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(57) Sang ché d& cap dén doan mdi do ¢ cau trac X-Y-Z va co chira chi thi c6 thé phat
hién duoc gén vao ca hai dau hodc bén trong doan mdi do va cling dugc st dung déng thoi
lam doan moi va ddu do trong khi phat hién axit nucleic hodc protein theo thot gian thyc;
phuong phap phat hién axit nucleic theo thoi gian thyc, bao gom khuéch dai axit nucleic
can phat hién bang cach st dung doan moi do theo sang ché, va sau d6 do sb luong cac
manh cta doan mdi do dugc phan cit; va phuong phap phat hién protein theo thoi gian
thuc str dung doan moi do theo sang ché. Phuong phap phat hién axit nucleic hodc protein
theo sang ché sir dung mot lwong nho cac oligo so véi cac phuong phap phét hién thong
thuong da biét ma khong yéu cau dau do riéng dé phat hién theo thoi gian thuc, va do d6
c6 thé phat hién axit nucleic hodc protein can phat hién theo thoi gian thuc mot cach don
gian va tiét kiém chi phi. Ngoai ra, cac dot bién ¢ ving Y 0 thé duoc phat hién thong qua
phan tng khuéch dai sau khi phan cat ving Y cta doan mdi do, va co thé phat hién da moi
s0 lugng cac axit nucleic hodc protein phat hién dugc 16n hon s6 phan tir huynh quang
duoc gan vao doan mdi do. Do do, sang ché co thé duge su dung hiéu qua dé chan doan
cc bénh khac nhau va chan doan tién luong.
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Linh vire k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén doan mdi do 6 thé duge sir dung dong thoi lam doan mdi va
du do dé phat hién axit nucleic hodc protein theo thoi gian thue, va phuong phap phat

hién axit nucleic hogc protein trong theo thoi gian thuc bang cach st dung doan moi do.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Nhu da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuét nay, cic phuong phap duoc sit dung
rong rdi dé phat hién axit nucleic hodc protein theo thoi gian thuc bao gdm phéan tich
chip sinh hoc, phan tng chudi polymeraza theo thoi gian thuc RT-PCR (real-time
polymerase chain reaction), phan (rng chudi polymeraza dinh lugng theo thdi gian thuc
qRT-PCR (quantitative real-time polymeraza chain reaction), va cic phuong phap
khuéch dai déng nhiét chéng han nhu khuéch dai déng nhiét dua trén trinh tu axit nucleic
NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), khuéch dai chu ky quay RCA
(Rolling Circle Amplification), khuéch dai ADN qua trung gian phién ma TDMA
(Transcription DNA Mediated Amplification) hodc phuong phéap tuong tu.

Céc phuong phap phat hién axit nucleic hodc protein nay doi hdi phai st dung cac
doan mdi xudi/mdi nguge va tac nhan bam s¢i d6i ADN dang xen kep (ching han nhu
SYBR) hodc dang dau do chéng han nhu dau do Tagman, dau do kep toc (molecular
beacon), ddu do MGB, dau do huynh quang c6 thé phén cit xtc tic (CataCleave probe)
hoic cac dau do tuong tu dé phat hién theo thoi gian thyc. Tuy nhién, cic phuong phéap
phat hién nay c6 mot sé gidi han, vi du, d& phan tich axit nucleic c6 chiéu dai ngin ching
han nhr miRNA, cin phéi tao ra cic doan mdi thoi gian thuc dang vong hodc dudi
poly(A) cho qua trinh tdng hop ADN b sung cADN va dé kéo dai thém oligonucleotit
sau dudi poly(A). Do do6, viéc phan tich axit nucleic c¢6 chiéu dai ngan ching han nhu
miRNA yéu cdu quy trinh phtec tap, tdng thém chi phi va thoi gian phét hién dai. Thém
ntra, cadc phuong phap do6 co6 han ché & chd mot miRNA dugc phét hién co thé dugce danh
du v6i chi mot tin hiéu huynh quang, va trong cac hé théng dugc st dung hién nay dé
phat hién céc tin hiéu huynh quang, sé lugng céc kénh huynh quang c6 thé duge phén

tich tai mot thoi diém thuong chi gi6i han tir 4 dén 7, va vi ly do nay, can phai Idp lai
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hai hoic nhiéu Ian cung mot thao tac dé phén tich 8 hodc nhiéu miRNA hon.

Theo vi du khéc dugc giéi han & phwong phép hién ¢, oligonucleotit dugc khuéch
dai d€ phan tich axit nucleic dich cin phai c6 chidu dai it nhat 60-70 bp (base pair: cip
bazo) phu thudc vao chiéu dai ctia cac cap doan moi xudi/nguoc va dau do. Trong trudng

hop nay, cAn ¢6 it nhét ba trinh tu dédc hiéu.

Theo vi du khac nita, d& do chi sb dot bién cia nucleotit tai vi tri don 1€, chéng han
nhu SNP (single nucleotit polymorphism: da hinh nucleotit don), ai luc lién két & vi tri
dot bién dic hiéu ctia doan mdi hodc ddu do nén duoc tang 1én béng cach str dung céc
ky thuét khac nhau ching han nhu cOng nghé PNA (Peptide Nucleic Acid: axit nucleic
peptit) hodc cong nghé LNA (Locked Nucleic Acid: axit nucleic dang khoéa) @ x4c dinh
kiéu gen diém cubi. Piéu nay lam cho viéc thiét ké doan mdi va ddu do trd nén khé khin

va can nhiéu thoi gian cling nhu chi phi.

Mt khac, Patent Hoa Ky sb 5,763,181 boc 16 phuong phép phat hién céc axit
nucleic hodc protein theo thdi gian thue. K§ thuat CataCleave khac véi dau do Tag-Man
& chd sy tach ddu do duoc thuc hién boéi enzym thi cép ma khong cé hoat dong
polymeraza. Pau do CataCleave c6 trinh ty nim trong phin tir dich clia enzym
endonucleaza chéng han nhu, vi dy, enzym giéi han hodc RNaza. Theo mot phuong én,
du do CataCleave c6 cu triic kham trong d6 cac ddu 5' va 3' cia dau do dugc tao thanh
tir ADN va vi tri phan cdt dugc tao thanh tir ARN. Phan trinh tw ADN ctia ddu do dugc
dénh du vé6i cip FRET & hai d4u hogc bén trong. Phén ting PCR gdm enzym RNaza H
cho phép phan cit riéng phan trinh tu ARN cia soi d6i ARN-ADN. Sau khi phan cit,
tit ca diu do dugc phan cit duge tach tir san phdm sau khi khuéch dai amplicon dich &
nhi¢t d6 phéan ting va dugc phan tan trong dung dich phan tng. Khi céc phén tr phat
huynh quang donor va phéan t&r nhan huynh quang dwoc tach roi, FRET duoc thay doi
theo cach gidng nhu dau do Taq-Man va donor gidi phéng c6 thé dugc theo doi. Su phéan
cit va phan ly s& téi tao lai vi tri dé diu do CataCleave bd sung bam vao. Theo céch nay,
amplicon don 1& ¢6 thé duoc sir dung dé 1dp lai su phén cit ddu do nhiéu 14n nhu trinh

tu dich, dén khi doan mdi dugc kéo dai dén vi tri bAm cta diu do CataCleave.

Tuy nhién, phuong phép phat hién theo thoi gian thuc bang cach st dung dau do

Catacleave duoc boc 16 trong patent My néu trén c6 mot sd han ché nhu sau:

Thir nhat, gid tri huynh quang nén tang lién tuc do sy phén cit lap di lap lai cta
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dau do Catacleave trong qué trinh phét hién. Theo do, rit khé d& do chinh x4c gia tri chu

ky ngudng Ct, va can c6 céc thao tac riéng biét dé bu trir gid tri Ct.

Thir hai, ddu do Catacleave ddi hoi trinh tu dich cAn khuéch dai dai it nhét 60-70
bp.

Tht ba, rit khé dé phan tich SNP bing cach st dung dau do Catacleave. Mt khéc,
dau do Catacleave rat kho 4p dung k¥ thuat xac dinh kiéu gen diém cudi hién c6, va

phuong phap lai true tiép tai vi tri dot bién diém thiéu chinh x4c.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Theo do, d€ khic phuc cac van dé va han ché néu trén ctia cdc giai phap k¥ thuat
dé c6, muc dich ctia sdng ché 1a dé xuat doan méi do dugc st dung dong thoi lam doan

mdi va ddu do d& phat hién axit nucleic hoic protein theo thoi gian thuc.

Muc dich khéc ctia sing ché 1a dé xuét phuong phap dé phét hién ARN theo thoi

gian thuc st dung doan moi do nay.

Muc dich khac nita ctia sang ché 1a dé xudt phuong phép phét hién ADN theo thoi

gian thuc st dung doan moi do nay.

Muc dich khac nita cia sang ché 1a dé xuit phuong phép phéat hién protein theo

tho1 gian thue st dung doan moi do nay.

Theo mot khia canh, sang ché @& xudt doan mdi do duoc st dung déng thoi lam

doan mdi va dau do dé phét hién axit nucleic hodc protein theo thoi gian thuc.

Theo do, céc téc gia séng ché di nghién ctru d& phat trién phuong phép phat hién
axit nucleic hodc protein theo thoi gian thue véi do chinh xac, kha nang tai tao, va do
phan giai cao va doi hoi thoi gian va chiéu dai khuéch dai ngén. Két qua 13, c4c tac gia
da thiét ké dugc doan mdi do ¢6 chu tric X-Y-Z va ¢ thé dugc stir dung déng thoi lam
doan mdi va dau do trong qua trinh phat hién axit nucleic hodc protein, va da phat hién
duoc rang sb luong céc manh cia doan mdi do dugce phén cit ra trong qua trinh khuéch
dai axit nucleic str dung doan mdi do hodc quy trinh lai véi protein st dung doan moi
do dugc do dac, axit nucleic hodc protein can phét hién c6 thé dugc phat hién chinh xac

va nhanh chéng, qua d6 sang ché duoc hoan thanh.

Theo séng che, doan moi do c6 thé c6 cau tric X-Y-Z va chira mot hodc nhiéu chi

thi c6 thé phat hién gén vao ca hai ddu hodc bén trong no. o) day, céac vi tri cta chi thi
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co thé phat hién dugc gan vao d6 khong chi gidi han & cac vi tri ddc hiéu ma con c6 thé
¢ céac vi tri bat ky ma tai d6 cac chi thi c6 thé phat hién dugc tach ra khi ving Y cua

doan moi do duge phéan cdt boi enzym dic hiéu.

Ngoai ra, doan mdi do ¢6 thé tao phirc hop bang cach gin vao ving dic hiéu cia
axit nucleic dich hodc protein dich cin phat hién theo thoi gian thuc. Khi ving Y duge
phan cit boi enzym dic hiéu, cac ving Y va Z ctia doan mdi do c6 thé duoc cét riéng tr
ving ddc hiéu cua axit nucleic dich hogc protein dich, nhung viing X khdng bi phan cit

ma van giir lai phtrc hgp va dugc st dung nhu 1a doan mdi diung dé khuéch dai.

Céu truc axit nucleic dugc phat trién bdi cac tac gia sang ché dugce goi 1a “doan
moi do” theo sang ché. Sau day, trir khi c6 chi dinh khéc, thuat ngit “doan moi do” duoc
dung d€ chi cau trac axit nucleic ¢ thé dugc st dung dong thoi 1dm doan moi va dau
do.

Poan moi do theo sing ché c6 cau tric X-Y-Z, va mbi vung X, Y, va Z c¢6 thé cb

s6 Iugng nucleotit khac nhau.

Theo mot vi du, ving X clia doan mdi do 14 ADN hoic ARN chtra tir 1 dén 60
nucleotit, tét hon 14 tir 1 dén 30 nucleotit, tot hon nita [ tir 2 dén 30 nucleotit, tham chi
t5t hon nira 12 tir 3 dén 30 nucleotit, thim chi con t6t hon nita 1 tir 4 dén 30 nucleotit,
tham chi t&t hon nita 1a tir 5 dén 30 nucleotit, thdm chi t5t hon nita 1 tir 6 dén 30 nucleotit,
tham chi tt hon nita 1a tir 7 dén 30 nucleotit, tham chi t6t hon nita 13 tir 8 dén 30 nucleotit,
tham chi tot hon nita 1a tir 10 d&én 30 nucleotit. Néu viing X ctia doan mdi do chira nhiéu
hon 60 nucleotit, phén tmg khong dac hiéu s& xay ra trong qua trinh phét hién axit nucleic

hodc protein theo thoi gian thuec.

Theo mot vi dy, ving Y cta doan moi do 124 ADN hoic ARN chira tir 1 dén 10
nucleotit, tot hon 1a tir 1 dén 9 nucleotit, tt hon nita 1a tir 1 dén 8 nucleotit, thiAm chi tot
hon nita 1a tir 1 dén 7 nucleotit, thdm chi con tdt hon nita 1a tir 1 dén 6 nucleotit, thim
chi con t6t hon nita 1a tir 1 dén 5 nucleotit, tham chi con tét hon nita 14 tir 1 dén 4
nucleotit, thdm chi con tét hon nita 1a tir 1 dén 3 nucleotit, thAm chi con tét hon nita 13
tir 1 dén 2 nucleotit. Khi ving Z cta doan mdi do khong chira trinh tu nucleotit, ving Y
ctia doan moi do gf”)m it nhit 3 nucleotit, tot hon 1a tir 3 dén 10 nucleotit, t6t hon nita 1a
tir 3 dén 9 nucleotit, tham chi t5t hon nita 13 tr 3 dén 8 nucleotit, thdm chi con tét hon

nita 13 tir 3 dén 7 nucleotit, tham chi con tét hon nita 13 tr 3 dén 6 nucleotit, thAm chi
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con tot hon nita 12 tir 3 dén 5 nucleotit, tham chi con t&t hon nita 14 tir 3 dén 4 nucleotit.
Khi ving Z ctia doan mdi do chira mt trinh tu nucleotit, ving Y cta doan mdi do chira
it nhét 2 nucleotit, tot hon 1 tir 2 dén 10 nucleotit, tot hon nita 13 tir 2 dén 9 nucleotit,
tham chi t&t hon nita 1a tir 2 dén 8 nucleotit, thAm chi con tét hon nita 13 tr 2 dén 7
nucleotit, thdm chi con tét hon nita 1a tir 2 dén 6 nucleotit, thAm chi con t6t hon nita 1a
tlr 2 dén 5 nucleotit, tham chi con tét hon nira 1a tir 2 dén 4 nucleotit, thdm chi con tdt
hon nita 13 tir 2 dén 3 nucleotit. Néu sb lugng nucleotit tao ra ving Y ctia doan mdi do
nim ngoai khoang dwgc mo ta & trén, phén ung khong ddc hiéu s& xay ra trong qu trinh

phat hién axit nucleic hodc protein theo thoi gian thuc lam gidm d6 nhay ctia phan ting.

