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Li’nh vure ki thuét dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén chip chira doan mdi giai trinh tu va thuc thé khong giai trinh
tu.
Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Céc chip sinh hoc nim trong sé céc cong cu ¢6 pham vi rong duoc sir dung dé phat
hién va phén tich cac phan tir, bao gém axit deoxyribonucleic (ADN) va axit ribonucleic
(ARN). Trong céc mg dung nay, cac chip duge thiét ké dé bao gdbm cac miu do cho cac
trinh tu nucleotit ¢6 trong cac gen & ngudi va cac sinh vt khac. Trong mot s tmg dung,
vi du, cac mau do ADN va ARN riéng 1& c6 thé duoc gin & cac vi tri nhé & dang hinh luéi
(hodc ngiu nhién) trén vat d5 cua chip. Vi du, mau thir nghiém, tir nguoi hoac sinh vat da
biét, c6 thé duoc tiép xtic v6i ludi, sao cho cac doan bd sung lai v6i cac mau do & cac vi tri
riéng 1é trong chip. Chip c¢6 thé sau d6 duoc kiém tra bang cach quét cac tin sé anh sang
cu thé qua cac vi tri dé x4c dinh cac doan nao co trong mﬁu,‘béng huynh quang cta céac vi
tri ma cac doan duoc lai ¢ do.

Céc chip sinh hoc ¢6 thé dugc sir dung dé giai trinh tur gen. N6i chung, giai trinh tur
gen lién quan dén su xac dinh thir tu cia cac nucleotit hodc cac axit nucleic trong mot do
-dai cua vat liéu di truyén, nhu doan ADN hoac ARN. Cac trinh tr ngay cang dai cia cac
cip co s& dang duoc phan tich, va théng tin trinh t két qua c6 thé duge st dung trong céac
phuong phap tin sinh hoc khic nhau dé khép cac doan v6i nhau mét cach hop Iy dé xac
dinh mot cach déng tin cay trinh tu cua cac do dai bao quat cua vat liéu di truyén ma cac
doan dugc dan xuét tir d6. Viéc thir nghiém dua trén may tinh va tu dong cta cac doan dic
trung da duoc phat trién, va di duoc st dung trong lap ban dd gen, xac dinh cac gen va
chirc ning cia chung, danh gia cic rii ro cua cac diéu kién nhat dinh va céc tinh trang
bénh, va v.v. Ngoai cic trng dung nay, cac chip sinh hoc c6 thé duge sur dung dé phat hién
va danh gia pham vi rong cac phan tr, cac ho phan tir, cac mirc d6 thé hién di truyén, cac

su da dang nucleotit don, va xac dinh kiéu gen.
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Ban chét k§ thuét ciia sang ché

Vi du vé chip bao gém vat d& c6 nhiéu giéng riéng bi€t, vat licu gel dugc dat trong
mdi giéng trong cac giéng riéng biét, doan mdi giai trinh tu dugce ghép véi vat ligu gel, va
thuc thé khong giai trinh tw dwoc ghép véi vat liéu gel. Mdi doan mdi giai trinh tur va thurc
thé khong giai trinh tu déu ¢ dang ghép.

Vi du khéc vé chip bao gdm vét d& c6 nhiéu giéng riéng biét, vat liéu gel duoc dit
trong moi giéng riéng biét, doan mdi giai trinh ty dugc ghép véi vat liéu gel, va doan dém
dugc ghép vdi vt liu gel. Poan dém dugc chon tir nhém bao gém dendrime, polydextran,
metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-
lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit),
poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-
oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), va cac dang két hop ctia ching.

Theo vi du ctia phwong phép, gel dugc dit trong mdi giéng trong nhiéu giéng riéng
biét ctia vat d&, doan mdi giai trinh tw duoc ghép vé6i vat lidu gel; va thuc thé khong giai
trinh tu dugc ghép véi vat licu gel.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Céc dic tinh va cac uu diém cua cac vi du cia sang ché sé trd nén 13 rang bing cach
tham chiéu dén mo ta chi tiét va cac hinh v& sau, trong d6 cac s6 tham chiéu twong g véi
céc thanh phn twong tw, mic dit c6 thé khong giéng nhau. Pé ngin gon, cac s6 tham chiéu
hodc cac dic tinh c6 chirc ning duoc mé ta trude d6 co thé hodc khong thé dwge mo ta lién
quan dén cc hinh v& khac ma chiing xuét hién trong do.

Fig.1 13 hinh v& dang biéu db ciia chip miu theo sang ché, minh hoa su b tri tong thé
ctia chip va trinh bay chi tiét su sap xép céc vi tri riéng 1é;

Céc hinh tir Fig.2A dén Fig.2D la céc hinh v& mit cit ngang ma cing minh hoa vi du
vé phuong phap duge boc 16 & day;

Fig.3 14 hinh v& phdi canh dwgc cit bé mot phan va duoc phong dai clia mot trong

c4c vi tri riéng 1é dugce thé hién trén cac hinh Fig.1 va Fig.2D;
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Fig.4 1a biéu dd mo ta, theo vi du, cac két qua kiém soat chit lrong (quality control -
QC) tetrachloro fluorescein (TET), vé& cudng dd, cho cic dudng bao gdm céc ty 1& mol
khéc nhau ciia doan mdi khong giai trinh tu so véi doan moi giai trinh tu;

Fig.5 1a bidu dd mo ta, theo vi du, Cudong do Read2 C1A déi véi cic ty 16 mol khac
nhau ciia doan mdi khong giai trinh tw so véi doan moi giai trinh tur;

Céc hinh Fig.6A va Fig.6B 1a cac biéu do mb ta, theo vi du, phan traim cac chim
xuyén qua bd loc déi véi cac ty 16 mol khac nhau cta thuc thé khong gidi trinh tu sgi
polyme so v&i doan moi giai trinh tu; va

‘Céc hinh Fig.7A va Fig.7B 1a cac bidu dd mé ta, theo vi du, phan traim phan nhay
cach ddi véi cac ty 18 mol khac nhau cua thuc thé khong giai trinh tu s¢i polyme so véi
doan mdi giai trinh ty.

M5 ta chi tiét sang ché

Theo khia canh thit nht cua chip duge boc 16 & day, chip bao gdm vat d& c6 nhiéu
giéng riéng biét, vat lidu gel duoc dat trong mdi giéng riéng biét, doan mdi giai trinh ty
dwoc ghép v6i vat lidu gel, va thuc thé khong giai trinh ty dwge ghép véi vat lidu gel, mbi
trong s6 doan mdi giai trinh tir va thue thé khong gidi trinh tu & dang ghép.

Theo khia canh tht nhét cua chip, ty 18 mol cta thuc thé khong giai trinh ty so véi
doan mdi giai trinh tu 6 pham vi tir khoang 0,25:1 dén khoang 5:1.

Theo vi du vé khia canh thir nhét cua chip, thuc thé khong giai trinh tu dugc chon tur
nhém bao gdm dendrime, polydextran, metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen
glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat),
poly(N-isopropylacrylamit), poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(ruou
vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), peptit, va doan mdi
khong c6 chic nang. Thuc thé khong giai trinh tu duge ghép véi vat liéu gel qua nhém
chitc dau cudi. Theo mot sd vi du, nhém chirc duoc chon tir nhém bao- gém alkyn,
norbornyl, géc kich hoat khong chtra déng, va thiol. Theo vi du theo khia canh thtr nhét
nay, thuc thé khong giai trinh tu 13 doan moi khong c6 chirc ning, va doan mdi khéng c6

chirc niang 1a polyT hodc polyA. theo vi du khéac theo khia canh thi nhét nay, thuc thé
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khong giai trinh tu 1a poly(etylen glycol) c6 trong lugng phéan tir c6 pham vi tir khoang
0,5 KDa dén nhé hon khoang 10 KDa.

Theo vi du khac vé khia canh tht nhat cua chip, thuc thé khong giai trinh tw bao gdm
chét lién két va chét dép tét trang thai bd ba hodc chit chéng oxy héa duge lién két véi chat
lien két. Theo mot sb vi du, chat lién két dugce chon tir nhém bao gém dendrime,
polydextran, metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin),
poly-L-lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit),
poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(ruou vinyl), poly(2-etyl-2-
oxazolin), axit polyacrylic, va poly(trolox este). Theo mot s6 vi du theo khia canh nay, chét
dap tat trang thai b ba duge chon tir nhém bao gdm xyclo-octyltetraen (COT), Trolox, va
ruou nitrobenzyl (NBA); va theo mot s6 vi du, chit chdng oxy héa duge chon tir nhém bao
gém ascobat, glutathion, axit galic, catechin, Trolox, va vitamin E.

Theo vi du khéc nita vé khia canh thir nhit cia chip, thuc thé khong giai trinh tw bao
gdm chat lién két va chét cho truyén ning luong cong huéng huynh quang (fluorescence
resonance energy transfer - FRET) dugc lién két v6i chét lién két. Theo mét sb vi du, chat
lien két duoc chon tr nhém bao gém dendrime, polydextran, metacryloyloxyetyl
phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl
metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin),
poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic, va poly(trolox este). Theo mgt
s6 vi du theo khia canh nay, chit cho FRET dugc chon tir nhém bao gdm chit cho nhuém
FRET v6i chit mau phat ra mau xanh 14 va chét cho nhuom FRET v6i chat mau phat ra
mau do.

Can phai hiéu ring cac dic tinh bt ky cua khia canh thi nhét caa chip c6 thé duoc
két hop cing nhau theo cach va/hodc két cau mong mudn bt ky.

Theo khia canh th hai cta chip duge boc 16 & ddy, chip bao gdm vat d& c6 nhidu
giéng riéng biét, vat liéu gel dwgc dit trong moi giéng riéng biét, doan moi giai trinh tu
duoc ghép vai vat lidu gel, va doan dém dugc ghép véi vat lieu gel. Theo mot sb vi du,
doan dém dugc chon tir nhém bao gdm dendrime, polydextran, metacryloyloxyetyl

phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl
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metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin),
poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), va cac dang
két hop cia chung.

Theo khia canh thit hai ctia chip 10, ty 1€ mol ctia doan dém so v&i doan moi giai trinh
tu ¢6 pham vi tr khoang 0,25:1 dén khoang 5:1.

Vi du v& khia canh tht hai cta chip con bao gdm chat dap tit trang thai by ba, chat
chéng oxy hoa, hodc chit cho truyén ning lugng cong huéng huynh quang (FRET) dugce
lién két véi doan dém. Theo mot s6 vi du theo khia canh nay, chét dap tat trang thai bg ba
duge chon tir nhém bao gdm xyclo-octyltetraen (COT), Trolox, va rugu nitrobenzyl
(NBA). Theo méot s6 vi du theo khia canh nay, chét chéng oxy hoéa dugc chon tir nhém bao
gém ascobat, glutathion, axit galic, catechin, Trolox, va vitamin E. Theo mdt s6 vi du theo
khia canh nay, chit cho FRET duoc chon tir nhém bao gém chit cho nhuém FRET véi
chit mau phat ra mau xanh 14 va chét cho nhuém FRET véi chat mau phéit ra mau do.

Theo vi du vé khia canh thir hai ciia chip, doan dém dwgc ghép véi vat liéu gel qua
nhém chitc ddu cudi. Theo mét sd vi du, nhém chirc duoc chon tir nhém bao g6m alkyn,
norbornyl, gdc kich hoat khong chira déng, va thiol.

Can phai hiéu rang cac dic tinh bét ky ctia khia canh thi hai ctia chip ¢6 thé duoc két
hop ciing nhau theo cach mong mudén bat ky. Hon nita, dwoc hiéu rang su két hop bat ky
cac dic tinh cua khia canh thw nhét va/hodc khia canh thir hai c6 thé dugc st dung cung
nhau, va/hoic cac dic tinh bat ky tir mdi hodc c4 hai khia canh nay c¢6 thé dugce két hop véi
vi du bat ky theo cac vi du duoc boc 16 & day.

Khia canh cta phuong phép bao gdm buée dit vat lidu gel trong mdi giéng trong s6
nhidu giéng riéng biét cua vat d5, bude ghép doan moi giai trinh ty véi vat lidu gel, va bude
ghép thuc thé khong giai trinh tr véi vat lidu gel.

Theo vi du theo khia canh nay cua phuong phap, doan mdi giai trinh tw duoc ghép
véi vat liéu gel trudce khi hode sau khi thuc thé khong giai trinh tu dwgc ghép véi vt lidu
gel. _

Theo vi du khéc theo khia canh nay ciia phuong phép, doan méi gidi trinh tw va thuc

thé khong giai trinh tu dugc dong ghép véi vat liéu gel. Viée dong ghép duoc thuc hién
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bing cach ling dong hdn hop cia doan mdi giai trinh ty va thué thé khong giai trinh tur 1én
trén vat dd c6 vat liéu gel trén d6; va u vat dd ¢ nhiét d6 duoc xac dinh trude.

Theo khia canh nay cia phwong phap, thuc thé khong gii trinh tu dugc chon tir nhém
bao gdm dendrime, polydextran, metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen
glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacfylat),
poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(rwou vinyl), poly(2-etyl-2-
oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), peptit, va doan mdi khong c6 chitc ning; va
thuc thé khong giai trinh tw duge ghép véi vat lidu gel qua nhom chire dau cudi. Theo mét
s6 vi du, nhém chtre dau cudi duoc chon tir nhém bao gém alkyn, norbornyl, géc kich hoat
khéng chira ddng, va thiol. |

Theo mdt sb khia canh ciia phuong phap, thuc thé khong giai trinh tw con bao gom
chét dap tat trang thai bo ba, chat chéng oxy hoa, hoic chét cho truyén ning luong cong
huéng huynh quang (FRET) dugc lién két vao do.

Can phai hiéu ring cac dic tinh bat ky theo khia canh ndy ctia phuong phép c6 thé
duoc két hop cling nhau theo cdch mong mudn bét ky. Hon nita, dwoc hiéu rang su két hop
bt ky céc dic tinh theo khia canh nay ctia phuong phap c6 thé dugc két hop v6i khia canh
bat ky trong cac khia canh cua chip va/hodc vi du bat ky theo cac vi du dugc bdc 10 & day.

