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(57) Sang ché dé cap dén phuwong phéap va thiét bi x4c dinh tht tu cla cac nucleotit
trong polynucleotit. Phuong phap bao gdm din dong chat phan ting két hop di qua hé
thdng quan 1y chit phan Gng va tiéu ban dong chay cua thiét bi. Tiéu ban dong chdy c6
polynucleotit thit nhit nim trong d6. Chét phan tng két hop thém bazo thit nhét vao
trinh ty bazo. Trinh tu bazo nay bao gdbm polynucleotit thit hai b sung vao polynucleotit
thtr nhat. Hinh anh coa tin hiéu nhan biét phat ra tir bazo thu nhét duoc thu lai sau khi
bazo thir nhét da duoc thém vao polynucleotit thir hai. Chat phan cat duge din chay qua
hé théng quan 1y chit phan Gng va tiéu ban dong chay dé loai bo yéu td két thic thi
nhit khoi bazo thtr nhat dé cho phép bazo tiép theo trong trinh tur bazo dugc thém vao
polynucleotit thtr hai. Chat dém dwoc din chay qua hé théng quan ly chit phan tmg va
tiéu ban dong chay trong nhiéu chu ky cta cac huéng dong thuin chiéu va nguoc chiéu

lién tiép.
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Linh vwe k§ thuit dwoe dé cap

Séang ché dé cap dén cac phuong phép va thiét bi dé xac dinh thtt tw cla cac nucleotit

trong polynucleotit.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc thiét bi dugc st dung dé thuc hién cac phuong phap xac dinh tht tu cla cac
nucleotit trong polynucleotit, c6 thé bao gbm hé théng quan ly chét phan tng (hé thong
quéan 1y chit phan tng: RMS) ndi thong véi tiéu ban dong chdy. RMS c6 kha néng luu
giit, lua chon va dan chay lién tuc céc chét phan @ng qua kénh din dong cua tiéu ban

dong chay.

Céc phuong phap nay c6 thé bao gbm nhiéu chu trinh ctia mot chudi cac chét phan
g dugc lwa chon ma dan truyén qua kénh din dong cta tiéu ban dong chay dé thyc
hién cac phan ing héa hoc dugce kiém soat khac nhau trén cdc cum ciia c4c polynucleotit
tht nhat duoc tach dong ndm trong kénh din dong clia tiéu ban dong chay. Cac phan
tng hoa hoc cho phép cac nucleotit duoc gén nhén dé tao ra cap bazo, mot cap bazo tai
mot thoi diém, véi trinh tu cc o bazo clia cac polynucleotit thir nhat. Ngay khi ghép
d6i, cac nhan danh déu dugc kich thich d& phat ra tin hiéu nhan dang dé xac dinh cap
bazo. Mdi polynucleotit dugc gin nhan thém vao sgi polynucleotit thir hai bd trg dang

phat trién ma duoc bén xoén kép véi polynucleotit thir nhét trong tiéu ban dong chay.

Theo d06, cac sgi polynucleotit thir hai bd tro c6 thé dugc dung nén, mot bazo tai
mot thoi diém, dé x4c dinh trinh tu cila cac bazo trong cum cac polynucleotit thir nhét.
S6 lugng cac nucleotit da biét trong cac soi polynucleotit thit hai bd trg ma c6 thé duogc
dung nén cang 16n (tic 13, dd dai sgi polynucleotit thir hai tré nén cang dai), cang nhiéu
dir li€u co6 thé duoc cung cép lién quan dén tht tu cta cac nucleotit trong cum céc

polynucleotit thir nhat va toc d phan tich téng thé tré nén cang nhanh.

Tuy nhién, néu sy trao d6i chat phan tmg gifta cac dong chét phan ting 14 khong du,
thi sy nhi®m ban chéo giita cac cht phan mg c6 thé xay ra. Theo d6, c6 nhu cau vé cac
thiét bi va phuong phap dé xac dinh thir tw c4c nucleotit trong cac polynucleotit, ma c6

su trao d6i chét phan Gng giita cac dong chat phan tmg dugc cai thién.
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Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché dua ra cac loi thé bang cach dé xuét thiét bi c6 chiic ning thuc hién
phuong phap x4c dinh thi tw cac nucleotit trong polynucleotit theo mot hodc nhiéu khia
canh cua sang ché. Phuong phép bao gbm giai doan rira, trong dé khi dan chay chit dém
qua hé théng quan 1y chét phan ng va tiéu ban dong chay cla thiét bi, thé tich cubn
tong cong cua chit dém 1a 16n hon lugng tiéu hao chét léng téng cong cla chét dém.
Ngoai ra, ty 1¢ thé tich cubn téng cong so voi lugng tiéu hao chét long téng cong co thé
cao bing 6, 10 hodc cao hon nita. Phwong phip nay lam tang cuong sy trao d6i chat
phan tmg hon cdc phuong phap khéc, trong do ty 18 thé tich cudn tong cong so voi lugng
tiéu hao chét 16ng tong cong 1a 1. Nhu vay, viéc gén dinh sém pha dugc giam xubng va
do dai cua cac polynucleotit ma co thé phat trién dugc ting lén tuong dbi so véi cac

phuong phép khic nhu thé.

Phuong phap theo mot hodc nhiéu khia canh cta sang ché bao gbdm din chay chat
phan tng két hop qua hé théng quan ly chét phan tmg va tiéu ban dong chay cta thiét
bi. Tiéu ban dong chay c6 polynucleotit thtt nhét nim trong d6. Chat phan tmg két hop
thém bazo th nhit vao trinh tu bazo. Trinh tu bazo nay bao gdm polynucleotit thir hai
bb tro vao polynucleotit thir nht. Hinh anh ciia tin hi¢u nhan biét phat ra tir bazo thir
nhit duoc thu lai sau khi bazo thir nhét da duge thém vao polynucleotit thir hai. Chat
phén cit duge dan chay qua hé théng quan 1y chét phan tng va tiéu ban dong chay dé
loai bo yéu 8 két thic thir nhét khoi bazo thir nhét dé cho phép bazo tiép theo trong
trinh ty bazo dugc thém véao polynucleotit thir hai. Chéit dém dugc dan chay qua hé
thdng quan 1y chit phan Gng va tiéu ban dong chay theo nhiéu chu ky huéng dong thuén
chiéu va nguoc chiéu @8 rira chét phén cat ra khéi hé théng quan ly chét phan tng va
tiéu ban dong chay.

Theo mdt s6 vi du vé phuong phép, nhiéu chu ky bao gdm 4 hodc nhiéu hon 4 chu
ky.

Theo mdt s6 vi du vé phwong phép, nhiéu chu ky bao gom 12 hodc nhiéu hon 12
chu ky.

Theo mot sb vi du vé phuong phép, hé théng quan ly chét phan (g va tiéu ban
dong chay dugc dit trong hop chira cia thiét bi, hop chua c6 thé 13p theo cich co thé

théo ra dugc vao trong thiét bi.
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Theo mdt sb vi du vé& phuong phap, chét phan tng két hop, chét phan cét va chat
dém duoc luu trir trong cac binh chira chét phan tng cta hé théng quan ly chat phan
tng, binh chtra chét phan tng dugc tao két chu dé luu trix téng thé tich hitu han ctia mdi
chét phan tng.

Theo mdt sé vi du vé phwong phap, viéc dan chay chit dém bao gom:

dan chay thé tich dong thuan chidu tht nhit cta chit dém theo huéng dong thuan
chidu ctia mdi chu k¥ trong sb cac chu ky; va din chdy thé tich dong nguoc chiéu thi
hai ctia chit dém theo huéng dong ngugc chidu ctia mdi chu k¥ trong s6 cac chu ky, thé

tich dong thuan chiédu thi nhét 16n hon thé tich dong ngugce chiéu thi hai.

Theo mot sé vi du vé phuong phép, thé tich dong thuén chidu 16n hon thé tich dong
nguoc chidu khoang 3% hodc nhiéu hon.

Theo mot s6 vi du vé phuong phép, viéc dan dong chit dém bao gém:

thoi giai i ma hau nhu khong c6 dong chét dém di qua hé thong quéan ly chét phan
g va tiéu ban dong chay 1a trong khoang 10 gidy hoac Jau hon sau chu ky cubi ciing
ctia cac chu ky; va dan chay thé tich dong thuan chidu tht ba cua chit dém theo hudng

dong thuén chiéu sau giai doan u nay.

Theo mot s6 vi du vé phuong phép, thé tich cubn téng cong cla chét dém, trong
quéa trinh dan chay chat dém, vé co ban dugc xdc dinh béi cong thirc ((1** FFV + 2nd
RFV) * N) + 3 FFV, trong dé:

1t FFV 1a thé tich dong thun chiéu th nhat,

274 RFV 1 thé tich dong ngugc chiéu thir hai,

N 14 s6 Iwong tong cdng céc chu ky trong sb cac chu ky, va
31 FFV 13 thé tich dong thuan chiéu thit ba.

Theo mdt sé vi du vé phuong phép, luong tiéu hao chit 16ng tong cong cla chét
dém, trong qua trinh dan chay chit dém, vé co ban duoc xac dinh béi cong thire ((1%

FFV — 2™ RFV) * N) + 34 FFV.

Theo mot s vi du vé phuong phap, ty 1€ thé tich cubn téng cong ctia chat dém so

v6i luong tiéu hao chét 16ng tong cong cla chét dém 12 bang hodc 16n hon khoang 6.
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Theo mdt s6 vi du v& phuwong phép, viéc dan chay theo hudng dong thuan chiéu va
vige dan chay theo huéng dong ngugc chifu dugc tach biét nho thoi gian tri hodn 1a
khoang 1 giay hodc ngén hon cho mdi chu ky trong s6 cac chu ky cua cac hudng dong

thuén chiéu va ngugce chiéu.

Theo mdt sb vi du v& phuong phép, viéc dan chay theo huéng dong thuén chiéu va
viéc dan chay theo huéng dong nguogc chiéu duogc tach biét nho thoi gian tri hodn 1a
khoang 200 milli giay hodc ngin hon cho mdi chu ky cho mdi chu ky trong s6 cac chu

ky ctia cac hudng dong thuan chiéu va nguge chiéu.

Theo mot sd vi du vé& phuong phap, mdi chu ky trong so cac chu ky cta cac hudng

dong thuan chiéu va nguoc chiéu dugc tach biét nho thoi gian tri hodn la khoang 200

BAt k¥ vi du nao vé phuong phap ddu ¢6 thé duoc thuc hién theo cach két hop phu

hop dé dat dugc cac uu diém dugc mo ta & day.

