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Linh vwe k¢ thuit ciia sdng ché

Sang ché dé cap dén dung cu chin dodn dé phat hién gen dich, phurong phép
san xuft dung cu nay, va phuong phép phét hién gen dich st dung dung cu nay. Cu thé,
sang ché dé& cap dén dung cu vi 1éng phat hién gen dich ma phat hién nhidu loai tac
nhan géy bénh théng qua viéc phét hién céc gen ddc hi€u cua bénh, phuwong phap san
xuat dung cu nay, va phwong phap phat hién st dung dung cu nay.

Cu thé hon, séng ché dé cip dén dung cu vi 1éng phét hién gen dich ma c6 kha
ning x4c dinh phat hién gen dich bing mét thuong bing cach khuéch dai gen dich dic
hiéu cta bénh dé chin ¢6 chon loc kénh cia dung cu vi 1éng, phuong phép san xuét
dung cu nay, va phuong phap phét hién gen dich sir dung dung cy nay.

Nghién ctru nay d& dugc tién hanh véi sy h3 trg ctia Chuong trinh phét trién
cdng nghé y sinh va Chuong trinh nghién cfru khoa hoc co ban thudc Quy nghién clru
Quéc gia Han Québc do Bé Khoa hoc tai trg, Cong nghé thong tin va K& hoach twong
lai Han Qubc va Dy 4n nghién ctru va phét trién Y 1€ va Cong nghé Y té thude Vién

N

phét trién cong nghiép Y t& Han Quéc do Bo Y té va Phiic loi tai trg.

Tinh trang k§ thudt ciia sang ché

Nhiéu phuong phép trén co sé phan tng tong hop chudi (PCR) khic nhau da
duoc béao cao 13 cac k¥ thudt phét hién gen. Phuong phdp phan tmg téng hop chudi
thoi gian thue md hinh dng nghiém don gian (SDT/RT-PCR - simple-direct tube RT-
PCR) stt dung truc tiép PCR va phuong phap IC/RT-PCR (RT-PCR mién dich bt cip)
bao gém phuong phap mifn dich dé loai bd chit we ché phan ing PCR va 1am ting d6
nhay d8 dugce phat trién dé dugc str dung cho viéc phat hién gen.

Cuy thé, muc dich ban dau 13 d8 giai quyét cac bénh truyén nhiém giy ra do
nhiéu loai tic nhén géy bénh 1& virut va vi khudn khéac nhau va ngén chin sy tién trién
va su lan rfng clia cac bénh nay, can thiét phai chén doén mdot cich nhanh chéng va
chinh x4c bénh truyén nhifm ciing véi tac nhén dic hidu cha bénh. Néu ¢6 thé chin
dodn c4c bénh nhan bi nhidm tic nhin gy bénh truyén nhidm trong giai doan tiém
tang trude khi xudt hidn bat ky triéu chﬁng 130, thi ¢6 thé ngan chin hidu qua mic o

1ay lan ctia bénh truyén nhifm nham trénh dwoc thiét hai nghiém trong vé kinh té va xa
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hoi.

Céc phwong phép dugce phét trién cho dén thoi diém nay doi héi nhidu thoi
gian va ngudn nhén lyc trong viée nudi cdy va phét hién cac tic nhin giy bénh ding
dé chén do4n, khéng c6 du d6 chinh xac dé x4c dinh su tmyén nhiém, doi hoi may
hodc dung cu cin ¢6 ngudn dién bén ngoai bao gdm méy luén nhiét, va gip khé khin
trong viéc phat hién ddng thoi nhidu céc tac nhan gy bénh.

Trong phuong phap chin doan sir dung bd kit PCR, vé co ban cAn phai c¢6 may

N
A

luén nhiét va rit khé dé dap Gng nhiét d6 tudn hoan, thoi gian, céc diéu kién cia cac
dung dich dém, va cac yéu t6 tuong tu trong PCR, do do din dén kho khin cho viée
phéat hién dong thoi nhidu céc tac nhan giy bénh.

Do d6, that cAn thiét phai phat trién mot phuong phép thuén tién va chinh x4c
dé phat hién gen dich, nhu gen dich dic hidu ctia bénh v6i chi phi va thoi gian phat
hién giam.

Tai liéu lién quan: Cong bb don sang ché Han Qudc s6 2010-0053831

Ban chat k§ thuit ciia sing ché

Séang ché @& xuét dung cu vi 1éng chan doén gen dich tirc 14 ¢6 kha ning phat
hién mdt cach thuan tién va chinh x4c gen dich trong moi truomg bit ky ma khong cén
nguén dién bén ngoai hodc mot dung cu dic biét bao gém may luin nhiét, phuong
phap san xuét dung cu ndy, va phuong phap phat hién st dung dung cu nay.

Dé giai quyét cac van G& néu trén, sing ché @& xuét dung cu vi 1éng phét hién
gen dich, phwong phap sén xuét dung cu nay, va phrong phép phat hién st dung dung
cu nay. Sau déay, mbi dbi tugng cla sang ché s& dugc md ta chi tiét.

Dung cu vi [éng phét hién gen dich

Theo mdt vi du cu thé, sang ché d& xuét dung cu vi 1éng phat hién gen dich bao
gbm: tm; cira vao dugc tao ra trén tAm nay va qua d6 dung dich mau dugc dua vao tir
bén ngoai; kénh thir nhat dugc ndi véi cira vao miu dé chira dung dich miu dugce dwa
vao nay; kénh thir hai dugc nbi v6i kénh thtr nhit; cira ra duge nbi véi kénh tht hai;
16p phit b& mit trén kénh thi hai; doan mdi dwgc cb dinh trén 16p phit bé mit ciia kénh
thir hai; va khudn lién két bd sung v6i doan mdi nay, trong d6 khudn bao gbm ving
lién két bd sung véi gen dich, ving lién két bd sung véi doan mdi ndy, va ving lién két
bd sung trén khudn dé tao thanh dang hinh qua ta, c4c ving lién két bd sung véi gen
dich dugc tao thanh riéng biét tai hai dau ctia khudn niy, va ving lién két nay bd sung

véi doan moi nay dugc tao ra gifta céc ving lién két bo sung trén khubn dé tao thanh
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hinh dang qué ta, ma dugc tao thanh riéng biét.

Tire 13, dung cu vi 16ng nay phat hién gen dich theo sang ché 1 dung cu bao
gém tAm, ctra véo, kénh thir nhét, va cira ra duge ndi voi kénh thir hai. Kénh thir hai
cta dung cu c6 16p phu bé mit, doan mdi duge ¢b dinh trén 16p phu bé mat, va khuén
(khuon d& phat hién gen dich) lién két v6i doan mdi duge cb dinh. Khudn c6 céu tric
tuyén tinh ctia 'ving lién két gen dich thir nhit-ving lién két bb sung trén khuén thir
nhét (d8 tao thanh hinh dang qua ta)-ving lién két doan mdi-ving lién két bd sung trén
khuén thir hai (€ tao thanh hinh dang qua ta)-ving lién két gen dich thtr hai.' Ttec 13,
trong cAu tric nay, Vl‘mg lién két doan mdi ciia khudn lién két v6i doan mbi duoc cb
dinh trén dung cu nay, 'vung lién két gen dich thit nhéi—vimg lién két bd sung trén
khudn thir nhit (88 tao thanh hinh dang qua ta) c6 mat & mot ddu cia ving lién két
doan mdi nay, va 'ving lién két bd sung trén khuén thi hai (dé tao thanh hinh dang qua
ta)-ving lién két gen dich thir hai' ¢6 mit & ddu kia ciia ving lién két doan mdi nay.

Khi céc gen dich c6 mit trong mAu, cic gen dich lién két v6i ca ving lién két
gen dich thi nhit va ving lién két gen dich thir hai ctia khuén nay. Sau d6, ving lién
két bd sung trén khuén thir nhét va vimg lién két bd sung trén khudn thi hai trd nén
gan nhau dé tao thanh lién két bd sung véi gen dich. Do d6, nhu duwge thdy tir phan B
ctia FIG.2, khu6n nay chuyén thanh dang hinh qua ta c6 mét diém cét & gitta ving lién
két gen dich thtr nhét va viing lién két gen dich thir hai.

Tt 13, dung cu vi 16ng nay phat hién gen dich theo sang ché 13 dung cu vi long
phét hién gen dich ma bao g?)m: tAm; ctra vao dugc tao ra trén tAim nay va qua doé dung
dich mau dugc dua vao tlr bén ngoai; kénh thi nhat dugce nbi v6i clra vao mau dé chira
dung dich mau duge dua vao nay; kénh thir hai dugc ndi v6i kénh thir nhét; va cira ra
dugce nbi v6i kénh thir hai, trong d6 kénh tht hai cé 16p pht bé mit; doan mdi duge cb
dinh trén 16p pht bé mit; khubn @ phat hién gen dich lién két voi doan mdi duge cb
dinh nay; khuén dé phat hién gen dich bao gbm ving lién két doan mdi bd sung véi
doan mdi nay, ving lién két bd sung trén khubdn thir nhét lién két véi mot dau cha ving
lién két doan mdi nay-ving lién két gen dich thir nhét, va vimg lién két bd sung trén
khuén thir hai lién két v6i dau kia cta ving lién két doan mdi-ving lién két gen dich
thr hai

Theo mdt vi du cu thé caa sang ché, kénh thir hai ¢6 thé ¢6 hinh dang dugc nbi

v6i kénh thir nhét va chia thanh hai hay nhidu nhénh, t6t hon 12 tir 2 ¢én 20 nhénh. S&

2
AC 4

lugng cac nhanh cta kénh thir hai ¢6 the thay doi theo s6 lugng khudn cua céc gen

dich duoc phat hién d€ chén doan gen dédc hi€u ctia bénh. Vi duy, khi ¢6 hai khubn gen
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dich, sé lwong cac nhanh ctia kénh thir hai ¢6 thé 14 hai, hodc ba bao gdm cac nhanh
cho khudn gen dich va nhém dbi chitng. Vi dy, khi ¢6 mdt khudn gen dich, sb lugng
c4c nhanh cia kénh thir hai ¢6 thé 13 mot, hoac hai bao gém c4ac nhanh cho khuén gen
dich va cho nhém ddi chimg.

S6 luong cac ctra ra miu c6 thé bang véi sé lwong cac nhanh ciia kénh thir hai.
Vi du, sb lugng céc cira ra mau ¢6 thé 13 hai hay nhidu clra ra, tt hon 13 tir 2 dén 20
clra ra, bang véi s6 luong cdc nhanh cta kénh thir hai.

Theo mét vi du cu thé cia sang ché, dé lam giam sy ¢b dinh ctia doan moi nay
trén kénh thir hai, kénh thr hai c6 thé dugc pht dé ¢6 nhém chire dé két hop véi doan
mdi ndy. Hon nita, doan mdi ndy c6 thé dwge bién dbi ¢é c6 nhém chire dé két hop véi
nhém chirc trén kénh thiy hai.

Theo mot vi du cu thé cla séng ché, kénh thir hai clia dung cu vi 16ng theo
sang ché co6 thé duoc phi bang pyrogallol amin, vi dy, 5-hydroxydopamin HCI.

Mot ddu ctia doan mdi nay c6 thé duoc bién ddi dé c6 cac nhém chirc khac
nhau, vi duy, mdt hay nhidu géc dugc chon tr nhém bao gém thiol, amin, hydroxyl,
carboxyl, isothioxyanat, NHS este, aldehyt, epoxit, cacbonat, HOBt este, glutaraldehyt,
carbamat, imidazol carbamat, maleimit, aziridin, sulfon, vinyisuifon, hydrazin, phenyl
azit, benzophenon, anthraquinon, va dien.

Theo mot phuong 4n cla sang ché, 16p phi cia kénh thir hai c6 thé 13 5-
hydroxydopamin HC, v& mét dau ctia doan méi nay c6 thé dugce bién dbi thanh nhém
thiol hodc amin.

Theo mdt vi du cu thé cia séng ché, khubn c6 thé duge thiét k& dé dat duge
cac chiéu dai va trinh ty khac nhau theo chiéu dai cta gen dich, vi du, gen giy bénh,
va chidu dai cta doan mdi. Theo mot vi du cu thé cua séng ché, khuén nay cé thé ¢co
chidu dai tir 40 dén 160 mer. Theo sing ché, khi khuén qué ngin, thi khuén nay 12
khong 6n dinh; khi khudén qua dai, hidu qua cia k¥ thuat khuéch dai vong lin tron
(RCA) c6 thé giam.

Theo mét vi du cu thé cta séng ché, trong khuén ndy, cic ving lién két b
sung v6i gen gy bénh duoc tao thanh riéng biét tai hai dau chia khuén ndy, cic ving
lién két bd sung trén khuodn dé tao thanh dang hinh qua ta duoc tao thanh riéng biét dé
tiép giap v6i céc ving lién két b6 sung v6i gen gdy bénh & ci hai dAu, va ving lién két
doan moi bd sung v6i doan méi nay duoc tao ra gitta ving lién két bd sung trén khudn
@8 tao thanh hinh dang qua ta (xem phén A cta FIG.2).

Theo mét vi du cu thé cha sang che, khudn nay cé the 1a khudn cb tong chiéu
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dai tir 40 dén 160 mer bao gbm céc ving lién két ¢6 chidu dai tir 10 dén 40 mer bd
sung voi gen dich, ving lién két ¢6 chidu dai tir 10 dén 40 mer bb sung v6i doan mbi
nay, va céc ving lién két c¢6 chifu dai tir 20 dén 80 mer bd sung trén khuon bd sung dé
tao thanh dang hinh qui ta.

Theo mdt vi du cu thé cia séng ché, dung dich mAu dugc dwa vao dung cu vi
long phat hién gen dich ¢6 thé 12 miu dich ctia co thé, nhu méu, nudc bot va nudc tiéu,
thrc phim, ngudn cung cip nuédce, va cac dung dich mau khac, nhu cic miu nude hodc
d4t, dé phan tich sy 6 nhifm nuée, sy 6 nhifm dét, hogic yéu t6 trong tu.

Ngoai ra, dung dich chi chira céc axit nucleic dugc chiét tir cac dung dich miu
khac c6 thé duoc dua vao dung cu vi 1ong phét hién gen dich. O ddy, qué trinh chiét
khong chi gi6i han & mét phrong phap cu thé ma ¢6 thé duoe thﬁ‘c hién bing phuong
phap chiét 16ng-16ng, nhw chiét phenol-clorofom, hodc phwong phép chiét 16ng-rin sir
dung chit mang. Ngoai ra, qué trinh chiét ¢6 thé sir dung phuong phap chiét proteinaza
K/phenol, phuong phép chiét proteinaza K/phenol/clorofom, thily phan bang kiém,
phuong phdp alkalin-natri dodexyl sulfat (SDS), hodc phwong phap sir dung enzym
tiéu khudn. Ngoai ra, phuong phap chiét axit nucleic ¢6 ban trén thi truong, QIAamp
(do hang QIAGEN, Dtic san xudt), c¢6 thé duge sir dung. Vi du, ¢6 thé sir dung phenol
va hdn hop phenol/clorofom.