Theo mot vi dy, ving Z ciia doan mdi do 13 ADN hodc ARN chta tir 0 dén 10
nucleotit, tdt hon 1a tr 1dén 10 nucleotit, t6t hon nira 13 tir 2 dén 10 nucleotit. Néu sé
lwong nucleotit tao ra viing Z nim ngoai khodng dugc mo ta ¢ trén, viing Z bam vao axit
nucleic hodc protein dich s& khong dugc tich khoi axit nucleic hodc protein dich sau khi

cat ving Y, va do d6 khong thé phat hién duoc axit nucleic hodc protein.

Dong thoi, khi ving bit ky trong cc ving X, Y va Z ciia doan mdi do 13 ADN, thi
mot hodc hai viing con lai 1a ARN. Tét hon 13, X, Y va Z twong ung la ADN, ARN va
ADN, hodc tuong ing 1a ARN, ADN va ARN.

Theo mdt vi du cu thé, khi ving X la ADN, viing bt ky trong cacvung YvaZla
ARN. Vidy, Y 1a ARN va Z 1a ADN, ho#ic Y 1a ADN va Z 1a ARN. Trong do, sb lugng
ADN va ARN c6 thé nhiéu hon 0, va nhu dugc x4c dinh & trén déi véi cde ving X, Y
vaZ.

Theo vi du cu thé khic, khi X 1a ARN, viing bat ky trong cac vung Y va Z 1a ARN.
Vidu, Y1a ARN va Z 1a ADN, hodc Y 1a ADN va Z 13 ARN. Trong @6, sb lugng ADN
va ARN c6 thé nhiéu hon 0, va nhu duoc x4c dinh & trén ddi véi cac vung X, Y va Z.

Theo vi du cu thé khéc nita, khi Z khong c6 trinh ty nucleotit, ving bt ky trong
cac vung X va Y la ADN, va vung con lai 1a ARN. Trong d6, sb luong ADN va ARN
¢6 thé nhiéu hon 1, va nhu duoc xac dinh & trén d6i véi X va Y.

Ngoaira, X, Y va Z cta doan mdi do c6 thé duge téng hop theo cach dugc metyl

héa toan bd hodc mot phﬁn dé ngan chin sy phén cit khong ddc hiéu.

Theo sang ché, thuat ngtr “axit nucleic” c6 nghia 1a ADN ho#ic ARN can dugc phét
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hién theo thoi gian thuc trong mau.

Theo séng ché, chi thi ¢6 thé phat hién c6 thé 1a chat phat huynh quang bam vao
doan mdi do bang lién két cong héa tri hoic lién két khong codng hoéa tri, hodc cdp huynh

quang 12 phan t&r phat huynh quang va phén tir dap tat huynh quang.

Phén tr phat huynh quang c6 thé 13, vi du, phan tir bét ky duogc chon tir nhém gdm
¢6 Cy3, Cy5, Cy5.5, Bodipy, Alexa 488, Alexa 532, Alexa 546, Alexa 568, Alexa 594,
Alexa 660, thodamin, TAMRA, FAM, FITC, Flo X, ROX, Texas Red, ORNAge green
488X, ORNAge green 514X, HEX, TET, JOE, Oyster 556, Oyster 645, Bodipy 630/650,
Bodipy 650/665, Calfluor ORNAge 546, Calfluor red 610, Quasar 670 va biotin, nhung
khéng gidi han & ddy. Ngoai ra, phén tir dép tat huynh quang c6 thé 1a, vi dy, phan tir
bat ky dwoc chon tir nhém gdm c¢6 DDQ-1, Dabeyl, Eclipase, 6-TAMRA, BHQ-1, BHQ-
2, BHQ-3, lowa Black RQ-Sp, QSY-7, QSY-2 va MGBNFQ, nhung khong gidi han &
day.

Khi cdp huynh quang dugc st dung lam chi thi ¢6 thé phét hién theo sang ché,
phén tr phat huynh quang va phan tr dép tat huynh quang c6 thé dugc gin trong ving
X hodc ving Z hodc trong vung Y, va vi tri cia n6 khong bi gidi han & vi tri bat ky ndo.
Theo mdt vi du, phén tir phat huynh quang c6 thé duoc gin & ving X, va phan ti dap

tit huynh quang c6 thé duoc gin & ving Y hodc ving Z.

Poan mdi do theo sang ché c6 thé duoc st dung nhu 1a doan mdi hodic dau do sau
day dé phat hién axit nucleic ho#c protein: i) mdi phién ma nguoe RT dé téng hop cADN
tir ARN trong sd céc axit nucleic; ii) doan mdi xudi dé khuéch dai cADN dugce tong hop
tir ADN hodc ARN;; iii) doan mdi nguoc dé khuéch dai cADN duge tdng hop tir ADN
hoic ARN; iv) doan mdi xudi va doan mdi nguoc dé khuéch dai cADN dugc khuéch
dai tir ADN hoic ARN; hodc v) dau do dé phét hién axit nucleic (ADN hodc ARN) hodc

protein theo thoi gian thuc.

Theo mt phuong an cu thé, doan moi do theo sang ché co thé dugce st dung nhu
la: i) mdi phién ma nguoe RT dé téng hop cADN tir ARN (bao gdm ARN nhé ching
han nhu miRNA), va dau do; hodc ii) doan mdi xudi dé khuéch dai cADN téng hop
duoc, va dau do; hodc iii) doan mdi nguoc dé khuéch dai cADN téng hop duoc, va dau
do; hodc iv) doan moi xudi va doan mdi nguoc dé khuéch dai cADN téng hop dugc, va

dau do.
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Cu thé 13, khi doan mdi do theo sing ché duge str dung 1am doan mdi phién ma
nguoc RT dé tong hop cADN tir ARN (bao gdm ARN nhé ching han nhu miRNA),
doan mdi xudi va dau do, hodc doan mdi nguoc va dau do, quy trinh tdng hop mdi phién
ma ngugc dang vong dé tong hop cADN hoic gan dudi poly(A) 1a khong yéu cau, va
doan mdi do ¢6 thé tdng hop cADNc bing cach lai véi ARN can phét hién va c6 thé
khuéch dai va phat hién ARN (bao gém ARN nho chéng han nhu miRNA) can phat hién
theo thoi gian thuc.

Theo phuong 4n cu thé khac, doan mdi do theo sang ché c¢6 thé duge st dung nhu
1a doan mdi va dau do sau ddy dé phat hién ADN dic hiéu trong mau: 1) doan mdi xudi
va dau do; ii) doan mdi nguoc va d4u do; hodc iii) doan mdi xudi, doan mdi nguoc va
déu do.

Theo céc phuong 4n cu thé, ving Y ctia doan mdi do theo sang ché c6 thé dugc
phan cit bang enzym cit ving Y, va sau d6 cac ving Y va Z ¢6 thé duoc tach roi khoi
mach khuén, va ving X c6 thé duge sir dung nhu 1a doan mdi bang cach git lai phtic
hop v6i véi axit nucleic dich dé tong hop va khuéch dai axit nucleic. Ngoai ra, vi chi c6
ving Y ctia doan mdi do duge phan cit boi enzym cit ving Y, doan mdi do theo sing
ché co thé phat hién axit nucleic hodc protein can phét hién mot cach chinh x&c hon, so

v6i dau do thong thudng bi phan hily boi enzym ADN polymeraza.

Cu thé 13, vi tri phan t& phat huynh quang va phéan tr ddp tit huynh quang dugc
gén vao 1a ddu 3° cia ving Y hodc ving Z ctia doan mdi do theo sang ché, su khuéch
dai axit nucleic dich ho#c axit nucleic dic hiéu ctia protein dich bang enzym polymeraza
6 thé duge ngén chén, trr khi vung Y bi cit. Do d6, doan mdi do theo sang ché co thé
phat hién chinh xac cic dot bién ching han nhu dot bién diém, dot bién thém doan hodc

dot bién mat doan.

Theo d6, khi doan mdi do theo sang ché duoc sir dung dé phat hién axit nucleic
hoc protein, thoi gian phan tich va chi phi ¢ thé dwoc giam xudng, va axit nucleic hodc
protein c6 thé duge phét hién chinh x4c hon va phat hién ddc hidu hon so véi phwong
phép thong thuong. Qua d6, doan mdi do theo sang ché ¢6 thé duge sir dung nhu 13 bd

kit phét hién axit nucleic hodc protein theo thoi gian thue.

Khi doan mdi do theo sang ché duoc st dung nhu 1a bd kit dé phét hién axit nucleic

hodc protein theo thoi gian thuc, t6t hon 13, ngoai doan moi do theo sang ché, bo kit con
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bao gom enzym cé thé phan cat ving Y ctia doan moi do.

Theo sang ché, enzym c6 thé cit ving Y ctia doan mdi do c6 thé 1a enzym bt ky
c6 kha nang cit dac hiéu vung Y cua doan mdi do. Vi du, khi vung Y la ADN, t5t nhét
14, enzym c6 thé cit ving Y 12 ADN nucleaza (DNaza), cu thé 13 DNaza I, DNaza II, S1
nucleaza, nucleaza P1, AP endonucleaza, hodc UvrABSC nucleaza. Khi ving Y 1a ARN,
t5t nhat 13, enzym co thé cit vung Y la ribonucleaza (RNaza), cu thé 1a RNaza IT, RNaza

III, RNaza IV, RNaza H, hoac RNaza T2.

Khi doan mdi do theo sang ché dugce st dung lam bd kit phat hién axit nucleic hodc
protein theo thoi gian thuc, ngoai doan mdi do theo sang ché va enzym c6 thé cit ving
Y ctia doan mdi do, bd kit c6 thé con bao gdm cac hoa chit can thiét cho phan ung
khuéch dai ADN.

Céc héa chit can thiét cho phan tmg khuéch dai bao gém, vi du, lugng ADN
polymeraza thich hgp (vi du, ADN polymeraza c6 thé chiu nhiét c6 ngudn gbe tir
Thermus aquatiucs (Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus filiformis, Thermis
flavus, Thermococcus literalis hoic Phyrococcus furiosis (Pfu)), yéu t& phéi hop ADN
polymeraza (Mg?"), dém, cac deoxyribonucleotit triphosphat dNTP (dATP, dCTP,
dGTP va dTTP) va nudc cét (dH,0). Ngoai ra, dém bao gdm, nhung khong bi giéi han
& day, lugng thich hgp Triton X-100, dimetylsufoxit (DMSO), Tween 20, nonidet P40,
PEG 6000, formamit va albumin huyét thanh bo (BSA).

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuat phuong phap phat hién ARN theo thoi gian

thuc bang cach sir dung doan mdi do theo sang ché.
Phuong phap c6 thé bao gdm céc bude:

(a) tach chiét ARN tir miu; (b) bd sung moi phién ma nguoc (mdi RT) hodc doan
mbi do theo sang ché vao ARN tach chiét duge & bude (a), va tong hop cADN; (c) bd
sung bd kit chita doan mdi do theo sang ché, va/hoidc doan mdi xudi hodc doan mdi
ngugc ¢ trinh ty nucleotit bd sung cho cADN véao cADN téng hop duoc & budce (b), va
khuéch dai cADN béng cach kéo dai mach; va (d) do sd lugng cac manh cia doan mbi

do cit duoc & budce (c).

M&i bude ciia phuong phép phat hién ARN theo thdi gian thue theo séng ché s&

dwoc mb ta chi tiét dudi day.
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Budc (a) 12 budc tach chiét ARN tir mau.

Theo sang ché, mAu c6 thé 1a mau sinh hoc, hoic ARN hozic manh ARN dugc tach
tir mAu sinh hoc. Cu thé 13, mAu c6 thé 1a mot hodc nhiéu loai bit ky dugc chon tir nhom
gém c6 mau, nudc bot, nudc tiéu, phéan, md, té bao va cac miu sinh thiét, hodc cling c6
thé 1a ARN hodc manh ARN dugc tach tir mau sinh hoc luu trit nhung khong bi gi¢i han
& day.

Mau sinh hoc luu trit ¢6 thé duge luu trit bing phuong phép thong thudong bét ky
da duoc biét dén trong linh vuc k§ thuat nay. Mau cé thé dugc luu trit trong thoi gian
1au hon mot tudn hodc 1au hon hon mot nam, vi du, tir 1 dén 10 nam. Ngoai ra, mau ¢
thé c6 ngudn gde tir m6 duoc luu trir déng lanh hodic tir mé dwgc ¢b dinh bang formalin

dugc luu trit & nhiét dd phong.

Theo sang ché, qué trinh tach chiét ARN tir mau c¢6 thé dugc thuc hién bang nhidu
phuong phac khac nhau da duoc biét dén trong linh vuc k§ thuat twong Gng. Theo mot
vi du, qué trinh tach chiét nay co thé duoc thuc hién bé‘mg cach st dung trizol hodc Triton
X-100.

Budc (b) 1a bude tdng hgp cADN tir ARN.

Cu thé 13, budc (b) theo phuwong phap theo sang ché 1a bude bd sung mdi RT vao
ARN, dugc tach chiét & budc (a), dé tong hop cADN.

