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Linh vire ky thuit dwge dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé y sinh, cu thé 1a sang ché dé cap dén quy trinh
phat hién dot bién vung trinh tu khoi dau cua gen TERT dé trng dung trong viéc ho tro
chan doan ung nguyén phat té bao gan, ung thu md dém than kinh, ung thu tuyén giap,
ung thu da va ung thu bang quang dua trén co s& phat hién dot bién gen TERT tr mau

ngoai vi, nudce ti€u hodc dich ndo tuy.

Tinh trang k§y thuit ciia sang ché

Gan day dot bién vung khoi dong gen TERT (telomerase reverse transcriptase:
TERT) da dugc md ta trén mot s6 thé ung thu nhu ung thu da 71%, ung thu bang quang
76 %, ung thu tuyén giap 20-86%, u nguyén bao than kinh 54% va ung thu biéu mb té
bao gan 59-68%. Céac dot bién gen TERT nay thuong xdy ra tai vi tri 124 va 146 phia
truée codon khéi ddu dich ma (ATG). Ching hinh thanh céc diém gin két méi
(CCGGAA hodc CCGGAT) cho yéu té phién ma ETS/TCF va lam tang hoat tinh khoi
dong gen TERT. Péi vai UBTG, dot bién gen TERT da duoc ghi nhan & 59-68% khoi u
gan va hiu hét (95%) xay ra tai vi tri G124A). Pot bién gen TERT cho théy khong xay
ra tai cac eXon, tuy nhién chi v6i tAn sut xuét hién rit thip tai vung khoi dong thi dot
bién nay lai 12 nguyén nhan gdy ton thuong di truyén thudng gip nhat duoc mé ta trén
UBTG. Bén canh d6, gen TERT con ¢6 thé bj tdn thuong bai hién tuong tich hop bod gen
virut HBV, su tich hop nay lam tang hoat tinh telomeraza — mot dic trung kinh dién cua
hau hét té bao u. Hién tuong tang hoat tinh telomeraza trong té bao ung thu gan con duoc
Iy giai béi hién twong ting sb ban sao ciia gen TERT, xuét hién & khoang 5 - 6% UBTG.

Trén co s& nhimg s6 lidu do, Nault va cong su da tién hanh danh gia muc d anh
huong ciia dot bién gene TERT ddi v6i viée chan doan phan biét xo gan -UBTG giai
doan sém. Theo Nault, tin suét xuét hién cta dot bién gen TERT thay d6i rét rd gita cac
nhom bénh ly gan do HBV: 6% & nhoém bénh nhin mang hach loan san muc d6 thép
(low-grade dysplastic nodules ~LGDN, 29% & nhom mang hach loan san mac do cao
(high-grade dysplastic nodules) va 61% ¢ nhom UBTG giai doan sém.

Diéu ddc biét 1a Nault chi str dung k¥ thudt kinh dién ciia giai trinh tu gen (Sanger
sequencing) dé xac dinh dot bién gene TERT trén céc khdi mo ung thu nguyén phat té

bao gan nén muc do phat hién dot bién thap.
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Phuong phap gidi trinh tu gen cling dugc dung trong cac nghién ctru phét hién dot
bién gen TERT trén c4c khdi u ctia bénh nhan ung thu da va u tuyén giap.

Cho dén nay viéc chan doan ung thu khong xam l4n dua trén trang thai dot bién
gen TERT da duoc thuc hién véi cac mau nudce tiéu dé chin doan u bang quang, dich
ndo tiry cho chan doan u ndo, tuy nhién ky thuét st dung phét hién dot bién gen TERT
van chi 1a giai trinh tu gen kinh dién (Sanger sequencing), trong khi d6 day lai 1a k§
thudt c6 do nhay thip, phuong phap nay chi c6 thé phat hién dot bién khi ty 1¢ doan
AND mang dot bién chiém it nhat 25% luong ADN bénh phém. Ngoai ra, nhu da dé cap
dot bién gen TERT chi tap trung tai 01 vi tri (chiém 95% sé truong hop), vi tri con lai
chi chiém 6%. Diéu ndy goiy c6 thé thiét 1ap céc phuong phép gian tiép khac, than thién
hon cho muc dich phat hién dot bién gen TERT cho muc dich hd tro chin doan mot sd
bénh ly 4c tinh dya trén co s& phat hién cac phan tr AND mang dot bién gen nay tr mau
ngoai vi, nudc tiéu hodc dich ndo tay.

