén a, dong hién di¢n
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CHARACTERISTICS OF PRES/S GENE MUTATIONS OF HBV IN CHRONIC HBV INFECTED PATIENTS

Nguyen Thi Cam Huong, Luong Bac An, Nguyen Quang Trung, Hoang Anh Vu, Pham Thi Le Hoa

* Ho Chi Minh City Journal of Medicine * Vol. 25 - No 1 - 2021: 109 - 114

Background: Mutations in PreS/S regions of HBV contribute on antigen presentation and neutralizing
effects of anti HBs have been studying in on HBV predomimant regions.

Objectives: Describe the characteristics of mutations in PreS/S gene of HBV.

Methods: This cross-sectional study was conducted at the University medical center at HCM city from
11/2019 to 12/2020. HBV DNA quantification were done by real-time PCR, PreS/S gene mutations by Sanger
direct sequencing and HBV genotyping by sequences of S gene at the Center for Molecular Biomedine.

Results: 200 chronic HBV infected patients were included, 64% were males, 60% HBeAg positive, 56%
HBV genotype C. The most common point mutations in PreS gen were: K57Q/K (25.8%), E/ID54A/N (26.8%),
A60V (26.3%), D62S (25.8%), T1255/N/P (30.6%). PreS1 deletion was found in 25.8% and PreS2 deletion in
16.7%. The rate of mutated detection on “a determinant” was 33.5%, predominated at I126T/N/S (16.5%) and
M133T/S/L/1 (7%). Mutation on NSB, T epitope, B epitope, HLA2 and "a determinant” had significantly higher
rates in genotype C. The rate of mutations detected on “a determinant” region was higher in HBV patients with
anti HBs positive (47.5% vs 30%, p=0.036).

Conclusions: Some common point mutations on PreS/S gene were defined in 20-30% of patients with
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chronic HBV infections and distributed differently by HBV genotype. The rate of mutations in “a determinant”
region was significantly higher in HBV patients with anti HBs co-existence.

Key words: mutations on PreS/S gene, a determinant region, anti HBs co-existence

DAT VAN DE

Nhiém siéu vi viem gan B (HBV) man hién
nay van con la van dé strc khoe toan cau véi 240
triéu ngudi nhiém man tinh, 1a nguyén nhan
quan trong gay xo gan va ung thu gan. Trong 4
gen cau truc chinh, cdu trac, gen S (gom doan
PreS1, PreS2 va S) duwgc xem la co vai tro quan
trong trong phan tng mién dich. Vuing Pre-S1
(acid amin 1-119) co6 vai tro twong tac véi cac
epitope cta lympho T va B. Vung PreS2 (55 acid
amin tlr 120-174) cting v&i PreS1 gitr vai trd gan
két HBV vao t€ bao gan. Vung S (ma hoa cho
protein S, 227 acid amin tir 1-227) chta vung
quyét dinh khang nguyén chinh “a” (a
determinant), git vai tr0 quan trong trong cau
tric khang nguyén bé mit, gay ddp ting mién
dich va phan tng voi khang thé anti HBs.
HBsAg con la khang nguyén dugc tng dung
trong cac test phat hién va do lwong phan tng
mién dich bao vé véi HBV. Céc dot bién trén gen
PreS/S gay thay doi tinh khang nguyén ctua
HBsAg, giam kha nang phat hién cua bo kit
khang thé va cua t€ bao mién dich, giam hiéu
qua bdo vé ctia antiHBs do chung ngtta dang
duoc cac nha khoa hoc va cong dong quan tam
tim hiéu. Matsuo J (2017) da phat hién 4 ca c6 dot
bién xdéa PreS trong 21 bénh nhan Viét Nam
dong nhiém genotype B4 va C®. Theo nghién
ctu trén 250 bénh nhan Viét Nam nhiém HBV
ctia nhém Bui Thi Ton That (2017), ¢6 8,1% duoc
phat hién c6 dot bién tai vung "quyét dinh khang
nguyén a" (2,2% la P120S/T, 2,2% 1/T1265/A va
3% M133L/T)®. Nhém nghién ctru dot bién trén
gen PreS/S ctia Kim HS (2018) trén 258 bénh
nhan Viét Nam ciing da tim thay c6 dén 152 dot
bién bat ky trén vung “a” va 260 dot bién ngoai
vung “a”, pho bién nhat 1a K122R tim thay trén
ngudi nhiém genotype B®. Dic diém cac dot
bién 6 vung PreS/S nay chua dwoc khao sat da o
bénh nhan Viét Nam nhiém HBV man véi
genotype pho bién la B va C.
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Muc tiéu

