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bién diém & bénh nhan nghi méc bénh ty thé, trong d6 quy trinh tao ra cdc dot
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G11778A nhan tao bing cach dua trén cdc doan moéi dic hiéu dé nhan 1én cac

trinh tuy chita cac dot bién diém nay.
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Linh vue ky thuat dwgc dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc sinh hoc phan tr tng dung trong y hoc, cu thé 1a
d& cap dén quy trinh tao cac dot bién diém nhan tao trén gen ty thé va cac plasmit mang
dot bién dugc tao ra tur quy trinh nay. Giai phap hitu ich cling dé cap dén viéc str dung
cac plasmit mang dot bién trong quy trinh x4c dinh dot bién gen ty thé bang phuong phép
RFLP-PCR nhu 1a mau chuén.

Tinh trang k¥ thuat cta giai phap hiru ich

Pa biét kit Fusion Site-Directed Mutagenesis cua hang Thermoscientifics dung dé
tao cac dot bién dinh hudéng nhu dot bién thay thé nucleotit, mét nucleotit, thém nucleotit ,
tuy nhién d6i véi mdi quy trinh can phai thiét ké riéng timg loai moi dic trung cho timg
dot bién. Cac mdi dugc thiét ké vsao cho san phdm PCR déng vong mot cach dé dang
trong phan tmg déng vong vecto.

Trén thé gi¢i, PCR-RFLP 1a mot trong céc k§ thuat phd bién duoc sir dung trong
viéc nghién ctu dot bién gen ty thé (Martin-Kleiner I, et al,.. Leber's hereditary optic
neuroretinopathy (LHON) associated with mitochondrial DNA point mutation G11778A
in two Croatian families. Coll Antropol. 2006 Mar;30(1):171-174.). Nam 2014, viéc sang
loc va nghién ciru cac dot bién gen ty thé nay st dung phuong phap PCR-RFLP trén bénh
nhi Viét Nam da dugc thuc hién béi Truong Thi Hué va cong su (Truong, H.T,, et al.,
Screening of common point-mutations and discovery of new T14727C change in
mitochondrial genome of Vietnamese encephalomyopathy patients. Mitochondrial DNA.
10.3109/19401736.2014.900665: p. 1-8). Tuy nhién nhém tac gia chua co dbi chung
dwong di kém dé so sanh va két luan két qua. Hon nira, do dic diém di truyén clia bénh ty
thé cung véi viée thiéu d6i chimg duong ma cac két luan chén doan vé di truyén dot bién

gen ty thé thuong bi han ché. Dé gitip cac nha khoa hoc ciing nhu bac si ¢6 thé tin twong
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va khing dinh chéc chan hon két qua xét nghiém thi trong céc két qua nghién ctru va xét
nghiém sinh hoc phan tu thi d6i ching duong 1a mot yéu t6 khong thé tach roi.

Trén thé gigi, chua c6 mot nghién ctru nao vé tao ddi chimg duong cho cac dot bién
diém (nhu A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C, T9176C, G11778A).
Nghién cttu tao ra va st dung cac dot bién nay lam dbi ching dwong hd trg trong chan
doan dot bién gen & bénh nhan nghi méic bénh ty thé bang phuong phap PCR-RFLP. Viéc
tao thanh cong dot bién diém nhan tao trong phong thi nghiém gitp ching ta c6 thé chii
dong vé& ngudn miu chuén (vecto, plasmit mang cac dot bién), trong nghién ctru, xét
nghiém ciing nhu hd trg chin doan va diéu tri bénh.

Ban chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich cia giai phap hitu ich 1a khic phuc cc han ché trong k¥ thuat PCR-RFLP
trong nghién ciru vé dot bién diém trén gen ty thé trudc day (Truong, H.T., et al.,
Screening of common point-mutations and discovery of new T14727C change in
mitochondrial genome of Vietnamese encephalomyopathy patients. Mitochondrial DNA.
10.3109/19401736.2014.900665: p. 1-8). Dé dat duoc muc dich do, giai phap hitu ich dé
xuit quy trinh tao dot bién diém A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C,
T9176C, G11778A lam mau chuin hay con goi 1a dbi chimg duong trong xét nghiém
PCR-RFLP va cac vecto mang cac dot bién nay.

Quy trinh tao miu chuén dé phat hién dot bién diém & bénh nhan nghi mic bénh ty
thé bao gdm cac budc:

(a) tao vecto mang vung gen binh thuong chira dot bién diém bang cach chiét ADN
téng sb cia nguoi va nhan cdc doan gen ty thé chira cac vi tri 3251, 3271, 3291, 3460,
8993G, 9176 va 11778 bang phan ttng PCR, sau khi cit bang enzym ADN déu bing, gan
vao vecto nhan dong jJET1.2, sau do bién nap vao té bao E.coli DH50, va chon loc trong
mdi truong LB dic chira 50pg/ml ampicillin 6 37°C, sau d6 chiét tach dé thu plasmit tai

t hop;
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b) tao doan mdi mang dot bién diém béng cac doan mdi chua dot bién T3271C,

T3291C, A3251G, G3460A, T8993G/C, T9176G hoic G11778A va duoc gin gbc

phosphat vao dau 5° nhu sau:

Tén dot N . s. Nhiét
bidn Tén moi Trinh ty moi a6 ghn
MAG51IM1 | 5'Phos-CCC GGT GAT CGC ATA AAACT -3 55,3°C
ASIIG MAGS51M2 | 5Phos-CTC TGC CAT CTT AAC AAA CCC T -3' 55,0°C
MTC71M1 | 5'Phos-TAA AAC CTT AGA GTC AGA GGT TC-3" | 51,7°C
e MTC71M2 | 5'Phos-AGT TTT ATG CGA TTA CCG GG -3' 52,8°C
MTC9IM1 | 5'Phos-TTG GAT CCC TCT TCT TAA CA -3' 50,5°C
1391€ MTC91IM2 | 5'Phos-CCT CTG ACT GTA AAG TTT TAA GT -3' | 50,4°C
LHGA34M1 | 5'Phos-CCC TTC GCT GAC ACC ATA AA -3' 55,0°C
(34604 LHGA34M2 | 5'Phos-TTG TAG TAG CCC GTA GGG G -3' 55,8°C
LTC89M1 5'Phos-GCC TAA CCG CTA ACATTA CTG CAG | 61,7°C

GC-3'
T8993G/C LTG89M2 | 5'Phos-GTA CGG CCC GGG CTA TTG GT -3' 62,2°C
LTC89M3 5'Phos-GTA CGG CCG GGG CTA TTG GT -3 62,2°C
LTC91M1 5'Phos-TCA CAC TTC CAG TAA GCC TCT A -3' | 55,0°C
o17ec LTC9IM2 | 5'Phos-AAA CGT AGG CTT GGA TTA AGG C -3' | 554°C
LHGAMI1 5'Phos-CTC ACA GTC ACATCATAATCCT-3" |51,9°C
CLTT8A LHGAM?2 5'Phos-TGC GTT CGT AGT TTG AGT TT -3 52,4°C

va

¢) tao cac vecto mang dot bién diém bang cach PCR vé6i san phdm plasmit téi to hop

thu dugc & muc a) va cadc doan moi mang dot bien di€m & muc b), sau do, san pham duoc

khép vong bing T4 ligaza, tiép do, plasmit nay duoc bién nap vao té bao kha bién E.coli

DHS5a va chon loc trén mdi truong LB dic chira 50pg/ml penicillin, sau d6 thu duoc

vecto chira dot bién diém nhan tao A3251G, T3271C, T3291C, A3251G, G3460A,
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T8993G/C, T9176G va G11778A dé 1am mdu chudn ding dé phat hién dot bién diém &
bénh nhan nghi mic bénh ty thé.

Theo mot phuong an, trong d6 quy trinh theo giai phap hiru ich con bao gbm budc
tao chung giéng E.coli DH5a chira vecto dot bién diém nhan tao A3251G, T3271C,
T3291C, A3251G, G3460A, T8993G/C, T9176G va G11778A.

Giai phap hitu ich ciing md ta quy trinh chdn doan cic dot bién gen ty thé biang
phuong phap PCR-RFLP bao gdm cac budc:

(a) Nhan gen (PCR) c4ac mau bénh phém va cac ddi chimg am, ddi ching duong
tuong Ung v6i ving gen mang dot bién;

(b) Cét enzym gidi han va phan biét cac phan doan duoc tao ra (RFLP) co cai tién,
str dung dém FastDigest 1am giam thoi gian phan tng xuéng con dudi 15 pht;

(c) Pién di kiém tra két qua cit enzym gidi han trén gel acrylamit 12% hodc gel
agaroza 2%; va

(d) Poc két qua dién di.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 1a anh dién di san phdm PCR nhan ban cac plasmit chira cac doan chén
khong mang dot bién voi cac cap moi tao dot bién diém A3251G, T3271C, T3291C,
G3460A, TR993G/C, T9176C va G11778A c6 kich thudc khoang 3 kb.

Hinh 2 13 anh dién di plasmit mang cic dot bién A3251G, T3271C, T3291C,
G3460A, T8993G/C, T9176C va G11778A c6 kich thudc khodng 3 kb.

Hinh 3 12 m6t phan két qua giai trinh ty cac doan gen mang va khong mang dot bién
A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C, T9176C va G11778A co kich thudc
khoang 3 kb.

Hinh 4 13 hinh anh két qua PCR nhén ban cic doan mang ddt bién A3251G,
T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C, T9176C va G11778A co kich thudc khoang 3 kb

clia d6i chting va cac miu bénh pham.
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Hinh 5 12 két qua dién di san pham cit enzym giéi han cua d6i chimg va cac mau
bénh pham nghi mang cic dot bién A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C,
T9176C va G11778A.

M ti chi tiét giai phap hiru ich:

Theo khia canh thir nhat, giai phap hitu ich dé xuét quy trinh tao cac dot bién diém
A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C, T9176C va G11778A bao gbém cic
budc:

(a) tao cac vecto mang vung gen binh thuong chira cac vi tri mang dot bién néu
trén:

- Chuén bi ADN tdng sé: ADN tong sd ciia nguoi binh thudng duoc tach theo kit
cta Qiagen.

- Nhén ban doan gen ty thé chira vi tri dot bién bang ky thuat PCR (phan mg chudi
trung hop polymeraza): Cac doan gen ty thé chira cac vi tri 3251, 3271, 3291, 3460, 8993G,
9176 hoac 11778 duoc khuéch dai bang phan tng chudi polymeraza (PCR).