Thiét bi theo mdt hodc nhiéu khia canh cla sang ché bao gdm hé théng quéan 1y
chét phan ung dugc tao két chu @& duoc dat trong thiét bi. He théng quan 1y chét phan
g bao gém nhiéu binh chtra chit phan ting. Céc binh chira chét phan ting c6 it nhét 12
binh chira chit phan tmg thir nhét, thi hai va thit ba dugc tao két cAu dé chua chét phan
tng két hop, chat phan cit va chit dém duge chira trong do, hé thdng quan 1y chéit phan
g c6 chttc nang lua chon dong chét phan tng tir mot trong sd cac binh chira chét phan
tmg. Tiéu ban dong chay dugc tao két cAu dé duge dat trong thiét bi. Tiéu ban dong
chay bao gdm kénh din dong néi thong voi hé théng quan 1y chét phan img. Kénh dan
dong c6 chirc nang dinh tuyén dong chét phan ting qua polynucleotit thir nhét nim trong
kénh dan dong. Thiét bi ¢6 chirc nang:

dan dong chat phan ting két hop, di qua hé théng quan ly chét phan (g va tiéu ban
dong chay, dé thém bazo thir nhét vao trinh tu bazo, trinh ty bazo bao gdm polynucleotit
tha hai bd trg cho polynucleotit thir nhat;

thu hinh anh, ctia tin hiéu nhan biét phat ra tir bazo tht nhat, sau khi bazo thir nhat

da duoc thém vao polynucleotit thir hai;



din dong chét phan ct, di qua hé théng quan 1y chit phan img va tiéu ban dong
chay, dé loai bo yéu tb két thuc thi nhét ra khéi bazo thir nhét dé cho phép bazo tiép

theo trong trinh tu bazo dugc thém vao polynucleotit thi hai; va

dan chay chit dém, di qua hé thng quan ly chét phan tng va tiéu ban dong chay
trong nhiéu chu ky ctia cac huéng dong thuén chidu va nguoc chiéu lién tuc 8 rira chat

phan cét ra khoi hé théng quan 1y chat phan Gng va tiéu ban dong chay.

Theo mét sb vi du, thiét bi thiét bi bao gdm hop chira dugc tao két chu dé chira hé
théng quan 1y chét phan (mg va tiéu ban dong chay, trong d6 chét phan ing két hop,
chét phan cit va that dém duoc luu trit trong cdc binh chira chét phan tng ctia hé thong
quéan ly chét phan tmg, binh chira chét phan ting duoc tao két cAu dé luu trit tong thé tich

,
s nhat nha ¢
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Theo mot s& vi du, thiét bi c6 chirc ning dan chay chit dém di qua hé théng quan
Iy chat phan tmg va tiéu ban dong chay trong nhiéu chu ky trong s6 4 hogc nhiéu hon 4

chu ky theo cac hudng dong thuén chidu va nguoc chiéu lién tiép.
Theo mot sb vi du, thiét bi c6 chtrc ning dan chay chét dém sao cho:

thé tich thit nhét ctia chit dém dugc dan chay theo hudng dong thuén chiéu cia mdi

chu k¥ trong sd céc chu ky;

thé tich th hai ctia chat dém duogc dan chay theo huéng dong ngugc chiéu ctia moi

chu k¥ trong s cdc chu k¥, thé tich thir nhat 16n hon thé tich thir hai;

giai doan u ma hau nhu khong c6 dong chat dém di qua hé théng quan Iy chét phan
g va tiéu ban dong chay duoc dat 1a khoang 10 gidy hodc dai hon sau chu ky cubi

cung trong so cac chu ky; va

thé tich dong chay thuan chiéu thir ba ciia chit dém dugc dan chay theo huéng dong

thuén chiéu sau giai doan u.
Theo mot sO vi du, thi€t bi c6 chirc ndng dan chay chat dém sao cho:

thé tich cudn téng cong cua chit dém vé co ban dugc xac dinh boi cong thirc (1

FFV + 2" RFV) * N) + 3™ FFV, trong d6:
1t FFV 14 thé tich dong thuan chiéu thir nhét,
27 RFV 13 thé tich dong nguoe chiéu th hai,

5
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N 12 s6 lwong tong cong cac chu ky trong sb cac chu ky, va
31 FFV is thé tich dong thuan chidu thit ba;

luong tiéu hao chét 16ng tong cong ctia chat dém ve co ban dugc xac dinh b1 cong

thire (1% FFV — 24 RFV) * N) + 34 FFV; va

trong do ty 1€ thé tich cudn tong cong ciia chit dém so v6i lugng tiéu hao chét long

tong cong cua chét dém 1a bang hoic 1én hon khoang 6.

Theo mdt sb vi du, thiét bi ¢6 chirc nidng dan chay chit dém sao cho viéc dan chay
theo hudng dong thuan chiéu va viéc dan chay theo huéng dong nguoc chidu dugc tach
biét nho thoi gian tri hodn 1a khoang 200 mili gidy hodc ngin hon cho mdi chu ky trong

s6 cac chu ky cia cac huéng dong thuén chiéu va nguoc chicu.

Bét ky vi du nao v thiét bi déu c6 thé duoc thyue hién theo cach két hop phi hop

dé dat dugc cac vu diém dugc mo ta ¢ day.

CAn xem xét ring tit ca su két hgp cua cac khia canh néu trén, bao gdom cac phuong
phép va céc thiet bi, va cac khai niém bo trg dugc thao luan chi tiét hon duéi day (mién
14 c4c khéi niém d6 khong mau thuan 1an nhau) déu dugc coi la mot phéan cta doi tuong

theo sang ché dugc trinh bay & day.

Céac dbi tuong nay va céac dbi tugng khac, cac dic diém va cac wu diém cua séng
ché nay sé& trd nén rd rang nho phan mo ta chi tiét sau dy vé cac khia canh khac nhau
cua sang ché dugc thuc hién ciing v6i cac hinh v& kém theo.

M@ ta vin tit cac hinh vé

Sang ché s& duoc hiéu day du hon tir phan mo ta chi tiét sau dau két hop véi cac
hinh v& keém theo, trong do:

Fig.1 thé hién vi du don gian hoa cia cAu tric hoa hoc cia nucleotit theo cac khia
canh cua sang ché dugc boc 16 & day;

Fig.2 thé hién vi du don gian hoa cia polynucleotit thir nhét va polynucleotit thir hai
b tro dang phét trién theo cac khia canh cia sang ché duoc boc 16 & day:;

Fig.3 thé hién vi du v& luu d6 cua phuong phap xac dinh thir tw cic nucleotit trong

polynucleotit theo c4c khia canh cia sang ché dugc boc 16 & day;



Fig.4 thé hién vi du v& luu dd ctia phuwong phap xéac dinh thi tu cac nucleotit trong

polynucleotit khac theo cac khia canh cia sang ché dugc boc 10 & day;

Fig.5 thé hién bang thé hién cac ty 1& khac nhau cia thé tich cubn tong cong so v6i
luong tiéu hao chét 16ng téng cong cia chat dém thu duoc trong vi du thuc hién cta giai

doan rira theo cac khia canh cua sang ché duoc boc 16 ¢ day;

Fig.6 thé hién db thi ctia cdc ty & cla thé tich cudn tong cong so v6i lugng tiéu hao
chét long téng cong dbi voi do dbe gén dinh s6m pha ma dugc dung tir dit liéu thu duoc

theo vi du thuc hién trén Fig.5 theo céc khia canh cua sang ché dugc boc 10 & day;

Fig.7 thé hién vi du vé so dd tdng thé ctia thiét bi theo céac khia canh cua sang ché

duoc boc 10 ¢ day; va

Fig.8 thé hién vi du v& so dd khdi tong thé cua thiét bi trén Fig.7 theo cdc khia canh
cua sang ché dugc boc 10 & day.
M3 ta chi tiét sang ché

Céc vi du nhét dinh s& duge mo ta dudi ddy dé cung cip hiéu biét tong quat ve céc
nguyén ly cua cac két cdu, chirc ning, san xuét va st dung cic phuong phap, hé théng,
va thiét bi duoc boc 10 & day. Mot hodc nhidu vi du duge minh hoa trén céc hinh v& kém
theo. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc s& hiéu rang cac phuong phap, hé théng
va thiét bi cu thé duoc md ta & day va duge minh hoa trén céc hinh vé& kém theo la cac
vi du khong gidi han va pham vi cua sang ché duoc xac dinh chi boi cac diém yéu cau
bao ho. Céc dic diém ky thuat duge minh hoa hodc duge mo ta két hop voi mot vi du c6
thé duoe két hop véi chc dic diém k thuat ciia céc vi du khac. Céc sira d6i va thay doi

duoc du kién 1a déu thudc pham vi clia sdng ché.

Céc thuat ngit "hau nhu”, “xap xi”, “khoang”, “tuong d6i” hodc cac thuat ngit tuong
tu khac ma co thé duoc str dung trong ban mé ta, bao gém ca cac diém yéu cau bao hd,
duoc st dung d8 md ta va tinh dén cac bién dong nho, chéng han nhu u do su thay dbi
quy trinh xtt 1y, tir gia tri tham chiéu dén ca céc tham sb. Cac bién dong nho nhu thé bao
gbm cac thing giang tai diém 0 tir gi4 tri tham chiéu hogc tham s6. Vi du, chung ¢6 thé
1a thip hon hodc bang + 10%, ching han nhu thap hon hodc bang + 5%, ching han nhu
thap hon hoic bang + 2%, ching han nhu thap hon hoic bang + 1%, chang han nhu thap
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hon hoéc br?lng +0,5%, chéng han nhu thép hon hoéc béng + (0.2%, chéing han nhu thép
hon hoic bang £ 0,1%, chang han nhu thip hon hoic bang + 0,05%.

Tham chiéu trén Fig.1, vi du don gian hoa vé cAu trac héa hoc cua nucleotit 100
theo cac khia canh cta sang ché duoc bdc 10 & day duge thé hién. Nucleotit 100 c6 cAu
tao gdm c6 ba phan tir tiéu don vi: bazo nito 102 (con dugc biét dén 1a nucleobazo hodc
bazo), dudng c6 5 nguyén tir cacbon 104 ( ching han nhu riboza hodc deoxyriboza) va
it nhét mot nhom phosphat 106. Nhidu nucleotit ma dugc ndi v6i nhau dugc biét dén 1a
cac polynucleotit. Cac polynucleotit tht nhat 108 va thir hai 110, nhin thdy o nhét trén
Fig.2, 1a cac vi du vé cac polynucleotit nhu thé.

r

Bazo nito 102 cia nucleotit 100 ¢6 thé 13 mdt trong s6 ndm loai sau day: adenin

(A), guanin (G), cytosin (C), thymin (T) va uracil (U). MBbi loai bazo 102 s& ghép cap
(ttrc 13, gan hoa hoc) vai chi mot loai bazo khac dé tao ra cap bazo bo trg trong hai xoan
kép bd trg ciia cac polynucleotit, chang han nhu polynucleotit xoan kép bo tro 112 duoc

thé hién trén Fig.2. 2.

Bb sung, nhu dugc st dung & day, 1a chi viéc ghép cap ctia bazo thtr nhét cua
nucleotit tht nhit v6i bazo thir hai cu thé cua nucleotit thi hai ma c6 thé gén héa hoc
v6ino. Bazo thi hai (va nucleotit lién quan cua no6) dugce coi la bd tro cho bazo thi nhét
(va nucleotit lién quan ctia nd). Vi du: adenin-thymin (A-T) va guanin-cytosin (G-C) 1a
cac cap bazo bd tro ma c6 thé lién két cac sgi polynucleotit kép bd tro cla axit
deoxyribonucleic (ADN). Dong thoi, adenin-uracil (A-U) va guanin-cytosin (G-C) la
cac cdp bazo bd tro ma co thé lién két cac sgi polynucleotit kép bd tro cla axit

ribonucleic (ARN).

Tham chiéu trén Fig.2, vi du don gian hoa vé polynucleotit thu nhit 108 va
polynucleotit thir hai bd trg dang phat trién 110 theo cac khia canh cua sang ché dugc
boc 16 & ddy duoc thé hién. Céc polynucleotit thir nhat 108 va this hai 110 dugc ndi véi

nhau dé tao ra polynucleotit xodn kép 112.

