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Linh vye ky thuat dwgc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé y sinh, cu thé 13 sang ché dé cép dén
quy trinh x4c dinh dot bién gen CALR dé hd tro chan doan héi ching tang sinh
tiy 4c tinh bang k¥ thuat PCR.

Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Hbi chimg ting san tiy 1a mot dang réi loan di dong cua hé huyét hoc, bao
gdm céc bénh ly: bach ciu tiiy man, da hong cau (polycythemia vera), hoi chimg
xuét huyét ting tiéu cdu nguyén phat (essential thrombocytosis) va hoi chimg xo
tuy (idiopathic myelofibrosis). Ngoai ra con c6 cac thé bénh loan san tiiy khong
dién hinh khéc nhu: hoi ching ting bach ciu ai toan, ting bach cdu 4i kiém va
cac hoi ching ting bach cau hat khac.

Tuy c6 tén chung la héi chiing ting san tuy, nhung ching c6 cac phan typ
khac nhau mang céc dic diém di truyén hoc khac nhau va phac db diéu trj cling
khac nhau. Ngoai cic thong s6 huyét hoc dic trung ciia timg phén typ nhu su gia
tang huyét sic t6, sy ting san tiéu ciu, hay sy gia ting qua muc t& bao nhan
khong 16, dot bién gen JAK2 1a mot ddc diém di truyén hoc ndi bat ctia 3 phén
typ bénh nay. Cac nghién ciru dich t& hoc cho thiy c6 khoang tir 90 dén 100%
bénh nhin bi mic da hong cau, trén 50% bi ting san tiéu cau va trén 65% gia
ting qua muc té bao megakaryocyte déu mang dot bién gen JAK2 tai vi tri
V617F (Levine, Pardanani et al. 2007).

Theo huéng dén méi nhat ctia mang ludi bach cau chau Au, dot bién gen
Jak?2 la chi tiéu chinh trong chan doan céc hdi chimg ting san tiy thudc cac phén
typ: da hong cau, hoi chimg xuit huyét tang tiéu ciu nguyén phét va hoi chimg
xo tiy khong mang dot bién gen JAK2 (Barbui, Barosi et al. 2011). Tuy nhién,
tai Viét nam ciing nhu trén thé gidi ty 1& bénh nhan khong mang dot bién gen

nay vao khoang tir 20 dén 40%, vi thé gy kho khan trong chén doan va diéu tri.

Piéu may mén 13 trong nhiing nam gin diy nguoi ta phat hién thdy su xuét

hién ctia d6t bién gen CALR trén cac nhom hoi ching ting san tiy khong mang
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dot bién JAK2, vi thé dot bién CALR nhanh chéng trd thanh mét tiéu chi chan
doan bénh nay (Nangalia, Massie et al. 2013, Tefferi, Thiele et al. 2014). Tuy
nhién, viéc x4c dinh dot bién gen CALR dang gip nhiing kho khin nhat dinh.
Céc nghién ctu gin day nhit déu cho thdy dot bién gen CALR xuét hién &
khoang tir 67 dén 70% bénh nhan mang hoi chimg tang tiéu ciu nguyén phat va
tir 84 dén 88% bénh nhan hoi ching xo tuy khong mang dot bién gen JAK2.
Tdng tan suat dot bién CALR chiém khoang 8-10% tong so céc ca tang sinh tity
(Klampfl, Gisslinger et al. 2013, Nangalia, Massie et al. 2013). Cho dén nay da
6 trén 19 thé dot bién khac nhau cia CALR dugc ghi nhén, trong sb nay thé dot
bién CALR mét doan 52bp (typ 1) va dot bién CALR thém doan 5 bp TTGTC
(typ 2) chiém ty 18 hon 80% sb truong hop dot bién CALR. Trong khi d6 dot
biét CALR lai duoc chi dinh thuong quy trong chan doan cac thé khac nhau cua
hoi chung tinh sinh tuy ac tinh.

Ciing duoc xép vao nhém hoi ching ting san tiy, nhung cic bénh nhén
bach ciu tiy man khong mang dot bién gene JAK2, CALR ma thay vao dé la
chuyén doan gen hinh thanh nén nhiém séc thé Philadelphia (BCR/ABL). Khi ¢
chuyén doan gen nay thi bénh nhan dugc chi dinh diéu tri dic hiéu béng
imatinib — mot thudc ddc hiéu trc ché tyrosin kinase (Baccarani, Saglio et al.
2006). Trong khi d6 nhém bénh nhén méc hoi chimg hdi chung tang bach cau ai
toan lai dwoc dic trung boi chuyén doan gen FIP1L1-PDGFRA. Chuyén doan
ndy ciing 14 mot déu 4n gitp tién luong bénh nhan dap tng tot v6i phac do didu
tri dich sir dung imatinib (Cools, DeAngelo et al. 2003). Chinh vi vay, hudng
dan thuc hanh 1am sang méi nhét do Mang luéi bach cdu chau Au ban hanh
khuyén cdo st dung imatinib cho cac trudng hop bénh nhan mang héi ching
ting san tiy dwong tinh véi nhiém sic thé Philadelphia (Ph-1 positive) hosc
chuyén doan FIP1L1-PDGFRA (Cools, DeAngelo et al. 2003, Baccarani, Saglio
et al. 2006, Barbui, Barosi et al. 2011). Cac phéan typ con lai cia hoi ching tang
san tiy déu duoc chi dinh sir dung cac thude co chirc nang pha hity hong céu,
hodc tiéu cdu nhu hydroxyurea hoic interferon alpha & liéu luong khac nhau

(Barbui, Barosi et al. 2011).
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Nhu vay, cling v6i cac xét nghiém chan doan chuyén doan gen BCR-ABL
va FIP1L1-PDGFRA thi viéc x4c dinh trang thai dot bién gen JAK2 va CALR la
bét budc trong chan doan bénh ciing nhu lua chon chi dinh phac db diéu trj thich
hop, theo d&i dap mg diéu tri cho cac phan typ khéc nhau cia hdi chimg ting
san tuy.