Theo sdng ché, mdi RT 14 axit nucleic c6 tir 5 dén 30 nucleotit, tbt hon 13 tir 10 dén
30 nucleotit, c6 thé bit cap bd sung v&i mot ph?m ctia trinh tu nucleotit cia ARN can
phat hién. Do d6, mdi RT c6 thé lam doan mdi RT thuong duge biét dén trong linh vuc

k¥ thuit twong g, hodc doan mbi do theo sang ché.

Theo sang ché, doan mo6i do theo sang ché dugc st dung lam doan mdi RT, doan
moi do ¢ thé bao gém trinh tu nucleotit c¢6 thé bét cdp bo sung vi mot phan cia trinh

tu nucleotit cta axit nucleic can phat hién.

Theo sang ché, qua trinh tdng hgp cADN c6 thé duge thuc hién bang cic phuong
phép khac nhau da duoc biét dén trong linh vuc k§ thuat twong Ung. Theo mdt vi du,
qua trinh tdng hop nay c6 thé duogc thie hién bang cach sir dung ARN thu duge tir miu
lam mach khu6n, enzym phién ma ngugc va ADN polymeraza. Mit khéc, khi doan moi

do duge mo ta & trén khong dwogc st dung lam doan mdi RT, c6 thé phan tich ARN béng
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cach st dung doan mdi do, thim chi ca khi cADN duogc tdng hop bang cach str dung

dudi poly(A), doan mdi dic hiéu va doan mdi ngau nhién.
Bude (c) 1a bude khuéch dai cADN.

Cu thé 13, bude (c) theo phwong phap theo sang ché 1 bude bd sung bo kit chira
doan moi do theo sang ché, va/hodc doan moi xudi hodc doan moi nguoc c6 trinh tu
nucleotit bd sung cho cADN, vao cADN duge tbng hop & bude (b), va khuéch dai cADN

bang cach kéo dai mach.

B6 kit chira doan mdi do 13 bo kit chtra doan moi do theo sang ché va enzym c6

thé cat ving Y ctia doan moi do.

Enzym c6 thé cit ving Y cta doan mdi do c6 thé 14 enzym bt ky cit dic hiéu
ving Y ctia doan mdi do. Vi du, khi viing Y 12 ADN, enzym c6 thé phan cét ving Y tdt
nhét 134 ADN nucleaza (DNaza), cu thé 1a DNaza I, DNaza I, S1 nucleaza, nucleaza P1,
AP endonucleaza, hodc UvrABSC nucleaza. Khi ving Y 14 ARN, enzym c6 thé phéan
cit vung Y tdt nhét 14 ribonucleaza (RNaza), cu thé 1a RNaza II, RNaza I1I, RNaza IV,
RNaza H, hodac RNaza T2.

Theo sang ché, doan mdi do chira trinh tu nucleotit ¢6 thé bét cdp bd sung v6i mot
phdn cta trinh tw nucleotit cia ADNc duge tong hop & bude (b) @& khuéch dai cADN,
doan mdi do ¢ thé duge sir dung nhu la: 1) doan mdi xudi va dau do; hoic ii) doan moi
ngugc hodc dau do; hodc ii1) doan moi xudi, doan moi ngugc va dau do. Ngoai ra, doan
moi do theo sang ché c6 clu trac X-Y-Z va gf‘)m mot hodic nhidu chi thi c6 thé phat hién
duoc gin vao tit ca cic ddu va bén trong ctia nd. Khi ving Y ciia doan mdi do duge
phan cét bdi enzym dic hiéu, cac ving Y va Z duoc tach roi khdi mach khudn, va viing
X dong vai tro 1a doan moi ma khong tach roi khoi mach khudn. CAu trac cua doan moi

do nay nhu dugc mo t & trén.

Chi thi c6 thé phat hién & trén c6 thé 13 phén tir phat huynh quang bam vao doan
mdi do bang lién két cong hoa tri hoic lién két khong cong hoa tri, hodc cip huynh
quang 1a phan tir phat huynh quang va phén tir ddp tit huynh quang.

Phén tir phat huynh quang c6 thé 13, vi du, phéan tir bat ky duoc chon tir nhém gdm
c6 Cy3, Cys5, Cys.5, Bodipy, Alexa 488, Alexa 532, Alexa 546, Alexa 568, Alexa 594,
Alexa 660, thodamine, TAMRA, FAM, FITC, Flo X, ROX, Texas Red, ORNAge green
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488X, ORNAge green 514X, HEX, TET, JOE, Oyster 556, Oyster 645, Bodipy 630/650,
Bodipy 650/665, Calfluor ORNAge 546, Calfluor red 610, Quasar 670 va biotin, nhung
khong gi6i han & day. Ngoai ra, phan tir dap tit huynh quang c6 thé 13, vi du, phan tir
bét ky dugc chon tir nhom bao gém DDQ-1, Dabceyl, Eclipase, 6-TAMRA, BHQ-1,
BHQ-2, BHQ-3, lowa Black RQ-Sp, QSY-7, QSY-2 va MGBNFQ, nhung khong gidi
han & day.

Theo mot vi du cu thé, trong d6 doan mdi do theo sang che dugc sir dung lam doan
mdi xudi va dau do hodc doan mdi nguoce va dau do, doan moi do co thé chira trinh tur
nucleotit c6 thé bét cadp bd sung v&i mdt phan cia trinh ty nucleotit cia cADN duoc

tbng hop & budc (b).

Theo mdt vi du cu thé khac, trong khi doan mdi do theo séng ché duoc st dung
lam doan mdi xudi va diu do hodc doan mdi nguoc hoic déu do, c6 thé st dung thém
doan mdi xudi hodc doan mdi nguoc riéng biét ngoai doan mdi do. Theo vi du nay, doan
mdi xudi hodc doan mdi nguge riéng biét 1a ADN c6 thé bit cip bd sung v6i cADN
duoc tdng hop & bude (b) va ¢b chira tir 5 dén 30 nucleotit, t6t hon 14 tir 10 dén 30

nucleotit. Qua d6, doan mdi nguoc c6 thé gidng véi mdi RT duoc sir dung & bude (b).

Theo mdt vi du cu thé khac nita, trong do doan moi do theo sang ché dugc st dung
lam doan mdi xudi, doan moi nguoc va dau do, doan mdi do duogc st dung lam doan
mdi nguoc c6 thé gibng véi doan mdi do duoe st dung & bude (b), va cée chi thi ¢6 thé
phat hién dugc gin vao tit ca cac diu hodc bén trong ciia doan mdi do c6 thé gidng hodc

khac vai cac chi thi ctia doan moi do duge sir dung & bude b).

Theo séng ché, phan ung khuéch dai cADN duoc thuc hién & nhiét d6 déng nhiét
ma tai d6 cADN 1 v6i (A) doan mdi dod theo sang ché, khi duge st dung 1am doan mdi
xubi va dau do hodc nhu doan mdi ngugc va dAu do, va doan mdi xudi hoic doan mdi
ngugc nhu thuong duge st dung trong linh vuc k¥ thuat tuong tmg, hodc (B) doan moi
do theo séng ché, khi duoc st dung lam doan moi xudi, doan mdi ngugc va dau do, va
tai do hoat tinh cua enzym dugc st dung khong bi e ché dang ké. Nhu duge st dung &
day, thudt ngir “nhiét d6 déng nhiét” nghia 12 khong c6 chu ky nhiét, va thuét ngit nay

khong nhét thiét c6 nghia 1a nhiét d6 vat Iy tvong duong.

Theo mdt vi du cu thé, nhiét do déng nhiét tai d6 phéan tng khuéch dai theo sang
ché dwoc thuc hién c6 thé 1a tir 40°C dén 80°C, t6t hon 1a tir 55°C dén 75°C, tét hon nita
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1 tir 60°C dén 75°C.

Theo sang ché, phan tng khuéch dai cADN c6 thé duge thuc hién bang mot
phuong phap dugc chon tir nhom gdm c6 phan tng chudi polymeraza, khuéch dai chu
ky quay, khuéch dai thay thé soi, va khuéch dai dua trén trinh tu axit nucleic, nhung
khong nhat thiét giéi han & day.

Theo sang ché, phan tng khuéch dai cADN c¢6 thé duge thuc hién bang cach sit
dung céc hoa chét can thiét cho phén g khuéch dai, ngoai bo kit c6 chira doan mdi do
theo sang ché. Cac hoa chat can thiét cho phan tng khuéch dai c6 thé bao gdm, vi du,
cac lugng cin thiét ADN polymeraza (vi du, ADN polymeraza c6 thé chiu nhiét ¢6
ngudn gbc tir vi khudn Thermus aquatiucs (Taq), vi khuén Thermus thermophilus (Tth),
vi khuln Thermus filiformis, vi khuan Thermis flavus, vi khuan Thermococcus literalis
hodc vi khuén Phyrococcus furiosis (Pfu)), yéu té phdi hgp ADN polymeraza (Mg?"),
dém, cac ANTP (dATP, dCTP, dGTP va dTTP) va nudc cAt (dH20). Ngoai ra, dém co
thé bao gbm, nhung khéng gi6i han & diy, mot luong thich hop Triton X-100,
dimetylsufoxit (DMSO), Tween 20, nonidet P40, PEG 6000, formamit va albumin huyét
thanh bo (BSA).

Budce (d) 1a bude do s6 lwong cdc manh dugce phén cdt ra bdi enzym c6 the cit

vung Y ctua doan méi do.

Theo sang ché, sé lugng cic manh ciia doan mdi do c6 thé duge do bang cach sir
dung cac phuong phép phét hién khéc nhau. Cu thé 13, s6 lvong cic méanh cia doan moi
do duoc phén cit theo sang ché dugc do sau khi hoan thanh phéan ting chudi polymeraza
phién ma ngugc RT-PCR hodc khuéch dai, va c6 thé duoc xac dinh béng cach do su

thay d6i cuong dd huynh quang hoic do hoa phat quang.

Viéc do su thay ddi cuong do huynh quang hodc hoa phat quang c6 thé dugc thuc
hién bang cach st dung hé thdng do luong bit ky c6 thé phét hién phan tir phat huynh
quang da biét trong linh vuc. Vi duy, viéc do co thé duoc thuc hién bé“mg cach st dung
may PCR thoi gian thuc, may do da diém TRIAD, ddu doc dia huynh quang
Wallac/Victor, may phét quang phd ké Perkin-Elmer LB50B, LightCycler 96, may PCR
thoi gian thuc Applied Biosystems 7500, hodc mdy luén nhiét PCR thoi gian thuc Biorad
CFX96, nhung khong gi6i han ¢ do.

Phuong phép dé do va phat hién sé luong cac méanh ctia mdi do duge phan cét theo
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sang ché c6 thé thay dbi phu thude vao loai nhan hodc chi thi cé thé phat hién dugc dua

vao doan moi do hodc dung dich phan tng.

Vi dy, doan mbi do trong d6 phan tir phat huynh quang dugc gan vao du cla ving
X va phan tir dap tit huynh quang duge gin vao diu cia viing Z dugc lai véi axit nucleic
dich, huynh quang cta phan tir phdt huynh quang gan vao dau ving X bi giam dang ké
boi phan tir dap tit huynh quang duoc gén vao ddu cia vung Z trudce khi cadc ving Y va
Z dugc phan cit boi enzym c6 thé phan cét vung Y. Tuy nhién, khi ving X khong bi
tach ra béi enzym c6 thé cit viing Y, va chi cac ving Y va Z bi tach roi khoi axit nucleic
dich va phén tdn vao dung dich phan tng, huynh quang ctia phin tr phat huynh quang
duoc gin vao ddu cia ving X ting 1én ma khong bi anh hudng béi phéan tir dap tit huynh
quang dugc gin vao dau ctia ving Z. Lic do, c6 thé phat hién axit nucleic dich theo thoi
gian thuc bang cach do phat xa huynh quang tdng lén cua phan t& phat huynh quang

duoc gin vao dau cua vung X st dung cac thiét bi dugc mo ta & trén.

Theo mét vi du cu thé, cADN duge téng hop béng cach st dung mdi RT bit cap
bd sung v6i ARN nhé, va sau d6 cADN duoc khuéch dai b%lng cich st dung doan moi
do theo sang ché bit cap bd sung voi cADN va co phéan tir phat huynh quang FAM dugc
gin vao d6 lam doan mdi xudi hodc doan mdi nguoc. Két qua 13, duong cong khuéch
dai xudt hién trong khi khuéch dai cADN, khong nhu céc truong hgp cADN dugce
khuéch dai sir dung doan mdi xudi thong thuong khong cé chi thi c6 thé phét hién duogc

gan vao.

Theo mot khia canh khéc nita, séng ché dé xuat phuong phap diing dé phat hién
ADN theo thoi gian thyc st dung doan mdi do theo séng ché.

Phuong phap c6 thé bao gdm céc buéce:

(a) tach chiét ADN tir mau; (b) bd sung bd kit chtra doan mdi do theo sang ché,
va/hodc doan moi xudi hodc doan mdi nguoc ¢b trinh tu nucleotit bd sung cho ADN
dugc téch chiét & budc (a), va khuéch dai ADN bing cach kéo dai mach; va (c) do sé

luong cdc manh ciia doan mdi do duge phén cat & budce (b).

Mbi bude ctia phwong phép phat hién ADN theo thoi gian thuc theo séng ché s&

dugc mo ta sau day.

Budc (a) 12 budc tach chiét ADN tir mau.
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Theo sang ché, miu ¢6 thé 1a miu sinh hoc, hoic ADN hogc mdt ménh ciia ADN,
duoc tach tir mAu sinh hoc. Cu thé 13, mau c6 thé 12 mot hoic nhidu mAu bét ky duogc
chon tr nhém gém c6 mau, nudc bot, nudc tiéu, phan, mo, té bao va mAu sinh thiét,
hodc cling c6 thé 14 ADN hoiic manh ctiia ADN duge tach tir mau sinh hoc dugc luu tri,

nhung khong nhét thiét bi giéi han & day.

