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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh thuc hién tmg PCR da mdi dé phat hién 8 dot bién trén

4 vang AZFa,b,c,d trén nhiém séc thé Y bao g6m cac budc:

i) thiét ké 10 cap mdi cho phan tng da mdi dic hiéu timg ving AZFa,b,c.d

ii) thu ADN tong s6 tir mau sinh pham bang kit tich ADN va chuan ndng d6 ADN vé
ndng d6 10-30 ng/ul

iii) thuc hién phan tmg PCR da mdi sau d6 dién di san pham cta phan tng PCR da mdi
trén gel acrylamit va nhu¢m ethidium bromit, chup anh trén hé théng chup anh gel co6 tia tr
ngoai UV budc séng 260 nm.

Ngoai ra, sang ché con dé cap dén quy trinh thyc hién phan tng QF-PCR da moi bang
cach str dung 10 cap mdi v6i trinh ty nhu d3 duoc thé hién trong budc 1) néu trén, khac biét
& chd tit ca cac moi xudi co danh ddu huynh quang FAM & dau 5° cia mdi mdi va san
pham cua phan ing QF-PCR dugc dién di mao quan trén may phan tich di truyén.

Cac quy trinh nay da thiét ké dugc cac mdi dic hidu dé sir dung trong 1 phan tng PCR
da moi (hoac QF-PCR da méi) nham muc dich sang loc, chan doan dugc nam gid1 mang
dot bién & vung AZFa,b,c,d lién quan dén bénh vé sinh.
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Linh vwe k¥ thuat dwgc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc — sinh y. Cu thé 1a sang ché dé cap
dén quy trinh thyc hién phan tmg PCR da mdi va phan ung QF-PCR da mdi sir dung
céc mdi gin huynh quang phat hién dong thoi 8 dot bién mat doan xay ra & vung cac
gen AZF trén nhiém sic thé Y c6 lién quan dén kha ning sinh san ctia nam gigi. Quy
trinh nay duoc 4p dung dé sang loc, chan doan nam gidi ¢6 kha nang bi hiém muon
hodc vo sinh.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Mot trong céc nguyén nhan nam gi6i khong c6 hoidc c6 rat it tinh tring dan dén
bénh hiém muon hodc vd sinh 1a ving AZF (ving chtra céc gen lién quan dén kha
ning sinh san) trén nhiém sic thé gidi tinh Y bi dot bién. C6 4 ving AZF 13 AZFa,
AZFb, AZFc va AZFd c6 thé mang cac dot bién mét doan khac nhau (Hinh 1). Cac dot
bién nay c6 thé duoc di truyén tir thé hé trude hodc phat sinh méi trong qua trinh tinh
tring treéng thanh va phu thudc vao tudi cia nam gidi. Xét nghiém xac dinh céc ving
AZF binh thuong hay dot bién c6 gia tri quan trong gitip béc sT chuyén khoa dua ra
phac dd diéu tri ching hiém mudn hay quyét dinh céc bién phdp thu tinh nhén tao.

Hién nay, cac bd sinh phém thuong mai st dung k¥ thust PCR da mdi dé phat
hién cac dot bién AZF. Nguyén tic ctia k¢ thudt nay 1a sir dung ddng thoi nhidu cap
mdi dé khuéch dai cac doan ADN ciia 4 ving AZF tir ADN tong s cua tirng nguoi
(nam gi6i). Ty thudc vao sw c6 mit hodc thiéu vang cac san phdm khuéch dai dé két
ludn cu thé s6 lugng ving gen AZF binh thuong hay bi dot bién. San phdm PCR duoc
dién di trén gel agaroza hodc gel acrylamit, nhu¢m véi ethidium bromit va quan sat
duéi tia tir ngoai UV budce séng 260 nm. Ngoai ra, khi cic mdi duge danh diu huynh
quang thi phan tng PCR dugc goi 1a QF-PCR va san phiam duogc phat hién bing k§
thuat dién di mao quén trén cac hé thong may phan tich di truyén ABI3100, ABI3500.

Trén thi truong phd bién bo sinh pham phat hién dot bién AZF bing ky thuét
PCR va dién di trén gel agaroza do cong ty Promega cung cdp (Y Chromosome
Deletion Detection System, Version 2.0. No.: MD1531) va bo sinh pham sir dung k§
thuat QF-PCR do cong ty Devyser cung cép (Devyser AZF v2 Art. No.: 8-A019.2).
Bén canh d6, Hi€p hoi Nam khoa EU (the European Academy of Andrology-EAA) va
hé théng chat luong di truyén phén tir chau Au (the European Molecular Genetics
Quality Network-EMQN) c6 dua ra huéng dan quy trinh phat hién cac dot bién AZF
béng k¥ thuat PCR da mdi, dién di san phém trén gel agaroza (Krausz C, Hoefsloot L,
Simoni M, Tuttelmann F. EAA/EMQN best practice guidelines for molecular
diagnosis of Y-chromosomal microdeletions: state-of-the-art 2013. Andrology, 2014).
Céc b sinh phdm thuong mai cling nhu huéng dan EAA/EMQN lya chon hiu hét cac
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trinh tu gidng nhau trén 4 ving AZF & thiét k& mdi. Tuy nhién, bd sinh phim thwong
mai cling nhw quy trinh cia EAA/EMQN déu thyc hién nhiéu phan tng da mdi riéng
1& hodic phai c6 cic bd sinh pham hd trg nhau. Vi du nhir Devyser cung cép 2 bo sinh
ph‘z;:‘m: b6 co ban phat hién 6 d6t bién cho 3 ving AZFab.c va b mé rong phat hién 11
dot bién bao gdm ving AZFd. Nguyén nhan I3 do viéc phdi hop nhidu mdi trong cing
mdt phan ting khdng phai lic nao ciing thuc hién dwgc vi mot sb 1y do chinh nhu sau:
- Céc mdi can c6 gia tri Tm pht hop véi nhau;
- C#c mdi khéng dugc c6 trinh ty bd sung véi nhau, dic biét & dau 3°;
- Céc bang ADN cén ¢6 kich thudc khac biét nhau d& quan sat dugc 16 trén gel dién
di nhung su sai khac khong qué 16n dé d& dang khuéch dai trong cling diéu kién PCR.

O Viét Nam, mot sb cong bd d3 xay dung quy trinh sir dung k¥ thuit PCR hoac
QF-PCR dé phét hién d6t bién mat doan viing AZF ching han nhir cong bd cta cac téc
gia Cao Thi Tai Nguyén, Nguyén Trung Kién, Trinh Thi Bich Lién, Vit Thi Nhuin,
Nguyén Chung Viéng, Nguyén Pic Khoa, Nguyén Thi Bich Ngoc, Trinh Minh Thiét,
Cao Luong Binh, Nguyén Phan Vinh, Nguyén Vin Khuén lién quan dén “Str dung k¥
thuat QF-PCR trong chin doin mot sb nguyén nhan di truyén thuong gdp 6 nam gidi
v6 smh™ (Tap chi Cong nghé Sinh hoc 16(2): 241-252, 2018). Ngoai ra, cac tac gid
Huynh Thi Kim Phwong, Huynh Kiéu Thanh, V5 Tri Nam, Nguyén Lé Tuin Anh,
Nguyén Dic Hoang, Phan Thi Phugng Trang, Nguyén Van Thong, Pham Ha Giang
cling 44 nghién ciru “X4ay dung quy trinh phat hién dot bién vi mét doan nhifm sic thé
gi6i tinh Y trén bénh nhén nam chin don mic bénh Azoospermia bing k§ thuat
Multiplex-PCR (Tap chi Phat trién KH&CN, 8: T5-2015). Tuy nhién, céc nghién ctru
nay chi ding lai & viéc dénh gi4 dot bién méit doan & 3 ving 13 AZF a,b,c ma chua c6
cong bd vé viée thurc hién 1 phan tmg da mdi dé phat hién ddng thoi céc dot bién & 4
vung AZFab,c.d.
Bin chit k§ thujt ciia sing ché

Muc dich clia sang ché 13 khic phuc céac nhugce diém néu trén, tirc 13 d& xuit
quy trinh phat hién ddng thoi 8 dot bién mét doan thudc 4 ving AZF ab,c.d trén
nhiém sic thé Y lién quan dén v6 sinh & nam gi6i bing phan tmg PCR da mdi va QF-
PCR da méi sir dung cac méi huynh quang.

Theo khia canh thir nhat, sng ché d& cap dén quy trinh thyc hién phan Gng
PCR da mdi @ phat hién ddng thoi 8 dot bién mét doan viing AZF trén nhiém sc thé
Y lién quan dén vé sinh & nam gi6i bao gdm céc budce sau:
i) thiét ké bd mdi cho phén img PCR da mdi gdm 10 cap mdi trong d6 bao gdm:

8 cap moi dic hiéu cho § trinh ty nucleotit lya chon tir 4 vung AZFab,c,d trén
nhidm sic thé Y (8 trinh ty d6 gdm sY84, sY86, sY127, sY134, sY254, sY255, sY152,
BPY?2) (xem Hinh 1);

2 cip mdi 1am ndi chuin trong d6 1 cip méi dic hiéu dya vao trinh ty gen SRY chi
xuat hién trén nhiém sic thé Y (rinh trsY14)va 1 cip mdi dc hidu cho trinh tu gen
AMEL xuét hién & ca 2 nhidm sic thé gigi tinh X va Y; trong d6 trinh tir cdc cap mbi
va kich thuéc bang ADN dugc khuéch dai béi céc cip mdi nhur sau:
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Bang 1: Trinh ty tir nucleotit cua cac mdi dugce thiét ké theo phén mém OligoCalc

Vung Tm
trinh | Tén méi Ki hién Trinh ty nucleotit (5°-3°) .
o dicl (°C)
7 dich
Va4 sY84-F | SEQIDNO:1 | GAG AAG GGT CTG AAAGCAG | 57,5
s sY84-R | SEQID NO:2 | GCC TAC TAC CTG GAG GCT 58,4
vs6 |_SY86F | SEQIDNO:3 |GGG TGA CAC ACA GACTAT G 575
s sYS6-R | SEQID NO:4 | ACA GAG GGA CAA CCCTGT G 59,5
o7 | SY127-F | SEQIDNO:5 | AGC ACC CACTGG AAT CTA C 57,5
S e
sY127-R | SEQID NO:6 | CAT GGC TAC ACA GAC AGG G 58,2
TTA GAG GAA TAG TAC AGG
sY134F | SEQIDNO7 | C‘Z A T 57,6
sY134 -
GC
sY134-R | SEQID NO:8 T‘iﬁf ,"}A CCA CTG CCA AAA 59,2
CTTTC
sY254-F | SEQID NO:9 | CTG GGT GTT ACC AGA AGG C 59,5
2 ’4 4 Y i X ». y i
SY254 | <v254R | SEQ IDNO:10 gii ACCOTATCT ACC AAA 57,5
yos5 | SY255-F | SEQID NO:11 | CGT GCT GAG TTA CAG GATTC | 584
sY255-R | SEQ ID NO:12 | GTG CTC GTC ATG TGC AGC 58,4
15y |SY152-F | SEQIDNO:13 | GAC AGT CTG CCATGT TTCAC | 584
s sY152-R | SEQ ID NO:14 | CAG GAG GGT ACT TAG CAG TA | 584
GCC ATA TCT CTG AGC ACA
apyy | BPY2F | SEQIDNO:IS | - 57,5
BPY2-R | SEQID NO:16 | TTC CCT CTT TAC GCA TGA CC 58.4
SRY | sYI4F | SEQIDNO:17 | GAA TAT TCC CGC TCT CCG G 59,5
(sY14) | sY14-R | SEQID NO:18 | GCT GGT GCT CCA TTC TTG A 57,5
TGG GCT CTG
AMEL-F | SEQIDNO:19 | - TCTG TAA AGA ATA 57,5
AMEL — ———
AMEL-R | SEQ ID NO:20 zg‘”é GAGCTT AAA CTG GGA 57,5

ii) thu ADN tong sb tir mAu sinh phdm bang cach sir dung kit tich ADN sau d6 chuén

ndéng 46 ADN vé ndng d6 10-30 ng/pl

iii) thyc hién phéan mg PCR da méi véi cic diéu kién nhwr dugc thé hién & Bang 2

Béng 2: Céc thanh phan va diéu kién dé thyc hién phan img PCR da mdi

PCR da mo6i
Thinh phém Thé tich Piéu kién
(uD)
Hén hop céc thanh phin dé thyc hién phan 12,5

tmg PCR gbm ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCh

e 98°C trong 5 phit
e Lip lai 27 chu ky, mdi
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3mM chu ky bao gobm 98°C 10
(2x 1Proof HF Master Mix) gidy, 63°C 30 gidy,
SEQIDNO:1 (2 uM) 0,5 72°C 20 gidy

