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PAT VAN PE

Vi rat Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) la can
nguyén gy ra hoi ching suy giam mién dich méc phai & ngudi,
cha yéu nhan 1én trong t& bao lympho T. Cac khang nguyén cia
vi riit s& bi phan cat boi phan tir khang nguyén bach ciu nguoi
(Human Leucocyte Antigen - HLA) 16p I va trinh dién trén bé mat
té bao & dang phtrc hop HLA - khang nguyén cho cac té bao T
CDS8 nhan dién. Tiép theo qua trinh nhan dién bdi té bao T CDS,
cac phan ung gay doc té bao (cytotoxic T lympho - CTL) dugc
kich hoat lam cho té bao da nhiém vi rat bi tiéu di€t, va té bao
chua nhiém duge bao vé.

Vi rt HIV-1 c6 kha ning tron thoat dap ing mién dich bang
cach bién d6i di truyén dé cac protein khong bi phan cit, khong
tao phtrc v6oi phan tr HLA va khong bi nhan dién béi té bao T
CDS8. Dot bién tron thoat mién dich cua vi rat HIV ¢6 tinh lién két
v6i phan tr HLA. Trdn thoat dap tng mién dich vat chi cta vi
rat HIV-1 1a thach thirc ddi véi hidu qua cia vic xin phong chong
AIDS.

Phan tir HLA da hinh va da dang kiéu gen, c6 phan b6 khac
nhau theo chung toc. Mot s kiéu gen/alen HLA 16p 1 ¢6 anh
hudng khac nhau téi tién trién AIDS & ngudi nhiém HIV-1 phan
tip B/C — phan tip luu hanh chu yéu & Chau Au, Bic My, Uc va
Chau Phi, da duoc xac dinh. Alen HLA c6 thé 1am thuc day tién
trién nhiém HIV nhu B*35, nhung ciing c6 thé 1am cham tién trién
t6i AIDS nhu B*27 va B*57. Pong thoi, nhiéu dot bién trdn thoat
dap ung mién dich theo HLA cling da dugc xéc dinh, dién hinh



nhu Gag R264K lién két voi B*27 va Gag T242N lién két véi
B*57.

Vai trd cta phan tir HLA v6i tién trién nhiém HIV-1 phan tip
CRF01_AE, luu hanh ph bién ¢ khu vuc Dong Nam A trong d6
c¢6 Viét Nam, ciing nhu cac dot bién tron thoat mién dich lién két
v61 HLA con it dugc nghién ctru va con nghién ctru han ché & mot
sd gen céu triic. Nghién ctru nay duoc thyc hién nham: (1) M6 ta
tan sudt mot sd kiéu gen HLA 16p 1 phé bién & nguodi Viét Nam;
(2) Xac dinh dot bién gen gag, nef, vif, vpu, vpr ciia HIV-1 c6 lién
két v6i kiéu gen HLA 16p I; (3) Panh gia anh huong ctia dot bién
HIV-1 lién két véi kiéu gen HLA 16p I dén tai lugng vi rit va sd
luong té bao CDA4.

Nhirng diém mdi vé khoa hoc va gida tri thuc tién ciia dé tai

Nghién ciru bd sung dir liéu quan thé vé dot bién cua vi rit
HIV-1 phan tip CRFO1_AE dudi ap luc chon loc HLA 16p I &
ngudi nhiém HIV tai Viét Nam. Nghién ctru cung cap théng tin
hitu ich vé nhiing vi tri dich c¢6 kha ning chiu tac dong hiéu qua
ciia dap tng mién dich té bao, can thiét cho thiét ké vic xin
peptide phu hop v6i phéan tip CRFO1_AE.

CAU TRUC CUA LUAN AN
Luan an gém 130 trang khdng gém tai liéu tham khao va phu
luc, ¢6 27 bang va 40 hinh. Pat van dé 1 trang. Tong quan 42
trang; phuong phap nghién ciru 17 trang; két qua nghién ctru 41
trang; ban luan 18 trang; két luan 1 trang va khuyén nghi 1 trang.



CHUONG I. TONG QUAN
1.1. Vi rat HIV-1 va hgi ching suy giam mién dich ¢ nguoi
1.1.1. Giéi thiéu vi rat HIV

Vi rat HIV (Human Immunodeficiency Virus) thudc chi
Lentivirus, ho Retroviridae gay nhiém trung cham. Tai Viét Nam
cht yéu luu hanh HIV-1 phan tip tai t6 hop CRF01_AE, mot sb
it phén tip B.

Vit liéu di truyén ctia HIV 1a RNA soi don c6 kich thude
9,8kb. Céc protein Gag-Pol va Env cua vi rat HIV-1 c¢6 vai tro la
thanh phén cAu tao hat virion. Nhom protein thuc hi€n cac chic
ning gébm Nef (negative factor), Vif (virion infectivity factor),
Vpr (viral protein R), Vpu (viral protein U) va nhom protein giir
vai tro diéu hoa gom Tat (Trans-Activator of Transcription) va
Rev (Regulator of Virion protein expression).