Tuy nhién, do dot bién gen CALR c6 hai dang la dot bién mét doan 52bp
va dot bién thém doan 5bp, nén viéc xét nghiém dot bién gen nay can c6 nhimng
doan mdi dic hiéu cho phép xac dinh dugc hai dot bién nay. Hién céc phuong
phap phat hién phai sir dung cac phuong phap nhu giai trinh tu hoac sir dung cac
doan mdi c6 tinh dic hiéu thip chi cho phép phat hién dugc cac dot bién ¢ mirc
cao (trén 1%). Do do, can c6 mot quy trinh nham phat hién dugc dot bién gen
CALR nhanh chéng, dic hiéu va hiéu qua dé tro gitp cho qua trinh chan doan
hoi chiing tang sinh tuy &c tinh.

Ban chét k§ thuit cia sing ché

Pé dat duoc muc dich trén, céc tac gia da cai tién cac doan moi cho phép
bét cap dac hiéu dugc vai ca dot bién mét doan 52bp va dot bién thém doan Sbp
ctia gen CALR, ddng thoi cai tién cac ddu do bang cach bd sung céc axit nucleic
khoéa nhim ting mic do phat hién dot bién gen CALR bang k§y thuat PCR. Theo
d6, sang ché d& xuat quy trinh x4c dinh d6t bién gen CALR dé chan doan hoi
ching ting sinh tay 4c tinh bang k¥ thuat PCR, cap moi va cac dau do phan tir
dung trong quy trinh nay.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap dén quy trinh xdc dinh dot bién
gen CALR typl, typ2 bang k¥ thust PCR, trong dé quy trinh nay bao gém céc
budc:

~a) Thu ADN t6ng s tir bénh pham 1a mau hodc tay xuong bang phuong
phap phenol/chloroform hodc bang kit tach ADN tdng sé tir bénh phidm mau
theo quy trinh chudn; v

b) Khuéch dai gen CALR bang PCR véi cac thanh phin phan tmg bao gom

5ul ADN téng s, 10mM tris-HCI, pH=8, 8,50mM KCI, 0,1% Triton X-10,
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200uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2uM mdi va tir 1,5 dén SpM/ul dau
do phan tir va nudc vira du thé tich 25pl, trong do:

- mdi xudi 13 doan nucleotit bét ky ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 hoac
SEQ ID NO.2;

- mdi nguoc 1a doan nucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.3;

- d4u do phan tir 14 doan nucleotit bat ky ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.9, SEQID NO.10 va SEQ ID NO.11; va

¢) Két luan su dot bién ctia gen CALR trén co s& bidu dd phat huynh quang
thu dugc tir phan tng PCR dinh luong.

Theo mdt khia canh wu tién, dét bién gen CALR duoc xac dinh bﬁng quy
trinh theo sang ché 1a 1a do6t bién mat doan 52 bp hodc dot bién thém doan Sbp
c6 trinh ty tuong Gng néu trong SEQ ID NO.12 hoic SEQ ID NO.13 hoic déng
thoi ca hai dot bién nay.

Theo mot phuong an uu tién, dé phat hién dot bién gen CALR mét doan 52
bp, sang ché d& cap dén phuong phap phat hién dot bién gen CALR bao gdm cac
budc :

a) Thu ADN téng sd tir bénh phim 14 mau hodc tiy xuong bing phuong
phap phenol/chloroform hodc bang kit tich ADN téng sé tir bénh phiam méu
theo quy trinh chuén;

b) Khuéch dai gen CALR béang PCR véi cac thanh phan phan tmg bao gdm
S5ul ADN téng 36, 10mM tris-HCl, pH=8, 8,50mM KCIl, 0,1% Triton X-10,
200uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2uM mdi va nude vira du thé tich
25ul, trong do6:

- mdi xudi 1a doan nucleotit bat ky c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 hoic
SEQ ID NO.2;

- mdi nguoc 1a doan nucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3;

c) Két luan su dot bién cua gen CALR trén co so hodc trén co s& két qua
dién di trén gel agaroza 2% véi cac bang cé kich thudce 115 bp, 128 bp, 167 bp
va 185 bp.
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Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén cap mdi dung trong quy trinh
xac dinh dot bién gen CALR theo sang ché, trong d6 cap mdi ndy bao gbém mdi
xudi ¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 hoic SEQ ID NO.2 va mdi nguoc cod
trinh tu néu trong SEQ ID NO.3.

Theo khia canh th ba, sang ché d& cap dén dau do phan tir ding trong quy
trinh x4c dinh dot bién gen CALR typ 1, typ 2 theo sang ché, trong d6 dau do
phan tir nay bao gdm trinh tu nucleotit bat ky dugc lua chon tir nhém bao gbm
SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8,
SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11.

Trong do:

A’ vaC taivitri 11 va 13 cua SEQ ID NO.4 13 axit nucleic khoa.