SEQ IDNO:2 (2 uM) 0,5 |e 72°C trong 5 phait
SEQ ID NO:3 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:4 (2 uM) 0,5

SEQ ID NO:5 (1 pM) 0,5

SEQ ID NO:6 (1 uM) 0,5

SEQ ID NO:7 (Z pM) 0,5

SEQ ID NO:8 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:9 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:10 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:11 (1 pM) 0,5

SEQ ID NO:12 (1 pM) 0,5

SEQ ID NO:13 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:14 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:15 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:16 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:17 (1 pM) 0,5

SEQ ID NO:18 (1 pM) | 0,5

SEQ ID NO:19 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:20 (2 pM) 0,5

ADN tong sb (10-30 ng/ul) 2,5

Tong 25

Sén phim ciia phan tmg PCR da méi duoc dién di trén gel acrylamit 10% va
nhudém ethidium bromit (0,5mg/L) trong 5 phit va quan sat dudi tia tr ngoai budc
song 260nm.

Theo mét khia canh khic, sang ché @ cip dén quy trinh thyre hién phén tng
QF-PCR da mbi dé phéat hién déng thoi 8 ddt bién mét doan viing AZF trén nhiém sic
thé Y lién quan dén v6 sinh & nam gi6i bao gdm cac bude sau:

i) thiét k& mdi cho phan tmg QF-PCR da mdi bang cach sir dyng 10 cip mdi v6i trinh

tir gibng nhwr 10 cip moi sir dung trong phan ng PCR da mdi néu trén, khéc biét & chd

tat ca cac mbi xudi c6 danh déu huynh quang FAM ¢ d4u 5° ciia m&i mbi.

ii) thu ADN t6ng s6 tir miu sinh pham bing cach sir dung kit tach ADN sau d6 chudn

ndng d6 ADN v& ndng d6 10-30 ng/pl

iii) thyc hién phan tmg QF-PCR da mdi cac diéu kién nhu dugc thé hién & Bang 3
Bang 3: Thanh phin va didu kién phén ing QF-PCR da mdi véi cac mdi duge danh

déu huynh quang FAM ¢ d3u 5°

QF-PCR da mdi

Thanh phan Thé tich Diéu kién
(1)
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Hbn hop cac thanh phan dé thyc hién phan| 12,5
tmg PCR gdbm ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCl 3mM
(2x iProof HF Master Mix)
5’ FAM - SEQ ID NO:1 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:2 (2 uM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:3 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:4 (2 pM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:5 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:6 (1 pM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:7 (2 pM) 0,5 |e 98°C trong 5 phit
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0.5 |e Liplai?27 chuky, mdi
5’ FAM - SEQ ID NO:9 (2 pM) 0,5 chu ky bao gbm 98°C
SEQ ID NO:10 (2 pM) 0,5 10 gidy, 63°C 30 giay,
5 FAM - SEQ ID NO:11 (1 pM) 0,5 72°C 20 gidy
SEQ ID NO:12 (1 pM) 0,5 |e 72°C trong 5 phut
5° FAM - SEQ ID NO:13 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:15 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 pM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:17 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 uM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:19 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 pM) 0,5
ADN tong s6 (10-30 ng/ul) 2,5
Tong 25

San phim cia phin mg QF-PCR da mdi dwgc dién di mao quan trén hé thong
méy phén tich di truyén dé x4c dinh tin hiéu huynh quang.
M@ td vin tit cdc hinh v&
Hinh 1: So db vi tri 4 ving AZFa,b,c,d trén nhiém sic thé Y c6 cic dot bién mat doan
lién quan dén kha ning sinh sén & nam gi6i va mét sd trinh tir sir dung dé thiét ké cac
mdi cho phan Ymg PCR nhim phét hién cac dot bién mét doan xay ra & cac ving do.
Hinh 2: Két qua dién di sin pham PCR da mbi phét hién dot bién trén 4 ving AZF trén
gel acrylamit 10%. Mau DC(-): khéng c6 ADN khuén. Mau 1 dén mau 5: mau sinh
phdm. MAu DC(+): ADN khong c6 dot bién. Mau M: thang chuidn ADN 100 bp. Tt ca
cac mAu sinh phdm va dbi chimg duong déu c6 bing ndi chuin sY14 dic hiéu cho
nhiém sic thé Y va 2 bing AMEL(X) viA AMEL(Y) dic hiéu cho 2 nhifm sic thé gigi
tinh X, Y. Két qua d6t bién cac ving AZF duoc ghi & trén ki hidu miu sinh phim.
Hinh 3: Két qua dién di mao quin sin phim QF-PCR da mdi trén hé théng may
ABI3500. Mau ddi chitng drong ciia nam gidi binh thudng (43 sinh con) (A) va cla
céc mu sinh phém (B-C) déu c6 tin hiéu huynh quang cia ndi chufn sY14 va
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AMEL(X), AMEL(Y). (A) MAu d6i chimg ngudi binh thudng c6 11 tin hiéu twong
{mg v6i 11 san phdm khuéch dai trong phan tmg QF-PCR. (B) Mau sinh phim c6 10
tin hiéu, thiéu tin hiéu twong Wng v6i trinh ty sY127 nén c6 4ot bién ving AZFb. (C)
M3u sinh phim cé s6 5 tin hiéu huynh quang trong d6 3 tin hiéu ndi chuin va 2 tin
hiéu ctia AZFa, nhu vdy co dot bién vung AZFb,c,d.

Hinh 4: két qua QF-PCR sang loc mét doan AZF trén 12 miu ADN tir miu sinh phém,
dién di trén gel polyacrylamit 12%. Déi chirng 4m khong khuén ADN; M1-M12: cac
miu ADN; + miu ngwdi nam binh thudng ; M: thang chuén 1kb Invitrogen.

M@ ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché dugc mé ta chi tiét véi cac phuong an va céc vi du thuc hién
cy thé, tuy nhién cac phuong 4n va cc vi du cu thé nay chi nhim muc dich minh hoa
dé 1am rd ban chét cta sang ché chir khéng nhim muc dich giéi han pham vi séng ché.

Theo khia canh thit nhét, sing ché d& cap dén quy trinh thuc hién phan g
PCR da mdi dé phat hién ddng thoi 8 dot bién mat doan ving AZF trén nhifm sic thé
Y lién quan dén v6 sinh & nam giéi bao gbdm cac budc sau:

i) thiét k& méi cho phan mg PCR da moi
- Thiét k& mdi cho cc trinh tir dich clia viing AZF

Dua vao 8 trinh ty nucleotit ctia 4 ving AZFa,b,c,d trén nhim sic thé Y d4 c6
trong dit liéu Databank cta Trung tdm dit liéu thong tin Cong nghé Sinh hoc (National
Center for Biotechnology Information-NCBI) dé lwa chon céc vi tri thiét Ké 8 cap mbi.
M&di cip mdi bao gbm mbi xubi va méi nguge. Moi xudi duge thiét ké theo dting trinh
tr ¢6 trong Databank, mbi ngugc dugce thiét k& dya vao trinh tu bd sung. M&i ving
AZF s& lya chon 2 trinh ty dé thiét k& 2 cdp mdi. 8 trinh tu nucleotit ciia 4 ving
AZFab,c,d dugc Iua chon 12 sY84, sY86, sY127, sY1334, sY254, sY255, sY152,
BYP2.

S¥ dung <chwong trinh OligoCale ta ciu mién  phi
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) dé thiét ké mdi. Mdi duge ki
hiéu theo tén cia trinh tir Iwru trit trong DataBank. Vi du cdp mdi d3c hiéu duoc thiét ké
dira vao trinh tw sY84 s& duoc ki hiéu 13 sY84-F (mdi xuéi) va sY84-R (mdi ngugc).

- Thiét k& mdi ndi chuén

Dua vao trinh ty nucleotit ctia gen SRY 1a trinh tu déc hi€u chi c6 mét trén
nhiém séc thé Y (trong dir liéu DataBank) dé thiét ké cip mdi ni chuén khing dinh sy
c6 mit cia nhiém sic thé Y trong mAu phan tich.

Dua vao trinh ty nucleotit ciia gen AMEL la trinh tw co trén cd 2 nhidm séc thé
giGi tinh X va Y (trong dif li€u DataBank) dé thiét ké cadp mbi ndi chudn khing dinh su
c6 m3t ciia cip nhifm sic thé gi6i tinh XY trong mAu phén tich clia ngudi nam.

Nhu viy c6 10 cip mdi duge thiét ké, trong d6 s& bao gdbm 8 cip mdi dic hidu
cho 8 ving trinh tir dich va 2 cp méi sir dung 13 ndi chun.

Chiéu dai (sb nucleotit) cia timg mébi duge chon théa man:

(1) dam bao cho gia tri Tm clia mbi gitf trong dung dich c6 mudi NaCl ndng d6
50 mM (tinh theo OligoCalc) d&u 16n hon 55°C va

(2) gié tri Tm ciia tAt i cic mdi khong chénh 1&ch nhau qué 3°C.
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Diéu nay cho phép cac mdi gin dic hidu véi khubn va kha ning gin cuia tit ca
mdi véi cac khudn x4y ra nhu nhau. San phim khuéch dai ctia 10 cip mdi phai dam
bao sai khéc nhau it nhét 5 bp, san phdm cé kich thudc bé nhét phai dat 80 bp va 1én
nhit khong qua 500 bp. Pép tmg yéu ciu nay s& cho phép quan sit dugc 1 rang cac
doan ADN duoc khuéch dai boi mbi cap mdi.