MAu sinh hoc luu trit ¢6 thé dugc luu trit bing phuong phap thong thudong da duge
biét trong linh vuc k§ thuét tuong tng. M3u c6 thé duoc luu trit trong thoi gian hon mot
nam, vi dy, tir 1 d&n 10 nam. Ngoai ra, mau c6 thé c6 ngudn gbe tir md duge luu trit

dong lanh hodc tir md dugc c¢b dinh béng formalin dugc luu trit & nhiét 46 phong.

Theo sang ché, qua trinh tach chiét ADN tir miu c6 thé duoc thue hién bang nhiéu
phuong phéap khic nhau di duoc biét dén trong linh vuc k§ thut twong tmg. Theo mot
vi du, qui trinh tach chiét c6 thé duoc thuc hién béng cach st dung cloroform hodc

etanol.
Buéc (b) 1a bude khuéch dai ADN.

Cu thé, budc (b) theo phuong phép theo sang ché 13 bude bd sung bo kit chira doan
moi do theo séng ché, va/hoic doan mdi xudi hodc doan mdi ngugc co trinh ty nucleotit
bd sung vao ADN tach chiét duge & bude (a), va khuéch dai ADN bang cach kéo dai

mach.

Theo sang ché, bd kit chira doan mo6i do theo sang ché 1a bo kit c6 chira doan moi

do theo sang ché va enzym c6 the phan cat ving Y ctia doan moi do.

Theo séng ché, enzym c6 thé phén cit ving Y ctia doan mdi do c6 thé 14 enzym
bét ky c6 kha néang cit dac hiéu vung Y cua doan mdi do. Vi du, khi vung Y 1a ADN,
enzym c6 thé cit ving Y t6t nhét 12 enzym ADN nucleaza (DNaza), cu thé 1a DNaza I,
DNaza II, S1 nucleaza, nucleaza P1, AP endonucleaza, hodac UvrABSC nucleaza. Khi
ving Y 12 ARN, enzym c6 thé phén cit ving Y tét nhét 14 ribonucleaza (RNaza), cu thé

la RNaza II, RNaza III, RNaza IV, RNaza H, hodc RNaza T2.

Nhu dugc md ta & trén, doan mdi do c6 chira trinh tu nucleotit ¢6 thé bét cap b
sung v&i mot phén clia trinh tu nucleotit cia ADN thu dugc & bude (a). Dé khuéch dai
ADN, doan méi do c6 thé duogc st dung 1am: i) doan mdi xudi va dau do; hoic ii) doan

mdi ngugc va dau do; hodc iii) doan mdi xudi, doan moi nguge va dau do. Ngoai ra,
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doan modi do theo sang ché c6 cAu tric X-Y-Z va chira mdt hodc nhiéu chi thi c6 thé phat
hién duoc gin vao tat ca cic dau hodc bén trong doan moi do. Khi ving Y ctia doan moi
do duogc cit béi enzym dic hiéu, cac ving Y va Z duoc tach roi khoi mach khudn, va
vung X ddm nhén vai tro lam doan moi ma khong tach roi khéi mach khuon. Céu trac

ctia doan moi do nay nhu dugec mo ta & trén.

Chi thi ¢6 thé phat hién & trén c6 thé 13 phan tir phat huynh quang bam vao doan
mdi do bing lién két cong hoa tri hodc lién két khong cong héa tri, hodc cap huynh

quang 1a phén ti phat huynh quang va phén tir dap tit huynh quang.

Phan tir phat huynh quang c6 thé 13, vi du, mot phén tir bét ky dugc chon tr nhom
gdm ¢6 Cy3, Cy5, Cy5.5, Bodipy, Alexa 488, Alexa 532, Alexa 546, Alexa 568, Alexa
594, Alexa 660, rhodamine, TAMRA, FAM, FITC, Flo X, ROX, Texas Red, ORNAge
green 488X, ORNAge green 514X, HEX, TET, JOE, Oyster 556, Oyster 645, Bodipy
630/650, Bodipy 650/665, Calfluor ORNAge 546, Calfluor red 610, Quasar 670 va
biotin, nhung khong nhét thiét bi giéi han & day. Ngoai ra, phan tir dap tat c6 thé 13, vi
du, mot phan tir bét ky dugc chon tr nhom gém c6 DDQ-1, Dabcyl, Eclipase, 6-TAMRA,
BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3, lowa Black RQ-Sp, QSY-7, QSY-2 va MGBNFQ, nhung
khong nhét thiét bi gi¢i han & do.

Theo mét vi du cu thé, khi doan mdi do theo sang ché dugc st dung lam doan moi
xubi va dau do hodc lam doan mdi ngugc va dau do, doan mdi do ¢o thé chira trinh tu
nucleotit c6 thé bit cip bd sung véi mdt phan ctia trinh tur nucleotit cia ADN téch chiét

duoc & budce (a).

Theo mét vi du cu thé khéc, khi doan mbi do theo séng ché duoc st dung lam doan
moi xudi va dau do hodc 1am doan mdi nguoc va du do, va co thé st dung thém doan
mbi ngugc hodc doan mdi xudi riéng biét khac ngoai doan mdi do theo sang ché. Theo
vi du nay, doan moi nguoc hodc doan moi xudi riéng 13 ADN c6 thé bét cap bd sung voi

ADN téch chiét dugce & budce (a) va ¢ chia 5-30 nucleotit, tot hon 14 10-30 nucleotit.

Theo mét vi du cu thé khéc, khi doan moi do theo séng ché duogc st dung Iam doan
modi xudi, doan mdi nguoc va dau do, doan mdi do cé chira trinh tu nucleotit c6 thé bt
cip bd sung v6i mot phan trinh tu nucleotit cia ADN tach chiét duge & bude (a), va
khong cén thiét sir dung doan mdi nguoc hodc doan mdi xudi riéng ngoai doan mdi do

theo sang ché.
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Theo sang ché, phan tmg khuéch dai ADN tt hon 13 dugc thyc hién & nhiét do
dang nhiét ma tai d6 cADN duoc @ véi (A) doan mdi do theo sang ché khi duoc sir dung
lam doan mdi xudi va ddu do hodc lam doan mdi ngugc va dau do, va doan mdi xudi
hoic doan mdi nguge thudng duge st dung trong linh vuc nay, hodc (B) doan mdi do
theo sang ché khi duogc st dung lam doan mdi xudi, doan mdi nguoc va dau do, va tai
d6 hoat tinh cia enzym dugc st dung khong bi trc ché dang ké. Nhu duoc st dung &
day, thuat ngir “nhiét d6 dang nhiét” nghia 1a khong c6 chu ky nhiét, va thuat ngir khong

nhét thiét c6 nghia 1a nhiét do vat Iy twong dwong.

Theo mét vi du cu thé, nhiét do ding nhiét tai d6 phan tng khuéch dai theo sang
ché dugc thuc hién c6 thé 14 tir 40°C dén 80°C, tt hon 1a tir 55°C dén 75°C, tot hon nita
1a tir 60°C dén 75°C.

Theo sang ché, phan tmg khuéch dai ADN c6 thé dugc thuc hién bing mot phuong
phap duoc chon tir nhém gdm c¢6 phan tng chudi polymeraza, khuéch dai chu ky quay,
khuéch dai thay thé soi, va khuéch dai dua trén trinh tu axit nucleic, nhung khong nhét
thiét gioi han & day.

Theo sang ché, phan tng khuéch dai ADN c6 thé duge thuc hién bing cach st
dung c4c hoa chét cin thiét cho phan tng khuéch dai, ngoai bo kit chira doan mdi do
theo sang ché. Cac hoa chat can thiét cho phan ting khuéch dai c6 thé bao gdm, vi du,
mot lugng ADN polymeraza thich hgp (vi du, ADN polymeraza c6 thé chiu nhiét c6
ngudn gbe tir vi khudn Thermus aquatiucs (Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus
filiformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis hodc Phyrococcus furiosis (Pfu)), yéu
t6 phdi hop ADN polymeraza (Mg?"), dém, cac ANTP (dATP, dCTP, dGTP va dTTP)
va nude cit (dH20). Ngoai ra, dém c6 thé bao gdm, nhung khong bi gidi han & ddy, mot
luong thich hop Triton X-100, dimetylsufoxit (DMSO), Tween 20, nonidet P40, PEG
6000, formamit va albumin huyét thanh bo (BSA).

Budce (¢) 1a bude do s6 lugng cdc manh cua doan mdi do dugc cat bdi enzym cod

thé cat vung Y ctia doan mdi do.

Theo séng ché, sb luong cac manh cta doan mbi do ¢o thé duge do béng cach st
dung cic phuong phap phat hién khic nhau. Cu thé 13, sb lwong cdc manh ciia doan moi
dd duge phan cit theo sang ché tt hon 1a duge do sau khi hoan thanh phan tng chudi

PCR phién mi nguoc hodc khuéch dai, va c6 thé duge xéac dinh b%mg cach do su thay
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dbi cuong d6 huynh quang hodc phat quang hoa hoc.

Viéc do sy thay d6i cudng @6 huynh quang hodc phét quang héa hoc ¢6 thé dugc
thue hién bing cach st dung hé thong do ludong bét ky c6 thé phat hién phan tir phat
huynh quang da biét trong linh vyuc k¥ thuat tuong Gng. Vi du, viéc do c6 thé dugc thuc
hién bang cach sir dung mdy PCR thoi gian thuc, may do da diém TRIAD, diu doc dia
huynh quang Wallac/Victor hodc may phat quang phd ké Perkin-Elmer LB50B,
LightCycler 96, mdy PCR thoi gian thuc Applied Biosystems 7500, hodc mdy ludn nhiét
PCR thoi gian thuc Biorad CFX96, nhung khong gi6i han & day.

Phuong phép dé do va phat hién s6 lugng cac manh ctia doan mdi dd dugc cit theo
sang ché co thé thay d6i phu thudc vao loai phén tir phat huynh quang hodc chi thi ¢6

thé phat hién duoc dua vao doan mdi do hoic dung dich phan ung.

Vi du, doan mdi do trong d6 phan tir phat huynh quang dugc gén vao dau cia ving
X va phan tr dap t4t huynh quing dugc ghn vao du ctia viing Z dugc lai véi axit nucleic
dich, huynh quang cta phan tir phat huynh quang duoc gin vao dau ctia ving X bi gidm
dang k& boi phan tir dap tit huynh quang dugc ghn vao dau cta ving Z trude khi céc
ving Y va Z duoc cit béi enzym c6 thé phén cit ving Y. Tuy nhién, khi ving X khong
bi tach roi boi enzym c6 thé phan cét viing Y, v chi cac ving Y va Z dugc tach roi khoi
axit nucleic dich va phan tan vao dung dich phan tng, huynh quang ctia phén tir phat
huynh quang dugc gin vao dau ctia ving X ting 1én ma khong bi 4nh hudng bdi phan
tir dap tit huynh quang dugc gin vao ddu cta ving Z. Lic d6, c6 thé phét hién axit
nucleic dich theo thoi gian thuc bang cach do mtic phat xa huynh quang ting Ién cla
phan tir phat huynh quang dugc gan vao dau ctia ving X bang cach sir dung cac thiét bi

dugc mo ta & trén.

Phuong phap phét hién axit nucleic st dung doan mdi do theo sang ché dé& xuit

c4c cai tién sau so v6i cac phuong phép thong thudng.

1. Theo phuong phap thong thuong, cac axit nucleic dugc phét hién theo thoi gian
thuc béng cach 1an luot thiét ké va st dung céc doan moi xudi va doan moi ngugc va
dAu do. Tuy nhién, sang ché c6 thé phat hién céc axit nucleic theo thoi gian thue bing
cach thiét ké va str dung mot doan mdi xudi hodc doan mdi do ngugc, va mot doan mdi
xudi hodc doan mdi nguoc, hodc béng céch thiét ké va st dung mdot doan moi xubi va

doan mdi do nguge. Do d6, sang ché d& xuit phuong phap phan tich don gidn va tiét
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kiém chi phi nho chi cin st dung mdt lugng nhé oligo so v6i phuong phép phat hién
axit nucleic theo thoi gian thuc thong thuong. Cu thé 13, diu do Catacleave thong thudng
chi dugc st dung lam céc dau do va khong phai 1am cac doan moi, nhung doan mdi do
theo sang ché duoc st dung déng thoi 1am cac doan mdi va dau do (nhu duoc thé hién

trén Fig.1).

2. Phuong phép théng thudng yéu cau dau do riéng biét dé phét hién theo thoi gian
thue va yéu cu doan khuéch dai c6 it nhét tir 60 dén 70 bp. Tuy nhién, vi doan mdi do
theo sang ché co thé dugc sir dung dbng thoi 1am doan moi va dau do, phuong phap theo
sdng ché khong yéu cdu diu do riéng dé phat hién theo thoi gian thuc, va qua d6 c6 thé
phat hién theo thdi gian thuc dit doan khuéch dai ngan hon. Vi du, phuong phép phan
tich da biét trong linh virc nay yéu cau doan khuéch dai it nhét tir 60 bp dén 70 bp, nhung
v6i phuong phap st dung doan mdi do theo sang ché, chi yéu ciu doan khuéch dai 12 40
bp hodc dai hon hon. Diéu nay gitup phuong phap phét hién theo sang ché don gin va
nhanh chéng hon, vi khong yéu cau kéo dai oligo bd sung trong qua trinh phan tich axit
nucleic nhé ching han nhu miRNA. Cu thé 13, khi st dung dau do Catacleave thong
thuong, vi tri cit duoc cit boi enzym cat, va sau d6 phé“m trudc va phén sau vi tri cit
duoc tach roi khéi axit nucleic dich va protein. Tuy nhién, doan mdi do theo sang ché
c6 thé duoc st dung d@)ng thoi lam doan mdi va dau do, vi vung X duy tri phirc hop véi
axit nucleic dich va chi cac ving Y va Z duogc tach khéi axit nucleic dich sau khi cit

vung Y.

