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tach chiét ADN tong sb tir mau mau toan phan; 2) chuan bi phan tng PCR; 3) nhan doan
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Linh vire ki thuit dwge dé cip

Giai phap hitu ich thude linh vuc cdong nghé sinh hoc g dung trong phan tich,
cu thé, gidi phép hitu ich d& cap dén quy trinh phan tich da hinh rs36211723 clia gen
ma héa protein C lién két v6i myosin & co tim (MYBPC3). Quy trinh theo giai phap
hitu ich thich hop dé sang loc cdc bénh nhan c6 kha ning méc bénh co tim phi dai

(BCTPD).
Tinh trang ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Bénh co tim phi dai (BCTPD) la mot bénh ly tim mach di truyén thudng gép,
dwoc mb ta 14n dAu tién vao nam 1958 bdi Donald Teare tai bénh vién Saint George,
London (Teare D., 2018). Nhitng bédo c4o sém nhat vé bénh co tim phi dai cha yéu
gi6i han v& mit dia Iy & céc nudc phat trién ving Bic M§ va Ty Au, trén cac bénh
nhén da tring. Tuy nhién, ciing véi su ning cao nhan thirc cia con nguoi va trinh do
chdn do4n phat hién, nghién ctru dich & hoc cho thiy bénh co tim phi dai 1a mot bénh
Iy c6 tinh chit toan cAu v6i ngudi méc bénh tai nhidu qubc gia, & da dang cc chiing
toc va trén cd hai giéi. Tinh dén nam 2018, bénh co tim phi dai da duoc phat hién &
122 qubc gia ¢6 dan sé chiém 88% tong dan s6 thé gi6i. Cac qubc gia nay phan bb &
tht ca cac khu vuc luc dia dong dan cu, da dang vé dia Iy va van hoa, co thé ké dén nhu
Iceland, Viét Nam, Sri Lanka, Afghanistan, Botswana, Iran, Greenland va Mong Co
(Maron B. I., 2018). BCTPD duge cho 1 bénh tim mach di truyén thuong gap nhat do
phd bién gip 35 14n so vdi nhitng bénh tim mach di truyén khac nhu rdi loan kénh Ion,
bénh co tim that phai gy loan nhip, hoi chimg Marfan hay bénh co tim gidn (Maron
B.J., 2018). Ty 1€ mic bénh co tim phi dai u6c tinh 13 1/500 (0,2%) cho dén sé toan
thé gi6i. Tuy nhién theo nghién ctru ctia Christopher Semsarian va cong sy nim 2015,
ty 16 ngudi mang gen bénh co tim phi dai c6 thé 16n gip 2,5 14n so v6i con sb wge tinh
ndy. Trén thé gidi, sé ngudi mic BCTPP 14 khoang 20 triéu ngudi. Tai M§, con sb nay
14 750.000 ngudi (Maron B. T., 2018), trong d6 ¢6 khoang 150.000 ngudi tré tir 6 dén
21 tudi (Shah M., 2017). Tai Viét Nam, sb luong nguoi méc BCTPD chua duge théng
ké cu thé, tuy nhién theo uéc tinh tir ty 16 mic bénh 0,2% cho dan s6 chung thé gidi, sb

ngudi bénh c6 thé 1én dén 180.000 ngudi — mot con s6 khong hé nho.
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Biéu hién trén 1am sang cia bénh nhan BCTPD khong déng nhét, ddc trung badi
su day 1én bat thudng cua thanh co tim. Theo huéng dan nim 2014cta Hoi Tim mach
chau Au (ESC) vé chin doan va didu tri BCTPD, diu hiéu cia bénh trén siéu 4m tim
hodc chup cong hudng tir 1a @6 day thanh tAm thét trdi > 15 mm. Tiy thudc vao vi tri
va mirc d phi dai co tim, bénh nhéan c6 thé phat trién mot hodc nhidu bt thuong nhu
tic nghén duong ra, rbi loan chirc ning tdm truong, thiéu mau co tim cuc bd, hé van
hai 14. Tuy nhién, triéu chitng trén 1dm sang ctia bénh nhan BCTPP rat da dang, mot sb
hoan toan khong c6 triéu chung, trong khi mot sb khac xuit hién cac triéu chirng nhu
mét moi, kho thd, dau nguc, danh tréng nguc, thdm chi suy tim hay dot tov (John F.,
2019). Khé thd khi ging stic 14 biéu hién phd bién nhit cia nguoi mic BCTPD khi n6
x4y ra trén 90% bénh nhén c6 tridu chimg (Wigle E.D., 1995). Pau thét nguc khi ging
strc xuét hién trén trén 25-30% bénh nhan BCTPD va thuong xuét hién khi chup dong
mach vanh binh thuong (Elliott P.M., 1996, Pasternac A., 1982). Khoang 28% bénh
nhan BCTPD cho biét ho c6 it nhit mot 1an ngit xiu, 20% khac phan nan vé& ching
tién ngit (Haghjoo M., 2009). Tt vong lién quan dén BCTPD thuong do dot tir tim,
suy tim va dot quy do tic mach. Ngoai ra, nghién ctru gin day cho thdy tién luong
BCTPD c6 xu huéng xau hon & bénh nhén ni, bao gém tic nghén dudng ra that trai,
hé van hai 14 nhiéu hon; r6i loan chirc ning tim truong, ting ap dong mach phdi ning
hon; hoat dong gfmg stc tim phéi kém hon nam gidi (Geske J. B., 2017; Olivotto 1.,
2005).