Céc vi du vé cac chip duoc boc 16 & diy bao gém vai vi tri, ma mdi vi tri ¢6 doan mdi
giai trinh ty va thyc thé khong giai trinh tu dugc gin véi vat lidu gel. Poan moi giai trinh
tu c6 thé duge sir dung trong lién két va khuéch dai cac axit deoxyribonucleic (ADN) hodc
c4c axit ribonucleic (ARN), trong khi thuc thé khong giai trinh tu khong tham gia vao lién
két hodc khuéch dai. Thay vao do, thuc thé khong giai trinh ty déng vai tro 1a doan dém
giita c4c doan mdi giai trinh tu. Viéc tao khoang céch giita cac doan moi giai trinh tu ¢6
thé ting cuong su khuéch dai bang cach han ché su trd ngai vé khong gian dbi véi cac
protein lién quan dén qua trinh khuéch dai.

Ngoai déng vai trd 1a doan dém, thuc thé khong giai trinh tw c6 thé cling dua céc chirc
nang khéc cho chip. Di véi cac vi du, thuc thé khong giai trinh tw c6 thé i) han ché lién
két khong dic hiéu cua cic enzym, cac protein, va/hodc cac phan tir nho khac véi vat ligu

gel trong qua trinh khuéch dai va gidi trinh ty; ii) ting tinh wa nudc cua vat liéu gel, ma c6
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thé gitip ngin viéc sup o cac diéu kién kho; iii) ting cudng cic dic tinh huynh quang cia
céc chat mau duoc lién két v6i vat lidu gel; va/hodc iv) cac két hop cua i, ii, va/hodc iii.
Hon khéc nita, thuc thé khong giai trinh tu ¢6 thé hd tro vide 1am 1 cac doan mdi bé mit
chte niang khoi bé mat.

Can phai hiéu rang cac thuat ngir duge st dung & day s& mang ¥ nghia thong thuong
cta ching trong linh vyc k¥ thudt lién quan trir khi duge quy dinh cu thé. Mot vai thuat
ngit dugce st dung & day va y nghia cia ching sé dugce néu ra ¢ day.

Céac mao tir & dang s it bao gém cac dang s6 nhidu trir khi duoc quy dinh cu thé.

Nhu duge st dung & day, “alkyl” d& cap dén chudi hydrocacbon mach thang hoic
mach nhanh ma no hoan toan (vi dy, khong chita cac lién két d6i hodc ba). Nhom alkyl cé
thé c6 tir 1 dén 20 nguyén tir cacbon. Vi du céc nhém alkyl bao gdm metyl, etyl, propyl,
isopropyl, butyl, isobutyl, tertiary butyl, pentyl, hexyl, va cac chat tuong tu. Vi du, ky hiéu
“C1-4 alkyl” biéu thi alkyl c6 tir mot dén bon cc nguyén tir cacbon trong chudi alkyl, vi
du, chudi alkyl dugc chon tir nhém bao gém metyl, etyl, propyl, iso-propyl, n-butyl,
isobutyl, sec-butyl, va t-butyl.

 Nhu dugc st dung & day, “alkenyl” d& cap dén chudi hydrocacbon mach thang hoic
mach nhanh chira mot hodc nhidu lién két d6i. Nhém alkenyl c6 thé c6 tir 2 d&én 20 nguyén
tt cacbon. Vi du cac nhom alkenyl bao gdm ethenyl, propenyl, butenyl, pentenyl, hexenyl,
va cac chit twong ty. Nhom alkenyl c6 thé duoc chi dinh 13, vi du, “C2-4 alkenyl,” ma biéu
thi alkenyl c6 tur hai dén bdn nguyén tir cacbon trong chudi alkenyl.

Nhu duge st dung & day, “alkynyl” d& cap dén chudi hydrocacbon mach thing hoic
mach nhénh chita mot hodc nhidu lién két ba. Nhom alkynyl c6 thé c¢6 tir 2 dén 20 nguyén
ttr cacbon. Vi du, nhém alkynyl c6 thé dugc chi dinh 14 “C2-4 alkynyl”, ma biéu thi alkynyl
c6 tir hai dén bdn nguyén tir cacbon trong chudi alkynyl. |

Nhém chirc “amino” dé cap dén nhém -NR,R;,, ma & d6 mdi R, va Ry, dugce chon doc
lap tir hydro, C1-6 alkyl, C2-6 alkenyl, C2-6 alkynyl, C3-7 carboxyclyl, C6-10 aryl, aryl
di vong ¢6 5-10 phin tir, va xyclyl di vong c6 5-10 phan tit, nhu dwoc dinh ra & day.

| Nhu duoge sit dung & ddy, “aryl” dé cap dén hé vong hodc vong thom (vi dy, hai hodc

nhiéu vong ngung tu ma c6 chung hai nguyén tir cacbon lién ké) chira chi cacbon trong
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khung chinh ctia vong. Khi aryl 1a hé vong, moi vong trong hé vong la vong thom. Nhom
aryl c6 thé c6 tir 6 dén 18 nguyén tir cacbon, ma c6 thé dugc chi dinh 1a C6-18. Cac vi du
v& c4c nhom aryl bao gdm phenyl, naphthyl, azulenyl, va anthracenyl.

Cum tir “dang ghép” @& cip dén trang thdi cia doan moi va/hodc thuc thé khong giai
trinh tu khi n6 dwoc gén véi vat lidu gel 1a két qua cta viée ghép, va ma khong c6 su thay
d6i nao. Theo céc vi du duoc boc 16 & day, thuc thé khong giai trinh’n,r c"y. dang ghép khong
c6 kha ning trai qua giai trinh tw ADN hodic ARN. Néi cach khac, tir diém ma thyc thé
khong giai trinh ty dugc ghép voi vat lidu gel & do, n6 khong c6 kha nang dé duoc giai
trinh tw. Nhu vdy, céc bude xit Iy bd sung khong phai duge thuc hién dé 1am cho thyc thé
khong giai trinh tw khong phan (mg trong qua trinh giai trinh tu. Thay vao do, khi thuc thé
khong giai trinh ty dugc ghép, n6 khong c6 kha ning dé duoc giai trinh tu.

Nhu dugc st dung ¢ day, thuat ngit “dugce gén” dé cap dén trang thai ctia hai vat dugc
ndi, gfm chat, gén két, két ndi, hoic duoc lién két v6i nhau. Vi du, axit nucleic c6 thé duoc
gén vé6i vat lidu, nhu vat lidu gel, bang lién két cong héa tri hogc lién két khong cong héa
tri. Lién két cong hoa tri dugce dinh 16 dac diém bai viée chia sé cac cip electron gifta cac
nguyén tir. Lién két khong cong héa tri 1a lién két hoa hoc ma khong lién quan dén viée
chia sé cac cép electron va co thé bao gém, vi du, cac lién két hydro, céc lién két ion, luc
van der Waals, céc trong tac wa nudce va cac twong tac ki nudc.

“Azit” hodc “azido” dé cap dén -N;.

Nhu dugc sir dung & ddy, “carboxyclyl” c6 nghia 1a h¢ vong hodc vong khong thom
chira chi cic nguyén tir cacbon trong truc chinh cua hé vong. Khi carboxyclyl la hé vong,
hai hodc nhidu vong c6 thé dwoc ndi véi nhau & dang xodn, cau hodc ngung tu. Cac
carboxyclyl c6 thé c6 mirc d6 no batky, mién 1a it nhét mot vong trong hé vong khong phai
la vong thom. Do d6, cac carboxyclyl bao gdm cac xycloalkyl, xycloalkenyls, va
xycloalkynyls. Nhom carboxyclyl c6 thé ¢6 tir 3 dén 20 nguyén tir cacbon (vi du, C3-20).
Céac vi du vé& cac vong carboxyclyl bao gém xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl,
xyclohexyl, xyclohexenyl, 2,3-dihydro-inden, bixyclo[2.2.2]octanyl, adamantyl, va spiro[
4 4Inonanyl.
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Nhu duge sit dung & day, thuét ngit “axit carboxylic” hodc “carboxyl” nhu dugc sir
dung & day dé cap dén -C(O)OH.

Nhu duge st dung & diy, “xycloalkyl” nghia 1a hé vong hodc vong carboxyclyl no
hoan toan. Céc vi du bao gdm xyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, va xyclohexyl.

Nhu duge sir dung & diy, “xycloalkylen” c6 nghia la hé vong hodc vong carboxyclyl
no hoan toan ma dwgc gin v6i phan con lai ctia phan tir thong qua hai diém gan.

Nhu duge str dung & diy, “xycloalkenyl” hodc “xycloalkan” c6 nghia la h¢ vong hoac
vong carboxyclyl c6 it nhat mot lién két doi, trong d6 khong c6 vong ndo trong hé vong 1a
vong thom. Cac vi du bao gdm xyclohexenyl hoic xyclohexen va norbornen hodc
norbornenyl. Ciing nhu duoc st dung & day, “xycloalkenyl di vong” hoédc “xycloalken di
vong” c6 nghia 1a hé vong hodc vong carboxyclyl voi it nhit mot nguyén tir khac loai trong
truc chinh cia vong, ¢6 it nhat mot lién két doi, trong d6 khong c6 vong nao trong hé vong
la vong thom.

Nhu duge st dung & day, “xycloalkynyl” hodc “xycloalkyn” c6 nghia 1a hé vong hoéc
vong carboxyclyl ¢é it nhdt mot lién két ba, trong d6 khong c6 vong nao trong hé vong 1a
vong thom. Vi du 1a xyclooctyn. Vi du khéc 1a bixyclononyn. Ciing nhu dugc sir dung ¢
day, “xycloalkynyl di vong” hodc “xycloalkyn di vong” c6 nghia la hé vong hodc vong
carboxyclyl v6i it nhat mot nguyén tir khic loai trong tryc chinh ciia vong, ¢6 it nhét mot
lién két ba, trong d6 khong c6 vong nao trong hé vong 1a vong thom.

Thuét ngit “ling dong”, nhu dwgc sir dung & day, d& cap dén k¥ thuat ang dung thich
hop bit ky, ma c6 thé 1a bang tay hodc ty dong hoa. Thudng, viée ling dong c6 thé dugc
thuc hién bang cach sir dung cac k¥ thuat ling dong pha hoi, c4c k¥ thuat phu, cac ky thuat
ghép, hodc cac ky thuat tuong ty. Mot s6 vi du cu thé bao gdm ling dong pha hoi héa hoc
(chemical vapor deposition -CVD), k§ thuét phu bang phun, k¥ thuit quay phu, k¥ thuat
phu nhung, k¥ thuat dinh luong khudy luyén, hodc cac k¥ thuat twong ty.

Thuét ngit “moi”, khi duoc sit dung v6i tham chiéu dén tap hop cac muc, dinh dé xac
dinh muc riéng 1é trong tap hop nhung khong nhét thiét @ cap dén moi muc trong tap hop.

Ngoai I€ co thé xay ra néu duoc quy dinh cu thé khac.
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“Chét ting cuong huynh quang” la phén tir bit ky ma c6 thé nang cao dic tinh cia
huynh quang hodc c6 thé 1am gidm thiét hai do 4nh séng gly ra. Vi du, chit ting cuong
huynh quang c6 thé 1a chit chéng oxy héa ma nang cao tinh bén quang cta chit mau huynh
quang (hogc nucleotit day dii chtrc nang (FFN) dugc két hop trong qua trinh giai trinh ty
bing tong hop (SBS)). Déi véi vi du khac, chit ting cuong huynh quang ¢6 thé 1a chat cho
truyén nang luong céng hudong huynh quang (FRET), ma hép thu ning luong trong mot
ving ciia phd hap thu va cho ning lugng @8 kich thich cac chat mau (vi du, chat co thé
duoc gén vGi (cac) nucleotit) trong vung khac. Chét cho FRET c¢6 thé 1a chat cho nhudém
FRET véi chit mau dugc két hop va phat hién trong quy trinh gidi trinh tu bang tong hop
(SBS). B4i vé6i vi du khac nita, cht ting cudong huynh quang c6 thé 13 chét dap tat trang
th4i bd ba ma c6 thé 1am giam nhe thiét hai do 4nh sdng gay ra (vi du, vé6i cac axit nucleic)
ma c6 thé duoc gy ra bsi cac huynh quang & trang thai bo ba hoat tinh cao. Chét dap tat
trang thai b ba c6 thé 1am ngén tudi tho ctia hop chat bi kich thich & trang thai bo ba, theo
6 giam lwong thoi gian hop chat & trang thai bd ba ¢6 thé gay ra thiét hai do 4nh sang gy
ra v6i hop chét khac dwoc gan véi vt ligu gel.

~, 66

Nhu duoc sir dung & day, thuat ngir “vat liéu gel” dinh c6 nghia 1a vat liéu dang ban
rin ma c6 thé thAm qua cac chét 1ong va cac khi. Thong thuong, vat liéu gel 1a hydrogel
ma c6 thé no ra khi chét 16ng duoc dua 1én va c6 thé co lai khi chit 1ong dugc loai b biang
cach lam kho.

Nhu duoc st dung ¢ day, “aryl di vong” deé cap dén hé vong hoic vong thom (vi dy,
hai hodc nhiu cac vong ngung tu ma chia sé hai nguyén tir lién k&) ma chira mot hodc
nhiéu nguyén tir khac loai, nghia 13, nguyén t6 khac cacbon, bao gdm nhung khong bi gii
han 0, nito, oxy va Iuu huynh, trong khung chinh cta vong. Khi aryl di vong la h¢ vong,
moi vong trong hé vong la vong thom. Nhém aryl di vong co thé c6 5-18 thanh phan vong.

Nhu duoc st dung & ddy, “xyclyl di vong” c6 nghia 1a hé vong hodc vong khong
thom chtra it nhit mot nguyén tir khac loai trong khung chinh cua vong. Cac xyclyl di vong
6 thé duge ndi véi nhau ¢ dang xodn, cau hodc ngung tu. Cac xyclyl di vong ¢6 thé ¢6
mutc d6 no bat ky mién 14 it nhit mot vong trong hé vong khong phai 1a vong thom. Trong

hé vong, (cac) nguyén tir khac loai c6 thé c6 trong vong thom hodc vong khong thom.
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Nhém xyelyl di vong ¢ thé c6 tir 3 dén 20 thanh phan vong (vi du, s6 nguyén tir tao nén
khung chinh cta vong, bao gdm cac nguyén tir cacbon va céc nguyén tu khac loai). Nhom
xyclyl di vong c¢6 thé dugce chi dinh 1a "xyclyl di vong c6 3-6 phan to" hodc cic ky hidu
tuong tu. Theo mot sb vi du, (cac) nguyén tir khac loai 1a O, N, hodc S.