- Nhén dong truc tiép cac doan gen trén lan luot vao vecto pJET1.2: sau khi da
kiém tra trén gel agaroza 2%, cac san phidm PCR cua cac doan gen ty thé chira cac vi tri
3251, 3271, 3291, 3460, 8993G, 9176 hodc 11778 dugc gin truc tiép vao vecto nhan
dong pJET1.2 theo kit ctia Thermiscientifics. Do ddy la vecto nhan dong dau bang, kha
nang gan thém mot gdc adenosine monophosphate (A) & diu 3 ciia san pham PCR nho
hoat tinh transferaza dau chudi khong phu thudc vao trinh tw ADN khudn cia Taqg ADN
polymeraza, nén can phai c6 phan ung loai bé nucleotit A & cudi chudi ADN & phén img
PCR. Nho d6, san phidm cuia phan tng PCR c6 thé duoc gin chinh xac vao vecto nhén
dong.

Phan tng tao dau béng duoc thuc hién trong 5 phtt & nhiét do 70°C sau d6 mau
duoc @ trén nude d4 lanh. Thanh phan phan tng (v6i tong thé tich cta phan ung 12 18 pl)
bao gébm 10 ul dém phan tmg 2X, 1 ul san phdm PCR, 17 ul nuée tinh sach khir ion va 1

ul enzym ADN déu bang. Sau phan tmg tao ddu bang, phan img gin duoc tién hanh bing
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viéc cho thém vao hdn hop san pham tao dau bang 1 ul pJET1.2/blunting Cloning vecto
(50 ng/ul) va 1 ul enzym T4 ADN ligaza G ¢ nhiét d6 22°C trong 5 phut. Sau do, san
phim cua phan tng s& dugc bao quan & -20°C hodc st dung dé bién nap vao E. coli
DH5a.

Dé bién nap plasmit vao t& bao kha bién E. coli DHS5a, té bao kha bién (da duge xu
Iy trong diéu kién lanh, c6 ion Ca®", bao quan & -80°C) duoc 14y ra va ra dong trén nudc
da tir 10-20 phat. Sau d6, 10 pl hdn hop phan tmg géan & trén dugc bd sung vao dung dich
té bao, tron nhe va dé trén nude da 20 phut tao diéu kién cho vecto bam lén thanh té bao.
Sau d6, hdn hop duoc sdc nhiét & 42°C trong 45 gidy va dugc lam lanh ngay trén nudc da
trong 2 phat. Hon hop bién nap nay tiép tuc duoc bd sung thém 300-500 pl mdi trudng
LB 16ng va mau duoc nudi cdy tinh trong ti 4m & 37°C trong 10 phit. Tiép dén, miu
duoc nudi lic & te do 150 vong/phit, & nhiét do 37°C trong thoi gian 50 phit nhdm phuc
hdi cac t& bao sau khi bj sé¢ nhiét. Hon hop bién nap (khoang tir 50-100 pl) tiép tuc dugc
cy trai t& bao trén dia petri chira méi truong LB diic c6 50 pg/ml ampicillin va duge nuoi
trong ti 4m 37°C cho dén khi quan sat thdy sy hinh thanh cac khuén lac ro rét (sau 8- 20
gidy nudi cy).

Céc khudn lac E. coli DH50. tao thanh dugc kiém tra bing phwong phap PCR truc
tiép. Khuén lac mang vecto tai t6 hop s& duoc chon loc va nudi trong mdi truong LB 1ong
dé chuan bi cho budc tach plasmit.

- Tinh sach va giai trinh tu: cic plasmit tir té bao mang vecto tai to hop thu duoc &
bude trén duge tinh sach dé giri di xac dinh trinh tu nham khang dinh trinh ty ving nhan
1én 14 chinh x4c, 1am co s& cho viée thiét ké mdi tao dot bién.

(b) thiét cac cap mdi phosphoryl hoa & dau 5° (bang 1):

Bang 1. Trinh tu cac cdp mdi tao d6t bién duoc thiét ké

Tén dot

bién

Nhiét

Tén mo1 Trinh ty moi .
do gan

A3251G | MAGSIM1 | 5'Phos-CCC GGT GAT CGC ATA AAACT -3 55,3°C
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MAGS51IM2 | 5'Phos-CTC TGC CAT CTT AAC AAA CCC T-3' | 55,0°C
MTC7IM1 | 5Phos-TAA AAC CTT AGA GTC AGA GGT 51,7°C
T3271C TC-3
MTC71M2 | 5'Phos-AGT TTT ATG CGA TTA CCG GG -3' 52.8°C
MTC9IMI | 5Phos-TTG GAT CCC TCT TCT TAA CA -3' 50,5°C
T3291C | MTC91M2 | 5'Phos-CCT CTG ACT GTA AAG TTT TAA GT | 50,4°C
-3
LHGA34M1 | 5Phos-CCC TTC GCT GAC ACC ATA AA -3' 55,0°C
G3460A
LHGA34M?2 | 5'Phos-TTG TAG TAG CCC GTA GGG G -3' 55,8°C
LTC8M]1 | 5'Phos-GCC TAA CCG CTA ACA TTA CTG 61,7°C
CAG GC-3'
T8993G/C
. LTG89M2 | 5Phos-GTA CGG CCC GGG CTA TTG GT -3' | 62,2°C
LTC89M3 | 5Phos-GTA CGG CCG GGG CTA TTG GT -3' | 62,2°C
LTC91IM1 | 5Phos-TCA CAC TTC CAG TAA GCC TCT A -3' | 55,0°C
T9176C | LTC9IM2 | 5Phos-AAA CGT AGG CTT GGA TTA AGG C | 55.4°C
-3!
LHGAM1 | 5Phos-CTC ACA GTC ACA TCA TAA TCCT-3' | 51,9°C
G11778A
LHGAM?2 | 5Phos-TGC GTT CGT AGT TTG AGT TT -3' 52.,4°C

- cdp moi dugce thiét ké dua vao trinh tu chuén trén ngéin hang gen da duogc cong bd

(Anderson S., et al., Sequence and organization of the human mitochondrial genome.