Do d6, can c6 phuong phép cai tién dé ting muc do phat hién dot bién gen TERT

nhim hd trg chan doan s6m bénh ung thu trén co s¢ dot bién gen.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Pé dat dwoc muc dich trén, sang ché dé xuit phuong phép phat hién dot bién gen
TERT dé chin doan bénh ung thu khéng xam l4n, cac doan moi, peptit kep phan tir va
cac dau do dung trong phuong phap nay trén co so khuéch dai gen bang PCR va giai
trinh tw dé xéc dinh céc diém dot bién G124 va G146 cia gen TERT. Trong d6 phuong
phép theo sang ché st dung cac doan peptit kep phan tir ¢6 trinh tu tdi wu cho bat cip bd
sung Vi trinh tw gen TERT thé dai & budc PCR, su c6 mit cta cac peptit kep phén tir
phu hop sé& “kep” va tic ché sy nhan 1én cia cac phan tir thé dai, nho' d6 PCR sé& tap trung
khuéch dai va lam giau thé dot bién, tir do tang dugc ngudng phat hién dot bién.

Theo khia canh thit nhét, sang ché d& cap dén phuong phép phat hién dot bién gen
TERT dé chin doan bénh ung thu khong xam lan, trong do phuong phép nay bao gdém
cac budc:

a) thu ADN téng s tir mau bénh pham bing phuong phép phenol/chloroform hoic
bang kit tich ADN tdng sb cho bénh pham mo tuoi hodc st dung xelen, hoic bang kit
dung riéng cho mau bénh pham vui trong khéi nén theo quy trinh chuén;

b) khuéch dai gen TERT bang PCR da mdi bét déi xtmg v6i thanh phan phan g
bao gom: 5 pl ADN téng s6, 10mM tris-HCI, pH=8,8, S0mM KCI, 0,1% Triton x-10,
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200 uM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 uM mdi, tir 1,5 dén 5 pM/ul peptit kep
phan tir, diu do va nudce vira da thé tich 25 ul, trong do:

- mdi xudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID. NO.2 hoic SEQ ID NO.3;

- mdi ngugec co trinh tu néu trong SEQ ID NO.4 hoac SEQ ID NO.5;

- peptit kep phén tir 14 trinh ty bit ky duoc lua chon tir nhém bao gém SEQ ID
NO.6, SEQ ID. NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10, SEQ ID. NO.11,
SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13 va SEQ ID NO.14;

¢) tinh sach san phdm PCR bang cach bd sung 250ml 10mM tris-HCl, pH=8,8 va
0,4 ml dung dich phenol, cloroform isoamylalcohol 25:24:1 rdi ly tdm trong 20 phut thu
dich ndi, sau d6 bd sung isopropanol theo ty 1& 0,7/1 (v/v) va ly tam tiép trong 30 phut
thu két tia rdi rira sach béng cdn 75% thu duoc san phém PCR tinh sach; va

d) phat hién dot bién gen bang cach giai trinh tw san phdm PCR tinh sach thu duogc
tir bude ¢) dua trén két qua phat hién dot bién tai vi tri G124 va/hoic 146G dé dua ra két
luan v& mirc 6 dot bién gen TERT.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén cac doan mdi dung trong phuong phap
theo sang ché, trong do:

- mdi xudi ¢ trinh tu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID. NO.2 hoic SEQ ID NO.3;

- moi nguoc ¢o trinh tu néu trong SEQ ID NO.4 hodac SEQ ID NO.5.

Theo khia canh thit ba, sang ché dé cap dén cac doan peptit kep phén tir dung trong
phuong phép theo sang ché, trong d6 cac doan peptit kep phan t&r nay la peptit axit
nucleic (peptit nucleic acid: PNA) c¢6 trinh tu bat ky duoc lua chon tir nhém bao gdm
SEQ ID NO.6, SEQ ID. NO.7 va SEQ ID NO.8.