Polynucleotit thir nhét 108 duogc neo hoa hoc 114 voi san 116 cua kénh dan dong
224 ciia tiéu ban dong chay 202 (nhin thdy rd nhét trén Fig.7). Polynucleotit thir nhat
108 bao gom cac nucleotit tir 118-1 dén 118-N, trong d6 N 1a tong s6 luong cac nucleotit
118 trong polynucleotit thir nhéit 108 va cling chi ra d0 dai ctia polynucleotit thix nhat

108. Loai cu thé cia bazo nito két hop v6i moi nucleotit 118 duoc xac dinh béi cac chir

8
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cai A, G, C hoic T dugc khoanh tron, ma 14n luot dai dién cho cac loai bazo adenin,
guanin, cytosin va thymin. Polynucleotit thir nhét 108 ¢6 thé 13 mot trong sd nhiéu cum
cac polynucleotit thir nhat 108 giéng hét nhau dugc tach dong duge neo vao san 116
ctia kénh dan dong 224.

Polynucleotit thir hai 110 bao gdm it nhat 1a céc nucleotit tir 120-1 dén 120-6. Loai
cu thé cua bazo nito dugc két hop voi mdi nucleotit 120 dugc xéac dinh boi cac chit cai
A, G, C hoiic T duoc khoanh tron. Mdi nucleotit 120 bao gdm nhan danh diu hoa hoc
(ching han nhu nhan huynh quang) ma, khi dugc kich thich (vi dy, béng anh sang kich
thich), s& phat ra tin hi¢u nhén biét (chdng han nhu 4nh sang huynh quang) ma s& xac
dinh bazo cu thé ctia nucleotit 120.

nr\m

P I ,u. Y 1
C4c bazo ciia cac nucleotit 120 chi co thé

>

trg cuia cac nucleotit 118

<D>

gin voi bazo bé
dé tao ra mot loat cac cap bazo bd tro tir 122-1 dém 122-6. Céc cip bazo 122 va cac

nucleotit 118, 120 lién quan cta chung tao ra polynucleotit xodn kép 112.

Thiét bi, ching han nhu thiét bi 200, duge st dung trong khi thuc hién cac phuong
phéap dé x4c dinh tht tu cac nucleotit tir 118-1 dén 118-N trong polynucleotit thir nhét
108, ¢6 thé bao gdm hé théng quan Iy chét phan tng 204 nbi thong véi tiéu ban dong
chay 202 (nhin thdy ro nhét trén Fig.7). He théng quan 1y chét phan tmg c6 kha nang
luu trit, lya chon va din chéy lién tuc nhiu chét phan tmg qua kénh dan dong 224 cuia
tiéu ban dong chay 202. Hé thng quan ly chét phan tmg va/hodc tiéu ban dong chay ¢6
thé co, hodc ¢6 thé khong, duge dinh vi trong hdp chira co thé lép theo cach thdo ra dugc
230 (nhin thay rd nhat trén Fig.7) ca thiét bi.

Nhu sé& dugc giai thich chi tiét hon & day, cac phuong phéap nay ¢ thé bao gom
nhiéu chu ky trong s6 cudi cac chat phan ing dugc lya chon 208-218 (nhin thay 1o nhét
trén Fig.7) ma dugce dinh huéng qua kénh din dong 224 cta tiéu ban dong chay 202 dé
thuc hién céac phan ing héa hoc dugc kiém soat khac nhau trén polynucleotit thi nhét
108. It nhat mot chit phan ung, dugc biét dén 1a chét phan ung két hop, ma chay qua
polynucleotit thir nhét 108, bao gdm cac nucleotit 120. Mbi nucleotit 120 trong chét
phén ung két hop bao gdm nhan danh dAu héa hoc (ching han nhu nhan huynh quang)
ma, khi duoc kich thich (vi du 4nh sang kich thich), s& phat ra tin hidu nhén biét (chang
han nhu 4nh sang huynh quang) ma s& xac dinh bazo cu thé ctia nucleotit 120. Pong

thoi, bazo ciia mdi nucleotit 120 trong chét phan tng két hop bao gdm yéu t6 két thic
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c6 thé phan tach, ma ngan chin dé cac bazo khac khong gan vao n6. Cac phan (g héa
hoc cho phép céac nucleotit 120 tao ra cac cap bazo 122, mot cip bazo 122 tai mot thoi

diém, voi trinh tu bazo 118 cua polynucleotit thir nhét 108.

Tuy nhién, néu su trao d6i chat phan tmg gitra cac dong chét phan mg 12 khong du,
thi sy nhi®m ban chéo giita cac chét phan tmg c6 thé xay ra. Ttc 13, néu chit phan ting
tht nhit khong duoc loai bd va dugce trao dbi v6i dong cht phan Gng thir hai sau d6 cua
phuong phép, thi chét phan (mg thir nhat c6 thé 1am nhiém ban chét phan ting thit hai.
Pidu nay c6 thé dan dén hién twong dugc biét dén 1a gin dinh sém pha, trong d6 céac
bazo duoc gan nhiéu nhan vé tinh duoc thém vao sgi polynucleotit thir hai b tro dang
phat trién v&i mdi chu ky. Gén dinh sém pha lam anh huong dén do chinh x4c cua
phuong phép xac dinh trinh tur cc nucleotit . Gan dinh sém pha ciing tich lily, trong d6
n6 c6 thé lap lai v6i mdi chu ky ctia phuwong phép va lam giam hon nita d§ chinh xac
v6i mdi chu ky. Gén dinh sém pha ciing s€ 1am giam s6 luong bazo (tuc 1a, giam do
dai) ma co thé dugc dung trong polynucleotit thir hai bd trg, trong d6 tht ty clia cac
bazo d6 co6 thé dugc xac dinh trong pham vi do chinh xéac ¢ thé chﬁp nhin duogc. Su
trao dbi chét phan ting c6 thé gay thach thirc cu thé trong cdc ving cua tiéu ban dong
chay c6 kénh dan khong dbng déu hodc trong cac ving co diéu kién chay l16ng kém

chang han nhu cac goc.

Bén canh viéc ting gin dinh sém pha, su trao d6i chét phan tmg khong thich hop
ciing ¢6 thé gop phan gay ra céac hién tuong khic ma c6 thé 1am giam do chinh xac cia
cac phuong phép xéac dinh trinh tu cac nucleotit khac nhau. Vi du, su trao d6i chét phan
trng khong thich hop ¢6 thé din dén sy tang gin dinh pha, trong d6 khong c6 cic bazo
dugc danh dau duoc bd sung vao nucleotit thir hai bd trg dang phat trién. Déng thoi, su
trao d6i chét phan tmg khong thich hop c6 thé din dén su giam phan trim céc loc cic
cum gén dinh, ma la chi bao vé do tinh khiét cua tin hiéu tir mdi cum.

Ngoai ra, khi RMS duoc dat trong hop chira cua thiét bi, dung tich luu trir chét
phan tng cda binh chira chét phan tng c6 thé bi gi6i han bsi cac sy han ché vé khong
gian ctia hop chira, nhu vy su trao d6i chit phan tng hiéu qua 13 quan trong hon.

Theo vi du duoc minh hoa trén Fig.2, phuong phap cho phép céc nucleotit dugc
gAn nhan tir 120-1 dén 120-5 két hop tudn tu v6i cac nucleotit tir 118-1 dén 118-5 dé

tao ra cac cadp bazo bd tro tir 122-1 dén 122-5. Nucleotit 120-6 1a nucleotit tiép theo
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trong trinh ty, va duoc két hop (hodc duge ghép cdp) véi nucleotit 118-6 dé tao ra cip
bazo bd trg 122-6.

Ngay khi ghép cép, nhan danh dAu héa hoc cuia nucleotit 120-6 s& dugc kich thich
dé phat ra tin hiéu nhan biét ma s& dinh danh cip bazo 122-6. Ngay khi dugc dinh danh,
yéu tb két thiic dwoc gin vao bazo clia nucleotit 120-6 dugc loai bo sao cho bazo tiép
theo c6 thé duoc gan. Nucleotit dugc gin nhin 120-6 bd sung vao sgi polynucleotit thir

hai bd trg dang phat trién 110 ma dugc xodn kép voi polynucleotit thir nhét 108.

Theo d6, s¢i polynucleotit thir hai b6 trg 110 ¢ thé duoc dung, mot bazo 120 tai
mat thoi diém, dé xac dinh trinh ty bazo 118 trong cum cac polynucleotit thir nhét 108.
Sé lugng cac nucleotit 120 trong soi polynucleotit thir hai b tro 110 ma co thé dugce
dung nén cang 16n (tc 1a, d6 dai soi polynucleotit tha hai tré nén cang dai), cang cé
nhidu dit lidu c6 thé dwoc cung cip lién quan dén tht tu cac nucleotit trong cum cua

polynucleotit thir nhét 108 va su phan tich tdng thé tré nén cang nhanh.

Tham chiéu trén Fig.3, vi du vé luu dd don gian hoa cta phuong phap 130 dé xac
dinh th tu cac nucleotit trong polynucleotit theo céc khia canh cda sang ché duoc boc
16 & day dugc md ta. Phuong phép 130 bao gbm bbn giai doan co ban, bao gbdm: giai

doan két hop 132, giai doan thu anh 134, giai doan cét 136 va giai doan rira 138.

Trong giai doan két hop 132, chét phan ting két hop dugc dan chay qua hé théng
quan 1y chat phan Gmg 204 va tiéu ban dong chay 202 cua thiét bi 200 (nhin thiy rd nhét
trén Fig.7). Tiéu ban dong chay 202 c6 polynucleotit thir nhat 108 (nhin thdy r& nhét
trén Fig.2) dugc chia trong do. Chét phan g két hop thém bazo thtr nht (duoc két
hop v6i nucleotit 120-6) vao trinh ty bazo (duoc két hop v6i céc nucleotit tir 120-1 dén
120-5). Trinh tu bazo (va cac nucleotit lién quan cia chung tur 120-1 dén 120-6) bao
gdm polynucleotit thir hai 110 ma 1a bé tro cho polynucleotit thir nhét 108.

Cu thé hon, chét phan tng két hop chay qua cac cum céac polynucleotit thir nhét
duoc tach dong 108 ma dugc neo truée d6 vao kénh dan dong 224 cua tiéu ban dong
chay 202. Chét phan g két hop bao gbm cac nucleotit 120 da biét, trong d6 cac bazo
cua cac nucleotit 120 d6 ghép cap tudn tu véi cac bazo cta cac polynucleotit thir nhét
108 dé tao ra cac polynucleotit thir hai dang phat trién 110 ma bd trg cho polynucleotit
tht nhéat 108. Cac polynucleotit thir nhit 108 va tha hai 110 tao ra cac polynucleotit 112

xo8n kép, ching han nhu cac doan ADN. Céc loai bazo ctia cac polynucleotit thir nhat

11
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108 va thit hai 110 c6 thé ma loai bét ky trong s6 adenin (A), guanin (G), cytosin (C),
thymin (T) hoac uracil (U).

Céc nucleotit 120 trong chit phan g két hop cling bao gbm nhan danh déu (& vi
du ndy 1a nhan huynh quang) ma cho phép nhén biét loai bazo véi tin hiéu kich thich (&
vi du nay 1 vé6i 4nh séng kich thich). Cac nucleotit 120 ciing bao gdm yéu t6 két thuc
c6 thé phan cit (hodc nhom khoa) nhu da biét dén trong linh vuc nay, ma ngan chin
nhidu hon mét bazo ciia cac polynucleotit thit hai 110 tai mot thoi diém khong bi ghép

cip voi cac bazo cia cac polynucleotit thir nhit 108.