A’ va C’ tai vitri 15 va 17 cua SEQ ID NO.5 1a axit nucleic khoa.

T’ tai cac vi tri 11, 12 va 14 cua SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8 1a axit
nucleic khoa.

A’ va C tai vitri 11 va 13 cua SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11 1a axit

nucleic khoa.

MBO ti van tat cac hinh vé

Hinh 1 1a két qua so sanh trinh tu gen ddi véi gen dot bién mat doan 52bp,
thém doan Sbp va trinh tu gen khong dot bién.

Hinh 2 13 két qua dién di trén gel agaroza 2% cho phép phat hién cac
truong hop dot bién mét doan 52bp, thém doan Sbp va khong dot bién.
MO ta chi tiét sang ché

Céc ky hiéu dugc st dung trong ban mé ta ddi véi trinh tu nucleotit 1a ky
higu chung da biét trong linh vuc k¥ thuat nay va thong nhét voi quy dinh dbi
v61 danh muyc trinh tu cuia WIPO (wipo.int/wipostad/en/standards/), vi du "A" ¢6
nghia la adenin, "G" la guanin, "C" 1a cytosin va "T" 1a thymin.

Axit nucleic khéa (locked nucleic acid: LNA) con duoc goi 13 axit nucleic
khong thé tiép can, day la mot dang ddng dang cua axit nucleic, trong dé gbc

riboza cua axit nucleic nay dugc bo sung thém mot lién két 2’ oxy va 4’cacbon.
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Axit nucleic khéa 1a nucleitit c6 lién két 2'-O,4'-C-methylene-beta-D-
ribofuranosyl (Birte Vester and Jesper Wengel, Biochemistry Volume 43,
Number 42 October 26, 2004). Cac trinh tu axit nucleic chira axit nucleic khoa
mang day di tinh bat cip Watson-Crick cia axit nucleic thong thuong, ngoai ra
cac trinh tu chira axit nucleic khoéa nay c6 dac tinh gén két rat dac hiéu véi cac
chudi ADN hodc ARN bd sung va cac dang lai hoa LNA/ADN hoac LNA/ARN
nay rat bén véi nhiét (Birte Vester, and Jesper Wengel, Biochemistry Volume
43, Number 42 October 26, 2004). Nguoc lai cac lai hoa LNA/ADN hoic
LNA/ARN s& rit kém bén néu trinh ty LNA khac biét (d6t bién) so véi céac trinh
tw ADN hoidc ARN ma né bat cap.

Trur khi c6 quy dinh khac, theo sang ché, dé phan biét axit nucleic thong
thuong voi axit nucleic khéa, cac ky hiéu A', G, C' va T' dugc st dung trong
trinh tu nham chi cdc axit nucleic khéa, nghia la cac déng phancia A, G,Cva T
tuong tmg c6 lién két 2'-0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl.

Theo khia canh thtr nhit, sing ché dé cép dén quy trinh x4c dinh dot bién
gen CALR, trong d6 quy trinh ndy bao gém cac budc: a) thu ADN tong sb tir
bénh phém; b) khuéch dai gen CALR bang PCR; va c¢) két luan vé su dot bién
cua gen CALR.

Trong buéc thu ADN tdng s6 tir bénh phdm, mAu bénh pham 13 mau méu
hozc mau tiy xwong duge tich ADN bang phuong phap phenol/chloroform hoac
bang kit tach ADN tdng sb tir bénh phim mau theo quy trinh chuén. Cac phuong
phép chiét ADN nay la di biét d6i voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuét nay va khong bi han ché bai cac quy trinh cu thé. ADN thu duoc

Trong budc khuéch dai gen CALR bang PCR, tién hanh PCR véi cac thanh
phﬁn phan Ung bao gém Sul ADN téng 6, 10mM tris-HCI, pH=8, 8,50mM
KCl, 0,1% Triton X-10, 200uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2uM mbi va
tlr 1,5 dén SpM/pl ddu do phén tir va nude vira da thé tich 25pl, trong dé:

- mdi xudi 12 doan nucleotit bét ky co trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 hoic
SEQ ID NO.2 sau:

ACAAATGAAGGACAAACAGGACGA SEQ ID NO.1

-7-
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CAGGCAGCAGAGAAACAAATGAAG SEQ ID NO.2

- mdi nguoc la doan nucléotit co trinh tu néu trong SEQ ID NO.3 sau:

GGGGACATCTTCCTCCTCATCT SEQ ID NO.3

- d4u do phan ti 14 doan nucleotit bét ky cé trinh ty néu trong SEQ ID
NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7 hoac SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.9, SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11 sau:

CAGGACGAGGA’GC’AGAGGAC SEQ ID NO.4
CAAACAGGACGAGGA’GC’AGAGGAC - SEQID NO.5
CAGGACGAGGAGCAGAGGACAAGG SEQ ID NO.6
CAGAGGACAAT T'GT’CGGAGGAT SEQ ID NO.7
CAGAGGACAAT T'GT’CGGAGGATGATGAGG SEQ ID NO.8
CAGAGGACAATTGTCGGAGGATGATGAGG SEQ ID NO.9
CAGGACGAGGA’GC’AGATGAC SEQ ID NO.10
CAGGACGAGGA’GC’AGATGA | SEQ ID NO.11
Trong do:

A’vaC taivitri 11 va 13 cia SEQ ID NO.4 1a axit nucleic khda.

A’ va(C’ taivitri 15 va 17 cia SEQ ID NO.5 1a axit nucleic khda.