1.1.2. Pap rng mién dich dbi véi nhiém HIV-1
1.1.2.1.  Pdp #ng mién dich tw nhién (natural immunity) déi véi
nhiém HIV-1

Céac dap trng mién dich ty nhién trong giai doan nhiém HIV-1
cap tinh va man tinh ghi nhan vai trd quan trong cua té bao NK.
Phan tir MHC 16p I 1a phdi tir lién két véi thy thé cta té bao NK.
Céc té bao bi nhidm vi rit giam biéu hién phan tt MHC 16p I, khi
d6 té bao NK nhan biét tiéu diét cac té bao dich. KIR két hop véi
HLA 16p I di dugc ching minh ¢6 lién quan dén tién trién bénh
cham hon ¢ ngudi nhiém HIV-1 va kiém soat vi rit trong mau
(Martin va cs. 2002; Martin va cs. 2007).
1.1.2.2. Bdp ing mién dich thich #ng (adapted immunity) di

véi nhiém HIV-1



Trong dap ung mién dich thich tng, t& bao T CDS8 kiém soat
qua trinh nhan 1én cta vi rat HIV. Cac d6t bién tron thoat dap tng
té bao T CD8 lién tuc xuét hién trong giai doan nhiém vi rat man
tinh, lam suy giam chirc ning, can kiét té bao T va lam mét kha
nang kiém soat vi rat ting sinh (Appay va cs. 2002; Papagno va
cs. 2004; Champagne va cs. 2001). Pap tng té bao T CD8 phu
thudc vao phan tir HLA 16p L. Té bao T CDS8 nhan dién khang
nguyén vi rat dugce trinh dién trén bé mit té bao bi nhiém boi cac
phan tir HLA 16p I, bao gdom HLA-A, HLA-B va HLA-C. HLA
tao ap luc 1én vi rat HIV-1, dan téi xu hudng vi rat trén thoat dap
g mién dich bang tao ra cac dot bién.

1.2. Vai trdo ciia HLA 16p I trong dap ng mién dich té bao véi
nhiém HIV-1
1.2.1. Pic diém ciu tric HLA 16p I

Phén tdt MHC 16p I gdm hai chudi polypeptide, mot chudi dai
o va mot chudi ngan P goi 1a p2- microglobulin (Goulder and
Walker 2012). Ving lién két gan peptide 1a ving bién ddi nhiéu
nhit va quyét dinh cac motif lién két trén peptide.

1.2.2. Pa dang kiéu gen HLA alen

Phan bé kiéu gen/alen HLA khéc nhau dia du, trong d6 uu thé
ctia HLA-B so v6i HLA-A/C duy tri trén toan cau. B*52 1a HLA-
B luu hanh chinh & Nhat Ban véi ty 1€ 21%, trong khi & Thai Lan
lwu hanh chii yéu B*46 véi ty 1¢ 29% (Goulder and Watkins
2008). A*33:03 va B*15:02 luu hanh voéi ty 1€ cao ¢ khu vuc
Chau A, trong d6 c6 Viét Nam.

1.2.3. Vai tré ciia HLA 16p I trong dap tmg mién dich véi nhiém

HIV-1 va kiém soat lay truyén



Trong dap ung mién dich thich tmg, HLA 16p I dic biét quan
trong véi vai tro trinh dién khang nguyén va dinh hudéng cho kha
ning dap tmg mién dich thich g ctia quan thé v6i khang nguyén
(Lazaryan va cs. 2011).

HLA 1a yéu t di truyén cé vai trd chinh trong kiém soat lay
nhiém HIV (Goulder and Walker 2012). Tinh déng dang hoic
tuong dong ctia cac phan tir HLA 16p L, didc biét 1a cac alen HLA-
B, gia ting nguy co lay truyén (Dorak va cs. 2004).

1.2.4. Tac dong cia HLA 16p I téi tién trién nhiém HIV

Kiéu gen di hop tir cia HLA c6 kha niang nhén dién va xu 1y
khang nguyén da dang hon so véi kiéu gen dong hop tir, ddn dén
dap ung mién dich hiéu qua hon v6i mot loat cac mam bénh
(Hughes and Yeager 1998). Ngudi c6 kiéu gen HLA dong hop tir
thudng mang alen tan suit cao trong quan thé (Goulder, Price, va
cs. 1997; McMichael and Klenerman 2002).

HLA-B ¢6 1.898 trong s6 4.269 alen 16p I (chiém 44,5%), theo
dir liéu IMGT-HLA nam 2011 (Robinson va cs. 2011). Céc alen
ndi troi co tac dong lam cham tién trién bénh hau hét 1a alen B,
g6m B*27 va B*57 (Flores-Villanueva va cs. 2001), gia tang tién
trién AIDS duogc ghi nhan vé6i vai tro ctia B*35 va B*08 (Wright
va cs. 2010).

1.3. Kha niing tron thoat dap ing mién dich caia vi rat HIV-1 trong
mi lién két voi HLA 16p 1
1.3.1. Pic diém khing nguyén ciia vi rat HIV-1

Khang nguyén cta vi rat HIV-1 rat da dang va dugc hé thong

mién dich nhan dién thong qua cic phan tir HLA. Protein khac



nhau cta vi rat thé hién kha ning tao dap tmg mién dich va nhan
dién boi té bao T CD8 khac nhau (Masemola va cs. 2004).

Mot khang nguyén c6 thé c6 mot hodc nhiéu epitope, phan tir
khang nguyén cang 16n thi cang c6 nhiéu epitope. Mot epitope co
thé dugc nhan di¢n bdi HLA khi c6 trinh ty axit amin phu hop voi
cac vj tri lién két.

1.3.2. Pt bién trén thoat dip ing mién dich

HIV-1 ¢co ty 1é dot bién cao, ude tinh khoang 2x10° dot bién
diém sau mdi chu ky sao chép (Cuevas va cs. 2015). Cac dot bién
xuat hién ¢ hau hét protein vi rut. Co 3 dang dot bién c6 thé anh
hudng dén phan ung CTL (Carlson va cs. 2015): (1) Trén thoét
qua trinh xtr 1y khang nguyén (Draenert va cs. 2004); (2) Tron
thoat qué trinh gin voi HLA (Goulder, Phillips, va cs. 1997); (3)
Trbn thoat TCR (Iglesias va cs. 2011).