Mo ta ddc diém dot bién trén vung gen
PreS/S ctia siéu vi viém gan B ¢ bénh nhan viém
gan B man.
POITUQONG-PHUONG PHAPNGHIEN CUU
Dé6i tugng nghién ctru

Bénh nhan nhiém HBV man khdm dinh ky
tai phong kham Viém gan bénh vién (BV) Dai
hoc Y Duoc TP. H6 Chi Minh ttr thang 11/2019
dén 12/2020, c6 mau huyét thanh duoc lvu cta
nghién cttu dot bién precore va basal core
promoter ttr 2013.
Tiéu chudn chon

Nhiém HBV man c6 HBsAg (+) >6 thang,
HBeAg dwong hay am, c6 HBV DNA >3 log
cps/mL.
Tiéu chudn logi triv

Cé bién ching ung thu biéu md t€ bao gan
(HCCQ).
Phuong phap nghién cttu
Thiét ké'nghién citu

Nghién ctru cit ngang mo ta.
Bién s6'khdo sdt

Tudi, gidi, HBV genotype (B va C), HBeAg,
HBV DNA, HBsAg dinh luwong, dot bién diém
trén gen S, PreS1, preS2; dot bién trén cac doan
gen ddac hiéu caa PreS (NTCP, HSP 70, S
promoter, NBS, T cell epitope, B cell epitope),
cua gen S (Pre-a, a determinant va Post a, HLA-L
HLA-II) va djt bién xdéa doan gen PreS1 hay
preS2.
Dinh nghia bién s6 khdo sdt

Dot bién diém trén PreS/S: ¢ thay thé 1
acid amin da biét bang 1 acid amin khéc tai vi
tri nhat dinh, biéu dién bang: Khong c¢6 (WT),
c6 dot bién (MT: aa thay thé - vi tri aa - aa
duoc thay thé).

Dot bién trén doan chiic ndng dac hiéu: khi
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6 it nhat 1 dot bién trén mdi doan va ghi nhan
s0 luong dot bién trong doan.
Kij thudt do luong
Cic xét nghiém

HBeAg: ki thudt ECLIA, trén mdy mién dich
Cobas e (Roche); HBsAg dinh luong: ki thuat
mién dich dién héa phat quang, thudc thtr
Elecsys HBsAgIl Quant - Roche, khoang dinh
luong tir 0,05-52.000 IU/mL; HBV DNA dinh
luong: ky thudt realtime PCR, ngudng phat hién
>300 cps/mL, hé thdng PCR MX 3005P (thuGc
thit AccuPid HBV quantification); thwec hién tai
khoa xét nghiém BV PH 'Y Duoc TP.HCM.
Xidc dinh kiéu gen va dgt bién diém hay ving trén
PreS/S

Ky thuat giai trinh tu Sanger, bd kit BigDye
terminator V3.1. San phdm giai trinh tu duoc
dién di mao quan trén hé thong ABI3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA). Phan tich
dit liéu giai trinh tw bang phan mém CLC Main
Workbench (QIAGen, Germany) vdéi trinh tw
tham chiéu lan luot cho kiéu gen B la AB073846
va kiéu gen C la X04615.
Phin tich sé'liéu

Phan mém SPSS 25.0. Ty 1é€ % d€ mo ta phan
b3 gia tri dinh tinh va so sanh bang phép kiém
chi binh phuong hay Fisher’s Exact. Gid tri trung
vi va khoang t phan vi d€ mo ta phan bd cac
gid tri lién tuc va so sanh bang phép kiém Mann-
Whitney U. Mttc y nghia thong ké p <0,05.
Y diic

Nghién cttu nay duoc thong qua boi Hoi
dong Dao durc trong nghién ctru Y sinh hoc Dai
hoc Y Duoc TP. HCM, s6 119/HDPDD, ngay
14/02/2020.
KET QUA