Theo khia canh thir tw, sang ché dé cap dén cac cac doan peptit kep phan tr 1a dang
axit nucleic khoa phén tir (locked nucleic acid: LNA), trong d6 axit nucleic khoa nay la
trinh tw bét ky dwoc lya chon tr nhém bao gdm SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10 va SEQ
ID. NO.11; )

Theo khia canh thtt nam, sdng ché dé cip dén cac cac doan peptit kep phan ti la
dang axit nucleic ciu ndi (bridged nucleic acid: BNA), trong do doan axit nucleic cau
ndi ndy 1a trinh tu bét ky dugc lya chon tir nhém bao gdm, SEQ ID NO.12, SEQ ID
NO.13 va SEQ ID NO.14.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1: Két qua giai trinh tu bang k§ thuat thé hién mirc do anh huéng ctia nong do
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peptit kep phén tir dén kha ning phat hién dot bién gen TERT.

Hinh 2: Két qua xac dinh ngudng tdi thiéu cua lugng peptit kep phan tir can dé phat
hién dot bién gen TERT trén bénh phim bénh nhan ung thu.
MG ta chi tiét sang ché

Cac tic gia sang ché dua trén ky thuat PCR gidi trinh tu dé phat hién cac dot bién
cua gen TERT. Gen Telomerase reverse transcriptase (TERT) di duoc giai trinh tw va co
sd truy cap trong ngan hang gen 1a NG_009265. Theo c4c nghién ciru cho thy rang, cac
dot bién lién quan dén cac bénh 1y 4c tinh déu ¢6 lién quan dén vi tri -124 (-124G > A),
146 (-146G > A) phia trudc codon khéi dau dich ma. Dua trén diéu nay, cac tac gia sang
ché da tim ra cac doan mdi ddc hiéu va két hop véi céc trinh tu peptit kep phan tir dic
hiéu dé we ché phén tir thé dai trong qua trinh nhan gen TERT, tir d6 xay dung va hoan
thién dugc quy trinh phét hién dét bién gen TERT.

Vit chat di truyén tong hop nhan tao (Synthetic genetic polymers — hay xeno-
nucleic acids - XNA): La nhitng dong dang ciia axit nucleic, trong dé gdc riboza cia axit
nucleic, hodc cac bazo nito hodc lién két phosphodieste da duoc cai bién, nhung van dam
bao duy tri sy bit cip gitta cac ciu ndi hydro gitta mot gbe pyridin véi mot gde purin
(Qian Ma, Danence Lee va cong su - Polym. Chem. 2016 10.1039/c6py01075j). Mot
XNA dién hinh da biét la peptit axit nucleic (peptide nucleic acid: PNA) hay con duoc
go1 la peptit kep phan tir dugc st dung theo sang ché 1a mot dang polyme nhan tao dong
déng v6i cac chudi axit deoxyribonucleic (ADN) hodc axit ribonucleic (ARN), c4u tric
dang déng ding nay da duoc Neilsen (Truong dai hoc Copenhagen) dé cép tir nam 1991.

Axit nucleic khéa (locked nucleic acid: LNA) con dugc goi la axit nucleic khong
thé tiép cén, day 1a mot dang dong dang cua axit nucleic, trong d6 gbc riboza cua axit
nucleic ndy duge bd sung thém mot lién két 2'oxy va 4'cacbon. Axit nucleic khoa la
nucleitit c6 lién két 2'-0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl (Birte Vester and J esper
Wengel, Biochemistry Volume 43, Number 42 October 26, 2004). Cac trinh tu axit
nucleic chira axit nucleic khéa mang dy du tinh bét cap Watson-Crick cua axit nucleic
thong thuong, ngoai ra cac trinh tu chira axit nucleic khoa nay c6 dic tinh gan két rat dic
hiu véi cic chudi ADN hodc ARN bd sung va céc dang lai hoa LNA/ADN hoic
LNA/ARN nay rit bén voi 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€ rat kém bén néu trinh tw LNA khac biét (dot bién) so véi cac trinh tw ADN
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hoic ARN ma n6 bit cap.

Trir khi c6 quy dinh khéc, theo sang ché, dé phan biét axit nucleic thong thuong véi
axit nucleic khoa, cac ky hiéu A', G, C' va T’ dugc st dung trong trinh tu nhim chi céc
céc axit nucleic khéa, nghia 1a cac dong phén cia A, G, C va T twong tng c6 lién két 2'-
0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl.