Cac mdi duoc dit mua tir cic hing san xuét (IDT, Sigma, Invitrogen,...) va
dwoc cung cAp dudi dang dong kho. Cac mdi duge pha vé ndng d6 gbc 100 pM theo

hwéng dan chi tiét trong don giao hang va dwgc bao quan & -20°C.
Béng 4: Trinh ty nucleotit ciia cic mdi dugc thiét ké theo phin mém OligoCalc

Vung ] Tm
trinh | Tén moi Kihiéu Trinh ti nucleotit (5°-3°)
] °C)
tir dich
vas | _SYB4F | SEQIDNO:1 | GAG AAG GGT CTG AAAGCAG | 57,5
SY84-R | SEQIDNO2 | GCC TAC TAC CTG GAG GCT 584
vag | SYB6F | SEQIDNO3 |GGG TGA CACACAGACTATG | 575
SYS6-R | SEQID NO:4 | ACA GAG GGA CAA CCCTGTG | 595
127 | SYI2ZI-F | SEQIDNO:5 | AGC ACC CACTGG AATCTAC | 57,5
sY127-R | SEQID NO:6 | CAT GGC TAC ACA GAC AGGG | 582
SY134-F | SEQIDNOy7 | L 1A GAGGAATAGTAC AGG 57,6
sYl34 gi i; CCA CTG CCA AAA
SYI34R | SEQIDNO=8 | 59,2
sY254-F | SEQID NO:9 | CTG GGT GIT ACC AGA AGGC | 59,5
Y254 [ 4R | SEQID NOM10 é?:i ACC GTA TCT ACC AAA 575
<255 | SY255F |SEQIDNO:IL | CGT GCT GAG TTA CAGGATTC | 584
sY255-R | SEQ ID NO:12 | GIG CTC GTC ATG TGC AGC 58,4
152 | SY152F [SEQIDNO:I3 | GACAGT CTG CCATGT TTICAC | 584
sY152-R | SEQ ID NO:14 | CAG GAG GGT ACT TAGCAG TA | 584
GCC ATA TCT CTG AGC ACA
spyy | BPY2ZF [SEQIDNO:IS | - 57,5
BPY2-R | SEQID NO:16 | TTC CCT CTT TAC GCA TGA CC | 58,4
SRY | sYI4F |SEQIDNO:17 | GAA TAT TCC CGC TCT CCG G 59.5
(sY14) | sY14-R | SEQID NO:18 | GCT GGT GCT CCA TTC TTG A 575
AMEL-F | SEQ ID NO:19 é;}g GCT CTG TAA AGA ATA 575
AMEL _ _ ‘
AMEL-R | SEQ ID NO:20 ;2‘; GAG CTT AAA CTG GGA 57.5

ii) thu ADN t6ng s tir mAu sinh phim
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Téch chiét ADN tir miu sinh phdm ciia ngudi nam. MAu sinh phim duoc sir
dung 13 miu mau. Lugng méu va quy trinh tach chiét ADN tir mau tudn thi ding
huéng din ciia cic hing san xuat bd sinh phim. Trong quy trinh ndy s dung kit
thuong mai ciia QIAamp ADN Mini Kit ctia Qiagen.
X4c dinh ndng d6 ADN bang phuong phép do d6 hip thu & budc séng 260 nm
(OD260); d0 sach cia ADN duogc xéc dinh bing ty 18 gifra d6 hip thu & budc song 260
nm va 280 nm (OD260/OD2so). Cac gia tri OD dugc do trén mady do NanoDrop. Khi ty
16 nay dao dong tir 1,8 dén 2,0 thi ADN dt chit hrong cho phan tng PCR. Cin cit vao
gia tri ODxoo dé tinh ndéng §6 ADN theo cong thirc sau:
[ADN] = OD20 xnx 50 (pg/ml)

Trong @6  ODago : d6 hép thy ctia ADN & budc séng 260 nm
n : s6 14n pha lofing miu
50  :ndng dd ADN tmg v6i ODsso= 1.

Sir dung nudc cat 2 1An da khir tring dé pha lodng ADN, chusn nong 46 ADN

vé ndng d6 10-30 ng/pl. T4t cd ADN duge bao quan & - 20°C.
iii) thirc hién phan émg PCR da méi
- Thirc hién phan tmg PCR da méi vé6i thinh phén 13 10 cip mdi trong cing mét phin
ting str dung khuén 13 ADN tdng s6 dugc tach tir miu sinh phim.
- Hin hop céc thanh phin cho phan ¥mg PCR da mdi dugc cung cip béi cic hing
thuong mai (Qiagen, Invitrogen, BioRad...). Trong quy trinh nay sir dung iProof HF
Master Mix ciia Hang BioRad (Code 1725310) bao gém cac thanh phin ADN Taq
polymeraza 0,04U/mi, dNTPs 400 pM, dém MgCl 3mM. Tét ci cic éng iProof HF
Master Mix dugc giit lanh trén d4 trude khi bd sung ADN khuén va cac mbi dic hiéu.
Céc didu kién thyc hién phan émg PCR da mbi dugc thé hién & Bang 5

Bang 5: Thanh phén va didu kién phan tmg PCR da mbi

PCR da moi
Thanh phin The tich Diéu kién
= T 7 (“1)
Hon hop céc thanh phan dé thuc hién phan 12,5
tmg PCR gdbm ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCh
3mM e 98°C trong 5 phut
(2x iProof HF Master Mix) e Lip lai 27 chu ky, mdi
SEQ ID NO:1 (2 uM) 0,5 chu ki bao gdm 98°C 10
SEQ ID NO:2 (2 uM) 0,5 gidy, 63°C 30 gidy,
SEQ ID NO:3 (2 puM) 0,5 72°C 20 gidy
SEQ ID NO:4 (2 uM) 0,5 |e 72°C trong 5 phut
SEQ ID NO:5 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:6 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:7 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0,5
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SEQ ID NO:9 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:10 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:11 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:12 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:13 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:15 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:17 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:19 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 uM) 0,5
ADN tong s6 (10-30 ng/pl) 2,5
Tong 25

San phim ciia phan tmg PCR da mdi duoc dién di trén gel acrylamit 10% va
nhu¢m ethidium bromit (0,5mg/L) trong 5 phit va quan sit dudi tia tf ngoai budc
séng 260 nm. Sén phim PCR gdm cic bing ADN duogc khuéch dai béi 10 cip mbi. Co
thé thay thé ethidium bromit bing chit nhuém RedSafe theo huéng din cia nha san
Xuét. '

Luu ¥ ring san phdm khuéch dai bing 2 cip mdi ndi chuin cia phan tng PCR
da modi phai luén dirong tinh; chi cin 1 sin phdm am tinh thi s& phai thyc hién lai phin
tmg. Sau khi khing dinh két qua duong tinh ciia 2 cip mdi ndi chuén, s& xem xét dén
san phdm ctia 8 cip moi dé phat hién dot bién. Sy thiéu ving san phim cia cip mbdi
ndo s& két luin d6t bién & ving AZF twong (rmg. C6 thé thiéu mot hay nhiéu sin phim
trong phén img da méi.

Phén tich két qua PCR da mdi dé phéat hién d6t bién AZF: San phdm PCR da
mdi duge dién di trén gel acrylamit 10% va nhudm ethidium bromit, quan sat dudi tia
tir ngoai budc séng 260 nm. DSi v6i miu sinh phim binh thudng khong c6 dot bién s&
quan sat dwge diy da cac bang ADN c6 kich thudc khac nhau khuéch dai boi 10 cap
mbi. CAc bang nay duoc ky hiéu theo tén cia cip mdi khméch dai, vi du bing ADN
sY84 la san phﬁm khuéch dai boi cap mbi sY84-F/sY84-R. Céc bang ADN néi chun
lubén dwong tinh & tit c4 cac miu phén tich. Néu thiéu bét ky bing nodi chuén nao déu
phai lip lai phan éng PCR. Cin cit vao su thiéu cic bing ADN 13 san phidm cia cc
cip mbi thiét ké trén 4 ving AZFab,c,d & xac dinh d6t bién éng véi timg ving AZF.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén quy trinh thyc hién phan g
QF-PCR da mdi dé phat hién ddng thoi 8 dot bién mét doan ving AZF trén nhidm sic
thé Y lién quan dén v6 sinh & nam gi6i bao gdm cac budc sau:

i) thiét ké médi cho phén img QF-PCR da mdi

Phan fmg QF-PCR da mdi sir dung 10 cip mdi véi trinh tw gibng nhw 10 cip
méi str dung trong phan fmg PCR da mdi néu trén, khac biét & chd tht ca cac mdi xudi
c6 danh ddu huynh quang FAM & ddu 5° cia mdi mbi.

-10-
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ii) thu ADN tbng s6 tir m3u sinh phdm
Téch chiét ADN tir miu sinh phdm ctia nguwdi nam. MAu sinh phim duoc st
dung 13 miu miu. Luong méu va quy trinh tich chiét ADN tr mau tuén thi ding
huéng din cia cic hang san xuét bd sinh phim. Trong quy trinh nay sir dung kit
QIAamp ADN Mini Kit cia Qiagen.
Xéc dinh ndng d6 ADN bang phwong phép do d6 hip thy & budc séng 260 nm
(OD260); d6 sach ciia ADN duoc xac dinh bing ty 18 giita 46 hip thu & budc séng 260
om va 280 nm (OD260/ODx2sgo). Cac gia tri OD duge do trén may do NanoDrop. Khi ty
1& nay dao d6ng tir 1,8 dén 2,0 thi ADN &4 chét lrong cho phén @mg PCR. Cin cff vio
gi4 tri ODs6o dé tinh ndng 46 ADN theo cong thirc sau:
[ADN] = OD2so xn x 50 (pg/ml)

Trongdd  ODaeo : @ hip thu ciia ADN & buéc séng 260 nm
n : 50 l4n pha logng miu
50 : ndng d6 ADN tmg v6i ODaso= 1.

Str dung nu6e cit 2 1an da khir tring dé pha loing ADN. Chudn ndng d6 ADN
vé ndng d6 10-30 ng/ul. T4t ca ADN dirgc bao quan & - 20°C.
iii) Thyc hién phan g QF-PCR da méi

Str dung iProof HF Master Mix cung cdp bdi Hang BioRad (Code 1725310) 1a
hdn hop céc thanh phan dé thyc hién phan ¥ng PCR gdbm ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCI2 3mM.

Phan tmg QF-PCR da mdi c6 tong thé tich 13 25 pl duge thuc hién theo diéu
kién trinh bdy trong Bang 6. Khi thuc hién phéan tmg déu phai 1am thém mot miu dbi
ching 4m (khong c6 khuon ADN dé khang dinh khong c6 két qua duong tinh gia do bi
nhiém ADN ngoai lai). Phan @mg dugc thuc hién trén hé théng may khuéch dai
GeneAmp PCR System 9700 ho#ic Eppendorf MasterCycle PCR theo dang huéng dan
ctia nha san xuit.