T tai cac vi tri 11, 12 va 14 cua SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8 1a axit
nucleic khoa.

A’ va C’ tai vi trf 11 va 13 ctia SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11 13 axit
nucleic khoa.

Cap mdi SEQ ID NO.1/SEQ ID NO.3 ¢6 kha nang bt cip khong dac hiéu
vao thé dai hodc thé dot bién. Trong truong hop chi cé thé dai, san phém khuéch
dai 1a 167 bp, trong truong hop thé dot bién 1a mét doan 52bp (typ 1), san pham
khuéch dai s& 13 115bp.

Cip mdi SEQ ID NO.2/SEQ ID NO.3 ¢6 kha nang bt cap khong dac hiéu
vao thé dai hodc thé dét bién. Trong trudng hop chi c6 thé dai, san phdm khuéch
dai la 180 bp, trong trudng hop thé dot bién 1a mét doan 52bp (typ 1), sén phidm
khuéch dai s& 1a 128bp.

Céc dau do phan tir theo sdng ché dugc thiét ké dé c6 kha nang bt cip dac

-8-
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hiéu véi ca thé dai hodc thé dot bién cua ca truong hop dot bién méat doan 52bp
hodc d6t bién thém doan 5bp. Do d6, phuong phéap theo sang ché co kha nang
x4c dinh duoc dong thoi ca dot bién mat doan 52bp hodc dot bién thém doan
Sbp ma khong can thuc hién nhiéu thir nghiém xac dinh doc lap.

Theo mét khia canh uu tién, dot bién gen CALR duoc xac dinh béng quy
trinh theo sang ché 1a 1a dot bién mat doan 52 bp hodc dot bién thém doan Sbp
co trinh ty tuong g néu trong SEQ ID NO.12 hoac SEQ ID NO.13 hodc déng
thoi ca hai dot bién nay.

Theo khia canh thtr hai, séng ché d& cap dén cap mdi dung trong quy trinh

‘xé4c dinh dot bién gen CALR theo sang ché, trong d6 cap mdi nay bao gdm mdi
xubi ¢6 trinh tur néu trong SEQ ID NO.1 hodc SEQ ID NO.2 va mdi nguoc c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO.3 sau:

ACAAATGAAGGACAAACAGGACGA SEQ ID NO.1
CAGGCAGCAGAGAAACAAATGAAG SEQ ID NO.2
GGGGACATCTTCCTCCTCATCT SEQ ID NO.3

Theo khia canh thir ba, sang ché dé cép dén ddu do phan tir dung trong quy
trinh xac dinh dot bién gen CALR theo sang ché, trong d6 dau do phan tuor nay
bao gf”)m trinh tu nucleotit bat ky duoc lua chon tr nhom bao gém SEQ ID
NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID
NO.9, SEQ ID NO.10, SEQ ID NO.11 sau:

CAGGACGAGGA’GC’AGAGGAC SEQID NO.4
CAAACAGGACGAGGA’GC’AGAGGAC SEQ ID NO.5
CAGGACGAGGAGCAGAGGACAAGG SEQ ID NO.6
CAGAGGACAAT'T’GT’CGGAGGAT SEQ ID NO.7
CAGAGGACAAT'T’GT’CGGAGGATGATGAGG SEQ ID NO.§8
CAGAGGACAATTGTCGGAGGATGATGAGG SEQ ID NO.9
CAGGACGAGGA’GC’AGATGAC SEQ ID NO.10
CAGGACGAGGA’GC’AGATGA SEQ ID NO.11
Trong do:

A’vaC’ taivitri 11 va 13 cia SEQ ID NO.4 1a axit nucleic khoa.

-0-
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A’ va C’ tai vitri 15 va 17 cia SEQ ID NO.5 1a axit nucleic khoa.

T’ tai cac vi tri 11, 12 va 14 cia SEQ ID NO.7 va SEQ ID NO.8 la axit
nucleic khoa.

A’ va C taivitri 11 va 13 cia SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11 13 axit
nucleic khoa.

Axit nucleic khoa (locked nucleic acid: LNA) con dugce goi 1a axit nucleic
khong thé tiép can, day la mot dang dong déng cta axit nucleic, trong do goc
riboza/cﬁa axit nucleic nay duoc bd sung thém mot lién két 2’oxy va 4’cacbon.
Axit nucleic khéa 1a nucleitit c6 lién két 2’-0,4'-C—methylene-beta—D—
ribofuranosyl va k¥ thuét tao ra trinh ty axit nucleic chira axit nucleic khoa nay
1a d& biét va da dugc dé cap va c6 thé dugc tong hop bang ky thuat, vi du (Birte
Vester and Jesper Wengel, Biochemistry Volume 43, Number 42 October 26,
2004). Dau do phan tir chira céc axit nucleic khoa theo sang ché ¢6 kha ning bit
cap rat dic hiéu véi cac chudi ADN tao ra dang LNA/ADN bén véi nhiét & dang
dot bién mat doan 52bp hoac dang dot bién thém doan 5bp, do do, két quéa thu
dugc trén biéu dd huynh quang cho phép xac dinh dugc chinh x4c cac dang dot

bién ctia gen CALR.