Axit nucleic ciu nbi (Bridged nucleic acid — BNA) la céac axit ribonucleic da dugc
stra ddi, cdc phén tir nay dugc tong hop lan diu tién boi Satoshi Obika va cong su
(Satoshi Obika and et al Tetrahedron Letters, Volume 38, Issue 50, 15 December 1997,
Pages 8735-8738), (Yasunori Mitsuoka et al Nucleic Acids Res. 2009 Mar; 37(4): 1225—
1238): Cac monome BNA c6 thé 1a nhitng cdu triic cdu ndi chira nim, sau hozc bay gbc
v6i mot vét nirt dudng C3'-endo "cd dinh". CAu tric nay dugc két hop téng hop & vi tri 2!
va 4' cua riboza dé tao ra monomer 2 ', 4'-BNA.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, theo séang ché, dé phéan biét axit nucleic thong thuong vadi
axit nucleic cau ndi, cac ky hiéu A", G", C" va T" duoc st dung trong trinh tu nham chi
céc cac axit nucleic ciu ndi, nghia 1a c6 thé 1a nhitng ciu tric ciu ndi chira nam, sau
hoidc bay gdc voi mot vét nirt dudng C3'-endo "¢ dinh".

Hop chat nucleic nucleic méi dang BNA c6 thé dugc tdng hop va két hop thanh
oligonucleotit. Khi so sanh véi thé hé trude cia XNA nhu PNA hoac LNA, BNA co
nhitng wu thé nhu i) gan két bén vitng hon v6i cac phan tit ARN hodc ADN ¢6 trinh tu
bd sung, ii) tinh chon loc cao ¢ muc tirmg nucleotit don 1¢; khang lai su tdn cong cua
nucleaza dac biét 1a endo va exo-nucleaza.

Theo d6, dé tang cuong muc do phat hién dot bién gen TERT giup hd trg trong viée
chin doan bénh ung thu khong xam 14n, cic tac gia su dung cac doan peptit kep phan tir
¢6 trinh ty toi wu cho bit cip bd sung v6i trinh tu gen TERT thé dai trong qué trinh PCR,
sy c6 mat ctia cdc peptit kep phan tir pht hop s& “kep” va e ché sy nhén lén cia céc
phan tir thé dai, nhor d6 PCR sé& tap trung khuéch dai va lam giau thé dot bién, trr do tang
dugce mitc phét hién dot bién. Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién dot bién gen
TERT, cac doan mdi dic hiéu, cac doan peptit kep phén tr va cac dau do phan tu dung
trong phuong phéap nay.

Quy trinh theo sang ché nhim phat hién cac dot bién gen TERT c6 ma trén ngan
hang gen v6i ma truy cdp NG_009265 tai cac vi tri G124 va G146. Trong d6 G124 va
G146 nay co thé bi thay thé béi T, C hodc A mot cach doc lap. Cac téc gia sir dung cac
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cap moi khéac nhau dé khuéch dai dac hiéu khoang tir 150 dén 500 nucleotit xung quanh
vi tri G124 va G146 ctia gen TERT c6 s6 truy cdp trong ngéan hang gen NG 009265.

Theo khia canh thi nhat, sang ché dé cap dén phuong phap phat hién dot bién gen
TERT d chin doan bénh ung thu khong xam lan, trong do phuong phéap nay bao gém
céc bude: a) thu ADN tdng s6 tir mau bénh phdm; b) khuéch dai gen TERT bang PCR da
mdi bat dbi xung; ¢) tinh sach san pham PCR; va d) phat hién dot bién trén gen TERT.

Trong buéc thu ADN téng s6, ADN tir miu bénh pham dugc chiét bing phuong
phap phenol/chloroform hodc bang kit tich ADN tong s6 cho bénh phidm mé twoi hoic
str dung xelen, hozc bang kit ding riéng cho mau bénh pham vui trong khdi nén theo quy
trinh chuin. Cac k¥ thuét nay 1a da biét déi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc 1§ thuét nay.

Trong budce khuéch dai gen TERT bang PCR da moi bat ddi xtng, tién hanhg PCR
v6i thanh phan phan rng bao gébm: 5 pl ADN tong s, 10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM
KCl, 0,1% Triton x-10, 200 pM dNTP, 1 don vi Taq polymeraza, 0,2 uM moi, tir 1,5 dén
5 pM/ul peptit kep phan tir, diu do va nuée vira du thé tich 25ul, trong do:

Mbi xudi 1a mét trinh tu bét ky dugc Iua chon tir nhom bao gé)m SEQ ID NO.1,
SEQ ID. NO.2 va SEQ ID NO.3 sau:

GGC CGA TTC GAC CTC TCT (SEQID NO.1)
GTCCTGCCCCTTCACCTT (SEQID NO.2)
GTCCTGCCCCTTCACCTT (SEQ ID NO.3)