Theo sang ché, gen dich, vi duy, trinh ty hodc phén tr clia axit nucleic, c6 thé 12
ADN hodc ARN mach don hodc mach kép ho#c ¢d thé 12 mach ¢c6 nghia hodc mach
dbi nghia. Do d6, trinh ty axit nucleic ¢6 thé 12 ADN mach kép, ADN mach don, ADN
mach don hén hop, ADN mach kép hdn hop, ADN mach kép duoc tao ra tir ADN
mach don (vi du, st dung qué trinh dung hop, thuong bién, enzym helicaza, hodic qua
trinh tuong tu), A-, B-, hodac Z-ADN, ADN mach ba, ARN, ARN mach don, ARN
mach kép, ARN mach don va ARN mach kép hon hop, ARN mach kép dugce tao ra tir
ARN mach don (vi dy, st dung qué trinh dung hgp, thudng bién, enzym helicaza, hodc
qua trinh twong tir), ARN théng tin (mARN), ARN ribosom (rARN), ARN van chuyén
(tARN), ARN xtc tac, snARN, microARN, hodc axit protein-nucleic (APN).

Séng ché khong chi gidi han & loai hodc ngudn cung cdp gen dich dugc st
dung, vi du, axit nucleic (vi dy, trinh ty hodc phén tr (vi dy, trinh tw dich va/hodc céc
oligonucleotit)). Khi duge st dung lién quan dén trinh fu axit nucleic, cac thuit ngi
"nucleotit" va "bazo" dwoc ding thay thé nhau trir khi ¢6 quy dinh cu thé khac trong
ban mo ta nay.

Sang ché con dé xudt bd kit dung cu vi long phét hién gen dich bao géom: dung
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cu vi 16ng phat hién gen dich; dNTP; enzym ligaza; va enzym axit nucleic polymeraza
dang nhiét.

Trong bo kit nay, dNTP, enzym ligaza, va enzym axit nucleic polymeraza dang
nhiét ndy c6 thé dugc bao gdm trong ché phidm khuéch dai dé khuéch dai san phim
gen (axit nucleic). Ché phédm khuéch dai nay ding dé chi hdn hop chira tat ca céc
thanh phan dé khuéch dai axit nucleic va c¢6 thé con bao gbm axit nucleic polymeraza
(enzym), dung dich dém cin thiét cho viéc hoat héa hodc phan Ung axit nucleic
polymeraza, bdn loai dNTP, cofactor, va/hodc co chat. Enzym axit nucleic polymeraza
nay c6 thé 13 ADN polymeraza, ARN polymeraza, transcriptaza nguoc (enzym phién
ma nguoc), va dang két hop cia chiing.

Theo mot vi du cu thé cta sing ché, ché phdm khuéch dai nay cung cdp ché
phém khuéch dai axit nucleic bao gdm ADN polymeraza, dung dich dém phan tmg, va
céc dNTP.

Theo mot vi du cu thé cia sang ché, ADN polymeraza c¢6 thé dugc chon tir
nhom bao gdm ADN polymeraza I ctia E. Coli, doan Klenow, phi29 ADN polymeraza,
Vent ADN polymeraza, T4, T7 ADN polymeraza, va Taq polymeraza.

Theo mdt vi du cu thé cta séng ché, dung dich dém (chét dém) c6 thé 1a cac
dung dich dém cua hang New England Biolabs (NEB), vi du, dung dich dém MEB 4,
dung dich dém Bst ADN polymeraza, dung dich dém T4 ADN ligaza, dung dich dém
T7 ADN ligaza, va cac dung dich d&ém twong tu, ma khdng chi giéi han & nhitng loai
nay.

Theo mdt vi du cu thé cia séng ché, dung cu vi 16ng phat hién gen dich c6 thé
con bao gbm ché phim phat hién dé phat hién su tao thanh hydrogel ctia céc san pham
gen dugce khuéch dai dugc phat hién béi dung cu vi 16ng nay hodc sy thay dbi do duc.

Ngoai ra, ché phdm phét hién c6 thé 14 thude nhudm & hd trg nhan dién bing
mét thudng sdn phém gen da khuéch dai, ma c6 thé biéu thi mau va bao gém, vi du,
GelRed, céc hat Streptavidin, thubc nhudm xanh trypan, thubc nhudm xanh Evans,
nhudm hematoxylin-eosin, tim tinh thé, hodc xanh metylen, ma khéng chi gigi han &
do.

Hon nfta, chd phdm phét hién c6 thé 13 dung dich mudi ndng do cao, ma lam
tang sy két bbng clia cac san phém gen dugc khuéch dai dan dén su thay dbi a6 duc
hoic két tia, do d6 tro gitip viée x4c dinh bing mit thudng cic san phdm gen da
khuéch dai. Dung dich mubi néng a6 cao nay co thé 1a dung dich mubi vb co, vi du,

dung dich chita nuéc magie clorua (MgCly), dung dich chira nudc amoni clorua
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(NH4C1), dung dich chtta nuéc amoni axetat (NH,OA(), dung dich chira nuéc natri
clorua (NaCl), dung dich chira nuéc amoni sulfat ((NH,),SO,), hodc dung dich nudc
chira dung dich axit amin trung tinh, ma khong chi giéi han & dé.

Ngoai ra, ché phim phat hién nay c6 thé 1a thube thir huynh quang.

Theo mét vi du cu thé cia séng ché, kénh thit hai cta dung cu c6 thé c6 dudng
kinh sao cho céc san phdm gen da khuéch dai (khdi) két bong dé chin kénh thir hai.
Kénh thir hai c6 thé ¢6 duong kinh trong khoang tir I pm dén 5 mm theo mét vi du cu
thé, va c¢6 thé c6 duong kinh trong khoang tir 50 pm dén 5 mm theo mét vi du cu thé
khac. Theo cach khac, kénh thir hai ¢6 thé ¢6 dudmg kinh trong khoang tir 0,25 mm
dén 2 mm theo mot vi du cu thé, va c6 thé c6 dudng kinh trong khoang tir 0,5 mm dén
1,5 mm theo mdt vi du cu thé khac.

Theo mdt vi du cu thé cia séng ché, cac san phdm gen dwoc khuéch dai (khdi)
c6 thé c6 dudng kinh trong khoang tir khoang 0,5 pum dén khoang 50 pm. Theo mét vi
du cu thé cia sang ché, cac san phidm gen dwoc khuéch dai (khéi) c6 thé két bong dé
tao thanh hydrogel, do d6 ¢6 dudng kinh trong khoang tir khoang 50 pm dén 5 mm.
Theo mét vi du cu thé khic cia séng ché, cac san phém gen dugce khuéch dai c6 thé
két bong dé c6 dudng kinh trong khoang tir khoang 0,25 mm dén 2 mm.

Theo mdt vi du cu thé cha séng ché, bé mat cua kénh thr hai coa dung cu vi
16ng c6 thé bao gdm mdt chit bat ky trong sb polydimetylsiloxan, vang (Au), cic oxit
kim loai (SiO,, TiO, ALOs, va thiéc indi oxit), gbm, va cic polyme téng hop
(polycacbonat, copolyme olefin mach vong, polytetrafloroetylen (PTFE), polystyren,
va polyetylen).

Theo mét vi du cu thé caa séng ché, vat litu pht ¢c6 thé bao g@)m 16p phu
monome hodc polyme hydroxybenzen. Ngoai ra, vat liéu phu ¢o thé bao gém, vi dy,
16p phu polyme catecholamin. Cdc monome hodc polyme hydroxybenzen c¢6 céc dic
tinh bé mat t6t va do d6 c6 thé dé dang phu béng mot loat cac vat liéu bao gém Céc
kim loai quy, c4c oxit kim loai, gdm, va c4c polyme tdng hop. Céc vi du cu thé vé cac
monome hodc polyme hydroxybenzen nay c¢6 thé bao gdm nhung khong gidi han &
dopamin, 5-hydroxydopamin HCI, norepinephrin, epinephrin, pyrogallol amin, 3,4-
dihydroxyphenylalanin, catechin, céc tannin, pyrogallol, pyrocatechol, heparin-
catechol, chitosan-catechol, poly(etylen glycol)-catechol, poly(etylenimin)-catechol,
poly(metyl metacrylat)-catechol, va axit hyaluronic-catechol.

Ngoai ra, vat lidu phit ¢6 thé 13 nhém vinyl.

Khong c6 su giéi han v& cac phuong phép phi. Vi du, ché phim phit ¢ thé
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duge didu ché va c6 thé dugce dua vao kénh thir hai dé phil bé mit cia kénh thi hai.
Mot vi du khéc, kénh ther hai c6 thé dugc phit bing 16p phu chira nhém vinyl bing
phuong phap ling dong pha hei.

Theo mot vi du cu thé caa séng ché, dung cu vi 1ong theo séng ché cho phép
xéc dinh céc san phdm gen dugc khuéch dai cta gen dich bing méat thudng. Theo mot
vi du cu thé ctia sang ché, phwong phap phat hién nhu vay c6 thé duoc x4c dinh bang
mét thudng khi cac san phdm gen duge khuéch dai két bong dé tao thanh hydrogel
hodc d¢ duc dugce thay déi.

Theo mdt vi du cu thé cia séng ché, gen dich duge phét hién c6 thé thu duogc
tr dong vat, thuc vat, vi khuén, virut, hodc nim. Tét hon, néu gen dich ¢6 thé thu duge
tir tdc nhén giy bénh, nhu vi khuén, virut hodc nim.

Theo mdt vi du cu thé cia sang ché, gen dich duoc phat hién c6 thé 14 gen gly
bénh. Gen dich c6 thé 14 tit ¢4 céc tac nhan gy bénh co trinh tur axit nucleic da biét.
Theo mot vi du cu thé cia séng ché, cAc tac nhan gdy bénh 12 hitu dung dé phat hién
dich ctim gia cdm, SARS, Escherichia coli O157:H7, vi khuén lao Mycobacterium
tuberculosis, Bacillus anthracis, Streptococcus pneumonia, Plasmodium, Salmonella,
virut Hepatitis A,B,C,D va E, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Yersinia
enterocolitica, virut Ebola, va virut MERS-Cov. Ngoai ra, theo mét vi du cu thé cuaa
sang ché, cac tic nhan gdy bénh con hitu ich ding dé phat hién tic nhan giy bénh
khang khang sinh, nhu Streptococcus pneumonia, enterococcus, staphylococcus,
Plasmodium falciparum, va vi khuén lao hoic vi khuén sét rét & céc nu6c dang phét
trién.

Bang 1 duéi day minh hoa céc loai va trinh tu phét hién dugce cia cac gen dich
phét hién dugce, vi dy, cac tdc nhén gy bénh, va trinh ty clia cdc khudn bao gém cé
phén bd sung céc ving lién két vao d6 theo mét vi dy cu thé ca séng ché (kiéu chi¥ in
dam: ving lién két bd sung v6i gen dich cta tac nhan gy bénh, kidu chit in nghiéng:
ving bd sung trén khuén, kiéu chit in nghiéng gach duéi: ving lién két bd sung véi

doan mdi).

[Bang 1]
Loaitécnhdn | Sétrinh | Trinh ty khuén (5" — S6 | Trinh tw gen dich cia
gay bénh tu 39 trinh tac nhén giy bénh
tw ‘
Salmonella 1 5'-phosphat-TG CTA 5 5-GAG TCG GCA
TGC CGA CTC A4AT TAG CAC ACT CA-

O
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CGA AGT ACT CAG
CGTAAGTTT AGA
GGC AT TA GCA TGC
TAGTAT CGA CGT
CCCACGTAC CAA
CAACTTACGCTG
AGTACTTCG ATT TG
AGT G-3

phosphat-3'

Yersinia
enterocolitica

5'-phosphat-GC TCA
CCC CAGTAA AAT
CGA AGT ACT CAG
CGTAAG TTT AGA
GGC AT TA GCATGC
TAGTAT CGA CGT
CCCACGTACCAA
CAACTTACG CTG
AGT ACT TCG ATT
AG CTT TAC-3

5'-TTA CTG GGG
TGA GCG TAA
AGC T-phosphat-3'

Francisella
tularensis

5'-phosphat-TG TTT
CCA GTATTT AAT
CGA AGT ACT CAG
CGT AAG TTT AGA

GGC AT T4 GC4 1GC

TAGTAT CGA CGT
CCCACGTACCAA
CAA CITACG CTG
AGTACT TCG ATT
TTT CCT CCG A-3'

5'-AAA TAC TGG
AAA CAT CGG
AGG AAA-
phosphat-3'

Yersinia pestis

5'-phosphat-TC GAA
TGC CAA CAA AAT
CGA AGT ACT CAG
CGTAAGTTT AGA
GGC AT TA GCA TGC
TAGTAT CGA CGT
CCCACGTACCAA
CAA CTTACG CTG
AGT ACT TCG ATT
CTCTGA ACA-Z

5'-TTG TTG GCA
TTC GAT GTIT CAG
AG-phosphat-3'
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Trong trudng hop ndy, véi vai trd 12 doan mdi, phan bd sung dang lién két vao
cac trinh ty khuon, 5'-Thiol-AAA AAA AAA GGG ACG TCG ATA CTA GCA TGC
TA 3' (S6 trinh tur 9), ¢6 thé dugc st dung.

Bang 2 dudi ddy minh hoa loai va trinh ty phat hién dwoc cua cac gen dich
phéat hién dugc, vi dy, cc tdc nhén giy bénh, va trinh tw cliia cac khudn bao gém ca

phan b6 sung cac vung lién két vao d6 theo Vi du 3 ciia sdng che.

Trinh tu khudn (5’ — 3') S6

Loai tac Sé Trinh ty gen dich
nhén gdy | trinh trinh | cta tdc nhan gy
bénh tw tw bénh
Bacillus 10 | 5'-phosphat TTT GAA ATG GAG 12 | 5-TTC TCC
anthracis AAA ATC GAA GTA CTC AGC ATT TCA AAC
GTA AGT TTA GAG GTA GCA GCT CA
TGC TAG TAT CGA CGT ACG phosphat-3'
TAC CAA CTT ACG CTG AGT ACT
TCG ATT TGA GCG-3'
Virut 11 | 5'-phosphat GA CGC ACGCG A 13 | 5-CGC GTG
Ebola ATC GAA GTA CTC AGC GTA CGT CGT GCG
AGT TTA GAG GTA GCATGC ATT TCT CGT
TAG TAT CGA CGT ACGTAC T-phosphat-3'
CAA CTT ACGCTG AGT ACT
TCG ATT AAC GAG AAATCG
CAC-3'

Bang 3 dudi dady minh hoa trinh ty cla gen dich phat hién duge cta virut
MERS-CoV phét hién dugc, va trinh tyr cia khuon bao gom ca phan bo sung vung lién

két vao d6 theo Vi du 5 cia sang ché.