C6 200 bénh nhan viém gan B man duoc
thuc hién giai trinh ti vung gen PreS/S, 64% la
nam, trung vi tudi la 40 (IQR=29-51), 56% nhiém
genotype B, 60% c6 HBeAg duong, trung vi
(IQR) ctia HBsAg la 3,53 (2,99-4,23) log IU/mL va
caa HBV DNA la 7,08 (5,69-8,15) log cps/mL
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(Bang 1). Giai trinh ti gen vung PreS1 duoc 190
ca va vung PreS2 duoc 186 ca, xac dinh genotype
dwoc 198 ca.
Dic diém dot bién ving PreS1/PreS2 & bénh
nhan viém gan B man

Ty 1€ cac dot bién duoc trinh bay trong Bing
2, Biang 3 theo thwt tw trén trinh tw gen. Cac dot
bién diém dwoc ghi nhan trén PreS1 voéi ti 1&
dang k& gom: Q10K/H (16,3%), D27G/S (14,2%),
H/N48Y/K (14,7%), E/D54A/N (26,8%), K57Q/K
(25,8%), A60V (26,3%), D62S (25,8%). Dot bién
x0a doan PreS1 ghi nhan ¢ 25,8%.
Bang 1: Phin bo’cdc djt bién thwong gap viing PreS1
(n=190)

Dat bién vung PreS1 (aa 1-119) n (%)
Q10K/H 31 (16,3)
D27GIS 27 (14,2)
G35R/K 20 (10,5)
N39K/E/N/G/D 9(4,7)
L45R/F 8 (4,2)
HIN48Y/K 28 (14,7)
N51Y/T/SIQ 56 (29,5)
E/D54AIN 51 (26,8)
K57Q/K 49 (25,8)
ABOV 50 (26,3)
D62S 49 (25,8)
Dot bién xd6a doan PreS1 (cd) 49 (25,8)
NTCP (aa2-48) 96 (50,5)
> 2 d6t bién 31 (16,3)
HSP70 (aa74-118) 129 (67,9)
> 2 dot bién 58 (30,5)
S promoter (aa 66-111) 134 (70,5)
> 2 dot bién 122 (64,1)
NBS (aa 103-127) 86 (45,3)
> 2 dét bién 17 (17,9)
T cell epitope (aa21-30, 52-67) 66 (34,7)
>4 d6t hién 47 (24,7)
B cell epitope (aal2-47, 72-78, 94-117) 92 (48,4)
>2 d6t hién 62 (32,6)

Tinh trang c6 21 dot bién trén cac doan chirc
nang ddc hiéu ctia gen PreS1 cling thuong gap:
67,9% co dbt bién trén doan HSP70; 70,5% trén S
promoter, 50,5% trén NTCP, 45,3% trén NBS,
48,4% trén B cell epitope va 34,7% trén T cell
epitope. Ddc biét c6 dén 24,7% vung T cell
epitope duoc ghi nhan c6 cung lic so luwong >4
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dot bién (Bing 1).
Cac dot bién trén doan PreS2 (aa 120-174)

Céc dot bién diém trén PreS2 ¢ ti 1¢ dang ké
1a QI21R/K (5,4%), T1258/N/P (30,6%), F147V/L
(8,1%). Dot bién xda doan PreS2 chiém 16,7%.
Pic diém dot bién trén gen S & bénh nhéan
viém gan B man
Bang 2: Phin bo’cdc dgt bién thwong gdp trén gen S
(n=200)

Nghién cttu Y hoc

Yéu t3 lién quan v6i dét bién trén PreS/S

Khong c6 khac biét y nghia vé ty 1é c¢6 dot
bién trén PreS1 va PreS2 theo nhom tudi >40 va
gidi. Nguoc lai, ty 1€ ¢ dot bién trén gen S thudc
vung pre a determinant (24% vs 10%, p=0,008),
post a determinant (24% vs 13%, p=0,045) va
vung HLA-1 (35% vs 16%, p=0,002) déu cao hon
y nghia & nhém >40 tudi.

