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Linh vuc k¥ thuat dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vire cong nghé sinh hoc, cong nghé di truyén Ung dung trong
y hoc. Cu thé sang ché dé cap dén chip sinh hoc dé phat hién dot bién gen gy bénh
tan mau bdm sinh (thalassemia) trén co s& vi mang ADN (DNA microarray).Sang ché
cling d& cap dén kit dé phat hién dot bién gen gy bénh tan mau bam sinh, cic doan

mdi va quy trinh phat hién dot bién gen nay bing kit theo sang ché.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

R6i loan hemoglobin 1a c4c bénh di truyén thuong gip nhét trén thé gioi, dic
biét 1a & nhing noi dich bénh sét rét da xay ra. Nhiing rdi loan nay bao gém cac bénh
hemoglobin (gdy ra do su thay dbi clu trac trong cac chudi protein globin cua
hemoglobin, vi du nhu bénh h@)ng cau hinh ludi liém) va thalassemia (do sy r6i loan
biéu hién globin). Nhitng rdi loan nay gy ra thiéu mau, thoi gian sdng cta hong ciu
ngén/su tan mau, va cac bénh ly he théng khéac phy thudc vao su ¢ mit cua cac dot
bién cuy thé.

Bénh tan mau bam sinh (hay con goi 1a bénh thalassemia) la bénh 161 loan mau
di truyén 1an trén nhiém sdc thé thuong gay ra do giam/mat su tdng hop mot trong hai
chudi a-globin (HBA) hodc B-globin (HBB) ctia phan tir hemoglobin. Dya vao chudi
globin bi anh hudng, bénh tan mau bim sinh dugc chia thanh 2 thé 1a alpha
thalassemia (a-thalassemia) va beta thalassemia (B-thalassemia).

Giam biéu hién c6 thé do mét céu trac gen; hodc cac dot bién din dén viéc giam
su téng hop, xt ly hodc tinh 6n dinh cia ARN; hodic cac dot bién dan dén viéc giam
su tbng hop hoic tinh 4n dinh cua protein. Giam biéu hién mot trong cac chudi globin
din dén sy tich liiy qua mirc cdc polypeptit ma hoa cac boi cac gen khong chirc ning.
Su mét can bang chudi nay gay ra sy truéng thanh cia hdng ciu bét thuong dan dén
bénh thiéu méau hdéng ciu nhé, mot trong nhitng triéu chiing dic trung nhét cta bénh
tan mau bém sinh.

Bénh tan mau bam sinh thé nhe khong gay ra su thiéu mau; cac thé nang hon c6

thé gy ra thiéu mau hong cau nho, tan m4u, su tai nap sit, va phu thudc truyén mau.

_2-
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Bénh tan mau bam sinh 1a ganh ndng strc khoe dbi voi cong déng do dé vige sang loc
ngudi mang gen va tu van di truyén déng vai trd quan trong trong viéc ngin chin sinh
ra nhitng dra tré bi bénh ddc biét 1a thé ning.

D3 c6 nhidu k¥ thuit nhdm phat hién cic bién thé heamoglobin giy bénh tan
méu bim sinh, vi du séc 1y 16ng cao ap (High Performance Liquid Chromatography -
HPLC) hoic dién di mao quan (Capillary electrophoresis - CE). Hién da c6 nhiéu
phwong phéap khic nhau dua trén k§ thuat PCR c6 thé dugc st dgng dé phat hién dot
bién gen globin bao gém phén tich diém lai, phan tich diém lai nguogc, hé théng dot
bién khuéch dai chiu nhiét (amplification refractory mutation system - ARMS), dién
di bién tinh (denaturing gradient gel electrophoresis - DGGE), gap-PCR, phan tich
enzym gidi han (restriction endonuclease - RE), real-time PCR, giai trinh tu Sanger,
pyrosequencing, khuéch dai diu do da mdi dua vao phan tmg ndi (multiplex ligation-
dependent probe amplification - MLPA) va hé théng vi mang (microarray). Tuy nhién,
dic trung clia cac phuong phap nay thudng han ché bdi mot hodc mot vai dot bién cu
thé. P& xac dinh tit ca cac dot bién lién quan dén bénh tan mau bam sinh cin nhiéu
x6t nghiém phirc tap va tén kém.

K§ thuat vi mang (microarray) da dugc phat trién dé chin doan cac dot bién lién
quan dén bén tan mau bam sinh. Trong k¥ thudt nay, cac trinh ty ADN dac hi€u dugc
pht hodc tdng hop 1én cac vi mang 2D hoic 3D bing cach gin cong héa tri holic
khong cbng héa tri ADN 1én bé mit tim nén. Cic vi mang ADN thudng st dung dung
dich ddu do 12 hdn hop céac axit nucleic d3 danh diu va viéc lién két (bang cach lai)
trinh tw dich va dau do nhim d4nh gia ndng d6 twong d6i ctia manh axit nucleic trong
dung dich. Bing viéc tao ra mét sd luong rat 16n cac diém “spot” cia ADN, mdt vi
méng ADN c¢6 thé duge st dung dé dinh tinh va dinh lugng mét s lugng 16n cac trinh
tu axit nucleic khac nhau trong dung dich.

Chip sinh hoc ciing d4 duoc phét trién trén co s& lai nguoc cac oligonucleotit.
Ky thuat nay cho phép phat hién ddng thoi nhiéu dot bién thalaséaemia. Tuy nhién,
véi mdi k§ thuat khac nhau can céc doan do, doan mdi dic hiéu tuong ing véi cac dot
bién d sao cho c6 thé phat hién dic hidu cac doan dot bién trong lugng 16n cac doan
gen can phat hién. Viéc nay doi hoi phai phat trién dwoc cac doan do va cac doan mdi

cho phép t61 vu didu kién thyc hién PCR cling nhu diéu kién lai nham phat hién dugc
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doc 1ap, tranh dugc cac hién tuwgng am tinh, duong tinh gia do viéc khong t6i wu cac
diéu kién lai.

D4 ¢6 mot s cong b chi tiét md hinh chip ADN st dung dé x4c dinh kiéu gen
cla ngudi mang gen P-thalassaemia va bénh nhan B-thalassaemia. Phuong phdp SBE-
tag (tagged single-based extension) véi vi mang thay tinh hodc vi 1éng da dugc phat
trién dé phat hién 17 dot bién B-globin va phuong phép twong tu APEX (arrayed
primer extension) ciing duoc sir dung dé phat hién 23 dot bién. Tuy nhién, cin luu y
rang, v6i k§ thuat gen, viéc phat hién cac dot bién rai rac twong dbi d& do c6 thé phat
| trién dugc cac doan do va doan mdi véi cac dic trung va didu kién twong duong cho
phép thuc hién trong ciing mot diéu kién. Tuy nhién, ddi v6i bénh tan méau bam sinh,
cac dot bién tap trung trong mat ) vung va rat kho dé phét trién dugc cac doan mdi,
doan do dic hidu da dé phan biét dugc cac dot bién doc 14p. Do d6, hién chua c6 k§
thuat ciing nhu vi chip ndo dugc phat trién dé c6 thé phat hién dugc ddng thoi 24 dot
bién lién quan dén bénh tan mau bam sinh.

Do d6, can ¢6 nhu ciu phat trién chip, kit va phuong phép chin dodn cho phép
chin doan ddng thoi 24 dot bién lién quan dén lién quan dén bénh tan mau bAm sinh

v6i kha ndng phét hién ddc hi¢u, nhanh chong va chinh xéc.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché nham giai quyét cac vAn d& néu trén, theo d6 sang ché d& cap dén chip
sinh hoc dé phat hién 24 dot bién trén gen alpha-globin va beta-globin giy bénh tan
méau bam sinh va kit ding dé phat hién d6t bién gen nay. Ngoai ra, sang ché con d&
cap dén cac doan mdi va doan do dung trong chip sinh hoc va phuong phap phat hién
dot bién gy bénh tan mau bdm sinh nay.

Theo khia canh thir nhét, sing ché d& cap dén chip sinh hoc dé phat hién dot bién
gen gy bénh tan mau bam sinh, trong d6 chip nay bao gdm:

- vi mang (microarray) phat hién dot bién alpha-globin, trong d6 vi mang nay bao gém
tdm nén c6 cac vi diém c6 duong kinh tir 50 dén 300pm duge bd tri theo ddy cach

nhau khoang tir 100 dén 250pm, trén mdi vi diém nay dugc gin doc 1ap:

+ d4u do bao gdm trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.13,

theo thir tu xac dinh;
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+ dbi ching dwong c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.44;

+ @bi chimg 4m c¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.45;

+ d6i chimg huynh quang c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.46; va

+ dbi ching nhudm c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.47;
- vi méang (microarray) phét hién dot bién beta-globin, trong d6 vi mang nay bao gdm
tdm nén c¢6 cac vi diém c6 duong kinh tir 50 dén 300pum dugc bd tri theo day cach
nhau khoang tir 100 dén 250pm, trén mdi diém nay dugc gin doc 1ap:

+ d4u do bao gdm trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.43,

theo thir tu xac dinh;

+ dbi chimg dwong c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.44;

+ @i ching 4m c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.45;

+ @6i ching huynh quang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.46; va

+ d6i chtirng nhudm c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.47.

Theo mot phuong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché ¢ vi mang phat hién
dot bién alpha-globin va vi mang phat hién dot bién beta-globin dwoc gin trén cing
mot tAm nén 1a thay tinh borosilicat duge pha epoxy, aldehyt hodic amino.

Theo mot phwong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché c6 cac trinh tw diu do
hoic dbi chimg duoc gén doc 1ap trén cac vi diém theo cach khong tiép xtc voi ndng
d6 ndm trong khoang tir 1 dén 40pM.

Theo mot phuong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché c6 mdi dau do hoic
d6i ching duoc gin doc 1ap trén it nhét trén 3 vi diém khéc nhau x4c dinh trudc trén
vi mang tuong ung.

Theo mdt phuong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché dwoc bd tri trén tAm
nén véi lugng tir 2 dén 16 chip/tAm nén.

Theo khia canh thir hai, sang ché @& cap dén kit dé phat hién dot bién gen gay
bénh tan mau bim sinh, trong d¢6 kit nay chira it nhét mot chip sinh hoc theo séng ché
va cac dung dich dém, dung dich PCR.

Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 kit theo sang ché bao gdm c4c thanh phin

sau:
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Loai

Ky hidu

Thanh phéin, ham lwong

Téng

Chip

Biochip

Chip sinh hoc, 2 tim nén, mdi tdm 8 chip

16 chip

Dung dich dém

HS

Dung dich lai bao gdm SSC 3X, SDS 0,5% trong nuéc
MiliQ

3ml

WS1

Dung dich rira bao gdm SSC 1X, SDS1% trong nudc MiliQ

12ml

WS2

Dung dich rira bao gdm SSC 1X trong nuéc MiliQ

7ml

RS

Dung dich trang bao gdm TBS 1X, Tween20 0,5% trong
nudc MiliQ

40ml

DS

Dung dich nhudém bao gdm Cy5-Streptavidin 1mg/ml trong
nudc MiliQ

4uL

PC

Dung dich chimg bao gdm 10pM trinh tu néu trong SEQ ID
NO.71 trong nuéc MiliQ

SuL

Dung dich PCR

Mix1

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V1 SEA: SEQ ID NO.48 va SEQ ID NO.49, 0,1-
0,2uM moi loai;

Mbi V1 a4.2: SEQ ID NO.50 va SEQ ID NO.51, 0,1-0,2uM
moi loai; va

Mbi V1 THAL SEQ ID NO.52 va SEQ ID NO.49, 0,1-
0,2uM moi loai.

16X9uL

Mix2

Dung dich dém chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
M§i V1 a3.7: SEQ ID NO.53 va SEQ ID NO.54, 0,1-0,2pM
moi loai; va

Mdi V1 illpha22 SEQ ID NO.55 va SEQ ID NO.56, 0,1-
0,2pM moi loai.

16x9uL.

Mix3

Dung dich dém chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V1 betal: SEQ ID NO.57 va SEQ ID NO.58, 0,1-
0,2uM moi loai; va

Mobi V1 beta2: SEQ ID NO.59 va SEQ ID NO.60, 0,1-
0,2uM moi loai.

16x9uL

Mix4

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V2 SEA: SEQ ID NO.61, 0,1-0,2uM;

Mbi V2 a4.2: SEQ ID NO.62, 0,1-0,2uM; va

Mbi V2 THAIL: SEQ ID NO.63, 0,1-0,2puM.

16x22,5

Mix5

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V2 03.7: SEQ ID NO.64, 0,1-0,2uM;

Mbi V2 2-1 alpha2: SEQ ID NO.65, 0,1-0,2uM; va

Mbi V2 2-2 alpha2: SEQ ID NO.66, , 0,1-0,2uM.

16x22,5
pL

Mix6

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U

16x22,5
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Loai | Ky hiéu Thanh phén, him lweng Tong

Mobi V2 1-1 betal: SEQ ID NO.67; uL
Mobi V2 1-2 beta2: SEQ ID NO.68;
Mbi V2 2-1 betal: SEQ ID NO.69; va
M&bi V2 2-2 beta2: SEQ ID NO.70.

Theo mot phuong 4n uu ti€n, trong d6 cac dung dich dém, dung dich PCR dugc
dung trong cac lo ¢6 mau sic khac nhau hoic dugce danh diu dé phéan biét.

Theo mdt phwong 4n wu tién, trong d6 kit ndy duge dong géi kém huéng dan st
dung.

Theo khia canh thtt ba, sang ché d& cap dén cic doan do dung dé phat hién 24
dot bién gay bénh tan méau bim sinh, trong d6 cac doan do nay c6 trinh ti néu trong
SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.43.

Theo khia canh thir tu, séng ché dé cip dén cac doan mdi dung dé phat hién 24
dot bién gy bénh tan mau bam sinh, trong d6 cic doan mdi nay c6 trinh tur néu trong
SEQ ID NO.47 dén SEQ ID NO.70.