Tinh chét da dang trong biéu hién 1am sang cua BCTPD, dic biét 1a cac ca bénh
khong tridu ching, giy ra kho khan trong viéc phét hién bénh. Pa s6 bénh nhan mic
BCTPD khong c¢6 triéu ching va chi dugce phat hién mdt cach tinh c¢ trong cac xét
nghiém dinh ky hodc khi d& xuét hién cic bién chimg ning (Maron B.J., 1995). Luc
ndy, viée didu tri trd nén phuc tap, kéo theo d6 1a chi phi diéu trj ting cao. Vi vy,
sang loc dé phat hién sém ngudi mic BCTPD 14 yéu ciu cép thiét, gop phin gidm
ganh nang kinh té - x4 hoi, nng cao kha nang quan Iy va cham séc st khoe cho
nguoi dan.

Trong nhitng nam gan day, xét nghiém di truyén cac bénh Iy tim mach ngay cang
phét trién, gitip xac dinh cac dot bién gay bénh va dbi twong c6 nguy co mac BCTPD
trong gia dinh c6 nguoi mic BCTPD. Xét nghiém di truyén ap dung k§ thuat giai trinh

t gen thé hé méi, giup xac dinh kiéu gen ctia bit ctr gen nao trong hé gen ngudi, dic
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biét phi hgp vé6i nhitng bénh 1y anh hudng béi nhidu d6t bién thude cac gen khac nhau
nhu BCTPD. Pay duoc x4c dinh 12 bénh di truyén theo kiéu gen trdi trén nhidm séc
thé thudng (Sen-ChowdhryS., 2016). Trong d6, mot dot bién duy nhét thuong di dé

gy bénh va ngudi mang gen gay bénh c6 50% nguy co truyén dot bién nay cho con.

Subt thap ky qua, nhiéu nghién ctu da dugc thuc hién dé xac dinh céc gen gay
BCTPD. Két qua cho thdy BCTPD phin 16n lién quan t6i dot bién trén cac gen ma hoa
cho protein clia cac ddt co (sarcomere) trén sgi co tim hodc dia Z. Nghién ctu cta
Ingles J va cong sy (2019) da phét hién duoc 12 gen nhu vay véi d tham nhép va biéu
hién gen khac nhau. Trong d6, dén 83% truong hop bénh nhan BCTPP mang céc bién
thé gdy bénh hodc c6 kha niang gy bénh lién quan dén dot bién gen MYH7 ma hoa
chudi ning beta-myosin va gen MYBPC3 ma héa cho protein C lién két véi myosin
(Alfares A. A., 2015). Tuy nhién, khoang 40% bénh nhan van chua xdc dinh dugc
nguyén nhan di truyén gy bénh (MarianA. ., 2017).

Gen MYBPC3 ma hoa cho protein C lién két voi myosin & co tim duge xac dinh
14 nguyén nhén di truyén phd bién nhit gdy BCTPD khi chiém khoang 50% céc dot
bién gay bénh (Alfares A. A., 2015). MYBPC3 duoc chimg minh lién quan dén viéc
khéi phat mudn va it phi dai hon, c6 d6 tham nhap thép hon va tién lugng tdt hon dot
bién gen MYH7 ma hoéa cho chubi nang beta-myosin (P. Charron, 1998; Konno T.,
2003; Niimura H., 2002). Khoang mdt phan ba cac dot bién MYBPC3 giy thay thé don
axit amin, khodng mot phén ba cac dot bién gay léch khung doc m& va cac dot bién
lam 1am xuét hién bd ba ma hoa két thiic sém hodc anh hudng dén qué trinh cit ndi

intron.