Vi du thue hién sang ché
Vi du 1. Xdc dinh dot bién gen CALR dé ho tro trong chin dodn hoi chung
tang sinh tuy
Dé x4c dinh dot bién gen CALR, tién hanh tho nghiém véi 35 mau bénh

phim méu ngoai vi tir bénh nhén nghi ngd mac cac hoi chung tang sinh tiy ac
tinh v6i cac biéu hién nhu: ting tiéu cau nguyén phat, tdng sinh tiy hodc da
héng cau véi cac chi s can 1am sang nhu sau:

- Hemoglobin (Hgb) >18,5 g/dl v6i nam hodc ) >16,5 g/dl véi nit, hoic

- Tiéu cau (Platelet count) > 450109/1

- C6 hién tugng tang sinh dong Megakaryocyte va c6 hinh thai bat thuong
di kém véi su ngung két reticulin hodc cac soi collagen dudi kinh truong.

Khi d6, 250ul tir mdi bénh phdm mau dugc dung cho muc dich tich ADN
téng s6 va thoi trong 100ul 25mM Tris-HCI pHS,0, nong do ADN bénh phim sé&

-10-
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& muc 100-260ng/ul.

Céc thir nghiém dugc tién hanh nhim xac dinh dot bién gen CALR béng ky
thuét giai trinh tu, PCR dién di nham phan biét doan gay, xac dinh dot bién mat
doan 52bp va thém doan 5pb béng k¥ thuat realtime PCR sir dung céc doan moi
theo sang ché.

Mau mau hodc méu tiy xwong duoc chiét bang kit tich ADN tong sb cta
hang Qiagen (Ptrc) theo phuong phép cua nha san Xuét.

Cac thr nghiém dugc tién hanh 1an luot voi tmg mau cia 35 mau bénh
phém. Thir nhiém 1 dugc thuc hién bang phuong phéap dién di phan biét doan
gdy bang cach tién hanh PCR véi cac doan mdi néu trong SEQ ID NO.1, SEQ
ID NO.3. Thir nghiém 2 duoc thuc hién bang phuong phép realtime PCR voi
c4c doan mdi néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3 va dau do phén tir c6 trinh
tu néu trong SEQ ID NO.4. Thir nghiém 3 dugc thuc hién bang phuong phép
realtime PCR véi cac doan moi néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3 va dau
do phén ttr ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.7 va thir nghiém 4 dugc thuc hién
v6i cac doan mdi néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3 va hai dau do phan tu
¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.7.

Tién hanh PCR vdi céc thanh phan phan tng bao gdm 5ul ADN tong so,
10mM tris-HCI, pH=8, 8,50mM KCl, 0,1% Triton X-10, 200uM dNTP, 1 don vi
Taq polymeraza, 0,2uM mdi va tir 1,5 dén 5pM/ul dau do phén tir va nude vira
da thé tich 25 ul. Chu trinh nhiét dugc thuc hién véi 45 chu ky. Két qua PCR
duoc kiém tra trén gel agaroza 2% hodc trén biéu d6 huynh quang realtime PCR.

Két qua thir nghiém duoc thé hién trén bang sau:

Triéuching | Diéndi | Dotbién | Dotbién | Dot bién
: phan biét | mat doan thém doan | gen CALR
doan gay 52pb 52bp
Tang tiéu cau 2/35 2/35 3/35 5/35
Tang sinh tiy 0/35 0/35 2/35 2/35
Pa hong cau 2/35 2/35 1/35 3/35

Céc nghién ctiru gan day nhét déu cho thdy dot bién gen CALR xuét hién &
khoang 67-70% bénh nhan mang hoi chung ting tiéu ciu nguyén phat va 84-

-11-



21445

88% bénh nhan hdi chimg xo tay khéng mang dot bién gene JAK2. Tong tan
sudt dot bién CALR chiém khoang 8-10% tong s cac ca tang sinh tuy. Cho dén
nay da co trén 19 thé dot bién khac nhau cia CALR dugc ghi nhan, trong sé nay
thé dot bién CALR mét doan 52bp va d6t bién CALR thém doan 5 bp TTGTC
chiém ty 16 hon 80% sb truong hop dot bién CALR. Diéu nay twong tng véi ty
1é phat hién cac méu theo sang ché.

Pé kiém tra két qua, tién hanh giai trinh ty gen dé kiém tra dot bién ddi véi

35 méu bénh pham. Két qua duoc thé hién trén bang sau:

ek Dot bién Dot bién
Tricuchimg | DOLDISNIAKZ |00 R mét | CALR theém
V617F
52bp Sbp
Tang tiéu cau 7/35 2/35 3/35
Tang sinh tuy 2/35 0/35 2/35
Pa hdng ciu 16/35 2/35 1/35

Qua giai trinh tu so sanh két qua duoc kiém tra bang phuong phap theo
sang ché va két qua kiém tra dot bién gen cho thay rang cac bénh lién quan dén
tang sinh tiy 4c tinh (bao gdm ting sinh tay, ting tiéu cau va da hdng ciu) chu
yéu xay ra d6i v6i gen JAK2 V617F, chiém toi 25/35 mau. Trong khi do, két
qué giai trinh tu cling cho thay rang 100% cac truong hop dot bién gen CALR
déu duoc xac dinh chinh x4c. Piéu nay cho théy muc dg dac hiéu cua cac doan
mbi duogc sir dung. Cac doan mdi nay cho phép nhan duoc ca truong hop dot
bién mit doan 52bp va dot bién thém doan 5bp, nhung khong nhan cac truong
hop gdy dot bién lién quan dén hoi chimg tang sinh tiy 4c tinh khac.