Dot bién trén thoat CTL xuat hién som va tich luy theo thoi
gian nhiém vi rit. Da s cac dot bién trén thoat CTL biét dén
thudc phan tip B/C, mot s6 dot bién thudc phan tip CRFO1_AE
(Kloverpris, Leslie, and Goulder 2015).

1.3.3. Su thich nghi ciia vi rat mang ddt bién tron thoat mién dich
Dot bién tron thoat CTL cia HIV-1 lam anh hudng dén sinh luc
ctia Vi rut & cac mic do khac nhau (Zanini va cs. 2017). Phan 16n
cac nghién ctru danh gia sinh lyc cta bién thé mang dot bién dua
vao danh gia kha nang sao chép in-vitro, in-vivo, it danh gia vé
kha ning 1ay nhiém.

1.3.4. Kha niing lay truyén bién thé vi rit mang dt bién trén thoat

mién dich lién két véi kiéu gen HLA



Kha ning 1ay nhiém cta bién thé mang d6t bién trén thoat mién
dich phu thudc vao su tuong thich véi kién gen/alen HLA cua ca
thé bi lay nhim. Bién thé mang dot bién trén thoat CTL c6 sinh
luc khong bi suy giam c6 thé duy tri dot bién nay khi 1y nhidém
Va0 c4 thé mang kiéu gen HLA tring khép (phtt hop) hodc s& khoi
phuc tré lai trinh ty ban dau khi c4 thé nhiém khong c6 kiéu gen
HLA kich hoat CTL (Paul Klenerman 2002; Moore va cs. 2002;
Goulder va cs. 2001).

Trudng hop bién thé vi rit mang dot bién bi suy giam sinh lyc
lay nhiém vao vat chit méi, ting sinh vi rat c6 thé giam di va tién
trién nhiém vi rat bi cham lai, do d6 c6 thé giam xac suit lay
truyén va tang kha ning kiém soat HIV-1 1au dai ¢ vat chu méi
(Chopera va cs. 2008; Goepfert va cs. 2008). Muc d6 anh hudng
dbi v6i vat chi khi d6 s& giam di, tir gdy bat 1oi hoan toan dén tac
dong trung tinh khi ngudi nhdn mang HLA phu hop, hodc tu
khong anh huong dén tré nén c6 loi cho vét chu khi ngudi nhan
mang HLA khong phu hop.

1.3.5. Co s6 dir liéu dot bién lién két véi HLA

Dot bién trén thoat CTL c6 thé duge du doan tai cac vi tri dot
bién cua vi rat HV-1 lién két véi HLA. Hién nay dit liéu dot bién
lién két cong bd trén Los Alamos (https://www.hiv.lanl.gov/) 1a
day du nhat. Dot bién cua phan tip B duge sir dung tham chiéu
cho HIV phan tip khac. Tai Viét Nam, cac nghién ctru lién két
giita dot bién gen vi rat va HLA con han ché, vai 3 cong bd qubc
té cho dén nay (Lazaro va cs. 2011; Van Tran va cs. 2016;
Takahashi va cs. 2019).



CHUONG II. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thiét ké nghién ctru
M5 ta két hop phan tich, thuc nghiém.
2.2. Pia diém, thoi gian nghién ciru

Mau bénh nhan dugc thu thap trong giai doan tir 2014 — 2016.
Phan tich dugc thuc hién tir nam 2018 — 2023, tai Vién V¢ sinh
dich t& Trung wong.
2.3. Poi twong nghién ciru

Tiéu chuén lya chon: (i) bénh nhan > 18 tudi, (ii) dugc chin
doan nhiém HIV va (iii) dong y tham gia nghién ctru. Tiéu chuan
loai trir: bénh nhan dd/dang diéu tri ARV.
2.4. C& mau nghién ciru va ciach chon miu

Pé tai nghién ctru sinh str dung t6i da s6 mau da thu thap dé
thuc hién xét nghiém va phan tich sb liéu. Tur thang 12/2012 —
04/2016, nghién ctru da tuyén chon va thu thap mau cta 304 bénh
nhan, tai 13 phong kham ngoai tru trén dia ban Ha Noi.
2.5. Bién s nghién ctru

Bang 2. 2. Bién s0 va chi s6 nghién ciru

Bién s6 Chi sb
Tudi Trung binh, trung vi
M6 ta dac | Gidi tinh Dinh tinh gidi, s6 luong
diém quan | Dan toc S6 luong, ty 1& cac dan toc
thé nghién | S6 lugng té bao CD4 Té bao/uL, trung binh, trung vi
o }Ts;é’?:ggﬁgw rut trong Copies/ml, trung binh, trung vi
Muc tidu Mo téﬂkiéu gen, tuong Kiéu gen alen; Tin suét glen;. %
i 1 quan kieu gen HLA alen | bénh nhadn mang alen; Gia tri p
va pVL, CD4 (Welch’s t test)




% tuong dong axit amin; sb lwong
dot bién; Gia tri p, gia tri q (Fisher
exact test)

Muyc ti€u | - M0 ta trinh ty gen vi rit,
2 dot bién lién ket voi HLA

Phan tich dt bién lién ket
v6i HLA anh huong dén
pVL va CD4

Gia tri p (kiém dinh Mann-U
Whitney)

Muc tiéu
3

2.6. Phwong phap va cong cu thu thap théng tin

Phong vAn va tra ctru theo bénh 4n tai co so.
2.7. Ky thuit 1y miu

M3au méu toan phan (7-8ml) dung trong ng c¢6 chéng dong
EDTA, xt Iy huyét trong va luu trit trong vong 6 gio.

2.8. Ky thuat xét nghiém
2.8.1. Dém té bao CD4 va do tii lwgng vi rit

Pém té bao lympho T-CD4 trén may FacsCount, dugc thuc
hién tai Trung tim phong chong HIV/AIDS Ha Noi.