[Bang 3]
Loaitac | S&trinh Trinh tir khudn (5’ — 3") | SO trinh | Trinh tu gen dich
nhan giy fir tw cua tac nhén gy
bénh bénh
MERS- 16 5'-5phosphat/ AGG GCA 17 5'-CG GAG AUG
CoV CAT CTC CGA ATC UGC CCU GGG

GAA GTA CTC AGC

-11-
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GTA AGT TTA GAG
GTA GCATGCTAG
TAT CGA CGT ACG
TAC CAA CTT ACG
CTG AGT ACT TCG ATT
ATA CCCF

Dung cu vi 1éng phét hién gen dich theo séng ché ¢6 thé ding cho mdt loai tac
nhan gy bénh bit ky, ma khéng chi gi6i han & céc loai tAc nhén néu trén. Trinh tu gen
gay bénh ngiu nhién duge chon tir cic gen giy bénh di biét, va hai trinh tr ¢6 kha
nang lién két véi trinh tu gen gy bénh c6 mot diém cét dugc dit vao gitta ching dugc
didu ché dé ding 1am céc trinh tur ving lién két gen dich ctia khudn (ving lién két gen
dich tht nhat va ving 1ién két gen dich thi hai). Theo cach nay, chi bang cach thay thé
cac trinh tr ving lién két gen dich ctia khudn, dung cu vi 16ng phat hién gen dich ma
¢6 thé phat hién nhidu loai gen gy bénh c6 thé san xuét.

Mic dit dung cu vi 1dng phét kién gen dich theo sang ché di kha ning x4c dinh
t4c nhan gdy bénh thim chi bing mit thudng, nhimg ngudi cd hiéu biét trung binh
trong linh vuc 1ién quan dén séng ché c6 thé thuc hién séng ché theo nhidu hinh thirc
cu thé tuy thudc vao muyc dich, ma khéng lam thay dbi cac diu hidu dic trung co ban
ctia sang ché. Vi du, nhitmg ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy ¢6 thé
thyre hién sang ché bang cach bao gdm thém cam bién dién héa do dong dién, dién 4p,
hiéu dién thé, va su thay dbi dién tro gifta cdc dién cuc, bd cam bién quang sir dung
cac ngudn sang khic nhau, nhwr tia cyc tim, 4nh séng thudng, 4nh sdng huynh quang,
tia héng ngoai, va nguén dnh séng Raman, cam bién nano st dung céc vat liéu kim
loai, gém, va polyme, hodc cam bién sinh hoc st dung céc vat liéu nhay cdm sinh hoc,
nhu cac enzym, khang nguyén, va khang thé, phu thudc vao muc dich dé ting d6 nhay

phét hién ciia dung cu vi 16ng phét hién gen dich theo sang ché.

Phuong phép san xuht dune cu vi 10ng

Phuong phép san xuét dung cu vi 1ong phét hién gen dich theo sang ché c6 thé
bao gdm céc bude thao tic sau day:

(SDH chun bi dung cu vi 1éng bao gém tAm, clra vao dugc tao ra trén tAm nay
va qua d6 dung dich mAu duge dua vao tir bén ngoai vao, kénh thi nhét dugc ndi véi
clra vao dé chia dung dich méu duge dua vio, kénh thir hai dugc ndi v6i kénh thi
nhét, va ctra ra duge ndi v6i kénh thir hai;

(S2) phti bé mit ctia kénh thir hai cia dung cu vi 1éng;

-12-
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(S3) ¢b dinh doan mdi dé lién két v6i khudn trén kénh tht hai duge phi; va

(S4) lién két v6i doan mdi nay, khudn bao gbm ving lién két bd sung véi gen
dich, ving lién két bd sung véi doan mdi nay, va ving lién két b sung trén khuén dé
tao thanh dang hinh qua ta. ;

O day, cac ving lién két bd sung véi gen dich dugc tao thanh riéng biét tai hai
dAu cta khuon nay, va ving lién két bo sung v6i doan mdi ndy dugce tao ra giira cac
ving lién két b6 sung trén khudn dé tao thanh hinh dang qua ta, ma duge tao thanh
riéng biét.

Theo mdt vi du cu thé coa sang ché, bé mat cua kénh thi hai cia dung cu vi
16ng ¢6 thé bao gdm mét chét bét ky trong sé polydimetylsiloxan, vang (Au), cac oxit
kim loai (Si0,, TiO,, ALO;, va thiéc indi oxit), gbm, va céc polyme téng hop
(polycacbonat, copolyme olefin mach vong, polytetrafloroetylen (PTFE), polystyren,
va polyetylen).

Theo mot vi du cu thé cua sang ché, trong budc phu (S2) cua kénh thtr hai cia
dung cu vi 16ng, vat liéu phi cia kénh thr hai c6 thé dwoc phu bing vit liéu thim
nuGe dé trg gitp céc giot nude di chuyén va c6 thé 12 nhiéu loai v4t liéu c6 nhém chitc
dé ¢ dinh doan moi nay trén kénh thit hai. Theo mdt vi du cu thé cua sang ché, dé 1am
giam sy ¢b dinh ctia doan mdi nay trén kénh tht hai, kénh thi hai ¢6 thé duoc phu trén
bé mit dé c6 nhom chirc dé két hop voi doan mbi nay. Hon nita, doan mdi nay c6 thé
dugc bién dbi dé c6 nhém chire @& két hop v6i nhém chire trén kénh thi hai.

Theo mdt vi du cu thé coa séng ché, vt litu phtl cta kénh thir hai ¢6 thé bao
g6m I6p phti monome hodc polyme hydroxybenzen. Ngoai ra, vat liéu phil ¢6 thé bao
gbm, vi dy, 16p phii polyme catecholamin. Cac monome hodc polyme hydroxybenzen
6 cac dic tinh bé mit t6t va do d6 c6 thé d& dang pht béng mdt loat cac vét li€u bao
gOm céc kim loai quy, céc oxit kim loai, gbm, va céc polyme tong hop. Céc vi du cu
thé vé cac monome hodc polyme hydroxybenzen nay c6 thé bao gébm nhung khong
giéi han & dopamin, 5-hydroxydopamin HCI, norepinephrin, epinephrin, pyrogallol
amin, 3,4-Dihydroxyphenylalanin, catechin, céc tannin, pyrogallol, pyrocatechol,
heparin-catechol, chitosan-catechol, poly(etylen glycol)-catechol, poly(etylenimin)-
catechol, poly(metyl metacrylat)-catechol, va axit hyaluronic-catechol. Ngoai ra, nhom
vinyl ¢6 thé con dugc sir dung dé phi. |

Theo mét vi du cu thé cla sang ché, kénh thr hai clia dung cu vi 16ng theo

sang ché c6 thé duge phit bang pyrogallol amin, vi dy, 5-hydroxydopamin HCL.
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Phuong phap phéat hién dé phat hién gen giv bénh sir dung dung cu vi 1déng

Phurong phép phat hién gen dich st dung dung cu vi 16ng phéat hién gen dich
theo sang ché c6 thé bao gdm céc budc thao tic sau day:

(S1) chudn bi dung cu vi 1éng phét hién gen dich;

(S2) dwa dung dich mau vio kénh thir nhét; va

(S3) thém dNTP, ligaza, v enzym axit nucleic polymeraza ding nhiét vao
kénh thtr hai ctia dung cu vi 1éng phét hién gen dich.

Theo mot vi du cu thé cia sang ché, phwong phap niy co6 thé con bao gom
budc (S4) cho phép céc san phdm gen da khuéch dai két bdng tao thanh hydrogel c6
duong kinh trong khoang tir 50 pm dén 5 mm trén kénh thir hai va ctra ra.

Theo mot vi du cu thé cta séng ché, khuén nay cd thé duoc thiét ké dé co cac
chidu dai v trinh ty khéc nhau theo chidu dai ctia gen gy bénh, va chiéu dai cia doan
mdi. Theo mot vi du cu thé cia sing ché, khudn nay cb thé c6 chidu dai tir 40 dén 160
mer. Theo sang ché, khi khuén qué ngén, thi khudn nay 12 khong én dinh; khi khuon
qué dai, c6 thé 1am giam hiéu qua ctia RCA.

Theo sdng ché, doan mdi ding d8 chi c& doan moi dé c¢b dinh khudn trén kénh
thir hai va doan mdi 13 vét liéu khéi dau dé khuéeh dai gen.

Theo mét vi du cu thé cta sang ché, khudn cta dung cu vi 1éng phat hién gen
dich c6 thé tao thanh dang hinh qua fa.

Theo mét vi du cu thé cia séng ché, trong bude (S3), khi dNTP, ligaza, va axit
nucleic polymeraza ding nhiét nay dugc thém vao, qua trinh khuéch dai vong lan tron
(RCA) xay ra khi ¢6 mit ctia gen dich trong dung dich mau. Ttc 13, khi gen dich lién
két v6i ving lién két b6 sung v6i gen dich ciia khudn nay, thi khudn nay tao thanh
dang hinh qud ta v qué trinh khuéch dai c6 thé xdy ra do enzym axit nucleic
polymeraza déng nhiét. Qu4 trinh RCA nay c6 thé x4y ra & nhiét d6 trong phong, vi du,
15°C dén 35°C, tt hon 12 25°C dén 35°C, va 30°C theo mét phuong 4n.

Theo mot vi du cu thé cia séng ché, san phém duoc khuéch dai thu duge tir
qua trinh RCA ¢6 thé 12 san pham RCA mach don rdi hinh trdn c6 ba chén.

Theo mét vi du cu thé cua séng ché, cac gen da khuéch dai nay cé thé tao ra
san phim gen mach don ri. Tham khao FIG2, san phim gen dich dugc khuéch dai ¢6
thé tao ra mach don rbi hinh khoéa dan (Velero) nbi tiép c6 phan hinh tron dang méc va
chidu dai. Chidu dai nay c6 thé tir 0,5 ym dén 50 um. San phém gen dich duge khuéch
dai hoan toan ¢6 thé ¢é hinh gid ba chan ¢6 cac phan hinh trdn va céc chan c6 chifu
dai.
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Theo mét vi du cu thé cia sang ché, san phém mach don rbi c6 thé tao thanh
hydrogel.

Ngodi ra, theo mdt phuwong 4n, qué irinh khuéch dai bang k¥ thust RCA va
phan tng tao thanh hydrogel c¢6 thé xay ra trong 3 gi® hodic 1au hon, va thoi gian phan
{tmg c6 thé 12 ba gio.

Theo vi du cu thé khic ctia sing ché, phuong phép nay c6 thé con bao gdm
bude (S5) thém thude nhudm, dung dich mudi ndng do cao, hodc thudc thir huynh
quang.

Theo mdt vi du cu thé ctia séng ché, thubc nhudm, dung dich mubi néng do
cao, hodc thube thir huynh quang c6 thé ding dé dB phat hién gen dich va c6 thé 12 mot
loai bt ky trong sb cac loai sau: GelRed, céc hat Streptavidin, thubc nhudém xanh
trypan, thubc nhuom xanh Evans, thubc nhuém hematoxylin-eosin, thudc tim tinh thé,
xanh metylen, dung dich chta nuéc magie clorua (MgCly), dung dich chra nudc
amoni clorua (NH,Cl), dung dich chlta nuéc amoni axetat (NH;OA(), dung dich chira
nude natri clorua (NaCl), dung dich chtta nuéc amoni sulfat ((NH4),SO,), va dung
dich axit amin trung tinh. Vi dy, thubc nhudm, GelRed hoic céc hat Streptavidin lién
két chit ch& vdi biotin, c6 thé duge st dung. Ngoai ra, ché phém phét hién c6 thé 1a
dung dich mubi néng d% cao, nhur MgCl, va NH,CL

Theo mét vi du cu thé cia séng ché, dung dich mau dwoc phét hién c6 thé duogc

nap trén ctra vac miu va ¢6 thé chay qua kénh tht nhit va kénh th hai.

Hiéu qua dat dwoc cta sang ché

Dung cu theo sang ché c6 kha ning phét hién thuin tién mot gen dich duy nhét,
nhu mdt tic nhin gdy bénh duy nhét, hodc phét hién ddng thoi nhidu gen dich, nhu
nhiéu tac nhén gy bénhs & nhiét d6 trong phong ma khong can dung cu dic biét nao
va khong bi anh huéng béi ngudn 4nh sang va ning hzgng dién bén ngoai.

Do @6, séng ché d& xult phuong phap san xuét dung cu phét hién tac nhan giy
bénh ¢6 hi€u qua vé mat thdi gian va chi phi, ¢6 thé mang lai dung cy, va c¢6 kha nang
chin doén nhanh chéng ma khéng cin dung cu phat hién dit tidn.

Do viy, dung cu theo sang ché khéng chi c¢6 kha ning chén doan c4c tac nhin
géy bénh, nhu bénh lao hodc sbt rét & cac nudc dang phat trién, hodc chin doan cac
bénh truyén nhiém khac nhau (vi du, virut Ebola va virut MERS) dang de doa thé giGi
ma con ¢6 kha ning phét hién nhanh va thuén tién cic tdc nhén giy bénh lién quan dén

van dé khiing bd bang vii khi sinh hoc va 8 nhiém mdi trudng, do vay c6 tinh (mg dung
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thure tién cao.
M ta viin tit cic hinh v&

FIG.1 minh hoa hinh chiu tir trén xubng (bén trai) va hinh phdi canh (bén
phai) ciia dung cu vi [6ng phat hién gen dich theo sang ché. |

FIG.2 minh hoa quy trinh phat hién gen dich str dung khuon dang hinh qua ta
dé phét hién gen dich theo sang ché. A, B, C, D, va E mbi hinh dai dién cho mdt bude
thao tac cua quy trinh nay. |

FIG.3 minh hoa quy trinh chuén bi dung cu vi 1éng phat hién gen dich va
phuong phép phét hién gen dich st dung dung cu ndy theo séng ché. A,B,C,D,E, va
F mdi hinh dai dién cho mét buéc thao tic cia quy trinh nay.

FIG.4 minh hoa két qua dién di thé hién qué trinh nbi cta khuon (Khuén B_A)
trong bng dé phét hién vi khuén Bacillus anthracis.

FIG5 12 hinh anh SEM (kinh hién vi dién t& quét - Scanning Electron
Microscope (SEM)) cho thiy ring san phim RCA dugc xé4c dinh trong dng bang cich
st dung khudn cho vi khuan Bacillus anthracis (Khuén B_A) trong (1) theo phuong
an thitr nghiém 2.

FIG.6 13 hinh 4nh SEM cho théy ring sén phdm RCA duoc x4c dinh trong éng
bang cach st dung khudn cho virut Ebola (Khuén_ E) trong (2) theo phuong 4n thir
nghiém 2.

FIG.7a thé hién két qua tao thanh hydrogel trong 6ng bang khuon i véi virut
Ebola (Khuon_E), va FIG.7b 13 dd thi d nhét duoc do bang nhdt ké quay.

FIG.8a 12 hinh anh AFM cia két qua RCA trong trudng hop ¢b dinh doan mdi
trén kénh thit hai khéng dugce pht cia dung cu vi 16ng, va FIG.8b 1a hinh &nh AFM cia
k&t qua RCA trong truong hop ¢ dinh doan mdi trén kénh thi hai dugc phi bing 5-
hydroxydopamin HCI.

FIG.9a 13 hinh 4nh thé hién két qua phat hién Bacillus anthracis str dung dung
cu vi léng theo sang ché, va FIG9b 12 hinh anh thé hién két qua x4c dinh Bacillus
anthracis str dung may chup anh gel (Gel Doc™ EZ, Bio-Rad).

FIG.10a 12 hinh 4nh thé hién két qua phat hién dong thoi Bacillus anthracis va
virut Ebola sir dung dung cu vi 16ng theo séng ché, va FIG.10b 13 hinh anh thé hién két
qué x4c dinh vi khuén Bacillus anthracis va virut Ebola st dung mdy chup anh gel
(Gel Doc™ EZ, Bio-Rad).