Pa hinh rs36211723 xay ra & nucleotit cudi cing trong exon 24 gen MYBPC3.
Pay 1a dot bién thay thé nucleotide G thanh A (c.2308G>A) tai vi tri 2308 tinh tir dAu
5° clia gen MYBPC3, dan dén thay thé Asp thanh Asn ¢ codon 770. Dot bién thay A
bang G cia gen MYBPC3 da dugc ching minh c6 lién quan véi viée nguy co mic

BCTPD.

Tai liéu Helms A.S., et al. (2004). “Sarcomere mutation-specific expression
patterns in human hypertrophic cardiomyopathy”, Circ Cardiovasc Genet.

2014;7(4):434-443, da d& cap dén dot bién ¢.2308G>A lam thay d6i qua trinh cét ndi
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intron, tao ra dang protein bi cat ngan, lam thi€u vi trf lién két gifta myosin va titin,

gy anh hudéng 10 rét dén kiéu hinh bénh.

Tai liéu Carmen S.C. et al. (2020). “Protein haploinsufficiency drivers identify
MYBPC3 mutations that cause hypertrophic cardiomyopathy”, medRxiv.
2020:2020.05.04.20087726., d& cip dén da hinh c¢.2308G>A (rs36211723) cua gen
MYBPC3 c¢6 lién quan manh mé dén kha ning gdy BCTPD, thong tin di truyén vé da
hinh nay co thé cai thién viéc quan ly 14m sang cho bénh nhén méc BCTPD va gia

dinh ho.

Chinh vi vdy, quy trinh phén tich da hinh rs36211723 cua gen MYBPC3 s€ cung
cap cic thong tin di truyén, 1am co s& cho viéc danh gia kha nang mic BCTPD.
Ban chit ky thuit cia gidi phap hiru ich
Muc dich ctia giai phap hitu ich nhim giai quyét cac vén d& néu trén, cu thé 1a
giai phap hitu ich @& cap dén quy trinh phén tich da hinh rs36211723 cua gen
MYBPC3. Quy trinh cho phép sang loc cac bénh nhin c6 kha nang mic bénh co tim
phi dai do gen MYBPC3. Quy trinh phan tich da hinh rs36211723 cua gen ma hoa
protein c li€n két v6i myosin & co tim (MYBPC3) theo giai phap hiru ich bao gdm cac

budc:

Budce 1) thu ADN tdng s6 biang cach tach chiét ADN tir mAu mau toan phan, sau
d6 dién di trén gel agaroza ndng d6 1,2% pha trong dém TAE va do mat d6 quang ¢
cac budce séng 260nm va 280nm dé x4c dinh d6 tinh sach va dinh luong ADN téng sd
v6i ndng do ndm trong khoang tir 17,7 ug/ml dén 34,3 pg/ml;

Budc 2) chuén bi phan tmg PCR véi thanh phan phéan Gng bao gdm: ADN khuon
¢6 ndng do tir 17,7 pg/ml dén 34,3 pg/ml; ANTP 2mM véi ndng d6 0,2 mM; HF
buffer 10X véi néng do 1X; mdi xudi 10mM c6 trinh t néu trong SEQ ID NO.1 voi
ndng do 0,3mM; mdi nguoc 10mM c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.2 véi ndng do
0,3mM; Phusion ADN polymeraza 5 u/pl v6i ndéng do 0,03 w/pl va nuée khir ion dén
thé tich cudi 14 25 ul;

Budc 3) nhan doan gen MYBPC3 mong mubn bang cich thyc hién phan ung
PCR v6i chu trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ky: 95 °C trong 30
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gidy, 60,5 °C trong 45 gidy, 72 °C trong 1 phut; va két thiic phan tmg ¢ 72 °C trong 5
phut;

Buéc 4) thu san phdm phan tmg PCR bang cach dién di trén gel agaroza 1,5%
trong dém TAE 1X véi hi€u dién thé 100V trong 30 phit thu dugc bang kich thudce
497 bp chira ving da hinh rs36211723 cua gen MYBPC3; va

Budc 5) xac dinh tinh da hinh rs36211723 cua gen MYBPC3 biang cach tinh sach
20l san phdm PCR kich thuéc 497 bp va giai trinh ty doan gen ndy dé xac dinh vé
tinh da hinh rs36211723 cta gen MYBPC3 nay.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 14 anh dién di ADN tng s6 trén gel agaroza 1,2%. M: thang chuén 1kb
ADN. Tir 01 dén 04: ADN téng s6 cia 4 ngudi tham gia nghién ciru.