Trong giai doan thu anh 14, hinh anh cta tin hiéu nhén biét phét ra tr bazo thir nhét

cua nucleotit 120-6 dugc thu lai, sau khi bazo thir nhéat ctia nucleotit 120-6 da dugc thém

Cu thé hon, cdc nhin huynh quang ciia cac nucleotit 120 duoc két hop véi
polynucleotit tht hai 110 dugc kich thich v6i anh sang kich thich dé phat ra 4nh sang
huynh quang dic trung. Hinh &nh cua 4nh sang huynh quang sau d6 duoc thu lai dé xac
dinh loai bazo cta nucleotit 120-6 méi dugc thém vao trong trinh tu cac nucleotit tu
120-1 dén 120-6 ma tao ra polynucleotit thit hai dang phat trién 110. Vi polynucleotit
tht hai 110 1a b trg cho polynucleotit thir nhéit 108, thtr tw cac nucleotit 118 trong
polynucleotit thir nhét ¢ thé duogc xac dinh. Polynucleotit thir hai 110 ¢6 thé duoc phat
trién cang dai, thit tu cc nucleotit 118 trong polynucleotit thir nhat 108 c6 thé duoc xéic

dinh cang nhiéu.

Trong giai doan c4t 136, chéat phan cat dugc dan chay qua hé théng quan ly chat
phan tng 204 va tiéu ban dong chay 202 8 loai b6 yéu t két thuc ra khéi nucleotit 120-
6. Diéu nay cho phép nucleotit tiép theo (khong dugc thé hién) trong trinh tu cac
nucleotit tir 120-1 dén 120-6 duoc thém vao polynucleotit thir hai 110. |

Trong giai doan rua 138, chit dém (hoic chét rira) dugc dan chay qua hé théng
quén ly chét phan tng 204 va tiéu ban dong chdy 202 trong nhiéu chu ky cuia cac huéng
dong thuan chidu va nguoc chiéu lién tiép dé rira chét phan ct ra khoi hé théng quan Iy
chét phan tng va tiéu ban dong chay. Chét dém c6 thé 1a hon hgp cua cac chét hoa hoc
duoc st dung dé loai bo cac hda chét ngoai du kién ra khéi tiéu ban dong chay va hé
théng quan 1y chét phan tmg. Céc hoa chét ngoai du kién ¢6 thé 13, vi du, cac chét phan

g hoat ddng (chang han nhu cac chat phan cét du thira) cén du tir budc trude dé hodc
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céc tap chit khac nhau ma dugc tao ra nhur 1a céc san phim phu tir buée trude do. Chat

dém c6 thé, vi du, dung dich mudi dém véi axit lipoic dugc b0 sung.

Dong thudn chidu, nhw dugc st dung & day, 1a huéng cta dong chat phan ing tir
c4c binh chira chit phan tng 232 clia hé théng quan ly chét phan tng 204 dén tiéu ban
dong chay 202 (nhin thdy rd nhét trén Fig.7). Dong nguoc chiéu, nhu dugc st dung &
day, 12 huéng clia dong chét phan tmg tir tiéu ban dong chay 202 dén céc binh chira chét
phéan Umg 232.

Theo vi du trén Fig.3, nhiéu chu ky dugc minh hoa nhu 13 12 chu ky 13p lai cua
huéng dong chay thuan chidu 140 va huéng dong chay nguge chiéu lién tiép 142 cla
chit dém. Tuy nhién, chét d@ém c6 thé duoc tudn hoan trong huéng dong chdy thuan

chidu 140 va sau d6 trong huéng dong ngugc chidu lién tiép 142 véi s6 1an bit ky. Vi

du, nhidu chu k¥ c6 thé 1a 2, 4, 6, 12 hodc nhiéu hon 12 chu ky.

Nhiéu chu ky ctia cac huéng dong thuan chiéu 140 va nguoc chidu lién tiép 142
trong giai doan rira 138 cho phép loai bo triét dé (ttc 14, sy trao dbi chit phan img) chét
phan cit dugc dua vao hé théng trong giai doan cit 136 hon so véi cac phuong phap
trudc d6 st dung cung thé tich han ché cia chat dém. Diéu nay 1a vi, cdc phuong phap
tru6e d6 chi dan chit phéan ung theo huéng thuén chiéu trong giai doan rira. Nhu vay,
trong cac phuong phap trude do, cing mot loai chit dém sé& chi di qua hé théng quan ly
chét phan tng va tiéu ban dong chay mot 14n va c6 thé khong loai bo du chit phan cit
trong giai doan rira. Dudi cac diéu kién do, trong giai doan két hop tiép theo, chét phan
tng két hop tiép theo co thé bi nhim ban béi chat phan ct con lai. Chat phan cét con
lai sau d6 c6 thé loai bd sém céc yéu td két thuc khoi céc nucleotit trong giai doan két
hop tiép theo. Diéu nay c6 thé cho phép lugng gin dinh sém pha khong mong mudn,
trong d6 nhidu hon mdt bazo duge gin vao polynucleotit thir hai dang phat trién tai mot
thoi diém.

Néu su gin dinh sém pha dugc cho phép tich Iy vdi mdi chu ky méi, thi d6 bét
dinh dang ké vé thir tu bazo trong cac polynucleotit c6 thé phat trién. D9 bat dinh c6 thé
tang 1én qua mdi chu ky, ma co thé 1am giam do chinh xéac cta dit liéu ma co thé thu
dugc nhu 1a sy phat trién soi polynucleotit. Theo d6, do dai tong thé coa soi
polynucleotit thir hai ¢6 thé dugc phat trién, sao cho thi tu cc bazo cla né cé thé dugc

xéc dinh v6i d6 chinh xac hop 1y, c6 thé bi gi6i han bdi gén dinh sém pha.
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Pé so sanh, nhiéu chu ky ctia cac hudng dong thuan chidu 140 va ngugc chidu 142
theo sang ché cho phép cuing mot chit dém di qua hé théng quan 1y chét phan tmg va
tiéu ban dong chay vai 14n dé rtra triét dé hon. Theo mot vi du, viéc st dung nhiéu chu
ky cua hudng dong thudn chiéu va nguoc chidu lién tiép nhu dugc md ta & day co thé
cung cép viéc str dung hiéu qua hon dbi voi thé tich han ché ctia chét dém, dic biét 1a
vi du khi viéc tang thé tich chat dém 13 khong mong mubn do cic rang budc vé khong
gian va/hodc chi phi. K&t qua 13, c6 thé can it chét dém dé dat duge mic do trao dbi chét

phan tng da cho.

Céac hudng dong chay thuan chiu 140 va ngugc chidu 142 lién tiép, nhu duge st
dung & day, 1a cac huéng dong chay thuan chiéu va nguoc chiéu xay ra 1ién k& nhau ma
khong c6 cac budc xen gilta. Khong ¢ cac bude xen gilta cb nghia 12 hau nhu khong
c6 giai doan 1 (hogc thoi gian tri hodn) ma khong c6 dong chay gitta cic dong chét phan

trng thuan chiéu va ngugc chiéu.

Theo d6, viéc dan chay theo hudng dong thuén chidu 140 va viéc dan chay theo
hudng dong ngugc chidu 142 can dugc phan biét béi thoi gian tri hoan khoang 1 gidy
hodc ngén hon, khoang 200 milli gidy hodc ngén hon, hogc about 100 milli gidy hodc
ngén hon, cho mdi chu ky trong sb cac chu ky ctia cdc hudng dong thuén chiéu va nguoc
chidu. Ngoai ra, mdi chu ky trong s6 cac chu ky cua cac hudng dong thuan chiéu va
nguoc chiéu can duoc phan tach boi thoi gian tri hoan khoang 1 gidy hodc ngén hon,
khoang 200 milli gidy hoac ngén hon, hodc khoang 100 mili gidy hoac ngén hon.

Theo mét vi du, dé ngan chan nhi®m bén binh chira chat phan ing 232 trong hé
théng quan 1y chat phan (mg 204 (nhin thdy rd nhat trén Fig.7), thé tich chat dém ma
chay theo huéng thuén chidu 40 cin 16n hon thé tich chat dém ma chay theo huéng
nguoc chiéu. Né6i cach khac, dé ngan chan sy nhiém b4n binh chtra chit phan tng trong
giai doan rura:

thé tich dong thuan chidu thit nhit (1% FFV) cta chit dém dugc dén chay theo
hudéng dong thuin chidu ctia mdi chu k¥ trong s cac chu ky; va

thé tich dong ngugc chidu thit hai (2° RFV) ciia cht dém dugc dan chay theo
huéng dong nguoc chiéu cua mdi chu ky trong sb cac chu ky, trong do thé tich dong

thusn chidu thir nh4t 12 16n hon thé tich dong nguoc chidu thir hai. Cu thé hon, thé tich
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dong thuan chidu thit nhét (1% FFV) c6 thé 16n hon thé tich dong nguoc chiéu thit hai
(2" RFV) khoang 3% hoc nhiéu hon.

Sau khi nhiéu huéng dong chay thudn chidu va nguogc chidu 140, 142 da dién ra,
oiai doan rira 138 tiép tuc dén giai doan U 144. Giai doan 1 144 1a giai doan héu nhu
khong co chat dém chay qua hé théng quan 1y chét phan ting 204 va tiéu ban dong chay
202. Giai doan 0 144 c6 thé c6 thoi gian khoang 10 gidy hodc dai hon sau chu ky cubi

ciing cua cac chu ky 140, 142 da dién ra.

Sau giai doan @ 144, giai doan rira 138 tién hanh dén buéc dan chay thuan chiéu
thir ba 146. Tirc 13, thé tich dong chay thuan chidu thi ba (3" FFV) clia chat dém dugc

dan chay theo hudng dong thuin chiéu sau giai doan u 144. Giai doan u 144 va budc
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dat gdy ma co thé phat trién trong cac mép cua hé théng quan ly chét phan tmg hodc
tiéu ban dong chay.

Sau khi hoan tit giai doan rira 138, phwong phap sau d6 quay lai budce 148 vao giai
doan két hop 132 dé bit dau quy trinh thém nucleotit 120 tiép theo trong trinh tu céc

nucleotit vao polynucleotit thir hai 110.

Trong mot sd phuong phap dang cd, vi chit dém chi dugc dan chéay theo hudng
thuan chiéu trong giai doan rua, tdng luong chat dém tiéu hao (lugng tiéu hao chét 1ong
tbng cong) trong giai doan ria vé co ban bang véi tong luong thé tich chit dém duoc
cudi qua hé théng quan ly chét phan (mg va tiéu ban dong chay (thé tich cubn téng cong)
trong giai doan rita. Nguoc lai, & phuwong phép theo sang ché, thé tich cudn tong cong
¢6 thé 16n hon gip nhiéu lan lugng tiéu hao chét 16ng tong cdng trong giai doan ria.

Cu thé hon, thé tich cudn tong cong cla chit dém, trong qua trinh dan chay chét
dém (giai doan rtra), vé co ban duoc xac dinh boi cong thue (1% FFV + 2" RFV) * N)
+ 34 FFV, trong do:

15t FFV 1a thé tich dong thun chiéu thi nhét,

2nd RFV 1a thé tich dong nguoc chiéu thi hai,

N 14 s6 luong téng cdng cac chu ky trong sb cac chu ky, va

314 FFV a thé tich dong thuan chiéu thi ba.
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Ngoai ra, lugng tiéu hao chit 1éng tdng cong cua chét dém, trong qua trinh dan

chay chét dém (giai doan rira), vé co ban dugc x4c dinh béi cong thire:
(1 FFV — 21 REV) * N) + 39 FFV.

Thuét ngit "vé co ban duge xac dinh" nhu dugc sir dung trong cong thirc & trén
duoge st dung dé md ta va xem xét doi voi cac dung sai do ma c6 thé xay ra khi xac dinh

céc tham sb nhu 13 1 FFV, 2" RFV va 3 FFV.