3. Budc khuéch dai sau khi cit ving Y ctia doan mdi do theo sang ché tao didu
kién phat hién cac dot bién ¢ viing Y, va qua d6 doan mdi do theo sang ché c6 thé phat
hién sb luong céc dot bién qua khuéch dai axit nucleic sau d6. D6 13, khi budc lai gitra
ving Y ctia doan mdi do theo sang ché va viing dot bién cia axit nucleic dich dugc hoan
thanh, ving Y chi duge cit khi ving Y bt cip chinh x4c véi ving dot bién cua axit
nucleic dich, va sau d6 phan ung khuéch dai dugc thuc hién. Luc do, dot bién cla axit
nucleic dich c6 thé duge xac dinh 13 rang. Cu thé 13, néu ving Y ctia doan mdi do theo
sang ché va ving dot bién cua axit nucleic dich duoc phép lai, ving Y khong bi cét va
phan ting khuéch dai khong xay ra trong trudng hop ving Y khong bt cap bd sung.
Diéu nay c6 nghia 1a khong c6 dot bién nao dwoc phét hién trong axit nucleic dich.
Nguoc lai, néu ving Y ctia doan mdi do theo sang ché va viing dot bién cia axit nucleic

dich khong bi dot bién dugc cho phép lai, ving Y khong bi cét va phan ting khuéch dai
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khong xay ra trong trudng hop ving Y khong bat cip bd sung. Diéu nay c6 nghia 1a

khong c6 dot bién nao duge phat hién trong axit nucleic dich.

4. Theo phwong phép théng thudng, dau do Catacleave thé hién xu huéng ting 1én
lién tuc ctia cudng @6 huynh quang nén bang cic phan doan lap lai nhu duge thé hién
trén Fig.18, do d6 rat kho dé do chinh xéc gia tri Ct (gia tri chu ky ngudng) va cin mot
thao tac riéng biét dé do gia tri Ct. Tuy nhién, theo sang ché c6 thé thuc hién phép do

mot cdch chinh xdc ma khong cin phai c6 thao téc riéng biét dé do gia trj Ct.

5. Pau do thily phan da biét trong linh vuc tuong tmg, ching han nhu du do
Catacleave va dau do Taqman, khong tao ra cac chi thi huynh quang chinh xac nhu
luong duge khuéch dai qua mot phan ung khuéch dai. Vi du, trong trudng hop dau do
TagMan hoic dau do MGB, ddu do duoc lai nén duogc cit trong qua trinh tong hop cac
oligonucleotit, nhung chiing c6 thé bi tach rdi ma khong khong bi cit. Trong truong hop
du do Catacleave, sur phan cat va lai 1ap lai tao ra lugng chi thi huynh quang nhiéu hon
so v6i phan ting khuéch dai cua axit nucleic dich thuc té. Tuy nhién, sau khi mdt axit
nucleic riéng 1€ (doan mdi do theo séng ché) duoc lai v6i axit nucleic dich, mot chi thi
huynh quang dugc tao ra nho su phén cit vi tri Y va doan oligonucleotit dugc téng hop.
Nh¢ d6, s lwong chi thi huynh quang khép chinh xéc véi sé axit nucleic dich cin duoc
khuéch dai.

6. Sang ché d& xuat phwong phép phat hién da mdi (multiplex detection) céi tién
str dung doan mdi do theo séang ché dong thoi 1am doan mdi xudi va doan mdi nguoc.
Mic dt ¢6 thé sir dung loai phan tir phat huynh quang thudong duogc sit dung dbi véi
phuong phap phat hién da mdi thong thuong da biét, phuong phép theo sang ché ¢ thé
sir dung céc loai phan tir phat huynh quang giéng nhau hodc khac nhau gin vao clng
mot doan moi do theo séang ché dé phat hién nhiéu loai axit nucleic hon. Thong thuong,
str dung hai phan t& phat huynh quang c6 thé phat hién da mdi ndm axit nucleic, str dung
ba phan ttr phat huynh quang c6 thé phat hién da mdi chin axit nucleic, va sit dung bdn

phan t& phat huynh quang c6 thé phét hién da mdi mudi bdn axit nucleic.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché d& xuét phuong phép phat hién protein

theo thoi gian thuc sir dung doan mdi do theo séng ché.
Phuong phép bao gdm cac budc:

(a) chuén bi khang thé co gén axit nucleic c6 trinh tu nucleotit bd sung cho doan
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mbi do theo sang ché; (b) gén khang thé, duoc chuin bi & bude (a), vio miu chira protein
can phat hién, qua d6 tao thanh phirc hop protein-khang thé; c) lai b kit ¢6 chira doan
mbi do theo sang ché véi phirc hop protein-khang thé duoc tao & budce (b), qua d6 tao
phirc hop protein-khang thé-doan mdi do; va d) do sb lvong cac manh cia doan méi do

duogc phan cit qua bude (c).
Mdi bude ctia phuong phap phat hién protein theo sing ché s& duoc mo ta sau day.

Budc (a) 1 bude chudn bi khang thé c6 gin axit nucleic ¢6 trinh tr nucleotit bd

sung cho doan moi do theo séang che.

Theo sang ché, axit nucleic ¢6 trinh ty nucleotit bd sung cho doan mdi do theo
sang ché duoc téng hop bing phan tng khuéch dai PCR thong thudng st dung trinh tu

nucleotit ctia doan moi do theo sang ché lam khudn mau.

Nhu duoc md ta & trén, doan mdi do theo sang ché c6 chu trac X-Y-Z va c6 chira
mot hodc nhidu chi thi c6 thé phat hién dugc gin vao ca hai diu hodc bén trong. Khi
ving Y cta doan mdi do duge cit boi enzym ddc hi€u, cdc vung Y va Z dugc tach roi
khéi mach khudn, va ving X dam nhiém vai trd nhu doan mdi. Céu tric doan mdi do

nay da dugc mo ta & trén.

Chi thi c6 thé phat hién & trén c6 thé 14 phén tir phat huynh quang gén vao doan
mdi do bang lién két cong hoa tri hoic lién két khong phai lién két cong hoéa tri, hodc

cip huynh quang gbm phén tir phat huynh quang va phan tir ddp tit huynh quang.

Phén tr phat huynh quang c6 thé 13, vi du, phéan tir bit k¥ dugc chon tir nhém bao
gém Cy3, Cy5, Cy5.5, Bodipy, Alexa 488, Alexa 532, Alexa 546, Alexa 568, Alexa 594,
Alexa 660, rhodamine, TAMRA, FAM, FITC, Flo X, ROX, Texas Red, ORNAge green
488X, ORNAge green 514X, HEX, TET, JOE, Oyster 556, Oyster 645, Bodipy 630/650,
Bodipy 650/665, Calfluor ORNAge 546, Calfluor red 610, Quasar 670 va biotin, nhung
khéng nhét thiét gisi han & day. Ngoai ra, phan tir dap tit huynh quang c6 thé 13, vi du,
phén ti bét ky duogc chon tir nhém bao g6m DDQ-1, Dabcyl, Eclipase, 6-TAMRA,
BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3, lowa Black RQ-Sp, QSY-7, QSY-2 va MGBNFQ, nhung
khong nhét thiét duoc gioi han & day.

Theo sang ché, khang thé c6 ciu trac trong d6 trinh tw nucleotit bd sung cho doan

moi do theo sang ché duoc lién két v6i ving Fe ctia khang thé nhd cau ndi. O day, cau
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ndi thuong 14 ADN gdm c6 tir 1 dén 10 nucleotit.

Theo sang ché, dé lién két khang thé véi axit nucleic ¢6 trinh ty nucleotit b sung
cho doan mdi do theo sang ché, thudong c6 thé sir dung hai phuong phép. Theo phwong
phép thu nhit, ADN c6 dau 5° bién ddi thiol duoc lién két v6i cac gbe amino tur do clia
khang thé str dung mot thudc thir bt ky duoc chon tir nhom gbm c6 sucxinimidyl-4-(N-
maleimidometl)xyclohexan-1-carboxylat (SMMCCO), sulfo-suxinimidyl-4-(N-
maleimidometl)xyclohexan-1-carboxylat (Sulfo-SMCC), n-suxinimidyl-3-(2-
pyridylthio)propionat (SPDP), N-suxinimidyl-6-(3'-(2-pyridyldithio)-
propionamido)hexanoat (NHS-Ic-SPDP), va sulfo-suxinimidyl-6-(3'-(2-pyridyldithio)-
propionaamido)hexanoat (Sulfo-NHS-Ic-SPDP). Cac thudc thir ndy co chiéu dai khong
gian va d¢ tan trong nudc khic nhau. Néu cin thiét, ddi véi thao tac bd sung, ving ndi

¢6 thé duoc phan cit str dung thude thir thio hoa giai phong ADN.

Theo phuong phép th hai, ving nbi dugc tao ra gitta khéng thé va ADN béi
protein strepavidin bac 4, trong d6 protein du dé hinh thanh lién két khong thuan nghich
v6i biotin. Céc gbc amino tw do ctia khang thé duoc danh déu véi biotin bang cach phan
Urng vai biotin-N-hydroxysuxinimit. Biotin héa ADN c6 thé duoc thuc hién bang cach
sit dung 5'-biotin phoshporamidit hodc phan tng biotin-n-hydroxysuxinimit sau gbe
amin & dau 5°. Mot lién hop ADN, strepavidin va khang thé ¢ thé dugc tao ra bing

cach bd sung 1 mol duong lugng lién hop ADN-strepavidin.

Theo phuong phap duge md ta & trén, khang thé da dwgc gén axit nucleic ¢6 trinh
tu nucleotit bd sung cho doan mdi do theo sang ché c6 thé duge thuc hién phan tng &
4°C trong thoi gian 1 gid, sau d6 duge tinh sach vadi cdt gel Superdex 200, qua d6 thu
duoc lién hop khang thé-axit nucleic.

Khéng thé dugc tao ra theo sang ché ¢6 thé nhan dién dic hiéu protein can phat
hién, trong khi d6 doan mdi do theo sang ché c6 thé lai véi khang thé. Do d6, khang thé
¢6 thé duoc sit dung dé dang dé phat hién protein can phat hién theo thoi gian thyc.

Bude (b) 1a bude tao phirc hop protein-khang thé.

Cu thé 13, budc (b) theo phuong phép theo sdng ché 12 bude gin khang thé dugc

tao ra & budc (a) vao mau chira protein can phat hién dé tao phirc hop protein-khang thé.

Theo sang ché, mau c6 thé 12 mau sinh hoc ¢6 chtra protein can phét hién. Cu thé
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13, mau c6 thé 13 mot mau bat ky dugc chon tir nhdm gom c6 mau, nude bot, nude ti€u,
phén, mo, t& bao va mau sinh thiét, hoic c6 thé 1a mau sinh hoc luu trit chira protein cin

phét hién, nhung khong nhét thiét duoc giéi han & do.

Mau sinh hoc luu trit ¢6 thé dwoc luu trir bing phuong phép thong thuong bét ky
da biét trong linh vuc. Mau ¢6 thé duoc luu trit trong hon 1 ndm, vidy, tir 1 dén 10 nam.
Ngoai ra, miu c6 thé c6 ngudn géc tr mé duoc bao quan déng lanh hodc md dugc cb

dinh formalin dugc bao quan & nhiét do phong.

Theo sang ché, viéc gin khang thé vao protein ¢6 thé duge thuc hién bang cach

tron khang thé dugc tao & bude (a) véi miu cé chira protein can dugc phat hién.
Budce (¢) 1a bude tao phitc hgp protein-khang thé-doan mdi do.

Cu thé, buéc (c) theo phuong phap theo sang ché 12 budc lai b kit c6 chira doan
mdi do theo sang ché vai phiic hop protein-khéng thé duoc tao & bude (b), qua dé tao

phtrc hop protein-khang thé-doan mdi do.

Theo séng ché, bo kit c6 chira doan mdi do 12 bd kit ¢6 chira doan mdi do theo séng
ché va enzym c6 thé cit ving Y ctia doan mdi dd. Theo sang ché, enzym cho phép cét
ving Y cta doan mdi do co thé 1a enzym bat ky c6 thé cit dic hiéu ving Y cia doan
mdi do. Vi dy, khi ving Y 12 ADN, enzym c6 thé cét vimg Y t6t nhit 12 ADN nucleaza
(DNaza), cu thé 1a DNaza I, DNaza I, S1 nucleaza, nucleaza P1, AP endonucleaza, hodc
UvrABSC nucleaza. Khi ving Y 12 ARN, enzym c6 thé cét ving Y tdt nhét 1a

ribonucleaza (RNaza), cu thé 1a RNaza II, RNaza III, RNaza IV, RNaza H, hoidc RNaza
T2.

Theo sang ché, viéc lai bd kit co6 chira doan mdi do theo sang ché véi phirc hop
protein-khang thé c6 thé dugc thyc hién bang cach bo sung bd kit ¢ chira doan mdi do
theo sang ché vao phirc hop protein-khéng the.

Bude (d) 1a bude phat hién protein bang cach tinh s6 lugng cdc méanh cua doan
moi do dugc cat boi enzym c6 thé cat vung Y cia doan mdi do.

Theo sang ché, viéc do so lugng cadc manh ctia doan mo1 do ¢ thé dugc thue hién
bang cach st dung cac phuong phap phat hién khac nhau. Cuy the 1a, s6 lvgong cadc manh
cua doan moi do dugc phéan cat theo sang ché tot nhat 1a duge do sau khi hoan thanh

phan ing PCR phién ma ngugc RT-PCR hodc phéan Urng khuéch dai, va ¢6 thé duge xac
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dinh bang cach do su thay ddi cudng do huynh quang hoic phét quang héa hoc.

Viéc do su thay ddi vé cuong d6 huynh quang hodc phat quang hoéa hoc c6 thé
duge thuc hién biang cach sir dung hé théng do bét ky ¢ thé phat hién phan tir phat
huynh quang da biét trong linh vuc twong tmg. Vi du, viéc do c¢6 thé duoc thuc hién
bang cach sir dung may PCR thdi gian thue, may do da diém TRIAD, ddu doc dia huynh
quang Wallac/Victor, may phat quang phd ké Perkin-Elmer LB50B, LightCycler96,
méy PCR thoi gian thuc Applied Biosystems 7500, hodc mdy ludn nhiét PCR thoi gian
thuc Biorad CFX96, nhung khong gidi han & day.