FIG.11 thé hién két qua phét hién Bacillus anthracis va virut Ebola st dung

Streptavidin va dung cu vi 1éng theo sang ché.
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FIG.12 12 hinh so db cu thé minh hoa qué trinh n6i didm cét vA RCA xay ra
trong khuon lién két v&i doan mdi cia dung cu vi I6ng theo sang ché. A,B,C,D,vaE
moi hinh dai dién cho mot budc thao tic cia phurong phap nay.

FIG.13 12 so d6 minh hoa phuong phap phat hién gen dich st dung dung cu vi
16ng theo sang ché, dung cu nay dugc san xuét ¢6 ba kénh thir hai (kénh d6i chimg am,
kénh mau, va kénh d6i chimg duong) nhir trong phuong 4n thir nghiém 5.

FIG.14 thé hién két qud phat hién virut MERS bé‘mg cach st dung dung cuy vi
16ng phét hién gen MERS dich.

M6 t4 chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc hiu 16 rang hon nhd phin mo ta chi tiét cac phuong 4n
¢6 tham khao cac hinh v& kém theo. Tuy nhién, cdc phuong 4n sau dugc mo ta chi
nhidm muc dich minh hoa cho sang ché, va pham vi clia sang ché khéng chi dugce gidi
han & cac phuong 4n sau va c6 thé bao gdbm céc phuong 4n khéc. Trong c4c hinh V&,
chidu rong, chiéu dai, va d6 day ctia cac phén ¥ ¢6 thé duge phéng to cho rd rang. Cac
s& tham chiéu twong twr ding @& chi cac phan tir twong tur xuyén sudt ban mé ta. Ngoai
ra, cin phéi hiéu réng khi mdt phén ti duge goi la nam trén mot phéin ttr khéc, thi phﬁn

tr nay co thé nm truc tiép trén mot phén tir khac hoac trén mot phén tr xen ké.

<Phuong 4n chudn bi 1> San xuét khudn

(1) San xuat khuén BA

Khuén dic hiéu vé6i Bacillus anthracis (Khuén BA), 1a khuén lién két dac hiéu
véi Bacillus anthracis (Khudn BA, S6 trinh tur 10), duge san xuét trén co s& trinh tu
gen gdy bénh cia Bacillus anthracis (Integrated DNA Technology, San Jose, CA,
USA). Khudén BA bao gdm: céc viing lién két bd sung véi gen dich (gen gy bénh ciia
Bacillus anthracis), 1a cac vi tri bd sung gay bénh (20 mer, céc chit in dAm trén nén
tring); cac ving lién két bd sung trén khudn dé tao thanh dang hinh qua ta, ma 13 cac
viing bd sung trén khuén (tbng s 21 mer x 2,42 mer, chit in nghiéng); va ving lién két
bd sung v6i doan mdi, ving nay 12 ving ¢b dinh doan mdi (37 mer), trong d6 ving
lién két nay bd sung v6i doan mdi nay duwge xac dinh béi kiéu chit nghiéng gach duéi.

5'/5Phos/TTT GAA ATG GAG AAA ATC GAA GTA CTC AGC GIA AGT
TTA GAG GT4 GCA TGC TAG TAT CGA CGT ACG TAC CAA CTT ACG CTG AGT
ACT TCG ATT TGA GCG-3
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(2) San xuit khuon F

Khudn dic hiéu véi virut Ebola (Khuon E), 13 khudn lién két dic hiéu véi
virut Ebola (Khuén E, S6 trinh tu 11), dugce sén xuét trén cg s¢ trinh tu gen gdy bénh
cta virut Ebola. Khudn_E bao gdm: cc ving lién két bd sung véi gen dich (gen gay
bénh cta Virut Ebola), 12 cac vi tri bd sung gy bénh (25 mer, c4c chit in dim trén nén
tring); cac ving lién két bd sung trén khuén dé tao thanh dang hinh qua ta, ma 1 céc
ving bd sung trén khuon (téng s6 21 mer x2,42 mer, chit in nghiéng); va ving lién két
bd sung v6i doan mdi, ving nay 13 ving ¢ dinh doan mdi (37 mer), trong d6 ving
lién két nay bd sung v6i doan mdi ndy duge xac dinh béi kidu chit nghiéng gach duéi.

5'/5Phos/GA CGC ACG CG A ATC GAA GTA CTC AGC GTA AGT TTA
GAG GTAGCATGC TAG TAT CGA CGT ACGTAC CAA CTTACG CTG A GT ACT
TCG ATT AAC GAG AAATCG CAC-3'

<Phuong an 1> Dung cu vi 1éng phét hién gen dich

CAu hinh minh hoa ctia dung cu vi léng phét hién gen dich theo sing ché du’ejc
mo tA v6i sy tham khao FIG.1 dén FIG3. |

Tham khéo FIG.1, dung cu vi 16ng phét hién gen dich theo sang ché bao gdm:
tAm 100; clra vao 101 duoc tao ra trén tAm nay va qua d6 dung dich mau duge dua vao
tir bén ngoai; kénh thir nhét 102 duogc ndi véi cira vao dé chira dung dich mau dugc
dua vao nay; kénh thir hai 103 dugc ndi v6i kénh thir nhét; va cira ra 104 duge nbi véi
kénh thir hai. Kénh thtr hai 103 dugc ndi v6i kénh thir nhit va c6 thé phan chia thanh
hai hay nhiéu nhanh (vi dy, ba nhénh). Tham khio FIG.3, dung cu vi 16ng phét hién
gen dich theo sang ché bao gdm doan mdi dugc cb dinh trén kénh thir hai; va khudn bd
sung v6i doan mbi nay. Tham khao FIG.2, khuon bao gbm ving lién két bd sung véi
gen dich (vi dy, bd sung véi tac nhan gy bénh), ving lién két bd sung v6i doan mdi
ndy (ving lién két doan mbi), va ving lién két bd sung trén khudn dé tao thanh hinh
dang qua ta (khudn cé dang hinh qué ta). Ngoai ra, cic ving lién két bd sung véi gen
dich dugc tao thanh riéng biét tai hai ddu ctia khuodn nay, va ving lién két bd sung véi
doan mdi ndy dugc tao thanh giita cic ving lién két b8 sung trén khuodn @ tao thanh
hinh dang qué ta, ma cic ving nay dugc tao thanh riéng biét. Tdc 14, nhu dugc minh
hoa trén phén A cta FIG.2, khudn ¢6 ciu tric tuyén tinh ctia 'ving lién két gen dich tht
nh4t-ving 1ién két bd sung trén khudn thir nhat-ving lién kAt doan mdi-ving lién két
b sung trén khuén thir hai-ving lién két gen dich th& hai.' Nhw dugc minh hoa trén

phan A cta FIG.12, viing lién két doan mdi nay cta khudn lién két b sung véi doan
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mdi duge cb dinh trén kénh thi hai.

Dé tao didu kién thusn loi cho su cb dinh cta doan mdi nay trén kénh thir hai,
kénh thir hai c6 thé dugce phit ngoai G& c6 mot nhém chirc két hop voi doan mdi nay.
Ngoai ra, doan mdi nay co thé duge bién dbi dé c6 mét nhém chie két hop v&i nhém
chirc trén kénh thir hai.

<Phuong 4n 2> San xuét dung cu vi 1éng phét hién gen dich (dung cu phat hién
gen gy bénh) |

Phwong 4n 2-1: Phuong phép sén xuét dung cu vi 1ong phét hién gen dich duy
nhét (phuong phép san xuit dung cu vi 16ng phét hién gen giy bénh duy nhit (Bacillus
anthracis))

Buée thao tac 1: Thao tac chuin bi dung cu vi léng

Theo mot phuong an cta séang ché, dung cu vi 16ng (Ta nudi cdy ding cho k¥
thuat hién vi khong duge phu loai 1 IIT 3 trong mot - 1 III *lyncoated Microscopy
Chamber (ibidi)) dugc chuén bi dé san xuit dung cu vi 16ng phat hién gen dich (dung
cu vi 16ng phat hién gen gdy bénh). Dung cu vi 1éng theo séng ché bao gbm tAm 100;
clra vao 101 duoge tao ra trén tAm ndy va qua d6 dung dich méu dwogc dwa vao tr bén
ngoai; kénh thtr nhit 102 duge nbi véi clra vio @ chira dung dich miu dwge dwa vao -
nay; kénh thtt hai 103 dwge néi véi kénh thé nhat; va cira ra 104 dugc ndi v6i kénh the
hai (xem FIG.1). Kénh thir hai 103 ¢6 thé duoc ndi voi kénh thir nhét va c6 thé phan
thanh hai hay nhiéu nhanh (vi du, ba nhanh).

Budc thao tac 2: Thao tac phii kénh thir hai cia dung cu vi long

Hoa tan 5-hydroxydopamin HCI 1mg/ml (Sigma Aldrich) trong dung dich dém
Tris 10mM (UltraPure 1M Tris-HCI 1M, pH 8,0, Invitrogen). Tiép theo, diéu chinh 46
pH ciia san phém thu duge dén 8, theo d6 didu ché dwoc ché phim phi. Kénh thit hai
cua dung cu (1 III 3inlyncoated Microscopy Chamber (ibidi)) dwoc nap ddy bang ché
phim phi. Sau hai gi®, rira kénh thir hai bang cach sir dung DDW (Hé thdng loc nude,

LABOGENE).

Budée thao tac 3: Thao tac ¢b dinh (két hop) doan modi lién két véi khuén trén
kénh thir hai dugce pht
Doan mbi-5SS-polyA9 (Primer-5SS-polyA9) (BIONEER, S4 trinh tw 9) dugc

str dung 1am doan moL
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Sau khi diéu ché 100 pmol doan moi va DTT 5M (DL-Dithiothreitol, Sigma
Aldrich), trén 100 pmol doan mdi nay va 5 pl DTT 5 M, va thém DDW (H¢ théng loc
nuée, LABOGENE) vao dung dich nay dé dugc tdng thé tich 12 50 pl. Hdn hop nay
dwoc xit Iy bang DDT trong bén giv @ pha v& lién két disulfua ctia doan mdi nay, sau
d6 loai bé DTT con lai bang cach sit dung 6ng Amicon 3K (Amicon Ultra Centrifugal
Filters 3K, MILLIPORE) (Eppendorf Centrifuge 5415R) (thuwc hién ly tAm tdng cong
hai 13n d& loai b6 triét d& DTT, bao gdm ly tAm l4n thir nhét trong 25 phit & téc @
132.000 vong trén phit va 4°C va ly tam 1an thir hai trong 25 phut & toe @6 132.000
vong trén phit va 4°C ¢b bd sung 40 pl DDW). 5ul dung dich thu duge sau khi loai bo
DTT duge dira vao mbi nhanh trong sb ba nhanh ctia kénh thir hai 103 (kénh 1: nhanh
bén trai clia kénh thr hai cua FIG.1, kénh 2: nhanh gifta ctia kénh thir hai cia FIG 1, va
kénh 3: nhénh bén phai cta kénh tht hai ciia FIG.1) va dugc gitt lai trong hai gio, tiép
theo 14 rira bang DDW (Hé théng loc mréc, LABOGENE).

Bud6e thao tac 4: Thao tac két hop khubn bao gdm ving lién két bd sung véi
gen dich, ving lién két bb sung v6i doan mdi, va ving lién két bd sung trén khudn dé
tao ra hinh dang qué ta c6 doan modi (thao tac két hop doan mbi-khuon)

Tham khao FIG.1, khudn dugc gén v&i kénh thiy hai 103 qua mdi clra ra 104,
theo d6 két hop va cb dinh mdi khudn v6i doan mdi duge ¢b dinh trén kénh tht hai
103 ¢6 cac nhanh. Déi v6i dbi chimg 4m, khong c6 khudn nio duge gin v6i kénh thir
hai. Cu thé 13, khuon cho Bacillus anthracis (Khuén B_A, S6 trinh tir 10) duoc gén
v6i kénh 2 cua kénh tht hai ¢6 ba nhénh (nhanh giita ctia kénh thr hai cia FIG.1), va
kénh 1 va kénh 3 duoc sit dung 13 céc dbi chimg am. Cu thé 13, thém 1X PBS (Gibco
ciia hing Life Technologies) vao 0,2 pl (=20 pmol) 100Khuén_B_A dén thé tich 5 pl
va dugc dua vao kénh 2, trong khi 6 pul 1X PBS (Gibco béi cta Life Technoligies)
dugce dua vao kénh 1 va kénh 3. Sau khi gift trong hai gid, kénh thir hai duoc rira bang
DDW (Hé théng loc nuéc / LABOGENE).

Phuong én 2-2: Phwong phap san xuét dung cu vi 16ng phat hién hai hay nhidu
gen dich (phuong phép sén xult dung cu vi 1ong phat hién hai hay nhidu gen giy bénh
(Bacillus anthracis va virut Ebola))

Bude thao téc 1: Thao tic chufn bi dung cu vi léng

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, dung cu vi long (1 II 2 lyncoated

Microscopy Chamber (ibidi)) dugc chudn bi dé san xuét dung cu vi 1éng phat hién gen
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dich (dung cu vi 16ng phat hién gen gy bénh). Dung cu vi 16ng theo sang ché bao gdbm
tAm 100; ctra vao 101 duoc tao ra trén tm nay va qua d6 dung dich méu duge dua vao
tr bén ngoai; kénh thi nhét 102 augc ndi v&i clra vao dé chia dung dich mau- dugc
dua vao nay; kénh thir hai 103 duogc ndi v6i kénh thir nhit; va cira ra 104 duge ndi véi
kénh ther hai (xem FIG.1). Kénh thir hai 103 ¢6 thé duoc ndi v6i kénh thir nhét va 6
thé phén chia thanh hai hay nhidu nhanh (vi dy, ba nhanh).

Budc thao tac 2: Thao tac phil kénh thir hai ctia dung cu vi ldong

Hoa tan 1mg/ml 5-hydroxydopamin HCI (Sigma Aldrich) trong dung dich dém
Tris 10mM (UltraPure 1M Tris-HC1 1M, pH 8,0, Invitrogen). Tiép theo, diéu chinh d
pH cua san phim thu dugc dén 8, bang cach d6 diu ché ché phdm phu. Kénh thi hai
cua dung cu (1 I Slyncoated Microscopy Chamber (ibidi)) duge nap day bing ché
phdm phu. Sau hai gid, rira kénh thir hai bing cach stt dung DDW (Hé théng loc nudc,

LABOGENE).

Budc thao tac 3: Thao tac ¢b dinh (két hop) doan modi lién két véi khudn trén
kénh thir hai dugce phu

Poan mdi-58S-polyA9 (Primer-5SS-polyA9) (BIONEER, S6 trinh tir 9) dwgc
stt dung 1am doan mdi.