Po tai lugng vi rat thuc hién trén hé théng may Abbott
Realtime, mau chuan tham chiéu ctia T chirc y té thé gidi cho
RNA HIV-1 (ma 97/658).

2.8.2. Gidi trinh tw gen vi rat HIV-1

RNA vi rat duoc tach chiét tir mau huyét twong, str dung kit
sinh pham QIAamp viral RNA mini kit (QIAgen). Phan tng
phién ma ngugc tao cDNA (RT-PCR) va nested PCR nhan ban
cac vung gen Gag, Nef, Vif/Vpr/Vpu dac hi¢u, dién di mao quan
trén h¢ thong may giai trinh ty ABI 3130/3500. Quy trinh xét
nghiém ap dung c6 chinh stra, theo cong bd ciia cling nhom tac
gia nam 2019 (Takahashi va cs. 2019).

2.8.3. Xdc dinh kiéu gen/alen HLA l6p I
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Ving gen locus A, B va C trén exon 2-3 duoc khuéch dai tir
DNA tach chiét tir miu mau toan phan, st dung bd méi dic hiéu
cho phan tmg PCR va nested PCR, dién di mao quan trén hé thong
may gidi trinh tu ABI 3130/3500, tham khao c6 chinh sta tir
nghién ciru da cong bd (Cotton va cs. 2012). Kiéu gen alen 4 chi
s6 dugc xac dinh bang cach st dung phan mém GenDX
SBTengine, tham chiéu tir co sé dit liéu ImMunoGeneTics
(IMGT)/HLA (Lefranc va cs. 2015).

2.9. Quan ly va phan tich dir liéu

Dir liéu dich té dugc nhap bﬁng EpiData 3.1. Cac phan tich
thong ké duoc thuc hién trén phan mém Prims?7.
2.10. Han ché sai s6

Nhép liéu, xét nghiém c6 sy kiém soat chéo. Hé thong méy xét
nghiém dugc bao dudng va hiéu chuan dinh ky.

S6 liéu phéan tich dugc thao luan va d6i chiéu giira nhom
nghién ctru tai Vién Vé sinh dich t& Trung uvong va Vién Quéc gia
cac bénh truyén nhiém Nhat Ban.

2.11. DPao dirc trong nghién ctru

Nghién ciru nim trong hop tac giira Vién Vé sinh dich té Trung
uong va Vién Quéc gia cac bénh truyén nhiém Nhat Ban va duoc
chip thuan Hoi dong dao duc trong nghién ctru y sinh ctia Vién
Vé sinh dich t& Trung wong, s6 IRB-VN01059-05/2015.

Nghién ctru sinh dugc sy chép thuan cua cha nhiém dé tai cho
phép sir dung s6 liéu ciia nghién ctru cho dé tai ludn an. Pé tai
nghién ctru sinh dugc thong qua va chap thuian Hoi dong dao dic
trong nghién ctru y sinh ctia Vién V¢ sinh dich té Trung wong, sd
IRB-VN01057-32/2020.
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CHUONG III. KET QUA
3.1. Pic diém quén thé nghién ciru
Dic diém dbi twong nghién ctru trinh bay trong bang 3.1.

Bang 3. 1. Pic diém dbi twong nghién ciru

MAu tuyén MAiu phén
chon tich
C& miu (bénh nhan) 304 280
Tudi (trung vi, khoang) 34 (19-69) 34 (19-69)
Nam (n,%) 230 (75,7) 209 (74,6)
Dan toc (n, %)
Kinh 274 (90,1) 254 (90,7)
Théi 12 (4,0) 9(3,2)
Muong 8 (2,6) 8(2,9)
Khéc 10 (3,3) 9(3,2)
pVL (Log copies/mL) i 4,23
(trung vi, khoang) (2,23-6,12)
Khong phat hién thdy 19 (6,3) -
Phat hién thiy 3(1,0) -
0< pVL <3 (n%) 30(9,9) 30 (10,7)
pVL >3 (n,%) 252 (82,9) 250 (89,3)
S6 lrgng té bao CD4 (té bao/uL) ) 402,5
(trung vi, khoang) (14 -1074)
Khong xac dinh 3(1,0) -
Phén nhom theo giai doan 1am sang (n,%)
Giai doan 1 (CD4 > 500) 110 (36,2) 93 (33,2)
Giai doan II (350 < CD4 < 500) 73 (24,0) 70 (25,0)
Giai doan IIT (200 < CD4 < 349) 67 (22,0) 66 (23,6)
Giai doan IV (CD4 < 200) 51 (16,8) 51 (18,2)

3.2. Tén suit mat s6 kiéu gen HLA 16p I
Tong s6 ¢6 28 kiéu gen alen A, 54 kiéu gen alen B va 35 kiéu
gen alen C da duogc xac dinh. A*11:01 (AF=0,307), B*15:02
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(AF=0,152) va C*08:01 (AF=0,17) luu hanh trong quan thé véi
tan sudt cao nhat. Phan tich dong hop tir HLA 16p I trinh bay bang
3.3.
Bang 3. 3. Ty 1¢ dong hop tir alen HLA 16p I (n=303)
alen  Sé alen  S6 alen  S6

STT “A gn %CF "5 gy %CF ¢ gy %CF
1 1101 35 116 1502 5 17 0801 7 23
2 2402 8 26 4601 3 10 07:02 6 20
3 0207 4 1,3 1301 3 1,0 01:02 3 10
4 3303 3 10 5801 2 07 0401 1 03
5 2601 1 03 3802 2 07 0302 1 03
6 3001 1 03 5101 2 07 0304 1 03
7 0203 1 03 1525 1 03 0303 1 03
8 4000 1 03 1402 1 03
9 5700 1 03

Téng 53 175 20 6,6 21 6,9

Phan tich tuwong quan A*02:03 khac biét theo gidi tinh
(p=0,023) va tan suat alen B*46:01 khac biét gitra dan toc Kinh
va nhom cac dan toc khac (p=0,02).