Theo khia canh thit nim, sang ché d& cap dén quy trinh phat hién 24 dot bién gay
bénh tan mau bam sinh, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc:

a) Chiét ADN tir mAu bénh phim bing cach thu nhin mau va chiét dé thu ADN
téng s6 va dinh luong vé ndng d6 khoang tir 1 dén 100ng/pL;

b) khuéch dai cac doan gen quan tim tir ADN tdng s bing cach tién hanh ba
phan mg PCR da mdi v6i ba nhém dot bién bao gdm:

- nhém SEA, o 4.2, THAI va o 3.7 véi cic doan mdi dugc néu trong SEQ ID
NO.48 d¢én SEQ ID NO.52;

- nhém ving alpha vé6i cac doan mdi dugce néu trong SEQ ID NO.53 dén SEQ ID
NO.56; va |

- nhém ving beta vé6i cic doan mdi duge néu trong SEQ ID NO.47 dén SQ ID
NO.60;

¢) gén nhén biotin vao cac doan gen quan tdm bing cach tién hanh PCR vong 2
v6i ba san phidm PCR twong tng vong 1 theo nhém bao gdm:

- nhém SEA, o 4.2, THAI va o 3.7 véi cac doan mdi duge néu trong SEQ ID
NO.61 dén SEQ ID NO.63;
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- nhém ving alpha véi cic doan mdi duge néu trong SEQ ID NO.64 dén SEQ ID
NO.66; va

- nhém ving beta v6i cac doan mdi dugc néu trong SEQ ID NO.67 dén SEQ ID
NO.70;

d) lai v6i cac doan do dédc hiéu b%mg cach cho san phém thu dugc tir nhom SEA,
o 4.2, THAI va a 3.7 va nhém ving alpha lai véi vi mang phat hién dot bién alpha-
globin ctia vi chip duge cb dinh trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID
NO.13 va nhém ving beta lai véi vi mang phat hién dot bién beta-globin cua vi chip
duoc ¢ dinh trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.43; va

e) x4c dinh dot bién bing cach U cac vi mang sau khi lai v6i doan nucleotit gin
huynh quang néu trong SEQ ID NO.46 va doc két qua trén may doc huynh quang dé
xéc dinh ddng thoi 24 d6t bién gen gy bénh tan mau bam sinh.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 13 so d6 tuong tac gitta lam kinh phu chét nén va diu do — oligonuclotit
cai bién amin du 5°.

Hinh 2 13 so dd tAm nén gém 8 chip trong mdt phuong 4n cu thé cia kit theo
sang ché. Mdi chip dugc in thanh hai vi mang doc 1ap d& c6 thé xét nghiém ddng thoi
cho 8 mAu bénh phim.

Hinh 3 1a hinh v& md t4 mdt phuong an cu thé cua phuong an in ma tran dau do
trén chip bao gdm hai vi méang.

Hinh 4. Anh chup vi mang cia chip cia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién IVS I-5 dang di hop, (B) thé hién dot bién CD 26 dang
di hop.

Hinh 5. Anh chup vi mang ctia chip cia mot két qua dién hinh trong Vi duy 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién CD 17 dang di hop, (B) thé hién dot bién IVS 11-654
dang di hop.

Hinh 6. Anh chup vi mang cta chip cia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 thé hién dot bién CD 17 & dang dong hop.

Hinh 7. Anh chup vi mang cta chip cia mot két qua dién hinh trong Vi duy 3,
trong d6 thé hién dot bién CD 41/42 dang ddng hop.
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Hinh 8. Anh chup vi mang cta chip ciia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién CD 8/9 dang di hop, (B) thé hién dot bién IVS I-1 dang
di hop.

Hinh 9. Anh chup vi mang cia chip ciia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 thé hién dot bién Init CD dang di hop.

Hinh 10. Anh chup vi mang cta chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién SEA dang di hop, (B) thé hién dot bién 4.2 dang di hop.

Hinh 11. Anh chup vi mang cia chip ciia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 thé hién dot bién THAI dang di hop.

Hinh 12. Anh chup vi mang cia chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 thé hién dot bién HbQs dang di hop.

Hinh 13. Anh chup vi mang cta chip cia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 thé hién dot bién HbPak dang di hgp. ,

Hinh 14. Anh chup vi mang cta chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién SEA dang di hop, (B) thé hién dot bién c.2delT dang
ban di hgp.

Hinh 15. Anh chup vi mang ciia chip ciia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién -28 dang di hop, (B) thé hién dot bién -90 dang di hop.

Hinh 16. Anh chup vi mang ciia chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién SEA dang di hop, (B) thé hién dot bién HbCs dang ban
di hop.

Hinh 17. Anh chup vi mang cta chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién SEA dang di hop, (B) thé hién dot bién 3.7 dang di hop.

Hinh 18. Anh chup vi mang cia chip ciia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién d6t bién CD 4142 dang di hop, (B) thé hién dot bién CD 147
dang di hop.

Hinh 19. Anh chup vi mang cta chip ctia mot két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién CD 26 dang ddng hop, (C) thé hién dot bién 3.7 dang di
hop.
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Hinh 20. Anh chup vi méang ciia chip ctia mét két qua dién hinh trong Vi du 3,
trong d6 (A) thé hién dot bién CD 95 dang di hop, (B) thé hién dot bién CD 26 dang
di hop.

MO ta chi tiét sang ché

Sau day, séng ché dugc md ta chi tiét véi cac phuong 4n thuc hién va cac vi du
cu thé. Tuy nhién, cac phuong 4n va cac vi du thuc hién cu thé nay chi nhdm minh hoa
d& hiu r3 ban chit cia sang ché chir khong nhim muc dich gidi han pham vi yéu ciu

bao ho cua sang ché.

Sang ché @& cap dén chip sinh hoc dé phat hién 24 dot bién trén gen alpha-globin
va beta-globin gy bénh tan mau bdm sinh (bénh Thalasemia) va kit ding dé phat hién
dot bién gen ndy. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén cac doan mdi, doan do ding trong
chip sinh hoc va phuong phap phat hién dot bién giy bénh tan mau bam sinh nay.

Bénh thiéu mau tan mau bim sinh 13 bénh rbi loan méu di truyén 13n trén nhiém
sdc thé thuong gy ra do giam sy biéu bién mét trong 2 chudi a-globin (HBA) hoic B-
globin (HBB) ciia phan tir hemoglobin. Cé 24 ddt bién lién quan dén bénh thiéu mau
tan méau bam sinh bao gém dot bién diém va dot bién mat doan, bao gdm:

Dot bién mat doan gdm bbn dot bién trén gen o-globin bao gém d6t bién mat
doan SEA, THAI a4.2 va a3.7, dot bién nay con dugc goi 1a dot bién o-thalassaemia.
Dot bién nay c6 ty 18 cao & cac ving nhiét d6i va cin nhiét d6i, va dic biét 13 cac nuée
Po6ng Nam A. o-thalassaemia dugc md ta bdi sy bit thuong ciia gen a-globin din dén
giam san xuit chudi a-globin, mét trong nhing yéu t6 cdu tao chinh heamoglobin ciia
héng ciu. Khoang 95% trudng hop a-thalassemia 14 do dot bién méit doan 16n (-a27, -
of2, -SEA __THAL y3 _FIL ) va phin con lai 1a do dot bién diém (a2IntCD, C2.delT,
CD 142 HbCs, CD 142 HbPak, CD 125 HbQs...). Alpha thalassemia c6 4 dang phd
bién va biéu hién cia o-thalassaemia twong quan véi sd lugng gen o-globin bi anh
hudng. Gen a-globin (HBA) nim & dau tin cling Xa trén canh ngin ciia nhiém séc thé
sb 16, vi tri 16p13.3, va chiu trach nhiém cho viéc san xuét chudi a-globin. Mbi nhiém
sdc thé don bdi chira 2 gen c6 cu tric gidng nhau (HBA1 va HBA2) ma héa céac
chudi protein gidng hét nhau tao ra 4 ban sao alen khi td hop vé6i cac nhiém séc thé

tuong ddng khéc.
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Alpha thalassaemia thé 4n (Silent carrier alpha thalassaemia): O trang thai nay,
mot gen HBA trén nhiém séic thé bi mit dAn dén con 3 gen trong tdng sb 4 gen (a0/0-)
dugc goi 1a dang o thalassemia (hodc mét doan #rans o-thalassernia). Dang nay chi
yéu lién quan dén viéc mét trinh ty 3,7 kb (-0>7) gy ra sy hop nhit gen HBA2-HBAL.
Mot vai diém gian doan khac (breakpoint) ciing lién quan dén o thalassemia (-a*2, -
020%). Pidu ndy xay ra c6 thé 1a do sy phan chia khong cin bing trong sudt qué trinh
phan bao. Ngoai cac dot bién mit/x6a doan, cic dot bién diém diém nhu a2IntCD,
C2.delT, CD 142 HbCs (HbCs), CD 142 HbPak (HbPak), CD 125 HbQs (HBQs) 1a
nguyén nhan chinh gay ra o thalassemia. M4t can bang chudi gdy ra do cic dot bién
trén 12 khéa nhe vi bénh nhan c6 thé khong bi héng cu nhd, khoe manh v& mit huyét
hoc ngoai trir d6i khi c6 chi s6 hong cau thap.

Alpha thalassemia thé nhe (Alpha thalassemia trait): Didu nay do vigc mét 2 gen
HBA trén mot nhiém sic thé (ao/--) hodc mét mot gen HBA trén mdi nhifm séc thé
(a-/0-), dugc goi 13 a® thalassemia hoic mit doan cis a-thalassemia (--SEA, --THAL __FIL_
--MED) o4y ra mirc d0 mit can biang 16n hon, boi vi su bidu hién ctua gen HBA giam
50%. Alpha thalassemia thé nhe phé bién nhéit & Pong Nam A, An Do va mot vai
phan Trung Péng. Tinh trang nay duoc dic trung béi thifu mau nhe va chi sb hong
cau thip.

Bénh Hb H: Mit 3 gen HBA (--/a-) do su két hop cua o’-thalassemia va of
thalassemia trong d6 bénh 1y chu yéu lién quan dén su du thira chudi B din dén hinh
thanh dang tetramer ctia B-globin (B4) thiic ddy su tan mau. Sy méit cin bing chudi
globin lién quan dén kiéu gen nay khién cho bénh nhan thudng bi thiu mau ning,
héng cau nho (thé tich hat trung binh MCV - mean corpuscular volume 1a 55-60 fL),
tan m4au mén tinh, lach to, vang da va cic chi s hdng ciu bét thudng. Trudng hop méit
3 gen HBA do t6 hop di truyén ciia of thalassemia va o thalassemia dot bién diém c6
biéu hién ning hon so véi to hop di truyén cia o’ thalassemia va a* thalassemia mét
doan. Do d6 triéu ching 14m sang ciia ngudi bi bénh HbH dao dong tir thiéu mau nhe
dén thiéu mau ning truyén mau phu thudc dén tir vong sém & tré.

Alpha thalassemia thé ning (Alpha thalassemia major): Tinh trang nay do viéc
mét tit ca cac gen HBA trén ca 2 nhiém séc thé sb 16 (--/--) din dén dang nghiém

trong ctia alpha thalassemia ddng hop tir. Tinh trang nay din dén hoi chimg thai ph
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tich dich Hb Barts’ khong thich ing dugc v6i cude sdng ngoai tir cung va tir vong
ngay sau khi sinh.

Trai ngugc véi su ldp lai dugc tim théy trong alpha thalassemia; chi c6 mot gen
beta globin (HBB) trén nhiém sic thé s 11. Gen HBB dai 1606 bazo, chita 3 exon va
dwoc dinh vi trén canh tay ngin (?? ¢cDNA) nhidm sic thé 11 huéng v& ddu 3’ cua
ving 70 kb dugc goi 1a locus B globin. Gen HBB mi héa cho chudi B-globin, mot
protein 13 thanh phan thiét yéu cta haemoglobin ngudi trudng thanh. Thiéu hut chét
lwong ctia gen HBB dan dén giam hoic dimg hoan toan viéc tdng hop chudi B-globin
gdy ra bénh p-thalassaemia (do su phién ma, xir 1y hodc tinh én dinh cia ARN bt
thudng, hodc cac dot bién vo nghia din dén viéc san xuét protein bét thuong hodc sy
phén rd ARN qua trung gian v6 nghia). Trai ngugc véi a-thalassemia, khoang 90% -
thalassemia 13 do d6t bién diém. Tuy nhién, trong mot vai nim gé”m day, mot vai mét
doan méi ciia gen HBB di duogc xac dinh va trd nén phd bién hon. Nguoi ta uée tinh
ring, khoang 10% dot bién B-thalassaemia 1a do mit do 16n gen HBB. Pén nay, c6
868 dot bién ctia gen HBB da dugc md ta anh hudng dinh tinh va dinh lwong dén tbng
hop PB-globin, théng ké trén co s& dir lidu HbVar (http://globin.cse.psu.edu/cgi-
bin/hbvar/query_vars3). Nhitng dot bién niy bao gdm dot bién diém, chén/x6a doan
nhé va su tai sip xép gen 16n hon. C6 khoang dudi 20 bién thé chiém da sb alen p-
thalassemia bao gém —29 A—G; —28 A—G; codon 0 T—G; codon 8/9 +G; codon 17
A—T; codon 19 A—G; codon 26/HbE G—A; codon 27/28 +C; IVSI,1 G—T; IVSL5
G—C; codon 35 —C; codon 41/42 —TTCT; codon 43 G—T; codon 71/72 +A; IVSII,
654 C—T; va x6a doan A619bp. Ba bién thé don dugc tinh todn cho khoang 2/3 B-
thalassemias trong ving két hop: IVSL,5 G—C (33%); codon 41/42 —TTCT (27%); va
IVSL,1 G—T (9%).