Sau khi diéu ché 100 pmol doan mdi va DTT 5M (DL-Dithiothreitol, Sigma
Aldrich), tron 100 pmol doan mdi nay va 5 pl DTT 5 M, va thém DDW (Hé thong loc
nuée, LABOGENE) vao dung dich nay dé duoc tdng thé tich 50 pl. Hdn hop nay duge
xir Iy bing DDT trong bbn gidr dé pha v lién két disulfua ctia doan mdi, sau d6 loai bd
DTT con lai bang cach st dung 6ng Amicon 3K (Amicon Ultra Centrifugal Filters 3K,
MILLIPORE) (Eppendorf Centrifuge 5415R) (thuc hién ly t4m t6ng cong hai ldn dé
loai bo triét @& DTT, bao gbm ly t4m I4n thir nhit trong 25 phut & tbe d6 132.000 vong
trén phut va 4°C va ly tam 14n thir hai trong 25 phtit & tbc @& 132.000 vong trén pht
va 4°C ¢6 bd sung 40 pl DDW). 5ul dung dich sau khi loai b6 DTT di vao mdi nhanh
trong s§ ba nhanh clia kénh thir hai 103 (kénh 1: nhénh bén trai clia kénh thit hai cta
FIG.1, kénh 2: nhanh gifta ctia kénh thir hai cua FIG.1, va kénh 3: nhanh bén phai cua
kénh thtr hai ciia FIG.1) va dugc gitt lai trong hai gid, tiép theo 13 rira bing DDW (Hé
théng loc nude, LABOGENE).

Do viy, doan mdi ndy cb thé dugce cb dinh trén kénh thir hai cia dung cu vi

16ng (xem phin A cia FIG.3).
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Budc thao tac 4: Thao tac két hop khudn bao gdm ving lién két bd sung véi
gen dich, ving lién két bd sung véi doan mdi, va ving lién két bd sung trén khuén dé
tao ra hinh dang qué ta c6 doan mbi (thao téc két hop doan méi-khuén)

Tham khéao FIG.1, khuén dugc gén v&i kénh thir hai 103 qua mdi cira ra 104,
theo d6 két hop va cb dinh mdi khudn véi doan mdi dugc cb dinh trén kénh thir hai
103 ¢6 cac nhanh. Dbi v6i dbi chimg am, khéng ¢6 khudn nao duoc gin véi kénh thir
hai. Cu thé 13, khudn cho virut Ebola (Khuén_E) duoc gén véi kénh 2 cita kénh thir hai
¢ ba nhanh (nhanh gilta ciia kénh thit hai cta FIG.1), khudn cho Bacillus anthracis
(Khuén_B_A) duge gén véi kénh 3 cta kénh thir hai (nhanh bén trai cia kénh thit hai
ctia FIG.1), va kénh 1 dugc str dung 13 d6i ching 4m. Cu thé 13, thém 1X PBS (Gibco
cta hing Life Technoligies) vao 0,24 ul (=24 pmol) 100Khudén E (S6 trinh tyr 11) dén
thé tich 6 pl va di vao kénh 3. Thém 1X PBS (Gibco ctia hing Life Technoligies) vao
0,2 ul (=20 pmol) 100Khuén B_A (S trinh tyr 10) dén thé tich 5 ul va di vao kénh 2,
trong khi 6 pul 1X PBS (Gibco cta hang Life Technoligies) dugc dua vao kénh 1 va
kénh 3. Sau khi dugc gir 1ai trong hai gid, rira kénh thiy hai bing DDW (Hé théng loc
nudc / LABOGENE).

Do vay, doan mdi duge ¢b dinh trén kénh thir hai ¢6 thé duge két hop véi cac
khudn nay (xem phin B cta FIG.3). Céc khuén khac nhau dé nhan dién céc gen dic
hiéu cta bénh c6 thé lién két v6i doan mdi dugc ¢b dinh trén c4c nhanh tuong Ung cua

kénh thr hai, do d6 phéi hién c4c gen dich khac nhau mét cach dong thoi.

<Phuong an 3> Phuong phép xac dinh gen dich st dung dung cu vi 16ng phat
hién gen dich

Nguyén tic phat hién gen dich

Phuong phap phét hién gen dich sit dung dung cu vi 1éng phét hién gen dich
duva trén nguyén tac trong do khubn c6 dang hinh qué ta dang doéng kin ¢6 diém cét
bién mét duge ndi chi khi c¢6 mit gen dich (vi du, gen giy bénh) va sau dé duge
khuéch dai bang k¥ thuat khuéch dai vong lan tron (rolling circle amplification - RCA)
dé tao chu tric chinh x4c tir 18p rép cla cac hat (xem FIG.2).

FIG.12 1& so dd cu thé minh hoa qué trinh cta FIG3B dén FIG3D. Tuc 13,
FIG.12A cho thdy khuon lién két véi doan moi dugc cd dinh trén kénh thir hai cta
dung cu vi 1éng phét hién gen dich theo sdng ché. Khi c4c gen dich clia tic nhén gy

bénh c6 trong miu chay vao kénh thir hai ctia dung cu vi 10ng phét hién gen dich, céac
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gen dich ca tic nhén gy bénh lién két véi ca ving lién két gen dich thir nhit va ving
lién két gen dich thir hai ctia khuén nay (FIG.12B va FIG.2B). Tai déy, khi cac dau doi
dién nhau ctia ving lién két gen dich thir nhit va ving lién ké‘[ gen dich thir hai tr& nén
gin nhau hon, chi mdt khoang cach nhé, tirc 13, mot diém cit, & gitra hai diu nay.
Ddng thoi, ving lién két bd sung trén khudn thir nhét va ving lién két bb sung trén
khuén thit hai cing tr& nén gin nhau @ tao ra lién két bd sung. Céc diém cit dugc ndi
v6i nhau boi enzym ligaza 13 enzym két ndi céc ddu 5° va 3” lién ké, sao cho khudn
nay chuyén tir dang kin hoan todn thanh dang hinh qua ta (FIG.12 va FIG2C).

Enzym axit nucleic polymeraza déng nhiét thwc hién qua trinh khuéch dai RCA
cta axit nucleic sao chép 1ap lai vo han st dung khudn dang déng kin dé phét hién gen
dich lam khuén cho dén khi dNTP can kiét (xem FIG.12D va FIG.2D). Khi phan sao
chép duge dich chuyén khoi khudn dé phét hién gen dich, axit nucleic mach thing c6
trinh tw 13p lai ctia khudn ndy dé phat hién gen dich dwoc tao ra. Ving lién két gen
dich tht nhét va viing lién két gen dich thir hai ctia axit nucleic mach thing nay dugc
két hop véi cac gen dich, va khéi axit nucleic dai rdi durge tao ra boi k¥ thuat RCA va
dugc két bong v6i 16p pha cia kénh thir hai thanh khéi hyﬁrogel 16n. Quan sét thy
réng khéi hydrogel dugc tao thanh c6 mait trén kénh tht hai va chin cua ra duoc ndi
v6i kénh thir hai nay.

Phurong an 3-1: Phuong phép xac dinh gen dich st dung dung cu vi l6ng phat
hién gen dich duy nhit (phuong phap phat hién gen dich cla tic nhan gy bénh duy
nhét (Bacillus anthracis) sit dung dung cu vi 16ng phat hién gen dich duy nhét)

Budc thao tac 1: Thao tac chuén bi dung cu vi 16ng phét hién gen dich duy nhét
(dung cu vi 16ng phét hién gen gly bénh duy nhét (Bacillus anthracis)) theo Phurong 4n
2-1

Dung cu vi l6ng phét hién gen dich duy nhit dugc cung cip (chuin bi). Cu thé
la, dung cu vi 16ng phét hién gen dich duy nhét (dung cu vi 1éng phét hién gen giy
bénh duy nhit (Bacillus anthracis)) dugc cung cAp theo Phurong 4n 2-1.

Buéc thao tic 2: Thao tac dua dung dich mAu vao kénh thit nhét

(1) Biéu ché dung dich mau

Ma2u (T4c nhn giy bénh BA, S4 trinh tr 12) duoc diéu ché trén co o trinh tu
gen gy bénh cua Bacillus anthracis bang cach dat mua tir hing Bioneer (Tinh ché

bang HPLC). Dung dich miu dugc didu ché bang cach st dung Tic nhén gly
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bénh B A 100 trong 1X PBS.
Bang 4 dudi diy minh hoa trinh ty khudn va gen gdy bénh cia Bacillus
anthracis dugc st dung trong Phuong 4n 3.

[Bang 4]
Loai tac Sé Trinh ty khuén (5’ — 3"} Sb Trinh ty gen
nhén gdy | trinh trinh gay bénh
bénh tw |t
Bacillus 10 | 5'-phosphat TTT GAA ATG GAG 12 | 5-TTC TCC
anthracis AAA ATC GAA GTA CTC AGC ATT TCA AAC
GTA AGT TTA GAG GTA GCA TGC GCT CA
TAG TAT CGA CGT ACG TAC CAA phosphat-3'
CTT ACG CTG AGT ACTTCG ATT
TGA GCG-3'

(2) Buéc thao tac dua dung dich miu duge didu ché trong budc (1) vio kénh
thir nhét

60 pl dung dich miu duge didu ché trong bude thao tac (1) duge dua vao kénh
thir nhét qua ctra vao clia dung cu vi 16ng phat hién gen dich duy nhét. Dung dich mau,
duge dua vao kénh thir nhét ciia dung cu vi 10ng phat hién gen dich duy nhét, duge van
chuyén nh&r hién tugng mao din dén kénh thir hai qua kénh thir nhit. Sau khi gif trong
hai gid, rira dung cy nay bing DDW (Hé théng loc nudc, LABOGENE).

Budc thao tac 3: N&i gen dich duy nhit (gen giy bénh duy nhit (Bacillus
anthracis)) duoc bao gém trong dung dich méu va khu6n

Dung dich miu dugc duwa vao kénh tha nhét chay vao kénh tht hai do hién
tuong mao dan.

Tiép theo, kénh thir hai cia dung cu vi 16ng phét hién gen dich duy nhét dugc
nap ddy bing 30 ul 2X T7 ligaza, 5 ul T7 ligaza 5, 0,2 ul DTT 100 mM, va 24,8 ul
DDW (He¢ théng loc nudc/LABOGENE). Pé tranh su bay hoi Am trong dung cu nay,
cho hdn hop nay phén tng véi dung dich méu trong vt chia bing nhuya duge bit kin
bing mang parafilm. V4t chira bing nhya nay dugc nap ddy bang mo da dugc thdm
w6t bing nude va nude & 25°C. Tiép theo, cAc chét phan tmg duge trdi qua phén (mg
trong didu kién khong Iic & 25°C trong 3 gid trong th ém lic (VS-8480 (cta hing
VISION SCIENNTIFIC CO)).
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Buéce thao tac 4: Khuéch dai (k¥ thult khuéch dai vong lan tron) san phAm gen

da noi

Tiép theo, kénh thi hai ctia dung cu vi 16ng phat hién gen dich duy nhét dugc
nap ddy bang 2 pl dNTP 25 mM, 6 pul dung dich dém phan ang 10X T7 ligaza
(Biolabs), 50 ul phi 29 polymeraza (10 don vi/ul), 1 ul pyrophosphataza, va 1 pul DTT
100 mM. Thyc hién phén tmg trong vat chira béng nhira duge bit kin béﬂg mang
parafilm dé tranh sy bay hoi 4m trong kénh tht hai ciia dung cy vi 16ng phat hién gen
dich duy nhét. V4t chtra béng nhya dugc nap déy béng mé d3 duge thdm uét béng
nude va nude & 30°C. Tiép theo, céc chét phan img dwgc phan Gng trong diéu kién
khong lic & 30°C trong 3 giv trong td Am lic (VS-8480 (chia hing VISION
SCIENNTIFIC CQO)).

Bude thao tac 5: Phat hién san phim gen dich dwoc khuéch dai (X4c dinh gen
dich dugc phat hién)

50 p! dung dich pha lofing GelRed (GelRed™, Biotium) ty 1€ 1:1000 (duoc pha
logng bing DDW (H¢ théng loc nuée, LABOGENE)) dugc thém vao lam ché phim
phét hién qua ctra vao. Cho dung dich pha lofng GelRed {(GelRed™, Biotium) ty 1€
1:200 chay vao kénh thir hai qua kénh thir nhat. Mic dit GelRed (GelRed™, Biotium)
dugc pha logng véi ty 1€ 1:10000 thuong duge st dung, ty 1€ ciia dung dich Gelred pha
loding vén duogc diu chinh d& nhin thiy mau sic bing mét thudng va khong chi giéi
han & nhitng ty 1€ d6.

Tham khéo phan a cta FIG.9, vét d6 trén kénh 2 13 mang ADN, va ¢6 thé phat
hién san phim gen dich duoc khuéch dai bang cach str dung thudc nhuém, nhrr GelRed,
1am ché phdm phét hién. Ngoai ra, tham khao phin b ctia FIG.9, that d& dang nhan ra

™ E7 Bio-Rad) rang dong chay trén

bang cach st dung mdy chup anh gel (Gel Doc
kénh 2 ctia dung cu vi long phét hién gen dich duy nhét bi chin. Do viy, x4c dinh dugc
rang dung cu vi 1éng phat hién gen dich duy nhit theo sdng ché cho phép phét hién gen
dich duy nhét, vi du, gen gy bénh duy nhit (Bacillus anthracis), bang mit thuong &
nhiét @ 4m, vi du, nhiét 46 30°C, ma khéng cin st dung méy luan nhiét v khong cin
nhiét d6 thay d6i dac biét.

Phwong 4n 3-2: Phuong phép xac dinh gen dich st dung dung cu vi 16ng phat

hién hai hay nhiéu gen dich (phuong phép phét hién gen dich duy nhat gdy bénh
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(Bacillus anthracis va virut Ebola) sit dung dung cu vi 16ng phat hién hai hay nhiéu
gen dich).

Buéc thao tic 1: Thao tac chuén bi dung cu vi 16ng phét hién hai hay nhidu gen
dich (dung cu vi 16ng phat hién hai hay nhiéu gen gay bénh (Bacillus anthracis vi virut
Ebola)) theo Phuong én 2-2. |

Dung cu vi 16ng phét hién hai hay nhiéu gen dich dwoc cung cdp (chudn bi).
Cu thé 13, dung cy vi 1éng phét hién hai hay nhiéu gen dich (dung cu vi 16ng phét hién
hai hay nhiu gen gy bénh (Bacillus anthracis va virut Ebola)) dugc cung cip theo
Phuong 4n 2-2.

Buéc thao tac 2: Thao tac dua dung dich mau vao kénh thir nhét

(1) Piéu ché dung dich miu

M3u (T4c nhan giy bénh BA, S6 trinh tir 12) duge didu ché trén co s trinh tir
gen gy bénh cta Bacillus anthracis bing cach @it mua tir hing Bioneer (Tinh ché
bing HPLC). Dung dich miu dwgc diéu ché bing cich st dung tdc nhin ghy
bénh B A 100 trong 1X PBS.

(2) Didu ché mau

Céc mAu (tac nhan gy bénh BA, S trinh tir 12 va téc nhan gdy bénh E, S6
trinh tw 13) dwoc didu ché trén co sé cac trinh tur gen gdy bénh ctia Bacillus anthracis
va virut Ebola bing cach dit hang tir hing Bioneer (tinh ché bang HPLC). Dung dich
mau duge didu ché bang cich st dung tic nhin giy bénh B_A 100 trong 1X PBS.
Ngoai ra, dung dich mau dugc didu ché bing cach sir dung tdc nhén giy bénh E 100
trong 1X PBS.