Nature 1981. 290: 457-465) va cac dot bién mong mudn nhu tai vi tri 3251 A duogc thay

bﬁmg G, 3271 T duogc thay béng C, 3291 T dugc thay béng C, 3460 G duogc thay béng A,

8993 T duogc thay bang C, 9176 T duoc thay bang C, 11778 G duoc thay bing A.

- Céc moi phai dugc gan thém gbc phosphat & déu 5° ddy 1a viéc ma cin thiét cho

budc khir phosphat trude khi dong vong (ligation).

- Pé tang hi€u suat cat cua enzym, chat luong cua cidc modi can dat dot sach cao,

tranh tap nhiém.
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- Nhiét dot gén mdi dugc tinh dua va trang web: www.thermoscientific.com/tmc
nhiam xéc dinh nhiét d6 chinh xac phu hop v6i hé enzym cta hing. Dé tdng tinh dac hi¢u
ddi voi enzym Phusion Hot Start II DNA Polymerase ctia mdi thi nhiét dot gin moi
thuong cao hon nhiét do tinh toan 1a 3°C.

- Trén vecto 2 moi dugc thiét ké ndi tiép nhau va mot trong hai mdi mang nucleotit
dot bién tai vi tri dot bién.

(c) tao cac vecto mang cac dot bién diém noi trén:

- Tién hanh PCR sir dung khuén ADN 13 san phdm plasmit & muc (a) voi cip moi
duoc thiét ké & muc (b) theo kit Phusion Site-Directed Mutagenesis.

- Thanh phan mdi phan Gtng PCR nhén ban cac plasmit dugc tao ra & muc (a) bao
gdm: 10 pl dém Phusion HF 5X; 0,5 pul Phusion Hot Start ADN polymeraza (2U/ul); 1 ul
dNTPs 10 mM; 2,5 ul mdi xudi 10 pmol; 2,5 ul mdi nguoc 10 pmol; b sung ddH,O dé
thé tich mdi phan tmg dat 48 pl. Hn hop phan tng dugc tron déu, sau do éng miu nay
duoc bd sung thém 2 pl ADN plasmit 1am khuon (20pg). Chuong trinh chay cho phan
ttng PCR gdm 25 chu ky, v6i ché do nhiét cho mdi chu ky 1a 98°C trong thoi gian 10 gidy
dé bién tinh ADN, 55-60°C trong thoi gian 30 gidy dé& gin mdi va 72°C trong thoi gian 2
phuat dé kéo dai chudi.

- Poan san pham PCR dugc nhan 1én theo budc trén tiép tuc duoc dong vong bang T4
ADN ligaza. Cu thé, 20 ng san phdm PCR duoc thém vao 2 ul 5X dém lagation nhanh, dan
thém nudc khir ion dén thé tich dat 9,5 ul rdi tron déu hén hop. Sau do, 0,5 pl enzym T4
ADN ligaza dugc bo sung. Hén hop duoc tron manh, ly tdm nhanh va 0 & nhiét do phong
trong 5 phit. Nhu vay, hdn hgp san phdm & bude nay s& duoc sir dung dé bién nap truc tiép
hodc dugc bao quan & -20°C (luu y khong duoc bat hoat enzym béng nhiét).

- Cac budrc tién hanh dé bién nap plasmit vao té bao kha bién E. coli DH5a tuong tu
nhu d4 néu & muc a). Té bao kha bién (bao quan & -80°C) dwoc ldy ra vara dong trén nudc
d4 tr 10 dén 20 phut. Sau d6, 10 pl hdn hop phan tng gan & trén dugc bd sung vao dung

dich té bao, tron nhe va G trén nude da 20 phut tao diéu kién cho vecto bam 1én thanh té bao.

-0-
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Sau d6, hdn hop duge sdc nhiét & 42°C trong 45 gidy va dugc lam lanh ngay trén nudc da
trong 2 phat. Hon hop bién nap nay dugc bd sung thém 300-500 pl mdi truong LB 1ong va
mau dugc nudi cdy tinh trong ta 4m & 37°C trong 10 phit; tiép dén nudi lic & tde do 150
vong/phut & 37°C trong 50 phut dé phuc hdi cac té bao sau khi bi sdc nhiét. 50-100 pl hon
hop bién nap tiép tuc dugc cdy trai t& bao trén dia petri chira méi trudng LB dic c6 50
ng/ml ampicillin va duoc nudi trong tii 4m 37°C cho dén khi quan sat thay su hinh thanh
cac khuén lac ro rét (sau 8- 20 gio nudi cdy).

- Céc khuén lac E.coli DH5a tao thanh duoc kiém tra béng phuong phap PCR truc
tiép. Khuén lac mang vecto tai t5 hop s& dwoc chon loc va nuéi trong mdi truong LB léng,
chuén bi cho budc tach plasmit.

- Tinh sach plasmit tir té bao mang vecto tai t6 hop thu duoc & budce trén dé g di xac
dinh trinh tu, khéng dinh trinh ty ving nhan 1én 1a chinh xac.