Béng 6: Thanh phan va diéu kién phan tmg QF-PCR da mdi v&i cc mdi dugc dénh
du huynh quang FAM & dau 5°

QF-PCR da mdi
Thanh phin Thé tich Piéu kién
(ul)

Hon hop cac thanh phan dé thyc hién phan 12,5
tmg PCR gdém ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 uM, dém MgCh

e 98°C trong 5 phut
e Liplai 27 chu ky, mbi
chu ky bao gbm 98°C

3mM . _
(2x iProof HF Master Mix) 10 gidy, ?}OC 30 gidy,
5" FAM - SEQ ID NO:1 (2 pM) 0.5 72°C 20 gidy

SEQ ID NO:2 (2 uM) 05 |° 72°C trong 5 phit
5" FAM - SEQ ID NO:3 (2 pM) 0,5

SEQ ID NO:4 (2 uM) 0.5
5" FAM - SEQ ID NO:5 (1 pM) 0.5
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SEQ ID NO:6 (1 pM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:7 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:9 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:10 (2 pM) 0,5
5 FAM - SEQ ID NO:11 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:12 (1 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:13 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:15 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 uM) 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:17 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 pM) 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:19 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 uM) 0,5
ADN tong s6 (10-30 ng/ul) 2,5
Tong 25

San pham cua phan tmg QF-PCR da mdi duoc dién di mao quan trén hé thong
may phén tich di truyén ABI3100 hosic ABI3500 theo hudng din coa nha san xuit.
Déi v6i mAu sinh phdm binh thudng khéng c6 dot bién s& quan sat duge diy di céc tin
hiéu huynh quang tuong (ng véi kich thude san pham QF-PCR khuéch dai bai 10 cap
mdi. Cac tin hidu ndy duoc ky hidu theo tén cla cip mdi khuéch dai, vi du tin hidu
sY84 13 san phim khuéch dai béi cip mdi sY84-F/sY84-R. Céc tin hiéu ciia ciip mdi
ndi chuén luén duong tinh & tht ca cac miu phén tich. Néu thiéu bat ky tin hi€u ndi
chuin nao déu phai I3p lai phan émg QF-PCR. Cin ci vio sy thiéu cic tin hiéu huynh
quang 13 san phim cia cic cip mdi thiét ké trén 4 ving AZFa,b,c,d dé xac dinh dbt
bién tmg véi timg vimg AZF.

Vi du thye hién sing ché

Vi du 1: Quy trinh thyc hién phan tmg PCR da mdi dé phat hién dong thoi 8 dot bién
mét doan viing AZF trén nhiém séc thé Y lién quan dén v6 sinh & nam gii.

Quy trinh bao gdm céc budc chi tiét nhu dwoc mo ta duéi day.

i) thiét k& mdi cho phan fmg PCR da mdi

Nguyén tic thiét ké&: Khai thac 10 trinh ty nucleotit trén nhiém sic thé Y trong
ngan hang di lidu NCBI dé thiét ké 10 cap mdi. Céc trinh ty ndy duoc trinh bay trong
Bang 1. T4m trinh ty thuc 4 ving AZFa,b,c,d dugc khai thac dé thiét ké 8 cip mbi
nhim phat hién 8 dot bién & 4 ving AZFab,c,d. M&i ving AZF duoc thiét ké 2 cdp
mdi. Céc trinh tir ndy gbm sY84, sY86 (ving AZFa); sY127, sY134 (ving AZFb);
sY254, sY255 (ving AZFc) va sY152, BPY2 (viing AZFd). Ngoai ra trinh tir nucleotit
sY14 ciia gen SRY trén nhiém sic thé Y dugc lua chon dé thift ké cip mdi ndi chudn
dic hiéu cho nhidm sic thé Y. Trinh iy ciia gen amelogenin (AMEL) cling tbn tai trén
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2 nhidm séc thé X, Y dwoc lua chon dé thiét k& cip mdi dic hidu cho 2 nhifm sic thé
gi6i tinh. T4t ca 10 cip mdi duge st dung trong 1 phan tng PCR.

Luu ¥ ring dya vio tinh da hinh ciia gen AMEL & 2 nhiém sic thé X va Y dé
Iya chon vi tri thiét ké cip mdi sao cho kich thudc doan ADN khuéch dai tir gen
AMEL trén nhiém sic thé X khéc voi kich thude doan khuéch dai tir gen AMEL trén
nhidm sic thd Y. Do d6, 1 cip mdi AMEL s& khuéch dai dwoc 2 bing ADN ndi chuin
¢6 kich thudc khéc nhau, tir d6 nhan biét duge sy c6 mit cia ca 2 nhiém sic thé gi6i
tinh trong mau phén tich cia nam gidi. Hai bang ADN ndy duoc ki hiéu 1a AMEL(X)
va AMEL(Y). Nhu vay, trong trudng hop khéag cb 4ot bién, 10 cip mbi s& fmg véi 11
san phim khuéch dai 13 11 bang ADN c6 kich thuéc khac nhau.

Céc cip mdi duge ki hiéu theo tén cia trinh ty luu trit trong NCBL mdi cip
gdm 1 mdi xudi (ki hiéu 14 F) va 1 mdi ngwoc (ki hiédu 12 R). Vi du cip mdi dic hicu
duoc thiét ké dya vio trinh ty sY84 s& duoc ki hiéu 1a sY84-F (moi xudi) va sY84-R
(mdi nguoc). Tt ca 10 cip mdi dugce sir dung cting nhau trong phéan tng PCR da moi.

Bang 7 : Trinh ti nucleotit trong ngén hang dit liéu NCBI dwoc khai thac dé thiét ké
10 cip moi

Nhiémsic | Miding | Trinh

2 Nucleotit {(5°-3°
thé Iy (NCBI) |t Nucleotit (5°-3)

TCAGCAAAGAGAAGGGTCTGAAAGCAGGT
NNCTGATTTCACCCTTTACAGTTTAATACAA
GGGATTTTACATACAGACATATAAGCTGAT
AGTCCTGGNTTCCCTATTTGTTTTAAGGTGC
SEQ CATTCCTGGNGGCTCTACCTCCTTCCCCCAG
G12019.1 D TGCCCATATGGGCCTTAGTCTGCTGTAGGAT
(sYg84) NO2I GCTCAGGCAAGCCCTTGAGCAAATTCCCTT
AATCTGCACGAAACATGGGCTGGAGATTCA
GTGGGACCCTTTCTTTAGTGTCTGGCTAATN
CAAGCTGGCTAACTCCTTTCAAAAGGTTTITG
TCTTGCTGATGAAGCCTCCAGGTAGTAGGC

N TTCAGAGNGGN

Ving AZFa
ATGGATCCCTCAGCACATGGGTGACACACA

GACTATGCTTCAGCAGGTCTGTCTGGGCCC
AAGACACATTGTTTCTCATCAGCTCCCAGG
GGATGTCAAGGCTGCAGATCCATGGATCTC
SEQ | ACTTTGCAGGACAGAGACTTGGTAATGGCT
ID | TCCCAGAGTTGTTACAAAGAAATCCCAAAG
NO:22 | ACTGGGCCCCTTAAACAACAACCTTGATICT
CACAGTCCTTGAGGCTAGAAGTCTGAGATC
AAGCTATGGCCAGGGCTGGTTICCTCCTGAG
GCCTCTCTCCTTGGGTTGTAGATGCTGTCTT

CTCCCTGTGTCCTCACAGGGTTGTCCCTICTG

G49207.1
(sY86)
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TGTGTGTCTGTGTCCTCATCTCCTCTTCTTAT
GAGGTGTCTTAGTCCATTTCAGGCTGCTGTC
ACAGCATGCCGTAGACTGGGTGGC

Y
Vung AZFb

G11998.1
(sY127)

SEQ
ID
NO:23

GGCCTGGGAATATAGCCAAAACTAATCAGC
ATCTGAAGTAATAATTCATAGAGGCTAGGC
TCACAAACGAAAAGAAAAAGATAGCACCC
ACTGGAATCTACCAAAGCCCACTGTGTTCA
TGCCCACAAAAAGAGAAGAAACTTTTTICAT
GAGATGCTAATTATACAAAAGNCAAAGGCA
TTTCTGTGTCACAGCTTGTTTCCTTATATGG
GTGAGCCAGATGTTTGTNAAAGTCCTTGATT
AAATGGGCTGGAGATTTCCCTGTCTGTGTA
GCCATGAGCATATTTNCAGTTACAACACCC
CTGTGCTATTTCCCTTATTACTGCCTGCAGC
TTGATTANTTTTTTCCCAGTCAGCTITTCTAT
GTTATGTGGGAATGAGNCACTN

G12001.1
(sY134)

SEQ
D
NO:24

GAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGT
ACGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCG
ATAAGCTTAAAATGTTTGAGAAGCCTTCAG
AAAGACTACAAAACTGTCTGCCTCACCATA
AAACGTTTATCTTTTAGAGGAATAGTACAG
GTCAAAGGAAATAAATAGATGGGGTTGATA
CTAAAGTTTAAAACATCTGGAACATTCTACT
TGAAGCGTTCTGTGACTGAAAGAGGATATG
ATAATGAAACCTTTTTTTTTTAACCTAAATC
AAAACTGAACTAGCTAAGTTICTGAAGTGC
ATAGCATGATGAAATTAAATGTTCCTAGTIT
AAATAGTGGAAAGTAGGTGTTTTGTCTTGG
GTGGTACTCATGATAATTTTTTCTTGAAAGT
TITGGCAGTGGTTGTTATAACAGTTT

Y
Ving AZFc

G38349.1
(sY254)

AAGGCTGGGTGTTACCAGAAGGCAAAATCG
TGCCAAACACTGTTTTTGTTGGTGGAATTGA
TGCTAGGGTATTGTATTCGTACCTCATTTTT
ACCTTAACATACATCATGAACAATGGGATG
TGGGCCCTGTTACAAACTTAAATTTITTITIT
GTACTTCCTGGAGGTTTAGAATTGCTTTITAG
GTTTGACCCATAGGTACTAAAAATATCTITG
ACAAAGGGCTGCTGGTCATTCGGGGATAAA
TGGGGGAGAAATTTCCACCTCATGGTAGTA
AAATTGTAGTAAAGTTGAAATTTTTGAATG

CTGAATTTTTACTCTGACGTTCAGTTCTTTTC
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CATAGATGGATGAAACTGAGATTGGAAGCT
GCTTTGGTAGATACGGTTCAGTGAAAGAAG
TGAA

G65827.1
(sY255)

SEQ

NO:26

GGTCTGAACGTGCTGAGTTACAGGATTCGG
CGTGATTTGGGGCTGCAGGTAGGTTTCAGT
GTTTGGATTCCGCAGACGTTCTGAAACTGTG
GTGGAGGAGGAGGATTAACTACCAAAGGA
CGTGGCTGCACATGACGAGCACATAACTTT
TGT

Y
Viing AZFd

G12039.1
(sY152)

SEQ

NO:27

NNACNAGNTACNCAAGCTTTNATTTNACTC
TGTATCTCTACAAAATNNANGAAAGACAGT
CTGCCATGTTTCACCTCTTTAACAGCAAAGA
TAACAAAATNNATGCTGAAACCAAGACAGG
AACACCAAATCTNAGAAACTNTNCTGCAGA
AANGTTACTGCTAAGTACCCTCCTGTNAAA
NTATTATNCNANCACTNNTNCATACTACAG
NGGTCTTCNTTNCACTANTNCTNNGTNTTTC
NTNAANTNTNGGGTACAGTNCACTGGTTTN
NNGGGGCAANCTTTTTCNGGCAGTTGGTNT
ANCCNGGTTGNGGGCCTCGGTTGTAGCTGN
GCGTGGTTCATTINNCTCCCTTTINTTTCNC
CTGNTNTTNTTNCNNNGGCNNCTGTTNCCC
NGTGTTGNCCTGNCC

NG-
009862.1
(BPY?2)

SEQ
D
NO:28

ATACCTAAAGAAGCACCTAGGTGATATGAT
TCTCTTTTTCTGCCTGATCCCTGCCTACTGGT
GACATTCGGCCATATCTCTGAGCACATAAC
CTATATGATGTGACTCTCTTATTCTGTCTGC
GCTTTGACAATAAGAAGACTGTGAAATGTT
AATGAGCCCAGCACTTAGGTAACGTAAGTC
TTGTCTGGTTGCTGAACAACCCCCACAAAC
AAGACTTTTGCTGTATTTCAGGGCCCAACAC
CTGGATGATGTTACTCTTCTGCCTAGGTCAT
GCGTAAAGAGGGAATTAGGGCATATTGCTT
GGCCCAGTCCCGTAATGATATGACTCTCCTG
CTTGTGCCAGAGCCACAGAAGGTATTTTGA
TATATCTTGTTCCCTTTCTGTA