Trong d6, két qua ciing cho thay, chi c6 duy nhit mot dot bién xay ra doi
véi ca gen JAK2 V617F la dot bién mét doan 52bp. Vi vay, néu chi kiém tra dot
bién trén gen JAK2 V617F ma khong kiém tra dot bién trén gen CALR sé€ khong
phat hién duoc hét cac mau bi hoi ching ting sinh tiy éc tinh. Ty 1& két hop
phuong phép theo sang ché véi kiém tra dot bién trén gen CALR trong phét hién
héi chiing tang sinh tuy ac tinh dat t&i 91%.

Két qua giai trinh tu gen cho théy, truong hop gen CALR d6t bién mét
doan 52bp la trinh tu bao gém 509 bp co trinh tu néu trong SEQ ID NO.12, gen
CALR ddt bién thém doan 5bp ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.13 va gen
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CALR khéng dot bién c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.14.

Két qua dién di duogc thé hién trén Hinh 2 cho thiy céc bang dién di cho két
qua rd nét, dé dang phan biét dugc cac trudng hop dot bién mat hoac khong dot
bién. |
Vi du 2. Xdc dinh mikc d6 phdt hién dt bién gen CALR dé hé tro trong chin
doan hoi chirng tang sinh tuy

Pé x4c dinh muc do dac hiéu cua cac doan mdi ddi voi ngudng phat hién
d6t bién gen CALR. Céc trinh tu ADN c¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.12 va
SEQ ID NO.13 va SEQ ID NO.14 dugc chuyén gan vao plasmit va chuyén vao
cac chung E.coli doc 1ap. Sau dé tién hanh tach cac plasmit chua cac trinh tu
SEQ ID NO.12 (CALR type 1 del 52bp), SEQ ID NO.13 (CALR type 2 insert5
@TTGTC) va SEQ ID NO.14 (CALR wild type ) va chuan dén nong do 10°
plasmit/ul.

Sau d6 tién hanh pha lodng cac plasmit dot bién SEQ ID NO.12 (CALR
type 1 del 52bp), SEQ ID NO.13 (CALR type 2 insertS @TTGTC), trén nén
plasmit thé dai SEQ ID NO.14 (CALR wild type ) sao cho dat 100000 plasmit/ul
véi tuy nhién ty 1€ cua tirng dot bién s& 12 50%, 10%, 1%, 0,1%, 0,01% va 0%.

Tién hanh phat hién dét bién CALR mét doan 52bp hodc dot bién CALR
thém doan 5 bp (TTGTC) bang k¥ thuat realtime PCR v&i thanh phan nhu sau:

Thanh phan S6 luong
CALR mét doan 52bp CALR thém doan 5 bp

2x QuantiTect Probe PCR | 2x QuantiTect Probe PCR 7.5 (ul)
Master Mix Master Mix s

Moi xudi (SEQ ID NO.1) | Moi xudi (SEQIDNO.1) | 1ul of 10pmol/ul

Mol neves 3()SEQ D" Méi nguoc (SEQ IDNO3) | 1ul of 10pmol/yl
Pau do (SEQIDNO.11) |  Diuds (SEQIDNO.7 | 0,5ul of Spmol/ul
ADN mau 100000 ban sao
Nudc cét vira da 15ul

Tién hanh phan tng trén méay phan tng realtime PCR trén may Agilent
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Mx3005P véi 45 chu ky va ghi tin hiéu & 60°C vdi ca 3 truong hop. Cac thu
nghiém duoc thuc hién 20 1an. Két qua phat hién dot bién CALR mat doan 52bp
hodc CALR thém doan 5 bp TTGTC ¢ cac néng do khac nhau duoc xac dinh vdi

s6 1an phat hién duoc thé hién ¢ bang sau:

Dot bién CARL mét doan 52bp
Ngudng 50% | 10% 1% | 0,1% | 0,01%

Ct 25,2 26,5 29,2 32,8 37,8
+0,3 +£0,6 | £0,6 | £0,8 | 1,5

Ty 1& phat hién dot bién

g 0 0 0 0 0
CARL mét doan 52bp 100% | 100% | 100% | 85% 60%

Ty 18 phat hién dot bién

0 0 0 0 0
thém doan Sbp 100% | 100% | 100% | 85% 65%

Ty 1¢ phat hién dong
thoi ca hai dot bién gen | 100% | 100% | 100% | 95% 90%
CALR

Nhu vy, trong céc doan mdi theo sang ché c6 kha ning phat hién dic hiéu
v6i d6 nhay cao, c6 kha nang phat hién tong s6 cac dot bién co trong mau ¢ mirc
t61 0,01% tong s6 ADN ciia bénh pham (cac doan mdi thong thuong cho phép
phat hién & mic 0,5%). Piéu nay cho thdy ring, cic doan moi theo sang ché cho
phép nhan ddc hiu cac trinh tu dot bién va cung voi viéc cai tién cac dau do,
cho phép céac dau do phat hién rat dic hiéu cac dot bién ngay ca cac dot bién nay
& muc rat thip (0,01%) ma khéng bi anh huong bai nong dé cao cia ADN
khéng bi dot bién.

Hi¢u qua dat dwgc cia sang che

Quy trinh x4c dinh d6t bién gen CALR dé chan doan hoi ching tang sinh
tly 4c tinh theo giai sang ché cho phép chan doan duoc dot bién gen CALR mat
doan 52bp va/hodc thém doan Sbp mdt cach riéng biét hodc dé)ng thoi vol muace
do dot bién 1én téi 0,01%, diéu nay cho phép hd tro chén doan duoc sém cac
trudng hop nghi ngd méc hoi chimg ting sinh tiy 4c tinh lién quan dén dot bién

gen CALR. Phuong phap theo sang ché c6 kha nang phat hién chinh xac, nhanh
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chéng va dic hiéu. Phuong phép nay néu két hop v6i phuong phép xac dinh dot
bién gen JAK2 V617F cho phép ting ty 18 x4c dinh ty 1& duong tinh trong chén
doan cac hoi ching cua chung tang sinh tiy thr mic 71% lén 81%.