B -Thalassemia c6 thé duogc chia thanh B° thalassemia (chudi p-globin khong
duoc san xuét tir alen dot bién) va B* thalassemia (s6 lwong chudi B-globin san xuét bi
giam). Dang di hop tir ctia cac loai alen c¢6 hdng cau nho dugc goi 12 B-thalassemia thé
nhe. Dang di hop tir két hop cua 2 alen B* thalassemia hodc mot alen p* va mot alen p°
¢6 kiéu hinh ning hon va dugc goi 1a p-thalassemia thé trung vé6i cac triéu chimg bao
gdm thiéu mau, tan huyét, du thira sit va thinh thoang cin truyén méau. Ca thé véi 2

alen B° 1a dang ning nhét va duogc goi 13 B-thalassemia thé ning din dén thiéu mau
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phu thudc vao truyén mau, du thira sit truyén mau ning yéu ciu liéu phap tao chelat,
va tubi tho ngin hon.

Theo sang ché, dot bién diém gay ra bénh thiéu mau tan mau bim sinh trén gen
globin bao gdm 20 ddt bién, trong d6 c6 5 dot bién trén o-globin va 15 dot bién trén p-
globin.

Nam d6t bién diém trén a-globin bao gdm céac ddt bién IntCD, c2DelT, HbCs,
HbPak va HbQs.

Mudi lam dot bién diém trén p-globin bao gdm cac dot bién diém -90, -88, -28,
CD8/9, CD 17, CD 26, IVS I-1, IVS I-5, CD 35, CD 41/42, CD 43, CD 71/72, CD 95,
IVS 11-654 va CD 147.

Céc phuong phap nhu chiét tich ADN, PCR hoic céc k¥ thudt lai 13 cac k§ thuat
da biét va dugc str dung rdng rdi trong linh vuc k¥ thuit nay, cic doan moi, doan do
¢6 thé téng hop bang phuong phap héa hoc thong dung trong linh virc. Ngoai ra, céc
héa chét va cac dung dich st dung trong cong nghé sinh hoc, vi du SSC, SDS, TBS,
dNTP, Taq polymeraza, nuc MiliQ 14 cac hoa chat da biét va dugc sir dung rong rai
va ¢6 thé mua dugc trén thi truong. Khi d& cap dén cac k§ thuat ndy, ngudi ¢ hiéu
biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay hoan toan c6 thé thuc hién ma khong cin
céc chi din cu thé, trir khi ¢6 quy dinh hodc hudng dan cu thé.

Theo khia canh thir nhat, sing ché dé cap dén chip sinh hoc d& phat hién bénh
dot bién gen giy bénh tan mau bam sinh, trong d6 chip nay bao gdm vi méang phat
hién d6t bién alpha-globin va vi mang phat hién dot bién beta- globiln.

Céac dau do duoc sir dung d& gén trén cic vi mang cta vi chip theo sang ché
duoc thiét ké dic hiéu dé gén 1én tAm nén va bét cdp dic hiéu véi doan gen quan tam.
Céc diu do ndy bao gdm trinh tu do bit cip dic hidu vdi cac dot bién quan tim va
phia ddu 5° cua trinh ty do nay dugc gin thém 12T dé tao thanh chudi ndi va dau cai
bién 5SAmMc6 dé thich hop cho viéc gin 1én tAm nén. Cac déu do nay dugc chuén bi
v6i ndng d6 cudi nim trong khoang tir 1 dén 40uM trong dung dich dém thich hop
bao gém mudi natri citrat, betain, natri dodecyl sulfat, dém phosphat, sarkosyl hodc
Tween20.

T4m nén dé san xut chip sinh hoc 13 cic lam kinh thuy tinh borosilicat dugc phit

chat nén epoxy, aldehyt, hodc amino. Cac dau do dic hi€u cho céc dot bien la céc
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doan nucleotit ddc hi€u dugc thiét ké phu hop véi ting dot bién s& duoc in 1én trén céac
vi méang ctia lam kinh nh& vao cong nghé in khong tiép xic. Theo d6 cac dau do duge
phan phéi 1én céc vi diém c6 dudng kinh tir 50 dén 300 pm, phan bd cach déu nhau tir
100 dén 250 pm trén cing mdt ma tran diém véi thé tich vai trim nanolit. Cac dau do
s& tao lién két chit phii nén lam kinh qua qua trinh @ trong diéu kién kiém soét nhiét
do tir 20 dén 25°C két hop do 4m tir 50 dén 70%. Vi cac dot bién mét doan thi mdi
dot bién s& thiét ké mot ddu do dic hiéu tuong Gmg va mdt dau do dang nguyén ban
DEL_WT ding chung cho ci bdn d6t bién dé xac dinh kiéu gen. Véi cac dot bién
di8m, mdi vi tri dot bién s& c¢6 hai diu do diic hiéu trong tmg: mot dau do dé xac nhan
dang nguyén ban va mot ddu do dé x4c nhan dang dot bién.

Vi mang phat hién dot bién alpha-globin trén chip sinh hoc dugc thiét ké trén
tAm nén c6 cac vi diém c6 dudng kinh tir 50 dén 300pm dwoc bd tri theo diy cich
nhau khoang tir 100 dén 250pm, trén mdi vi diém nay duoc gin ddc lap cac dau do
phat hién dot bién 4.2, SEA, a3.7, THAI, HbCs, HbQs, 02 C2.delT, o2 IntCD, Hb
Pak. Ngoai ra, trén vi mang nay ciing thiét ké dau do nguyén ban DEL_WT va cac diu
do phat hién phirc hop dot bién HbCs/Hb Pak, a2 C2.delT/ a2 IntCD.

Pdu do phat  hién d6t  bién 042 c6  trinh  tu
NTTTTTTTTTTTTGTTTCGCTGTTGTTTTCC (SEQ ID NO.1). Piu do phét hién
d6t bién SEA c6 trinh ty NTTTTTTTTTTTTCCGGACCCATCACTCAGCTTCTC
(SEQ ID NO.2). Piu do phat hién doét bién a3.7 c6 trinh tu
NTTTTTTTTTTTTGGGAAAAAACTCAGGCACACA (SEQ ID NO.3). Pau do
phat hién dot bién THAI c6 trinh tur
NTTTTTTTTTTTTAAATGCCTGTGGTCAAAGCTCTCC (SEQ ID NO.4). Pau do
phat hién dot bién HbCs c6 trinh ty NTTTTTTTTTTTTCTCCAGCTTGACGGTAT
(SEQ ID NO.6). Pau do phat hién dot bién HbQs bao gdm trinﬁ tu phét hién dang
nguyén ban (WT) NTTTTTTTTTTTTCTTGTCCAGGGAGGC (SEQ ID NO.7) va
trinh ty phat hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTCTTGTCCGGGGAGGC
(SEQ ID NO.8). Piu do phat hién d6t bién o2 C2.delT c6 trinh tu
NTTTTTTTTTTTTGAACCCACCAGGTGCTGT (SEQ ID NO.10). Pau do phat
hién dot bién a2 IntCD c¢6 trinh ty NTTTTTTTTTTTTAACCCACCCTGGTGCTG
(SEQ ID NO.11). Pau do phat hién dot bién Hb Pak c6 trinh tu
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NTTTTTTTTTTTTGCTCCAGCATATATGG. Ngoai ra, vi méng con bd tri hai déu
do @ phat hién t6 hop dot bién HbCs/Hb Pak va 02 C2.delT/02 IntCD c¢6 trinh tu
NTTTTTTTTTTTTCTCCAGCTGAACGGTAT (SEQ ID  NO.5)  va
NTTTTTTTTTTTTACCCACCATGGTGCTGT (SEQ ID NO.9), twong umg. Dé lam
ddi ching, vi mang con ¢ dau do dang nguyén ban (DEL_WT) dé so sanh chung cho
ca bdn dot bién mét doan co trinh tu
NTTTTTTTTTTTTGGATAGAGAGAACCCAGGCAC (SEQ ID NO.13). Trong céc
trinh ty néu trong SEQ ID NO.1-13 néu trén, N chi diu cai bién 5AmMCS.

Vi mang phét hién dt bién beta-globin trén chip sinh hoc duoc thiét ké trén tdm
nén ¢ cac vi diém c6 duong kinh tir 50 dén 300pm dugc bd tri theo day cach nhau
khoang tir 100 dén 250um, trén mdi vi diém nay duoc gin doc 1ap cac diu do phat
hién d6t bién -90, -88, -28, CD8/9, CD 17, CD 26, IVS I-1, IVS I-5, CD 35, CD
41/42, CD 43, CD 71/72, CD 95, IVS 11-654 va CD 147.

Piu do phét hién dot bién -88 bao gbm trinh ty phét hién dang nguyén ban (WT)
NTTTTTTTTTTTTGGAGCCACACCCTAGGGT (SEQ ID NO.14) va trinh tu phat
hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGGAGCCACATCCTAGGGT (SEQ ID
NO.15). Piu do phat hién dot bién -28 bao gdm trinh ty phat hién dang nguyén ban
(WT) NTTTTTTTTTTTTCTGGGCATAAAAGTCAGGG (SEQ ID NO.16) va trinh
tu phét hién dang d6t bién MT) NTTTTTTTTTTTTCTGGGCATAGAAGTCAGGG
(SEQ ID NO.17). Pau do phat hién dot bién IVS I-1 bao gdm trinh tu phét hién dang
nguyén ban (WT) NTTTTTTTTTTTTCTGGGCAGGTTGGTATCAA (SEQ ID
NO.18) va  trinh ty  phat hién dang d6t bién  (MT)
NTTTTTTTTTITTCTGGGCAGTTTGGTATCAA (SEQ ID NO.19). Piu do phat
hién dot bién CD 26 bao gdm trinh tw ph4t hién dang nguyén ban (WT)
NTTTTTTTTTTTTGGTAGTGAGGCCT (SEQ ID NO.20) va trinh ty phat hién dang
dot bién MT) NTTTTTTTTTTTTGGTGGTAAGGACCT (SEQ ID NO.21). Piu do
phét hién 4ot bién IVS I-5 bao gdm trinh ty phat hién dang nguyén ban (WT)
NTTTTTTTTTTTTCAGGTTGGTATCAAGG (SEQ ID NO.22) va trinh tu phat hién
dang @6t bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGCAGGTTGCTATCAAGG (SEQ ID
NO.23). Pau do phét hién dot bién CD 35 bao gdm trinh ty phat hién dang nguyén
ban (WT) NTTTTTTTTTTTTCCAAGGGTAGACCA (SEQ ID NO.24) va trinh tu
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phét hién dang d6t bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGTCCAAGGTTAGACCAC (SEQ
ID NO.25). Pau do phat hién dot bién CD 95 bao gdm trinh tw phét hién dang nguyén
ban (WT) NTTTTTTTTTTTTGCAGCTTGTCACA (SEQ ID NO.26) va trinh ti phét
hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGTGCAGCTTTGTCACAC (SEQ ID
NO.27). DBau dod phat hién dot bién CD 71/72 bao gdm trinh tyr pha{t hién dang nguyén
ban (WT) NTTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAGGCACC (SEQ ID NO.28) va trinh
ty phat hién dang d6t bién (MT) NTTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAAGGCACC
(SEQ ID NO.29). Pau do phat hién dot bién IVS I1-654 bao gdm trinh tu phat hién
dang nguyén ban (WT) NTTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGCAATAGCAAT (SEQ ID
NO.30) va trinh tu phéat hién dang dot bién MT)
NTTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGTAATAGCAAT (SEQ ID NO.31). Pau do phat
| hién dot bién CD 8/9 bao gdm trinh tu phat hién dang nguyén ban (WT)
NTTTTTTTTTTTTAGGAGAAGTCTGCCGT (SEQ ID NO.32) va trinh tr phét hién
dang d6t bién (MT) NTTTTTTTTTTTTAGGAGAAGGTCTGCCGT (SEQ ID
NO.33). Pau do phét hién dot bién -90 bao gém trinh ty phét hién dang nguyén ban
(WT) NTTTTTTTTTTTTGAGCCACACCCTAG (SEQ ID NO.34) va trinh tw phét
hién dang ddt bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGGAGCCATACCCTAGG (SEQ ID
NO.35). Pau do phat hién dot bién CD 41/42 bao gbm trinh tu phat hién dang nguyén
ban (WT) NTTTTTTTTTTTTAGGACTCAAAGAACCTCT (SEQ ID NO.36) va
trinh tur phat hién dang dot bién (MT)
NTTTTTTTTTTTTAAGGACTCAACATCTGGGT (SEQ ID NO.37). Pau do phat
hién d6t bién CD 43 bao gdm trinh ty phat hién dang nguyén ban (WT)
NTTTTTTTTTTTTCAAAGGACTCAAAGAACCT (SEQ ID NO.38) va trinh tu phat
hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTCAAAGGACTAAAAGAACCT (SEQ
ID NO.39). Pau do phat hién dot bién CD 147 bao gdm trinh tu phat hién dang
nguyén ban (WT) NTTTTTTTTTTTTAGTATCACTAAGCTCG (SEQ ID NO.40) va
trinh tu phat hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTAGTATCACTCTAAGCT
(SEQ ID NO.41). Pau do phat hién dot bién CD 17 bao gdm trinh ty phat hién dang
nguyén ban (WT) NTTTTTTTTTTTTGTGGTGCAAGGTGAA (SEQ ID NO.42) va
trinh tu phéat hién dang dot bién (MT) NTTTTTTTTTTTTGTGGTGCTAGGTGAAC
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(SEQ ID NO.43). Trong céc trinh ty néu trong SEQ ID NO.14-43 néu trén, N chi dau

cai bién SAmMCG.
Bang 1. Danh sach cac d4u do x4c dinh dot bién gy bénh tan mau bim sinh trén chip
sinh hoc
a4.2 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGTTTCGCTGTTGTTTTCC 1
SEA | 5SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCCGGACCCATCACTCAGCTTCTC 2
3.7 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGGAAAAAACTCAGGCACACA 3
THAI | 5SAmMC6/TTTTTTTTTTTTAAATGCCTGTGGTCAAAGCTCTCC | 4
HOCSH | SAmMCE/TTTTTTTTTTTTICTCCAGCTGAACGGTAT >
HbCs | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCTCCAGCTTGACGGTAT 6
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCTTGTCCAGGGAGGC 7
HbQ-S SAmMMCO/TTTTTTTTTTTTCTTGTCCGGGGAGGC 8
o2 9
C2.delT/ | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTACCCACCATGGTGCTGT
a2 IntCD
o | SAmMMC6/TTITTTTTTITIGAACCCACCAGGTGCTGT 10
a2 IntCD | 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTAACCCACCCTGGTGCTG 11
Hb Pak | SAmMC6/ TTTTTTTTTTTTGCTCCAGCATATATGG . 12
DEL WT | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGATAGAGAGAACCCAGGCAC 13
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCACACCCTAGGGT 14
o8 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCACATCCTAGGGT 15
SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCATAAAAGTCAGGG 16
28 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCATAGAAGTCAGGG 17
5AmMMCG6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCAGGTTGGTATCAA 18
VST 5AmMMCG6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCAGTTTGGTATCAA 19
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGTAGTGAGGCCT 20
b2 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGTGGTAAGGACCT 21
VS L SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCAGGTTGGTATCAAGG 22
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGCAGGTTGCTATCAAGG 23
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCCAAGGGTAGACCA 24
b3 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGTCCAAGGTTAGACCAC 25
CD95 | 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGCAGCTTGTCACA 26