Gen SRY
(sY14)

G38356.1
(sY14)

SEQ

NO:29

CTGTGCAAGAGAATATTCCCGCTCTCCGGA
GAAGCTCTTCCTTCCTTTGCACTGAAAGCTG
TAACTCTAAGTATCAGTGTGAAACGGGAGA
AAACAGTAAAGGCAACGTCCAGGATAGAGT
GAAGCGACCCATGAACGCATTCATCGTGTG
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GTCTCGCGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCT
AGAGAATCCCAGAATGCGAAACTCAGAGAT
CAGCAAGCAGCTGGGATACCAGTGGAAAAT
GCTTACTGAAGCCGAAAAATGGCCATTCTIT
CCAGGAGGCACAGAAATTACAGGCCATGCA
CAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCG
ACCTCGTCGGAAGGCGAAGATGCTGCCGAA
GAATTGCAGTTTGCTTCCCGCAGATCCCGCT
TCGGTACTCTGCAGCGAAGTGCAACTGGAC
AACAGGTTGTACAGGGATGACTGTACGAAA
GCCACACACTCAAGAATGGAGCACCAGCTA
GGCCACTTA

TCTCTTTACTAATTTTGATCACTGTTTGCATT
AGCAGTCCCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGT

Gzn NG_S(})E%OI SII;:)Q GGGTGGATTCTTCATCCCAAATAAAGTGGT
Amelogenin | (AMEL-Y) | NO:30 TTCTCAAG’:GGTCCCAATTTTA?AGTTCCTA
’ CCATCAGCTTCCCAGTTTAAGCTCTGATGGT
TGGCCTCAAGCCTGTGTTGC

ACTTCAGCTATGAGGTAATTTTTCTCTTTAC

SEQ TAATTTTGACCATTGTTTGCGTTAACAATGC
X NG 01204 D CCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTGTGTTGATT

Gen 0.1 NO:31 CTTTATCCCAGATGTTTCTCAAGTGGTCCTG
Amelogenin | (AMEL-X) ATTTTACAGTTCCTACCACCAGCTTCCCAGT

TTAAGCTCTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG
TCGTCCCAGCAGCCTCCCGCCTGG

Duya vao trinh ty nucleotit 2 Iua chon trong Bang trén dé thiét ké 10 cdp moi,
st dung chwong trinh OligoCalc truy cép mién phi (http://biotools.nubic.
northwestern.edu/OligoCalc.html). Cac méi xudi duoc thiét ké theo dung trinh tur
nucleotit trong ngan hang dir liéu NCBI, cic mdi nguge duge thiét ké theo trinh tir bd
sung. Chiéu dii (sd nucleofit) ciia timg mdi duoc chon théa min: (1) dam béo cho gia
tri Tm ctia mdi trong dung dich c6 mudi NaCl ndng d6 50 mM (tinh theo OligoCalc)
khéng nhé hon 55°C va (2) gia tri Tm ciia tht ci cac mbi khong chénh 1éch nhau qua
3°C. San phim khuéch dai cia 10 cip mdi phai dam bao sai khic nhau it nhit 5 bp, san
phim ¢b kich thudc bé nhat phai dat 80 bp va 16n nhét khéng qua 500 bp. Trinh tir cic
mdi, nhiét d6 Tm ciia mdi duoc trinh bay trong Bang 8. Kich thudc cic doan ADN
khuéch dai boi 10 cip mdi duoc trinh bay trong Béng 9.
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Bang 8: Trinh ty nucleotit ctia cac mdi dugc thiét ké theo phin mém OligoCalc

Vung . Tm
trinh | Tén moi Kihiéu Trinh ty nucleotit (5°-37) )
fir dich .
V84 sY84-F | SEQIDNO:1 | GAGAAGGGT CTG AAAGCAG 57,5
' sY8-R | SEQIDNO:2 | GCC TACTAC CTG GAG GCT 58,4
V36 sY86-F | SEQIDNO:3 | GGGTGA CACACAGACTATG 57,5
sY8-R | SEQIDNO:4 ACAGAGGGACAACCCTGTG 59,5
V127 sY127-F | SEQIDNO:5 | AGC ACCCACTGG AATCTAC 57,5
sY127-R | SEQID NO:6 | CAT GGC TAC ACA GACAGGG 58,2
sY134-F | SEQID NO:7 §g§ iig CAATAGTACAGG 57,6
sY134
sY134-R | SEQ ID NO:8 EéAEfA CCA CTG CCA AAA 59,2
CTTTC
sY254-F | SEQIDNO:9 | CTG GGT GTT ACCAGA AGGC 59,5
sY254 SY254R | SEQ ID NO:10 TGA ACC GTATCT ACC AAA 57.5
GCA
Y255 sY255-F | SEQID NO:11 | CGT GCT GAG TTA CAG GAT TC 58,4
sY255-R | SEQID NO:12 | GTG CTC GTC ATG TGC AGC 58,4
V152 sY152-F | SEQID NO:13 | GACAGT CTG CCATGT TTC AC 58,4
sY152-R | SEQID NO:14 | CAG GAG GGT ACTTAGCAGTA | 584
. | GCCATA TCT CTG AGC ACA
BPY?2 BPY2-F | SEQ ID NO:15 TAA 57,5
BPY2-R | SEQIDNO:16 | TTC CCT CTT TAC GCA TGA CC 58,4
SRY | sYI4-F | SEQIDNG:17 |GAATATTCCCGCTCTCCGG 59,5
(sY14) | sY14-R | SEQID NO:18 | GCT GGT GCT CCATTCTTG A 57,5
AMEL-F | SEQ ID NO:19 TGG GCT CTG TAA AGA ATA 57.5
AMEL GTG
AMEL-R | SEQ ID NO:20 féi GAG CTT AAA CTG GGA 57,5

Bang 9: Kich thuéc cac bang ADN duge khuéch dai tir 10 trinh tu nucleotit d3 lya
chon cho 4 viing AZF va hai trinh ty dic hiéu ciia 2 nhiém sic thé X, Y.

s A z o Kich thuéc san
Cép moéi Khuech dai ving phém (bp)
SEQ ID NO:1/SEQ ID NO:2 Ving AZFa 327
SEQ ID NO:3/SEQ ID NG:4 Vung AZFa 318
SEQ ID NO:5/SEQ ID NO:6 Ving AZFb 193
SEQ ID NO:7/SEQ ID NO:8 Ving AZFb 278
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SEQ ID NO:9/SEQ ID NO:10 Ving AZFc 383
SEQ ID NO:11/SEQ ID NO:12 Ving AZFc 134
SEQ ID NO:13/SEQ ID NO:14 Vung AZFd 118
SEQ ID NO:15/SEQ ID NO: 16 Ving AZFd 220
SEQ ID NO:17/SEQ ID NO:18 gzn; RY trénnhiém sac |,
Gen AMEL trén hai 100 (AMEL-X)
: ) 2 - . .,
SEQ ID NO:19/SEQ ID NO:20 nhidmsic thé XvaY | 106 (AMEL-Y)

Do c3p mdi AMEL dugc thiét k& dya vao tinh da dang cta gen AMEL trén 2
nhifm sic thé X va Y nén cip mdi nay s& khuéch dai 2 bang ADN c6 kich thuéc khéc

nhau.

Cac médi duoc dat mua tir Haing IDT (M¥). Mbi & dang déng khé. St dung nuée
cét hai l3n khr trimg dé pha loaing mbi vé ndng d6 100 pM theo hudng dan chi tiét cia
hing san xuit (ndng d6 gdc 100 pM). Mdi duoc bao quan & -20°C. Tir ndng d6 gbe
100 pM, cac mbi tiép tuc duoc pha loing v& ndng d6 thich hop bing nuée cit hai lan
khir tring. Sau khi pha lofng, cac mdi dwgc bao quan & -20°C. Cach pha mdi duoc
trinh bay trong Bang 10.

Béng 10: Chuin bj ndng d6 cic mdi thich hop cho cic phan tmg PCR

M Thé tich mdi gbc 100 | Thé tich HO | Nong d6 moi cubi
pM (ub) (1D cung (pM)
SEQ ID NO:1 10 490 2
SEQ ID NO:2 10 490 2
SEQ ID NO:3 10 490 2
SEQ ID NO:4 10 490 2
SEQ ID NO:5 5 495 1
SEQ ID NO:6 5 495 1
SEQ ID NO:7 10 490 2
SEQ ID NO:8 10 490 2
SEQ ID NO:9 10 490 2
SEQ ID NO:10 10 490 2
SEQ ID NO:11 5 495 1
SEQ ID NO:12 5 495 1
SEQ ID NO:13 10 490 2
SEQ ID NO:14 10 490 2
SEQ ID NO:15 10 490 2
SEQ ID NO:16 10 490 2
SEQ ID NO:17 5 495 1
SEQ ID NO:18 5 495 1
SEQ ID NO:19 10 490 2
SEQ ID NO:20 10 490 2

iii) thu mau ADN tbng s6 tir m3u sinh phim
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Tach chiét ADN tir miu sinh phdm cia ngudi nam. MAu sinh phdm duoc sit
dung 13 miu mau. Lugng méu va quy trinh tich chiét ADN tr mau tuan thi ding
huéng din cia cic hing san xuit by sinh pham. Trong quy trinh nay su dung kit
QlAamp ADN Mini Kit ciia Qiagen.

Xéc dinh ndng d6 ADN bang phwong phap do do hép thy & budc séng 260 nm
(OD260); d6 sach ctia ADN dugc xac dinh bang ty 1¢ gifra d6 hap thu & budc séng 260
nm va 280 nm (OD260/OD2so). Cac gié tri OD duge do trén my do NanoDrop. Khi ty
1¢ nay dao dong tir 1,8 dén 2,0 thi ADN di chét hrong cho phan g PCR. Cin ci vao
gia tri OD260 dé tinh ndéng 46 ADN theo cong thirc sau:

[ADN] = ODa2so xnx 50 (pg/ml)
Trong d6  ODago : d0 hép thy cia ADN & buée séng 260 nm
n : 86 14n pha losing miu
50  :ndng dd ADN vmng v6i OD2eo= 1.
Str dung nudc cét 2 14n d3 khir tring dé pha losing ADN, chuén ndng 46 ADN vé ndng
d6 10-30 ng/pl. TAt ca ADN duogc bao quan & - 20°C.
iii) Thyrc hién phan img PCR da mbi

Sir dung iProof HF Master Mix cung cép b&i Hing BioRad (Code 1725310) la
hdn hop céc thanh phin d& thyc hién phan wng PCR gém ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgClh 3mM.

Phan (mg PCR da mdi c¢6 téng thé tich 13 25 pl dwoc thyc hién theo didu kién
trinh bay trong Bang 11. Khi thyuc hién phén tmg du phai lam thém mt miu dbi
chirng 4m (khong c6 khudén ADN dé khang dinh khdong c6 két qua duong tinh gia do bi
nhiém ADN ngoai lai). Phidn tmg dugc thuc hién trén hé théng may khuéch dai
GeneAmp PCR System 9700 hoic Eppendorf MasterCycle PCR theo ding huéng din
ctia nha san xuft.

Bang 11: Thanh phan va didu kién phan tmg PCR da mdi.