Bang 5 dudi ddy minh hoa cac khudn ndy va céc trinh tir gen giy bénh cia

Bacillus anthracis va virut Ebola dugc st dung trong Phuong én 2.

[Bang 5]
Loai S6 Trinh ty khudn (5’ — 3") S6 | Trinh tu gen giy
ngudn gy | trinh trinh bénh
bénh fur fir
Bacillus 10 | 5'-phosphat-TTT GAA ATG GAG 12 | 5-TTC TCC
anthracis AAA ATC GAA GTA CTC AGC ATT TCA AAC
GTA AGT TTA GAG GTA GCA GCT CA-
TGC TAG TAT CGA CGT ACG TAC phosphat-3'
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CAA CTT ACG CTG AGT ACT TCG
ATT TGA GCG-3'

Virut 11 | 5'-phosphat-GA CGC ACG CG A 13 | 5-CGC GTG

Ebola ATC GAA GTA CTC AGC GTA CGT CGT GCG
AGT TTAGAGGTAGCATGCTA ATT TCT CGT
GTATCGA CGT ACGTAC CAA T-phosphat-3'

CTTACGCTGA GT ACTTCGATT
AAC GAG AAA TCG CAC-3'

(2) Bude thao tac dua dung dich méu dugc didu ché trong budc thao tac (1)
vao kénh thir nhét

60 pl dung dich mAu dugc didu ché trong bude thao tac (1) duge dua vao kénh
thir nhét qua clra vio ca dung cu vi 16ng phat hién gen dich duy nhit. Dung dich méu,
duge dua vao kénh thir nhit cta dung cu vi 16ng phét hién gen dich duy nhét, duge
chuyén t6i kénh thr hai qua kénh thtr nhét. 5 pl trong tong s6 20 ul Khuon E va 5 pl
trong tdng s6 20 pl Khuén B A dugce dwa vao kénh 2 va kénh 3 clia kénh thit hai. Sau
khi duoc giit lai trong hai gid, ria dung cu nay bang DDW (Hé théng loc nuéc,
LABOGENE).

Budc thao tc 3: Nbi hai hay nhidu gen dich (hai hay nhiéu gen giy bénh
(Bacillus anthracis va virut Ebola)) duge bao gdm trong dung dich mAu va khuén ‘

Kénh thtr hai cia dung cu vi 16ng phét hién gen dich duy nhét dirgc nap day
bang 30 ul 2X T7 ligaza, 5 ul T7 ligaza 5, 0,2 pl DTT 100 mM, va 24,8 ul DDW (Hé
théng loc nu6c/LABOGENE). D& tranh sy bay hoi 4m trong dung cu, thuc hién phan
g trong vét chita bang nhwa dugc bit kin bing mang parafilm. V4t chira bing nhwa
dwoc nap diy bang mé d3 duoc thdm wét bing nude va nude & 25°C. Tiép theo, céc
chét phan tmg duge phan tng trong diéu kién khong lic & 25°C trong 3 gid trong th
4m 14c (VS-8480 (hang VISION SCIENNTIFIC CO)).

Do vy, gen dich (gen gy bénh) cé mit trong mau lién két bd sung véi khuon

dac hidu nay dé tao thanh khudn hinh vong (xem phén C cia FIG.3).

Budc thao tac 4: Khuéch dai (k¥ thuét khuéch dai vong l&n troén) sdn phdm gen
da ndi
<Phuong phép 1>

Tiép theo, kénh thit hai cta dung cu vi léng phét hién hai hay nhiéu gen dich
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duge nap diy bing 2 pl INTP 25 mM, 6 pl dung dich d&m phan Gng 10X T7 ligaza
(Biolabs), 50 ul phi 29 polymeraza (10don vi/pl), 1 ul pyrophosphataza, va 1 ul DTT
100 mM. Thuc hién phén Gng trong vét chira bang nhira dwge bit kin béng mang
parafilm @ tranh su bay hoi 4m trong kénh thi hai ctia dung cu vi 16ng phat hién hai
hay nhidu gen dich. V4t chtra bang nhwa dugc nap diy bang md duge thim uét bang
nude va nude & 30°C. Tiép theo, cac chét phan tmg dugc phan (mg trong didu kién
khong lic & 30°C trong 3 gidr trong ti 4m lic (VS-8480 (hang VISION SCIENNTIFIC
CO)).

<Phwong phap 2>

Tiép theo, kénh thir hai ciia dung cu vi 16ng phéat hién hai hay nhiu gen dich
duoc nap ddy bang 2 pl dNTP 25 mM, 1 pl Biotin-14-dCTP 0,4 mM, 2 pl dung dich
dém phan tmg 10X T7 ligaza (Biolabs), 5 ul phi 29 polymeraza (500 don vi/ul), 1 ul
pyrophosphataza, 0,8 pul DTT 100 mM, va 6,2 ul DDW. Thuc hién phéan Gng trong vat
chira bing nhwa dugc bit kin bing mang parafilm d& tranh sy bay hoi 4m trong kénh
thir hai cta dung cu vi 1ong phat hién hai hay nhiéu gen dich. VAt chua bing nhwa
duoc nap ddy bing mb duge thAm w6t bang nude va nuée & 30°C. Tiép theo, cho cic
chét phan tng phén tng & 30°C trong 3 gid trong ti 4m lic (VS-8480 (héng VISION
SCIENNTIFIC CO)).

Gen dich (axit nucleic) c6 thé dwoc khuéch dai bang RCA theo Phuong phap 1
hodc Phuong phép 2 (xem phan D ctia FIG.3).

Budc thao tac 5: Phat hién san phdm gen dich dugc khuéch dai (Xéc dinh gen
dich dugce phét hién)

San phdm gen mach don 61 duge khuéch dai vong 13n tron (xem phén E cia
FIG.3) ¢6 thé chin theo cach chon loc timg nhanh ciia kénh thit hai cta dung cu vi long,
va do d6 ¢6 thé phat hién gen nay. Ché phim phét hién c6 thé duge thém vao kénh thix
hai ctia dung cu vi 10ng, nh& d6 dé dang phét hién gen dich (xem phén F cua FIG.3).

<Phuong phap phéat hién lién quan dén Phuong phép 1 trong Budc thao tac 4>

50 ul dung dich pha logng GelRed (GelRed™, Biotium) ty 1¢ 1:1000 (duoc pha
lofing bing DDW (Hé thdng loc nuéc, LABOGENE)) duge thém vao lam ché phim
phat hién qua clra vao. Dung dich pha lodng GelRed (GelRed™, Biotium) ty 1€ 1:80
duge cho chay vao kénh thtr hai qua kénh thir nhat,

Tham khéo phan b cia FIG.10, thit d& dang nhin ra bang cach sit dung may
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chup 4nh gel (Gel Doc™ EZ, Bio-Rad) ring dong chay trén kénh 2 va kénh 3 cia
dung cu vi 16ng phat hién hai hay nhidu gen dich bi chin. Do vay, x4c dinh dugc rang
dung cu vi 1dng phat hién hai hay nhidu gen dich theo sang ché c6 kha ning phét hién -
ddng thoi hai hay nhidu gen dich, vi dy, hai hay nhidu gen gdy bénh (Bacillus anthracis
va virut Ebola), b%mg mit thudong & nhiét do 4m, vi du, nhiét d6 30°C, ma khoéng can

st dung may luén nhiét va khong can nhiét d6 thay doi dac biét.

<Phuong phép phat hi€n lién quan dén Phuong phép 2 trong Budc thao tac 4>

Céc hat Streptavidin dugce sir dung lam ché phém phat hién. Cu thé 13, thém 50
ul dung dich pha logng Streptavidin Fluoresbrite YG Microspheres 2.0 Micro ty 1€
1:20 (dugc pha lodng bing DDW (Hé théng loc nuée, LABOGENE)) vao qua clra vao.

Tham khao FIG.11, th4t d& dang nhén ra ring dong chay trén kénh 2 va kénh 3
ctia dung cu vi 16ng phét hién hai hay nhiéu gen dich bi chin bai mét 16p khong khi do
san phim RCA hosc bi chin béi san phdm RCA con dwoc 1am rdi thém béi phan tmg
biotin gifta san phim RCA va streptavidin. Do vay, x4c dinh duge rang dung cu vi 1dng
nay phat hién hai hay nhidu gen dich theo sang ché cho phép phét hién ddng thoi hai
hay nhiéu gen dich, vi dy, hai hay nhidu gen gay bénh (Bacillus anthracis va virut
Ebola), béng mét thudng & nhiét do 4m, vi dy, nhiét d0 30°C, ma khéng can st dung

ma4y luédn nhiét va khong cAn nhiét 46 thay dbi dic bist.

<Phuong 4n thi nghiém 1> X4c dinh két qua dién di ctia timg budc thao téc

Tién hanh mot thi nghiém dé x4c dinh sy lién két va sy nbi gitta Khuon_BA
dwoc san xuét theo phwong 4n chuén bi 1 va tac nhan gy bénh bing cach sir dung két
qua dién di. Theo phuong 4n thi nghiém 1, thi nghiém nay don gidn dugc thyc hién
trong bng dé x4c dinh phéan Gmg gitta khudn theo phuong 4n chuén bi 1 va téc nhan gay
bénh. Ngoai ra, may ludn nhiét dugce st dung cho céc thir nghiém trong cac diéu kién
phan tmg khac nhau. Ngoai ra, tién hanh mot thi nghiém dé x4c dinh sir lién két va su
nbi gitta Khudn E durgc san xudt theo phirong 4n chudn bi 1 va tdc nhén gy bénh
bang cach st dung két qua dién di. Trong thi nghiém trong bng, do khuoén khong duge
¢b dinh vao doan mdi, nén phosphat khong duoc gin vao dau 3’ clia mdi téc nhén gy

bénh, tirc 13, dau 3° cia gen gay bénh.

(1) Xéc dinh trong budce thao tac ghép

Khuédn cho 100 Bacillus anthracis (Khubn BA, $6 trinh tu 10) duge pha lodng
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bing DEPC (Sigma-Aldrich) 14 dung méi vao trong 1Khuén_BA. Lan Iuet cho 3,2 pl
DDW (He¢ théng loc nudc, LABOGENE), 1 ul 10X PBS ¢6 d6 pH 7.4 (Gibco cua
hang Life Technologies), va 5 ul MgCl, 40 mM (Sigma-Aldrich) vao trong éng, thém
0,8 pl (tirc 13, 0,8 pmol) 1Khuén_ BA vao dng nay. Sau d6, giam nhiét do trong mot gioy
tir 95°C xubng 4°C bing cach st dung may luin nhiét (Bio-Rad T100™™),

Tiép theo, thém 2 pl thubc nhudm tai miu (Dung dich dém tai mAiu dang gel
mau xanh drong ddm dic 6 14n - Gel Loading Dye Blue 6X, Biolabs) vio, tiép theo
dién di trong PAGE 15% trong dung dich dém 1X Tris-borat-EDTA (TBE) (150 V, 45
phtit) va nhudm bing GelRed (GelRed™, Biotium), theo d6 xéc dinh két qua dién di
béng cach sir dung Gel Doc™ EZ (Bio-Rad).

Thi nghiém d& x4c dinh budc thao tac ghép duogc tién hanh theo cich tuong tr
ngoai trlr viée st dung Khudn E (S6 trinh ty 11) thay cho Khuén_BA.

(2) Xéac dinh budc thao tac lai hoa

Tién hanh thi nghiém nhu sau dé x4c dinh sy lai héa gifta Bacillus anthracis
(T4c nhan gy bénh BA Not Phosp, S5 trinh tir 14) trong mAu vé6i khudn. Piu tién, 1an
lwot cho 2 1l DDW (Hé théng loc nuéc, LABOGENE), 1 ul 106X PBS ¢6 d6 pH 7,4
(Gibco cua hang Life Technologies), va 5 ul MgCl, 40 mM (Sigma-Aldrich) vao trong
6ng, thém 1 pl 10 Tac nhan giy bénh BA Not Phosp va 1 pl 10Khudén B A vao éng
nay. Sau do, giam nhiét d6 trong mét gid tir 95°C xubng 4°C bing cich sir dung may
luén nhiét (Bio-Rad T100™),

Tiép theo, 1 pl (tirc 12 0,8 pmol) khudn ndy dwge pha lodng bing 9 pl 1X PBS
dé c6 tdng sb thé tich 12 10 pl, sau d6 thém 2 pi thude nhudm tai mau (dung dich dém
t4i mAu dang gel mau xanh dwong d4m dic 6 l4n, Biolabs) vao, tiép theo dién di trong
PAGE 15% trong dung dich dém 1X Tris-borat-EDTA (TBE) (150 V, 45 phut) va
nhudm bang GelRed (GelRed™, Biotium), theo d6 x4c dinh két qua dién di bing cach
st dung gel Doc™ EZ (Bio-Rad).

Buéc thao tac lai héa dugce xac dinh theo céch tuwong tu ngoai trir viéc sir dung
Khuén E (S trinh tu 11), thay cho Khuén BA (S6 trinh tw 1), va st dung
Khuén E_Not Phosp (S6 trinh tw 15), thay cho téc nhén giy bénh BA Not Phosp (S
trinh tg 14).

(3) Xéc dinh buéce thao tac ndi

Lén lugt cho 2,4 pl DDW (Hé théng loc nuée, LABOGENE), 10 pl dung dich
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dém phan rng 2X T7 ﬁgaza (Biolabs), 1,6 ul 100T4c nhan gdy bénh BA Not Phosp
(S trinh ty 14), va 0,8 pl 100Khubn BA (S6 trinh tr 10) vio trong dng, va giam nhiét
d6 trong nam phit tir 95°C xubng 4°C bing céch st dung may luén nhiét (Bio-Rad
T100™). Tiép theo, thém 0,2 pl DTT 100 mM (Bd thubc thir Epicenter RepliPHI
Phi29 (0,1 pg/ul)) va 5 pul T7 ligaza (Biolabs) vao. Sau d6, duy tri nhiét d6 & 25°C
trong 13 gid, & 65°C trong 20 phut, va & 10°C bing cach str dyng may luan nhiét (Bio-
Rad T100™). K&t qua 13, thu duoc 20 pl san phdm ndi. Thém 2 ul thube nhudm tai
mAu (Dung dich dém tai miu dang gel mau xanh dwong dim dic 6 1in, Biolabs) vao
0,8 pmol san phdm ndi, tiép theo dién di trong PAGE 15% trong dung dich d&&m 1X
Tris-borat-EDTA (TBE) (150 V, 45 phat) va nhudm bing GelRed (GelRed™, Biotium),
theo d6 xac dinh két qua dién di bang céch st dung gel Doc™ EZ (Bio-Rad).

Budce thao tic ndi duge x4c dinh theo céch twong tir ngoai trir viée sir dung
Khuén E (S6 trinh ty 11), thay cho Khuén BA (S6 trinh tr 1), va sit dung
Khuén_E Not Phosp (S6 trinh tir 15), thay cho tac nhan gy bénh BA_Not Phosp (S6
trinh tu 14).