Theo khia canh thir hai, giai phap dé& xuét cac plasmit thu duoc tir quy trinh néu trén.

Plasmit 12 plasmit tich dong va mang cac vi tri dot bién twong tng trén hé gen ty thé.

Giai phap mo ta viéc cai tién quy trinh chan doan bénh nhan mang dot bién gene ty
thé bing phudng phap PCR-RFLP sir dung céc plasmit mang cac dot bién tuong tng lam
d6i chimng dwong. Quy trinh nay bao gdm cac budc:

(a) Nhan gen (PCR) cdc miu bénh pham, dbi ching am va dbi ching dwong tuong
ting voi viing gen mang dot bién.

- Thanh phan mdi phan tmg PCR nhan ban doan gene mang cac dot bién A3251G,
T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C, T9176C va G11778A bao gom: 2,5 ul dém Taq
ADN polymeraza 10X; 0,5 ul Taq ADN polymeraza; 2,5 pl dNTPs 2 mM; 1 pl mbi xubi
(twong tmg timg dot bién) 10 pmol; 1 pul mdi nguoc (twong ting timg do6t bién) 10 pmol; bd
sung ddH,O dé thé tich mdi phan tmg dat 23 ul. Hon hop phan tng dugc tron déu, sau do
6ng nghiém chay PCR nay duoc bd sung thém 2 ul ADN bénh nhan, hodc plasmit khong
dot bién, hoic plasmit mang dot bién hodc nude khir ion. Chuong trinh chay cho phan ung

PCR gdm 35 chu ky, véi ché d6 nhiét cho mdi chu ky 12 95°C trong thoi gian 10 gidy dé
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bién tinh ADN, 55°C-60°C (tuy theo cap mdi tirg dot bién) trong thoi gian 20 gidy dé gin
mdi va 72°C trong thoi gian 30 gidy dé kéo dai chudi.

- Pién di san phdm PCR trén gel agaroza 1,5% dé kiém tra két qua. Néu san pham
PCR 1én déu, sang rd nét va khong 1én véi éng bd sung nuée khir ion thi tién hanh sang
budc tiép theo. Néu ¢6 van dé nhu bang 1én khong déu, dbi chirng am 1én thi phai tién hanh
PCR Iai.

(b) Cit enzym giéi han va phan bi€t cac phan doan dugc tao ra (RFLP) co cai tién, sur
dung dém FastDigest lam giam thoi gian phan tmg xudng con dudi 15 phut.

- Phan ting cit duoc thuc hién véi cac thanh phén (téng thé tich 1a 10 ul ) nhu sau: 1
ul dém enzym gidi han FastDigest 10X; 0,5 pl enzym giéi han (10 don vi/ul) tuong Gng
cho timg ddt bién; 6 pl san pham PCR va 2,5 pl dd H,O. Hdn hop phan tng dugc 4 ¢ 37°C
trong khodng thoi gian tir 5-15 phut.

(c) Pién di kiém tra két qua cit enzym gi6i han trén gel acrylamide 12% hoic gel
agaroza 2%.

- Tra cac mau voi thé tich tdi da khong qua 10 pl vao ban gel theo thir tu thang chudn,
d6i chimg am, ddi chimg dwong va cac mau bénh phim. Sau khi tién hanh chay dién di &
dién thé 120 volt trong khoang 45 phut, ban gel duoc nhudém voi ethidium bromide 50
ug/ul trong 5 phut va soi trén may doc geldoc ctia BioRad

(d) Poc két qua dién di cac dot bién A3251G, T3271C, T3291C, G3460A, T8993G/C,
T9176C va G11778A (hinh 5).

- V6i dot bién A3251G, mau dot bién s& co hai bang 118 bp va 80 bp véi truong hop
bénh nhan mang dot bién & dang ddng nhat, hoic ba bang 118 bp, 80 bp va 198 bp vai
truong hgp bénh nhan mang dot bién & dang khong dong nhét, mau khéng dot bién chi mot
bang 198 bp.

- Véi dot bién T3271C, miu dot bién s& c6 ba bang 79 bp, 24 bp va 45 bp v6i trudng

hop bénh nhan mang dot bién & dang ddng nhat, hodc bén bang 79 bp, 24 bp, 45 bp va 148
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bp voi truong hop bénh nhan mang dot bién ¢ dang khong dong nhat, con mau khong dot
bién c6 2 bang 1a 103 bp va 45 bp.

- V6i dot bién T3291C, mau dot bién s& ¢ hai bang 282 bp va 27 bp véi truong hop
bénh nhan mang dot bién & dang dong nhit, hodc ba biang 282 bp, 27 bp va 309 bp véi
treong hop bénh nhan mang dot bién & dang khong ddng nhét, mau khong dot bién chi mot
bang 1a 309 bp.

- V6i dot bién G3460A, méu dot bién s& chi c6 mot bang 306 bp, hodc ¢ ba bing 306
bp, 184 bp, 122 bp trong trudng hop miu mang dot bién & dang khong dong nhét, con mau
khong mang dot bién co6 2 biang 14184 bp va 122 bp.

- Vi dot bién T8993G/C, mau dot bién sé c6 hai bang 224 bp va 178 bp véi truong
hop bénh nhin mang d6t bién & dang ddng nhat, hoic 3 bang 402 bp, 224 bp va 178 bp voi
trudng hop bénh nhan mang dot bién & dang khong ddng nhat, mau khong dot bién chi co
mot bang 402 bp.