Béng cach thiét ké doan mdi dic hiéu, cac doan mdi dac hiéu nay cho phép
xéc dinh dugc chinh x4c cac dot bién gen CALR ma khéng c¢6 hién tuong duong
tinh gia, tir dy gop phan ning cao hiéu quéa phat hién dot bién gen trong chan
doan hoi ching tang sinh tuy.

Céc dau do phéan tir duge thiét ké vdi cac axit nucleotit khoa cho phép bt
cap dac hiéu vai cac axit nucleic dot bién ma khong bat cdp voi cac axit nucleic
khong d6t bién lam ting mirc phat hién tir 0,5% 1én 0,01%, viéc cai tién nay dic
biét hitu ich trg giup cho viéc chin doén bénh, cho phép phat hién cac dot bién
trong giai doan sém, diéu nay ting hiéu qua diéu tri bénh ddi véi bénh nhén bi
nghi ngd méic hoi chimg ting sinh tay.

Chi bang mot 1an xét nghiém, k§ thuat theo sang ché cho phép phat hién
duoc cac dot bién gen CALR thay vi phai trai qua nhiéu xét nghiém doc lap,
diéu nay giam chi phi xét nghiém va thoi gian, dong thoi tang duoc hiéu qua

trong viéc kham va chita bénh.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh xé4c dinh d6t bién gen CALR typl, typ2, trong d6 quy trinh nay bao
gdm cac bude:

a) Thu ADN tdng sb tir bénh phim 13 mau hodc tiy xuong bang phuong phap
phenol/chloroform hozc bang kit tach ADN tng sé tir bénh pham mau theo quy
trinh chuén;

b) Khuéch dai gen CALR bang PCR v&i céc thanh phén phan tmg bao gdém 5pl
ADN téng s, 10mM tris-HCI, pH=8, §,50mM KClI, 0,1% Triton X-10, 200uM
dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2uM mdi va tir 1,5 dén 5pM/ul dau do phan
tir va nude vira dii thé tich 25pl, trong dé:

- mdi xudi 13 doan nucleotit bAt ky c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 hoac
SEQ ID NO.2;

- mdi nguoc la doan nucleotit c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3;

- dau do phan tir 1a doan nucleotit bét ky cé trinh tu néu trong SEQ ID NO.4,
SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9,
SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11 va

c) Két luan sy dot bién cua gen CALR trén co s& biéu do phat huynh quang thu
dugc tir phan tng PCR dinh lugng. |

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 dot bién gen CALR duoc x4c dinh 1a dot bién
mét doan 52 bp hodc dot bién thém doan 5bp c6 trinh tu twong Ung néu trong
SEQ ID NO.12 ho#ic SEQ ID NO.13 hoic dong thoi ca hai dot bién nay.

3. Cap mdi dung trong quy trinh x4c dinh dét bién gen CALR theo diém 1 hoac
2, trong d6 cap moi ndy bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1
hoic SEQ ID NO.2 va moi nguogc co trinh tu néu trong SEQ ID NO.3.

4. Pau do phan tir ding dé xac dinh dot bién gen CALR theo diém 1 hoic 2,
trong d6 dau do phan tir ndy bao gdm trinh tu nucleotit bat ky dugc lua chon tir
nhém bao gébm SEQ ID NO.4, SEQ ID NO.5, SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7,
SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10 va SEQ ID NO.11.
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HINH 1

Dot bién thém doan Sbp

N A

GOTCTGECTS CAGGCAGCAG AGAAMIVEHY T Ve e Ve T e
[ AT (e (e IRV Ry TCTTTE CTTCCTGTTT GTCCTOETC

RIS RS

L2l

10301

Fgrg
et
Wil GCTCTSCOTH 4G
SAGROGGRDT GTCCG

HINH 2

Dot bién thém doan Sbp

i

Dot bién mat doan 52bp
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<110>
<120>

<130>
<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<222>
<223>
<400>

21445

DANH MUC TRINH TU

Bénh vién Trung wong quan déi 108

QUY TRINH XAC DINH POT BIEN GEN CALR VA CAP MOI DUNG TRONG QUY
TRINH NAY

14

1

24

ADN

Trinh tu nhén tao

Doan mdi

24

ACAAATGAAGGACAAACAGGACGA

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<222>
<223>
<400>

2

24

ADN

Trinh tu nhén tao

Poan mdi

24

CAGGCAGCAGAGAAACAAATGAAG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<222>
<223>
<400>

3

22

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi

22

GGGGACATCTTCCTCCTCATCT

<210>
<211>
<212>

4
24
ADN
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<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> PAau dd phan tu

<220>

<222>(11), (13)

<223> A’ va C’ 1la axit nucleic khéa
<400> 20

caggacgagga'’gc’agaggac

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Pau dd phadn tu (probe)

<220>

<222>(15), (17)

<223> A’ va C’ 1la axit nucleic khoéa
<400> 24

caaacaggacgagga'gc’agaggac

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> DPau dd phan tu

<220>
<400> 24

Caggacgaggagcagaggacaagg

<210> 7

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> DPau dd phén tu

<220>

<222>(11), (12) wva(1l4)