3.3. Dot bién vi rat HIV-1 phén tip CRF01_AE lién két véi HLA
16p I
3.3.1. Phan tich trinh te gen gag, nef, vif, vpr va vpu caa vi rat HIV-
1 phan tip CRF01_AE

Téng s6 280 mau do duoc tai lwong vi it va duogc giai trinh tu
gen gag, nef, vif, vpr, vpu. Két qua khuéch dai va giai trinh tu
thanh cong 244/280 mau gen gag, chiém 87,1%. Két qua nay trén
gen nef, vif, vpr va vpu tuong ung la 247/280 (88,2%), 217/280
(77,5%), 218/280 (77,9%) va 213/280 (76,1%).

Theo trinh ty gen gag, vi rut thudc phan tip CRFO1_AE
(98,8%, N=242), CRF07_BC (0,8%, N=2) va B (0,4%, N=1).
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Trén protein Gag, c6 366/504 vi tri codon phat sinh bién thé,
chiém 72,6%, tham chiéu véi ching CM240. Ty 1 nay & Nef 14
82,6% (171/207 codon), Vif 67,4% (130/193 codon), Vpr 71,1%
(69/97 codon) va Vpu 92,7% (76/82 codon).

3.1.1. Xdc dinh djt bién Gag, Nef, Vif, Vpr va Vpu ciia phin tip
CRFO01_AE lién két véi HLA lop 1

Két qua phan tich di xac dinh duoc 169 codon dot bién lién
két voi HLA 16p I, gdm 37 codon trén Gag, 74 codon trén Nef va
19, 18, 21 codon trén Vif, Vpr, Vpu tuong ting (hinh 3.4).

mA =B mC
33

27
Y 14 14 - "
TR LTy
[] I H - []
Gag Nef Vif Vpr Vpu
Hinh 3. 4. S6 lwgng ddt bién lién két theo alen HLA 16p I
Phan tich da xac dinh c6 9 alen A, 14 alen B va 13 alen C la
alen lién két véi dot bién gen vi rat, hau hét 1a cac alen luu hanh
tan suat tir trung binh dén cao trong quan thé.
3.1.2. Dinh vi dpt bién lién két véi HLA I6p I theo bin dé epitope
trng vién ciia phan tip CRF01_AE
Ban dd epitope dugc 1ap dua trén trinh ty axit amin déng thuan
nhét cho toan bo trinh tu ctia phan tip CRFO1_AE trong nghién
clru nady, danh déu céac vi tri co lién két véi HLA 16p I tim dugc
va vi tri epitope di biét trén phan tip B (hinh 3.5).
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Gag (n=244) 1 MGARASVLS GGKLDAWEK IRLRPGGK KK YRMKHLVWASRELERFALNPGLLETAEGCQQI 60
HXB2 I eeienas 15 TN - D PS5 T Vesernnn S...R.. 60
lel(%rank—o 01) IL10(%rank=0,3)
1 : | ]
Gag (n=244) 61  LEQLOSTLKTGSEELKSLENTVATLWCVHQRTEVKDTKEALDKIEEAQKKSQOKTQOARR 120
HXB2 61  .G...PS.Q...... ReeYouunnn Y....... N E.N..KK.A..... 120
LW9 (%rank=0,8)
——»,
1 i
Gag (n=244) 121 GPGSSSKVSQNYPIVQNAQGQMAHQP)'_4SPRTLNAWKWEEKGFNPEVIPMFSALSEGAT 180
HXB2 121 DT.H.NQ.wownunnn. T Vo AT o - 180
b
Gag (n=244) 181 PQDLNMMLNIVGGHQAAMQMLKETINEEMEWDRVHPVHAGPIPPGQMREPRGSDIAG'I‘T 240
HXB2 1Bl auunn T S 240
TW10(%rank=0,2) YI9(%rank=9,0)
_— —
Gag (n=244) 241 sTroEQIGWMTNNPP I PVGDIYKRWIILGLNKIVRMYSPV STLDTROGPKEPFRDYVDRE 300
HXB2 241 i T ettt eenn 300
AW11(%rank=0,2)
r
-~
i i
Gag (n=244) 301  YKTLRAEQAT QEVKNWMTETLLVONANPDCKSILKALGTGATLEEMMTACOGVGGPSHKA 360
HXB2 301 e S Ternenn PAiecnennaenananns G... 360
Gag (n=244) 361 RVLAEAMSHVQQT-NVMMORGNFKGOKRIKCFNCGKEGHLARNCRAPRKKGCWKCGKEGHQ 420
HXB2 k1 Q.TNSATI....... RN.BK.V.einunnens Toeernnnnseannssnnnns 420
Gag (n=244) 421 MKDCTERQANFLGK I WPSNKGRPGNFPQSRTEPTAPPAENWGMGEEITGSFLKQEQKQEQ 480
HXB2 421 i I L.w.Peunnn. E.SFRS.V.T.TP----P....P 480
Gag (n=244) 481 KPKXVHPPPSISLKSLFGNDPLSQ* 504
HXB2 481 1D.Erv.rT-..R....... S..* 504