Thuat ngit “hydrazin” hodc “hydrazinyl” nhu dugc str dung ¢ day d& cap dén nhom -
NHNH,.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngit “hydrazon” hodc “hydrazonyl” nhu duge sir dung

_NH

|
& day dé cap dén nhom R, R, trong d6 R,va Ry, duge dinh ra truée d6 & day.

Nhu duge st dung ¢ day, “hydroxyl” 1a nhom —OH.

Nhu duoce stt dung ¢ ddy, thudt ngit “vung k&” d& cap dén ving trong nén/vat & hoic
trén bé mit ma tach biét véi cac ving khac cua nén hodc bé mat. Vi dy, viing k& ¢6 thé tach
mét dic tinh cua chip khoéi dic tinh khac cua chip. Hai déc tinh ma duge tdch khoi nhau c6
thé 1 riéng biét, vi du, khong tiép xiic v6i nhau. Theo vi du khac, ving k& c6 thé tach phan
thir nhat ctia dic tinh khoi phan th hai ciia dic tinh. Trong nhiéu vi du, ving k& 1a lién tuc
trong khi cac dic tinh 1a riéng biét, vi du, nhu trubhg hop d6i véi nhiéu giéng duge dinh ra
trong bé mat lién tuc khéac. Su tach ra dugce tao ra bai ving k& co thé 1a tach ra mot phﬁn
hoac toan phﬁn. Cac vung k& co thé ¢6 bé mat vat liéu ma khac véi bé mit vat liéu cia cac
dic tinh dwoc dinh ra trong bé mit. Vi du, céc dic tinh ciia chip c6 thé ¢6 lwgng hodc nong
do6 vat liéu gel, (cac) doan mdi giai trinh tu, va cac d6i trong khong tham gia giai trinh tu
ma vuogt qua lugng hodc nodng do c6 & cac ving k&. Theo mot s6 vi duy, vat liéu gel, (cac)
doan mdi giai trinh tyr, va cac dbi tuong khong tham gia giai trinh ty khong thé ¢6 & cac
vung ké.

“Nitril oxit,” nhu duogc sit dung & day, c6 nghia 1a nhom “R.,C=NO™ trong d6 R.
dugc dinh ra trude d6 & day. Cac vi du vé didu ché nitril oxit bao g@)m viéc tao ra tai chd
tir cac aldoxim bang viéc diéu ché véi cloramit-T hodc qua hoat dong cua bazo trén céac

imidoyl clorua [RC(C)=NOH].
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“Nitron,” nhu dugc sir dung & dy, nghia 13 nhom “R,RyC=NR; O™ trong d6 R, va
Ry duoc dinh ra trude d6 & diy va Re duge chon tir C1-6 alkyl, C2-6 alkenyl, C2-6 alkynyl,
C3-7 carboxyclyl, C6-10 aryl, aryl di vong c0 5-10 phan tir, va xyclyl di vong c¢6 5-10 phan
tr, nhu dugce dinh ra & day.

Nhu duge sir dung ¢ day, “nucleotit” bao gém nito chira bazo di vong, duong, va mot
hodc nhiéu cac nhém photphat. Cac nucleotit 1a cac don vi ¢6 tinh monome cua trinh tur
axit nucleic. Trong ARN, duong lariboza, va trong ADN, deoxyriboza, vi du, duong khong
¢6 nhém hydroxyl ma ¢ & vi tri 2’ trong riboza. Nito chira bazo di vong ¢ thé 14 bazo
purin hodc bazo pyrimidin. Cac bazo purin bao g6m adenin (A) va guanin (G), va céac din
xut hodc cac twong tw duoc bién dbi ciia ching. C4c bazo pyrimidin bao gdm xytosin (C),
thymin (T), va uraxil (U), va cac dan xuat hoic cic twong ty dugc bién dbi cna chung.
Nguyén tir C-1 cta deoxyriboza dugc lién két voi N-1 ctia pyrimidin hodc N-9 cua purin.

“Thuc thé khong giai trinh tw” dwoc d& cap & diy c6 thé la phan tir khan gia bat ky
ma khéng cht dong tham gia vao qué trinh téng hop ADN hoic ARN. Thyc thé khong gidi
trinh tu c6 thé duoc sir dung dé tao ra khoang cach gitra cac doan moi giai trinh tu dugc
ghép. Thuc thé khong giai trinh tu c6 thé ciing c6 (cac) chirc ning khac, nhu 1am han ché
lién két khong déc hiéu, dé lam tang tinh wa nudc cua vat lidu gel, dé tang cudng cac dic
tinh huynh quang, hoic cac dang két hop ctia chung. Nhu vay, thuc thé khong giai trinh tur
¢6 thé 1a don chirc, hai chl'lc, hodac da chirc. Cac vi du cua thuc thé khong giai trinh tu bao
gdm doan mdi khong c6 chirc ning, soi polyme, peptit, va/hodc chét tang cuong huynh
quang.

“Poan mdi khong cé chirc nang” 1a trinh ty axit nucleic & dang soi don bat ky ma s&
khong tham gia vao qué trinh tong hop ADN hoic ARN. Céc vi du vé cac doan mdi khong
¢6 chire nang bao gdm trinh tu poly T hodc trinh tu poly A. D9 dai cua doan mdi khong c6
chire ning ¢6 thé duge chon sao cho su lai gidng khong dic hidu khong xay ra. Vi du, doan
mdi khong 6 chtrc nang do dai c6 thé c6 pham vi tir 3 dén 10. Theo mot s6 vi dy, d6 dai
ctia doan moi khong c6 chire nang 1a it hon 10 bazo.

“Soi polyme™ 1a phan tir gém c6 mot it don vi monome duogc lap lai (vi du, oligome)

hodc nhiéu don vi monome dugc lap lai (vi du, polyme). S¢i polyme c6 thé mach thang,
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mach nhanh hodc hinh cdy. Cac vi du vé cic polyme mach nhdnh bao gdm céc polyme
hinh sao, cac polyme hinh lugc, cac polyme hinh ban chai, cic polyme dugc dendron hoa,
hinh thang, va cic dendrime. Theo cac vi du dugc boc 16 ¢ day, soi polyme bao gém nhom
chirc dau cudi & mot diu ma co thé phan tng véi vat ligu gel. Theo mot s6 vi du, dau con
lai cua soi polyme c6 thé bao gdm nhém chirc dau cuéi ma gin chit dap tit trang thai bo
ba, chét chéng oxy hoa, hodc chit mau. Theo céc vi du nay, soi polyme co thé c¢6 chirc
ning 13 chat lién két, ma lién két (gin) chit dap tit trang thai bo ba, chat chéng oxy héa,
hodc chat mau véi vt liéu gel.

“Peptit” 1a chudi ngan cac monome axit amin dugc lién két boi cac lién két peptit
(amit).

Nhu duoc st dung ¢ day, “doan moi giai trinh tw”” dugc dinh ra 1a trinh ty axit nucleic
& dang soi don (vi du, ADN s¢i don hodc ARN s¢i don) ma déng vai trd 1a diém bét dau
cho qua trinh tong hgp ADN hoic ARN. Phan cudi 5° clia doan mdi giai trinh ty c6 thé
dugc bién dbi dé cho phép phan Gng ghép doi véi vat liéu gel. D dai caa doan mdi giai
trinh tu c6 thé 1a sé bazo dai bat ky va c6 thé bao gdm nhiéu loai cic nucleotit khong tu
nhién. Theo vi du, doan mdi giai trinh tur 13 s¢i ngén, bao gdm tir 20 bazo dén 40 bazo.

Nhu duge st dung & day, “vi tri” dé cap dén vi tri duoc dinh ra trén hodc trong vat
d5 ma vat lidu gel, doan mdi gidi trinh tw, va thuc thé khéng gii trinh tu c6 thé duge gin
o do.

Céc thuat ngit “nén” va “vat 45" dugc st dung c6 thé thay thé cho nhau & day, va de
cap dén bé mit ma vi tri ¢ trong d6 hoic trén d6. Vat d& thudng cing va khong hoa tan
duoc trong chét 1ong chira nude. Vat do co thé 14 tro v&i héa hoc ma dugce s dung dé sua
51 vat lidu gel. Vi du, vat d& rén c6 thé 14 tro v&i héa hoc duge st dung dé gén cac doan
mdi gidi trinh tr va thuc thé khong gidi trinh tur, v6i vat lidu gel theo phuong phap duoc
néu & day. Cac vi du vé cac vat d& thich hop bao gdm thiy tinh va thuy tinh duoc bién doi
hodc duge chirc ning héa, cac chit déo (bao gdm céc acrylic, polystyren va céc copolyme
cua styren va cic vat liéu khac, polypropylen, polyetylen, polybutylen, cic polyuretan,
polytetrafluoroetylen (PTFE) (nhu TEFLON® tir Chemours), cac olefin vong/cac polyme
xyclo-olefin (COP) (nhu ZEONOR® tir Zeon), cac polyimit, v.v.), ni 16ng, gbm, silic oxit
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hoac cac vat li€u co géc silic oxit, silic va silic dugc bién d6i, cacbon, cac kim loai, cac
thay tinh v6 co, va cac chum s¢i quang.

Nhu duge st dung & ddy, cac thudt ngir "tetrazin" va "tetrazinyl" dé cap dén nhom
aryl di vong ¢6 sau phan tir bao gdm bén nguyén tir nito. Tetrazin c6 thé duge thé tiy y.

Nhu duge st dung ¢ day, “tetrazol,” dé cap dén nhém di vong c6 nim phﬁn t bao
gdm bén nguyén ti nito. Tetrazol c6 thé duoc thé tuy y.

Thuét ngit “nhém chirc dau cubi” dé cap dén nhém chirc ma gén trén thuc thé khong
giai trinh tw va do d6 co thé dat duogc dé phan tmg véi vat liéu gel.

“Thiol” nhém chirc dé cap dén -SH.

Nhu duge st dung & day, thuat ngit giéng” dé cap dén dic tinh 16m 101 rac trong vat
do ¢6 khoang hd bé mit ma dwgc bao quanh hoan toan béi (cac) ving ké clia vat d& bé
mat. Cac giéng c¢6 thé c6 hinh dang bét ky trong nhiéu hinh dang & khoang hé cua ching
trén bé mit bao gém, vi du, hinh tron, elip, hinh vuéng, da giac, ngoi sao (voi s6 dinh bat
k¥), v.v. Mit cit ngang clia giéng duoc thuc hién vudng goc véi bé mit c6 thé cong, hinh
vudng, da gidc, hypebon, hinh nén, hinh géc canh, v.v.

Cac khia canh va vi du duoc néu ¢ diy va duge néu trong cac yu cAu bao ho c6 thé
duge hiéu theo quan diém clia cac dinh nghia & trén.

Bay gid tham chiéu dén Fig.1, vi du vé chip 10 dugc mb ta. Néi chung, chip 10 bao
gb6m nén hodc vat d& 12 va cac duong hodc cac ranh dan dong 14 ngang vat d& 12. Mdi
ranh dan dong 14 bao gdm nhiéu vi tri 16 ma duge tich ra khoi nhau boi cac vang ké 18.
5 mdi vi tri 16, (cic) doan mdi giai trinh tu 20 va céc déi trong/thuc thé khong giai trinh
tu 22 duge ling dong va gin véi vat liéu gel (24, 24°, vi dy, trén Fig.2D).

Chip 10 dugc minh hoa trén Fig.1 va duogc thao luan trong sang ché c6 thé duoc bd
tr{ trong hodc duogc tao ra 1a mot phan ctia mao quan dan dong, ma 1a khoang bao g6m bé
mit rin ma c4c chit mang dang 16ng, cac thudc thir khac nhau, va v.v ¢6 thé dugc chay
qua d6. Theo vi du, mao quéan dan dong c6 thé bao gdm chip 10 duoc lién két véi nén phia
trén qua vat liéu lam kin (vi dy, polyimit den hodc vt li¢u li€n két thich hop khéc). Viée
lién két dién ra trong cac ving lién két cua vat @ 12, vat liéu 1am kin, va nén phia trén.

Cac vung lién két c6 thé duoc dat giita cac rinh dan dong sao cho vat liéu lam kin tach vat

-15-



36067

1y mot kénh din dong 14 khoi kénh din dong lién ké 14 (4 ngén su 1y nhiém chéo) va c6
thé dwoc dit & ngoai vi cia mao quan dan dong (48 1am kin mao quan din dong khoi sy
lay nhidm tir bén ngoai). Tuy nhién, didu nay nén duoc hiéu ring céc ving lién két va vat
liéu lam kin c6 thé dugc dit trong ving mong muén bét ky tuy thudc vao viéc thuc hién.
Vide lién két c6 thé duoc thuc hién théng qua lién két laze, lién két khuéch tan, lién két
anot, lien két eutecti, lién két béng su hoat hoa plasma, lién két béng su nau chay thuy tinh,
hodc cac phuong phéap khac da biét trong linh Vi;c.

Céc vi du khac vé cac mao quan dan dong va cac hé chit luu lién quan va cic nén
tang phat hién ma c6 thé dugc tich hop véi chip 10 va/hodc san sang duge str dung trong
cac phuong phap theo sang ché duge mé ta, vi du, trong Bentley va cac cOng sy, Nature
456:53-59 (2008), WO 04/018497; US 7057026; WO 91/06678; WO 07/123744; US
7329492; US 7211414; US 7315019; US 7405281, va US 2008/0108082, mbi phwong phap
dugc két hop & day bang cach tham khao toan bd.

Trong mdt s6 tn g dung, mao quan dan dong dugce st dung dé thuc hién cac phéan Uing
sinh héa hodc hoa hoc duoc kiém soat trong thiét bi tw dong héa phan tng, nhu trong bd
sap xép day nucleotit. Cic cdng 26 c6 thé duoc khoan qua vat d& 12. Bang cach két nbi véi
cac cong 26, thiét bi tw dong hoa phan tmg c6 thé kiém soat dong cua (cée) thude thi va
(céc) san phim trong cac rinh dan dong dugc lam kin 14. Trong mot sb ung dung, thiét bi
tw dong hoa phan tmg cé thé didu chinh ap sut, nhiét d9, thanh phan khi va cac diéu kién
mdi truong khac ciia mao quan din dong. Hon nita, trong mot s6 Ung dung, cac cong 26
¢6 thé duoc khoan trong nén phia trén hoic trong ca vat dd 12 va nén phia trén. Trong mot
s tmg dung, cac phan tmg din ra trong c4c ranh dan dong duwgce lam kin 14 ¢6 thé dugc
theo dbi qua nén phia trén va/hoic vat d 12 bang cach chup anh hodc do nhiét, phat xa
anh sang va/hoac huynh quang.