Hinh 2 13 4nh dién di san phim PCR nhén ving chira rs36211723 trén gel
agaroza 1,5%. (-): DPbi ching 4m. M: thang chuén Ruler 100 bp Plus ADN. Tt 01 dén
04: san phim PCR tuong tng v6i bénh nhan ma 1,2,3va4.

Hinh 3: Két qua giai trinh ty vi tri da hinh 1836211723 ctia miu 1 (hinh A) véi
kiu gen GA, mAu 2 (hinh B) véi kiéu gen GG.
Mo ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau d4y, giai phap hitu ich s& duge mo ta chi tiét v&i nhitng phuong an va cac vi
du thuc hién cu thé. Céc phuong an va cic vi dy nay duoc dua ra nhim muc dich lam
18 ban chét cta giai phéap hitu ich chir khong nhdm muc dich giéi han pham vi bao hd
cua giai phap hitu ich.

MAu d& phan tich dugc sir dung 12 miu méau ctia d6i twong cn xac dinh kiéu gen
ctia da hinh rs36211723 trén MYBPC3. MAu nay thuong bao gdm tir 300 pl dén 1,5 ml
méu I4y tir tinh mach vao éng dung méau chira EDTA chéng dong. MAu duge kiém
o4t va bao quan ¢ -20°C cho dén khi duoc st dung dé phan tich theo quy chuén mau
phan tich &p dung & cac cosO'y té.

Céc hoa chit duoc st dung 1a cac loai hoa chat c6 thé mua hodc dat téng hop tur
cac cbng ty chuyén cung cAp sinh pham, vi dy, cac cap mdi c6 thé duogc thiét ké va
duoc dat tong hop boi IDT- Hoa Ky. Céc hoa chit chuyén dung st dung cho PCR

hodc céc kit dugc st dung dé tinh sach ADN ¢6 thé mua dugc trén thi truong, vi du tix
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cac nha cung cip Fermentas, Thermo Scientific, Affymetrix, Omega Bio-tex, Merk

hodc Omega-Biotek.

Quy trinh phan tich da hinh rs36211723 cta gen ma hoa protein C lién két
myosin (MYBPC3) bao gdm céac buédc: 1) thu ADN tbng sb; 2) chuén bi phan tng
PCR; 3) nhin doan gen MYBPC3 mong mudn; 4) thu san phim phan tmg PCR; va 5)
xac dinh tinh da hinh rs36211723 ctia gen MYBPCS3.

Trong budc thu ADN tbng s, mAu phan tich, cu thé 1a mAu mau cla cac ddi
twong tham gia nghién ctru dugc tach chiét theo quy trinh chuén. Céac quy trinh x@ ly
mau, tach chiét ADN duogc thuc hién theo quy trinh chudn hodc bang kit tich ADN
thuong mai theo huéng din cua nha cung cp, vi du kit E.Z.N.A blood DNA Mini Kit.

ADN sau khi chiét dugc dién di trén gel agaroza ndng d6 1,2% va pha trong dém
TAE. Néng d6 ADN thu dugc sau khi dién di dugc do mat dd quang & cac budc song
260mm vi 280nm dé xéc dinh do tinh sach va dinh lugng ADN tong sb6. Cac miu co
chat lugng tdt s& cho bang dién di sang va c6 mot bang duy nhét. Nong do ADN tong
sb duge st dung 1am mau voi ndng do nim trong khoang tir 17,7 pg/ml dén 34,3
pg/ml. Theo cac phuong 4n thay thé, ADN tinh sach c6 thé duoc dinh luong bang céc
thiét bi chuyén dung, vi du thiét bi Eppendorf Bio Photometer Plus.