- Vi dot bién T9176C, mau dot bién s& chi c6 mdt bang 163 bp véi truong hop bénh
nhan mang dot bién & dang ddng nhat, hodc ¢6 3 bang 163 bp, 117 bp va 46 bp véi truong
hop bénh nhan mang ddt bién & dang khong ddng nhat, con mau khong mang dot bién chi
c6 2 bang 1al117 bp va 46 bp.

- Véi dot bién G11778A, mau dot bién sé chi c6 mot bang 318 bp, hodc co ba bang
318 bp, 213 bp, 105 bp trong trudng hop miu mang dot bién ¢ dang khong dong nhit, con
mau khong mang d(f)t bién c6 2 bang 1a 213 bp va 105 bp.

Vi du thwc hi¢n gidi phap hiru ich
Vi du: San xuét plasmit mang dot bién

Budc thir nhét 1a tao vecto tai té hop mang cac vung gen binh thuong ciia doan can
tao dot bién A3251G:

Nguyén liéu va cac hoa chit sir dung: kit tich chiét ADN tir mau dugc mua vi du tir
hang Qiagen (1 phan rng); cac thanh phén ctia phan ing PCR gdm oligonucleotit (1pl mdi

loai) dwoc dat mua vi du tor hang IDT; Taq ADN polymeraza (1pl) cia Enzynomics;
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dNTPs (5ul), vecto pJET1.2 (1pl), cia hang Thermoscientifics va 01 phan Ung tach
plasmit duoc mua vi du tir hang Qiagen; té bao kha bién DH50: (200 pl) dwoc mua vi du tir
hang Invitrogen. Cac hda chét khac déu dat do tinh khiét dung cho nghién ctu sinh hoc
phan t. Cap méi MAG Fw, MAG Rv ¢6 trinh ty sau:

MAG Fw: 5> CAAGAGAAATAAGGCTTACTTC 3’

MAG Rv: 5 GGA GTA GGA GGT TAG CCATGG G 3’

pJET1.2 Fw: 5°-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’

pJET1.2 Rv: 5>-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

- Tach ADN tlr mau theo huéng dan cua kit.

- Nhén ban doan gen mang vi tri 3251 sir dung cip mbéi MAG Fw, MAG Ry

- Thanh phan m&i phan tmg PCR nhan ban doan gen mang vi tri 3251 bao gdm: 2,5 pl
dém Taq ADN polymeraza 10X; 0,5 ul Taq ADN polymeraza; 2,5 ul dNTPs 2 mM; 1 ul
MAG Fw 10 pmol; 1 pl MAG Rv 10 pmol; bd sung ddH,O dé thé tich mdi phan tng dat 23
ul. Tron déu cac thanh phan, sau d6 bd sung thém 2 pl ADN duoc tach tir mau lam khuén.
Chuong trinh chay PCR gdm 35 chu ky v6i ché d6 nhiét cho mdi chu ky 12 95°C trong thoi
gian 10 gidy dé bién tinh ADN, 56°C trong thoi gian 15 gidy dé gin mdi va 72°C trong thoi
gian 30 gidy dé kéo dai chudi.

- Kiém tra két bang cach dién di san phdm phan tng PCR trén gel agaroza 2%, su
dung thang chuan ADN 25 bp. Phan tng cho két qua duong tinh khi 1én mot bang ADN
duy nhét kich thuéc 198 bp ctia doan gen. San phdm phan img nay s& duoc st dung cho cac
budc nhan dong tiép theo.

- Gén doan gen mang vi tri 3251 vao vecto pJET1.2 nhu sau: tao hdn hop gém vecto
pJET1.2 (tir 10 ng dén 100 ng), gen mang vi tri 3251 (tir 30 ng dén 300 ng), dém T4 ADN
ligaza 10X (2 ul); T4 ADN ligaza (1 ul); b6 sung thém dung dich H,O dé thé tich cudi cing
ctia phan tmg 1 20 pl; & hdn hop san phim gin & 4°C qua dém hodic 22°C trong 3 gid.

- Bién nap san pham gén vao té bao kha bién E. coli DH5a nhu sau: 1iy 100 pl té bao
kha bién E. coli DHSa (bao quan trong ta lanh sau -80°C) ra rd dong trén nudc dé trong

thoi gian 15 phut; bd sung 10 pl hdn hop phéan Gng gén & trén vao, tron nhe va dé trén nudce
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da trong thoi gian 10 phut tao diéu kién cho vecto bam 1én thanh té bao; sdc nhiét hdn hop
& 42°C trong thoi gian 45 gidy chuyén miu ngay 1én nudce d4 G 2 phut; bo sung 500 ul moi
truong LB (Luria Bertani) 10ng vao hdn hop bién nap, mau sau d6 duoc nudi cdy tinh trong
t0 4m & nhiét do & 37°C trong thoi gian 20 phat va tiép dén nuoi lic véi toc do 150
vong/phut & nhiét do 37°C trong khoang 60 phut. Sau d6, 50 pl hén hop bién nap dugc cdy
trai t& bao trén dia petri chira méi truong LB dic c6 50 pg/ml ampicillin va nudi trong tu
Am & nhiét do 37°C qua dém. Két qua bién nap xut hién mot vai khuén lac tréng. Tién hanh
sang loc vi khudn mang vecto pJET1.2 ti td hop c6 doan chén 14 doan gen mang vi tri 3251
bang PCR véi khuon chinh 1 céc khuin lac tring, st dung cip mdi pJET1.2 Fw va
pJET1.2 Rv cung céc thanh phan phan tng va chu trinh nhiét tvong ty nhu phan tmg PCR
néu trong budc thir nhat. San phim PCR cho bang ADN kich thuéc khoang 318 bp chinh la
cac khuan lac mang vecto pJET1.2 tai t6 hop c6 doan chén 1 gen ma hoa cotB tuong tng
goi tat 1a pJET1.2 3251.