-17-




30424

5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTGTGCAGCTTTGTCACAC 27
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAGGCACC 28

b7 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAAGGCACC 29
S5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGCAATAGCAAT 30

1VS I1-654 S5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGTAATAGCAAT 31
5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTAGGAGAAGTCTGCCGT 32

D 8o 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTAGGAGAAGGTCTGCCGT 33
S5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGAGCCACACCCTAG 34

0 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCATACCCTAGG 35
5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTAGGACTCAAAGAACCTCT 36

Ch a2 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTAAGGACTCAACATCTGGGT 37
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCAAAGGACTCAAAGAACCT 38

b3 S5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTCAAAGGACTAAAAGAACCT 39
oD 147 | SAMMCO/TTTTTTTTTTITAGTATCACTAAGCTCG 40
5AmMC6/TTTTTTTTTTTTAGTATCACTCTAAGCT 41
S5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTGTGGTGCAAGGTGAA 42

DT AMMCO/TTTTTTTTTTTTGTGGTGCTAGGTGAAC 43

Ngodi ra, trén mdi vi mang con c6 céc trinh tu do 1am dbi ching duong, dbi
chimg am, dbi chimg huynh quang va d6i ching nhudm, trong d6 déi chirng dwong c6
trinh ty NTTTTTTTTTTTTGCCTCAAGTATGAGT (SEQ ID NO.44) v6i N la
5AmMC6, d6i ching am ¢6 trinh tuy NTTTTTTTTTTTTATGGCTACGAATTGGCT
(SEQ ID NO.45) v6i N 1a 5AmMC6, db6i ching huynh quang c6 trinh tu
5AmMC6/TTTTTTTTTTTIN (SEQ ID NO.46) véi N 1a Cy5 va ddi chimg nhudm c6
trinh ty SAmMC6/TTTTTTTTTTTTN (SEQ ID NO.47) véi N 1a biotin.

Bang 2. Danh sich cac doan d6i chiing trén vi mang cta chip sinh hoc xé4c dinh dot

bién gy bénh tan mau bim sinh

Tén déi chimg Trinh tw I]S)El\?o
Chimg duong 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTGCCTCAAGTATGAGT 44
Chimg 4m 5AmMMC6/TTTTTTTTTTTTATGGCTACGAATTGGCT 45
Chimg huynh quang | SAmMC6/TTTTTTTTTTTT/3Cy5 46
Chimng nhudém SAmMMCO/TTTTTTTTTTTT/Bio 47
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Chimg huynh quang duoc sir dung dé kiém soat qua trinh in, day la trinh tu
oligonucleotit dugc gin phén tir phat huynh quang Cy5. Ching 4m duoc sir dung dé
kiém soét qu4 trinh lai héa 1a trinh tu oligonuleotit khong lai héa véi bat clr gen nio
trong hdn hop lai héa. Chting duong 12 trinh tu oligonucleotit chi lai hoa dic hiéu véi
trinh ty bd sung cia nd. Chung nhudm dé kiém soat qui trinh nhudm, céc
oligonucleotit gén phén tir Biotin.

Theo d6, mdi chip sinh hoc dugc tao thanh tir hai vi mang c6 thé x4c dinh toan
bd 24 dot bién gdy bénh tan méau bdm sinh dva trén ma tran dau do dugc in trén vi
diém x4c dinh tru6e. Tuy nhién, theo k§ thuat nay, hoan toan c¢6 thé xac dinh cac dot
bién trén beta-globin va/hoic alpha-globin ddc 14p dwa trén céc vi mang doc lap.
Ngoai ra, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vue k¥ thuat nay hoan toan hiéu
rﬁng, ¢6 thé tao ra chip dé phét hién mot hodc nhiéu dot bién trong s6 24 dot bién da
néu béng cach loai bd mot hodc nhidu doan do tuong ng trén vi mang.

Theo cac phuong 4n cu thé, chip sinh hoc theo sang ché duoc dung dé xac dinh
dot bién bit ky trong sb cac dot bién a4.2, SEA, a3.7, THAI, HbCs, HbQs, 02
C2.delT, a2 IntCD, Hb Pak, HbCs/Hb Pak, a2 C2.delT/02 IntCD, -90, -88, -28,
CD8/9, CD 17, CD 26, IVS I-1, IVS I-5, CD 35, CD 41/42, CD 43, CD 71/72, CD 95,
IVS 1I-654 va CD 147.

Theo mdt phuong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché bao gdm vi mang phat
hién dot bién alpha-globin va vi mang phat hién dot bién beta-globin dugc gén doc lap
trén céc tAim nén 1a thiy tinh borosilicat dugc phu epoxy, aldehyt hodc amino. Trudng
hop nay, chip sinh hoc ¢6 thé dugc sir dung dé phat hién doc 1ap dot bién alpha-globin
va/hodc beta-globin.

Theo m6t phuong 4n wu tién, chip sinh hoc theo sang ché bao gdm vi mang phat
hién dot bién alpha-globin va vi méang phat hién dot bién beta-globin duoc gin trén
cliing mét tAm nén 1a thuy tinh borosilicat dugce phi epoxy, aldehyt.hoic amino. Trong
trudmg hop nay, chip sinh hoc duge sir dung dé phat hién ca dot bién alpha-globin va
beta-globin.

- Theo mét phuong an vu tién, chip sinh hoc theo sang ché ¢6 céc trinh ty dau do
hodc dbi chimg dwoc gin doc 1ap trén cac vi diém theo cach khong tiép xtc véi nong

d6 ndm trong khoang tir 1 dén 40uM.
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Theo mot phuong 4n uu tién, chip sinh hoc theo sang ché ¢6 mdi diu do hoic
d6i chimg dugc gén doc 14p trén it nhét trén 3 vi diém khac nhau x4c dinh trudc trén
vi mang twong Gmg. Viéc gin ndy nhim muc dich x4c dinh sai sd trong qua trinh lai aé
tang mirc do tin cdy trong qué trinh phét hién dot bién. Ngoai ra, tiry theo muc dich, c6
thé gin mbi dau do nay trén 5, 10, 15, 20 hodc 30 vi diém khac nhau theo ma tran
diém x4c dinh trudc.

Theo mot phuong an uu tién, chip sinh hoc theo sang ché dugc bd tri trén tAm
nén voi lugng tir 2 dén 100 chip/tim nén. Theo céc phwong 4n wu tién, cac chip sinh
hoc nay duoc bd tri trén tim nén véi 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 hodc 100 chip dé c¢6 thé phat hién dugc véi sé lugng miu tuong tmg cho
mdi xét nghiém. Theo modt phuong 4n wu tién cu thé, mdi tAm nén nay bao gém 5, 8,
10, 12, 14 hogc 16 chip. |

MBSi tAm nén chtra cac chip duge bao quan trong hdp nhya dung trong tii nhom
dong gbi chan khong, mdi tim nén nay, vi du gbm 8 chip v6i 16 vi mang, mdi chip
nay c6 thé chdn doan dugc ddng thoi 24 dot bién gdy bénh tan mau bdm sinh trén
alpha-globin va beta-globin trong mét 1dn xét nghiém. Khi d6, mdi tAm nén c6 thé xét
nghiém dugc 24 dot bién cho 8 miu bénh pham tir 8 bénh nhan doc 14p.

Theo khia canh thir hai, sing ché d& cap dén kit d& phat hién dot bién gen gay
bénh tan mau bim sinh, trong d6 kit nay chira it nhit mot chip sinh hoc theo sang ché
va cac dung dich d€m, dung dich PCR.

Céc dung dich dém dugc str dung trong kit dé rira, 1am sach va lai mau ADN véi
mAu do. Dung dich dém theo sang ché bao gém cac dung dich lai (HS), dung dich rira
1 (WS1), dung dich rra 2 (WS2), dung dich trang (RS), dung dich nhuém (DS) va
dung dich ching (DC) trong nudc MiliQ. Nudc MiliQ 1a nude siéu tinh khiét véi
thanh phan v& co ban chi ¢ hydro va oxy, trong do:

Dung dich lai (HS) bao gdm SSC 3X, SDS 0,5% trong nuéc MiliQ.

Dung dich rira 1 (WS1) bao gdm SSC 1X, SDS1% trong nuéc MiliQ.

Dung dich rira 2 (WS2) bao gbm SSC 1X trong nudc MiliQ.

Dung dich trang (RS) bao gdbm TBS 1X, Tween20 0,5% trong nudc MiliQ.

Dung djch nhudém (DS) bao gébm Cy5-Streptavidin 1mg/ml trong nuéc MiliQ.
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Dung dich chimg (PC) bao gdm 10pM trinh tt NACTCATACTTGAGGC (SEQ
ID NO.71), v6i N 1a Biosg trong nudc MiliQ.

Céc dung dich dém dugc pha ché va bao quan trong diéu kién vo bao, nhiét do
bao quan & 2°C dén 8°C, thoi han sir dung trong vong 1 nim ké tir ngay san xut.

Dung dich PCR theo sang ché bao gbm céc thanh phin can thiét dé thuc hién
phan tmg PCR, céc dung dich nay bao gdm céc dung dich PCR vong 1 va dung dich
PCR vong 2 d& nhan nhanh cac doan gen quan tim SEA, a4.2, THAI (ky hiéu Mix1
va Mix4), dot bién a 3.7 va nhém alpha (ky hiéu Mix2 va Mix5) va nhém céc dot bién
beta (ky hi¢u Mix3 va Mix6).

Dung dich Mix1 14 dung dich dém phan tng PCR vong 1 dé nhan nhanh cac gen
dich bao gdm dung dich dém chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan ting, 0,1-
0,2uM mdi mdi loai, trong dé:
Cip mdi dé nhan doan dot bién SEA (mdi V1 SEA) c6 trinh tur sau:

V1L SEA: 5’>-TCCTGCCCTCACTGCAATAAATGGA-3’ (SEQ ID NO.48); va

V1R SEA: 5’-TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ (SEQ ID NO.49)
Cap mdi dé nhan nhanh dot bién a4.2 (méi V1 04.2) ¢6 trinh ty sau:

VIL 04.2: 5>-TAGAGCATTGCTGGTCATGC-3’ (SEQ ID NO.50); va

VIR 04.2: 5’>-TCTGCCACGCTCTACTGACT-3’ (SEQ ID NO.51)
Cap mdi dé nhan nhanh dot bién THAI (mdi V1 THAI) ¢6 trinh ty sau:

V1L THAI: 5°- TGCCTGTGGTCAAAGCTCTC-3’ (SEQ ID NO.52) va

VIR SEA: 5’-TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ (SEQ ID NO.49).

Cén luu ¥ ring, doan mdi c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.49 (VIR SEA) dugc
st dung chung lam doan mdi @ nhan doan dot bién SEA va dot bién THAL

Dung dich Mix2 14 dung dich dém phan tmg PCR vong 1 dé nhan nhanh cic gen
dich bao gém 3.7 va ving Alpha 2 (bao gém a2 C2del T, a2 IntCD, HbQs, Hb Cs va
HbPak) dung dich dém nay chta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan tng, 0,1-
0,2uM mdi mdi loai, trong dé:
Cép mdi dé nhan doan do6t bién a3.7 (mdi V1 03.7) ¢6 trinh tu sau:

VIL 03.7: 5°-CTTTCCCTACCGAGAGCCAGGTT-3’ (SEQ ID NO.53); va

VIR 03.7: 5>-GCCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG-3’ (SEQ ID NO.54).

-21-



30424

Ciap mdi d& nhan nhanh dot bién ving alpha 2 (a2 C2del T, 02 IntCD, HbQs, Hb Cs
va HbPak) (mdi V1 alpha2) c6 trinh tu sau:

VI1L alpha2: 5°- ACTCTTCTGGTCCCCACAG-3’ (SEQ ID NO.55); va

VIR alpha2: 5’- GTTGGCACATTCCGGGA-3’ (SEQ ID NO.56).

Dung dich Mix3 13 dung dich &ém phan tng PCR vong 1 dé nhan nhanh cc gen
dich ving beta 1 (bao gdm -90, -88, -28, CD 8/9, CD 17, CD 26,IVS 11, IVS 15, CD
35, CD 4142, CD 43, CD 7172, CD 95) va beta 2(CD 147, IVS 1I 654) dung dich dém
nay chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan tmg, 0,1-0,2uM mdi mbi loai, trong
do:

Céap mdi dé nhan doan dot bién betal (méi V1 betal) c¢6 trinh tu sau:

VIL betal: 5'- GGACAGGTACGGCTGTCA -3' (SEQ ID NO.57); va

VIR beta2: 5'- TATCCCCTTCCTATGACATGA-3' (SEQ ID NO.58).
Cip mdi dé nhan nhanh dot bién ving beta 2 (mdi V1 beta2) 6 trinh ty sau:

V1L beta2: 5’-ATGCCTCTTTGCACCATTCT-3’ (SEQ ID NO.59); va

VIR beta2: 5’-CAGTTAAGTAGTTGGACTTAGGGA-3’ (SEQ ID NO.60).