Trong budce chuén bi phan tmg PCR, tién hanh chudn bi cac thanh phan phan tng
bao gdm: ADN khuon c6 ndng do tir 17,7 pg/ml dén 34,3 pg/ml; dNTP 2mM véi ndng
d6 0,2 mM; HF buffer 10X v6i nbéng do 1X. Mbdi xudi 10uM c6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.1 véi ndéng do 0,3uM. Mdi nguoc 10uM c6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO.2 vé6i ndng d6 0,3uM. Phusion ADN polymeraza 5 u/pl v6i ndng @6 0,03 u/ul va
nude khir ion dén thé tich cudi 12 25 pl.

P& nhan dic hiéu doan gen chira da hinh rs36211723 cta gen MYBPC3, cap mdi
dic hiéu dugce thiét k& c6 trinh tu sau:

mdi xudi: 5°-CTGACTTGGATCTCACCC-3’ (SEQ ID NO.1)

mdi nguoce:5’-ACCATCTTCTCAGCCTCC-3” (SEQ ID NO.2)

@& nhan doan gen c6 kich thuéc 497bp c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.3 voi vi tri
da hinh cin kiém tra & vi tri nucleotit 197, twong Ung rs36211723 cta gen MYBPC3.
Poan mdi dic hidu dugc thiét ké dic higu cho vi tri rs36211723 ciia gen MYBPC3.
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Trong budc nhan doan gen MYBPC3 mong mudn, tién hanh phan tng PCR véi
chu trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ki: 95°C trong 30 gidy, 60,5 °C
trong 45 gidy, 72 °C trong 1 phit; va két thiic phan ting & 72 °C trong 5 phit.

Trong budc thu san pham phan tng PCR, tién hanh dién di trén gel agaroza 1,5%
trong dém TAE 1X véi hiéu dién thé 100V trong 30 phut thu duoc bing kich thudce
497 bp chtra viing da hinh rs36211723 cia gen MYBPC3. Poan gen dugc nhan ¢6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO.3.

Trong budc xac dinh tinh da hinh rs36211723 ctia gen MYBPC3, tién hanh tinh
sach 20 pl san pham PCR kich thudc 497 bp va giéi trinh tu doan gen nay dé xac dinh
v& tinh da hinh rs36211723 cuaa gen MYBPC3 nay. Qud trinh ndy duoc xac dinh dua
vao cac anh thu dugc cua qud trinh giai trinh ty, t¢ d6 xac dinh duogc da hinh

1s36211723 cua gen MYBPCS3.

Tuy vao két qua thu dugc, co thé x4c dinh duoc tinh da hinh rs36211723 cta gen
MYBPC3 tai vi tri nucleotit 197, cac da hinh c6 thé thudc céc truong hop déng hop
kiéu dai GG, di hop GA hoic , ddng hop dot bién AA.

Vi du thuc hién gidi phap hitu ich
Vi du 1. Phén tich tinh da hinh rs36211723 ctia gen MYBPC3 trén mau bénh phdm

Pé phan tich tinh da hinh rs36211723 clia gen MYBPC3 trén cac miu nghién
ctru, tién hanh phén tich miu méu cta 4 ddi tuong tham gia nghién ctru 13 gia dinh mot
bénh nhan méic bénh co tim phi dai dugc chan doan bsi Vién Tim Mach, Bénh vién
Bach Mai. MAu méu phan tich c¢6 thé tich tir 1 d&én 2 ml duoc gift trong dng chuyén
dung chtra chit chéng dong 1a EDTA va bao quan & -20°C cho dén khi st dung cho
cac phan tich gen.

Ting maiu mau duge tan dong & nhiét do phong, tiép d6 chuyén 250 pl miu vao
éng ly tAm vo tring roi thém 25 pl dung dich proteaza OB va 250 pl dém BL. Tron
ddu trong 10 gidy va ¢ 65°C trong 5 phut, tiép d6 tron déu trong 15 gidy va u 65°C
trong 5 phut. BS sung 260 pl etanol 100% va tron déu trong 20 gidy rdi ly tam & 1000
vong/phut trong 15 gidy dé dam bao mau khong dinh trén thanh va nip 6ng.