Vi cing mot thé tich chét dém c6 thé di qua hé thng quan 1y chét phan tmg va tiéu
ban dong chay vai 14n, ty 16 thé tich cubn tong cong clia chit dém so véi lugng tiéu hao
chét long téng cong cua chit dém v& co ban ¢6 thé cao hon mot. Cu thé hon, ty 1€ thé
tich cubn téng cong clia chit dém so véi lugng tiéu hao chét léng téng cong cua chét
dém co thé bé‘mg hoic 16n hon khoéang 6, khoang 10, khoang 12 hodc cao hon ntra.

Trong hé théng thiét bi c6 hop chira, hé thng quéan 1y chat phan tmg va/hodc tiéu
ban dong chay co thé dugc dit trong hop chira. Hop chira ¢6 thé 1p theo cach c6 thé
théo ra duoc vao thiét bi, c6 nghia 12 hop chira c6 thé dugc lip vao va dugce thdo ra khoi
thiét bi.

Nhu vy, trong hé théng thiét bi c6 hop chura, ty 18 16n (2, 6, 10, 12 hodc 16n hon
nita) cua thé tich cubn tong cong so v6i lugng tiéu hao chét 16ng tong cong c6 thé 14 uu
diém dac biet. Didu nay 1 vi chét phan tng két hop, chét phén cit va chit dém co thé
dugc luu trir trong cac binh chira chét phan Gmg cua hé théng quan ly chét phan tng va
hé théng quan 1y chét phan tng c6 thé 14 mot phan ciia hop chtra. Theo do, binh chira
chét phan tmg cta hé théng quéan 1y chét phan tng c6 thé duoc tao két cdu dé luu trit
téng thé tich hitu han cta mdi chit phan ting dé lip vira vao trong hop chira. Ty 1€ 16n
ctia thé tich cubn téng cdng so v6i lugng tiéu hao chét 16ng tong cong cho phép cung
mot thé tich han ché cta chét phan tng duoc cudi qua hé théng quan ly chét phan tmg
va tiéu ban dong chay vao 14n truéce khi no bi tiéu hao, do d6 nang cao su trao dbi chit
phéan Ung.

Tham chiéu trén Fig.4, vi du vé luu dd cua phuong phap khac 150 dé xac dinh thir
tu cac nucleotit trong polynucleotit theo cac khia canh cda sang ché dugc boc 10 & day
dugc mo ta. Phuong phép 150 bao gbm giai doan két hop 152, giai doan thu anh 154,

giai doan cdt 156 va giai doan rira 158.
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Trong giai doan két hop 152, chét phan ung két hop 160 dugc din chay qua hé
théng quan ly chét phan tng 204 va tidu ban dong chay 202 ctia thiét bi 200 (nhin thiy
r5 nhét trén Fig.7). Chét phan tng két hop c6 thé 12 hdn hop cua cac hoa chit ma keetse

hop céc nucleotit dugc gin nhin huynh quang vao cac s¢i ADN.

Tiéu ban dong chay 202 c6 polynucleotit thir nhat 108 (nhin thiy r6 nhét trén Fig.2)
duoc dat trong d6. Chat phan Gmg két hop thém bazo thir nhét (dugc két hop véi nucleotit
120-6) vao trinh tu bazo (duoc két hop véi cac nucleotit tir 120-1 dén 120-5). Trinh tu
bazo (va cac nucleotit dugc két hop ctia chung tr 120-1 dén 120-6) tao ra polynucleotit

thtr hai 110 ma b tro cho polynucleotit thir nhat 108.

n t
nhén huynh quang) ma cho phép nhan biét loai bazo véi tin hiéu kich thich (6 vi du nay
14 v6i 4nh sang kich thich). Cac nucleotit 120 ciing bao gdm yéu t6 két thic ¢6 thé phéan
cit (hodc nhom khéa) nhu da dugc biét dén trong linh vuc nay, ma ngén chin nhiéu hon
mot bazo cta cac polynucleotit thir haill0 tai mot thoi diém khoi dugc ghép cdp véi

cac bazo cua cac polynucleotit thir nhat 108.

Tiép theo trong giai doan két hop 152, chét rira 162 dugc st dung dé loai bd chét
phan tng két hop 160 du thira bt ky. Chat rira c6 thé 1a hon hop cia cac hoa chét dugc

sir dung dé loai bo cac chét phan tng hoat dong khoi tiéu ban dong chay.

Phuong phép tiép tuc dén giai doan thu anh 154, trong d6 chét quét anh 164 dugc
sit dung dé bao vé bé mit tiéu ban dong chay khoi bi hu hai anh trude khi hinh anh duge
thu lai. Chét quét anh 164 c6 thé 12 hdn hop cac hoa chit ma 1am 6n dinh céc soi nucleotit

trong qua trinh phat hién.

Tiép theo, trong giai doan thu anh 154, hinh &nh cia tin hiéu nhén biét phét ra tir
bazo thtr nhét ciia nucleotit 120-6 1a anh chup 166, sau khi bazo th nhét cta nucleotit

120-6 d3 duoc thém vao polynucleotit thir hai 110.

Cu thé hon, c4c nhdn huynh quang cia cac nucleotit 120 dugc két hop véi
polynucleotit thi hai 110 dugc kich thich v6i anh sang kich thich dé phét ra 4nh sdng
huynh quang dic trung. Hinh anh cua 4nh sdng huynh quang sau d6 dugc thu lai dé cung
cép thong tin nhan biét v& loai bazo cua nucleotit 120-6 méi dugc thém vao trong trinh

tu céc nucleotit tir 120-1 dén 120-6 ma tao ra polynucleotit thir hai dang phat trién 110.
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Tiép theo trong giai doan thu anh 154, chét dénh du bd sung 168 dugc sit dung dé
gfn nhan thit hai véi nucleotit 120-6 méi duge thém vao. Chét dénh diu 168 c6 thé 1a

hdn hop cua cac hoa chét dugc st dung dé cdp nhan huynh quang vao nucleotit.

Tiép theo trong giai doan thu anh 154, chét rira 170 dugc sir dung dé loai bo chét
dénh dAu 168 du thira. Chét rira 170 c6 thé 1a hdn hop ciia cac hoéa chat dugc sir dung

d& 1oai bd céc chat phan @mg hoat dong ra khoi tiéu ban dong chay.

Tiép theo trong giai doan thu anh 154, chét quét anh thir hai 172 duoc 4p dung dé
bao v& bé mit tiéu ban dong chay khoi bi hu hai hinh anh trude khi hinh anh thir hai
dwoc chup. Chét quét anh thit hai c6 thé 1a hdn hop cla cdc héa chat ma lam 6n dinh
c4c soi nucleotit trong qua trinh phat hién.

Tiép theo trong giai doan thu anh 154, hinh anh thi hai cua tin hiéu nhan biét thu
hai phat ra tir bazo thu nhét cta nucleotit 120-6 duoc chup lai 174. Cu thé hon, cc nhan
th hai huynh quang cua cac nucleotit 120 duoc két hop véi polynucleotit thir hai 110
duoc kich thich véi anh sang kich thich dé phat ra anh sang huynh quang thit hai dac
trung. Hinh anh cla 4nh sang huynh quang thit hai sau d6 dugc chup dé cung cAp thong

tin nhén biét bd sung vé loai bazo nucleotit 120-6 méi thém vao.

Phuong phap tiép tuc dén giai doan cit 156, trong d6 chit rara 176 duoc su dung
dé loai bo chét quét anh thit hai 172 du thira bit ky. Chét rira c6 thé 1a hon hop clia cac
hoa chit duge st dung dé loai bo céc chét phan tmg hoat dong ra khoi tiéu ban dong

chay.

Tiép theo trong giai doan cét 156, chit phan cit 178 duoc dan chay qua hé théng
quén 1y chét phan ting 204 va tiéu ban dong chay 202 dé loai bo yéu t6 ket thuc ra khoi
nucleotit 120-6. Diéu nay cho phép nucleotit tiép theo (khdng dugc thé hién trén hinh
v&) trong trinh tu cac nucleotit tir 120-1 dén 120-6 dugc thém vao polynucleotit thi hai
110.

Phuong phép tiép tuc dén giai doan rira 158, trong d6 chét dém thir nhat dugc dan
chay qua hé thong quan ly chét phan tmg 204 va tiéu ban dong chay 202 trong nhiéu
chu ky cua cac huéng dong thuén chidu va nguoc chiéu lién tiép dé rira chat phan cit
178 tir hé thong quan 1y chét phan @mg va tiéu ban dong chay. Vi du, chét dém thir nhat

c6 thé 1a dung dich mudi dém cé b6 sung axit lipoic.
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Cu thé hon, thé tich dong thuan chiéu tht nhat (1% FFV) 1a 22 microlit (uL) chét
dém thir nhit dugc din chay theo hudéng dong thuén chidu 180 d8 bt dau mdi chu ky
trong s6 cac chu ky. Thé tich dong nguoc chiéu tht hai (2" RFV) 12 19 microlit (L)
chét dém thir nhit sau d6 dugc din chay theo huéng dong ngugc chiéu 182 dé két thic
mdi chu ky trong sb cac chu ky. Theo vi du cu thé trén Fig.4, c6 tbng cong 12 chu ky

ctia dong thuén chiéu va dong nguoc chiéu.

Tiép theo, trong giai doan rira 158, giai doan u 184 vé co ban khong c6 dong chét
dém tht nhat chy qua hé théng quan 1y chét phan (g 204 va tiéu ban dong chay 202
dugc dat vao hé théng. Giai doan ¢ 184 ¢ vi du cu thé nay c6 thoi gian khoang 30 gidy,

mic du céc giai doan u khac ¢ thé duge sir dung.

au giai doan G 184, giai doan rira 158 tiép tuc dén dong thuan chiéu thir balg6.
Tirc 13, thé tich dong chay thuén chiéu tht ba (3" FFV) la 12 microlit (uL) chét dém tht

nhét dugc dan chay theo hudng dong thuén chiéu sau giai doan 1 184.

Chét dém thtr nhat duoc st dung trong giai doan rira 158 dé vé co ban loai bo chit
phan cht 178 ra khéi hé théng. Tuy nhién, cac héa chét cu thé trong chat dém thir nhat
ma c6 hiéu qua trong viéc loai bo chét phan cat 178, cling c6 thé giao thoa véi chét phan
img két hop ctia chu k¥ tiép theo. Mot vi du nhu thé vé hoa chét nhu thé c6 thé 1a axit
lipoic.

Theo d6, trong giai doan rira 158, dong thuén chidu cta chit dém thi hai 188 dugc
d&n chay qua hé théng quan Iy chat phan img va tiéu ban dong chay dé 1oai bo chat dém
thit nhat. Chét dém thi hai c6 thé 1a dung dich muéi khong c6 axit lipoic . Chéat dém thir
hai 14 khéng quan trong trong viéc loai bé tic nhan cat, nhung sé gay tré ngai cho chat

phan Gng két hop 160 & chu ky tiép theo.

Sau khi hoan tét giai doan rira 158, phuong phép sau do quay trd lai 190 vao giai
doan két hop 152 dé bat dau quy trinh thém nucleotit 120 tiép theo trong trinh tu cac
nucleotit vao polynucleotit thir hai 110.