- Tinh sach plasmit tir t& bao mang vecto tai t6 hop thu dugc & budc trén dé giri di giai
trinh tu, két qua pht hop véi trinh tu chudn trén ngan hang gen va sir dung cho budc tiép
theo.

Budc thir hai tao thiét ké ciip mdi tao dot bién A3251G bao gdm cac cong doan sau:

Nguyén liéu va hoa chét: trinh tu dugc giai ¢ trén; phin mém Primer 5, Primer Blast

cua NCBI.

- Xac dinh moi tha nhét mang mot vi tri sai khéac chinh la nucleotit dot bién.
- Mdi thir 2 duge bit du tir trude vi tri 5° ctia mdi thi nhat nhung & mach doi dién.
- Xac dinh chiu dai 2 mdi sao cho nhiét do gin mbi twong dwong nhau.

- Nucleotit gach chan 1a nucleotit dot bién, cac mdi déu duoc gin phosphat & dau 5°.

Tén dot . . Nhiét do
o Tén mo1 Trinh ty moi1 .
bién gan__|
MAGS51M1 | 5'Phos-CCC GGT GAT CGC ATA AAA CT -3 55,3°C
A3251G
MAGS51M2 | 5'Phos-CTC TGC CAT CTT AAC AAA CCC T -3' | 55,0°C

Budc thir ba 1a tao plasmit dot bién A3251G bao gbm cac cong doan sau:
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- Nhéan PCR plasmit pJET1.2 3251 & budc mot véi cap moi duge thiét ké & bude
hai. Thanh phin mdi phan tng PCR nhén ban cac plasmit dugc tao ra & myc (a) bao gom:
10 pl dém Phusion HF 5X; 0,5 pl Phusion Hot Start ADN polymeraza (2U/ul); 1 pl
dNTPs 10 mM; 2,5 ul mdi xudi 10 pmol; 2,5 pl mdi nguoc 10 pmol; bd sung H,O dé thé
tich m&i phan Gng dat 48 ul. Tron déu cac thanh phan sau d6 bd sung thém 2 pl ADN
dugc plasmit lam khuon (20 pg) va chay PCR gém 35 chu ky véi ché do nhiét cho mdi
chu ky 12 98°C trong thoi gian 10 gidy dé bién tinh ADN, 55-60°C trong thoi gian 30 gidy
dé gan mdi va 72°C trong thoi gian 2 phut dé kéo dai chudi.

- Poan san pham PCR dugc nhan 1én dugce dong vong bang T4 ADN ligaza. Cu thé,
hén hop chira 20 ng san pham PCR, 2 pl 5X dém lagation nhanh, 9,5 pl nudc khtr ion
duoc tron déu va sau d6 bd sung 0,5 ul enzym T4 ADN ligaza. Hon hop tiép tuc duoc
tron manh, ly tim nhanh va 0 & nhiét do phong trong 5 phut. San pham sau cing s& duoc
su dung dé bién nap tryc tiép hodc bao quan ¢ -20°C (Luu y khong dugc bét hoat enzym
bang nhiét).

- Bé bién nap plasmit vao t& bao kha bién E. coli DH5a, té bao kha bién (bao quan
& -80°C) duoc ra dong trén nuéc da 10-20 phut. Sau do, 10 pl hdn hop phan Gng gin ¢
trén dugc bd sung vao dung dich té bao, tron nhe va G trén nude da 20 phut tao didu kién
cho vecto bam 1én thanh té bao, san pham tiép tuc dugc sdc nhiét & 42°C trong 45 gidy va
dwoc chuyén ngay 1én nude da o 2 phat. BS sung 500 pl mdi trudong LB (Luria Bertani)
1ong vao hdn hop bién nap, mau sau d6 dugc nudi cy tinh trong ti 4m & nhiét do & 37°C
trong thoi gian 20 phut va tiép dén nudi lic voi te do 150 vong/phut & nhiét do 37°C
trong khoang 60 phut. Tiép do, 50-100 ul hdn hop bién nap duoc cdy trai té bao trén dia
pectri chira moi truong LB dic ¢6 50 pg/ml ampicillin va nudi trong ta 4m 37°C cho dén

khi quan sat thay su hinh thanh cac khuan lac o rét (sau 8- 20 gio nudi ciy).
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- Céc khuén lac E. coli DH5a tao thanh duoc kiém tra bang phuong phap PCR truc
tiép. Khudn lac mang vecto tai t6 hop sé duoc chon loc va nudi trong moi truong LB
16ng, chuén bi cho buéc tach plasmit.

- Tinh sach plasmit tir té bao mang vecto tai to hop thu dugc & bude trén dé gui di
xac dinh trinh tu va khéng dinh trinh ty ving nhén 1én la chinh xéc.

Viéc san xuét cac vecto mang dot bién diém T3271C, T3291C, A3251G, G3460A,
T8993G/C, T9176G va G11778A duoc san xuét tuong ty nhu viéc san Xuét vecto mang
dot bién diém A3251G nhu trén, chi khac st dung cac doan moi twong meg.