Chén HiBind ADN Mini Column vao éng Collection Tube 2ml (E.Z.N.A blood
DNA Mini kit) r6i chuyén toan bd mau vao cot (dé pipet & mirc 790 ul). Ly tAm

-8



3579

14.000 vong/phut trong 1 phut, bo dich loc va bng Collection Tube. Lip HiBind ADN
Mini Column vao Collection Tube 2ml m&i rdi thém 500 pl dém HBC. Ly tam 14.000
vong/phiit trong 1 phit, b dich loc va st dung lai Collection Tube. Thém 700 ul dém
ra ADN rdi ly tAm 14.000 vong/phit trong 1 phit, bé dich loc va str dung lai
Collection Tube, ldp lai cac budc rira 1an 2 v&i dém rira ADN. Ly tdm HiBind ADN
Mini Column 14.000 vong/phut trong 2 phut d8 1am khd cot. Chuyén HiBind ADN
Mini Column vao éng ly tim 2ml méi rdi bd sung 100 pl dung dich Elution Buffer (da
dugc lam 4m dén 65°C). U & 65°C trong 5 phut. Ly tdm tai 14.000 vong/phut trong 1
phat. Thém 50 pl Elution Buffer trong 5 phit & nhiét d§ phong roi ly tAm tai 14.000
vong/phut trong 1 phut. Sau do, thu va bdo quan ADN ¢ -20°C.

San phdm ADN thu dugc dugc kiém tra do tinh sach bang phuong phap dién di:
Ndng do agaroza st dung: 1,2% (1,2 g agaroza pha trong 100 ml dém TAE 1X). Pién
di trén dém TAE 1X, hiéu dién thé 100V trong 60 phut. Thé tich mu dién di: 4 pl mau
+ 1pl ADN dye 6X; 4 pl Lambda ADN/HindIIl Marker. ADN thu dugc tir qué trinh
tach chiét duoc kiém tra bang phwong phép dién di trén gel agaroza ndéng dd 1,2% pha
trong dém TAE va do do hép thu quang ¢ budc séng 260 nm (OD»gp), budc song 280
nm (ODyg) dé x4c dinh d6 tinh sach va néng do ADN. Két qua dién di ADN téng s6

clia 4 mAu nghién ctru dwoc dénh sb tir 01 dén 04 dugc thé hién trén Hinh 1.

Cac mAu ADN tdng sb thu dugc & trén duge st dung 1am khudn cho phan tng
PCR. M&i miu ADN tbng s6 nay dugc tién hanh cdc phan tmg PCR riéng c6 thanh
phén bao gdbm: ADN khuén c6 ndéng @6 17,7 pg/ml — 34,3 pg/ml; dNTP 2mM véi
nf“)ng dd 0,2 mM; dém HF buffer 10X véi néng do 1X; mdi xudi 10puM véi néng do
0,3uM; mdi nguge 10puM véi ndéng d6 0,3uM; Phusion ADN polymeraza 5 u/pl voi
ndéng d6 0,03 u/pl va thém nude khir ion dén thé tich cubi cing 14 25 pl. Trong do, cap

mdi dic hiéu duge thiét ké c6 trinh tw nhu sau:
mdi xubdi: 5’-CTGACTTGGATCTCACCC-3’ (SEQ ID NO.1)
mdi nguoc:5’-ACCATCTTCTCAGCCTCC-3’ (SEQ ID NO.2)

Chu trinh PCR duoc tién hanh nhu sau: Bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ky:
95°C trong 30 gidy, 60,5°C trong 45 gidly, 72 °C trong 1 phut; va két thuc: 72°C trong 5
phut. San phém PCR thu duoc c6 thé duoc bao quan & -20°C hodc dugc tinh sach va

giai trinh tu.
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Sén phim ADN thu dugc duoc kiém tra do tinh sach bang phuong phép dién di.
San pham PCR nhan ving chira rs36211723 cla gen MYBPC3 khi dién di cho bing
497 bp nhu dugc thé hién trén Hinh 2.

LAy 20 pl san phdm PCR cua mdi bang dac hiéu va sang nét dugc guiri di tinh
sach va gidi trinh tuy 2 chidu tai hang First Base (Malaysia). Két qua giai trinh tu
dugc md bang phin mém BioEdit version 7.1.9, dua vao cac pic thu duoc dé xac dinh
cac da hinh rs36211723 ctia gen MYBPC3. Két qua duoc thé hién trén Hinh 3. Bénh
nhan BCTPD va bd cta bénh nhan déu c6 ¢6 kiéu gen di hop GA, me va chi gai bénh
nhén ¢6 c6 kiéu gen dong hop kiéu dai GG.