PCR da moi Didy kisn
Thanh phan Thé tich (ul) :

Hon hop céc thinh phin dé thyc 12,5
hién phan g PCR gbm ADN Taq
polymeraza 0,04U/ml, dNTPs 400
uM, dém MgClz 3mM )
(2x iProof HF Master Mix) ° 98C tx"ong > phut .
SEQID NO-1 (2 iM) 05 | Laplai27 chuky, moi
SEQIDNO2 (2 uM) 05 | ChukybaogdmECio
SEQID NO3 (2 pM) 0,5 giay, 63°C 30 gidy,
SEQ ID NO4 (2 uM) 0,5 1C20 g8y
SEQ ID NO5 (1 pM) 05 |° 7¥°C trong 5 phit
SEQ ID NO6 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:7 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0,5
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SEQ ID NO:9 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:10 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:11 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:12 (1 uM) 0.5
SEQ ID NO:13 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:15 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:17 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:19 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 pM) 0,5
ADN téng s6 (10-30 ng/ul) 2,5
Tong 25

San phim PCR da moi dién di trén gel acrylamit 10% va nhudm ethidium
bromit, quan sat dudi tia fir ngoai bude séng 260 nm duge thé hién trong Hinh 2. Dbi
v6i miu sinh phdm binh thudng khong c6 d6t bién s& quan sat duge 11 bing ADN trén
gel dién di c6 kich thirge nhu trinh bay trong Bang 9. Cac bang nay dugc ky hiéu theo
tén clia cap mdi khuéch dai, vi du bing ADN sY84 12 san _phém khuéch dai boi cip
mdi sY84-F/sY84-R. Trong s6 11 bang ADN gdm c6 1 bing ndi chuén sY14 va biing
n6i chudn AMEL(Y) dic hiéu cho nhi®m sic thé Y, bing ndi chuin AMEL(X) dic
hiéu cho nhiém sic thé X va 8 bing diic hiéu cho 4 ving AZF (sY84 va sY86 diic hiéu
cho ving AZFa; sY127 va sY 134 dac hiéu cho ving AZFb; sY254 va sY255 dac hiéu
cho viing AZFc; sY152 va BPY2 dic hiéu cho viing AZFd). Cac bing ADN néi chuin
(sY14, AMEL(X) vA AMEL(Y)) ludn dwong tinh. Néu thiéu bat ky bing ndi chuin
ndo déu phai l3p lai phan Gmg PCR. Cin cit vao su thiéu cic bing ADN c6 kich thuée
nhu trinh bay trong Bang 12 d& xé4c dinh d6t bién tmg voi timg ving AZF.

Béng 12: Két luan dot bién ving AZF dya vao sy ¢6 mat hodc khong co6 cac bang dién
di san phim PCR da méi trén gel dién di acrylammit 10%

Kich thude Bang ADN trén gel
Ving AZF | San phim PCR ctia cip mdi o (b9) dién di
P Co Khéng
Binh | D6t bién
i : : 3 : / - £ :2 3 °
Viing AZFa | SEQ ID NO:1/SEQ ID NO:2 27 huong | AZFa
Binh | D6t bién
Ving AZFa | SEQ ID NO:3/S 0:4 i
ung a Q 3/SEQID N 318 thudng | AZFa
Binh | Dot bién
Ving AZFb | SEQ ID NO:5/SE 0: i
ling Q ID NO:5/SEQ ID NO:6 193 g | AZFb
' Binh | D6t bién
Vimg AZFb | SEQ ID NO:7/SEQ ID NO: 2 )
e Q SEQIDNO:® 8 thudng | AZFb
Vimg AZFc | SEQ ID NO:9/SEQ ID 383 Binh | Dot bién
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NO:10 thudng | AZFc
. SEQ ID NO:11/SEQ ID Binh | D6t bién
Ving AZFc NO:12 134 thuong | AZFc
. SEQ ID NO:13/SEQ ID Binh | Dot bién
Ving AZFd | N0:14 e thuomg | AZFd
‘ SEQ ID NO:15/SEQ ID Binh | D6t bién
Ving AZEd | .16 220 thuong | AZFd
Gen SRY
(sY14)trén | SEQ ID NO:17/SEQ ID 470 Binh | Thyc hién
nhiém sic NO:18 thuong | lai phan tmg
thé Y
G?n ‘ ‘I.'QEL SEQ ID NO:19/SEQ ID o Binh | Thuc hién
wénnhiem 1599 100 (AMEL-X) | 1 'ong | lai phan im
séc thé X ) g|ap &
Gen AMEL
. 0:19/SEQ ID Binh | Thuc hié
wénphidm | oo 1D NOHIISEQ 106 (AMEL-Y) | o | e men
s oz NO:20 thudng | lai phan ing
sicthé Y

Vi du 2: Quy trinh thuc hién phéan tmg QF-PCR da moi dé phat hién dong thoi 8 dot
bién mét doan ving AZF trén nhifm sic thé Y lién quan dén v6 sinh & nam giéi.

Quy trinh nay bao gom cac budc sau:

i) thiét k& mdi cho phan tng QF-PCR da mdi:

Phan mg QF-PCR da mdi sir dung 10 cip mdi voi trinh ty gidng nhu 10 cip
mdi sir dung trong phan tmg PCR da mdi d3 néu & Vi du 1, khac biét & chd tit ca céc
mdi xubi cé danh diu huynh quang & ddu 5° ciia mbi mdi. Quy trinh theo sang ché sir
dung chét danh dau huynh quang FAM.

ii) thu ADN tdng sb tir mAu sinh phim
Tach chiét ADN tir mAu sinh phim cia ngudi nam. MAu sinh phdm dugc sir
dung 13 miu mau. Lwong méu va quy trinh tich chiét ADN tir mau tuin thu ding
huéng din cia céc hing san xuit b sinh phdm. Trong quy trinh ndy sit dung kit
QIAamp ADN Mini Kit cia Qiagen.
X4c dinh ndng d6 ADN bing phuong phép do d6 hip thy & budc séng 260 nm
(ODn60); d6 sach ctia ADN dugce xac dinh béng ty 1¢ gifra 46 hﬁp thy & budc song 260
nm va 280 nm (OD260/OD:2s0). Cac gia tri OD dugc do trén may do NanoDrop. Khi ty
16 nay dao dong tir 1,8 dén 2,0 thi ADN du chét Iuwgng cho phan tmg PCR. Cin ctt vio
gi4 tri ODago d8 tinh ndng 46 ADN theo cong thirc sau:
[ADN] = OD260o xnx 50 (pg/ml)

Trongdé  ODazeo : 46 hap thu ciia ADN & bude séng 260 nm
n : 86 1an pha lofing miu
50  :ndng d6 ADN fmg v6i ODago= 1.
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Sr dung nudc cat 2 1an da khir tring dé pha losing ADN, chuén ndng 46 ADN
vé& ndng d6 10-30 ng/pl. Tat ca ADN duge bio quéan & - 20°C.
iii) Thuc hién phan ¥mg QF-PCR da mdi

Sit dung iProof HF Master Mix cung cép b&i Hang BioRad (Code 1725310)1a
hdén hop céc thanh phén dé thyc hién phan tng PCR gbm ADN Taq polymeraza
0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCl, 3mM .

Phén tmg QF-PCR da mdi c6 tdng thé tich 14 25 pl dugce thyc hién theo diéu
kién trinh bay trong Bang 13. Khi thyrc hién phan vmg déu phai lim thém mét mau dbi
chirng am (khéng c6 khudén ADN dé khing dinh khéng c6 két qua duong tinh gia do bi
nhiém ADN ngoai lai). Phdn tng dugc thyc hién trén hé théng may khuéch dai
GeneAmp PCR System 9700 hodc Eppendorf MasterCycle PCR theo dung huéng dén
ctia nha sdn xudt.

Bang 13: Thanh phin va didu kién phén émg QF-PCR da mdi véi cac mdi duge danh
du huynh quang FAM & dau 5’

QF-PCR da mbi q Didu kisn
Thanh phén Thé tich (ul) ’
Hon hop céic thanh phan dé thuc hién 12,5
phin tmg PCR gdbm ADN Taq
polymeraza 0,04U/ml, dNTPs 400
uM, dém MgCl 3mM
(2x 1Proof HF Master Mix)
5’ FAM - SEQ ID NO:1 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:2 (2 uM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:3 (2 pM) 0,5
SEQ IDNO:4 (2 puM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:5 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:6 (I pM) 05 |° 98°C trong 5 phut N
5" FAM - SEQ ID NO-7 (2 M) 0,5 | Léplai27 chuky, moi
SEQ ID NO:8 (2 iM) 0.5 chu k}! bao gom 98"?
5’ FAM - SEQ ID NO:9 (2 uM) 0,5 mog‘ay’ 63°C 30 gdy,
SEQ ID NO:10 (2 pM) 0,5 72020 gay
5 FAM - SEQ ID NO:11 (1 pM) 05 |° 7#°C trong 5phit
SEQ ID NO:12 (1 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:13 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:15 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 uM) 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:17 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 uM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:19 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 uM) 0,5
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ADN tong s6 (10-30 ng/pl) 2,5

Tong 25

San phim QF-PCR duoc dién di mao quan trén hé thong may ABI3500 theo
huéng dan ciia nha san xuat.Cu thé nh sau:

Budc 1: Cho 2 puL dung dich “560 Sizer Orange” vao 100 pL dung dich “Hi-D1
Formamit” vao tuyp 1,5 mL, tron va ly tam 800 vong/phtit trong 15 giay.

Budc 2: LAy 15 uL hdn hop trén vio mdi giéng trén dia 96.

Budc 3: Thém vao 1,5 pL san phim cia phan tmg QF-PCR vio timg giéng d3
6 15 pL hén hop budc 2, day nip, dit vao may phén tich di truyén ABI3500 & diéu
kién sau: “application type fragment”, “cap” 50 cm, “polymer Pop” 7, “dyeset
Any5Dye”, “Oven temperature” 60 46 C, “run time” 1500 gidy, “run voltage” 19,5
Kvol, “PreRun time” 180 gidy, “Prerun voltage” 15 Kvol, “injection time” 8 gidy,
“injection voltage™ 1,6 Kvol; “data delay” 1 gidy.

Phan tich két qua bing phdn mém Genemapper ID V3.2. Két qui minh hoa san
phdm QF-PCR phan tich trén c4c miu sinh phim khéc nhau dugc trinh bay trén Hinh
3. Dbi v6i miu sinh phém binh thudng khéng c6 dét bién s& quan sat dugce 11 tin hiéu
huynh quang c6 kich thuée trinh bay trong Bang 9. Trong s6 11 tin hi¢u, ¢6 2 tin hiéu
n6i chudn sY14 va& AMEL(Y) dic hiéu cho nhidm sic thé Y, 1 tin hiéu ndi chuin
AMEL(X) dic hiéu cho nhiém sic thé X cung v6i 8 tin hiéu déc hiu cho 4 ving AZF
(sY84 va sY86 dic hiéu cho vimg AZFa; sY127 va sY134 dic hi¢u cho ving AZFb;
sY254 va sY255 dic hiéu cho viing AZFc; sY 152 va BPY2 déc hiéu cho ving AZFd).
Ba tin hiéu ndi chuin sY14, AMEL(Y) vA AMEL(X) Iuén duong tinh. Néu thiéu bt
ky bang ndi chudn ndo déu phai lip lai phan tmg QF-PCR. Cin cit vao sy thiéu cac tin
hiéu huynh quang tng v6i kich thude trinh bay trong Bang 14 dé x4c dinh dot bién &
ving AZF.