Nhu duoc chi ra trude day, thé tich cudn tong cong cua chét dém thu nhét, trong
giai doan rira, vé& co ban dugc xéc dinh boi cong thire (1 FFV + 2™ RFV) * N) + 31
FFV, trong do:

1 FFV 1a thé tich dong thuan chiéu thir nhit va bang 22 pL,
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2nd REV 13 thé tich dong nguoc chiéu thir hai va bang 19 pL,
N 12 sb lugng tong cong cic chu ky trong s6 cac chu ky va bang 12, va
31 FFV 12 thé tich dong thuén chiéu thir ba va bang 12 pL.

Theo do6, theo vi du trén Figd, thé tich cudn tong cong bing

(22+19)%12+12=504 pL.

Ngoai ra, lugng tiéu hao chét 16ng tong cong clia chét dém thir nhét, trong giai doan

rira, vé co ban dugc x4c dinh bsi cong thirc:
(15t FFV — 2" RFV) * N + 3" FFV.
Theo do, & vi du trén Fig.4, lugng tiéu hao chét l6ng tong cong 1a bing:
(22-19)*12+12=48 pL.

Ngoai ra, theo vi du trén Fig.4, ty 1€ thé tich cudn tong cong so v6i lugng tiéu hao
chét léng téng cong 1a bang: 504/48=10,5. Dé 5o sanh, ty 18 thé tich cubn tong cong so
v6i luwgng ti€u hao chét 1ong tong cong & cac hé théng trudc day gan nhu 1a bang 1. Pidu
nay la béi vi, cac hé théng trudc day chi st dung dong thuan chiéu cua chit dém ma c6

hiéu qua trong viéc loai bo chét phén cit.
Fig.5 va Fig.6 thé hién cac két qua thu duoc tir vi du thue hién khong gi6i han.

Tham chiéu trén Fig.5, bang 190 thé hién vi du thuc hién cac vi du khéc nhau cia
thé tich cudn téng cong so véi lugng tiéu hao chét 1ong tong cong cuia chét dém thir nhét
ma thu dugce trong vé giai doan rira vi du 158 cua phuong phap 150 dugc thé hién. Trong
cac hang tr 190-1 dén 190-7, lugng tiéu hao chét 1éng tong cong dugc gitt nguyén khong
ddi & 48 pL. Ciing trong cac hang tir 190-2 dén 190-7, thé tich dong thuan chiéu thu
nhét (15 FEV), thé tich dong ngugc chiéu thir hai (2™ RFV), s lugng cac chu ky (N)
va thé tich dong chay thuén chiéu thtr ba (3" FFV) dugc thay dbi dé tang thé tich cubn
tong cong tir 100 pL dé 1200 pL, trong khi lugng tiéu hao chét 16ng tong cong dugc gift
khéng d6i & 48 pL. Nhu ¢6 thé duoc nhin thiy, ty 1é thé tich cudn téng cong so voi
luong tiéu hao chét 1ong tdng cong thay doi tir 2,08 (6 hang 190-2) thanh 25 (& hang
190-7).

Hang trén cing 190-1 12 vi dy so sanh vé phuong phap da co, trong d6 khong c6 sy

quyay vong cac dong thuin chiéu va ngugc chidu cia chét dém. Hon nita, hang 190-1
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chi ¢6 dong thuan chiéu trong giai doan rira va, do do, thé tich cubn tong cong cua nd

bing luong tiéu hao chét 16ng téng cong cia no.

Tham chiéu trén Fig.6, cac dd thi 192, 194 vé céc ty 1€ cac thé tich cubn téng cong
so v6i lugng tiéu hao chét l1éng téng cong d6i v6i do dbc gin dinh sém pha ma duoc
dung tlr dit liéu thu dugc trong vi du thuc hién trén Fig.5 theo cac khia canh cua sang
ché dugc boc 16 & day duge mo ta. D6 thi 194 duge dung ¢ nhiét do moi truong bén
ngoai (vi du & nhiét o moi trudng bén ngoai trong pham vi tir 25 dén 35 d6 C). o thi
192 dugce dung & nhiét do moi truong bén ngoai cong thém & do C (vi du, & nhiét do

trong phan vi tir 33 dén 3 d6 C).

)

0 dbc gin dinh sém pha, nhu dugc chi ra trong cac dd thi 192 va 194, duoc biéu

cia cic phén tir trong cic cum cac polynucleotit trong

2 N

by

tiéu ban dong chdy ma dang dan déu boi 1 cdp bazo trén mdi chu ky. Do déc gan dinh

sém pha la s6 do cua ty 18 gin dinh sém pha trong mdi chu ky.

Céc tri s6 gin dinh sém pha cang thdp, chdt lugng dir liéu duge ¢ do dai
polynucleotit da cho trong qua khi tién hanh cac phuong phap & ddy cang t6t. Dong thoi,

céc tri s6 gin dinh sém pha cang thép, cac polynucleotit co thé phat trién cang dai.

Nhur c6 thé duge xéc dinh tir cac dd thi 192 va 194, pham vi t6i wu ca ty 1€ thé tich
cudn tdng cong so voi lugng tiéu hao chét 16ng tong cong, trong do phan tram do déc
gian dinh sém pha thip nhét c6 thé dat duoc, 12 bang hodc 16n hon 6. Pham vi toi wu
khéc, ma c6 thé duge xac dinh tir cac do thi 192, 194 ciia dit liéu duge dung db thi theo

vi du trén Fig.5, cling ¢6 thé 1a tir khoang 6 dén khoang 12.

Céc pham vi t6i wu dugc két hop véi cac do déc gan dinh sém pha. Trong hau hét
céc truong hop & vi du thye hién trén Fig.6, cdc pham vi t6i wu duoc két hop véi cac
phan tram do dbc gin dinh sém pha la thip hon 2,0%. Céc phan trim do déc gan dinh
sém pha nhu thé da dem lai cac két qua dang kinh ngac, thu dugc tir vi du thuc hién trén
Flg.5 va Fig.6, cho phép polynucleotit thit hai bd trg 110 duge dung 1én dén do dai cac
bazo dai hon so véi d0 dai cac bazo trude d6 thu dugce v lugng chét phan g han ché,
trong giGi han do chinh xac chép nhan dugc. Trong vi du thuc hién trén Fig.5 va Fig.6,
céc hé thdng thiét bi c6 hop chira ¢6 thé x4y dung mot cach chinh xac cac polynucleotit
b tro thir hai 110 1én dén do dai 1a 200 bazo hodc cao hon vdi phan tram thoi gian cao

(vi du, trén 90% thoi gian). Do d6, cac cdp bazo cua cac polynucleotit thir nhat 108 va
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thr hai 110 cling c6 thé dugc xay dung mot cich chinh xéc lén dén d6 dai 1a 200 cip

bazo hoidc cao hon tai cing mot phan trdm thoi gian cao.

Tham chiéu trén Fig.7, vi du vé so db tong thé cua thiét bi 200 theo cac khia canh
cua sang ché dugc boc 16 & day duge md ta. Thiét bi, & vi du cu thé nay, bao gdm hop
chira 230 dugc lip trong d6. Hop chira 230 bao gdm tiéu ban dong chay 202 ndi thong
v6i hé théng quan Iy chét phan tmg (RMS) 204. O vi du cu thé nay, RMS 204 ndi théng
Vi tidu ban dong chay 202 dudng ndi trung gian 206. Hop chira 230 c6 thé lap theo
céch ¢6 thé thao ra duoc vao thiét bi 200, c6 nghia 12 hop chira ¢6 thé dugc lip vao va

duoc thao ra khoi thiét bi.

Maic du vi du trén Fig.7 nay minh hoa thiét bi c6 hop chita 200 ¢c6 RMS 204 va tiéu
d X h ¢ thiét bi 200 khéc co6 thé khong

ban dong chay

l\)

,
02 dugc chira trong

op chira 230, céc

VP viiss

(@)

bao gém thiét bi c6 hop chira nhu thé. Hon nita, trong mot s6 thiét bi 200, cac thanh
phin ciia RMS 204 ¢6 thé dwoc 13p lién khdi va lap cimg trong thiét bi 200, va chi c6
tiéu ban dong chay 202 c6 thé thao ra duge khdi thiét bi 200. Hon nira, tiéu ban dong
chay 202 c6 thé 6, hoidc co thé khong, co thé thao ra dugc khéi hop chira 230.

RMS bao gdm nhiéu binh chira chét phan Gng 232. Mdi binh chira chét phan (g
232 ¢6 dugce tao két cau dé chira chét phan mg trong s6 nhiéu chit phan tng tir 208 dén
218 duoc chtra & ddy. RMS 204 ¢6 chire nang lya chon dong chét phan tmg 234 tir mot
trong sb cac chét phan ting tir 208 dén 218.

RMS ciing ¢6 chic nang dinh huéng dong chét phan tmg 234 theo huéng thuin
chiéu va huéng ngugc chiéu. Dong thuan chiéu, nhu duoc str dung & ddy, la huéng cua
dong chét phan tmg 234 tir binh chtra chat phan tmg 232 dén tiéu ban dong chay 202.
Dong nguoc chiéu, nhu dugc st dung & day, 1a huéng cia dong chét phan tng 234 tix

tiéu ban dong chay 202 dén céc binh chira chat phan mg 232.

Céc chét phan tmg 208-218 c6 thé 1a loai bat ky trong sé céc loai hodc 1a su két
hop cua cac chét phan g phu thudc vao loai va trinh tu cua cac phan tmg héa hoc ma
¢6 thé duoc thuc hién 6 tiéu ban dong chdy. Vi du, céc chit phan tmg 208-218 c6 thé Ia

trong s6 cac loai sau day:
Chét phan tmg 208 va 209 c6 thé c6 cong thirc khéac véi chét phan tmg két hop.

Chét phan tmg 210 va 211 ¢o thé c6 cong thirc khac véi chét phan tmg quét anh.
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Chét phan tng 212 c6 thé 1a chét phan cat.
Chét phan ting 214 va 216 ¢6 thé c6 cong thirc khac vé6i chat dém.
Chét phan Gmg 218 c6 thé 1a khong khi.

Pudng ndi 206 bao gdm kénh thtr nhit 236 nbi thong voi RMS 204 qua ctra ra
RMS 256. Kénh thi nhit 236 c6 chirc ning dinh tuyén dong chat phén tng 234 qua cira
vao 220 cua tiéu ban dong chay 202 va vao kénh dan dong 224 cua tiéu ban dong chay
202. Pudng néi 206 ciing bao gdm kénh thit hai 238 ndi thong v6i kénh dan dong 224
qua ctra ra 222 cla tiéu ban dong chay 202. Kénh thir hai 238 ¢6 chirc nang dinh tuyén
dong chat phan ting 234 tir tiéu ban dong chay 202, qua ctra vao RMS 258 va tr¢ lai vao
RMS 204 sau khi dong cht phan (g 234 da di qua kénh dan dong 224.

Tiéu ban dong chay 202 ciia thiét bi 200 bao gdm kénh dan dong 224 ndi thong v6i
kénh tht nhat 236 qua cira vao 220, va néi thong v6i kénh thir hai 238 qua ctra ra 222.
Kénh din dong 224 ¢6 chirc nang thyc hién cac phan timg hoa hoc khac nhau gilta céc
dong chét phan ting 234 khéac nhau tir cac chét phan ing 208-218 va céc polynucleotit,
chéng han nhu c4c polynucleotit 108 trén Fig.2, dugc dinh vi trong kénh dan dong 224.