Can phai hiéu rﬁng su dinh hudéng cu thé cua cac ranh dan dong 14, cac vi tri 16, v.v.
¢c6 thé khac véi cac ranh dan dong va cic vi tri duge minh hoa trén Fig.1. Theo mot sb vi
du, cac vi trf 16 tiép giap nhau va do d6 khéng can duoc phan tach bang cac vung k& 18.

Chip 10 theo Fig.1, va cac vi du vé céach c6 thé tao ra chip 10, bay gid s& dugc md ta

chi tiét hon v6i tham chiéu dén cac hinh tir Fig.2A dén Fig.2D.
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Fig.2A mo ta vat dd 12 c6 cac vi tri 16 dugce dinh ra trong d6 va duwoc phan tach bing
cac vung k& 18. Vat do 12 nay co bé mat duoc tao mau. “Bé mat dugc tao miu” dé cap dén
su bd tri cac ving khac nhau (vi du, cac vi tri 16) trong hodc trén 16p 16 ra cua vat 4o ran
12. Vi du, mdt hodc nhidu vi tri 16 cé thé 1a cac dic tinh ma mot hogc nhiéu doan mdi giai
trinh tu (su khuéch dai) 20 va cac d6i tuong khong tham gia giai trinh tw 22 ¢6 mat & do.
Céc dic tinh c6 thé dwoc phan tach bang cac ving k& 18, ma cac doan mdi giai trinh ty 20
va cac d6i trong khong tham gia giai trinh tir 22 khéng c6 mat & d6. Nhiéu b6 tri khac nhau
clia cac vi tri 16 ¢6 thé duoc du kién, bao gdm cac mau déu dan, lap lai va khong déu dan.
Theo vi du, cac vi tri 16 dugc b6 tri theo luéi dang luc giac dé 1én chat va mat d6 duoc
nang cao. Céc cach b6 tri khac c6 thé bao gdm, vi du, cac bd tri phing (vi du, hinh chit
nhat), cac b6 tri theo hinh tam giac, va v.v. Déi véi cac vi du, cach bé tri hoic miu co thé
1a dinh dang x-y cta cdc vi tri 16 ma theo cac hang va cic cot. Theo mot s6 vi du khac,
cach b trf hodc mau co thé 1a cach b tri lap lai cia cac vi tri 16 va/hodc cac ving k& 18.
Van theo cac vi du khac, cach bd tri hodc mau co thé 1 cach b tri ngﬁu nhién cua cac vi
tri 16 va/hodc cac ving k& 18. Mau c6 thé bao gbm céac chdm tron nho, cac miéng, cac
giéng, cac cdt, cac duong soc, cac duong X04n, Cac duodng théng, cac hinh tam giac, cac
hinh chir nhat, cac hinh tron, cdc hinh cung, card, soc 6 vudng, cac duong chéo, cac mili
tén, cac 6 vudng, va’/hoac cac duong chéo song song. Van céac vi du khac vé cac bé mit
dugc tao miu ma cé thé duoc st dung theo cic vi du duge néu ¢ day duge mo ta trong cac
Bing sang ché Hoa Ky s6 8778849; 9079148; 8778848; va Cong bd don xin cdp bing sang
ché Hoa Ky s6 2014/0243224, mbi Bing hoic Cong bb don duge kéthop & day bang cach
tham khao toan bg.

Cach b tri hodc mAu c6 thé dugc dinh rd dic diém dbi véi mat do cua cac vi tri 16
(vidu, sb vitri 16) trong dién tich dugc dinh ra. Vi du, cac vi trf 16 ¢6 thé c6 mit v4i mat
d6 khoang 2 triéu trén mm? Mat d6 c¢6 thé duge diéu chinh dén cac mat do khac nhau bao
gdm, vi du, mét do it nhat khoang 100 trén mm?, khoang 1000 trén mm?, khoang 0,1 triéu
trén mm?2, khoang 1 triéu trén mm> khoang 2 tri¢u trén mm?, khoang 5 triéu trén mm?,
khoang 10 triéu trén mm?, khoang 50 triéu trén mm?, hodc 16n hon. Theo cach thay thé

hodc bd sung, mat do co thé dugc didu chinh dé khong 16n hon khoang 50 triéu trén mm?,
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khoang 10 triéu trén mm? khoang 5 triéu trén mm?, khoang 2 triéu trén mm?, khoang 1
triéu trén mm?, khoang 0,1 triéu trén mm?, khoang 1000 trén mm?, khoang 100 trén mm?,
hodc nhé hon. Can dugc hiéu thém ring mat d ciia cac vi tri 16 trén vat d& 12 c6 thé 1a
gitta mot trong céc tri s6 thap hon va mot trong céc tri s6 cao hon dugc chon tir cac pham
vi & trén. Dbi véi cac vi du, mat do chip cao co thé duoc dinh o dic diém 13 c6 céac vi tri
16 duoc phan tach it hon khoang 15 pm, mat d¢ chip trung binh co6 thé duogc dinh 18 dic
diém 13 c¢6 céc vi tri 16 duge phan tach tir khoang 15 pm dén khoang 30 pm, va mat do
chip thdp c6 thé dugc dinh rd dic diém 12 c6 cac vi tri 16 dwoc phan tach 16n hon khoang
30 pm.

Céch b tri hoac mau c6 thé cling hodc theo cach thay thé dwoc dinh 18 dic diém theo
bude trung binh, vi du, khodng cach tir tm cua vi tri 16 dén tim cla ving k& lién k& 18
(khoang céch tir tAm dén tAm). MAu c6 thé 13 d&u din sao cho hé s6 bién thién quanh bude
trung binh 13 nh6, hodc mau c6 thé 1a khong du din trong trudong hop ma hé s bién thién
c6 thé 14 twong d6i 16n. Trong trudng hop khéac, budce trung binh ¢6 thé 1, vi du, it nhat
khoang 10 nm, khoang 0,1 pm, khoang 0,5 pm, khoang 1 pum, khoang 5 um, khoang 10
um, khoang 100 pm, hodc 16n hon. Theo cach thay thé hodc bd sung, budc trung binh c6
~ thé 14, vi du, nhiéu nhit khoang 100 um, khoang 10 um, khodng 5 pm, khoang 1 pm,
khoang 0,5 pm khoéng 0,1 um, hoac nhé hon. Budc trung binh cho mau cu thé cua cac vi
trf 16 ¢6 thé 1a gitta mot trong céc tri s6 thap hon va mot trong céc tri s6 cao hon duoc chon
tr cac pham vi ¢ trén. Theo vi dy, cac vi tri 16 c6 bude (khoang cach tir tim dén tam) 1a
khoang 1,5 pm.

Theo mdt s6 vi du, cac vi tri 16 1a cac giéng 16°, va do d6 vat d 12 bao gdm chip
clia céc giéng 16° trong bé mat ctia n6. Cac giéng 16” (hoidc céc vi tri 16 khac véi cac két
cAu khac nhau, nhu hinh dang, mit cit ngang, v.v.) c6 thé dwgc san xuat bang cach sir dung
cac k¥ thuat khac nhau, bao g?)m, vi du, k¥ thuét in anh lit6, in lité nano, cac k¥ thuat dong
déu, cac k¥ thuat dap, cac k¥ thuat duc, cac k¥ thuat vi khéc, cac k¥ thuat in, v.v. Nhir s&
dwoc danh gid cao boi nhitng ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc, k¥ thuat duge st dung s&

tiy thudc vao ché phim va hinh dang ctia vat d& 12.
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Céc giéng 16’ ¢6 thé 14 cac vi giéng (c6 it nhit mot kich thude trén thang do micro,
vi du, khoang 1 um dén khoang 1000 um) hodc cac giéng nano (c6 it nhét mot kich thudc
trén thang do nano, vi dy, khoang 1 nm dén khoang 1000 nm). Mdi giéng 16’ c6 thé dugc
dinh r& dic diém bang thé tich, dién tich khoang hé giéng, d¢ sau, va/hodc dudng kinh ciia
no.

M3i giéng 16° ¢6 thé c6 thé tich bit ky ma c6 kha nang gidi han chét long. Thé tich
t6i thiéu hodic t6i da c6 thé duge chon, vi du, d& chira luu lugng (vi dy, tinh chét da thanh
phﬁn), d0 hoa tan, ché phém chét gén, hodc d phan ung chét gén duogc du kién cho viéc
sit dung & dAu ra cia chip 10. Vi dy, thé tich c6 thé it nhit khoang 1x1073 pm?, khoang
1x1072 pm?, khoang 0,1 pm?®, khoang 1 pm?, khodng 10 pm?, khoang 100 um’, hoic Ién
hon. Theo cach thay thé hosc bd sung, thé tich c6 thé nhiéu nhit khoang 1x10* um?, khoang
1x103 pm?, khoang 100 pm?, khoang 10 pm?, khoang 1 pm?, khoang 0,1 pm’, hodc nhé
hon. Cn phai hiéu rang vat liéu gel 24 ¢6 thé lam day tit ca hoic mot phan thé tich cia
giéng 16°. Thé tich cta vat liéu gel 24 trong giéng riéng 1é 16° ¢6 the 1a 16n hon, nho hon
hodc giita céc tri s6 dugc dinh 18 & trén.

Dién tich cia mdi khoang hé giéng trén bé mat c6 thé duoc chon dua trén cac tiéu chi
twong tw nhu duge néu ra & trén dbi vai thé tich giéng. Vi du, dién tich déi véi mdi khoang
hé giéng trén bé mit c6 thé 1a it nhat khoang 1x1073 pm?, khoang 1x107% um?, khoang 0,1
um?, khoang 1 um? khoang 10 pm?, khoang 100 pm?, hodc 16n hon. Theo cich thay thé
hodc bd sung, dién tich c¢6 thé 1a nhiéu nhat khoang 1x10° um?, khoang 100 pm?, khoéng
10 um?, khoang 1 um?, khodng 0,1 pm?, khoang 1x1072 um?, hodc nho hon.

Do sau ciia mdi giéng 16° ¢ thé 1a it nhét khoang 0,1 pm, khodng 1 um, khoang 10
um, khoang 100 pm, hoéc 16n hon. Theo cach thay thé hodc bd sung, d0 sau co thé 1a nhiéu
nhét khoang 1x103 um, khoang 100 um, khoang 10 pm, khoang 1 um, khoang 0,1 um, hodc
nho hon.

Theo mdt sé vi du, dudng kinh ctia mdi giéng 16° ¢6 thé 14 it nhit khoang 50 nm,
khoang 0,1 pum, khoang 0,5 pm, khoang 1 pm, khoang 10 pm, khodng 100 pm, hodc 16n
hon. Theo cach thay thé hodc bo sung, dudng kinh c6 thé 12 nhiéu nhét khoang 1x10° um,
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khoang 100 pm, khoang 10 um, khoang 1 pm, khoang 0,5 pm, khoang 0,1 pm, khoang 50
nm, hodc nhé hon.

Trong chip 10 ma dugc tao ra, vat liéu gel 24 duge dat trong moi giéng riéng bi€t 16°.
Viéc dat vat liéu gel 24 trong mdi giéng 16° ¢6 thé duoc thuc hién bang cach dau tién phi
bé& mat duoc tao miu ciia vat d& 12 voi vat liéu gel 24, nhu duoc thé hién trén Fig.2B, va
sau d6 loai bo vat liéu gel 24, vi du thong qua viéc lam béng héa hoc hodc co khi, tir it nhat
cac ving k€& 18 trén bé mit cua vat d& duoc tao két cau 12 giira cac giéng 16°. Theo mdt
s6 vi du, vat liéu gel c6 thé duoc loai bé tir cac ving k& bang cac budc rira ma khong yéu
cau lam béng héa hoc hodc co khi. Cac qua trinh nay duy tri it nhéat mot it vat lidu gel 24
trong cAc giéng 16 nhung loai bo hodc lam bt hoat it nhat hau nhu tat ca cua vét li¢u gel
24 tir céc ving k& 18 trén bé mit cua vat d& dugc tao két chu 12 giita cac giéng 16°. Nhu
vay, cac qua trinh nay tao ra cac miéng gel 24’ (Fig.2D) dugce sir dung dé giai trinh tir ma
c¢6 thé 6n dinh qua cac 1an chay gidi trinh tu v6i s6 luong 16n cac chu ky. theo cac vi du
khac, vat liéu gel 24 dugce dat trong mbi giéng 16’ bﬁng cac k¥ thuat lfing dong chon loc
ma cling khong yéu clu cac budc lam béng héa hoc hodc co khi dé loai bo vat liéu gel tir
cac vung ké.

Céc vat liéu gel dic biét hitu dung 24 sé thay dbi phu hop véi hinh dang cua vi tri 16
ma né & trong d6. Mot sé vat liéu gel hitu dung 24 c6 thé ca (a) thay d6i phu hop v&i hinh
dang cta vi tri 16 (vi du, giéng 16” hodc dic tinh 16m khac) ma n6 ¢ trong d6 va (b) c6 thé
tich ma khong it nhit vuot qua thé tich ctia vi tri 16 ma né & trong d6 mot cach dang ké.

Mot vi du vé vat liéu gel thich hop 24 bao gém polyme véi don vi tuan hoan c6 cong

thire (I):

NH
(
0 NH NH,
O
R! ()
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trong do:

R! 14 H hoic alkyl duoc thé tuy y;

R4 duogc chon tir nhom bao gém azido, amino dugc thé tuy y, alkenyl dugc thé tuyy,
hydrazon duoc thé tity y, hydrazin dugc thé tiy v, carboxyl, hydroxy, tetrazol dugc thé thy
y, tetrazin duogc thé tly ¥, nitril oxit, nitron, va thiol; R3 dugc chon tir nhém bao gém Hva
alkyl dugc thé thy ¥;

mdi nhém -(CH,),- c6 thé duge thé tiy y;

pla s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50;

n 14 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50000; va

m 12 s nguyén trong pham vi tir 1 dén 100000.

Céc polyme thich hgp c6 Cong thire (I) duoc mo ta, vi duy, trong cac Cong bd don xin
chp bing sang ché Hoa Ky sé 2014/0079923 Al, hodc 2015/0005447 Al, mdi Cong bd
don duoc két hop ¢ day bang cach tham khao toan b). Trong két cau cua Cong thire (D),
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& hiéu ring céc tiéu don vi “n” va “m” 14 c4c
tidu don vi tuAn hoan ma c6 thtr tr ngéu nhién trong sudt polyme.