(4) Qu4 trinh khuéch dai vong lan tron

Lén Iuot cho 7,2 pl DDW (Hé thdng loc nuée, LABOGENE), 2 pl dung dich
dém phan tmg 10X T7 ligaza (Biolabs), va bd thubc thir Epicenter RepliPHI Phi29
(0,1 pg/pl) vao trong bng, thém 2 pl (8 pmol) san phdm ndi thu dwgc trong bude thao
tac nbi vao. Sau d6, 1an luot thém 2 pl dNTP 25 mM (bd thubc thir Epicenter RepliPHI
Phi29 (0,1 ug/ub)), 0,8 ul DTT 100 mM (bd thubc thir Epicenter RepliPHI Phi29 (0,1
ug/ul)), 1 wl Pyrophosphataza (100 U/ml, Biolabs), va 5 ul Phi 29 polymeraza (b6
thudc thir Epicenter RepliPHI Phi29 (0,1 pg/ul)) vao. Sau &6, duy tri nhiét d6 & 30°C
trong 15 gid, & 65°C trong 10 phut, va & 4°C bing cach st dung mdy luén nhiét (Bio-
Rad T100™).

(5) Xéc dinh két qua dién di

Trén co s& thang chudn ADN (thang chudn LMW nap nhanh, Biolabs), khudn
(Khudén_BA, S6 trinh ty 10), tc nhan gy bénh (T4c nhén giy bénh BA Not Phosp,
S6 trinh ty 14), va 0,8 pmol mdi san phim trong sb cic san phim thu duge trong budc
thao tac (1) dén (3) duoc nap tai va cho chay dién di, cac két qua duge minh hoa trong
FIG4.

Tham khao FIG.4, khuon thudng ¢6 dang tuyén tinh, tirc 13, 13 khudn tuyén tinh
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(xem phén a ctia FIG4). Trong khudn nay, cac viing lién két bd sung trén khudn dé tao
thanh dang hinh qua ta lién két b sung v6i mot ving khac dé duge gin trong cac didu
kién tyr 18p rép, do d6 tao thanh dang tw lip rap, tirc 13, khuén ty lip rép (xem phan b
ctia FIG.4). Khi gen dich, vi du, gen gay bénh, lién két voi ving lién két bd sung voi
gen dich trén khuén ty lip rap, khuon ndy dugce tao thanh khudn dang hinh qua ta dang
dong kin c6 diém cit bién mat va duoc ndi (xem phin ¢ cta FIG4). Sau d6, san phim

nbi duoe khuéeh dai vong 13n tron RCA.

<Phuong an thi nghiém 2> X4ac dinh hinh anh SEM cua san phim RCA

(1) Xéc dinh Bacillus anthracis

20 pl san phém RCA, thu duoc bing céch st dung Khubén B_A dugc san xuét
theo phuong 4n chudn bi 1 theo phuwrong phép (4) ciia phuong 4n thi nghiém 1, dugc
tron véi 2 pl MgCl, 2M va duoc 1am lanh @ tir (tr 95°C xuéng 4°C trong mot giv),
sa0 cho khbi ADN hinh cAu nhé mau tréng c& khodng 1 mm dugce tao thanh.

Lam kh6 khdi ADN nay trong 24 gid trén kinh thiy tinh (MARIENFELD), gin
v6i mica (cac tAm mica Pelco, Ted Pella Corp.), va dugc chup anh béng SEM (kinh
hién vi dé ban Tm3030, Hitachi High-Tech). Nhu duoc thé hién trong FIG.5, khdi
ADN mach don dang manh dugc tao thanh.

(2) Xéc dinh virut Ebola

20 pl san phim RCA, thu duge bing cich st dung Khuon E duge san xuit
theo phurong 4n chuén bi 1 theo phuong phap (3) cia phuong 4n thi nghiém 1, dwoc
tron véi NH,OAc 40 5M (SIGMA-Aldrich), va thém EtOH 500 100% vao hon hop
nay, tiép theo 1am lanh hdn hop trong 20 phut. Chay ly tAm san pham thu duge (10.000
vong trén phut, 20 phut, 4°C), va thyc hién phé v& t€ bao béng song si€u am vai 40 pl
dich ndi trén b& mit (BRANSON 5510) trong 30 phit. Lam kho san phim ndy trong
24 gid trén kinh thiy tinh, dwoc gin véi mica (cac tAm mica Pelco, Ted Pella Corp.),
va duoc chup anh bang SEM (kinh hién vi ¢ ban Tm3030, Hitachi High-Tech). Nhu
duge thé hién trong FIG.6, san phim gen duoc khuéch dai 13 khdi mach rbi duoc tao
thanh.

<Phuong 4n thi nghiém 3> Xé4c dinh sy tao thanh hydrogel ciia sdn phim gen

RCA

Tién hanh mét thi nghiém dé x4c dinh li€u san pham gen dugc khuéch dai thu
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dugc nho k¥ thudt RCA theo phuong én thi nghiém 1 ¢6 tao thanh hydrogel hay khong.
Bacillus anthracis (tdc nhan giy bénh BA Not Phosp, S6 trinh tir 14) va virut Ebola
(tdc nhan gay bénh E Not Phosp, S6 trinh t 15) dwoc st dung 1dm céc tac nhan gy
bénh.

Theo phuong an thi nghiém 3, thi nghiém nay don gidn dugc thyc hién trong
bng @& x4c dinh phan tng giira khudn theo phuong 4n chuén bi 1 va céc tac nhan giy
bénh. Ngoai ra, may luan nhi¢t dugc st dung cho cac thir nghiém trong cac diéu kién
phén ¥mg khic nhau.

V& viée do d6 nhét do sy tao thanh hydrogel, d6 nhét va phép do d6 nhét quay

dwoc thuc hién bing cach st dung éng va diu pipet.

(1) Do d6 nhét bang cach sit dung dng va dau pipet

Do chay loang ctia chét 16ng phan tng (dung dich chira san phidm RCA thu
duogc trong bude thao tac (4) phuong an thi nghiém 1) duge do trong khi lam nghiéng
6ng 90 dd so véi truc chinh ctia bng nay. Viéc khong x4c dinh duge @6 chay lodng
trong 60 gidy chi ra ring gen dich, vi du, gen gay bénh (Khudén BA hoic Khudn_E),
dugce phét hién.

Ngoai ra, khi chét 16ng phan tmg (dung dich chita sén phidm RCA thu dugc
trong budc thao tac (4) phuong én thi nghiém 1) dugc rat (hit) ra bang cach st dung
dAu pipet, chat 16ng phan tmg (dung dich chira sin phidm RCA thu dugc trong bude
thao tac (4) phuong an thi nghiém 1) dugce hit 1én doc theo bé mat cta dau pipet do su
thay d6i d6 nhét. Khi chit 1éng nay c6 do nhét twong tw do nhét clia nude, khong c6
chit 16ng nao duoc hiit 16n doc theo ddu nay. Tuy nhién, khi d nhét clia chét 16ng ndy
ting, vat liéu duge hit lén thém doc theo dau nay va chdy ngugce lai (xem phﬁn acua
FIG.7).

Trong qué trinh khuéch dai RCA sir dung Khuon_BA hodc Khuén_E, duge san
xuét theo phuong 4n chudn bi 1, san phim niy c6 d nhét dén murc hiu nhu khong thé
hién d6 chay lofing trong 60 gidy, tao kha ning phét hién gen dich, vi dy, gen gy bénh
(Khudén BA hodc Khuon E). Ngoai ra, x4c dinh dugc ring hydrogel ¢6 d6 nhét 16n
hon dugc tao thanh bang cach st dung Khudn_E c¢6 chiéu dai 16n hon bb sung véi tac

nhéan gy bénh so véi vige stt dung Khudn BA.

(2) Po bang nhét ké quay

Su thay d6i dd nhét cia san phém gen dugc khuéch dai thu dugc tir qué trinh
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RCA dugc boc 16 theo phuong 4n thi nghiém 1 bing céch st dung Khuén_E, khuén
ndy dugce san xut theo phuwong 4n chuén bi 1, duge do bang cach st dung nhét ké
quay. Su ting dan v& mirc thay ddi d6 nhét cia chit 1ong phan tng (dung dich chira
san phim RCA thu duge trong budce thao tac (4) cta phuong an thi nghiém 1) va ty 1&
gitta m6 dun du trit (G') va mé dun ton thét (G") duge do, céc két qua do dwoc minh
hoa trong phdn b ciia FIG.7 (truc x: tan sd (Hz), truc y: Pascal (Pa)). Su ting dan vé
mitc thay dbi d6 nhét do tao thanh hydrogel cho thiy kha ning phat hién gen dich, vi

dy, virut Ebola.

<Phurong 4n thi nghiém 4> X4c dinh hiu qua cta 16p phu cta kénh thr hai cia
dung cu vi 1dng phéat hién gen dich

Sau khi thye hién phuong phap phat hién gen dich st dung dung cu vi long
phat hién gen dich theo phuong phép cla phuong 4n 3-1, kénh thir hai dugc quan sat
bang kinh hién vi ddu do nguyén tir (AFM, NX-10, Park System). Sau khi thuc hién
phurong phap phét hién gen dich (phuong phép cia phuong 4n 3-1) st dung dung cu vi
16ng phat hién gen dich duy nhét duwoc san xuat theo phwong phédp san xuit dung cu vi
16ng phat hién gen dich duy nhét cia phwong 4n 2-1 ngoai trir khong thuc hién qua
trinh theo Budc thao tdc 2 (khong c6 quéd trinh phu kénh thir hai bang 5-
hydroxydopamin HCI), kénh thir hai doc quan sat bing kinh hién vi dau do nguyén t
(AFM, NX-10, Park System).

Két qua 13, khi doan mdi duge ¢b dinh ma khoéng c¢é qué trinh phi st dung 5-
hydroxydopamin HCI (qué trinh tién xir Iy sit dung 5-hydroxydopamin HCI) (phan a
cta rIG.8), doan mdi nay gf?m nhu khong dugce géﬂ vao bé mat cia tAm nay, va do do
khong c6 qué trinh khuéch dai xay ra trén kénh thir hai chia dung cu vi 16ng phét hién
gen dich. Nguoc lai, khi gen dich (axit nucleic) dugce khuéch dai sau khi thuc hién qua
trinh pht st dyng 5-hydroxydopamin HCl (quéd trinh tifn x¢ Iy st dung 5-
hydroxydopamin HCI) va ¢ dinh doan mdi (phdn b ciia FIG.8), axit nucleic dwoc
khuéch dai manh mé trén kénh thir hai ctia dung cu vi 1éng phat hién gen dich. Do vy,
diéu do chi ra ring 5-hydroxydopamin HCI ¢6 dinh hitu hiéu doan mdi ADN trén kénh
thir hai ctia dung cu vi 1éng phét hién gen dich.

Do d6, khi phti kénh thit hai ctia dung cu vi 16ng phét hién gen dich bang 5-
hydroxydopamin HCI, 5-hydroxydopamin HCI phan (ng {f(’yi doan moi chira nhém
thiol, sao cho doan mbi nay duoc c¢b dinh hiru hiéu trén kénh thi hai cia dung cu vi

long phat hién gen dich, do d6 lam ting su khuéch dai axit nucleic trong qué trinh tiép
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theo.

<Phwong 4n thi nghiém 5> Phat hién virut MERS sit dung dyng cu vi 16ng phat
hién gen dich

(1) San xuét dung cu vi 1éng phat hién gen MERS dich

Nhu duge md ta néu trén trong Budc thao tac 1 va Budc thao tac 2 cla phuong
an 2, dung cu bao g@)m clra vao, kénh thit nhét, ba kénh thi hai, va céc ctra ra duge tao
ra & dAu cta cac kénh tht hai, duge tao ra trén tAm, dugc chun bi nhu trong FIG.1.
Mic du 5-hydroxydopamin HCI dugc dua vao cédc kénh thir hai dé phti cac kénh tht
hai nay theo phuong &n 2, nhung céc kénh tht hai bang vét liéu nhya dugc phi bang
nhém vinyl bang k§ thust ling dong pha hoi theo phurong 4n thi nghiém cta sdng ché.
Ciing c6 thé thyc hién viéc phit bang phuong phép twong tir nhu theo phuong 4n 2.
Sau d6, rira dung cu nay bing DDW.

Tiép theo, nhw trong Budc thao tic 3 clia phuong 4n 2, dung dich hén hop gdbm
doan mdi-58S-polyA9 (Primer-5SS-polyA9) (BIONEER, S6 trinh tur 9) 12 doan mdi va
DTT dugc dwa vao qua cira vao. Nhom thiol ¢6 mét trong doan mdi nay duoc cho tiép
xtc v6i DTT, va nhém thiol duge tiép xtic nay lién két véi 16p pht viny! (hodc 16p phu
5-hydroxydopamin HCI) trén kénh thtt hai. Tiép theo, tién hanh rira bing DDW.

Thém céc dung dich chira 0,2 pl (=20 pmol) khudn khéc nhau 100 dugc pha
lofing bang 1X PBS (Gibeo ctia hing Life Technologies) vao doan mdi dugc ¢b dinh
trén ba kénh thir hai, sac cho mbi khudn lién két v6i doan mdi nay.

Cu thé 1a, Khuén BA (khuodn cho Bacillus anthracis, S6 trinh tu 10) thu dugc
trong budc thao tac (1) cta phuong én chudn bi 1 duoc lién két voi kénh thir hai bén
trai khi nhin ti trén xubng. Kénh thir hai nay 13 dbi chimg 4m (NC). Mic du virut
MERS ¢é mit trong miu duge dua vao dung cy vi 1ong nay, thi virut MERS cling
khong twong tac duge voi khudn nay, do d6 khdng x4y ra qua trinh khuéch dai RCA.

Khudn cho virut MERS (MERS-CoV) dugc lién két véi kénh thtr hai & giita.
Kénh thir hai & gitta 12 mau. Chi khi gen MERS ¢6 mit trong mau duge dua vao dung
cu vi 16ng nay, qua trinh khuéch dai RCA méi x4y ra. Khudn cho virut MERS ¢6 trinh
tu sau day.

Khudn MERS

5'/5Phos/AGG GCA CAT CTC CGA ATC GAA GTA CTC AGC GTA AGT
TTA GAG GTA GCATGC TAG TAT CGA CGT ACG TAC CAA CTT ACG CTG AGT
ACTTCG ATT ATA CCC -3

-35-



33671

Trong trinh ty khuén MERS, viing bé sung véi cac gen MERS-CoV dich duge
xé4c dinh béi kiu chir in d4m trén nén tréng, cac ving bb sung trén khubn dugc xac
dinh béi kidu chit in nghiéng c6 gach duéi, va ving lién két bd sung voi doan mdi nay
duoc x4c dinh bdi kidu chit nghiéng c6 gach duéi.

Khuén cho virut MERS dugc lién két v6i doan mdi duge ¢b dinh trén kénh thir
hai trén kénh tht hai bén phai khi nhin tir trén xudng, va khi thém gen MERS dich dé
lien két v6i khuodn nay vio s& xay ra qué trinh khuéch dai RCA. Kénh thir hai bén phai

14 d6i chimg dwong (PC).