Thong qua vi du trén Fig.7 minh hoa tiéu ban dong chay 202 v6i mot cira vao 220
va mot crara 222, cac két cAu khac cta cac tiéu ban dong chay co thé dugc str dung. Vi
du, tiéu ban dong chay 202 ¢6 thé bao gdm nhiéu cira vao 220 dé nhan céc dong chét
phan g tir nhidu kénh cta duong ndi 206. Dong thoi, vi dy, tiéu ban dong chay c6 thé
bao gbm nhiéu cira ra 222 dé dinh huéng dong chét phan ting dén nhiéu kénh cia duong
dan 206.

Qua vi du trén Fig.7 minh hoa tiéu ban dong chay 202 ndi théng voi RMS 204
thong qua duong ndi trung gian 206, tiéu ban dong chay 202 c6 thé dugc ndi truc tiép
v6i RMS 204 ma khong o dudng ndi 206 gitta ching. Tuc 13, cira ra RMS 256 ¢6 the
dwoc ndi truc tiép voi clra vao tidu ban dong chay 220 va cira vao RMS 258 ¢4 thé duoc

ndi truc tiép vé6i clra ra tiéu ban dong chay 222.

RMS 204, & vi du nay, bao gdm van quay 242 dé lua chon cac chét phan tmg 208-
218. Van quay 242 c6 than van quay bén trong 244. Thén van 244 bao gom civa tim 246
va clra quay 248, ma duoc ndi boi kénh quay 250. Théan van 244 quay quanh cira tam
246 dé di chuyén cira quay 248.
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Céc binh chira chit phan g 232, ma chita c4c chit phan tmg 208-218, c6 thé dugc
bb tri quanh chu vi ctia van quay 242 hoic néu khong thi & xa van quay 242. Mbi binh
chira chat phan tmg 232 néi thong voi kénh dan vao binh chira 252 twong img. Mbi kénh
dAn vao binh chira 252 bao gdm cira kénh din vao binh chira 254 ma ctra quay 248 cia
van quay 242 c6 thé thing hang v6i n6 dé nhan dong chét phan (ng 234 tir binh cha
chit phan Gmg 232 di cho bat ky.

Khi ctra quay 248 thing hang véi mdt trong sb cac cira kénh din vao binh chira
254, duong din dong dbi voi dong chét phan tmg 234 duoc thiét 14p dé cho phép dong
chét phan tmg 234 chay tr binh chtra 232 dugc chon, thong qua kénh dan vao binh chtra
252, qua van quay 242, thong qua duong chung 255 va ra khéi cira ra RMS 256. Dong
chat phan mg 234 sau d6 tiép tuc di qua kénh thir nhat 236, vao cira vao 220 clia tiéu
ban dong chay 202 va qua kénh dan dong 224, noi ma chét phan tmg dugc chon trong

s& cac chét phan Gng 208-218 c6 thé phan Gmg véi cac polynucleotit 108.

Céc chit phan tiing chua phan tng va/hodc cac san pham phu ctia phén ng c6 thé
chay qa khoi cira ra 222 cla ti€u ban dong chay 202 va qua kénh thir hai 238. Dong chat
phan tmg 234 sau d6 c6 thé di vao lai RMS 204 qua ctra vao RMS 258.

Cira vao RMS 258 ciia RMS 204 néi thong v6i van van ép thir nhat 260. Van ép thu
nhét 260 ndi thong vi van ép thir hai 262. Van ép thit nhit 260 va tht hai 262 bao gom
phin gitta dan hdi ma c6 thé dugc kich thich co hoc hodc khi nén dé chin hoc giai phong
dong chit phan tng 234 qua céc van ép 260, 262. Dong thoi, mic du cac van ép 260,
262 dugc minh hoa ¢ vi du nay, cac loai van khac cé thé duoc st dung dé thuc hién chuc

ning tuong tu. Vi duy, cac van 260, 262 c6 thé 1a van quay.

Bom tich hop 264 ( chéng han nhu bon xy lanh, hodc tuong tu) ciing dugc bd tri
trén RMS 204. Mic dit bom tich hop 264 ¢6 thé 1a loai bom khc, loai bom c6 thé dugc
tham chiu & ddy 12 bom xy lanh 264. Bom xy lanh 264 dwgc ndi v6i khép ndi hinh chir
T gitta cac van ép thu nhét 260 va thit hai 262. Ca hai van ép 260, 262 dugc mé va dong
boi thiét bi 200 dé an khép hodc nha khép bom xy lanh 264 khoi tiéu ban dong chdy
202 va/hodc binh chira chét thai 270.

Bom xy lanh 264 bao gdm pit-tong tinh tién 266 dugc bd tri trong xy lanh 268, ma
¢6 16 xy lanh 270. Pit-tdong 266 dugc nhén trong 16 xy lanh 270 dé tao ra két cAn dong
kin 15 xy lanh bing pit-tong. Pit-tong 266 dugc din dong bing thiét bj 200 dé chuyen
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dong tinh tién trong 18 xy lanh 270 va dé bom cac chét phan tmg 208-218 theo hudng
dong thun chidu tir binh chra chit phan dng 232 dén binh chira chit thai 272.

Bén canh thiét bi 200 c6 chirc ning bom céc dong chét phan g 234 theo hudng
thuén chiéu tir cac binh chira chét phan tmg 232 dén tiéu ban dong chay 202 va dén bom
264, thiét bi 200 c6 chirc ning bom céc dong chét phan tmg 234 theo hudng ngugc
chidu. Ttc 13, cac chit phan tmg 208-218 ¢6 thé dugc bom theo huéng dong nguge
chidu tir bom 264 dén tidu ban dong chay 202 va dén binh chira chat phan tmg 232.
Theo do, thiét bi c6 chirc ndng, vi du, din chay cac cht dém 214, 216 di qua RMS 204
va tiéu ban dong chay 202 trong nhiéu chu ky ctia cac hudng dong thuén chiéu va nguoc

chiéu lién tiép theo céc phuong phéap 130 trén Fig.3 va 150 trén Fig.4.

Thiét bi 200 ciing bao gdm md-dun phat hién 226, ma c6 chire ndng phat hién cac
photon 4nh séng, hodc cac dang khéc ctlia cac ddc di€m co thé phat hién, khi phan tng
héa hoc gy ra boi cac chat phan Gng 208-218 lam cho céc polynucleotit 108 c6 céc dac

diém c6 thé phat hién nhu thé.

Mic di phuong an trién khai dugc minh hoa trén Fig.7 1a thiét bi 200 sir dung van
quay 242 ma dinh huéng cac chét phan tng khac nhau 208-218 qya dudng dan chung
255 va vao tiéu ban dong chay 202, cac thiét bi 200 khéc c6 thé khong st dung van quay
242. Vi du, cc kénh din vao binh chira 252 tir mi binh chira chat phan tmg 232 ¢4 thé

kéo dai truc tiép dén mot trong sé nhidu clra ra RMS 256 riéng biét.

Trong truong hop do, mdi kénh din vao binh chita 252 c6 thé bao gdm van (khong
duoc thé hién trén hinh v&) dé didu khién dong chét phan ting 234 tir mdi binh chira chat
phan tmg 232. Ngoai ra, kénh tht nhat 236 c6 thé 1a nhiéu kénh thi nhét dé mdi kénh
nhan dong chit phan tng 234 twong Gng tir ctra ra PMS 256 tuong ung. Hon nira, ctra

Vo 220 cita tidu ban dong chay 202 ¢6 thé Ia nhidu cira vao 220 dé mdi cira nhan cac

dong chét phan tng 234 khac nhau tir nhiéu kénh thir nhét 236.

Tham chiéu trén Fig.8, vidu vé so d6 khdi so luoc cua thiét bi 200 trén Fig.7 duogc
m6 ta. Thiét bi 200 bao gdm tram néi 274 dé nhan hop chira 230. Cac bd phén dién va
co khi trong thiét bi 200 tuong tac v6i hop chira 230 dé van hanh hop chtra trong hoat
dong phan tich vi luu ctia cac phan img héa hoc khac nhau ma duge thuc hién trong tiéu

ban dong chay 202.
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Thiét bi 200 c6 thé bao g(‘)m, trong sb cac diéu khac, mot hodc nhiéu bd xir 1y 276
ma 1a dé thuc thi cac chi 1énh dugc luu trit trong bd nhé 278 dé thuc hién cac hoat dong
phén tich vi luu. Cac bo xtr Iy ndi thong dién hoc v6i bo phan dan dong van quay 280,
bd phan din dong bom xy-lanh 282, bd phan dan dong van ép 284, mo-dun phat hién
226 va b chi tiét diu chinh nhiét do 306.

Giao dién nguoi dung 286 duoc b tri dé ngudi dung didu khién va giam sat hoat
dong clia thiét bi 200. Giai dién truyén thong 288 c6 thé truyén di liéu va thong tin khac

gilta thiét bi 200 va mang, may tinh tir xa va tuong tu.

B6 phan dan dong van quay 280 bao gbm truc dan dong 290, ma dugc ghép nbi co
hoc v6i khung ghép nbi van quay 292. Khung ghép ndi van quay 292 dugc ghép ndi co
hoc v6i van quay 242 ctia hp chira 230. BO phan dan dong van quay 280 bao gbdm dong
co quay 294 va, theo mot s6 phwong 4n thyc hién, dong co dich chuyén 296. Dong co
dich chuyén 296 c6 thé di chuyén truc din dong 290 theo huéng dich chuyén giita trang
thai dugc an khép va trang thai thdo khdp vé6i van quay 242. Dong co quay 294 quan ly

viéc quay cua than van quay 244 ctia van quay 242.

Bo phéan dan dong van quay 280 ciing bao gém b0 ma hoéa vi tri 298 ma theo ddi vi

tri cia truc dan dong 290. Bo ma hoa 298 cung cép dit liéu vi tri cho bd xur ly 276.

B6 phan din dong bom xy lanh 282 bao gdm dong co bom xy lanh 300 dugc ghép
ndi vai truc ¢o thé kéo dai 302. Truc 302 dugc dan dong bsi dong co bom xy lanh 300
gitra vi tri kéo dai va vi tri co ngin dé 1am chuyén dong tinh tién pit-tdng 366 trong 16

xy lanh 270 cua xy lanh 268 trén bom xy lanh 264.

B6 phéan dan dong van ép 284 bao gém bo hai dong co dan dong van ép dugc dan
dong bang khi nén 304. Hai dong co dan dong van ép 304 duoc ghép ndi co hoc véi
mot trong s6 cac van ép thir nhat 260 va th hai 262 tuong tng. Cac dong co dan dong
van ép 304 co thé st dung 4p luc khong khi dé ép hodc giai phong phan gitra dan hoi
cua van ép thu nhét 260 va/hoic van ép tht hai 262 dé md va déng cac van ép thir nhét
va/hodc thtr hai 262 nhd khi nén. Ngoai ra, cac dong co dan dong van ép 304 co thé

duoc din dong bang dién.

Moé-dun phét hién 226 ¢6 th& chira tit ca cac camera va/hodc cac cam bién phat

hién thich hgp va/hoac can thiét d& cho phép phat hién cac photon dnh sang phat ra,
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hoic cac dang khac cua céc déc tinh ¢ thé phét hién, lién quan dén cac polynucleotit
108 trong tiéu ban dong chay 202. Hé mach thiét bi (khong duoc thé hién trén hinh ve)
trong thiét bi 200 sau d6 c6 thé xir 1y va truyén cac tin hiéu dit liéu xuét phat tlr cac tin
hiéu phét ra dugc phat hién nhu thé. Cac tin hiéu dit liéu sau d6 dugc phén tich dé phat

hién céc dic tinh cta cac polynucleotit 108.