Cac vi du cu thé vé 16p phit polyme nhu Céng thic (I) is poly(N-(5-
azidoaxetamidylpentyl)acrylamit-co-acrylamit (PAZAM), duoc mé ta, vi du, trong cac
Céng bd don xin cip bang sang ché Hoa Ky s6 2014/0079923 A1, hodc 2015/0005447 Al,

ma bao gom két cau dugc the hién dudi day:

trong d6 n 13 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 20000, va m 13 s6 nguyén trong pham

vitir 1 dén 100000. Déi v6i cong thue (I), ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc s&
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nhén ra ring cac tiéu don vi “n” va “m” 1a cac don vi tudn hoan ma c6 theo thir tir ngau
nhién trong subt két cdu polyme.

Trong lrong phan tir ciia polyme cua Cong thirc (I) hodc polyme PAZAM c6 thé co
pham vi tr khoang 10 kDa dén khoang 1500 kD, hodc theo vi du cu thé, c6 thé 1a khoang
312 kDa.

Theo mét s6 vi dy, polyme ctia Cong thire (I) hodc polyme PAZAM la polyme mach
thing. Theo mot s6 phuong 4n khac, polyme cua Cong thie (I) hodc polyme PAZAM la
polyme lién két ngang thua. Theo c4c vi du khéc, polyme ciia Cong thirc (I) hodc polyme
PAZAM bao gdm mach nhanh. Cac polyme thich hop khac 13 cac co-polyme ctia SFA va
SFA dugc tao dan xuit véi nhém bromo-axetamit (vi duy, BRAPA), hodc cac co-polyme
ciia SFA va SFA duge tao din xuét véi nhém azido-axetamit.

Cac vi du khac vé céc vat liéu gel thich hop 24 bao gém cac vat liéu co két cau keo,
nhu gel agarose; hoidc két cau luéi polyme, nhu gelatin; hodc két cAu polyme lién két ngang,
nhu cic copolyme va céc polyme polyacrylamit, acrylamit khéng c6 silan (SFA, xem, vi
du, Cong bé don xin cAp bing sang ché Hoa Ky s6 2011/0059865, ma duoc két hop & day
bing cach tham khao toan bd), hodc phién ban SFA dugc azido héa. Céc vi du vé céc
polyme polyacrylamit thich hop co6 thé dugc tao ra tir acrylamit va axit acrylic hodc axit
acrylic chtra nhém vinyl nhu duge mé ta, vi du, trong WO 2000/031148 (dugc két hop &
day bang cach tham khdo toan bd) hodc tir cic monome ma tao ra cic phan img cong hop
vong hoa dugc xic tién bang anh sang [2+2], vi du, nhu duwoc mé ta trong WO 2001/001143
hodc WO 2003/0014392 (mbi tai liéu duge kéthop & day bang cach tham khao toan bd).

Vit liéu gel 24 c6 thé 1a vat liéu gel duoc tao ra trude. Céc vat liéu gel duoc tao ra
trede c6 thé duge phu bang cach sir dung k§ thuat quay phu, hodc nhung, hodc dong chay
ctia gel dudi ap suat Am hodc duong, hodc cac k¥ thuét dwoc néu trong Bing sang ché Hoa
Ky s6 9012022, ma dugc két hop & day bang cach tham khao toan bg. Nhing hodc phi
nhiing c6 thé 1a k§ thut lang dong chon loc, tiry thudc vao vat do 12 va vat liéu gel 24 ma
duoc stir dung. Vi du, vat 4o duoc tao mau 12 duge nhing vao trong vat liéu gel dugc tao

ra trude 24, va vat lidu gel 24 c6 thé lam day céc vi tri 16 mdt cach chon loc (vi du, vét liéu
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gel 24 khong ling dong trén cac ving k& 18), va viéc lam béng (hodc qua trinh loai bd
khéac) c6 thé khong can thiét.

Polyme hoic PAZAM dugc tao hinh sén c¢6 thé duge phu trén vat d& duoc tao maul2
bang cach sir dung k¥ thuat quay phu, hodc nhing, hodc dong chay cua gel duéi ap suit
am hodc duong, hodc cac ky thuat duge néu trong Béng sang ché Hoa Ky s6 9012022. Viéc
gén polyme hoic PAZAM cé thé ciing dién ra thong qua qua trinh tring hop gdc chuyén
b1 phan tir bit dau tir bé mit (SI-ATRP) dén bé mit dugce silan hoa. Theo vi du nay, vat
d& 12 bé mit c6 thé duoge xit Iy so bo véi APTS (metoxy hodc ethyoxy silan) dé lién két
cdng hoa tri silic véi mot hodc nhidu c4c nguyén tir oxy trén bé mit (ma khong dinh gitr
bang co ché, mdi silic c6 thé gian véi mot, hai hoic ba nguyén tir oxy). Bé mit nay dugc
xtt Iy héa hoc duogce sdy dé tao ra 16p don nhém amin. Sau d6, cc nhém amin dwgc phan
ung v6i Sulfo-HSAB dé tao ra dan xuét azido. Su kich hoat tia UV ¢ 21°C v6i nang lwong
tir 1 J/cm? @én 30 J/cm? tao ra loai nitren hoat tinh, ma c6 thé sin sang trai qua nhiéu phan
ung cheén véi PAZAM.

Céc vi du khac vé viéc phit PAZAM trén vat d& 12 duge md ta trong Cong b don
xin cép bang sang ché Hoa Ky s 2014/0200158, ma dugc két hop & day béng cach tham
khao toan bd), va bao gdm lién két trung gian tia cyc tim (UV) clia cic monome PAZAM
v6i bé mit duoc chire nang héa v6i amin, hodc phan Gng lién két nhiét lién quan dén nhém
hoat tinh (acryloyl clorua hodc phan tir chira alken hodc alkyn khac) véi sy léng dong
PAZAM sau d6 va tmg dung nhiét. Theo mot s6 vi du, bé mit 30 duoc bién d6i véi cac
nhom alkenyl hodc xycloalkenyl, ma sau do co thé phan ung véi cac polyme duge chirc
ning hoa véi azido nhu PAZAM hodc cac polyme bao gdm SFA dugc tao din xut véi
azido, trong cac diéu kién nhu hoéa hoc click, dé tao ra cac lién két cong hoa tri gitta bé mat
duoc bién d6i va polyme.

Van theo céac vi du khac, PAZAM c6 thé duoc léng dong trén vat do 12, ma bao gém,
& bé mit cta nd, silan hoic dan xut silan ma c6 thé gén v6i nhom chirc cua PAZAM. Vi
du, silan hodc din xuét silan c6 thé chira nhém chitc khong no (vi du, cac xycloalken, cac
xycloalkyn, cac xycloalken di vong, cac xycloalkyn di vong, céc bién thé dugc thé cua

chiing, va c4c dang két hgp ciia chiing) ma c6 thé lién két cong hoa tri v6i nhom chire cua
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PAZAM. Céc vi du vé cac nhom chiic khong no xycloalken bao gdm norbornen, dan xuét
norbornen (vi du, (hetero)norbornen bao gdm oxy hodc nito & vi tri cia mdt trong céc
nguyén tir cacbon), transxycloocten, cac din xuét transxycloocten, transxyclopenten,
transxyclohepten, trans-xyclononen, bixyclo[3.3.1]non-1-en, bixyclo[4.3.1]dec-1 (9)-en,
bixyclo [4.2.1]non-1(8)-en, va bixyclo[4.2.1]non-1-en. Bit ky trong cac xycloalken nay c6
thé duogc thé nhu dwgc md ta trong Coéng bd don xin cap bang sang ché Hoa Ky sb
2015/0005447, ma duoc két hop & day bang cach tham khéo toan bd. Vi du vé dan xuét
norbornen bao gdom [(5-bixyclo[2.2.1]hept-2-enyl)etyl]trimetoxysilan. Cac vi du vé céc
nhém chie khéng no xycloalkyn bao gém xyclooctyn, dan xuét xyclooctyn, hodc céc
bixyclononyn (vi dy, bixyclo[6.1.0]non-4-yn hodc cac din xuht cua no, bixyclo[6.1.0]non-
2-yn, hodc bixyclo[6.1.0]non-3-yn). Cac xycloalkyn nay co thé ciing duoc thé nhu dugc
mb ta trong Cong bd don xin cAp biang sang ché Hoa Ky s6 2015/0005447.

Theo cac vi du nay, PAZAM cé thé duoc léng dong trén bé mat cua vat d& duoc silan
héa 12 bang cach st dung k¥ thuit quay phu, hodc nhung hodc phul nhiing, hodc dong cia
phéan t& dugc chirc ndng hda & ap suat dwong hoic 4m, hoic cac k¥ thuat duge néu trong
Béng sang ché Hoa Ky s6 9012022. Dé ling dong, PAZAM c6 thé ¢6 trong dung dich (vi
du, hon hop etanol va nuée). Sau khi dugc ling dong, dung dich PAZAM c6 thé cling dwgc
tiép xuic véi qua trinh Iuru héa dé tao ra vat liéu gel 24.

Vit lidu gel 24 ¢ thé 1a chét 16ng ma sau d6 tao ra vat liéu gel 24. Vi du vé viée ap
dung chit 1ong ma sau d6 tao ra vat lidu gel 24 1a 16p phu cta chip clia cac vi tri 16 v6i
acrylamit khong c¢6 silan va N-[5-(2-bromoacetyl) aminopentyl]acrylamit (BRAPA) ¢
dang 1ong va cho phép cac chat thir dé tao ra gel bing cach polyme héa trén bé mit. Vi du
khac lién quan dén viéc phii chip ciia c4c vi tri 16 v&i cac monome PAZAM ¢ dang long
va cho phép cac chét thir dé tao ra gel bang cach polyme hoéa trén bé mit. Viéc phu chip
theo cach nay c6 thé st dung cac thude thir hoa hoc va cc quy trinh nhu dugce néu trong
Cong bd don xin cip bang sang ché Hoa Ky s62011/0059865.

Vit liéu gel 24 ¢6 thé dugce lién két cong héa tri v6i vat dd 12 (& cac vi tri 16) hodc
khong thé duoc lien két cong hoa tri voi vat dd 12. Viée lién két cong héa tri ctia vat liéu

gel 12 véi cac vi tri 16 1a hitu ich dé duy tri gel trong c4c vi tri dugc tao két cdu 16 trong
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sudt vong doi ctia chip 10 trong nhiéu lan st dung. Sau day 1a mot s6 vi du vé cac phan
ung ma co thé dién ra gitta PAZAM va silan hoac dan xuét silan trén mot s vi du cua vat
d& 12, ma din dén cac lién két cong hoa tri.

Khi silan hodc dan xuit silan trén vat d& 12 bao gém norbornen hodc din xuét
norbornen 13 nhém chtrc khdng no, norbornen hogc dan xuét norbornen cé thé: i) trai qua
phan tmg cong hop vong héa ludng cuc 1,3 v6i nhom azit/azido cia PAZAM,; ii) trai qua
phan tng ghép d6i vdi nhom tetrazin duge gén véi PAZAM; trai qua phan tng cong hop
vong hoa v4i nhém hydrazon dugc gin v6i PAZAM,; trai qua phan Gng thuc day duoc xic
tién bang anh sang v&i nhom tetrazol dugc gén véi PAZAM; hodc trai qua phan fmg cong
hop vong héa v4i nhém nitril oxit duge gian v6i PAZAM.

Khi silan hoic dan xuét silan trén vat d& 12 bao gdm xyclooctyn hodc dan xuit
xyclooctyn 12 nhom chirc khong no, xyclooctyn hoac din xuit xyclooctyn cé thé: i) trai
qua phan tmg cdng hop vong héa 1,3 azit-alkyn duge xuc tién bang strc cing vong (strain-
promoted azide-alkyne 1,3-cycloaddition - SPAAC) vé6i azit/azido cua PAZAM, hoic ii)
trai qua phan tmg cdng hop vong hoa alkyn-nitril oxit dugc xic tién bang stic cing vong
v&i nhém nitril oxit duge gin véi PAZAM.

Khi silan hodc dan xuét silan trén vt d& 12 bao gdm bixyclononyn 1a nhém churc
khong no, bixyclononyn c6 thé trai qua phan tmg cong hop vong hoa alkyn SPAAC tuong
tu v&i cac azit hodc cac nitril oxit dugc gin véi PAZAM do stc cang trong hé vong duoc
tao tir hai vong.

Trong khi vai vi du vé céc lién két cong hoa tri gitta vat d& 12 va vat liéu gel 24 duoc
dua ra, nhu duoc luu y & trén va trong nhiéu vi du, vat liéu gel 24 khong can dugce lién két
cong hoéa tri v6i cac vi tri 16. Vi du, acrylamit khong c6 silan, SFA, khong duogc lién Kkét
cong héa tri v6i phan bat ky cua vat dd 12.

Nhu duge @& cap ¢ trén, Fig.2C minh hoa viéc loai bo vat liéu gel 24 khoi cac ving
k& 18. Viéc loai bo c6 thé duoc thuc hién thong qua viée lam bong. Viéc lam bong c6 thé
12 qua trinh x1t ly co hoc va/hodc hoa hoc.

Viéc 1am béng co hoc ¢6 thé dugce thuc hién bang cach ap dung céac lyc mai véi bé

mit cua vat d& ran 12 (c6 vat liéu gel 24 trén d6). Vi du cac phwong phap bao g0m viée
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mai mon béng bun chira cac hat, lau béng tAm hodc vai, cao, hoic cdc phuong phap twong
tir. N6 s& duge hiéu 13 céc hat dugc st dung dé 1am béng c6 thé hodc c6 thé khong phai 1
hinh cAu, va c6 thé c6 cac hinh dang khong déu, cac hinh dang da giac, c4c hinh dang hinh
trirng, cac hinh dang kéo dai, cac hinh dang hinh try, v.v. Bé& mit ciia cac hat c6 thé nhén
hodic nham. BAt k¥ loai hat nao c6 thé 12 hiru dung lam céc hat dé lam béng. Mot vi du vé
viéc 1am béng bao gdm sir dung khin khong thé (loai phong sach) dugc phu véi bun hat 3
um silic oxit (10% trong luong/thé tich trong nuée) dé loai bo vat lidu gel 24 khoi cac vang
k& 18. Thiét bi mai/banh mai lam bong c6 thé cling dugc st dung v6i loai bun nay hodc
loai bun khac.

Van vi du khéc vé viée 1am béng co hoc c6 thé ciing dat duoc bang cach sir dung tia

chét 16ng hodc tia khi (vi du, khong khi hodc khi tro nhu agon hodc nito) dé loai bo gel tir

cac vung ke 18.