Phuong phap diing d& do va phét hién sb lugng cdc manh ctia doan mdi do duoc
cét theo sang ché c6 thé khac nhau phu thudc vao loai phan t& danh du hodc chi thi c6

thé phat hién duoc dwa vao doan mdi do hodc dung dich phan ung.

Vi du, doan mdi do, trong d6 phan tir phat huynh quang dugc gin vao diu cua
ving X va phan tir ddp tit huynh quang duoc gén & dau cia vung Z, dugc lai v6i khéng
thé tao phuic hop vdi protein cin phat hién, va huynh quang ctia phan tr phat huynh
quang dugc gin & dau ctia ving X giam dang ké do phén tir dap tit huynh quang duogc
gin & dau ctia ving Z trude khi cac ving Y va Z dugc tach roi bdi enzym c6 thé cit
vung Y. Tuy nhién, khi ving X khong dugc tach rdi ma chi c6 cac ving Y va Z duoc
tach roi khoi khang thé va dugc phén tan trong dung dich phan tmg bdi enzym c6 thé
phan cit cing Y, huynh quang cta phan tr phat huynh quang duoc gin vao diu cua
ving X tdng 1én ma khong bi anh hudng boi phan tir dap tit huynh quang duoc gin vao
dau ctia ving Z. Luc do, ¢6 thé phat hién protein dich theo thoi gian thuc bang cach st
dung cac thiét bi duoc mé ta & trén dé tang phat xa huynh quang cta phan t&r phat huynh

quang dugc gdn vao dau cta vung X.

Theo mot vi du, chi thi c6 thé phét hién néu trén c6 thé 14 phan tir phat huynh quang
duoc grfm vao doan mdi do béng lién két cong hoa tri hoac lién két khong cong héa tri,

hodc cdp huynh quang gdm phén tir phat huynh quang va phan tr dap tit huynh quang.

Phén t& phéat huynh quang c6 thé 14, vi du, mot phan tir danh dAu bt ky dugc chon
tir nhém gdm cé Cy3, Cy3, Cy5.5, Bodipy, Alexa 488, Alexa 532, Alexa 546, Alexa
568, Alexa 594, Alexa 660, rhodamine, TAMRA, FAM, FITC, Flo X, ROX, Texas Red,
ORNAge green 488X, ORNAge green 514X, HEX, TET, JOE, Oyster 556, Oyster 645,
Bodipy 630/650, Bodipy 650/665, Calfluor ORNAge 546, Calfluor red 610, Quasar 670
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va biotin, nhung khong nhét thiét gidi han & ddy. Ngoai ra, phan tir dap tit huynh quang
c6 thé 13, vi du, phan ti bét ky dugc chon tir nhom gém c6 DDQ-1, Dabcyl, Eclipase,
6-TAMRA, BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3, lowa Black RQ-Sp, QSY-7, QSY-2 va MGBNFQ,
nhung khong nhét thiét duoc gi6i han & day.

Phuong phép phét hién protein theo sang ché c6 uu diém & chd tdc d phat hién
cling nhur d6 chinh x4c cia viéc phét hién protein cin phat hién c6 thé ting bang cach
str dung doan mdi do theo sang ché va khang thé c6 gén axit nucleic 6 trinh ty nucleotit
bd sung cho doan mbi do theo sang ché. D6 13, nhu duoc mo ta & trén, doan mdi do theo
séng ché c6 tdc d6 phat hién protein nhanh hon va chinh x4c nhd dugc lién két véi phuc

hop protein-khang thé véi chu ky khuéeh dai ngén va tinh dic hiéu cao.
Hiéu qua dat dugc cta sang ché

Nhu dugc mo ta & trén, phuong phép phét hién axit nucleic (ADN hodc ARN) hoic
protein st dung doan mdi do theo sang ché str dung mot luong nhé oligo so véi phuong
phép phat hién thong thudong va khong yéu cau dau do riéng biét dbi voi phét hién theo
thoi gian thue. Do d6, theo phuong phap theo sang ché, axit nucleic (ADN hodic ARN)
hoic protein cin phét hién c6 thé dugc phét hién theo thoi gian thue mot cach don gian
va tiét kiém chi phi.

Ngoai ra, cdc dot bién trong ving Y c6 thé duge phat hién qua budc khuéch dai
sau khi cdt ving Y ctia doan mdi do, va c6 thé phat hién da mdi véi sb luong céc axit
nucleic (ADN hodc ARN) hogc c4c protein phat hién dwgc 16n hon s6 phan tir phat

huynh quang dugc gan vao doan moi do.

Do d6, doan mdi do theo séng ché va phuong phép phét hién axit nucleic (ADN
hodc ARN) hoic protein theo thoi gian thuc sir dung doan mdi do ¢ thé phan biét cac
dot bién didm khac nhau xay ra ¢ cac gen KRAS, BRAF, EGFR, v.v., va qua d6 cé thé
duogc str dung thudn loi d& chudn doan céc bénh khac nhau va dé chudn doén tién luong
va c6 thé duoc st dung hiéu qua dbi v&i cac vi khudn khac nhau, chéng han nhu vi khudn

khang khang sinh xay ra d6t bién diém, va vi rat.
M0 ta van tit cac hinh vé

Fig.1 minh hoa quy trinh phét hién axit nucleic dich sir dung doan mdi do theo

séng ché;
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Fig.2 thé hién cac két qua phan tmg chudi polymeraza dugc thyc hién bang cach
str dung cdp mbi ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 2 va 7, dugc thiét ké theo vi du ctia sang
ché, @& do mirc d6 biéu hién cta gen CK-18 trong dong té bao ngudi SW620 va té bao

don nhan mau ngoai vi PBMC (peripheral blood mononuclear cell);

Fig.3 thé hién cac két qua phan tmg chudi polymeraza dugc thuc hién bang cach
str dung cép mdi c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 3 va 8, dugc thiét ké theo vi du cta sang
ché, dé do muc do biéu hién ctia gen CK-19 trong dong té bao ngudi SW620 va té bao
PBMC,;

Fig.4 thé hién cac két qua phan ting chudi polymeraza dugc thuc hién bang cach
st dung cédp mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 6 va 9, dugc thiét ké theo vi du cua sang
ché, & do murc d6 biéu hién ctia gen GAPDH trong dong t& bao ngudi SW620 va té bao
PBMC;

Fig.5 thé hién céc két qua phan ung chudi polymeraza duogc thuc hién bang cach
sit dung doan mdi dd ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 1 va doan mdi nguoc c6 ma nhin
biét SEQ ID NO: 2, duoc thiét ké theo vi du ctia sing ché, @& do muc d6 biéu hién cua
gen CK-18 trong dong té bao ngudi SW620 va té bao PBMC;

Fig.6 thé hién céc két qua phan img chudi polymeraza dugc thuc hién bing cach
str dung doan moi xudi 6 ma nhan biét SEQ ID NO: 3 va doan mdi dd c6 ma nhan biét
SEQ ID NO: 4, dugc thiét ké theo vi du cta séng ché, dé do muc d6 biéu hién cia gen
CK-19 trong dong té bao ngudi SW620 va té bao PBMC;

Fig.7 thé hién cac két qua phan tmg chudi polymeraza bang cach st dung doan
mdi do ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 5 va doan mdi nguoc ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO:
6, duoc thiét ké theo vi du cia sang ché, dé do mirc do biéu hién ctia gen GAPDH trong
dong té bao ngudi SW620 va té bao PBMC;

Fig.8 thé hién phan ting chudi polymeraza duoc thuc hién bang cach sir dung doan
mbi do ¢6 mi nhan biét SEQ ID NO: 11 va doan mdi nguge ¢ ma nhén biét SEQ ID
NO: 12, dugc thiét ké theo vi du ctia sang ché, dé do murc d6 dot bién G12D & gen KRAS;

Fig.9 thé hién cac két qua phan tmg chudi polymeraza dugc thuc hién bing cach
sir dung doan moi do ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 10 va doan mbi ngugc ¢ ma nhan

biét SEQ ID NO: 12, dugc thiét ké theo vi du ctia sang ché, & do murc do dot bién G12V
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& gen KRAS;

Fig.10 thé hién c4c két qua phan tng chudi polymeraza dugc thuc hién bang cach
str dung doan mdi dd c6 ma nhéan biét SEQ ID NO: 10 va doan mdi ngugc ¢6 ma nhén
biét SEQ ID NO: 12, duoc thiét ké theo vi du cia sang ché, d& do mirc d6 dot bién G12D
& gen KRAS;

Fig.11 thé hién cac két qua phét hién dot bién T529C & gen OPNIMW sau khi
thuc hién phan Gng chudi polymeraza bang cach sir dung doan mdi do c6 ma nhén biét
SEQ ID NO: 14 va doan mdi nguoc c6 mi nhan biét SEQ ID NO: 19, duoc thiét ké theo
vi du ctia sang ché;

Fig.12 thé hién cac két qua phat hién dot bién T529C & gen OPNIMW sau khi
thuc hién phan tng chudi polymeraza bing cach st dung cip moi do ¢ ma nhan biét
SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 15 va doan mdi nguoc c6 ma nhén biét SEQ ID NO:
19, dugc thiét ké theo vi du cta sang ché;

Fig.13 thé hién cac két qua phat hién dot bién T529C & gen OPNIMW sau khi
thuc hién phan tmg chudi bang cach sir dung cip mdi dd c6 ma nhén biét SEQ ID NO:
14 va SEQ ID NO: 16 va doan mdi nguoc ¢6 ma nhén biét SEQ ID NO: 19, duoc thiét
ké theo vi du ctia sang ché;

Fig.14 thé hién cac két qua phat hién dot bién T529C & gen OPNIMW sau khi
thyc hién phan Gng chudi polymeraza bing céch sir dung cip mdi dod c6 ma nhén biét
SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 17 va doan mdi nguoc c6 mé nhan biét SEQ ID NO:
19, dugc thiét ké theo vi du ctia séng ché;

Fig.15 thé hién céc két qua phét hién dot bién T529C & gen OPNIMW sau khi
thuc hién phan tmg chudi polymeraza bang cach sir dung cip mdi do c6 ma nhén biét
SEQ ID NO: 14 va SEQ ID NO: 18 va doan mbi ngugc ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO:
19, duoc thiét ké theo vi du ctia sang ché;

Fig.16 thé hién cac két qua phat hién dot bién G12D & gen KRAS sau khi thuc
hién phan tng chudi polymeraza bing cach st dung cip mdi do c6 ma nhan biét SEQ
ID NO: 20 va SEQ ID NO: 21 va doan mdi nguoc ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 12,

dugc thiét ké theo vi du cla sang ché;

Fig.17 thé hién céc két qua phat hién dot bién G12V & gen KRAS sau khi thuc
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hién phan tmg chudi polymeraza bang cach sir dung cdp mdi do ¢6 ma nhan biét SEQ
ID NO: 22 va SEQ ID NO: 23 va doan mdi nguoc ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 12,

dugc thiét ké theo vi du cua sang ché; va

Fig.18 thé hién két qua x4c nhan doan Salmonella Set 33 c6 dugc khuéch dai hay

khong st dung ddu do Catacleave theo giai phap k¥ thuét da biét.
Vi du thie hién sang ché

Sau ddy, sang ché s& duge md ta chi tiét dua trén cac vi du. RS rang la céc vi du
nay chi c6 muc dich minh hoa va khéng nham giéi han pham vi clia séng ch€ doi véi

nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc twong Ung.

Vi du 1: phén tich axit nucleic theo thoi gian thyce sir dyng doan modi do theo sang

che

Dé do sy biéu hién cua cac gen CK-18 (xytokeratin-18), CK-19 (xytokeratin-19)
va GAPDH (glyxeraldehyt 3-phophat dehydrogenaza), cadc doan mdi do theo sang ché
va cac mdi duoc thiét ké bsi IDT (Integrated ADN Technologies, Hoa K¥) nhu dugc
thé hién trong Bang 1 duéi diy (xem Bang 1). O day, ddi voi cac doan mdi do, FAM
(fluorescein suxinimidyl este) duoc gin vao dau 5°, va 3JABKFG dugc gin vao dau 3°.
Péi v6i axit ribonucleic (ARN), chit cii “r” dugc thém vao trudce trinh ty dé phén biét
v6i axit deoxyribonucleic (ADN). Pdi véi d6i chung, cac mdi dwoc st dung trong

phuong phap SYBR dugc thiét ké bai IDT nhu dugce thé hién trong bang 2 duéi day.