(2) Phét hién gen MERS dich

Tiép theo, mau chira gen virut MERS lién két voi khuén dung cho virut MERS
duoc dua vao qua clra vao ciia dung cu vi 16ng dugc san xudt trong bude thao tac (1).
Sau d6, qué trinh ndi xay ra & 25°C qua dém, va qud trinh khuéch dai RCA xay ra &
25°C trong bbn giv. Thoi gian ndi va thdi gian RCA ¢6 thé dugc didu chinh phy thudc
vao cac didu kién. Vi duy, khi két qua dugc xac dinh béng cach str dung anh sang huynh
quang, thoi gian ndi va thoi gian RCA ¢6 thé duge didu chinh thdm chi con ngén hon.
Vi dy, viéc quan sat c6 thé dugc thire hién sau hai gio nbi va hai gis khuéch dai RCA.

FIG.13 13 so d6 minh hoa qua trinh x4y ra trong khuén dung cy vi léng c6 ba
kénh thtt hai, ma 13 d6i chimg am, mAu, va dbi chimg duong, nhu trong phuong 4n thi
nghiém 5.

Két qua dugc minh hoa trong FIG.14. Trong FIG.14, cla ra cia kénh th hai
bén phai 13 d6i chitng Am khéng bi chin, @& mAu chay ra ngoai. Qué trinh RCA xay ra
trén kénh thi hai & gitta 13 mAu va kénh thir hai bén phai 1a dbi chimg duong d tao

thanh khoi hydrogel, ma chin céc cira ra.
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1. Dung cu vi 16ng phét hién gen dich bao gdm:

thm (100);

clra vao (101) duoc tao ra trén tAm (100) va qua d6 dung dich miu dugc dua
vao tir bén ngoai dung cu vi long;

kénh thir nhét (102) duge nbi vé6i cira vao (101) dé chira dung dich miu duge
dua vao;

kénh thtt hai (103) duge ndi v6i kénh thir nhit (102);

ctea ra (104) duge ndi véi kénh thi hai (103);

16p phii bé mit trén kénh thit hai (103);

doan mdi duge c¢b dinh trén 16p phu ctia kénh thir hai (103); va

khuon lién két bd sung véi doan moi nay,

trong doé:

(a) khudn nay 13 S6 nhan dang trinh ty:1, S8 nhan dang trinh ty:2, S& nhén dang trinh
tr:3, S6 nhén dang trinh tw:4, S6 nhén dang trinh tr:10, S6 nhan dang trinh ty:11
hoic S8 nhan dang trinh tur:16,

(b) khudn nay bao gbm céc ving lién két dich bd sung vé6i gen dich, ving lién
két doan mdi bb sung v6i doan mdi nay, va céc ving lién két bd sung trén
khuon,

(c) cac ving lién két dich bd sung véi gen dich dugc dinh vi riéng biét tai hai
dau cia khuon nay, |

(d) ving lién két doan méi bd sung véi doan mdi nay duge dinh vi & gilra céac
vung lién két b sung trén khudn,

(e) ving lién két bd sung trén khuon thir nhét trong sb cac ving lién két bd sung
trén khuon duoc dinh vi & gifta ving lién két doan méi va vimg lién két dich
thir nhét trong sb cac vung lién két dich,

(f) ving lién két bo sung trén khudn thit hai trong s6 cac ving lién két bb sung
trén khuodn dugc dinh vi & gifta ving lién két doan mdi va ving lién két dich
thir hai trong s cac ving lién két dich, va

(g) chc ving lién két bd sung trén khudn duge tao cAu hinh nham lién két b6

sung véi nhau dé tao thanh dang hinh qua ta.

2. Dung cu vi 1ong theo diém 1, trong d6 kénh thit hai bao g6m 1 dén 20 kénh.
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3. Dung cu vi éng theo diém 1, trong d6 kénh thir hai bao gém 1 dn 20 kénh, cac
kénh thir hai phan chia tir mot dau cta kénh thir nhét, va khuon lién két bd sung voi
doan mdi dugc ¢b dinh trén 16p phu bé mit ctia mdi kénh thir hai lién két v6i mot gen

dich gidng nhau hozc khac nhau.

4. Dung cu vi 16ng theo diém 1, trong d6 kénh thtr hai dugc pht bé mat béi it nhat mot
thanh vién dugc chon tir nhém bao gdm 5-hydroxydopamin HCI, norepinephrin,
epinephrin, pyrogallol amin, 3,4-Dihydroxyphenylalanin, catechin, cac tanin,
pyrogallol, pyrocatechol, heparin-catechol, chitosan-catechol, poly(etylen glycol)-
catechol, poly(etylenimin)-catechol, poly(metyl metacrylat)-catechol, axit hyaluronic-

catechol, polylysin-catechol, va polylysin.

5. Dung cu vi léng theo diém 1, trong d6 doan mdi ¢6 mét dau duoc bién ddi béi it
nhit mét thanh vién dugc chon tir nhém bao gém thiol, amin, hydroxyl, carboxyl,
isothioxyanat, NHS este, aldehyt, epoxit, cacbonat, HOBt este, glutaraldehyt, carbamat,
imidazol carbamat, maleimit, aziridin, sulfon, vinylsulfon, hydrazin, phenyl azit,

benzophenon, anthraquinon, va dien.

6. Dung cu vi 1éng theo diém 1, trong d6 16p phit bé mit bao gdbm 5-hydroxydopamin

HCI, va doan mo6i ¢6 mot dau dugc bién doi bdi nhém thiol hodc nhém amin.

7. Dung cu vi 16ng theo diém 1, trong d6 gen dich c6 ngudn gbce tir it nhit mét tic nhan
gy bénh dugc chon tir nhém bao gdm virut gdy bénh com gia cAm, virut gdy bénh
SARS, Escherichia coli O157:H7, vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis, Bacillus
anthracis, Streptococcus pneumonia, Plasmodium, Salmonella, virut Hepatitis A, B, C,
D va E, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, virut Ebola, va
virut MERS-Cow.

8. Bo kit dung cu vi 16ng phét hién gen dich bao gdm:
dung cu vi 16ng phét hién gen dich theo diém 1;
dNTP;
ligaza; va

axit nucleic polymeraza ding nhiét.

-38-



33671

9. B0 kit dung cu vi long theo diém 8, trong d6 ligaza 1a ADN ligaza, va axit nucleic

polymeraza ding nhiét nay 1a phi29 polymeraza.

10. B9 kit dung cu vi l6ng theo diém 8, con bao gém thudc nhudm, dung dich mubi

ndng d0 cao, hodc thudc thir huynh quang.

11. Phuong phép san xuét dung cu vi 16ng phat hién gen dich theo diém 1 bao gdm:

(S1) chudn bj dung cu vi 16ng bao gdm tAm (100), ctra vao (101) dwgc tao ra
trén tAm (100) va qua d6 dung dich miu dugc dua vao tir bén ngoai dung cu vi 16ng,
kénh thr nhit (102) duoc ndi véi clra vao (101) dé chira dung dich miu duoc dua vio
nay, kénh thir hai (103) dwoc ndi v6i kénh thir nhét (102), va ctra ra (104) duogc ndi véi
kénh thir hai (103);

(S2) phti kénh thér hai (103) cia dung cu vi 16ng dé tao ra kénh tht hai duge
phu;

(S3) ¢b dinh doan moi dé lién két voi khuén trén kénh thir hai (103) duoc phi;
va

(S4) lién két, v6i doan moi nay, khudn bao gdm céc ving lién két dich bb sung
v6i gen dich, ving lién két doan mdi bd sung v6i doan mdi ndy, va cac ving lién két
bd sung trén khudn,

trong d6:

(a) cac ving lién két dich bd sung vé6i gen dich dugce tao thanh riéng
biét tai hai ddu cia khudn nay,

(b) ving lién két doan mdi bd sung véi doan mdi ndy dugc tao thanh
giita cac viing lién két bd sung trén khuon,

(c¢) ving lién két bd sung trén khubdn thir nhét trong sb cic ving lién két
bd sung trén khuén dugce dinh vi & gifta vung lién két doan mdi va vung lién
két dich thir nhét trong s6 cac ving lién két dich,

(d) ving lién két bd sung trén khudn thir hai trong sb céc ving lién két
b sung trén khuén duge dinh vi & gitta ving lién két doan mdi va ving lién
két dich tht hai trong sb céc ving lién két dich, va

(e) c4c ving lién két bd sung trén khudn duoge tao cdu hinh nhiam lién

két bd sung v6i nhau @8 tao thanh dang hinh qua ta..
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12. Phuong phdap phat hién gen dich st dung dung cu vi 1éng phat hién gen dich theo
diém 1 bao gdm cac budc:

(S1) chudn bi dung cu vi 16ng phat hién gen dich theo diém 1;

(S2) dwa dung dich miu vao kénh thi nhat; va

(S3) thém dNTP, ligaza, va enzym axit nucleic polymeraza dang nhiét vao

kénh thir hai cta dung cu vi l6ng phat hién gen dich.
13. Phuong phap theo diém 12, bao gdm budc (S4) cho phép céc san phdm gen dugc
khuéch dai két bong dé tao thanh hydrogel c¢ duong kinh trong khoang tir 50 pm dén

5 mm trén kénh thit hai (103) va ctra ra (104).

14. Phuong phap theo diém 13, con bao gdm buée (S5) thém thube nhudm, dung dich

mudi ndng dd cao, hojc thudc thir huynh quang.
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FIG. 3
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FIG. 8b
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FIG. 9a
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FIG. 9b
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FIG. 10a
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FIG. 10b
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FIG. 12
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<170>
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<220>
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<220>
<221>
<222>
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<400>

P15023-EWHA

KR 10-2014-0149495
2014-10-30

17

KopatentIn 2.0
1

108

AND
Trinh tu nhdn tao

Khuén dac hiéu cho Salmonella

bazo dugc cai bién
(1) Pa S
nhém 5'0OH cua t dugc thé bang nhém phosphat

1

tgctatgccg actcaatcga agtactcagc gtaagtttag aggcattagc atgctagtat 60

cgacgtccca cgtaccaaca acttacgctg agtacttcga tttgagtg 108

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

<220>
<223>

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

2

110

AND

Trinh ty nhan tao

Khudén dac hiéu cho Yersinia enterocolitica

bazo dugc cai bién
(1) o
nhém 5'OH cta g dugc thé bang nhém phosphat

<400> 2
gctcacccca gtaaaatcga agtactcagc gtaagtttag aggcattagc atgctagtat 60
cgacgtccca cgtaccaaca acttacgctg agtacttcga ttagctttac 110
<210> 3
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<211> 112
<212> AND
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Khudn ddc hiéu cho Francisella tularensis

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (1)

<223> nhém 5'OH cha t dugc thé bang nhém phosphat

<400> 3
tgtttccagt atttaatcga agtactcagc gtaagtttag aggcattagc atgctagtat 60

cgacgtccca cgtaccaaca acttacgctg agtacttcga tttttcctcec ga 112

<210> 4

<211> 111

<212> AND

<213> Trinh tu nhdn tao

<220> :
<223> Khudén ddc hiéu cho Yersinia pestis

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (1)

<223> nhém 5'OH cla t duoc thé b3ng nhém phosphat

<400> 4
tcgaatgcca acaaaatcga agtactcagc gtaagtttag aggcattagc atgctagtat 60

cgacgtccca cgtaccaaca acttacgctg agtacttcga ttctctgaac a 111

<210> 5

<211> 20

<212> AND

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> trinh tu cha Salmonella lién két véi khudn dic hiéu cho Salmonella

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (20)

<223> nhém 3'OH cla a dugc thé bdng nhém phosphat

<400> 5
gagtcggcat agcacactca 20
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<210> 6

<211> 22

<212> AND

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> trinh tu cta Yersinia enterocolitica lién két véi khuén dic hié&u cho
Yersinia enterocolitica

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (22)

<223> nhém 3'OH chia t duoc thé badng nhém phosphat

<400> 6
ttactggggt gagcgtaaag ct 22

<210> 7

<211> 24

<212> AND

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> trinh tyu chla Francisella tularensis lién két véi khuén dic hiéu cho
Francisella tularensis

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (24) '

<223> nhém 3'OH clia a dugc thé bang nhém phosphat

<400> 7
aaatactgga aacatcggag gaaa 24

<210> 8

<211> 23

<212> AND

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> trinh tu clha Yersinia pestis 1lién két v&i khudén dic hiéu cho
Yersinia pestis

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (23)

<223> nhém 3'OH clia g duoc thé bdng nhém phosphat

<400> 8
ttgttggcat tcgatgttca gag 23
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

33671

9

32

AND

Trinh ty nhén tao

Poan mbi

bazo dugc cai bién
(1) 4 S
a dugc cai bién bang nhdém thiol

9

aaaaaaaaag ggacgtcgat actagcatgc ta

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

<220>
<223>

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

<400>

10
99
AND
Trinh ty nhén tao

Khuén dac hiéu cho Bacillus anthracis

bazo dugc cai bién
(1) P S
nhém 5'0H cua t dugc thé bang nhdém phosphat

10

tttgaaatgg agaaaatcga agtactcagc gtaagtttag aggtagcatg ctagtatcga

cgtacgtacc aacttacgct gagtacttcg atttgagcg

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

<220>
<223>

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

<400>

11
104
AND
Trinh tyu nhédn tao

Khudén dac hiéu cho virut Ebola

bazo dugc cai bién
(1) )
nhém 5'OH cua g dugc thé b3ng nhém phosphat

11

gacgcacgcg aatcgaagta ctcagcgtaa gtttagaggt agcatgctag tatcgacgta
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32

60

99

60



33671

cgtaccaact tacgctgagt acttcgatta acgagaaatc gcac 104

<210> 12

<211> 20

<212> AND

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu ctlla Bacillus anthracis lién két véi khudn dic hiéu cho
Bacillus anthracis

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (20)

<223> nhém 3'OH clia a dugc thé b3ng nhém phosphat

<400> 12
ttctccattt caaacgctca 20

<210> 13

<211> 25

<212> AND

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh tu ctha virut .Ebola lié&n két vdikhuén dic hiéu cho virut Ebola

<220>
<221> bazo dugc cai bién
<222> (25)

<223> nhém 3'OH cha t duoc thé b3ng nhém phosphat

<400> 13
cgcgtgcgtce gtgcgatttce tegtt 25

<210> 14

<211> 20

<212> AND

<213> Trinh tu nhén tao

<220> .

<223> Trinh ty Bacillus anthracis lién két véi khudén dic hiéu cho Bacillus
anthracis

<220>

<221> bazo dugc cai bién

<222> (20)

<400> 14

ttctccattt caaacgctca 20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

33671

15

25

AND

Trinh tu nhédn tao

Trinh tu cla virut Ebola 1lién két vdi khudn ddc hiéu cho virut Ebola

bazo dugc cai bién
(25)

15

cgcgtgcgtce gtgcgattte tcgtt 25

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

<220>
<223>

<400>

16

99

AND

Trinh ty nhdn tao

Khuén dac hiéu cho virut MER-Corona

16

agggcacatc tccgaatcga agtactcagc gtaagtttag aggtagcatg ctagtatcga 60

cgtacgtacc aacttacgct gagtacttcg attataccc 99

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

<220>
<223>

<400>

17

20

AND

Trinh ty nhan tao

Trinh ty cta virut MERS-Corona lién két vdéi khudn didc hiéu cho virut
MERS-Corona

17

cggagaugug cccuggguau 20
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