Hinh 3. 5. Pinh vi dt bién lién két theo epitope tng vién
cua phan tip CRF01_AE
Trinh tw dong thudn ciia protein (4) Gag, (B) Nef, (C) Vif, (D) Vpr va (E) Vpu
tir cdc mau thu thip trong nghién ciru dai dién cho HIV-1 phan tip CRF01_AE.
Trinh ty d&ng thudn cua cac protein dwgc xac dinh la axit amin xuat hién nhiéu
nhdt va so sanh véi ching HBX2 phan tip B. Cdc vi tri trén HBX2 tuwong dong
ky hiéu “.”. Vi tri dot bién lién két véi HLA 16p I tim dwoc trong nghién ciru
biéu dién bang c& chir to. Trinh tw epitope dwoc gi6i han trong khodng miii

tén, cdc epitope tiem nang (Yrank <1) dwoc dinh vi bang tén epitope mau do.
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3.4.Panh gia anh huéng ciia kiéu gen HLA va dot bién HIV-1 lién
két véi HLA dén tai lwong vi riit va so lugng té bao CD4
3.4.1. Anh hwéng cia kiéu gen/alen HLA tdi tdi Iwong vi rat va sé
Iwong té bao CD4
Téng s6 41 alen (13 alen A, 14 alen B va 14 alen C) xuét hién
& > 10 bénh nhan, dugc dua vao phan tich. B*51:01 la alen duy
nhét cd tac dong dén pVL va CD4. B*57:01 lam ting CD4, nhung
khong anh huéng ddi véi pVL. B*57:01, B*51:01, C*06:02 va
C*14:02 1am tang CD4 (p<0,05).
3.4.2. Anh hwong cia lién két alen HLA téi tdi Iwong vi rat va so
Iwong té bao CD4
Anh huong ciia cac alen HLA t6i pVL va CD4 c6 thé do tac
dong tir lién két alen. Két qua cho thdy C*14:02 lién két véi
B*51:01 va C*06:02 lién két manh m& v&i B*57:01, p<0,0001
(bang 3.12).
Bang 3. 12. Lién két alen HLA-B va HLA-C

C*06:01 C*14:02
Alen- Alen+ Alen- Alen+

S Alen- 232 29 260 1
o p=0,2325 p<0,0001
o Alen+ 18 0 3 15
S  Alen- 250 3 237 16
5 p<0,0001 p=0,3772
o Alen+ 0 26 26 0

Ap dung kiém dinh Mann-U Whitney, pVL khéng c6 su khac
biét dang ké & nhom bénh nhan khong mang ca hai alen
B*57:01/58:01 so v&i nhdm bénh nhan mang B*57:01 (p=0,153).



16

S6 luong té bao CD4 cao hon & nhom bénh nhian mang B*57:01
so v&i nhom khong mang ca hai alen (p=0,0246) hinh 3.6.

p=0,153 p=0,0246
p=0817 p=0,733
65n p=0,440 1100+ . p=0132
®
10004
6
900
5.5
— 800
E 5 700
2 3
o 45 S &0
5
& 2
S 4 w500
pry = 400
> 3549 =]
8
= 300
34
200
25 100
2 T T T T
0 a0 g gl 0 \ N A
5 Qcﬁ\“ 2 ch\ ‘Ps\o A0 Qos\‘\;b = &5 o &
o o> > > < o o X
X\ﬁ(:p-“ o % . S \e&gp" & 0 \@-“
& & 951&\

Hinh 3. 6. Anh huéng ciia lién két alen B*57:01/58:01 d6i véi pVL va CD4
Tai luwong vi rut va CD4 duoc so sanh giita nhom bénh nhdn mang (pos)
cd hai alen B*57:01/B*58:01 (n=73), nhom bénh nhan mang mgt trong
hai alen B*57:01 (n=27), B*58:01 (n=51) va khdng mang (neg) cd hai
alen (n=207). Mann Whitney dwoc ap dung voi p<0,05
3.4.3. Anh hwéng dét bién lién két HLA téi tdi lwong vi rat va so
Iwong té bao CD4

Két qua phan tich (Mann-U Whitney) trén nhém bénh nhén
mang alen xac dinh 13 d6t bién lién két anh huong dén pVL va 6
dot bién lién két c6 anh huong dén CD4 (p<0,05), bang 3.13 va
3.14.
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Bang 3. 12. Dot bién lién két véi HLA lién quan dén pVL

. £ VL trung vi

HLA Z,ll Cons S0 BN alen + (Eog copiesg/ml) p
Cons  Mut Cons Mut

Gag
C*06:02 146 P 5 18 3,17 4,40 0,040
A*33:03 242 T 25 40 4,62 4,17 0,035
C*06:02 286 R 13 10 4,14 4,72 0,043
B*15:02 435 | 25 42 4,06 4,58 0,038
Nef
A*01:01 9 S 8 5 3,29 5,08 0,016
C*06:02 11 V 11 11 4,54 4,06 0,030
B*44:03 48 | 13 12 4,17 4,64 0,044
C*03:03 80 T 18 6 4,59 3,78 0,007
B*15:12 80 T 7 5 4,63 3,42 0,023
C*08:01 176 E 71 7 4,36 3,45 0,025
Vif
A*33:03 131 R 20 40 4,27 4,63 0,037
Vpr
C*03:04 36 R 24 7 4,08 5,08 0,019
A*33:03 49 N 18 42 4,27 4,63 0,030

Cons = consensus: trinh ti d(;ng thudn; Mut = mutation. dot bién

Bang 3. 13. Dot bién lién két véi HLA lién quan dén CD4

2 CD4 trung vi
HLA Vitri Cons 0BNalen+ (té béo/uf) ' p
Cons Mut Cons  Mut

Gag

B*13:.01 9 S 10 8 412 187 0,029
C*04:01 482 P 14 5 430,5 134 0,018
Nef

C*08:01 3 S 11 67 477 370 0,014
A*01:.01 9 S 8 5 494 177 0,004
B*44:03 108 E 12 13 491 337 0,041
C*07:01 108 E 12 13 491 337 0,037

Cons = consensus: trinh tir ddng thudn,; Mut = mutation: dot bién
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3.4.4. Anh hwong lién két alen B*57:01/58:01 va dgt bién T242N véi
tién trien nhiém HIV-1 phan tip CRF01_AE
Tan s dot bién ciia GagT242N trong nhém bénh nhan mang
mot trong hai alen B*57:01 va B*58:01 kha cao, & nhom bénh
nhan khong mang B*57:01/58:01 (n=181) s6 bénh nhan mang dot
bién N chiém 8,84% (16/181) (p<0,0001) (hinh 3.10).