Két qud thyc hién dugce thé hién trén cac Hinh 1-4, trong d6 Hinh 1 1a &nh dién di
san phdm PCR nhan c4c plasmit chira doan chén khong mang dot bién diém. Hinh 2 1a
anh dién di plasmit dot bién thu dugc bing quy trinh theo giai phap. Hinh 3 1a két qua
giai trinh tw cac doan gen mang va khong mang dot bién. Hinh 4 1a két qua PCR cac ban
mang dot bién theo giai phap va cac mau bénh pham thir nghiém.

Hi€u qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Theo quy trinh thiét 1ap, cac plasmit mang cac dot bién T3271C, T3291C, A3251G,
G3460A, T8993G/C, T9176C, G11778A 1a mot dang tai t hop mdi, sau khi duoc tao
thanh c6 thé dugc san xuét bang phuong phap 1én men vi sinh don gian ¢ quy mé lén
men cbng nghiép, cho phép tao thanh san phdm vé6i gia thanh c6 tinh canh tranh cao.

Céc plasmit mang céc dot bién T3271C, T3291C, A3251G, G3460A, T8993G/C,
T9176C, G11778A sau do duoc sir dung 1am dbi chimng duong hd tro trong chin doan dot
bién gen ty thé & ngudi bang phuong phap PCR-RFLP. Qua trinh chén doan duogc thuc
hién rat don gian va khong yéu ciu may moc dit tién hay phirc tap kém theo nén d& dang
ap dung quy trinh & bat ky bénh vién hay co sé xét nghiém y té nao. Hon nita, gia thanh
ctia nguyén liéu thuc hién quy trinh nay ciing s& 12 mot wu thé so véi cac san pham trén

thi truong.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Quy trinh tao miu chudn dé phat hién cic dot bién diém & bénh nhan nghi mic bénh ty

the bao gdm céac budec:

(a) tao vecto mang ving gen binh thuong chira dot bién diém bang cach chiét ADN tong

s6 ctia ngudi va nhan cac doan gen ty thé chira cac vi tri 3251, 3271, 3291, 3460, 8993G,

9176 va 11778 bang phan tng PCR, sau khi cit bing enzym ADN dau bang, gin vao

vecto nhan dong jJET1.2, sau do bién nap vao té bao E.coli DH5a va chon loc trong moi

truong LB dic chira 50pg/ml ampicillin & 37°C, sau d6 chiét tich dé thu plasmit tai to

hop;

b) tao doan moi mang dot bién diém béng cac doan mdi chira cac dot bién T3271C,

T3291C, A3251G, G3460A, T8993G/C, T9176G hoic G11778A va duoc gn gbc

phosphat vao dau 5° nhu sau:

Nhiét

Tén dot . ..
. Tén moi Trinh tu moi .
bién do gan
: MAGS51IM1 | 5Phos-CCC GGT GAT CGC ATA AAA CT -3' 55,3°C
A3251G —
MAGS5IM2 | 5Phos-CTC TGC CAT CTT AAC AAA CCC T-3' |55,0°C
MTC71M1 | 5'Phos-TAA AAC CTT AGA GTC AGA GGT 51,7°C
T3271C TC-3°
MTC71M2 | 5'Phos-AGT TTT ATG CGA TTA CCG GG -3' 52,8°C
MTC91M1 | 5'Phos-TTG GAT CCC TCT TCT TAA CA -3' 50,5°C
T3291C
MTC91IM2 | 5'Phos-CCT CTG ACT GTAAAGTTT TAA GT -3' | 50,4°C
LHGA34M1 | 5'Phos-CCC TTC GCT GAC ACC ATA AA -3' 55,0°C
G3460A
LHGA34M2 | 5'Phos-TTG TAG TAG CCC GTA GGG G -3 55,8°C
LTC8&8IM1 5'Phos-GCC TAA CCG CTA ACATTA CTG CAG | 61,7°C
GC-3
T8993G/C
LTG89M2 | 5Phos-GTA CGG CCC GGG CTA TTG GT -3 62,2°C
LTC89M3 | 5Phos-GTA CGG CCG GGG CTA TTG GT -3'

62,2°C
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LTC91M1 5'Phos-TCA CAC TTC CAG TAA GCC TCT A -3' | 55,0°C

ree LTC91M2 | 5'Phos-AAA CGT AGG CTT GGA TTA AGG C-3' | 55,4°C

LHGAMI 5'Phos-CTC ACA GTC ACA TCATAATCCT-3" | 51,9°C

GH77EA LHGAM?2 5'Phos-TGC GTT CGT AGT TTG AGT TT -3' 52,4°C
va

¢) tao cac vecto mang dot bién diém bing cach PCR véi san phdm plasmit tai td hop thu

dugc & muc a) va cdc doan moi mang dot bién diém & muc b), sau do, san pham dugc

khép vong bing T4 ligaza, tiép d6, plasmit nay duwoc bién nap vao té bao kha bién E.coli

DH5a va chon loc trén moéi truong LB ddc chda 50ug/ml penicillin, sau do6 thu vecto

chua dot bién didm nhan tao A3251G, T3271C, T3291C, A3251G, G3460A, T8993G/C,

T9176G va G11778A dé 1am méu chuin dung dé phat hién dot bién diém & bénh nhan

nghi méc bénh ty thé.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm bude tao chung giéng

E.coli DH5a chtra vecto dot bién diém nhan tao A3251G, T3271C, T3291C, A3251G,

G3460A, T8993G/C, T9176G va G11778A.
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