Cac k¥ thuat 1am bong héa hoc, nhu sy thuy phan hodc sy gidm triét gbc acrylamit
(vi dy, thong qua tiép xtic véi benzoyl peroxit hodc hydro peroxit lodng) c6 thé ciing duoc
st dung. Trong dang lam boéng nay, cac hoa chét c6 thé dugce bd tri ¢ trang thai rén, long,
khi hoic plasma. Theo d6, viéc lam bong plasma c6 thé 14 hitu dung theo mot sb vi du.

Viée 1am bong c6 thé ciing lién quan dén su két hop ciia cac phuong phap lam bong
héa hoc va co hoc ma bun hoéa hoc chira thé huyén phu keo cta cac hat duoc str dung dé
boc co hoc va sau d6 hoa tan héa hoc cac phan dich chuyén cua vt lidu gel 24 tir cac ving
ké 18. Theo vi du, hé théng lam béng co hoa hoc, vi du, thiét bi lam béng dia bao gém
Strasbaugh ViPRR 1L, hodc diu lam bong thich hop khac, c6 thé duge sir dung dé loai bo
vat liéu gel 24 tir cac ving k& 18 ma khong anh hudng c6 hai dén vat d& nam dudi 12 &
cac vung 18 d6. Loai hé théng lam béng ndy c6 thé duoc sir dung véi bun hat silic oxit
duoc mé ta & trude, hodc véi bun hoa hoc nhe hon. Theo vi du, bun héa hoc nhe la bun
chtra nude, co ban bao gém hat mai dugc chon tr nhém bao gém canxi cacbonat (CaCOs)
va poly(metyl metacrylat) (PMMA). Kich thuéc hat trung binh cua CaCOs ¢6 thé ¢c6 pham
vi tir khoang 15 nm dén khoang 5 um, va theo vi du 1a khoang 700 nm. Ngoai CaCOs, bun
chtta nuéc, co ban cé thé ciing bao gdm chit dém, chét tao phirc, chét hoat tinh bé mat,

vathodc chat phan tan. Vi du vé chit dém bao gdm géc tris (vi du,
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tris(hydroxymetyl)aminometan), ma c6 thé c6 trong dung dich c6 d§ pH khoang 9. Vi du
vé chat tao phirc 13 axit etylendiaminetetraaxetic (EDTA), ma co thé c6 trong dung dich c6
d6 pH khoang 8. Vi du v& chat hoat tinh b& mit 1a natri dodecyl sulfat. Cac chat phan tan
Polyacrylat c6 cac trong luong phan tir khac nhau c6 thé dugc sit dung. Vi du vé chat phan
tan 1a poly(mubi axit acrylic natri).

Céac phuong phap khac dé 1am boéng hoic lam sach cac viung k& 18 bao gom cac k¥
thudt c6 géc tir chit két dinh, vi du, cac k thuat trong 46 mang két dinh phing, cimg c6 4
luc véi vat licu gelk24 dugc ap dung, theo d6 tao ra su tiép xtic mat thiét (vi du, thong qua
lién két héa hoc) véi vat ligu gel 24 trong cac ving ké 18. Vigc boc/loai bo co hoc mang
két dinh nay s& dAn dén viéc loai bo co hoc vat liu gel 24 khoi cac vung k& 18, trong khi
dé lai vat lidu gel 24 trong cac vi tri 16.

Theo vi du, SFA duoc ghép voi thiophotphat co thé duoc loai bo khoi cac ving k& 18
trén vat do 12 bé mit nhu sau: khin lau Whatman duoc 1lam 4m bang nude cb thé dugc
chdm nhe vao trong nhém oxit (~100 mg, 0,3 um) hodc cac hat thép, va sau d6 bun duoc
tao ra cé thé duoc cha xat trén bé mit cua vat d& (c6 SFA duge ghép vai thiophotphat trén
do), trong cac hinh tron ddng tAm nho, str dung &p luc déu déu, va sau d6 khin lau Whatman
duge 1am w6t bang nudce sach b thé duoc str dung dé loai b bun va SFA dugc ghép véi
thiophotphat khoi bé mit.

Céc phuong phép lam béng co hoc va héa hoc duge minh hoa & day dé loai bo vat
liéu gel 24 khoi cac ving k& 18 co thé ciing dwoc st dung dé lam bét hoat vat liéu gel & cac
vung ké 18, du cho vat liéu gel 24 duoc loai bo hay khong. Vi duy, vat liéu gel 24 c6 thé
duoc 1am bit hoat déi véi kha ning gin doan mdi giai trinh tr 20 va thye thé khong giai
trinh ty 22.

‘Sau khi vét liéu gel 24 duoc dat trong mdi giéng 167, (cac) doan mdi giai trinh tr 20
va déi twong/cac thuc thé khong gii trinh ty 22 duge ghép vai vat ligu gel 24. Theo mot
sb vi du, (cac) doan mdi 20 ¢ thé duge ghép trude khi hodc sau khi d6i twong/cac thuc thé
khong giai trinh tw 22 dwgc ghép véi vat liéu gel 24. Theo cac vi du khéc, (cac) doan mdi
20 va dbi trong/cac thuc thé khong giai trinh tw 22 dwoc ddng ghép véi vat licu gel 24.
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Viéc ghép nédi tiép c6 thé duoc thuc hién bing cach tiép xtc vat dd 12 (c6 vat lidu gel
24 trong céc vi tri 16) véi dung dich hodic hdn hop chira (cac) doan mdi giai trinh tr 20 va
U, va sau d6 vai dung dich hodc hén hop chira thyc thé khong giai trinh ty 22 va u. Ngoai
ra, vi€c ghép ndi tiépcé thé duoc thuc hién bé‘mg cach tiép xuc vat do 12 (co vat licu gel 24
trong céac vi tri 16) véi dung dich hodc hdn hop chira thuc thé khong gidi trinh ty 22 va 1,
va sau d6 voi dung dich hodc hon hop chira (cac) doan moi giai trinh tur 20 va u.

Viéc ddng ghép c6 thé duge thuc hién bang cach tiép xtic vat d& 12 (c6 vat lidu gel
24 trong céc vi tri 16) v6i dung dich hodc hdn hop chira (cac) doan moi giai trinh tr 20 va
thuc thé khong giai trinh tw 22, va sau d6 u. Viéc tiép xtc vat d& 12 v6i dung dich hodc
hén hop ndy co thé dugc thuc hién bang cach ling dong hon hop cta (cac) doan moi giai
trinh tur 20 va thuc thé khéng giai trinh tw 22 1én trén vat 4 12. Theo vi du, dung dich hoac
hdn hop c6 thé duoc kéo ngang vat liéu gel 24 duge phu vat d& 12 (duoc thé hién trén
Fig.2C).

Theo vi du bét ky theo cac vi du vé viée ghép, incubation dién ra ¢ nhiét 6 duoc xac
dinh truée ma mot phin phu thudc vao (cac) doan mdi giai trinh tir 20 va thuc thé khong
giai trinh tu 22 duoc st dung. D81 v6i cac vi du, viée & c6 thé dugc thuc hién 6 nhiét d§ co
pham vi tir nhiét d¢ phong (vi dy, khoang 25°C) dén khoang 60°C.

Ciing theo vi du bat ky theo cac vi du vé viée ghép, dung dich c6 thé bao g0m (céc)
doan mdi giai trinh tw 20 va/hodic thyc thé khong giai trinh ty 22, nude, chit dém, va chat
xtc tac. Ty 1€ mol cta thuc thé khong giai trinh tw 22 so v6i doan moi giai trinh tw 20, du
cho c¢6 trong cuing dung dich/hdn hop hodc cac dung dich/céc hon hop riéng 1€, 6 pham vi
tir khoang 0,25:1 dén khoang 5:1.

Céc vi du v thich hop céc doan mdi giai trinh tw 20 bao gdm cac doan mdi khuéch
dai thuan hodc cac doan moi khuéch dai nghich. Céc vi du vé cac doan moi giai trinh tur
thich hop 20 bao gém c4c doan mdi P5 hodc P7. C4c doan mdi P5 va P7 duogc st dung trén
bé mit cua cac mao quan dan dong co san trén thi trudng duge ban boi Illumina Inc. dé
giai trinh tu trén cac nén tang thiét bi HiSeq®, HiSeqX®, MiSeq®, NextSeq® va Genome
Analyzer®. Cac trinh tuy doan mdi P5 va P7 bao gém nhu sau:

P5: 5°-AATGATACGGCGACCACCGAGA(dU)CTACAC (SEQ. ID s6 1)

-28-



36067

P7: 5°-CAAGCAGAAGACGGCATACGAG*AT (SEQ. ID s 2)

trong d6 G* la 8-oxoguanin.

Mot cach tiy chon, mét trong s6 hodc ca hai doan mdi P5 va P7 c6 thé bao gom dudi
poly T. Pudi poly T thuong dugc dit & dAu 5° cta trinh tu, nhung trong mot sé trudng hop
c6 thé duge dit & dau 3°. Trinh tw poly T c6 thé bao gdm sb nucleotit T bt ky, vi du, tir 2
dén 20.

Cac doan mdi P5 va P7, cling nhu cac doan moi giai trinh tur 20 khéc, c6 thé duoc
bién dbi & dAu 5° véi nhém ma c6 kha ning phan tmg véi nhém chire cia vat liéu gel 24.
Vi du v& nhém chire thich hgp 13 bixyclo[6.1.0] non-4-yn (BCN), ma c6 thé phan tmg véi
azit cua vét liéu gel 24. Cac doan mdi két thiic mau khac bao gém doan mdi két thic béng
tetrazin, doan mdi két thic béng norbornen, doan moi két thic béng alkyn, doan mdi két
thic bang amino, doan mdi két thic bang epoxy hoic glycidyl, doan mdi két thuc bing
thiophotphat, va doan mdi két thuc bang triazolinedion. Theo mot s6 phuong 4n, cac doan
mdi két thic bao gdm doan mdi két thiic bang alkyn. Theo cac phuong 4n khac, cac doan
mdi két thuc bao gdm doan mdi két thic bang thiophotphat. Ngudi c6 hiéu biét trong linh
vuc & hiéu cach thiét ké va sir dung cac doan moi giai trinh tr 20 ma thich hop dé thu nap
va khuéch dai cac axit nucleic nhu duoc biéu dién ¢ day.

Céc vi du vé thich hop cac d6i twong khong tham gia giai trinh tu 22 bao gdm doan
moi khong c6 chirc ning, soi polyme, peptit, va/hodc chét tang cuong huynh quang.

Nhu duoc @& cap & trén, doan moi khong cé chire nang 12 trinh ty axit nucleic batky
& dang soi don ma, & dang ghép, s& khong tham gia vao qua trinh tong hop ADN hoic
ARN. Céc vi du bao gdm trinh tu poly T hodc trinh ty poly A.

Céac vi du cta sgipolyme bao gdm dendrime (vi dy, poly(amido amin hoic PAMAM),
polydextran, metacryloyloxyetyl phosphorylcolin (PCA), poly(etylen glycol) (PEG, vi
du, poly(etylen oxit) hodc PEO), poly(etylen imin) (PEI), poly-L-lyzin (PLL), propargyl
metacrylat (PMA), poly(metyl metacrylat) (PMMA), poly(N-isopropylacrylamit)
(PNIPAM), poly(etylen glycol) acrylat (POEGA), poly(propylen imin) (PPL, ma 1a 15i
dendrime), poly(ruou vinyl) (PVA), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic (PAA), va
poly(trolox este).
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MBOi trong céc vat liéu soi polyme nay c6 thé c6 chirc nang 1a cic doan dém dé tao ra
khong gian bd sung giita cc doan mdi giai trinh ty 20 ma duoc gan véi vat lidu gel 24.
Mot s trong céc vat liéu soi polyme nay cling c6 cac dic tinh ma co thé bd sung tinh wa
nuée vao vat lidu gel 24 va han ché lién két khong dic hiéu trén vat liu gel 24. Vi du vé
vat liéu sgi polyme nay bao gém PEG. Theo céc vi du duoc boc 10 ¢ day, PEG c6 trong
luong phan tir ¢6 pham vi tir khoang 0,5 KDa dén khoang 10 KDa. Céc vét liéu soi polyme
khac ciing 1a da chtrc, vi du, poly(trolox este) cd thé 13 doan dém va c6 thé 1 chit chdng
oxy hoa.

Soi polyme bao gdm nhém chirc ma c6 thé phan mg véi (cac) nhom cua vat lidu gel
24, hodc dugc bién dbi dé bao gdm nhém chirc ma cé thé phan g véi (c4c) nhoém clia vat
liéu gel 24. Cac vi du vé céc nhém chuc nay bao gébm alkyn, norbornyl, gbc kich hoat
khéng chira ddng (vi dy, dibenzoxyclooctyn (DIBO) hodc cac nhém chirc khac), va thiol.
Céc alkyn, cac norbornyl, va cac gbc kich hoat khong chira ddng c6 thé phan tmg véi cac
azit cia PAZAM thong qua cac phan tng click. Céc thiol c6 thé phan tmg véi SFA. Vi du
vé vat lidu soi polyme ma bao gém mot trong cdc nhom chire dugce ligt ké 1a PMA, ma bao
gbém alkyn. Cac vi du vé duogc bién ddi cac soi polyme bao gdm PEG két thiic bang alkyn,
PMMA két thiic bing alkyn, PMMA két thiic bang norbornyl, PNIPAM két thiic bang thiol,
PVA két thiic bing alkyn, PVA két thiic bang thiol, PAA két thic bing alkyn, va PAA két
thic bang thiol.

Theo mdt s6 vi du, cac soi polyme nhur duge md ta c6 thé dugc ghép véi vat lidu gel
24 13 thyuc thé khong giai trinh tu 22.

Theo céc vi du khac, cac soi polyme nhu duge mb ta c6 thé 14 chét lién két phan tir
ma gén chat ting cudng huynh quang, nhu chit dap tit trang thai b ba, chét chéng oxy
héa, hodc chit cho FRET, vé6i vat liéu gel 24. Vi dy, s¢i polyme ¢ thé két thic béng alkyn
trén mot dau dé ghn véi vat lidu gel 24, va nhoém chire (vi duy, thiol, amine, andehit, hodc
axit carboxylic) trén dau con lai dé gin véi chat dap t4t trang thai bo ba, chat chéng oxy
héa, hodc chat cho FRET.