Bang 1

DPoan mdi do xubi gen ngudi | 5~ATCTTGGTGATGCCTTrGrGAC-3 SEQID NO: 1
CK18

Poan mdi nguoc gen ngudi | 5’-CCTGCTTCTGCTGGCTTAAT-3’ SEQ ID NO: 2
CK18

Poan mdi xudi gen ngudi CK18 | 5’-GTCACAGCTGAGCATGAAAG -3° SEQIDNO: 3

Poan mdi dd nguoc gen ngudi | 5>-TCACTATCAGCTCGCArCrATC-3° SEQ ID NO: 4
CK19

Poan mdi do xudi gen ngudi | 5~-AAGGTGAAGGTCGGAGrUrCAA-3> | SEQIDNO: 5
GAPDH

Poan mdi nguoc gen ngudi | 5’-AATGAAGGGGTCATTGATGG-3’ SEQ ID NO: 6
GAPDH

Béang 2

Poan méi xudi gen ngudi CK18 | 5’-ATCTTGGTGATGCCTTGGAC-3’ SEQ ID NO: 7
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Poan mdi ngugc gen ngudi | 5’-CCTGCTTCTGCTGGCTTAAT-3 SEQ ID NO: 2
CK18

Poan mdi xudi gen nguoi CK19 | 5’-GTCACAGCTGAGCATGAAAG-3> | SEQID NO: 3

Poan mdi nguoc gen ngudi | 5’-TCACTATCAGCTCGCACATC-3’ SEQ ID NO: 8
CK19

Poan mMO&i xudi gen ngudi | 5’-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3’ | SEQIDNO: 9
GAPDH

Poan mdi nguoc gen ngudi| 5’-AATGAAGGGGTCATTGATGG-3> | SEQIDNO: 6
GAPDH

ARN tir mdi t& bao SW620 va PMBC thu duogc tir mau ngudi 1a dbi twong cta
phan ting chudi polymeraza phién ma nguoc (RT-PCR) dé tong hop ciac cADN. 10 ng
mdi cADN, 10 triéu don vi RNaza H chiu nhiét va 4 pl AptaTaq DNA master (Roche)
duoc nap vao dng, va bd sung nude cét ba 1an dén tdng thé tich 20 pl. Tiép theo, phan
ting chudi polymeraza (PCR) d6i v6i cADN dugc thuc hién voi su 6 mat cta 1 pl dung
dich c¢6 ndng dd 10 pM ctia mdi doan mdi do va mdi mdi nhu duge thé hién & bang 1 va
bang 2. O ddy, cac phan tng PCR duoc thue hién 40 chu ky (d6i vé6i phuong phap SYBR)
va 45 chu ky (d6i véi doan mdi do theo sang ché), mdi chu ky kéo dai trong thoi gian 5
phit & nhiét d6 95°C, 60 gidy & nhiét do tir 62 dén 63°C va 10 gidy & nhiét do 95°C.
Cac két qua ctia phan tmg PCR dugc thé hién trén c4c hinh v& tir Fig.2 dén Fig.7. Két
qua 13, c6 thé thiy rang, khi sy biéu hién cta cic gen CK-18, CK-19 va GAPDH dugc
do bang céch sir dung phuong phép SYBR, duong cong khuéch dai khong dic hiu dbi
v6i gen CK-18 va CK-19 trir GAPDH dugc thé hién & ddi chimg 4m, va khuéch dai
khong dic hiéu cling xay ra & ddi chimg dwong (nhu dwoc thé hién & cac hinh ve tix
Fig.2 dén Fig.4). Nguoc lai, khi sir dung doan mdi do theo sang ché, cac vin dé ching
han nhu khuéch dai khong dic hiéu khong xay ra khéng chi trong truong hgp gen
GAPDH ma con trong céc gen CK-18 va CK-19. Do d6, c¢6 thé thdy ring doan mdi do
theo sang ché c6 thé duge sir dung trong biéu hién gen va phén tich gen ma khong géy
ra bat ky phan tng khéng dic hiéu nao, khong gidng véi phuong phép SYBR thong
thuong.

Vi du 2: x4c dinh dot bién st dung doan mdi do theo séng ché

Cac dot bién G12D va G12V & gen KRAS duoc xac dinh sir dung doan mdi do
theo sang ché. Cu thé 13, cic doan mdi do theo séng ché va doan moi nguoc duoc thiét
ké béi IDI nhu dugc thé hién & bang 3 dudi day. Dbi véi cac doan mdi do theo sang ché,

FAM (floresxein suxinimidyl este) duoc gin vao ddu 5°, va 3IABKFG duge gin vao diu
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3°. Pbi v6i axit ribonucleic (ARN), chit céi “r” duogc thém vao phia trude trinh ty dé

phén biét véi axit deoxyribonucleic (ADN).

Béang 3

Poan mdi do xudi G12D | 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGrATG-3’ SEQ ID NO: 10
Doan mdi do xudi G12V | 5°-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGrATG-3" | SEQID NO: 11

Poan mdi nguoc phd | 5-CATATTCGTCCACAAAATGATTCTG- | SEQID NO: 12
dung 3

Ngoai ra, gen KRAS cin do dugc thu duéi dang ADN tdng sé tir mbi dong té bao
SW620 va dong té bao LS174T. Bdi véi kidu gen hoang di, ADN tdng sb dugc thu tir
méu cia ngudi binh thudng theo cach twong tu. O ddy, dong té bao SW620 dugce biét
dén 1a dong t& bao dot bién G12V, va dong té bao LS174T dugc biét dén 1a dong dot
bién G12D.

Tiép theo, 10 triéu don vi RNaza H chiu nhiét, 4 ul AptaTaq ADN Master (Roche),
40 ng ADN tbng sb duge tach chiét tir té bao SW620, va mdi 4 pg, 40 pg, 400 pg, va 4
ng ADN tdng s6 duoc tach chiét tir té bao LS174T dugc nap vao cac 6ng twong mg, va
bd sung nude cit ba 1an dén dén tdng thé tich mdi dng 1a 20 pl. Sau d6, st dung 1 pl
dung dich ndng d6 10 uM ctia mdi doan mdi do c6 mi nhan biét SEQ ID NO: 11 va
doan mdi ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 12, duoc thiét ké nhu mé ta & trén, dé thuc hién
phén Gng chudi polymeraza dé do dot bién G12D duge biét nhur 12 dot bién LS174T. O
day, phan tng PCR dugc thuc hién trong thoi gian 5 phat & nhiét do 95°C, 60 gidy &
nhiét do tir 62 dén 63°C va 10 gidy & nhiét d6 95°C. Céc két qua do dwoc dugc thé hién
trén Fig.8.

Ngoai ra, dot bién G12V duoc biét nhu 1 dot bién SW620 duoe do khi c6 su ¢6
mit cta doan mdi do c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 10 va doan mdi ¢6 ma nhan biét SEQ
ID NO: 12 dudi cing céc diéu kién nhu duoc md ta & trén, ngoai trir mdi luong 4 pg, 40
pg, 400 pg, va 4 ng ADN tdng s& duoc tach chiét tir té bao SW620 duoc bd sung vao 40
ng ADN tdng s dugc tach chiét tir t€ bao LS174T, thay vi bd sung ADN téng sb dugc
tach chiét tir LS174T vao ADN tdng s duoc tach chiét tir té bao SW620. Cac két qua

do dugc duge thé hién trén Fig.9.

Ngoai ra, dot bién G12D duoc biét 1a dot bién LS174T duogc do khi c¢6 sw ¢ mit
cta doan mdi dd ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 10 va doan mdi ¢ ma nhan biét SEQ ID

NO: 12 dudi céc didu kién giéng nhu duoc mé ta & trén, ngoai trir 40 pg ADN tdng s6
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dugc tach chiét tir dong té bao LS174T duge bd sung vao 40 ng ARN tdng s tir nguoi
binh thudng, thay vi thém ADN tdng sb duoc tach chiét tir té bao SW620 vao ADN tong
s6 duoc tach chiét tir té bao LS174T. Cac két qua do duge duge thé hién trén Fig.10.

Tir cac két qua trén, c6 thé thay rang khi doan mdi do theo sang ché duogc sir dung,

c6 thé do duogc cac dot bién véi do nhay va dac hiéu cao.

Cu thé 1a, trong x4c dinh kiéu gen diém cudi duoc st dung rong rii nhu phuong
phap dé do cac dot bién diém, chi c6 sy hién dién hoic ving mit cta dot bién twong ing
c6 thé dugc xac dinh qua phan tng PCR theo thoi gian thuc. Tuy nhién, trong trudng
hop str dung doan mdi do theo sang ché, ¢6 thé thiy ring loai dot bién va ty 18 dot bién
c6 thé duogc phan tich théng qua phan tmg PCR thoi gian thuc nhu duoc mb ta & trén.
Ngoai ra, trong trudng hop phuong phap théng thudong, chi c¢6 thé xac dinh cac gen co
mtrc dot biét t6i da tir 1 dén 0,1%, nhung trong trudng hop theo sang ché, ¢6 thé phan

tich véi cac mtrc ddt bién chi 0,01%.
Vi du 3: x4c dinh kich thuéc tdi vu ctia doan mdi do theo sang ché

Gen OPNIMW (gen opsin-1 nhay véi budce song trung binh) nam & canh dai (Xq28)
cta nhiem sac the X 1a gen lién quan dén roi loan mau sdac va mu mau, va cac dot bién
x&y ra & bon vi tri nucleotit clia gen ndy gdy ra hdi ching mu mau dé-xanh. Céc vi tri

d6t bién nhu thé 13 C282A, T529C, T607C va G989A.

Theo d6, dé dénh gia kha ning phét hién dot bién ctia doan mdi do theo sang ché
theo d§ dai ctia no, céc tac gia sing ché da thiét ké plasmit chira gen (xem trinh tw ADN
c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 13) thu dugc béng cach gay dot bién & vi tri T529C & céc
nucleotit tir 241 dén 1030 cia gen OPNIMW, va sau d6 plasmit nay dugc pha loadng &
cac ndng do 10 fM, 1 fM, 100 aM va 10 aM. Ly 1 pl m&i ndng d6 pha lodng va sau d6
thuc hién phén tich mdi trinh tw pha lodng st dung nim doan mdi do theo sang ché va
mdi nguge do IDT thiét ké nhu dwoc thé hién trén bang 4 dudi day. O day, FAM
(floresxein suxinimidyl este) duoc gan vao dau 5 cta ndm doan moi do duge thiét ké,
va 3IABKFG duoc gén vao dau 3’. Pbi véi axit ribonucleic (ARN), chit cai “r” duoc
thém vao trude trinh tur dé phan biét vé6i axit deoxyribonucleic (ADN). Cac két qué thu
duoc b%mg cach st dung doan moi do ¢ ma nhan biét SEQ ID NO: 14 (nhu dugc thé
hién trén Fig.11) va céac két qua thu dugc béng cach st dung doan moi do ¢6 ma nhan

biét SEQ ID NO: 13 va mbi doan mdi do 1an lwot c6 cdc ma nhan biét SEQ ID NO: 15,
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16, 17, va 18 (nhu duoc thé hién trén cc hinh v& tir Fig.12 dén Fig.15) dugc thé hién
trén céc hinh vé& tir Fig.11 dén Fig.15.

Bang 4
Poan mdi do | 5“TGGGCATTGCCTTCTCCrCGG-3’ SEQ ID
529CA1 NO: 14
Poan mbdi do | 5-GCCTTCTCCrCGG-3’ SEQ ID
529CA2 NO: 15
Poan mdi do | 5-CAAGCTGGCCATCGTGGGCATTGCCTTCTCCrCGG- | SEQ ID
529CA3 3 NO: 16
Poan mbdi do | 5-“TGGGCATTGCCTTCTCCrCGGATCTGGGC-3’ SEQ 1D
529CA4 NO: 17
Poan mdi do | 5- SEQ ID
529CA5S TGGGCATTGCCTTCTCCrCGGATCTGGGCTGCTGTG-3’| NO: 18
Poan moi nguoc | S’-GTACCTGCTCCAACCAAAGA-3’ SEQ ID
NO: 19

Nhu duge thé hién trén cac hinh vé& tir Fig. 11 dén Fig.15, khi viing X trong céu truc
X-Y-Z ctia doan mbi do theo sang ché gdm cé 9 nucleotit, viing X ciing dugc tach khoi
mach khudn sau khi cit viing Y, va do d6 n6 chi déng vai trd 12 ddu do ma khong c6
chttc nang 1am doan mdi (nhu dugc thé hién trén Fig.12), va khi ving X gdm c6 31
nucleotit, quan sat thdy phan ung khuéch dai khong dic hiéu (nhu dugc thé hién trén
Fig.13). Ngoai ra, khi viing Z gdm c6 2 hoic 10 nucleotit, chi ¢6 ving Z duoc tach khoi
mach khuén sau khi cit ving Y, trong khi ving X khong duogc tach ra, va do do x4y ra
phén tmg khuéch dai thong thuong (nhu duoc thé hién trén cac hinh vé Fig.11 va Fig.14),
nhung khi viing Z gdm c¢6 17 nucleotit, ving Z khong duoc tach khoi mach khuén sau
khi cit viing Y, va do d6 khong xay ra phan tng khuéch dai thong thuong (nhu dugce
thé hién trén Fig.15). Nhu duoc mé t & trén, ¢ thé thiy rang khi cac ving X va Z ctia
doan mdi do theo sang ché co sb lwong nucleotit cu thé phén ng khuéch dai dic hiéu

c6 the xay ra.

Ngoai ra, dot bién trén gen KRAS dugc do theo cach twong tu nhu & thi nghiém &
vi du 2, ngoai trlr, nhu dugc thé hién trong bang 5 dudi day, ving Y gém c6 mot ARN
va viing Z gém c6 mot hodc hai ADN. Cu thé 13, 1 pl mi dung dich ndng d6 10 uM cua
doan mdi do c6 ma nhén biét SEQ ID NO: 20 va doan mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO:
10, hodc 1 ul mdi dung dich10 pM cuia doan mdi do ¢6 ma nhan biét SEQ ID NO: 21 va
doan mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 12, 10 triéu don vi RNaza H chiu nhiét, 4 pl
AptaTaq ADN master (Roche), va mdi 120 pg va 1,2 ng ADN tdng sé duoc tach chiét
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tir t& bao LS174T dwoc nap vao cac dng nghiém twong tng, va bd sung nudce cét ba 1an
dén tng thé tich mdi 6ng 14 20 pl. Tiép theo, thuc hién phan tGng chudi polymeraza
trong thoi gian 5 phut & nhiét d6 95°C, 60 gidy & nhiét do tir 62°C dén 63°C va 10 gidy
& nhiét d6 95°C, qua d6 do dugc dot bién G12D duge biét 1a dot bién LS174T. Cac két
qua do duoc thé hién trén Fig.16.

Ngoaira, 1 ul dung dich 10 pM ctia mdi doan mdi do c¢6 ma nhén biét SEQ ID NO:
22 va doan mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 12, hodc 1 pl dung dich 10 uM ctia mdi
doan mdi do c6 ma nhan biét SEQ ID NO: 23 va doan mdi c6 ma nhan biét SEQ ID NO:
12, 10 triéu don vi RNaza H chiu nhiét, 4 pl AptaTaq DNA master (Roche), va mdi 120
pg va 1,2 ng ADN tdng sé dugc tach tir té bao SW620 duge nap vao éng nghiém, va bd
sung nuée cit ba 1an dén tdng thé tich mbi dng 14 20 pl. Tiép theo, thuc hién phan Gng
chudi polymeraza trong thoi gian 5 phat & nhiét d6 95°C, 60 gidy & nhiét do tir 62°C
dén 63°C va 10 gidy ¢ nhiét d¢ 95°C, qua d6 xac dinh dugc mirc do dot bién G12V dugc
biét 1a dot bién SW620. Cac két quia do dwoc duge thé hién trén Fig.17.