Dung dich Mix4 1a dung dich dém phan ung PCR vong 2 dé gin diu Biotin vao
céc trinh ty duge khuéch dai boi dung dich Mix1, dung dich nay bao gdm dung dich
dém chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan tng, 0,1-0,2uM mdi mdi loai.
Poan mdi dé gén nhan Biotin vao doan d6t bién SEA (V2 SEA) c6 trinh tu
NGCGATCTGGGCTCTGTGTTCT (SEQ ID NO.61) vé6i N 14 5Biosg. Poan mbi dé
gin Biotin vao doan dot bién 04.2 (V2 04.2) c6 trinh tt NCACCTACTCCGGAGGCT
(SEQ ID NO.62), v6i N 1a 5Biosg. Poan mdi dé gin Biotin vao doan dot bién THAI
(V2 THAI) c¢6 trinh ty NGATCTGCACCTCTGGGTAGGTTC (SEQ ID NO.63), voi
N 1a 5Biosg.

Dung dich Mix5 13 dung dich ¢ém phan ng PCR vong 2 dé géin diu Biotin vio
céc trinh ty dugc khuéch dai béi dung dich Mix2, dung dich ndy bao gdm dung dich
dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan tng, 0,1-0,2pM mdi mdi loai.
Poan mdi dé gén nhin Biotin vio doan dot bién 03.7 (V2 03.7) ¢6 trinh tu N
CTCTCAGGGCAGAGGATCAC (SEQ ID NO.64) véi N 13 5Biosg. Poan mdi dé
gin Biotin vao doan dot bién alpha2 (V2 2-1 alpha2) c6 trinh tu
NTTGAGGGTGGCCTGTGGG (SEQ ID NO.65), véi N 12 5Biosg. Poan mdi dé gin
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Biotin vao doan dot bién alpha2 (V2 2-2 alpha2) ¢6 trinh ty N
CACTGCCTGCTGGTGAC (SEQ ID NO.66), v6i N 1a 5SBiosg.

Dung dich Mix6 1a dung dich dém phéan tmg PCR vong 2 dé gin diu Biotin vao
cac trinh ty duwoc khuéch dai boi dung dich Mix3, dung dich ndy bao gdm dung dich
dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U/phan tng, 0,1-0,2uM mdi mdi loai.
Poan mdi dé gén nhan Biotin vao doan dot bién betal (V2 1-1 betal) c6 trinh ty N
(SEQ ID NO.67) vé6i N 1a 5Biosg. Poan mdi dé gin nhin Biotin vao doan dot bién
beta2 (V2 1-2 beta2) c6 trinh ty N CTGACTCTCTCTGCCTATTGG (SEQ ID
NO.68) véi N 1a 5Biosg, Poan mdi dé gin nhan Biotin vao doan dot bién betal (V2 2-
1 betal) c6 trinh tu NTCCAGCCTTATCCCAACC (SEQ ID NO.69) véi N 1a 5SBiosg.
Poan mdi d& gin nhin Biotin vao doan d6t bién beta2 (V2 2-2 betal) c¢6 trinh tu
NCCACCAGTGCAGGCT (SEQ ID NO.70) véi N 1a 5SBiosg.

Céc dung dich PCR dugc pha ché va bao quan trong diéu kién vo bao, nhiét do
bao quan & -20°C dén -15°C, thoi han sir dung trong vong 1 nim k& tir ngay san xuét.
Khi str dung, dung dich PCR dugc tan déng trong didu kién mdi trudng trong phong.

Bang 3. Danh sich cac doan mdi dic hiéu trong kit phat hién dot bién gy bénh tan

mau bam sinh

Viing gen Trinh ty moi SEQ ID

dich NO
5-TCCTGCCCTCACTGCAATAAATGGA-3’ 48

SEA 5-TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ 49
5’-TAGAGCATTGCTGGTCATGC-3’ 50

@2 5’-TCTGCCACGCTCTACTGACT-3’ 51
5°- TGCCTGTGGTCAAAGCTCTC-3’ 52

THAL 5-TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ | 49
5-CTTTCCCTACCGAGAGCCAGGTT-3’ 53

@7 5’-GCCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG-3’ 54
5’- ACTCTTCTGGTCCCCACAG-3’ 55

Alpha 2 5’- GTTGGCACATTCCGGGA-3’ 56
5'- GGACAGGTACGGCTGTCA -3' 57

Beta 1 5'- TATCCCCTTCCTATGACATGA-3' 58
5-ATGCCTCTTTGCACCATTCT-3’ 59

Beta 2 5’-CAGTTAAGTAGTTGGACTTAGGGA-3’ 60
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Béng 4. Danh sach cic doan mdi dic hidu gén Biotin cho cac ving gen dich dugc

khuéch dai

Viig gen dich Trinh ty mdi gin SEI\(I)OID
SEA 5Biosg/GCGATCTGGGCTCTGTGTTCT 61
04.2 5Biosg/CACCTACTCCGGAGGCT 62
THAI 5Biosg/ GATCTGCACCTCTGGGTAGGTTC 63
03.7 5Biosg/CTCTCAGGGCAGAGGATCAC 64
Alpha2-1 | 5Biosg/TTGAGGGTGGCCTGTGGG , 65
Alpha2-2 | 5Biosg/CACTGCCTGCTGGTGAC 66
Beta 1-1 5Biosg/TCTGTCTCCACATGCCCAG 67
Beta 1-2 5Biosg/CTGACTCTCTCTGCCTATTGG 68
Beta 2-1 5Biosg/TCCAGCCTTATCCCAACC 69
Beta 2-2 5Biosg/CCACCAGTGCAGGCT 70

Theo mdt phuong 4n thuc hién cu thé, kit theo sang ché bao gdbm cac thanh phan

sau:

Loai | Ky hi¢u Thanh phéin, ham lwong Téng
Chip | Biochip | Chip sinh hoc . 16 chip
HS Dung dich lai bao gdm SSC 3X, SDS 0,5% trong nuéc | 3ml
MiliQ
WS1 | Dung dich rira bao gdbm SSC 1X, SDS1% trong nudc MiliQ 12ml
:ﬂg' WS2 | Dung dich rira bao gdbm SSC 1X trong nudc MiliQ Tml
ﬁ RS Dung dich trang bao gdbm TBS 1X, Tween20 0,5% trong | 40ml
';0 nuée MiliQ
5 DS Dung dich nhuém bao gdm Cy5-Streptavidin 1mg/ml trong | 4pL
nudc MiliQ
PC Dung dich chimg bao gdm 10uM trinh tu néu trong SEQ ID | 5uL
NO.71 trong nudc MiliQ
> Mix1l | Dung dich dém chita 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U 16x9uL.
S Modi V1 SEA: SEQ ID NO.48 va SEQ ID NO.49, 0,1-
ﬁ_ 0,2uM mdi loai;
'?0 Moi V1 04.2: SEQ ID NO.50 va SEQ ID NO.51, 0,1-0,2uM
g mdi loai; va
- Mbi V1 THAI: SEQ ID NO.52 va SEQ ID NO.49, 0,1-
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Loai | Ky hiéu

Thanh phén, ham lwong

0,2uM mbi loai.

Mix2

Dung dich dém chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
M?)i V1 a3.7: SEQ ID NO.53 va SEQ ID NO.54, 0,1-0,2uM
moi loai; va

Mdi V1 alpha2: SEQ ID NO.55 va SEQ ID NO.56, 0,1-
0,2uM moi loai.

Mix3

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mdi V1 betal: SEQ ID NO.57 va SEQ ID NO.58, 0,1-
0,2pM moi loai; va

Mdi V1 beta2: SEQ ID NO.59 va SEQ ID NO.60, 0,1-
0,2uM mdi loai.

16x9uL

Mix4

Dung dich dém chra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
MJi V2 SEA: SEQ ID NO.61, 0,1-0,2pM;

Mdi V2 a4.2: SEQ ID NO.62, 0,1-0,2pM; va

Mobi V2 THAL: SEQ ID NO.63, 0,1-0,2puM.

Mix5

Dung dich dém chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mdi V2 03.7: SEQ ID NO.64, 0,1-0,2uM;

Mdi V2 2-1 alpha2: SEQ ID NO.65, 0,1-0,2uM; va

Mdi V2 2-2 alpha2: SEQ ID NO.66, , 0,1-0,2uM.

Mix6

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V2 1-1 betal: SEQ ID NO.67;

Mbi V2 1-2 beta2: SEQ ID NO.68;

Mobi V2 2-1 betal: SEQ ID NO.69; va

Mbi V2 2-2 beta2: SEQ ID NO.70.

Theo mdt phuong 4n vu tién, trong d6 cac dung dich dém, dung dich PCR duoc

dung trong céc 1o ¢6 mau sic khac nhau hodc duge danh déu dé phén biét. Viéc danh

diu nay nhim dam bao qu4 trinh st dung khong bi 13n cac 6ng voi nhau khién PCR

14n hai khong thuc hién dugc, cu thé dbi voi PCR vong 2, phai ddm bao san phém

PCR cua Mix1 dugc st dung véi Mix4, Mix2 dugce sit dung véi Mix5 va Mix3 dugc

st dung véi Mix6, tuong ng.

Theo mdt phwong 4n wu tién, trong d6 kit ndy duge déng géi kém hudng dan st

dung. Theo d6 kit dugc déng géi riéng bao gdm tAm nén gdm mot hodc nhidu chip

dugc dong trong tui nhdm kin dung trong hdp nhya kin. Cac dung dich dém dugc

dung trong céc lo nhya thé tich tir 0,5 dén 60 ml va dugc dung trong hop c6 cac ngan
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chia, danh sb hoic ky hi€u cho tirng loai. Chip sinh hoc va dung dich dém dugc bao
quéan trong diéu kién nhiét do tir 2 dén 8°C. Cac dung dich PCR dugc dung trong céc
6ng 0,2mL véi cac mau sic khac nhau phén biét theo nhém hodc dugc ddnh déu tuong
ung voi mdi nhom. Mbi dung dich nay dugc dung trong mot 6 trong hop va dugc bao
quén trong diéu kién nhiét d6 -20°C dén -15°C.

Theo khia canh thir ba, sang ché d& cdp dén cac doan do dung dé phat hién 24
dot bién gy bénh tan mau bam sinh, trong d6 cic doan do nay c6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO.1 d&n SEQ ID NO.43 nhu duoc thé hién trén Bang] néu trén.

Theo khia canh thtr tu, sang ché dé cip dén cac doan mdi ding dé phat hién 24
dot bién gay bénh tan mau bam sinh, trong d6 cic doan mdi ndy c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO.47 dén SEQ ID NO.70 nhu thé hién trén Bang 3 va Bang 4 néu trén.

Theo khia canh tht nm, sang ché dé cip dén quy trinh phat hién 24 dot bién gy
bénh tan mau bam sinh, trong d6 quy trinh ndy bao gdm céc bude: a) chiét ADN tir
mAu bénh phim; b) khuéch dai cic doan gen quan tdm tir ADN tdng sd; ¢) gin nhan
biotin vao cdc doan gen quan tdm; d) lai v4i cac doan do ddc hi€u; va e) xac dinh dot
bién.

Trong budc chiét ADN tir mu bénh phdm, mau bénh phdm duge chiét ADN
bang cac k§ thuét da biét, tét hon bing cach sir dung cac kit chiét ADN va thyuc hién
theo huéng dan ctia nha san xuit dé thu dugc ADN tdng s6. Mau ADN nay dugc sir
dung dé 1am mAu dé x4c dinh dot bién gen gdy bénh tan mau bam sinh.

MAiu ADN dugc dinh luong trong dung dich dém dén ndng d6 nim trong khoang
tir 1 dén 100ng/puL.

Trong budc khuéch dai cac doan gen quan tAm tir ADN tdng sb, tién hanh ba
phan g PCR da mdi v6i ba nhom dot bién bao gdm:

Nhém SEA, a 4.2, THAI va o 3.7, tién hanh PCR da mdi véi cc doan mdi dugc
néu trong SEQ ID NO.48 dén SEQ ID NO.52.

Nhém viing alpha, tién hanh PCR da mdi vé6i cac doan mdi duoc néu trong SEQ
ID NO.53 dén SEQ ID NO.56,

Nhém vung beta, tién hanh PCR da mdi véi cac doan mdi dugc néu trong SEQ
ID NO.47 dén SQ ID NO.60.
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M&di PCR dugc thuc hién trong diu kién chudn dé thu dugc cac doan ADN quan
tAm tuong tmg dé 1am khudn gén nhan biotin.

Trong budc gin nhan biotin, dé gin nhan biotin vao cic doan gen quan tim, tién
hanh PCR vong 2 véi ba san phim PCR tuong tmg thu duoc tir budc PCR vong 1 néu
trén theo nhom bao gdm:

Nhom SEA, a 4.2, THAI va a 3.7, tién hanh véi céc doan mdi dugc néu trong
SEQ ID NO.61 dén SEQ ID NO.63 vi ADN khuén la san phdm thu duge tir PCR
vong 1 tuwong Ung.

Nhom ving alpha, tién hanh vé6i cac doan mdi dugc néu trong SEQ ID NO.64
dén SEQ ID NO.66 va ADN khuén 14 san phim thu duge tir PCR vong 1 twong ting.

Nhom vung beta, tién hanh véi cac doan mdi dugce néu trong SEQ ID NO.67 dén
SEQ ID NO.70 va ADN khuén 12 san pham thu dugc tir PCR vong'1 twong tng.