Céc vi du v& cac chit dap tit trang thai bo ba thich hop dugc chon tir nhom bao gom
xyclo-octyltetraen ~ (COT), Trolox (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-
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carboxylic (Hoffmann-La Roche AG)), va rugu nitrobenzyl (NBA). Cac vi du vé cac chit
chéng oxy héa thich hgp dugc chon tir nhém bao gdm ascobat, glutathion, axit galic,
catechin, Trolox, va vitamin E. Chét cho FRET dugc gén duoc didu chinh hoidc dwge chon
dé c6 su tring phé_vét hiéu suét FRET t5i wu v6i cac nucleotit day da chirc nang (FFN)
(chat mau dugc phét hién trong giai trinh tw, dugc két hop trong giai trinh ty bang téng hop
(SBS)). Céc vi du cua chat cho FRET dugc chon tir nhém bao gém chét cho nhuém FRET
v6i chat mau phat ra mau xanh 14 (duge két hop trong cac nucleotit trong quy trinh giai
trinh tw) va chat cho nhuém FRET véi chit mau phat ra mau dé (duoc két hop trong cac
nucleotit trong quy trinh giai trinh ty). Cac vi du cu thé vé chat cho nhuém FRET véi céc
nucleotit ddy du chic ning phat ra mau xanh 14 (cac FFN) bao gdm Cy2® (chit mau
cyanin, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.), cac chit mau Alexa Fluor® (vi du,
488) (ThermoFisher Scientific), va cac chat mau Atto (vi du, 465, 488, va 490) (Atto-Tec);
va céc vi du cu thé vé chit cho nhuém FRET véi cac FFN phét ra mau do bao gém Cy3®
(chét mau cyanin, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.), cac chit mau Alexa
Fluor® (vi du, 546, 555, 568, va 594) (ThermoFisher Scientific), va cac chat mau Atto (vi
du, 532) (Atto-Tec). Cac chit cho FRET c6 thé 1a thich hop d¢ sir dung trong mot hodc hai
két cAu giai trinh ty bang tong hop nhuom ddi voi 542 nm, 550 nm, 565 nm (d9 dai bude
song hip thu) va/hoic Rhodamin 6G.

Theo c4c vi du khac, cac soi polyme va chét ting cuong huynh quang dugc gin clng
tao thanh thuc thé khong giai trinh ty 22. Theo céc vi du khac ndy, dau con lai cia soi
polyme (vi du, ddu déi dién véi d4u ma duoc gin véi vat liéu gel 24) bao gém nhém chirc
ma c6 thé két hop hodc phan ting véi (cic) nhém cua chét tang cudong huynh quang, hodc
duoc bién ddi d bao gdm nhém chirc ma c¢6 thé két hop hodc phan g véi (cac) nhom
cua chét ting cuong huynh quang. Céc vi du vé cac nhém chie nhu viy bao gdm thiol,
amin, andehit, va axit carboxylic. Cac nhom chirec khac ma co thé gan chat tang cuong
huynh quang véi soi polyme cé thé duoc sir dung 1am giéng.

Nhu cac vi dy, vitamin E cé thé duogc két hop véi PAA, va glutathion, axit ascorbic,

axit galic hoac catechin c6 thé duoc lién hop véi PEG hoic PMMA.
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Nhu céc vi du khéc, chit cho FRET c6 thé duoc lién hop véi bét ky trong cac sgi
polyme c6 hodc dugc bién d6i voi nhém alkyn.

Vi du khéc nira vé thuc thé khong gidi trinh tu 12 peptit.

(Céc) doan mdi gii trinh tw dwoc ghép 20 va dbi trgng/cac thuc the khong giai trinh
twr 22 duoc thé hién trén cac hinh Fig.2D va Fig.3. Ty 1& mol cua thuc thé khong giai trinh
tu dugc ghép 22 so véi doan moi giai trinh ty duge ghép 20 c6 pham vi tir khoang 0,25:1
dén khoang 5:1. Theo vi du khéc, ty 1& mol cua thuc thé khéng giai trinh tw duwoc ghép 22
so v&i doan mdi giai trinh tw dugc ghép 20 ¢6 pham vi tir khoang 0,5:1 dén khoang 2:1.
Déi twong/cac thuc thé khong giai trinh tw duge ghép 22 s& khong tham gia vao céac k§
thuat giai trinh tu duoc thuc hién tiép theo, nhung t&t hon la tach (cac) doan mdi giai trinh
tu 20 trong vi tri 16 ra va co thé tao ra chitc ning b sung véi vi tri 16.

Chip 10 dugce bde 10 & day co thé dugc st dung trong nhidu phuong phép hodc k¥
thuat giai trinh tu, bao gém cac k¥ thuat thuong duge goi 1a giai trinh tu bang tong hop
(sequencing-by-synthesis - SBS), gidi trinh tu két ndi, giai trinh tu pyro, va v.v. véi bat ky
trong cac k¥ thuat nay, vi vat liéu gel 24 va duoc gin cac doan moi giai trinh ty 20 c6 trong
cac vi tri 16 va khong c6 trén cac vung k& 18, su khuéch dai s& dugc gidi han & cac vi tri
16.

N6i mdt cach ngén gon, phan tng giai trinh tw bang tong hop (SBS) ¢6 thé duoc chay
trén hé thdng nhu cac hé thdng gii trinh ty HiSeq®, HiSeqX®, MiSeq® hoac NextSeq®
tir Illumina (San Diego, CA). B4 cac phan tir ADN dich dé dugc giai trinh ty duoc lai voi
cac doan mdi gidi trinh tw lién két 20 (va khong véi thyc the khong giai trinh tir 22) va sau
d6 duoc khuéch dai béng su khuéch dai cau hoic béng su khuéch dai loai trir dong hoc. Su
bién tinh 1am cho c4c mau soi don duge neo vao vt liéu gel 24, va vai triéu chum ADN
soi d6i day dac duge tao ra (vi du, su tao chum). Cac phan tmg giai trinh ty dugc thuc hién,
va theo mét sb vi du, cac doan mdi giai trinh tu 20 va cac d6i twong khong tham gia giai
trinh tu 22 (va cac don vi si€u sao chép bao gdm céc doan moi dugce kéo dai trong cac bude
khuéch dai d bao gdm céc ban sao ctia ADN dich) sau d6 khong lién két khoi vt liéu gel
24 sao cho bé mit c6 thé tai st dung trong cac phén ing giai trinh ty trong twong lai. Do

d6, mot hodc nhiéu bude gin cidc doan moi giai trinh tu 20 va cdc doi tuong khong tham
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gia giai trinh tw 22 v6i vat lidu gel 24, lai ADN dich cac phéan tir v6i cac doan mdi giai trinh
tur 20, khuéch dai cAu, giai trinh tw ADN dich, va loai bo cdc doan mdi giai trinh ty 20 va
cac dbi twong khong tham gia giai trinh tw 22 va cac don vi siéu sao chép ¢ thé duoc lap
lai. Mot hodc nhidu 1dn lap c6 thé duge thyc hién.

D& minh hoa sang ché hon nita, cac vi du dugc dua ra & day. Cén phai hiéu rang céac
vi du nay dugc tao ra cho cac muc dich minh hoa va khong dugc hiéu 1a dé giéi han pham
vi cia sang ché.
Vi du thue hién sang ché
Vidul

Céc doan mdi giai trinh tu (vi du, P5/P7 véi cac dudi poly T) duge ghép véi doan moi
khong giai trinh tw (vi du, 5°-hexyn-TTT, dugc goi la NSP) trong céc giéng ctia mao quan

| dn dong c6 san trén thi truong duge ban boi Illumina, Inc. Ty 1€ mol cta doan moi khong

giai trinh tu so v6i doan mdi gidi trinh tw dugc thay ddi gitta cac mAu. Doan moi giai trinh
tu duoc st dung ma khong c6 doan mdi khéng giai trinh tu cho hai mau thtr kiém soat.

Hdn hop duoc didu ché cho mdi mau thir. Hdn hop dugc bao gom nude sidu tinh
khiét, chAt dém, va luong du céc chét xac tic (vi dy, CuSO4 (20 mM — 200 mM), ascobat
(20 mM - 200 mM), va pentametyldietylentriamin (PMDTA) (105 mM — 1050 mM). Nong
do cua (cac) doan moi giai trinh tw 14 khoang 1 pM. Téng lwong chét xic téc Ia gidng nhau
trong mdi mau thir. Ty 1€ mol cta doan moi khong giai trinh ty (NSP) so v6i doan moi giai

trinh tu (P5/P7) duoc thé hién trong Bang 1.

Béng 1

Pwong mao quan 1 2 3 4 5 6 7
din dong

Mau thir Kiémsoat1 | 2 3 4 |Kiémsoat5| 6 7
NSP:P5/P7 0:1 2:1 | 5:1 | 10:1 0:1 20:1 | 50:1

Mbi hdn hop duoc 4p dung véi dudng mao quan dan dong twong tng va duge i o
khoang 60°C. Mao quin dan dong dugc ria @8 loai bo cac doan mdi khong lién két.
Hon hop tetrachloro-fluorescein (TET) bao gdm chét dém va cac oligo TET (vi du,

cac oligonucleotit duwoc ddn nhan 1a chat mau c6 cac trinh tur bu véi cac doan moi T10)
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duoc ap dung v6i cac dudng mao quan dan dong dé 1am bién d6i mau bé mit cac doan moi
gii trinh tu. TET ¢6 thé dugc lai voi cac doan moi P10 trén bé mat; TET du c6 thé dugc
rira sach, va ndng do chit mau dugc gin (vé mit cuong do) co thé dugc do bang su phat
hién huynh quang bing cach st dung thiét bi quét, nhu May quét Typhoon (General
Electric). Tu dit licu vé cudng do, su phan bd khéng gian va mat do doan mdi cb thé dugc
x4c dinh. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.4. Cac két qua thé hién viéc ghép cac doan
mdi giai trinh ty v&i doan mdi khong giai trinh tw ¢ thé so sanh vdi viéc ghép cac doan
moi giai trinh tw ma khong c¢6 doan moi khong giai trinh tu & céc ty 1€ mol dudi 10:1.
Vidu?2

Céc doan mdi giai trinh tu (vi du, P5/P7 véi cac dudi poly T) duge ghép voi doan moi
khéng giai trinh ty (vi du, 5°-hexyn-TTT) trong cac giéng ciia mao quan dan dong c6 sin
trén thi truong duoc ban boi [llumina, Inc. Ty 1€ mol cua doan moi khéng giai trinh tu so
v6i doan moi giai trinh tu dugc thay d6i theo cic mau. Poan moi giai trinh tuy dugc str dung
ma khong c6 doan moi khong gidi trinh tw cho mot mau thtr kiém soat.

HBn hop duoc didu ché m&i mAu thir. Hon hop dugc bao gdm nudc siéu tinh khiét,
chit dém, va lugng du cac chét xtic tic (vi du, CuSO4 (20 mM — 200 mM), ascobat (20 mM
- 200 mM), va pentametyldietylentriamin (PMDTA) (105 mM — 1050 mM). Nong dé cua
cac doan mdi giai trinh tw P5/P7 1a khoang 1 pM. Téng lwong chit xic tic thay do6i ddi voi
mot s6 hon hop. Ty 1é mol ctia doan moi khong giai trinh trr so v6i doan mdi giai trinh tu

va cac bién thé trong lrong chit xtic tac duge thé hién trong Bang 2.

Bang 2
Duong 1 2 3 4 5 6 7
mao quan
din dong
MaAu thir 8 9 Kiém soat 10 11 12 13 14
NSP:P5/P7 | 0,25:1 | 0,5:1 0:1 1:1 2:1 2:1 5:1
Tong chat 1X* 1X 1X X 1,5X 1X 4X
xuc tac

*X = lwong bazo cia ca ba chat xuc tac
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M&bi hon hgp duoc 4p dung v6i duwong mao quan dan dong tuong Ung va dugc u &
khoang 60°C. Mao quan dan dong duoc rira d8 loai b cac doan moi khong lién két.

Mao quan dan dong dugc tiép xtic véi su lai hoa dé chup anh, tao chum, va giai trinh
tu. Cac cudng do ciia Read 2 C1A dugc do, va céc két qua nay dugc thé hién trén Fig.5.
Céc két qua nay minh hoa viéc ghép doan mdi giai trinh ty v6i doan mdi khong giai trinh
tu ma khong c6 luong du chét xuc tac c6 thé ting cudong d§ giai trinh tu.

Vidu3

Céac doan mdi giai trinh tu P5/P7 v6i cac dudi poly T duoc ghép véi soi polyme, la
thuc thé khong giai trinh tu (duge goi 1a s¢i polyme khong tham gia gidi trinh tur hoac
NSPS), véi hai mao quan dan dong ¢ san trén thi trudng duoc ban bai Ilumina Inc. Soi
polyme 12 PEG-alkyn, va trong luong phén tir ciia PEG alkyn duoc thay d6i theo cac mau.
Ty 1& mol ctia sgi polyme khong tham gia giai trinh ty so v6i doan moi giai trinh tu cling
dugc thay dbi theo cac mAu. Poan mdi giai trinh ty dugc sir dung ma khong c6 soi polyme
khong tham gia giai trinh tu cho bdn cac mau thir kiém soat.

Hai hdn hop duoc didu ché. Poan modi giai trinh tu hdn hop duge bao gdm nudc sidu
tinh khiét, chAt dém, va lwong du cac chat xtc tac (vi dy, CuSO4 (20 mM — 200 mM),
ascobat (20 mM - 200 mM), va pentametyldietylentriamin (PMDTA) (105 mM — 1050
mM). Nong do cua cac doan mdi giai trinh tw P5/P7 1a khoang 1 pM. Céc dung dich PEG-
alkyn mdi duge diéu ché duoc st dung (vi du, cic PEG-alkyn véi trong luong phan tir khéac
nhau duoc hoa tan trong nudce).

DPoan mdi giai trinh tw hén hop duoc 4p dung véi dudng mao quan dan dong tuong
ng, v6i hoic khong c6 mot trong cac dung dich soi polyme khong tham gia giai trinh tur
véi cac ty 16 mol mong mudn, nhu duge thé hién trong bang 3. Bang 3 cling biéu thi trong
luong phan t¢ PEG-alkyn ma duge st dung trong mdi dudng. Cac mao quan din dong
duge i & khoang 60°C, va duge rira dé loai bo cac vat liéu khong dugc lién két.