O genotype C, ty 1& dot bién cao hon y nghia
so vOi genotype B tai cdc vung NSB (62,5% vs

Céac dot bién diém trén gen S kha da dang,
chiém ty 1& troi hon 1a L21S (28,5%), S53L
(34,5%), T126T/N/S (16,5%) va S210K/N/R/S
(37%). Bang chu y la ¢6 dén 33,5% cé it nhat 1
dot bién diém trén vung "quyét dinh khang
nguyén a" (aa 124-148) (Bing 2).
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Dot bién trén gen S (aa 1- 227) n (%) 0 79, ! . . ;
Céc dot bién diém trén gen S ,7%), T epitope (57,5% vs 18,2%), B epitope
V14AIGIQ 20 (10) (65% vs 36,4%), HLA2 (80,2% vs 22,3%), a
L21S 57 (28,5) determinant (41,9% vs 27,7%). Nguoc lai,
N40S/K 16 (8) genotype B ¢ ty 1& dot bién vung HSP70 (73,6%
G44EIV 29 (14,5) vs 60%) cao hon (Bang 3).
TATAENIK 14 (7) Bang 3: Phiin bo'dgt bién viing PreS/S theo genotype
P/L49L/R/H 11 (5,5) (n=198)
S53L 69 (34,5) B Genotype
C76YITW 21(10,5) Vung es dotbien o) y'é n=so) | P
Y100C/F 10 (5) HSP70 81(73,6) | 48(60) | 0,047
Q101R/K/H 11 (5,5) S promoter 83(75,5) | 51(63,7) | 0,081
P120S/T 12 (6) NSB 36 (32,7) 50 (62,5) | <0,001
R122K 17 (8,5) T cell epitope 20(18,2) | 46(57,5) | <0,001
1126T/N/S 33(16,5) B cell epitope 40 (36,4) 52 (65) | 0,001
M133T/SILI 14.7) HLAL 28(25) | 21(244) | 093
1801 1155) HLA2 25(22,3) | 69(80,2) | <0,001
M1981/M 37 (18,5) a determinant 31(27,7) | 36(41,9) | 0,037
Y200F/W 10(5) Lién quan gitra dot bién gen S va dong hién
S210K/N/R/S 74 (37) dién anti HBs
L213/M 13(6.5) Ty 1& c¢6 dot bién ving "a determinant” &
C221R/Y 10 5) nhoém c6 dong hién dién anti HBs cao hon y
S— AV22‘4AN S 2’1 (105) nghia so voi nhom khong c6 antiHBs (47,5% so
E)c:>t bién trén vung chirc nang cua gen S (co6 21) v6i 30%, p=0,036).
ot bién viing MHR (aa 100-169) (c6 21) i RS , )
Pre-a (aa100-119) 3417 Bang 4: Phan bo"djt bién ving a determinant cua
Ving a (aa 124-148) 67 (33.5) gen S ¢ cic nhom anti HBs
Post a (aa 149-169) 37 (18,5) Dot bién ving 4 AntiHBs )
HLA- (aa 87-98, 186-197, 215-223) 51 (25,5) determinant | Dwong (n=40) | Am (n=160)
HLA-II (aa97-106, l7].’-l79, 206-215) 94 (47) EI‘?O?L ;i Eg;’g 14182(?703) 0,036
>2 dét bién 31 (15,5) ’
BAN LUAN

Dan s0 nghién ctu gom 200 bénh nhan
nhiém HBV man c6 trung vi tudi 1a 40 (IQR=29-
51), 56% nhiém genotype B c6 thé dai dién cho &
dan s8 nhiém HBV man nhung phai nam (64%)
trong nghién cttu chi€m nhiéu hon so vdi dan sd
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chung. Ty Ié genotype B trong nghién cttu turong
duong véi dan s8 nhiém HBV man cta Tran
Thién Tudn Huy (2004)® (51% genotype B)
nhung thap hon nhiéu so voi ty 1 genotype B
(85,3%) trong déan s6 cua Dunford L (2012)®). Do
muc tiéu tim dot bién nén nghién ctu khong
chon bénh nhan c6 HBV DNA am tinh hay qua
thap do vay trung vi HBV DNA (7,08, IQR=5,69-
8,15 log cps/mL) cao hon dan s§ nhiém HBV
man chung. Vi vay cac ty 1& dot bién PreS/S
trong nghién cru nay chi phan anh cho nhém
nhiém HBV c6 HBV DNA dwong (HBV DNA >3
log cps/mL).
Vé dic diém do6t bién gen PreS/S

Cac dot bién diém duoc tim thdy véi t 1€
dang k& la cac dot bién E/D54A/N 26,8%,
K57Q/K 25,8%, A60V (263%), D62S (25,8%)
thudc vung T cell epitope, va cac dot bién diém
vung NTCP dao dong tir 5-16% (Bdng 1), ty 1& ¢
dot bién xda doan PreS1 la 25,8% va xda doan
PreS2 1a 16,7%. Trong nghién ctru gom 114 bénh
nhéan Viét Nam ctia tac gia Tran Thién Tuédn Huy
ndm 2003© ciing khong ghi nhan dot bién ¢ bénh
nhan dudi 20 tudi, ty 1€ dot bién chung vung
PreS 1a 36% gbm c6 dot bién xdéa va dot bién
diém ¢ vung PreSl, PreS2, thuong giap ¢
genotype B va C hon so véi cac genotype khac.