Béang 5
Poan mdi do-xudi GI2D | 5°-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGrAT-3’ SEQ ID NO: 20
loai rY
Poan méi do-xudi G12D | 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGrATG-3’ SEQ ID NO: 21
loairYY

Poan mdi do-xudi G12V | 5’-AACTTGTGGTAGTTGGAGCTGrUT-3’ SEQ ID NO: 22
loai rY

Poan mdi do-xudi G12V | 5’-ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGrUTG-3’ SEQ ID NO: 23
loairYY

Doan mdi nguoc phd dung | 5"-CATATTCGTCCACAAAATGATTCTG-3’ SEQ ID NO: 12

Nhu duoc thé hién trén cac hinh v& Fig.16 va Fig.17, khi khoang céch gifta ving
Y duoc cit va viing Z c6 chiéu dai it nhat 2 bp, phan tmg khuéch dai sir dung doan moi

do theo sang ché xay ra sudn sé.
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YEU CAUBAO HO
1. Poan mdi do dugc st dung déng thoi nhu 12 ddu do va doan mdi dé phét hién axit
nucleic hodc protein theo thoi gian thuce, c6 chu tric X-Y-Z, chira it nhat mot chi thi c¢6
thé phat hién dwoc gin vao ca hai diu hoic bén trong doan mdi do, va tao phirc hop
bing cach bam vao axit nucleic dich hodc ving dic hiéu cta protein dich can phat hién

theo thoi gian thuc,

trong d6 khi ving Y ctia doan mdi do duge cét béi enzym dic hidu, ving X déng
vai trd 1am doan mdi trong viée duy tri phirc hop véi axit nucleic dich hodc protein dich

va cac vung Y va Z dugce tach khéi ving ddc hi¢u cta axit nucleic hodc protein dich,
trong d6 X 14 ADN gdm c6 tir 10 dén 30 nucleotit,
trong 6 Y 12 ARN gdm c6 tir 1 dén 10 nucleotit,
trong d6 Z 1a ADN gbm c6 2 hoic 3 nucleotit.

2. Poan mdi do theo diém 1, trong d6 chi thi c6 thé phat hién 13 phan t phat huynh
quang bam vao doan mdi do bang lién két cong hoa tri hodc lién két khong cong hoéa tri,
hoic cip huynh quang bao gdm phén tir phat huynh quang va phén tir dép tit huynh

quang.

3. Poan mdi do theo diém 1, trong d6 X, Y va Z cta doan mdi do duge téng hop theo

cach dugc metyl hoa toan bd hodc mdt phén dé tranh su phan cit khong ddc hicu.

4. Poan mbi do theo diém 1, trong d6 enzym 1a ribonucleaza (RNaza) cia bt ky mot

trong s6 RNaza II, RNaza III, RNaza IV, RNaza H, hodc RNaza T2.

5. Bo kit ding dé phat hién axit nucleic bao gdm: doan mdi do theo diém bt ky trong

sO céc diém 1, 2, 3; va enzym c6 thé cat ving Y ctia doan moi do.

6. B0 kit theo diém 5, trong d6 enzym 1a ribonucleaza (RNaza) ctia bat ky mét trong sb

RNaza II, RNaza III, RNaza IV, RNaza H, hoac RNaza T2.

7. Bo kit theo diém 5, trong d6 bo kit con bao gdm céc héa chét cin thiét cho phan tng
khuéch dai ADN.

8. Phuong phép phat hién ADN theo thoi gian thuc bao gdm cac bude:
(a) tach chiét ADN tir mau;
(b) bd sung, vao ADN tach chiét duoc & bude (a), (i) b kit bao gdm doan mdi do
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theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2, 3: va enzym co thé cit vung Y clua doan mdi
do, trong d6 doan mdi do ¢6 trong bo kit co trinh ty nucleotit c6 thé bét cap bd sung voi
mot phﬁn trinh tu nucleotit cia ADN tach chiét duoc & bude (a) va déng vai tro lam
doan mdi xudi va dau do, va doan moi nguoc cé trinh tu nucleotit c6 thé bt cip bd sung
v6i mot phin trinh tu nucleotit cia ADN tng hop dugce & bude (a); hoic (ii) bd kit bao
gbm doan moi do theo diém bat ky trong sb cac diém 1, 2, 3; va enzym c6 thé cit ving
Y cta doan mdi do, trong d6 doan mdi do trong bd kit c6 trinh ty nucleotit co thé bat
cap bd sung véi mot phan trinh ty nucleotit cia ADN tach chiét dugc & budce (a) va dong
vai trd 1am doan mdi nguoc va dau do, va doan moi xudi ¢é trinh tu nucleotit c6 thé bat
cip bd sung v6i mot phan trinh tu nucleotit cia ADN tach chiét dugce & bude (a); hodc
(iii) b kit bao gdm doan mdi do theo diém bt ky trong sé cac diém 1, 2, 3; va enzym
c6 thé cit ving Y ctia doan mdi do, trong d6 doan mdi do c6 chira trong bd kit ¢6 trinh
tu nucleotit c6 thé bat cip bd sung voi mot phén trinh tu nucleotit ctia ADN tach chiét
dugc & budce (a) va dong vai trd 1am doan mdi xudi, doan mdi nguoc va dau do, va

khuéch dai ADN béng cach kéo dai mach; va
(c) do sb luong cac manh cia doan mdi dd dugce cit & budce (b).

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 budc (b) 1a budce trong d6 ving Y ctia doan mdi
dod bdm vao ADN tach chiét dugc & bude (a) duoc cit bai enzym chira trong bo kit sao
cho cic viing Y va Z duge tach khéi ADNc va ving X déng vai trd 1am doan mdi cho

phan tmg khuéch dai.
10. Phuong phép phat hién protein trong mau theo thdi gian thuc bao gbm céc budc:

(a) chuan bi khang thé da dwoc gin vé6i axit nucleic ¢6 trinh tw nucleotit bd sung

cho doan mdi do theo diém bét ky trong sb cac diém 1,2, 3;

(b) gén khang thé chuin bi dugc & bude (a) vao mau c6 chira protein cin phét hién,

qua d6 tao thanh phirc hop protein-khang thé;

(c) lai bd kit bao g61n doan mdi do theo diém bét ky trong sb cac diém 1, 2, 3; va
enzym c6 thé cit ving Y ctia doan mdi do véi phire hop protein-khang thé & budce (b),

qua d6 tao ra phiic hop protein-khang thé-doan mdi do; va
(d) do sb lugng cac manh ctia doan mdi do duge cit & bude (c).

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 buée (d) 1a bude trong d6 ving Y cta doan
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mdi do gin vé6i khang thé da duoc chudn bi & bude (a) duge ct boi enzym chira trong
bo kit sao cho céc vung Y va Z duogc tach khoi ADNc va ving X dong vai tro lam doan

mdi cho phan g khuéch dai.
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Dt bién G12D
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Fig.8
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Cac SEQID NO: 14 va 15
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Cac SEQID NO: 14 va 16
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SEQ ID NO: 16; 1an lwgt ¢6 ndng do 10fv1, 1fM, 100aM, va 10aM tir trén xudng
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Céc SEQID NO: 14 va 17

208 488 G Qo8 1600 1260 1380 1600 IR0 EE R4 MR moh 2830 3848 0%

Chuky  sEqID NO: 17; cic ndng d8 [an lwot 1a 10fM, 1fM, 100aM, va 10aM tir trén

Fig.14

C4c SEQID NO: 14 va 18
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Chu ky  SEQID NO: 18; cic ndng d3 lan lwgt la 10fM, 1fM, 100aM, va 10aM tir trén xudng
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<160>
<170>
<210>
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<212>
<213>
<220>
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<220>
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<400>
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23
KoPatentIn 3.0
1
20

ADN_ARN
Trinh tu nhdn tao

Poan mdi do xudi gen ngudi CK18

ARN ndm & trinh ty tht 17 va 18.

1

atcttggtga tgccttggac

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

<220>
<223>

<400>

2

20

ADN

Trinh tu nhan tao

Poan mdi ngugc gen ngudi CK18

2

cctgcttctg ctggcecttaat

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

<220>
<223>

<400>

3

20

ADN

Trinh ty nhan tao

Doan mdi xudi gen ngudi CK19

3

gtcacagctg agcatgaaag

<210>
<211>

4
20
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<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>
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ADN_ARN
Trinh ty nhén tao

Poan mdi dd nguoc gen ngudi CK19

ARN ndm & trinh tu tha 17 va 18.

4

tcactatcag ctcgcacatc

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

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

5

20

ADN_ARN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi do xudi gen ngudi GAPDH

ARN n3dm & vi tri tht 17 va 18.

5

aaggtgaagg tcggagucaa

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

<220>
<223>

<400>

6

20

ADN

Trinh tuw nhén tao

Poan mdi ngugc gen ngudi GAPDH

6

aatgaagggg tcattgatgg

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

<220>
<223>

<400>

7

20

ADN

Trinh tyu nhén tao

Poan mdi xudi gen ngudi CK18

7

atcttggtga tgccttggac

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

<220>

8

20

ADN

Trinh ty nhédn tao
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<223> Poan mdi ngugc gen ngudi CK19

<400> 8

tcactatcag ctcgcacatc 20
<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Poan mdi xudi gen ngudi GAPDH

<400> 9

aaggtgaagg tcggagtcaa 20
<210> 10

<211> 22

<212> ADN_ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> Doan mdéi do xudi G12D

<220>

<223> ARN ndm & trinh tu tha 20.

<400> 10

cttgtggtag ttggagctga tg 22
<210> 11

<211> 23

<212> ADN ARN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Poan mdi do xudi G12V

<220>

<223> ARN n3m & trinh tu thu 21.

<400> 11

acttgtggta gttggagctg atg 23
<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Poan mdi nguoc phd dung G12D va Gl2V

<400> 12
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catattcgtc cacaaaatga ttctg

atcctggtga
gttgtgaacc
tacaccgtct
agatggatgg
gtgggcattg
tggagcaggt
agctcgtacc
ccactcagca
aagcagcaga
gtggtgatgg
gctgctgcca
gccaaaagtg

aactgcatct

<210> 13

<211> 810

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>

<400> 13

ttcaagaagc tgcgccaccc gctgaactgg
gcagagaccg tcatcgccag cactatcagce
ctgggccacc ctatgtgtgt cctggagggce
ctctggtctc tggccatcat ttcctgggag
aatgtgagat ttgatgccaa gctggccatc
gctgtgtgga cagccccgcecce catctttggt
acttcatgcg gcccagacgt gttcagcggce
attgtcctca tggtcacctg ctgcatcacc
caagtgtggc tggccatccg agcggtggca
aaggcagaga aggaagtgac gcgcatggtg
tggggaccat acgccttctt cgcatgcttt
cctttgatgg ctgccctgcecc ggcecttcettt
atctatgtct ttatgaaccg gcagtttcga
gttgacgatg gctctgaact ctccagcgcece
<210> 14

<211> 20

<212> ADN_ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Poan mdéi do 529CAl
<220>

<223> ARN ndm & trinh tu tha 18.
<400> 14

tgggcattgc cttcteccecgg

<210> 15

<211> 12

<212> ADN_ ARN

<213> Trinh ty nhdn tao

-50-

acctggcggt
aggtctatgg
ccctgtgtgg
tggtctgcaa
ccttctceceg
actggcccca
ccggggtgea
tcatcgtgct
aagagtctga
tcctggecatt
accctggcecta
ccactatcta

tgcagctttt

cgctgacctg
ctacttcgtg
gatcacaggt
gccctttgge
gatctgggct
cggcctgaag
gtcttacatg
ctgctacctc
atccacccag
ctgcttctge
ccccttcecac

caaccccgtt

Ccgggaagaag

25

nucleotit ndm & vi tri ti 241 d&n 1030 & gen dét bién OPNIMW T529C

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

810
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<220>

<223> Poan mdi dd 529CA2

<220>

<223> ARN ndm & trinh tu tha 10.
<400> 15

gccttctecece gg

<210> 16

<211> 34

<212> ADN_ARN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Poan mdi do 529CA3

<220>
<223> ARN nam & trinh ty tha 32.
<400> 16

caagctggcc atcgtgggca ttgccttctce ccgg

<210> 17

<211> 28

<212> ADN_ARN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi do 529CA4

<220>
<223> ARN ndm & trinh tu tha 18.

<400> 17
tgggcattgc cttctccecgg atctggge

<210> 18

<211> 35

<212> ADN_ARN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> Poan mdi dd 529CAS5

<220>
<223> ARN ndm & trinh tu tha 18.
<400> 18

tgggcattgc cttctccegg atctgggectg ctgtg

<210> 19
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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20
ADN
Trinh tu nhén tao

Poan mdi nguoc 529CA

19

gtacctgctc caaccaaaga

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

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

20

22

ADN_ARN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi do xudi G12D loai rY

ARN ndm & trinh tu thua 21.

20

acttgtggta gttggagctg at

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

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

21

22

ADN_ARN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi do xudi G12D loai rYy

ARN ndm & trinh tu tha 20.

21

cttgtggtag ttggagctga tg

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

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

22

23

ADN ARN

Trinh ty nhan tao

Poan mdi do xudi G12V loai rY

ARN n3m & trinh tu tha 22.

22

aacttgtggt agttggagct gut

<210>

23

-52-

20

22

22

23



37197

<211> 23

<212> ADN_ARN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>

<223> Poan mdi do xudi G12V loai rYY
<220>

<223> ARN n3m & trinh tu thua 21.

<400> 23
acttgtggta gttggagctg utg
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