San phém thu dugc tt PCR vong 2 dugce st dung dé lai v6i cac doan do dic
hidu. Céc doan do nay duoc gin trén cic vi mang cta chip theo sang ché.

Trong budc lai véi cac doan do dédc hi€u, san phﬁm thu dugc tr nhom SEA, a
4.2, THAI va a 3.7 va nhém vung alpha lai dugc cho lai v6i vi mang phét hién dot
bién alpha-globin ciia vi chip duoc ¢b dinh trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.1
dén SEQ ID NO.13. San phim thu dugc tir nhém ving beta duge cho lai véi vi mang
phéat hién dot bién beta-globin cta vi chip dugc ¢ dinh trinh ty nucleotit néu trong
SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.43. Cac diéu kién lai dugc thuc hién trong didu kién
lai binh thudng trong diéu kién phong. |

Trong budc xac dinh dot bién bang cach 0 cic vi mang sau khi lai v6i doan
nucleotit gin huynh quang néu trong SEQ ID NO.46 va doc két qua trén may doc
huynh quang dé x4c dinh ddng thoi 24 d6t bién gen gy bénh tan mau bam sinh.

Theo két qua doc huynh quang va cin cit trén ma trin gén dau do coa mang trén
chip s& x4c dinh dugc cac dot bién, tir d6 c6 thé dua ra duoc céc kiéu gen nhu binh
thudong (khong c6 dot bién), dot bién dang di hop, déng hop hodc ban di hgp trén co
s& xac dinh timg diém dot bién twong tng véi cac diém phat huynh quang trén chip.

Quy trinh cho phép chin doan 24 d6t bién trén gen globin mdt cach ddng thoi

vé6i céc di€u kién thuc hién rat ngan va dugc chuan héa bang mét tién trinh thuc hién
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duy nhét st dung chip sinh hoc cho phép phat hién chinh xac timg dot bién trong s6

24 3ot bién gay bénh tan mau bim sinh.

Vi du thye hién sang ché

Vi du 1. Sdn xudt chip sinh hoc dé phdt hién bénh dpt bién gen gdy bénh tan mdu

Céc doan do diic hiéu cho timg dot bién dugc tdng hop bing phuong phap téng

hop hoéa hoc, dau 5° dugc gén 12T tao thanh chudi ndi va dugc gfm 5AmMC6 theo quy

trinh tdng hop chuin. Cac doan ddi ching dugc tdng hop va gén huynh quang Cyp hoic

Biotin tuong ung. Céc d4u do va doan d6i ching dugc chuén do trong dung dich dém in
Tween20 dén ndng d6 20puM/mL.

I]S)El\?o Trinh ty Ni?n%f ’
1 SAMMC6/TTTTTTTTTTTTGTTTCGCTGTTGTTTTCC 20uM/mL
2 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTCCGGACCCATCACTCAGCTTCTC | 20pM/mL
3 SAMMC6/TTTTTTTTTTTTGGGAAAAAACTCAGGCACACA 20puM/mL
4 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTAAATGCCTGTGGTCAAAGCTCTCC | 20pM/mL
5 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTCTCCAGCTGAACGGTAT 20puM/mL
6 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTCTCCAGCTTGACGGTAT 20pM/mL
7 SAMMCG6/TTTTTTTTTTTTCTTGTCCAGGGAGGC 20pM/mL
8 SAMMCG6/TTTTTTTTTTTTCTTGTCCGGGGAGGC 20pM/mL
9 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTACCCACCATGGTGCTGT 20uM/mL
10 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGAACCCACCAGGTGCTGT 20pM/mL
11 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTAACCCACCCTGGTGCTG 20pM/mL
12 5AmMC6/ TTTTTTTTTTTTGCTCCAGCATATATGG 20pM/mL
13 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGATAGAGAGAACCCAGGCAC 20uM/mL
14 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCACACCCTAGGGT 20puM/mL
15 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCACATCCTAGGGT 20pM/mL
16 | SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCATAAAAGTCAGGG 20uM/mL
17 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCATAGAAGTCAGGG 20puM/mL
18 | SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCAGGTTGGTATCAA 20pM/mL
19 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCTGGGCAGTTTGGTATCAA 20uM/mL
20 | SAmMCO/TTTTTTTTTTTTGGTAGTGAGGCCT 20pM/mL
21 | 5SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGTGGTAAGGACCT 20pM/mL
22 | SAmMCO/TTTTTTTTTTTTCAGGTTGGTATCAAGG 20uM/mL
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23 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTGCAGGTTGCTATCAAGG 20pM/mL
24 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTCCAAGGGTAGACCA 20pM/mL
25 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGTCCAAGGTTAGACCAC 20uM/mL
26 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGCAGCTTGTCACA 20puM/mL
27 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGTGCAGCTTTGTCACAC 20puM/mL
28 SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAGGCACC 20uM/mL
29 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCCATCACTAGAAGGCACC 20uM/mL
30 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGCAATAGCAAT 20pM/mL
31 SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGGTTAAGGTAATAGCAAT 20uM/mL
32 SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTAGGAGAAGTCTGCCGT 20uM/mL
33 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTAGGAGAAGGTCTGCCGT 20uM/mL
34 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGAGCCACACCCTAG 20uM/mL
35 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGGAGCCATACCCTAGG 20puM/mL
36 5AmMC6/TTTTTTTTTTTTAGGACTCAAAGAACCTCT 20pM/mL
37 | SAmMMC6/TTTTTTTTTTTTAAGGACTCAACATCTGGGT 20puM/mL
38 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCAAAGGACTCAAAGAACCT 20puM/mL
39 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTCAAAGGACTAAAAGAACCT 20puM/mL
40 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTAGTATCACTAAGCTCG 20uM/mL
41 SAmMC6/TTTTTTTTTTTTAGTATCACTCTAAGCT 20puM/mL
42 | SAmMCG6/TTTTTTTTTTTTGTGGTGCAAGGTGAA 20pM/mL
43 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGTGGTGCTAGGTGAAC 20uM/mL
44 SAmMC6/TTTTTTTTTTTTGCCTCAAGTATGAGT 20puM/mL
45 | SAmMCG6/TTTTTTTTTTTTATGGCTACGAATTGGCT 20pM/mL
46 | SAmMC6/TTTTTTTTTTTT/3Cy5 20puM/mL
47 S5AmMC6/TTTTTTTTTTTT/Bio 20uM/mL
Tao chip sinh hoc

TAm thity tinh borosilicate dugc phti chit nén epoxy va dugc cét thanh manh

kich thuéc 75 x 25mm dugc chudn bj trude. Sau d6 chuyén 18n thiét bi in khong tiép

xtc sciFLEXARAYER dé in tung doan cac vi mang theo thu tu:

Vi mang trai (vi mang phat hién dot bién alpha-globin) dugc in véi lwgng lan
lugt 100uL/diém cac trinh ty tir SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.44
dén SEQ ID NO.47 v6i mbi diém c6 duong kinh khodng 200um, tao thanh day cach
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d&u nhau 200pm trén dién tich mat (néu kich thuée dai x réng). Trén tdm thiy tinh
nén dugc in téng 8 vi mang trai tao thanh day vi mang trai cach déu nhau.

Vi mang phai (vi mang phat hién dot bién beta-globin) duoc in lin lugt
100pL/diém céc trinh ty tir SEQ ID NO.14 d¢én SEQ ID NO.43, SEQ ID NO.44 dén
SEQ ID NO.47 véi mdi diém c6 dwdong kinh khoang 200um, tao thanh day cach déu
nhau 200pm trén dién tich mit (néu kich thudc dai x rong). Trén tim thiy tinh nén
duoc in téng 8 vi mang phai twong tao thanh day vi mang trai cach déu nhau twong
ung véi vi mang trai.

T4m nén dugc U trong diéu kién nhiét do khoang 23°C, d6 4m khoang 60% trong
30 phut @& cac doan do lién két v6i tAm nén thuy tinh thoéng qua dau lién két
5AmMC6 véi epoxy va 1am khé cac vi diém in. Két qua thu dugc cac lam kinh thiy
tinh bao gdm 8 chip v6i mbi chip bao gdm 2 vi mang trai va phai. TAm nén dugc boc
kin trong tii nhém dé bao quan.

Vi dy 2. San xudt kit dé phdt hi¢n djt bién gen gy bénh tan mdu
Tbng hop céc doan mdi

Céc doan mdi dic hidu cho timg nhém dot bién dugc tong hop bing phwong

phap tong hop hoéa hoc. Cac doan mdi gin Biosg vao diu 5° theo quy trinh tdng hop

chuén. Céc doan mdi duge chudn do trong dung dich dém dén ndéng d6 0,2puM/mL.

SEQ ID Trinh ty mdi Nong d% cudi

NO

48 | 5-TCCTGCCCTCACTGCAATAAATGGA-3’ 0,2pM/mL
49 | 5-TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ 0,2pM/mL
50 | 5-TAGAGCATTGCTGGTCATGC-3’ 0,2pM/mL
51 5’-TCTGCCACGCTCTACTGACT-3’ ~0,2pM/mL
52 | 5-TGCCTGTGGTCAAAGCTCTC-3’ 0,2pM/mL
49 | - TTGAGACCATGCTTGCTTTGCAC-3’ 0,2pM/mL
53 5-CTTTCCCTACCGAGAGCCAGGTT-3’ 0,2uM/mL
54 | 5°-GCCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG-3’ 0,2uM/mL
55 | 5’- ACTCTTCTGGTCCCCACAG-3’ 0,2pM/mL
56 | 5- GTTGGCACATTCCGGGA-3’ 0,2pM/mL
57 | 5-GGACAGGTACGGCTGTCA -3' 0,2pM/mL
58 | 5-TATCCCCTTCCTATGACATGA-3' 0,2puM/mL
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59 5’-ATGCCTCTTTGCACCATTCT-3’ 0,2pM/mL
60 5’-CAGTTAAGTAGTTGGACTTAGGGA-3’ 0,2uM/mL
61 5Biosg/GCGATCTGGGCTCTGTGTTCT 0,2uM/mL
62 5Biosg/CACCTACTCCGGAGGCT 0,2uM/mL
63 5Biosg/ GATCTGCACCTCTGGGTAGGTTC 0,2uM/mL
64 5Biosg/CTCTCAGGGCAGAGGATCAC 0,2uM/mL
65 5Biosg/ TTGAGGGTGGCCTGTGGG 0,2uM/mL
66 5Biosg/ CACTGCCTGCTGGTGAC 0,2uM/mL
67 5Biosg/TCTGTCTCCACATGCCCAG 0,2uM/mL
68 5Biosg/CTGACTCTCTCTGCCTATTGG | 0,2puM/mL
69 5Biosg/ TCCAGCCTTATCCCAACC 0,2uM/mL
70 5Biosg/ CCACCAGTGCAGGCT 0,2uM/mL
Tao dung dich PCR

Céc dung dich PCR (Master mix) duoc tao theo quy trinh chuén, cc thanh phan

dung dich dugc pha ché va phan phdi vao trong cic dng nhé theo thanh phan nhu sau

Ky higu Thanh phin Quy céch
Mix1 Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U Lo mau tim
SEQ ID NO.48, SEQ ID NO.50-52: 0,2uM méi loai 0,2mL chira 9uL
SEQ ID NO.49: 0,4uM :
Mix2 | Dung dich dém chita 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U | Lo mau vang
SEQ ID NO.53-SEQ ID NO.56: 0,2uM mdi loai 0,2mL chira 9uL
Mix3 | Dung dich dém chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U | Lo mau xanh da
SEQ ID NO.57-SEQ ID NO.60: 0,2uM mbi loai troi 0,2mL chira
9uL
Mix4 | Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U Lo mau nau
SEQ ID NO.61-SEQ ID NO.63: 0,2uM mbi loai 0,2mL chtra
22,5uL
Mix5 | Dung dich d¢m chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U | Lo mau xanh la
SEQ ID NO.64-SEQ ID NO.66: 0,2uM mdi loai 0,2mL chira
22,5ul
Mix6 | Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U | Lo mau tring
SEQ ID NO.67-SEQ ID NO.70: 0,2uM mbi loai 0,2mL chta
22,5ul
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Tao dung dich dém

Céc dung dich dém bao gdm dung dich lai (HS), dung dich rira 1 (WS1), dung
dich rira 2 (WS2), dung dich trang (RS), dung dich nhuém (DS) va dung dich chiing
(PC) dugc pha ché bang cach pha dinh luong cac thanh phin héa chét trong nude tinh
khiét (MiliQ) bao gdm:

Dung dich lai (HS) bao gém SSC 3X, SDS 0,5% trong nudc MiliQ, dung dich
nay dugc dinh lwong 3mL trong dng nhura thé tich 4mL.

Dung dich rira 1 (WS1) bao gdm SSC 1X, SDS1% trong nude MiliQ, dung dich
nay dugc dinh lwong 12mL trong 6ng nhua thé tich 15mL.

Dung dich rira 2 (WS2) bao gdm SSC 1X trong nu6c MiliQ, dung dich nay dugc
dinh lugng 7mL trong éng nhua thé tich 8mL.

Dung dich trang (RS) bao gdm TBS 1X, Tween20 0,5% trong nudc MiliQ, dung
dich nay dugc dinh lugng 40 mL trong 6ng nhya thé tich 60mL. A

Dung dich nhuém (DS) bao gdm Cy5-Streptavidin 1mg/ml trong nuéc MiliQ,
dung dich ndy dugc dinh luong 4pL trong éng nhya 0,5mL.

Dung dich ching (PC) bao gbébm 10uM/mL trinh tu Biosg
ACTCATACTTGAGGC (SEQ. ID NO.71) trong nuéc MiliQ dugc dinh lugng Spl
trong 6ng nhua 0,5mL.