Dot bién 6 vung T cell epitope va B cell
epitope lién quan dén bién ddi dac tinh mién
dich cta HBsAg. Theo Bauer T (2002)" d6t bién
vung nay gdy tdng hoat tinh cta t€ bao T tro
gitap (lién quan v6i MHC) trén t€ bao lympho T
va B; gay giam kha nang gan két ctia phiic hop
trinh dién khang nguyén MHC nhém I vao bé
mat t€ bao gan giap virus HBV tron thoat khoi
si gidm sat va hoat dong thai trit cta mién dich.

Ty 1& c6 it nhat 1 dot bién diém vung "quyét
dinh khang nguyén a" chiém dén 33,5%. Dot
bién ¢ vung "quyét dinh khang nguyén a" lam
mat hiéu qua trung hoa cta antiHBs da duoc
nhéc dén & bénh nhan nhiém HBV c6 dong hién
dién antiHBs (Chen BF 2018)®. Nghién cttu nay
lan dau tai Viét Nam tim thdy lién quan gita
hién dién dong thoi antiHBs va dot bién thudc
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vung "quyét dinh khang nguyén a", ghi nhan ty
1é c6 dot bién 6 vung "quyét dinh khang nguyén
a" & nhom c6 dong hién dién antiHBs la 47,5%
cao hon so véi nhém nhiém HBV man khong c6
antiHBs la 30%, p=0,036 (Bdng 4). Cac dot bién
diém duoc chiing t6i ghi nhan hang dau trong
vung "quyét dinh khang nguyén a" nay la:
I126T/N/S 16,5%, M133T/S/L/1 7% (Bdng 2).

Nghién cttu cia Kim HS (2018) cling da mo
ta dot bién ¢ cac vi tri acid amin 120, 123, 126,
129, 130, 133, 134, 137, 139, 140, va 143-145 tuong
tie cac phat hién cta nghién cttu nay3. Tac gia
Qin Y (2018) ciing cho rang dot bién tai vi tri 126
la 1 trong 8 dot bién quan trong dugc xem nhw
dot bién "trdn thoat vac-xin" gy giam hiéu qua
chuong trinh ching ngtra®. Chung chita cac dot
bién nay cé thé de doa cho nguoi da c6 khang
thé do chiing ngita vac-xin hay phong ngira
bang HBIg. Dac biét & nghién ctru nay dot bién
G145R (thuong duoc nhac téi trong chung trén
thoat vic xin) duoc ghi nhan rat it (0,5%), diéu
nay cling tuong ty trong cong bd ctia tac gia Bui
Thi Ton That véi (0,7% c6 G145R)®.

Két qua cua nghién ctru cling tim thady mot
sO yéu t0 nhu nhom tudi 16n (>40) cd lién quan
vOi cac dot bién vung Pre-a determinant, post a
determinant, HLA-I c6 thé do vung nay chiu ap
lue mién dich kéo dai va dwoc chon loc dan theo
thoi gian nhiém HBV.

Mot s6 dot bién vung chirc nang ddc biét co
phén bd thay doi theo genotype. Genotype C ¢
ty 1é dot bién vung NSB, T epitope, B epitope,
HLA-II, a determinant cao hon so véi genotype
B (Bing 3). Theo tac gia Chen BF (2018), mot sd
nghién cttu ghi nhan ty 1é d6t bién diém ¢ vung
gen preS cao hon ¢ genotype C, dac biét 0 bénh
nhan cé bién chiing HCC®).

KET LUAN

Cac dot bién diém thuong gap trén gen
PreS/S, ty 1€ c6 dot bién trén viung chiic nang ddc
hiéu va dot bién xda PreS1 & nguodi nhiém HBV
man duoc ghi nhan tir 20-30%, khac nhau theo
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genotype va nhom tudi >40. Dot bién ¢ vung
"quyét dinh khang nguyén a" gap ¢ 33,5% va co
ty 1€ cao hon 6 nhém dong hién dién anti HBs.
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