P<0.0001

1.0
oT
mN
<@
@
c 0.5
“@
[

0.0 T

Alen+ Alen-
(n=63)  (n=181)

Hinh 3. 10. Tan suit dot bién GagT242N theo B*57:01/58:01
Twong quan giita codon dang dong thudn (T) va dét bién (N) tai vi
tri Gag242 ¢ nhitng bénh nhan mang alen B*57:01 va B*58:01 (alen+)
va khéng mang ca hai alen (alen-). Ap dung Fisher extact test véi
nguong y nghia p<0,05.

Phan tich trén nhém bénh nhan khong mang alen
B*57:01/58:01 ghi nhan két qua pVL thap hon va CD4 cao hon
khi vi r(t mang dang dot bién N so v6i dang dong thuan T tai vi
tri Gag 242 (p<0,05), hinh 3.11.
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Hinh 3. 1. pVL va CD4 ¢ bénh nhin khong mang B*57:01/58:01
Tai luong vi rut va CD4 duoc so sanh ¢ nhom bénh nhdn khong mang
cd hai alen B*57:01/B*58:01 leu hanh vi rit dang dong thudn (T) va
dang dot bién (N) tai vi tri codon Gag242. Kiém dinh Mann Whitney
dwoc ap dung voi nguong y nghia p<0.05.

C6 dén 21 dot bién lien két voi B*57:01 hodc B*58:01, 10 dot
bién trong d6 thudc 8 epitope da biét. Khao sat kha ning gin ciia
epitope CRFO1_AE véi B*57:01/58:01 da s6 manh m& va khong
c6 su khac biét so voi phan tip B.
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CHUONG IV. BAN LUAN

4.1. Vai tro mdt so kiéu gen HLA 16p I trong nhiém HIV-1 phan tip

CRF01_AE

So sanh tan suat alen ctia nghién ctru nay (n=303) v&i nghién
ctru cong bd nim 2008 (n=170), nim 2016 (n=388) thiy ring
khong c6 sy khac biét dang ké vé tin sudt cua cac alen phd bién
nhit trong quan thé trong khoang thoi gian 2008-2016 (hinh 4.1).
Uu thé cua alen B dugc thé hién véi sd luong alen B (54 alen) cao
hon voi alen A (28 alen) va C (35 alen) trong quan thé nghién
clru.

0.16

0.14
0.12 HLA-B
0.08

0.06

0.04

2 LT LT

- LEM T

'\/'\/\/’\/\/'\/")'\/")"}'\/’\/")VWWW\/\/
QQQQQQQQQ Q 0000000
G A

0.10

Tan suit alen

 Hoa BK (2008) n=170 = Giang VT (2016)n=388 = Tam TTM (2022) n=303

Hinh 4. 1. T4n suét alen HLA 16p I & Vi¢t Nam
Truc Y: tan sudt alen HLA I6p I (AF) ¢ Viét Nam. Truc X: kiéu gen alen.
Két qua nghién ctru ctia chting t6i ghi nhan vai tro bao vé ctia
B*51:01 ¢ Viét Nam, luu HIV-1 phén tip CRF01_AE, tuong tu
nhu & Thai Lan va Nhat Ban. Cac dot bién trén thoat CTL da biét
goi ¥ sy xuat hién tuong ty & quan thé ngudi Viét Nam, myc tiéu
nham dén céc epitope gii han bai alen B*51.
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B*57:01/58:01 dugc xac dinh 1a alen bao vé kiém soat nhiém
vi rit HIV-1 & phan tip B va c6 tac dong manh mé& dén tai luong
vi rat va tién trién bénh. Nghién ctru ndy cho thay B*57:01/58:01
giam vai trd bao vé d6i v6i nhiém phan tip CRFO1_AE so véi
phén tip B.

Béang 4. 1. M(f)t‘sf') alen lién quan dén dap vng thudc
& bénh nhéin diéu tri ARV (Ma, Lee, and Kuo 2010)

Tan suit alen (AF)
Thube HLA Dang phan tng  Nguoida  Thaéi Viét
alen v6i thuode trang Lan Nam
] (n=265) (n=470) (n=303)
Abacavir  B*57:01 Qud manvol 0042 0012  0.048
Hoi chiing
Nevirapine B*35:05 Stevens- 0.004 0.019 0.025

Johnson, hoai tir

Mot sb alen co lién quan dén méin cam véi thuéc ARV
B*57:01, B*35:05, ¢6 tAn suit luu hanh tuong ddi cao ¢ Viét
Nam. Lién két kiéu gen HLA va su tién trién bénh & bénh nhan
dang sir dung thudc dang dugce quan tam nghién ciru.
4.2.Dir ligu dt bién vi rit HIV-1 lién két véi HLA 16p I & Viét Nam

Phan tip CRFO1_AE luu hanh chinh ¢ Viét Nam voéi ty 1€
98,8%. Phan 16n dot bién lién két khac nhau giita cic nim nghién
ctru cho thdy su da dang bién dbi cua vi rat. Gag V280T lién két
véi C*01:02 da duge xac dinh 1a dot bién tron thoat CTL trong &
Viét Nam. Trong dir liéu phan tich in vivo cua ching to61 Gag280
c6 lién két vai C*01:02 va B*46:01, nhung khong lién quan dén
tai luong vi rut hodc sb luong té bao CD4

Phan 16n cac dot bién lién két véi HLA 16p I duoc xac dinh
khong nam trong céc epitope da biét cho thiy nhu cau lién tuc
bién d6i, thiét lap cac epitope mdi ctia vi rat. Hién c6 rat it dir lidu
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vé dot bién lién két voi HLA trong gen vif, vpr, vpu va mdi lién

hé dén tién trién bénh.