Céc thanh phan néu trén dugce déng gbi voi chip thu dugc theo Vi du 1 tao kit
dung cho 8 miu bénh phim. Cac thanh phén trén dugc chia vao 2 hop gidy khac nhau,

twong tng véi dicu kién bdo quan khéic nhau gdm:

| Hop | '1%:‘, | Kyhiéu l?rf;‘nhg | ~ Quy cich : lwiig D;;lig
HS 3mL Ong nhwa 4mL 1
g | wsi 12 ml Ong nhya 15mL 1 §D
5 WS2 7ml Ong nhya 8mL 1 ‘8
Hop "i RS 40ml Ong nhya 60mL 1 ?0
! og DS 4 uL Ong nhua 0,5mL 1 §
PC 5uL Ong nhya 0,5ml 1
Biochip | Chip Cif}f}?ég) Hop nhya 2 ngin P
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Mix 1 9 uL Lo 0,2 mL, mau tim 16
é Mix 2 9 L Lo 0,2 mL, mau ving 16 g,
Hop X Mix3 9 uL Lo 0,2 mL, mau xanh da troi 16 ‘S
2 Z:D Mix 4 22,5 uL Lo 0,2 mL, mau ndu 16 ?0
A | Mixs | 25uL Lo 0,2 mL, xanh l4 16 &

Mix 6 22,5 uL Lo 0,2 mL, mau tring 16

Kit duge dong goi kém theo huéng dén st dung bao gom huéng dn diéu kién
b&o quéan, huéng dan thyc hién PCR va lai ciing nhu so ¢4 ma tran in twong tGng véi
ting vi tri dot bién dé nguoi ding c6 thé so sanh va danh gia két qua.

Vi du 3. Thit nghi¢m phdt hi¢n dpt bién gen giy bénh tan mdu bam sinh

Pé thir nghiém kha ning phat hién dot bién gy bénh tan mau di truyén cta chip
thu dugc tir Vi du 1, tién hanh thi nghiém véi 50 miu bénh phém tir 50 ngudi mic
bénh tan mau di truyén b%lng kit thu duoc tir Vi du 2 néu trén.

M2u bénh phim dugc chiét dé thu ADN téng sb bang kit chiét ADN cua Qiagen
theo huéng din ciia nha cung cdp dé thu dugc ADN tbng s6. MAu ADN nay dugc dinh
lugng trong dung dich dém dén ndng d6 50ng/pL. MAu duge bao quan & 4°C dé su
dung.

Khuéch dai gen quan tdm (PCR vong 1):

Trong budc khuéch dai cac doan gen quan tdm tir ADN tong s, tién hanh ba
phan tng PCR da mdi véi ba nhom dot bién véi cac bng PCR theo kit thu duoc tir Vi
du 2:

V6i mdi mau, tién hanh hat 1puL miu bd sung vao cac dung dich Mix1 (mau
tim), Mix2 (mau vang), Mix3 (mau xanh da trdi), sau d6 tién hanh ly tdm nhanh céc
6ng nay trong 2 gidy va tién hanh PCR véi chu trinh nhiét nhu sau:

30 chu ky
Nhiét do 95°C 94°C 60°C 72°C 72°C 4°C
Thoigian | 3phat | 45gidy | 45gidy | 30 gidy | 5phat | oo

San phdm PCR vong 1 thu dugc nay duoc bao quan & 4°C cho dén khi thuc hién
PCR vong 2.

Gin Biotin vao doan gen quan tim (PCR vong 2):
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Tién hanh PCR vong 2 sir dung san phdm PCR vong 1 twong tng lam khuon véi

cac 6ng theo tht ty nhu sau:

San phim PCR vong 1 PCR vong 2

Mix1 (mau tim) Mix4 (mau nau)
Mix2 (mau vang) Mix5 (mau xanh 14)
Mix3 (mau xanh da troi) Mix6 (mau tring)

Hut 2,5 uL san phidm PCR vong 1 vao cac ng PCR mix ctia PCR vong 2 twong
ng nhu trén, tiép d6 tién hanh ly tim nhanh cic éng PCR vong 2 trong 2 gidy. Tién
hanh PCR vong 2 véi chu trinh nhiét nhu sau:

20 chu ky

Nhiét do 95°C 94°C 60°C 72°C 4°C

Thoi gian 2 phut 45 giay | 45gidy | 30 gidy 0

San phdm PCR vong 2 thu dugc nay duoc bao quan & 4°C néu chua tién hanh
ngay budc lai hoéa.

Lai va doc két qua x4c dinh dot bién:

T4m nén chia chip sinh hoc cua kit dugc dat 16n miéng silicon, can 18 khép voi
budng lai, sau d6 kep chit tim nén nay véi budng lai (Adaptor).

Dung dich lai HS dugc lam 4m trong thiét bi & nhiét 50°C trong 15 phut. Nap
5pLL dung dich PC Véo dung dich lai HS, sau khi ddo nhe nhang déng nhét dung dich,
sau d6 nap 60pL dung dich HS vao mdi giéng. Sau d6 chuyén budng lai ndy vao may
Ui lic Elisa & nhiét d6 50°C, tbc do l4c 250 vong/phut.

San phim PCR vong 2 timg dng dugc bién tinh & 95°C trong 3 phut, sau d6 lam
lanh nhanh trong PCR rack chiller it nhét 1 phit.

LAy budng lai ra khéi may u lic Elisa va hat 20 uL trong mdi dng ciia san phim
PCR vong 2 cho vio c4c giéng twong tng nhu sau: San phdm Mix4 (mau nau) va
Mix5 (mau xanh 14) cho vao giéng bén trai (vi mang trai) va Mix6 (mau tring) cho
vao giéng bén phai (vi mang phai).

Phi cc giéng bing parafilm dé ngan can su bay hoi, sau d6 dat budng lai nay

vao méy 1 lic Elisa, tién hanh lai trong 1 gid & 50°C, 250 vong/phut.
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U dung dich rira WS1 va WS2 vao thiét bj ¢ nhiét & 50°C trong khoang 15 phut
trude khi ria.

Sau khi két thic bude lai, hut b hdn hop lai bang pipet bom chan khong, dit
dAu pipet & goc trén clng bén trai.

LAy chai dung dich WS1 ra khéi thiét bi ¢ nhiét, lic nhe nhang d& dung dich
ddng nhat va nap 150 pL dung dich rira WS1 vao mdi giéng.

Chuyén budng lai vao may lic Elisa & 50°C, 250 vong/phut tfong 5 phut, hat bd
dung dich rita WS1 stt dung pipet bom chan khéng, dit dau pipet & goc trén ciing bén
trdi. Budc rira nay duge thuc hién 1ap lai 2 lan.

Dung dich WS2 sau khi & dugc lic ddng nhét, sau d6 nap 150 pL vao mdi giéng
va chuyén budng lai vao may lic Elisa & 50°C, 250 vong trong 5 phut.

Dung dich nhudém cho mdi giéng dugc pha bang cach bd sung 100 pL dung dich
RS va 0,1 pL dung dich DS. Sau khi tron déu dé dung dich nhuém dugc déng nhét,
tién hanh hat b6 dung dich WS2 bing pipet bom chan khong, dit diu pipet & goc trén
cung bén trai.

Nap 100 pL dung dich RS vao mdi giéng va nhanh chéng hut ra bing pipet bom
chan khong rdi nap tiép 100 pL dung dich nhudm vao mdi giéng.

Phu cac giéng bang parafilm rdi dit budng lai 1én may l4c tién hanh 1ic & nhiét
do phong, 250 vong/phut trong 10 phut. Sau khi hit bé dung dich nhudm bang pipet
bom chan khéng, tién hanh nap 100 uL dung dich RS vao mdi giéng va nhanh chong
hit ra bang pipet bom chan khong.

Théo lam kinh ra khéi budng lai va nhing lam kinh trong budng rira chua
khoang 5 mL dung dich RS va lic ¢ nhiét d6 phong, 250 vong/phut trong 3 phut. Lam
kinh dugc 14y ra khoi budng rira va dat vao budng rira chua khoang 5 mL nudc
nucleaza. Tién hanh lic & nhiét d6 thuong, 250 vong/phut trong 20 gidy va ly tdm
trong 30 gidy thu dugc lam kinh da dugc nhudm va lai. |

St dung may BimedReader FL2 (thiét bi doc két qua chuyén dung cho bd kit) dé
doc két qua trén lam kinh. Két qua thu dugc cho céc trudng hop dién hinh dugc thé
hién trong céc hinh tir Hinh 4 dén Hinh 20.

Két qua cho thiy cac hinh anh thu duge rd nét, c6 kha ning phan biét dugc d&

dang, cho phép x4c dinh dugc cic dot bién lién gy bénh tan mau bim sinh.
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Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Chip theo sang ché c6 kha ning lai dic hiéu v6i dong thoi 24 truong hop dot
bién gy bénh tan méau bim sinh trén co s& gen, didu nay mé ra mot huéng xét nghiém
chin doan bénh tan méau bam sinh (thalassemia) mot cach nhanh chéng va hiéu qua.
Chip duoc cai tién vé cac doan do dic hiéu tdi vu, cho phép thuc hién lai trong diéu
kién thong thuong ma vin dam bao do tin cdy va chinh x4c.

Bing cach ti vu hoéa va giam lwong miu do duge in trén cac tAm nén thuy tinh
cho phép san xuit hang loat chip v&i chi phi thip, gitp ting hidu qua, gidm gia thanh
san phim, cho phép ngudi bénh c¢6 kha ning tiép can voi cac xét nghiém trén co s&
chén doan di truyén.

Bing céch cai tién, t8i wu héa cic doan mdi va cac doan do va phan phdi hop Iy
céc d6t bién trén cac vi mang twong tmg, didu nay cho phép giam dugc lugng phan
tmg PCR, giam luong mdi trong mbi phan tng, kit cho phép nhin nhanh céc doan gen
quan tim, chin doan hiéu qua 24 dot bién giup gidm cac chi phi thyc hién, rat ngin

thoi gian chan dodn bénh tan mau bam sinh.
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YEU CAU BAO HO

1. Chip sinh hoc d& phat hién dot bién gen gay bénh tan mau bim sinh, trong dé chip
nay bao gdm:
- vi mang (microarray) phat hién dot bién alpha-globin, trong d6 vi mang nay bao gdm
tdm nén c6 cac vi diém c6 dudng kinh tir 50 dén 300pm duoc bd tri theo day cach
nhau khoang tir 100 dén 250pm, trén mdi vi diém nay duoc gin doc 14p:

+ dau dod bao gém trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.13,

theo tht tu xac dinh;

+ dbi chimg dwong ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.44;

+ d6i chimg 4m c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.45;

+ d6i chiing huynh quang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.46; va

+ dbi ching nhudm cé trinh ty néu trong SEQ ID NO.47;
- vi mang (microarray) phét hién dot bién beta-globin, trong d6 vi mang nay bao goém
tdm nén c6 cac vi diém c6 duong kinh tir 50 dén 300pm dugc bd tri theo day cach
nhau khoang tir 100 dén 250pm, trén mdi diém nay dugc gén doc lép:

+ diu do bao gdm trinh tr nucleotit néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.43,

theo thir tu xac dinh;

+ d6i chig dwong ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.44;

+ dbi chirng 4m c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.45;

+ d6i ching huynh quang c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.46; va

+ d6i chiing nhudm c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.47.
2. Chip sinh hoc theo diém 1, trong d6 vi mang phét hién dot bién alpha-globin va vi
méang phat hién dot bién beta-globin dwoc gén trén cing mot tAm nén 13 thay tinh
borosilicat dugc phu epoxy, aldehyt hodc amino.
3. Chip sinh hoc theo diém 1 hoic 2, trong d6 céc trinh tu ddu do hodic dbi chimg duge
gin doc l4p trén cac vi diém theo cach khong tiép xtc véi ndng d6 nim trong khoang
tir 1 dén 40pM.
4. Chip sinh hoc theo diém 3, trong d6 mdi dau do hodic dbi chimg duoc gin doc lap
trén it nhét trén 3 vi diém khac nhau x4c dinh trudc trén vi mang tuong Ung.
5. Chip sinh hoc theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 chip nay duogc

b4 tri trén tAm nén véi lwgng tir 2 dén 16 chip/tim nén.
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6. Kit dé phat hién dot bién gen gy bénh tan mau bdm sinh, trong d6 kit nay chia it

nhét mot chip sinh hoc nhu dugc xac dinh trong cac diém tir 1 dén 5 va cac dung dich
dém, dung dich PCR.

7. Kit theo diém 5, trong d6 kit nay bao gdm cac thanh phan sau:

Loai

Ky hi¢u

Thanh phéin, ham luong

Téng

Chip

Biochip

Chip sinh hoc, 2 tAm nén, mdi tAm 8 chip

16 chip

Dung dich dém

HS

Dung dich lai bao gém SSC 3X, SDS 0,5% trong nudc
MiliQ

3ml

WS1

Dung dich rira bao gdm SSC 1X, SDS1% trong nudc MiliQ

12ml

WS2

Dung dich rira bao gdbm SSC 1X trong nudc MiliQ

7ml

RS

Dung dich trang bao gdm TBS 1X, Tween20 0,5% trong
nudc MiliQ

40ml

DS

Dung dich nhuém bao gdm Cy5-Streptavidin 1mg/ml trong
nudc MiliQ

4pL

PC

Dung dich chimg bao gdm 10pM trinh ty néu trong SEQ ID
NO.71 trong nuéc MiliQ

SuL

Dung dich PCR

Mix1

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V1 SEA: SEQ ID NO.48 va SEQ ID NO.49, 0,1-
0,2puM moi loai;

M£°)i V1 a4.2: SEQ ID NO.50 va SEQ ID NO.51, 0,1-0,2uM
moi loai; va

Mbi V1 THAIL: SEQ ID NO.52 va SEQ ID N0.49, 0,1-
0,2uM moi loai.

16x9uL

Mix2

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Moi V1 03.7: SEQ ID NO.53 va SEQ ID NO.54, 0,1-0,2uM
moi loai; va

Mobi V1 alpha2: SEQ ID NO.55 va SEQ ID NO.56, 0,1-
0,2uM moi loai.