Bang 14: Két luan dot bién vang AZF dya vao sy b mat hodc khoéng 6 céc tin hi€u
huynh quang phén tich bang phin mém Genemapper ID V3.2

N ~ | Tinhiéuhuynh
A‘;llf San phim PCR cua cip mdi ch(hbtl;u(rc quang
’ P. C6 | Khéng
Ving Binh | Dot bién
> FAM - SEQ ID NO:1/SE : -
azF, |5 FAM - SEQID NO:1/SEQ ID NO:2 327 thuomg | AZFa
Ving | _. e ) Binh | Dgtbién
azF. |5 FAM-SEQID NO:3/SEQ ID NO:4 318 thwong | AZFa
Ving Binh | Potbién
5" FAM - SEQ ID NO:5/SE : 1 '
AZFb Q S/SEQID NO:6 73 thuong | AZFb
Ving y Binh | D6t bién
5" FAM - SEQ ID NO:7/SEQ ID NO: 2 -
AZFb AM-SEQ SEQID NO:8 7 thuong | AZFb
Ving | 5° FAM - SEQ ID NO:9/SEQ ID 283 Binh | Détbién
AZFc | NO:10 thuong | AZFc
Vimg |5 FAM-SEQIDNO:11/SEQID 134 Binh | Dot bién
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AZFc | NO:12 thuong AZFc
Ving |5 FAM - SEQ ID NO:13/SEQ ID 118 Binh | D6tbién
AZFd | NO:14 thuong | AZFd
Ving |5’ FAM - SEQID NO:15/SEQ ID 20 Binh | Pt bién
AZFd | NO:16 thuong | AZFd
Gen
SRY
. - _ . Thuc
trén |5’ FAM - SEQ ID NO:17/SEQ ID _ Binh ey
- 470 . hién lai
nhiem | NO:18 thudng han
séc thé P &
Y
Gen
AMEL Thuce
trén |5’ FAM - SEQ ID NO:19/SEQ ID 100 Binh hién. lai
nhiém | NO:20 (AMEL-X) | thudng A
Lz phan ting
sac thé
X
Gen
AMEL Thuc
trén |5 FAM - SEQ ID NO:19/SEQ ID 106 Binh hién' lai
nhiém | NO:20 (AMEL-Y) | thudng N
£z phan ing
sdc thé
Y

Vi du 3: Vi du thir nghiém dé danh gia kha ning chan doan dot bién mat doan AZF

Mudi hai miu ADN d3 x4c dinh méit doan AZF bing bé kit Devyser duoc sit
dung 1am khuén cho phéan tmg QF-PCR da mdi. Trong mdi mé phan tng déu sit dung
ADN cua ngudi nam gidi binh thuong lam ching dwong, ADN cua ngudi nir gidi binh
thuong 14 chimg nir va mot chimg am 13 nwde cit dé kiém tra nhim chéo. San phim
phan tng dugc phan tich dong théi trén gel polyacrylamit 12% (Hinh 4) va dién di
mao quan. Trong d6, mdi vang AZF bi x6a s& 1am mét 2 bing ADN twong tmg trén két
qué dién di. S6 lidu thu duoc tir phan tmg QF-PCR hoan toan trimg khép véi s licu
phaén tich tir bd kit Devyser, cho 3 ving AZFa,b,c.

Béng 15: Sy phu hop két qua gitra QF-PCR va b6 kit thuwong mai Devyser

. Kiéu mit doan AZF

o QF-PCR Bo kit Devyser
Ml abed abc

M2 a a

M3 cd c

M4 bed bc

M5 abcd abc

Mé cd c
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M7 cd c

M8 cd c

M9 cd c
MIO cd c

Ml1 Khéng c6 mat doan Khéng c6 mat doan
M12 abed abc

Pic biét, bo kit Deyser duge ching t6i Ira chon d6i chifu la vi cung st dung
nguyén ly 1a phuong phap QF-PCR. So sanh két qua dién di mao quén giita hai bd xét
nghiém gitip dam bao két qua chinh x4c, khong c6 sai s6t trong thao téc.

Hiéu qua dat dwge ciia sang ché

Céc mdi dugc thiét ké cho phan mg PCR da mdi va QF-PCR da mdi déu ¢
kha nang gin dic hidu vao khuén dé khuéch dai dong thai 11 bing ADN bao gbdm 8
bang ADN ddc hiéu cho 4 vimg AZFab,c,d; 2 bang ADN nd: chuin dic hidu cho
nhifm séc th8 Y va 1 bing ADN dic hiéu cho nhiém sic thé X.

Quy trinh thwc hién 1 phan tmg PCR da mdi hoic 1 phan img QF-PCR da mdi
cho phép phat hién d’éﬁg théi 8 dot bién & 4 vung AZFab,c.d lién quan dén su vo sinh,
hiém mudén & nam gi6i. Viée sit dung cdc mdi ndy trong mét phan 1ing gitp tiét kiém
chi phi, thoi gian, thao tac don gian c6 d6 6n dinh, chinh x4c cao.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh thuc hién phan tng PCR da mdi dé phat hién ddng thdi 8 dot bién mat
doan ving AZF trén nhiém sic thé Y lién quan dén vo sinh & nam gidi bao gdm céc
budce:
i) thiét k& mdi cho phan img PCR da mdi bao gom 10 cip mdi trong do:

8 cdp mdi dic hiéu cho 8 trinh tu nucleotit lua chon tir 4 ving AZFa,b,c,d trén
nhiém sic thd Y, trong d6 8 trinh tw d6 gdm sY84, sY86, sY127, sY134, sY254,
sY255,sY152, BPY2;

2 cép moi 1am nodi chuén trong d6 1 cédp mdi dic hiéu dua vao trinh ty gen SRY chi
xuét hién trén nhiém sic thé Y, cu thé 1a trinh tw sY14 va 1 cap mdi dic hiéu cho trinh
tr gen AMEL xuét hién & ca 2 nhiém sdc thé gidi tinh X va Y; trong do trinh tu céac
cap mdi va kich thuée bang ADN dugc khuéch dai béi cac cap mdi nhu sau:

Vung Kich
trinh ‘ s
u;tﬁch Ténmdi | SEQIDNO Trinh tu nucleotit (5°-3") b;fgc

ADN

sY84-F | SEQIDNO:1 | GAG AAG GGT CTG AAA GCA G | 327

Y84
> sY84-R | SEQID NO:2 | GCC TAC TAC CTG GAG GCT
V86 sY86-F | SEQIDNO:3 | GGG TGA CAC ACA GACTATG |318
sY86-R | SEQIDNO:4 | ACA GAG GGA CAA CCCTGT G
Y127 sY127-F | SEQIDNO:5 | AGC ACCCACTGG AATCTAC |193
sY127-R | SEQID NO:6 | CAT GGC TAC ACA GAC AGG G
SY134-F | SEQID NO:7 géi ;}::G GAA TAG TAC AGG 278
sY134
TAA CAA CCA CTG CCA AAA
sY134-R | SEQID NO:8 CTT TC
sY254-F | SEQIDNO:9 |CTG GGT GTT ACC AGAAGGC | 383
Y254 TA
S $Y254-R | SEQ ID NO:10 TGA ACC GTA TCT ACC AAA
, GCA
CGT GCT GAG TTA CAG GAT 134
255- I :11
Y255 sY255-F | SEQID NO TC

sY255-R | SEQIDNO:12 | GTG CTC GTC ATG TGC AGC

sY152-F | SEQIDNO:13 | GAC AGT CTG CCA TGT TTC AC | 118

Y152 CAG GAG GGT ACT TAG CAG
> sY152-R | SEQ ID NO:14 TiG GAG GG

GCC ATA TCT CTG AGC ACA 220
TAA
BPY2-R | SEQIDNO:16 | TTC CCT CTT TAC GCA TGA CC

Y2-F EQID NO:1
BPY?2 BP SEQ 0O:15

SRY | sY14-F | SEQIDNO:17 | GAA TAT TCC CGCTCTCCG G | 470
(sY14) | sY14-R | SEQID NO:18 | GCT GGT GCT CCATTCTTG A
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AMEL-F | SEQ ID NO:19 TGG GCT CTG TAA AGA ATA | 100(X)
AMEL GTG 106(Y)
TG GGA
AMEL-R | SEQ ID NO:20 f«%?: GAG CTT AAA C G GG

ii) thu miu thu ADN tong sd tir mau sinh pham bang kit tich ADN va chuan noéng do
ADN vé ndng d6 10-30 ng/ul
iii) thuc hién phan tmg PCR da mdi v6i thanh phan va diéu kién nhu sau:

PCR da moi
Thanh phan Thé tich (pl)

Hbn hop céc thanh phan dé thuc hién phan tng PCR gom ADN 12,5
Taq polymeraza 0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCl> 3mM

(2x iProof HF Master Mix)

SEQ ID NO:1 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:2 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:3 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:4 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:5 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:6 (1 pM) 0,5
SEQ ID NO:7 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:9 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:10 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:11 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:12 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:13 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:15 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:17 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:19 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 uM) 0,5
ADN tong s6 (10-30 ng/ul) thu dugc & bude ii) 2,5
Téng 25

tién hanh thyc hién phéan Ung & diéu kién 98°C trong 5 phut; 1ap lai 27 chu ky, moi
chu ky bao gdm 98°C 10 gidy, 63°C 30 gidy, 72°C 20 gidy; 72°C trong 5 phut;

sau do dién di san phim cua phan tng PCR da modi trén gel acrylamit va nhudm
ethidium bromit, chup 4nh trén hé théng chup anh gel c6 tia tir ngoai UV buéc song
260 nm.
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2. Quy trinh thyc hién phan ung QF-PCR da mdi st dung mdi huynh quang dé phat
hién ddng thoi 8 dot bién mét doan ving AZF trén nhiém sic thé Y lién quan dén vo
sinh & nam gioi bao gdm cac buéc:

i) thiét ké mdi cho phan tng QF-PCR da mdi bang céach sir dung 10 cap mdi v4i trinh
tw nhu da duge thé hién trong budce i) diém 1, khac biét & chd tat ca cic mdi xudi co
danh ddu huynh quang FAM ¢ dau 5° ctia mdi moi;

ii) thu ADN téng sd tir mAu sinh pham bang kit tich ADN va chuén ndng d6 ADN vé
ndéng do 10-30 ng/pl

iii) thuc hién phan tng QF-PCR da mdi v6i thanh phan va diéu kién phan tng QF-
PCR da mdi nhu sau