Mdi ngugc 1a mét trinh tu bat ky dugc Iya chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.4 va
SEQ ID NO.5 sau:
CAGCGCTGCCTGAAACTC (SEQID NO.4)
AGC ACC TCG CGG TAG TGG (SEQ ID NO.5)
Peptit kep phéan tir (xeno nucleic acid: XNA) la mot trinh tu bat ky duogc lua chon
tir nhém bao gdm peptit axit nucleic (peptit nucleic acid: PNA), peptit khoa phan tir
(LNA) va axit nucleic cau nédi (bridged nucleic acid: BNA), trong do:
Peptit axit nucleic (peptit nucleic acid: PNA) ¢6 trinh tu bét ky duoc lua chon tu

nhém bao gdm SEQ ID NO.6, SEQ ID. NO.7 va SEQ ID NO.8 sau:

NH2-CCCGGAGGGGG -CONH2 (SEQ ID NO.6)
NH2- GGCCCGGAGGGGGCTGG -CONH2 (SEQ ID NO.7)
NH2- CCGGAGGGGGCT-CONH2 (SEQ ID NO.88)
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Axit nucleic khoa (locked nucleic acid: LNA) con dugc goi la axit nucleic khong
thé tiép can, day 1a mot dang ddng ding cua axit nucleic, trong d6 gdc riboza cia axit
nucleic ndy dwoc bd sung thém mot lién két 2'oxy va 4'cacbon. Axit nucleic khoa s
dung theo sang ché la nucleitit c6 lién két 2'-0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl
(Birte Vester and Jesper Wengel, Biochemistry Volume 43, Number 42 October 26,
2004). Do viéc bat cip v6i nhitng dang lai hoa LNA/ADN hodc LNA/ARN nay réat bén
v6i nhiét nén ching sé& Gc ché dac hiéu sy nhan 1én cia cac doan khong dot bién. Ngugce
lai céc lai héa LNA/ADN hoic LNA/ARN sé rit kém bén néu trinh tuv LNA khac biét
(ddt bién) so véi cac trinh tu ADN hosic ARN ma no bit cip.

Peptit khoa phén tir (locked nucleic acid: LNA) 1a mot trinh tu bat ky duoc lua
chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO.9, SEQ ID. NO.10 va SEQ ID NO.11:

ccggaG'ggggct (SEQ ID NO.9)
geeeggaG'ggggctg (SEQ ID NO.10)
ggcceggaG'ggggetgg (SEQ ID NO.11)

Trong do, peptit khoa phan tir nay c6 cac vi tri G' la guamin cai bién, nghia la cac
ddng phan ctia guamin c6 lién két 2'-0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl.
Axit nucleic dang cau nbi (bridged nucleic acid: BNA) dung lam kep phan tur la

trinh tu bt ky dugc Iua chon tir nhém bao gém:

ceectC"cegggtecceggeccageeecC'tecg (SEQ ID NO.12)
ceetC"cegggtecccggeccageceeCl'teegg (SEQ ID NO.13)
gacccctC"cegggteeccggeccageceeC'tecgggecct (SEQ ID NO.14)

Axit nucleic cau nbi (bridged nucleic acid: BNA) 1a céc axit ribonucleic C" d3 duoc
sira d6i v6i cac vi tri C" 1a vét nut duong C3'-endo "cb dinh". CAu truc nay duoc két hop
téng hop & vi tri 2' va 4' ctia riboza dé tao ra monomer 2 ', 4-BNA.

Trong buéce tinh sach san phdm PCR, bd sung 250ml 10mM tris-HCI, pH=8.8 va
0,4 ml dung dich phenol, cloroform isoamylalcohol 25:24:1 vao san phim PCR, sau d6
ly tAm trong 20 phut thu dich ndi, rdi bd sung isopropanol theo ty 1¢ 0,7/1 (v/v) va ly tdm
tiép trong 30 phut thu két tia rdi rira sach bang con 75% thu dugc san pham PCR tinh
sach.