16x9ul

Mix3

Dung dich dém chtra 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mbi V1 betal: SEQ ID NO.57 va SEQ ID NO.58, 0,1-
0,2uM moi loai; va

Mbi V1 beta2: SEQ ID NO.59 va SEQ ID NO.60, 0,1-
0,2puM moi loai.

16x9uLl

Mix4

Dung dich dém chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U
Mobi V2 SEA: SEQ ID NO.61, 0,1-0,2puM;

Moi V2 04.2: SEQ ID NO.62, 0,1-0,2uM; va

Moi V2 THAI: SEQ ID NO.63, 0,1-0,2uM.

16x22,5
ne
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Loai | Ky hiéu Thanh phin, ham luong Téng
Mix5 | Dung dich d€m chtta 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U 16x22,5
MJi V2 a3.7: SEQ ID NO.64, 0,1-0,2uM; uL
MJi V2 2-1 alpha2: SEQ ID NO.65, 0,1-0,2uM; va
MJi V2 2-2 alpha2: SEQ ID NO.66, , 0,1-0,2uM. -
Mix6 | Dung dich dém chira 0,2mM dNTP, Taq polymeraza 1U 16x22,5
Mdi V2 1-1 betal: SEQ ID NO.67; uL

Moi V2 1-2 beta2: SEQ ID NO.68;
Mbi V2 2-1 betal: SEQ ID NO.69; va
Mbi V2 2-2 beta2: SEQ ID NO.70.

8. Kit theo diém 6 hoac 7, trong d6 céc dung dich dém, dung dich PCR dugc dung

trong céc 19 c6 mau siac khic nhau hodc dugc danh dau dé phan biét.

9. Kit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 6 dén 8, trong d6 kit nay dugc dong géi

kém huéng din st dung.
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HINH 4

HINH 5

(B)

HINH 6
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HINH 7

HINH 8

A

HINH 9

HINH 10
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(A)

HINH 11

HINH 12
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| HINH 13

HINH 14

(B)

HINH 15

(A)
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HINH 16

HINH 17

B)

(A)

HINH 18
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HINH 19

HINH 20

(A)
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<110>

<120>

<130>
<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

DANH MUC TRINH TU

Céng ty Trach nhiém h#tu han MTV Nha mdy Cébng nghé sinh
hoc va Thiét bi y té& (BIMETECH)

Chip sinh hoc && phat hién dét bién gen gady bénh tan mau
bdm sinh va kit d& ph&t hién dé6t bién gen nay

70

1

31

ADN

Trinh tu nhdn tao
Poan do

didu hiéu misc
(1)..(1)

n la AmMc6

1

NTTTTTTTTT TTTGTTTCGC TGTTGTTTTC C

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

2

36

ADN

Trinh ty nhédn tao
bPoan do

didu hiéu misc
(1) .. (1)

n la 5AmMc6

2

NTTTTTTTTT TTTCCGGACC CATCACTCAG CTTCTC

<210>
<211>
<212>
<213>

3

34

ADN

Trinh ty nhé&n tao
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<220>
<223> boan do

<220>
<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)

<223> n la 5AmMcé6

<220>
<400> 3
NTTTTTTTTT TTTGGGAAAA AACTCAGGCA CACA

<210> 4

<211> 37

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223> Dboan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 4
NTTTTTTTTT TTTAAATGCC TGTGGTCAAA GCTCTCC

<210> 5

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> diu hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 5
NTTTTTTTTT TTTCTCCAGC TGAACGGTAT

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

-48-
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<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 6
NTTTTTTTTT TTTCTCCAGC TTGACGGTAT

<210> 7

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> boan do

<220>
<221> d&u hiéu misc
<222> (1).. (1)

<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 7
NTTTTTTTTT TTTCTTGTCC AGGGAGGC

<210> 8

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 8
NTTTTTTTTT TTTCTTGTCC GGGGAGGC

<210> 9

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

-49-
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

boan do

didu hiéu misc
(1) ..(1)
n la 5AmMco6

9

NTTTTTTTTT TTTACCCACC ATGGTGCTGT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTGAACCCA CCAGGTGCTG T

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

10

31

ADN

Trinh ty nhédn tao
Poan do

ddu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMc6

10

11

30

ADN

Trinh ty nhén tao
boan do

ddu hiéu misc

(1)..(1)
n 1a 5AmMco6

11

NTTTTTTTTT TTTAACCCAC CCTGGTGCTG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

12

29

ADN

Trinh ty nhén tao
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<223> Poan do

<220>

<221> diu hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMcé6

<220>
<400> 12
NTTTTTTTTT TTTGCTCCAG CATATATGG

<210> 13

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 13
NTTTTTTTTT TTTGGATAGA GAGAACCCAG GCAC

<210> 14

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> diu hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 14
NTTTTTTTTT TTTGGAGCCA CACCCTAGGG T

<210> 15

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

-51-
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

Poan do

ddu hiéu misc
(1)..(1)
n 1a 5AmMc6

15

NTTTTTTTTT TTTGGAGCCA CATCCTAGGG T

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

16

32

ADN

Trinh tu nhédn tao
bPoan do

didu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMc6

16

NTTTTTTTTT TTTCTGGGCA TAAAAGTCAG GG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

17

32

ADN

Trinh tu nhédn tao
Poan do

didu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMco6

17

NTTTTTTTTT TTTCTGGGCA TAGAAGTCAG GG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

18

32

ADN

Trinh ty nhdn tao
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<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 18

NTTTTTTTTT TTTCTGGGCA GGTTGGTATC AA

<210> 19

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMcé6

<220>
<400> 19

NTTTTTTTTT TTTCTGGGCA GTTTGGTATC AA

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 20
NTTTTTTTTT TTTGGTAGTG AGGCCT

<210> 21

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao
<220>

-53-
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

bPoan do

ddu hiéu misc
(1)..(1)
n la 5AmMcb6

21

NTTTTTTTTT TTTGGTGGTA AGGACCT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

28

29

ADN

Trinh ty nhédn tao
Poan do

didu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMco6

22

NTTTTTTTTT TTTCAGGTTG GTATCAAGG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

23

30

ADN

Trinh ty nhédn tao
Poan do

ddu hiéu misc
(1)..(1)

n la 5AmMc6

23

NTTTTTTTTT TTTGCAGGTT GCTATCAAGG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

24

27

ADN

Trinh tu nhén tao

27

29

30



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

bPoan do

ddu hiéu misc
(1) .. (1)
n la 5AmMco6

6

NTTTTTTTTT TTTCCAAGGG TAGACCA

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

25

30

ADN

Trinh ty nhédn tao
Poan do

ddu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMc6

25

NTTTTTTTTT TTTGTCCAAG GTTAGACCAC

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

26

26

ADN

Trinh ty nhédn tao
boan do

didu hiéu misc

(1).. (1)
n la 5AmMc6

26

NTTTTTTTTT TTTGCAGCTT GTCACA

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

27

30

ADN

Trinh ty nhén tao
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<223> Pboan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMco

<220>
<400> 27
NTTTTTTTTT TTTGTGCAGC TTTGTCACAC

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan do

<220>
<400> 28
NTTTTTTTTT TTTCCATCAC TAGAGGCACC

<210> 29

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 29
NTTTTTTTTT TTTCCATCAC TAGAAGGCAC C

<210> 30

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pboan do

<220>

<221> diu hiéu misc
<222> (1).. (1)

-56-



<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTGGGTTAA GGCAATAGCA AT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTGGGTTAA GGTAATAGCA AT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

n 1la 5AmMc6

30

31

32

ADN

Trinh ty nhéan tao
boan do

didu hiéu misc

(1) .. (1)
n la 5AmMc6

31

32

29

ADN

Trinh ty nhén tao
bPoan do

ddu hiéu misc

(1) .. (1)
n la 5AmMco6

32

NTTTTTTTTT TTTAGGAGAA GTCTGCCGT

- <210>

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

33

30

ADN

Trinh ty nhédn tao
boan do

ddu hiéu misc

(1) ..(1)

-57-
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<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTAGGAGAA GGTCTGCCGT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

n la 5AmMc6

33

34

27

ADN

Trinh tu nhén tao
Poan do

ddu hiéu misc

(1) .. (1)
n la 5AmMc6

34

NTTTTTTTTT TTTGAGCCAC ACCCTAG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

35

29

ADN

Trinh ty nhén tao
Poan do

ddu hiéu misc

(1) ..(1)

n la 5AmMc6

35

NTTTTTTTTT TTTGGAGCCA TACCCTAGG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

36

31

ADN

Trinh tu nhén tao

didu hiéu misc

(1) ..(1)

-58-

30

27

29

boan do



30424

<223> n la 5AmMcé6

<220>
<400> 36
NTTTTTTTTT TTTAGGACTC AAAGAACCTCT

- <210> 37

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pboan do

<220>
<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)

<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 37
NTTTTTTTTT TTTAAGGACT CAACATCTGG GT

<210> 38

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 38

. NTTTTTTTTT TTTCAAAGGA CTCAAAGAAC CT

<210> 39

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)

-5O-
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<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTCAAAGGA CTAAAAGAAC CT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

n la 5AmMc6

39

40

29

ADN

Trinh ty nhédn tao

boan do

diu hiéu misc
(1).. (1)
n la 5AmMc6

40

NTTTTTTTTT TTTAGTATCA CTAAGCTCG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

41

29

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan do

ddu hiéu misc
(1)..(1)
n la 5AmMc6

41

NTTTTTTTTTT TTAGTATCAC TCTAAGCT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

42

27

ADN

Trinh tu nhédn tao

Poan do

didu hiéu misc
(1)..(1)
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<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 42
NTTTTTTTTT TTGTGGTGCA AGGTGAA

<210> 43

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> diu hiéu misc
<222> (1).. (1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 43
NTTTTTTTTT TTTGTGGTGC TAGGTGAAC

<210> 44

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1).. (1)
<223> n la 5AmMco6

<220>
<400> 44
NTTTTTTTTT TTTGCCTCAA GTATGAGT

<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> boan do

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)

-61-
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<223>

<220>
<400>

NTTTTTTTTT TTTATGGCTA CGAATTGGCT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

30424

n la 5AmMco6

45

46

14

ADN

Trinh ty nhén tao

bPoan do huynh quang

didu hiéu misc

(1)..(14)
nl la 5AmMC6, nl4 1la 3Cy5
46

NTTTTTTTTT TTTN

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

47

14

ADN

Trinh tyg nhén tao

boan do

didu hiéu misc

(1)..(1)

nl la 5AmMC6, nl4 la Bio
47

NTTTTTTTTT TTTN

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

48

25

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi

48

TCCTGCCCTC ACTGCAATAA ATGGA

-62-
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14

25



<210> 49

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 49
NTTGAGACCA TGCTTGCTTT GCAC

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

' <223> Doan mdi

<220>
<400> 50
TAGAGCATTG CTGGTCATGC

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao
<220>

<223> boan mdi

<220>

. <400> 51

TCTGCCACGC TCTACTGACT

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 52
TGCCTGTGGT CAAAGCTCTC

- <210> 53

30424
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20

20



<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 53
CTTTCCCTAC CGAGAGCCAG GTT

<210> 54

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 54
GCCCATGCTG GCACGTTTCT GAGG

<210> 55
<211> 19

. <212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Poan mdi

<220>
<400> 55
ACTCTTCTGG TCCCCACAG

<210> 56

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 56
GTTGGCACAT TCCGGGA

<210> 57

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

30424

23

24

19

17



<220>
<223>Poan mdi

<220>
<400> 57
GGACAGGTAC GGCTGTCA

<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> boan mdi

<220>
 <400> 58
ATGCCTCTTT GCACCATTCT

<210> 59

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> boan mdéi

<220>
<400> 59
TATCCCCTTC CTATGACATG A

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 60
CAGTTAAGTA GTTGGACTTA GGGA

<210> 61

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223> Poan mdi

30424

-65-

18

20

21

24



<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1).. (1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 61
NGCGATCTGG GCTCTGTGTT CT

<210> 62

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1).. (1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 62

- NCACCTACTC CGGAGGCT

<210> 63

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> boan mdi

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 63
NGATCTGCAC CTCTGGGTAG GTTC

<210> o4

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao
<220>

<223> Poan mdi

30424

-66-

22

18

24



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

didu hiéu misc
(1) .. (1)
n la 5AmMc6

64

NCTCTCAGGG CAGAGGATCA C

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

65

19

ADN

Trinh ty nhdn tao
Poan mdi

ddu hiéu misc
(1) .. (1)
n la 5AmMc6

65

NTTGAGGGTG GCCTGTGGG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

66

18

ADN

Trinh ty nhé&n tao
Poan mdi

ddu hiéu misc

(1) .. (1)
n la 5AmMcé6

66

NCACTGCCTG CTGGTGAC

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

67

20

ADN

Trinh ty nhdn tao
Poan mdi

30424

-67-

21

19

18



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<400>

ddu hiéu misc
(1) ..(1)

n la 5AmMc6
o7

NTCTGTCTCC ACATGCCCAG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

- <220>

<400>

68

22

ADN

Trinh tuyu nhéan tao
Poan mdi

didu hiéu misc
(1)..(1)
n la 5AmMc6

68

NCTGACTCTC TCTGCCTATT GG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<400>

69

18

ADN

Trinh tu nhén tao
Poan mdi

ddu hiéu misc

(1)..(1)
n la 5AmMcé6

69

TCCAGCCTTA TCCCAACC

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

70

16

ADN

Trinh tuy nhén tao
Poan mdi

30424

-68-

20

22

18



30424

<220>

<221> d&u hiéu misc
<222> (1)..(1)
<223> n la 5AmMc6

<220>
<400> 70
NCCACCAGTG CAGGCT

<210> 71

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<221> d&u hiéu misc
<222> (1).. (1)

<223> n la Biosg
<220>

<400> 71
NACTCATACT TGAGGC

-69-

16

16