Bo phan diéu chinh nhiét d6 306 (hodc thiét bi kiém sodt moi truong khéc) cling ¢6
thé duge bao gdm trong thiét bj 200. Bo phan diéu chinh nhiét d 306 c6 thé duoc st
dung dé cung cAp viéc kiém sodt nhiét do cua tiéu ban dong chay 202 trong cac phan
{mg héa hoc khac nhau. Cu thé hon, bo phan diéu chinh nhiét do 306 co thé cung cap
ca viéc 1am néng va lam ngudi tiéu ban dong chay 202, nho do cho phép thuc hién chu
trinh nhiét ciia tiéu ban dong chay 202. Thiét b kiém soat moi trudng c6 thé kiém soét

hoac didu chinh céc tham s6 khac ngoai viéc chi 4p dung cho nhiét do (vi du, &p suét).

Cén xem xét réng tat ca cac su két hop cta cac khéi niém & trén va cac khai ni€ém
bd sung dugc thao ludn chi tiét hon & day (miém la céc khai niém d6 khong mau thuan
v&i nhau) duge coi 1a mot phﬁn ctia d6i tuong sang tao dugc boc 16 & day. Cu thé, tat ca
céc su két hop ctia d6i tuong dugc yéu cAu bao hd néu & cudi ban mo ta nay dugce coi 1a

mot phﬁn ctia dbi tugng sang tao dugc boc 10 & day.

Mic du ndi dung boc 10 & trén di dugc mo ta tham chiéu dén céc vi du cu thé, can
hiéu rﬁng mot sb luong 16n céc thay ddi c6 thé duge thuc hién thudc pham vi cia sang
ché dugc mé ta. Theo do, du kién réng séng ché khong bi gidi han ¢ cac vi du duge mo
ta, ma sang ché c6 pham vi day @i nhur dugc xéc dinh boi cac diém yéu cau bao hd kém

theo.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap x4c dinh thit tw cac nucleotit trong polynucleotit, bao gbm:
dan chay chét phan ting két hop, di qua hé théng quan 1y chét phan tmg va tiéu
ban dong chay cua thiét bi, ti€u ban dong chay c6 polynucleotit thi nhit dugc dit bén
trong, trong do chét phan tmg két hop thém bazo thir nhét vao trinh tw bazo, trinh ty

bazo nay bao gdm polynucleotit thir hai bd tro cho polynucleotit thir nhét;

thu hinh 4nh, clia tin hiéu nhan biét phat ra tir bazo thit nhét, sau khi bazo thir
nhét da dugc thém vao polynucleotit thi hai;

dan dong chét phan cit, di qua hé théng quan ly chét phan (mg va tiéu ban dong
chay, dé loai bé yéu té két thic tht nhét ra khoi bazo thir nhit dé cho phép bazo tiép
theo trong trinh tu bazo dugc thém vao polynucleotit thir hai; va

d&n chay chit dém, di qua hé théng quan Iy chat phan (g va tiéu ban dong chay
trong nhiéu chu k¥ cta cac huéng dong thuan chiu va ngugc chiéu lién tiép dé loai bod
chét phan cit ra khoi tiéu ban dong chay.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiéu chu ky bao gdm 4 hogc nhiéu hon 4 chu k.

3. Phuong phap theo diém 1, trong do6 nhidu chu ky bao gdbm 12 hodc nhiéu hon 12 chu
ky.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hé théng quan ly chét phan Gng va tiéu ban dong
chay dugc dat trong hop chira cia thiét bi, hop chtra co thé lép theo céch c6 thé thao ra

duoc vao trong thiét bi.

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chat phan tmg két hop, chit phan cét va chat dém
dugc luu trit trong cac binh chira chét phan ting ctia hé théng quan ly chét phan g, céc
binh chira chit phan tng c6 thé van hanh dé luu tri tong thé tich hitu han ciia mdi chat
phan Ung.
6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc dan chay chét dém bao gom:

dan chay thé tich dong thuén chiéu thir nhat ctia chit dém theo huéng dong thuan

chiéu cua moi chu ky trong so cac chu ky; va
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dan chay thé tich dong nguoc chidu thtt hai cta chit dém theo huéng dong nguogc
chidu ctia mdi chu ky trong s cac chu ky, thé tich dong thuan chidu thir nhit 16n hon
thé tich dong nguoc chiéu thi hai.
7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 thé tich dong thuan chiéu 16n hon thé tich dong
nguoc chiéu khoang 3% hodc nhiéu hon.
8. Phuong phap theo diém 6, trong d6 viéc din chay chét dém bao gdm:

giai doan U ma hau nhu khong c6 dong chit dém di qua hé théng quan 1y chét
phan tng va tiéu ban dong chay 1a khoang 10 gidy hodac dai hon sau chu ky cudi ciing
trong sb cac chu ky; va

dn chay thé tich dong chay thun chiéu thit ba cia chat dém theo huéng dong
thuan chiéu sau giai doan u.
9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 thé tich cudn tong cong cla chét dém, trong qua
trinh din chay chit dém, vé& co ban dugc xac dinh boi cong thire (1% FFV + 2" RFV) *
N) + 3" FFV, trong do:

1 FFV 14 thé tich dong thuan chiéu thi nhat,

2nd RV 14 thé tich dong nguge chiéu thi hai,

N 14 s6 lugng tong cdng céc chu ky trong sb cac chu ky, va

31 FFV 14 thé tich dong thuan chiéu thir ba.
10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 lugng tiéu hao chét 16ng tong cong clia chét dém,
trong qua trinh dan chay chit dém, vé co ban dugc xac dinh boi cong thirc ((1*FFV —
20 REV) * N) + 3" FFV.
11. Phuong phép theo diém 10 trong do ty 1& thé tich cudn tong cong cia chéit dém so
véi lugng tiéu hao chét 16ng tong cong cla chit dém 12 bang hodc 16n hon khoang 6.
12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mdi chu ky trong sb cac chu ky ctia cac huéng
dong thuan chidu va nguoc chiéu dugc tach biét nho thoi gian tri hodn la khoang 200
milli gidy hodc ngin hon.
13. Phuong phap theo diém 1, trong @0 viéc dan chay theo hudng dong thuén chidu va

viéc dan chay theo hudng dong nguoc chiéu duoc tach biét nho thoi gian tri hedn la
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khoang 1 gidy hoac ngén hon cho mdi chu ky trong sb cac chu ky cua cac huéng dong

thuén chiéu va ngugc chiéu.

14. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc dan chdy theo huéng dong thuan chiéu va
viéc dan chay theo huéng dong nguoc chiéu dugc tach biét nho thoi gian tri hodn 1a
khoang 200 milli gidy hodc ngén hon cho mdi chu ky cho mdi chu ky trong sd cac chu

ky cuia cac huéng dong thuan chidu va nguoc chiéu.
15. Thiét bi xac dinh thi tw cua cac nucleotit trong polynucleotit bao gdm:

hé théng quan ly chét phan tmg, dugc dat trong thiét bi, hé thdng quan 1y chat
phan ung bao gdm nhidu binh chtra chét phan Gng, binh chira chét phan tmg c6 it nhat
12 binh chua chét phan mg thir nhét, thir hai va thit ba dugc tao két cAu dé chira chit
phan ing két hop, chét phan cét va chit dém duoc bd tri 1an fugt trong 40, hé thbng quan
Iy chat phan tmg lya chon dong chét phan tng tir mot trong s& cac binh chtra chét phan
ung; va

tiéu ban dong chay, duoc dat trong thiét bi, tiéu ban dong chay bao gom kénh dén
dong ndi thong voi hé théng quan 1y chit phan tmg, kénh dan dong dé dinh tuyén dong
chét phan ng qua polynucleotit thir nhat dugc dit trong kénh dan dong;

trong do thiét bi c6 chirc nang:
din dong chét phan tng két hop, di qua hé thong quan 1y chét phan ing va

tiéu ban dong chay, dé thém bazo thit nhat vao trinh tu bazo, trinh ty bazo nay bao gdm
polynucleotit thir hai bd sung cho polynucleotit thir nhét;

thu hinh anh, ctia tin hiéu nhan biét phat ra tir bazo thi nhat, sau khi bazo thi
nhét da dugc thém vao polynucleotit thir hai;

din dong chét phan cét, di qua hé théng quan ly chét phan tng va tiéu ban
dong chay, dé loai bo yéu tb két thiic thi nhét ra khoi bazo thir nhit @& cho phép bazo
tiép theo trong trinh tw bazo duoc thém vao polynucleotit thir hai; va

dan dong chit dém, di qua hé théng quan ly chét phan ting va tiéu ban dong
chay trong nhiéu chu ky cta cac huéng dong thuén chidu va ngugc chiéu lién tiép dé

loai bo chit phan cét ra khoi tiéu ban dong chay.

16. Thiét bi theo diém 15, bao gém:
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hop chua dé chtra hé théng quan ly chét phan tng va tiéu ban dong chay;

trong d6 chat phan tmg két hop, chit phan cit va chit dém dugc luu trit trong céc
binh chtra chit phan mg ctia hé théng quan ly chét phan tmg, trong d6 cac binh chira

chét phan tng luu trix tdng thé tich hitu han cua mdi chét phan tng.

17. Thiét bi theo diém 15, trong dé thiét bi ¢6 chiic nang dan chay chat dém di qua he
théng quan ly chét phan (mg va tiéu ban dong chay trong nhiéu chu ky trong s6 4 hoic

nhidu hon 4 chu ky theo cic huéng dong thuan chiéu va nguge chiéu lién tiép.
18. Thiét bi theo diém 15, trong d6 thiét bi ¢6 chirc ning din chay chét dém sao cho:

thé tich thir nhat cua chit dém dugc dan chay theo hudng dong thuén chiéu cua

mdi chu k¥ trong s6 cac chu ky;

thé tich tha hai cia chit dém duoc dan chay theo huéng dong ngugc chiéu cia

mdi chu ky trong sd cac chu ky, thé tich thu nhat 16n hon thé tich thit hai;

giai doan U ma hau nhu khong c¢6 dong chat dém di qua hé théng quan 1y chat
phan tng va tiéu ban dong chay dugc dat la khoang 10 gidy hodc dai hon sau chu ky

cudi cung trong so cac chu ky; va

thé tich dong chay thuan chidu thir ba ciia chat dém duoc dan chay theo hudng

dong thuan chiéu sau giai doan U.
19. Thiét bi theo diém 18, trong dé thiét bi ¢6 chirc nang dan chay chat dém sao cho:

thé tich cudn téng cong cla chét dém vé co ban duge xéac dinh béi cong thire (1%

FFV + 20 RFV) * N) + 39 FFV, trong dé:
1st FFV 14 thé tich dong thuan chiéu thi nhat,
2nd REV 13 thé tich dong nguoc chiédu tht hai,
N la sb lugng tong cdng céc chu ky trong sb cac chu ky, va
31 FEV 14 thé tich dong thuén chiéu thit ba.

lugng tiéu hao chét 16ng tong cong cua chit dém vé co ban dugc xac dinh boi

cong thire (1% FFV — 2 REV) * N) + 39 FFV; va

trong do ty 1€ thé tich cudn tong cong cua chit dém so véi lugng tiéu hao chét

16ng tong cong cla chét dém 12 bang hoic 16n hon khoang 6.
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20. Thiét bi theo diém 18, trong d6 thiét bi c6 chirc nang dan chay chat dém sao cho viée
dan chay theo huéng dong thuan chiéu va viéc dan chay theo hudng dong ngugc chiéu
dugc tach biét nho thoi gian tri hoan 1a khoang 200 mili gidy hodc ngin hon cho mdi

chu ky trong so cac chu ky cuia cac huéng dong thuén chiéu va nguoc chiéu.
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