Béang 3

MAO QUAN DAN DONG 1
Puong 1 2 3 4 5 6 7 8
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Mau thir Kiémsoat15| 16 | 17 | 18 | 19 [Kiemsoat20 | 21 | 22
NSPS: P5/P7 0:1 0,5:1 | 2:1 | 0,5:1 | 2:1 0:1 0,5:1]2:1
PEG-alkyn Khoéng co 0,5 0,5 1 1 Khong c6 2 2

MW (KDa)

MAO QUAN DAN DONG 2
Puong 1 2 3 4 5 6 7 |8
Mau thir Kiémsoat23 | 24 | 25| 26 |Kiemsoat | 28 | 29 | 30
27

NSPS: P5/P7 0:1 05:1 | 1:1] 2:1 0:1 0,5:1 | 1:1 |2:1
PEG-alkyn Khoéng c6 5 5 5 Khoéng cé 10 10 | 10
MW (KDa)

Cac mao quan dan dong duoc tiép xuc voi su lai héa dé chup anh, tao chum, va giai
trinh tu. Dt liu giai trinh ty dugc thu thép va cac két qua cho phﬁn trdm cua cac chum
xuyén qua bd loc (% phan xuyén qua bd loc (PF)) dugce thé hién trén cac hinh Fig.6A (mao
quan dan dong 1) va Fig.6B (mao quan dan dong 2) va céc két qua cho phan nhay cach
(PH) dugc thé hién trén c4c hinh Fig.7A (mao quan dan dong 1) va Fig.7B (mao quan din
dong 2). % Phan xuyén qua bd loc (PF) 1a hé mét dwgce sir dung dé mo ta cac chum ma qua
ngudng thudn va duge st dung cho viée xir Iy va phan tich thém dit liéu giai trinh tu. %
Phan nhay cach Ia hé mét mé ta lugng cac chum gidng hét nhau duoc dit trong ving lan
can cta chim duy nhét. % Phan xuyén qua bd loc cao hon va % phan nhay cach thap hon
din dén hiéu suét ting cta cc chum duy nhat dugc st dung cho di lidu giai trinh tw. Cac
két qua nay minh hoa viéc ghép cac doan mdi giai trinh tu véi trong luong phéan tir PEG-
alkyn thap hon (vi du, KDa > 10) c6 thé so sanh véi viée ghép cac doan moi gidi trinh tw
ma khong c¢6 bat ky PEG-alkyn nao. Nhu vy, viéc dua thuc thé khong giai trinh tu s¢i
polyme vao khong anh hudng c6 hai dén cac két qua giai trinh tu, va c6 thé b6 sung tinh
wa nuée vao vat lidu gel trong mao quan dan dong cac giéng, han ché lién két khong dic
hiéu, v.v.

Céc Iuu ¥ b6 sung
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Nén dugce hiéu rd ring tt ca cac két hop cia cac khainiém da néu 6 trén (mién 1 cac
khai niém khong mau thuin v6i nhau) dugce du tinh 12 mot phan ciia sang ché dugc boc 16
o day. Cu thé, tat ca cac két hop cua yéu cAu bao ho xuét hién & cudi sang ché dugc duy tinh
13 m6t phan cia sang ché dugc boc 16 & day. Cling nén duge hiéu 13 rang thuat ngit dugc
str dung rd rang ¢ day ma cling co thé xuit hién trong sang ché bat ky dugc két hop bing
cach tham khao nén duogc thong nhat nghia nhat quan nhét véi cac khai niém cu thé duoc
boc 16 ¢ day.

TAt ca cac cong bd, bang sang ché va cac tmg dung bing sang ché dugc trich dan
trong ban md ta nay dugc két hop bang cach tham khao toan bd.

Tham chiéu trong sudt ban mo ta dén “mdt vi du”, “vi du khac”, “vi du”, va v.v, nghia
la yéu t6 cu thé (vi du, dic tinh, két cAu, va/hoic tinh ning) dwge mo ta lién quan dén vi du
dugc bao gdm trong it nhat mot vi du duwge mé ta & day, va co thé hoic khong thé c6 theo
céc vi du khac. Ngoai ra, dugc hiéu rang cac yéu td duge mo ta cho vi du bat ky c6 thé
duoc két hop theo cach phu hop bét ky theo cac vi du khac nhau trir khi duge quy dinh cu
the.

Can phai hiéu réng cac pham vi duogc b6 tri & day bao gém pham vi 3 dugc néu va
tri s6 hodc pham vi phu bét ky trong pham vi dd dugc néu. Vi dy, pham vi tir khoang 0,5
KDa dén it hon khoang 10 KDa nén dugc giai thich dé bao gdm khoéng chi cac gisi han
duogc néu ro rang tir khoang 0,5 KDa dén it hon khoang 10 KDa, nhung ciing dé bao gom
cac tri s6 riéng 1&, nhu khoang 0,8 KDa, khoang 3,25 KDa, khoang 5 KDa, khoang 7,5
KDa, v.v., va cac pham vi phu, nhu tu khoérig 4,25 KDa dén khoang 9 KDa, tur khoang 5,4
KDa dén khoang 7,75 KDa, v.v. Hon nita, khi “khoang” va/hodc “hau nhu” dugc sir dung
d& mo ta tri s, didu nay c6 nghia 1a bao gdm céc bién thé nhé (1én dén +/- 10%) tir trj s6
da duoc dé cap.

Trong khi vai vi du da duoc md ta chi tiét, cAn hiéu ring céc vi du dugc boc 16 ¢6 the

duoc bién d6i. Do d6, mo ta trén can dugc xem 1a khong gidi han.
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YEU CAU BAO HQ

1. Chip, bao gom:

vat d& c6 nhiéu giéng riéng biét;

vat liéu gel duoc dat trong mdi giéng riéng biét;

doan mdi giai trinh tu dugc ghép voi vat liéu gel; va

thuc thé khong giai trinh tw duoc ghép véi vat liéu gel va duge két ndi qua chat lién
két v6i chét dap tit trang thai bd ba hoic chit chong oxy héa;

mdi trong sé doan moi giai trinh tu va thuc thé khong giai trinh tw & dang ghép;
trong do

thuc thé khéng giai trinh tw duge chon tir nhém bao gdm dendrime, polydextran,

metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-
lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit),
poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-
oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), peptit, va doan modi khong ¢6 chirc ning 13
trinh tu axit nucleic & dang soi don bat ky ma s& khong tham gia vao qua trinh tong hop

ADN hodc ARN.

2. Chip theo diém 1, trong d6 thuc thé khong giai trinh tir 13 doan moi khéng c6 chirc ning,
va trong d6 doan mdi khong c6 chirc ning la polyT hodc polyA;
hoac

thue thé khong giai trinh tw 13 poly(etylen glycol) c6 trong lwgng phan tir c6 pham vi
tir khoang 0,5 KDa dén khoang 10 KDa.

3. Chip theo diém 1, trong d6 thuc thé khong giai trinh tw dwgc ghép véi vat liéu gel qua

nhém chirc dau cudi duge chon tr nhém bao gdm alkyn, norbornyl, goc kich hoat khong

chtra dong, va thiol.
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4. Chip theo diém bét ky trong s6 diém 1 hodc diém 3, trong d6 thuc thé khong giai trinh
tu bao gém chét lién két va chit dap tat trang thai bo ba hodc chét chéng oxy hoéa dugc lién
két voi chét lien két;
trong do theo tiy chon

chét lién két duge chon tir nhoém bao gdm dendrime, polydextran, metacryloyloxyetyl
phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl
metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit), poly(etylen glycol)
acrylat, poly(propylen imin), poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic,
va poly(trolox este); va

mdt trong sd:

chat dap tit trang thai bo ba dugc chon tir nhém bao gdm xyclo-octyltetraen (COT),
Trolox (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic), va rugu nitrobenzyl
(NBA); hodc

chat chéng oxy héa dugc chon tr nhém bao gbm ascobat, glutathion, axit galic,

catechin, Trolox (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic), va vitamin E.

5. Chip theo diém bat ky trong s6 diém 1 hogc diém 4, trong d6 chét cho truyén ning lwong
cong huong huynh quang (FRET- fluorescence resonance energy transfer) duoc li€n két
v6i chit lien két; va

chat cho FRET duoc chon tir nhém bao gém chit cho nhudém FRET véi chat mau

phat ra mau xanh 14 va chit cho nhudm FRET véi chit mau phét ra mau do.

6. Chip theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 ty 1€ mol cia thyuc thé khong

giai trinh ty so véi doan moi giai trinh tur ¢6 pham vi tir khoéng 0,25:1 dén khoang 5:1.

7. Chip theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do:

vét liéu gel bao gdm don vi tuan hoan c6 cong thuc (I):
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trong do:

R! 1a H hoic alkyl dugc thé tuy ¥;

R4 dugc chon tir nhém bao gém azido, amino dugc thé tuy ¥, alkenyl dugc thé tuyy,
hydrazon dugc thé tuy ¥, hydrazin duge thé tuy ¥, carboxyl, hydroxy, tetrazol dugc thé tuy
y, tetrazin duoc thé tiy v, nitril oxit, nitron, va thiol;

R duge chon tir nhém bao gdm H va alkyl duge thé tiry y;

mdi nhém -(CHy),- c6 thé duge thé tiy ¥

p 12 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50;

n 12 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50000; va

m 12 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 100000.

8. Chip, bao gom:

vat d& c6 nhidu giéng riéng biét;

vat liéu gel duoc dit trong moi giéng riéng biét;

doan mdi giai trinh trr dugc ghép véi vt lidu gel;

doan dém dugc ghép vdi vat ligu gel va duge két ndi qua chét lién két véi chét dap tat
trang thai b ba, chét chdng oxy hoa, hodc chét cho truyén ning lugng cong huong huynh
quang (FRET); va

doan dém dugc chon tir nhém bao gdém dendrime, polydextran, metacry loyloxyetyl
phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-lyzin, propargyl
metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit), poly(etylen glycol)
acrylat, poly(propylen imin), poly(ruou vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic,

poly(trolox este), va cac dang két hop ciia ching.
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9. Chip theo diém 8 trong d6

chét dap tat trang thai b ba dugc lién két véi doan dém; va

chét dap tat trang thai bo ba duge chon tir nhom bao gdm xyclo-octyltetraen (COT),
Trolox (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic), va ruqu nitrobenzyl
(NBA);

hoac trong do6

chét chéng oxy hoéa dugc lién két v6i doan dém; va

chét chéng oxy héa duge chon tir nhém bao gbm ascobat, glutathion, axit galic,
catechin, Trolox (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-carboxylic), va vitamin E;

hoac trong d6

chét cho FRET dugc lién két vé6i doan dém; va

chét cho FRET dugc chon tit nhém bao gdm chat cho nhugm FRET véi chat mau phat

ra mau xanh 14 va chat cho nhuém FRET v§i chat mau phat ra mau do.

10. Chip theo diém bat ky trong sé cac diém tir 8 dén 9 trong d6 ty 1é mol cua doan dém
s0 v&i doan moi giai trinh tw ¢6 pham vi tir khoang 0,25:1 dén khoang 5:1;

va/hodc

trong d6 doan dém dugc ghép voi vt liéu gel qua nhém chue dau cudi duge chon tir

nhém bao gdbm alkyn, norbornyl, gbc kich hoat khong chtra ddng, va thiol.

11. Phuong phap tao ra chip theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1-10, bao gom:

budc dit vat liéu gel trong mdi giéng trong s6 nhidu giéng riéng biét cua vat do;

budc ghép doan mdi giai trinh ty voi vat liu gel; va

bude ghép thuc thé khong giai trinh tw v6i vat liéu gel va két ndi thuc thé khong giai
trinh tu néi trén qua chat lién két véi chat dap tit trang thai bo ba hodc chat chéng oxy héa;
trong d6

thuc thé khong gidi trinh tw dugc chon tir nhém bao g0m dendrime, polydextran,
metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-
lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(N-isopropylacrylamit),
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poly(etylen glycol) acrylat, poly(propylen imin), poly(rwou vinyl), poly(2-etyl-2-
oxazolin), axit polyacrylic, poly(trolox este), peptit, va doan moi khong c6 chirc ning 1a
trinh tu axit nucleic ¢ dang s¢i don bat ky ma sé khong tham gia vao qua trinh téng hop

ADN hoac ARN.

12. Phuong phép theo diém 11 trong d6 doan mdi giai trinh tu dugc ghép véi vat liu gel
tre6e khi hodc sau khi thuc thé khong giai trinh tw duge ghép voi vat liéu gel;
hoac

doan mdi giai trinh tw va thuc thé khong giai trinh tu duge dong ghép véi vat lidu gel.

13. Phuong phap theo diém 12 trong d6 viéc ddng ghép duoc thuc hién bang cach:
ling dong hén hop gdm doan moi giai trinh tu va thyuc thé khong giai trinh tu 1én trén
vat d& c6 vat lidu gel trén d6; va '

1 vat 4o ¢ nhiét d6 duoc xéac dinh trude.

14. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 11 dén 13 trong do:

thuc thé khong giai trinh tu duoc chon tir nhém bao gdm dendrime, polydextran,
metacryloyloxyetyl phosphorylcolin, poly(etylen glycol), poly(etylen imin), poly-L-
lyzin, propargyl metacrylat, poly(metyl metacrylat), poly(etylen glycol) acrylat,
poly(propylen imin), poly(rugu vinyl), poly(2-etyl-2-oxazolin), axit polyacrylic,
poly(trolox este), peptit, va doan moi khong c6 chirc ning; va

thue thé khong giai trinh ty duge ghép voi vét liéu gel qua nhom chire dau cubi dugc

chon tir nhém bao gdém alkyn, norbornyl, gbc kich hoat khong chura dong, va thiol.

15. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 11 dén 14 trong d6:

vét liéu gel bao gdm don vi tuan hoan c6 cong thiic (I):
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“trong do:

R! 1a H hodc alkyl duoc thé tiy ¥;

R4 duoc chon tir nhém bao gdm azido, amino duge thé tiy v, alkenyl dugc thé tiy v,
hydrazon dugc thé tiy v, hydrazin duoc thé tuy y, carboxyl, hydroxy, tetrazol duoc thé tly
y, tetrazin dugc thé tity v, nitril oxit, nitron, va thiol;

R’ duoc chon tir nhom bao gém H va alkyl dugc thé tuy y;

mdi nhém -(CH,),- c6 thé duge thé tuy y;

p la s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50;

n 12 s6 nguyén trong pham vi tir 1 dén 50000; va

m 1 s nguyén trong pham vi tir 1 dén 100000;

thuc thé khong giai trinh tu & dang ghép.
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