4.3. Xem xét dot bién HIV-1 lién két véi HLA trong thiét ké vic xin
peptide

Trong phat trién vic xin peptide (hay vic xin epitope), viéc liua
chon HLA dich chinh xéc 14 rit quan trong, vi ing cir vién vic
xin phai gan két voi phan 16n HLA trong quén thé. Cac dang bién
thé HIV thich nghi theo HLA ngay cang ting, viéc thiét ké cac
epitope dic hiéu cho ting quan thé c6 thé kha thi hon vé mat chién
luge cho vac xin kich hoat CTL. Dya trén ban d6 epitope tur trinh
tur axit amin dong thuan trong nghién ctru, chung t6i ddnh dau céc
vi tri epitope tiém ning cho thiét ké vic xin dic hiéu cho phan tip
CRFO01_AE. Cac epitope tiém nang gom Gag-KW11, IL10, LW9,
TW10, AW11, Nef- VF8, RF9, AK9, KY11, QY9, NW9, RWS;
Vif-WI9 va Vpu-ER9. Trén co s& d0, can thiét phai co nhiing
nghién ciru ddnh gia kha ning sinh mién dich cua céc epitope nay
trén mé hinh in vitro va in vivo.

Mot loai véc xin s& manh mé& hon néu epitope da dang trong
lién két vi HLA, do kha ning bao vé mot ty 1& 16n dan s va cling
s& bén vimng hon trude anh huong cua viée trén thoat CTL. Mot
epitope bi han ché boi mot HLA pho bién s& chiém phan 16n dan
s0, nhung ciing sé tich lity cac dot bién trdn thoat nhanh hon, do
d6 céc epitope han ché bai phan trung dan s c6 xu hudng tdi vu
hoa tac dong cua vic xin.
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KET LUAN

(1) Quan thé ngudi bénh nhidm HIV ¢6 da dang kiéu gen HLA
16p L. Sir dung k¥ thuat xac dinh kiéu gen HLA v&i d6 phan giai
4 chit sb, phat hién dugc 28 alen HLA-A, 54 alen HLA-B va 35
HLA-C. Véi ting locus, alen co tan sudt cao nhat lan luot la
A*11:01 (0,307), B*15:02 (0,152) va C*08:01 (0,170). Ty 1&
mang HLA ddng hop tir 1a HLA-A (17,5%), HLA-B (6,6%) va
HLA-C (6,9%). B*51:01 14 alen duy nhét lién quan véi tai lugng
vi rt thap va s luong té bao CD4 cao. Alen B*57:01/58:01
khong c6 vai trd bao vé d6i voi nhiém phan tip CRF01_AE nhu
da duoc phat hién véi nhiém phan tip B.

(2) Phan tip HIV-1 CRF01_AE luu hanh nbi troi (98,8%), c6
nhiéu dot bién lién két voi HLA 16p 1. Tong s6 169 dot bién lién
két voi 36 alen HLA 16p I duge xac dinh trén cac protein Gag
(37), Nef (74), Vif (19), Vpr (18) va Vpu (21). C6 nhiéu dot bién
lién két HLA 16p I lan dau tién duge xac dinh: chua dugc cong
b trén Gag (10), Nef (18) va toan bd dot bién Vif (19), Vpr (18)
va Vpu (21) trén phén tip CRFO1_AE.

(3) Cac dot bién lién két HLA 16p I ¢6 anh huéng khac nhau
tGi tién trién nhiém HIV-1 phéan tip CRFO1_AE. C6 6 dot bién
lién két v6i HLA 16p 1 lién quan véi giam s6 lugng té bao CD4
(Gag S9-B*13:01, Gag P482-C*04:01, Nef S3-C*08:01, Nef S9-
A*01:01, Nef E108-B*44:03/C*07:01) va 13 dot bién lién két voi
HLA 16p I lién quan dén cac mirc tai luong vi rat cao, thap.
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KHUYEN NGHI

1. Hoan thién co so dit liéu dot bién gen vi rat lién két véi kiéu
gen HLA vdéi toan bg cac gen HIV-1. Dir licu dot bién cua céc
protein diéu hoa Tat va Rev, c6 thé duoc phan tich bd sung bang
k¥ thuat xét nghi¢m va phan tich tin sinh hoc da dugc ap dung
trong pham vi dé tai nay.

2. Lya chon mo hinh phan tich dit liéu phu hgp dé phan tich
tinh lién két alen HLA va anh hudng cong hudng cia to hop cac
dot bién HIV-1 trong lién két vai HLA.

3. Lam sang t6 vai tro sinh hoc dot bién cua phan tip
CRFO01_AE c6 lién két chat ch& véi cac kiéu gen HLA c6 tac dong
t6i tién trién nhiém HIV. Cac dot bién lién két tiém ning s& duoc
lira chon bang cac k¥ thuat phan tich tin sinh va chimg minh bang
mo hinh thyc nghiém nhu da budce dau khao sat cho dot bién Gag
T242N lién két voi B¥57:01/58:01 trong pham vi dé tai.