QF-PCR da moi
Thanh phan Thé tich (ul)
Han hop cac thanh phan dé thuc hién phan tng PCR gom 12,5
ADN Taq polymeraza 0,04U/ml, dNTPs 400 pM, dém MgCl»
3mM (2x iProof HF Master Mix)
5’ FAM - SEQ ID NO:1 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:2 (2 pM) 0,5
5 FAM - SEQ ID NO:3 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:4 (2 pM) 0,5
5" FAM - SEQ ID NO:5 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:6 (1 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:7 (2 pM) 0,5
SEQ ID NO:8 (2 uM) 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:9 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:10 (2 pM) 0,5
5 FAM - SEQ ID NO:11 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:12 (1 pM) | 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:13 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:14 (2 pM) 0,5
5’ FAM - SEQ ID NO:15 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:16 (2 uM) 0,5
5> FAM - SEQ ID NO:17 (1 uM) 0,5
SEQ ID NO:18 (1 pM) 0,5
5° FAM - SEQ ID NO:19 (2 uM) 0,5
SEQ ID NO:20 (2 uM) 0,5
ADN téng s6 (10-30 ng/ul) 2,5
Téng 25

tién hanh thuc hién phan tng & didu kién 98°C trong 5 phut; 13p lai 27 chu ky, moi
chu ky bao gdm 98°C 10 gidy, 63°C 30 gidy, 72°C 20 gidy; 72°C trong 5 phut;

sau d6 dién di mao quan san phim ctia phan ing QF-PCR da mdi dé x4c dinh tin
hiéu huynh quang.
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DANH MUC TRINH TY
<110> Vién céng nghé& ADN va phan tich di truyén
<120> QUY TRINH THUC HIEN PHAN UNG PCR DA MOI VA QF-PCR DA MOI SU DUNG MOI
HUYNH QUANG DE PHAT HIEN DONG THOI 8 BOT BIEN MAT DOAN VUNG AZF TREN NHIEM
SAC THE Y LIEN QUAN VO SINH § NAM GIGI

<166> 31

216> 1

<2ii> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhan tao
<226>

<223> Méi

408> 1

gagaagggtctgaaagcag

<216> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu tdng hgp nhan tao
<228>

<223> Moi

<46e> 2

gcctactacctggagget

<218> 3

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hgp nhan tao
<228>

<223> Moi

<488> 3

gggtgacacacagactatg

<216> 4

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hgp nhan tao
220>

<223> Mdi

<498> 4

acagagggacaaccctgtg

<218> 5

<211>» 19

<212> ADN

<213> Trinh ty tdng hgp nhin tao
<228>
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<223> Mdi
<400> 5
agcacccactggaatctac

216> &

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhén tao
228>

<223> Mol

<400> 6

catggctacacagacaggg

<218> 7

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<226>

<223> Moi

<4@e> 7

ttagaggaatagtacaggtcaaa

<216> 8

<21i> 23

<21i2> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhan tao
<220>

<223> Moi

<486> 8

taacaaccactgccaaaactttc

<21@> 9

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hgp nhan tao
<228>

<223> Méi

<4806> 9

ctgggtgttaccagaaggc

<218> 18

211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hgp nhan tao
<226>

<223> Mai

<4@@> 1@

tgaaccgtatctaccaaagea
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210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhan tao
<2283

<223> Moi

<400> 11

cgtgctgagttacaggattc

<218> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<228>

<223> Moi

406> 12

gtgctcgtcatgtgecagce

<218> 13

<2i1> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
220>

<223> Moi

<4@e> 13

gacagtctgccatgtttcac

<216> 14

<21i> 28

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<220>

<223> Mo6i

<4@6> 14

caggagggtacttagcagta

<216> 15

211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<22@>

<223> Moi

<499> 15

gccatatctetgageacataa

<218> 1is
<211 21
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<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
220>

<223> Mo6i

<4@ee> 16

ttcecctetttacgeatgacc

<210> 17

<21i> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<228>

<223> Moi

<488> 17

gaatattcccgetctecgg

<216> 18

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<228>

<223> Mbi

<4@6> 18

gctggtgetecattettga

<218> 19

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<228>

<223> Moi

<460> 19

ctgggctctgtaaagaatagt

218> 20

<211i> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hgp nhan tao
<226>

<223> Moi

<4@@> 29

atcagagcttaaactgggaag

<216> 21

<21i> 346

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai
228>
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¢223> Trinh tu sY84 trong ngan hang dif 1iéu NCBI (md s6 G12019.1)

<400> 1
tcagcaaagagaagggtctgaaagcaggtnnctgatttcaccctttacagtttaatacaagggattttacataca
gacatataagttgatagtcctggnttccctatttgttttaaggtgccattcctggnggctctacctccttccccc
agtgcccatatgggccttagtctgctgtaggatgctcaggcaagcccttgagcaaattcccttaatctgcacgaa
acatgggctggagattcagtgggaccctttctttagtgtctggctaatncaagctggctaactcctttcaaaagg
ttttgtcttgctgatgaagcctccaggtagtaggcttcagagnggn

<210> 22

<211> 426

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

226>

<223> Trinh ty sY86 trong ngan hang dir 1iéu NCBI (md s8 G49207.1)

<46e> 22
atggatccctcagcacatgggtgacacacagactatgcttcagcaggtctgtctgggcccaagacacattgtttc
tcatcagctcccaggggatgtcaaggctgcagatccatggatctcactttgcaggacagagacttggtaatggct
tcccagagttgttacaaagaaatcccaaagactgggccccttaaacaacaaccttgattctcacagtccttgagg
ctagaagtctgagatcaagctatggicagggctggttcctcctgaggcctctctccttgggttgtagatgctgtc
ttctccctgtgtcctgacagggttgtccctctgtgtgtgtgtgtgtcctcatctcctcttcttatgaggtgtctt
agtccatttcaggctgctgtcacagcatgccgtagactgggtggc

<216> 23

<21i> 386

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

220>

<223> Trinh ty sY127 trong ngan hang dit 1iéu NCBI (m3 s& G11998.1)

<40@> 23
ggcctgggaatatagccaaaactaatcagcatctgaagtaataattcatagaggctaggctcacaaacgaaaaga
aaaagatagcacccactggaatctaccaaagcccactgtgttcatgcccacaaaaagagaagaaactttttcatg
agatgctaattatacaaaagncaaaggcatttctgtgtcacagcttgtttccttatatgggtgagccagatgttt
gtnaaagtccttgattaaatgggctggagatttccctgtctgtgtagccatgagcatatttncagttacaacacc
cctgtgctatttcccttattactgcctgcagcttgattanttttttcccagtcagcttttctatgttatgtggga
atgagncactn

<216> 24
<211> 420
<212> ADN
<213> Ngudi hién dai

<226>

<223> Trinh ty sY134 trong ngan hang dir 1iéu NCBI (m3 s6 G12001.1)

<460> 24
gaatacgactcactatagggcgaattgggtacgggccccccctcgaggtcgacggtatcgataagcttaaaatgt
ttgagaagccttcagaaagactacaaaactgtctgcctcaccataaaacgtttatcttttagaggaatagtacag
gtcaaaggaaataaatagatggggttgatactaaagtttaaaacatctggaacattctacttgaagcgttctgtg
actgaaagaggatatgataatgaaaccttttttttttaacctaaatcaaaactgaactagctaagtttctgaagt
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gcatagcatgatgaaattaaatgttcctagtttaaatagtggaaagtaggtgttttgtcttgggtggtactcatg
ataattttttcttgaaagtitiggcagtggttgttataacagtit

<218> 25

<211> 4@1

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

<220>

<223> Trinh ty sY254 trong ngan hang dir 1idu NCBI (m3 sé G38349.1)

<4@aé> 25
aaggctgggtgttaccagaaggcaaaatcgtgecaaacactgtttttgttggtggaattgatgctagggtattgt
attcgtacctcatttttaccttaacatacatcatgaacaatgggatgtgggccctgttacaaacttaaatttttt
tttgtacttcctggaggtitagaatigecttttaggtitgacccataggtactaaaaatatctttgacaaaggget
gctggtcaticggggataaatgggggagaaatitccacctcatggtagtaaaattgtagtaaagttgaaattttt
gaatgctgaatttitactctgacgticagtictiticcatagatggatgaaactgagatiggaagetgetitggt
agatacggttcagtgaaagaagtgaa

<21@> 26

<211> 153

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

220>

<213> Trinh ty sY255 trong ngan hang dir 1iéu NCBI (m3 s4 G65827.1)

<4Be> 26
ggtctgaacgtgctgagttacaggattcggegtgatttggggetgeaggtaggtttcagtgtttggattccgeag
acgttctgaaactgtggtggaggaggaggattaactaccaaaggacgtggctgcacatgacgagcacataacttt
tgt

<216> 27

<211> 4es8

<212> ABN

<213> Nguoi hién dai

<226>

<223> Trinh ty sY152 trong ngan hang di 1iéu NCBI (m3 s@ G65827.1)

<4@88> 27
nnacnagntacncaagctttnatttnactctgtatctctacaaaatnnangaaagacagtctgccatgtttcacc
tctttaacagcaaagataacaaaatnnatgctgaaaccaagacaggaacaccaaatctnagaaactntnectgeag
aaangttactgctaagtaccctectgtnaaantattatncnancactnntncatactacagnggtcttenttnca
ctantnctnngitntttcontnaantntngggtacagincactggttinnnggggcaanctitttenggeagttggt
ntanccnggttgnggecctcggtitgtagetgngegtggticatttnnctecctttintttoncctgntnttnttn
cnnnggennctgttnccengtgtignectgnec

<216> 28

<211> 388

<212> ADN

<213> Ngugi hién dai

228>

<223> Trinh ty BPY2 trong ngdn hang dir 1iéu NCBI (m3 s6 NG_009862.1)
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<466> 28
atacctaaagaagcacctaggtgatatgattctettttictgectgatccctgectactggtgacattcggecat
atctctgagcacataacctatatgatgtgactctcttattctgtctgegetttgacaataagaagactgtgaaat
gttaatgagcccageacttaggtaacgtaagtottgictggttgetgaacaacccccacaaacaagactittget
gtatttcagggcccaacacctggatgatgttactcttctgectaggicatgegtaaagagggaattagggeatat
tgcttggcccagteccgtaatgatatgactctcctgettgtgeccagagecacagaaggtattttgatatatettg
ttccctttetgta

<218> 28

€211> 491

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

<220>

<223> Trinh tw SRY trong ngan hang dir 1iéu NCBI (m3 s& G38356.1)

<488> 29
ctgtgcaagagaatattcccgctctccggagaagctcttccttcctttgcactgaaagctgtaactctaagtatc
agtgtgasacgggagaaaacagtaaaggcaacgtccaggatagagtgaagegacccatgaacgcattcategtgt
ggtctcgegatcagaggcgeaagatggetctagagaatcccagaatgegaaactcagagatcagcaageagetgg
gataccagtggaaaatgcttactgaagccgaaaaatggecaticticcaggaggecacagaaattacaggecatge
acagagagaaatacccgaattataagtatcgacctcegtcggaaggcgaagatgctgecgaagaattgeagtitgce
ttccegeagateccgettcggtactetgecagegaagtgecaactggacaacaggttgtacagggatgactgtacga
aagccacacactcaagaatggagcaccagctaggecactta

<21¢> 30

<21i> 174

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

<220>

<223> Trinh tv gen amelogenin trén nhiém sic thé Y trong ngan hang dir liéu
NCBI (m3 sG NG_008611.1)

<4@e> 30
tctctttactaattttgatcactgtttgecattagecagtccecctgggetctgtaaagaatagtgggtggattctic
atcccaaataaagtggtttctcaagtggtcccaattttacagttcctaccatcagettcccagtttaagetetga

tggttggcctcaagectgigtige

218> 31

<211> 210

<212> ADN

<213> Ngudi hién dai

<22@>

<223> Trinh tu gen amelogenin trén nhiém sdc thé X trong ngan hang dir liéu
NCBI (m3 s& NG_012040.1)

<400> 31
acttcagctatgaggtaattittctctttactaattttgaccattgtttgegttaacaatgecctgggetcetgta
aagaatagtgtgttgattctttatcccagatgttictcaagtggtcctgattttacagttcctaccaccagettce
ccagtttaagctetgatggttggectcaagectgtgtegteccageagectecegectegg
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