<223> T’ la axit nucleic khéa
<400> 22
cagaggacaat'’t’gt’cggaggat

<210> 8

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Pau do phén tu
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<220>

<222>(11), (12) va(14)

<223> T’ la axit nucleic khéa
<400> 29

cagaggacaat’t’gt’cggaggatgatgagg

<210> 9

<211> 29

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Pau do phan tu

<220>
<400> 29

cagaggacaattgtcggaggatgatgagg

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> DPau dd phan tu
<220>

<222>(11) (13)

<223> A’ va T’ 1la axit nucleic khéa
<400> 20

CAGGACGAGGA' GC’'AGATGAC

<210> 11

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pau doé phan tu
<220> »

<222>(11) (13)

<223> A’ va T’ 1la axit nucleic khéa
<400> 19
CAGGACGAGGA' GC’' AGATGA

<210> 12

<211> 509

<212> ADN

<213>

<220> .

<223> Doan gen CALR typ 1 dét bién mit doan 52bp

<220>
<400> 509
GCTGAGGAGT TTGGCAACGA GACGTGGGGC GTAACAAAGG TGAGCGCCTGE TCCTGGETCCT 60

GATGTCGGGG GCGGGCAGGG CTGGCAGGGG GCAAGGCCCT GAGGTGTGTG CTCTGCCTGC 120
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AGGCAGCAGA
TGAGGACAAA
TGTCCCCGGC
CCTGAGCGCT
CTTTCATTTT
CCACTCTCCC
CTTTGATTCT

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

13
500
ADN

<223>Doan gen CALR typ 2 dét bién thém doan

<220>
<400> 500
CATTCATCCT

AGGCATACGC
CTGGTCCTGA
CTGCCTGCAG
GGAGGAGGAA
GATGATGAGG
GAAGATGTCC
TGAGGCCTGA
GAGAACTTTC

<210> 14
<211> 500
<212> ADN
<213>
<220>

<223>Gen CARL thé& dai

<220>
<400> 500
CAACTTCCTC

CGTAACAAAG
GGCAAGGCCC
CAGGACGAGG
GAGGCAGAGG
AAGGAGGAAG
CTGCCTCCAG
AATGTCTCTG
GATTTTGGTT

GAAACAAATG
GATGAGGATG
CAGGCCAAGG
CCTGCCGCAG
TTTCCAGGCT
CCACCCcceTC
CCTTCAGCCC

CCAGGTCAAG
TGAGGAGTTT
TGTCGGGGGC
GCAGCAGAGA
GAAGACAAGA
ACAAAGATGA
CCGGCCAGGC
GCGCTCCTGC
ATTTTTTTCC

ATCACCAACG
GTGAGGCCTG
TGAGGTGTGT
AGCAGAGGCT
ACAAGGAGGA
ATGAGGAGGA
GGCTGGACTG
TGAGACTCGA
TTGTTCCCCT

21445

AAGGACAAAC
AGGAGGATGA
ACGAGCTGTA
AGCTGGCCGC
GGTTCGGATT
CCCGCCCTTT
TCACCCCTG

TCTGGCACCA
GGCAACGAGA
GGGCAGGGCT
AACAAATGAA
AACGCAAAGA
GGATGAGGAG
CAAGGACGAG
CGCAGAGCTG

ATGAGGCATA
GTCCTGGTCC
GCTCTGCCTG
TAAGGAGGAG
TGATGAGGAC
AGATGTCCCC
AGGCCTGAGC
GAACTTTCAT

AGGACGAGGA
GGAGGACAAG
GAGAGGCCTG
GCCAAATAAT
TGGGGTGGAT
TTTTTTTTTT

TCTTTGACAA
CGTGGGGCGT
GGCAGGGGGC
GGACAAACAG
GGAGGAGGAG
GATGAGGAGG
CTGTAGAGAG
GCCGCGCCAA

CGCTGAGGAG
TGATGTCGGG
CAGGCAGCAG
GAAGAAGACA
AANGATGAGG
GGCCAGGCCA
GCTCCTGCCG
TTTTTTCCAG
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GCAGAGGACA
GAGGAAGATG
CCTCCAGGGC
GTCTCTGTGA
TTTGGTTTTG
TTTTTAAACT

S5bp TTGTC

CTTCCTCATC
AACAAAGGTG
AAGGCCCTGA
GACGAGGAGC
GCAGAGGACA
ACAAGGAGGA
GCCTGCCTCC
ATAATGTCTC

TTTGGCAACG
GGCGGGCAGG
AGAAACAAAT
AGAAACGCAA
ATGAGGAGGA
AGGACGAGCT
CAGAGCTGGC
GCTGGTTCGG

AGGAGGATGA
AGGAGGAAGA
TGGACTGAGG
GACTCGAGAA
TTCCCCTCCT
GGTATTTTAT

ACCAACGATG
AGGCCTGGTC
GGTGTGTGCT
AGAGGCTTAA
ATTGTCGGAG
AGATGAGGAG
AGGGCTGGAC
TGTGAGACTC

AGACGTGGGG
GCTGGCAGGG
GAAGGACAAA
AGAGGAGGAG
TGAGGAGGAC
GTAGAGAGGC
CGCGCCAAAT
ATTTGGGGTG

180
240
300
360
420
480
509

60
120
180
240
350
360
420
480
500

60
120
180
240
300
360
420
480
500