Két hop véi két qua phén tich 1am sang v6i 02 ngudi kiéu gen di hop GA, mot
nguodi cb biéu hién BCTPP tir nho va mot ngudi cd co biéu hién BCTPD chua 1
nhung cin duoc theo doi su phat trién cia bénh 1y nay dinh ki.

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich dd xac dinh duoc cac da hinh rs36211723 cia

gen MYBPC3 véi cac kiéu gen GA, GG hodc AA. Két qué xac dinh tinh da hinh nay

duoc xem 1a mot tién dé dé sang loc cac bénh nhan c6 nguy co miac BCTPP.

-10-
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh phan tich da hinh rs36211723 cta gen ma héa protein C lién két véi
myosin & co tim (MYBPC3), trong d6 quy trinh bao gbm céc budc:

Budc 1) thu ADN téng s6 bing cach tach chiét ADN tir m3u m4u toan phan theo quy
trinh chuén, sau d6 dién di trén gel agaroza ndng do 1,2% pha trong dém TAE va do
mat do quang & cac budc séng 260nm va 280nm dé xac dinh do tinh sach va dinh

lwong ADN tong s6 v6i ndng d6 nim trong khoang tir 17,7pg/ml dén 34,3 pg/ml;

Budc 2) chuén bi phan tmg PCR véi thanh phin phan tmg bao gdm: ADN khuon c6
néng do tir 17,7pg/ml dén 34,3 pg/ml; ANTP 2mM véi néng d6 0,2 mM; HF buffer
10X véi néng dé 1X; moi xudi 10mM c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 v6i néng do
0,3mM; mdi nguoc 10mM ¢ trinh tir néu trong SEQ ID NO.2 véi nong do 0,3mM;
Phusion ADN polymeraza 5 u/pl véi ndng d6 0,03 w/pl va nude khir ion dén thé tich
cudi 12 25 ul;

Buéc 3) nhan doan gen MYBPC3 mong mudn bang cach thyc hién phéan tmg PCR véi
chu trinh bao gdm bién tinh: 95°C trong 5 phut; 35 chu ky: 95 °C trong 30 gidy, 60,5 °C
trong 45 gidy, 72 °C trong 1 phut; va két thac phan img ¢ 72 °C trong 5 phut;

Budc 4) thu san phdm phan tng PCR bang cach dién di trén gel agaroza 1,5% trong
dém TAE 1X vdéi hi¢u dién thé 100V trong 30 phut thu dugc bang kich thude 497 bp
chira ving da hinh rs36211723 cua gen MYBPC3; va

Buéc 5) xac dinh tinh da hinh rs36211723 cta gen MYBPC3 bang céch tinh sach 20pl

san phdm PCR kich thuéc 497 bp va giai trinh tu doan gen nay dé x4c dinh vé tinh da
hinh rs36211723 ctia gen MYBPC3 nay.
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HINH 1

HINH 2

497 bp l

HINH 3

GA GG
}
TCATCGGTGAGG
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DANH MUC TRINH TU

<110> Khoa Y Dugc, Pai hoc Qubc Gia Ha No6i (PHQGHN)

<120> Quy tr%nh phan tich da hinh rs36211723cta gen md@ hdéa protein C
lién két véi myosin & co tim (MYBPC3)

<130>

<160> 3

<170>

<210> 1

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<400> 1

CTGACTTGGATCTCACCC

<210> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<400> 2

ACCATCTTCTCAGCCTCC

<210> 3

<211> 497

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>

<400> 3

ctgacttgga tctcacccca actctgcacc cccccagetg ctgtgtgaga ccgagggccg 60

ggtccgcgtg gagaccacca aggaccgcag catcttcacg gtcgaggggg cagagaagga 120

agatgagggc gtctacacgg tcacagtgaa gaaccctgtg ggcgaggacc aggtcaacct 180

cacagtcaag gtcatcggtg aggccggccg gggtccaagce tggagaacac agaggggcag 240

ccccaaggag ggcccatccg ttcgctcatt cagccactcg acaaacatca cgggcatgcet 300

ccctgagccg agcggcaaca ggacaggttt ttctgcccaa aaggagcccce gctctggggg 360

-13-



3579

agatggaggc agatgcatcc agcagatttc ctgcgacact gctgtacatg agccatgtcc 420
agagtgccgt gggagcactg agcagagagc catccctgtg cctgggggtg atgcctttag 480
gaggctgaga agatggt 497
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