Trong budce phét hién dot bién gen, tién hanh giai trinh ty sin phdm PCR tinh sach
thu dugc & trén, sau d6 dua trén két qud phat hi¢n dot bién tai vi tri G124 va/hoac G146

dé dua ra két luan vé muc d6 dot bién gen TERT.
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Trong truong hop khong st dung doan kep XNA, phan ing PCR hodc PCR dinh
luong c6 st dung cép moi ddc hiéu: véi modi xudi 1a mot trong cac trinh tu SEQ ID NO.1.
SEQ ID. NO.2, SEQ ID NO.3 va mdi ngugc la mot trinh ty bit ky duoc lua chon tir
nhém bao gom SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5 s& khuéch dai gen TERT. San pham
khuéch dai bat ké c6 hay khong c6 dot bién tai vi tri G124 va G146. Khi d6, néu st dung
céc chat nhuém ADN phat huynh quang khéng ddc hiéu nhu Sybrgreen, Cyto-9, Cyto-
13, Cyto-17, Cyto-60, Cyto-16, Cyto-64, tin hiéu thu dugc khong dac hi€u cho san phéim
khuéch dai tir thé dai hay thé dot bién, va néu st dung phuong phap giai trinh tu Sanger
thong thuong sé khong thé phat hién dugc cac thé dot bién néu ty 1é dot bién trong mau
dudi mirc 25%. Dé giai quyét van dé trén, cac tic gia da sir dung cac XNA c6 kich thude
tir 11-25 gbc bit cap ddc hidu véi trinh tu thé dai cia gen TERT c¢6 sb truy cap
NG _009265. Cac doan XNA nay co thé 14 mét trong cac chudi SEQ ID NO.6, SEQ 1D
NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10, SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12,
SEQ ID NO.13 hogc SEQ ID NO.14. Cac chudi nay c6 tinh chit bat cip rit dic hiéu voi
cac trinh ty axit nucleic bd sung hinh thanh céc lai ghép XNA/ADN bén viing, v6i nhiét
do tan chay cao hon rat nhiéu nhiét do tan chay cia lai ghép ADN/ADN hoic
ADN/ARN (khoang 15°C/chudi), mit khac néu c6 su khac biét vé trinh tu gitta chudi
XNAs va phan tr ADN (chuyén ADN dot bién), tinh 6n dinh cua lai ghép cac
XNA/ADN suy gidm rat manh lam giam nhiét do tan chay cta cac lai ghép nay. Diéu
nay c6 nghia khi sir dung cac XNA trong cac phan (mg PCR, ching bt cip dac hiéu voi
cac trinh tu ADN trinh tu thé dai, kep chét cac doan ADN thé dai va ngdn ngtra su hinh
thanh lién két phosphodieste kéo dai tir cac chudi moi (primer elongation), hay noi cach
khac, phan tmg khuéch dai cc phén tr ADN thé dai mang trinh tu bét cip bd sung voi -
cac chudi XNA (SEQ ID NO.6, SEQ ID NO.7, SEQ ID NO.8, SEQ ID NO.9, SEQ ID
NO.10, SEQ ID NO.11, SEQ ID NO.12, SEQ ID NO.13 hodc SEQ ID NO.14) sé& bi uc
ché, chi cac doan gen ¢0 trinh ty khac biét véi cac chudi XNA (nghia la trinh tu dot bién)
s& dugc nhan 1én va cho phép phat hién dugc bang k¥ thuét giai trinh tu Sanger truyén
théng.

Theo d6, bang cich bd sung cic peptit kep phan tir, céc thé khong dot bién bi e
ché trg gitp cho viéc nhén 1én cac thé dot bién, tiép do, bang phuong phap giai trinh tu,
gitip phét hién dugc cac dot bién da duoc nhéan 1én boi PCR dic hiéu. Didu nay giup tang

mirc ngudng phat hién gen TERT dot bién, tir d6 dura ra chdn doan sém bénh ung thu.
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Theo khia canh thit hai, sang ché dé cép dén cac doan mdi dung trong phuong phap
theo sang ché, trong do:

Moi xudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID. NO.2 hodc SEQ ID NO.3

sau:
GGCCGATTCGACCTC TCT (SEQ ID NO.1)
GTCCTGCCCCTTCACCTT (SEQ ID NO.2)
GTCCTGCCCCTTCACCTT (SEQ ID NO.3)

Moi nguoc c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5 sau:
CAGCGCTGCCTGAAACTC (SEQ ID NO.4)
AGC ACC TCG CGG TAG TGG (SEQ ID NO.5)

Theo khia canh thtt ba, séng ché d& cap dén cac doan peptit kep phan tu (peptit
nucleic acid: PNA) dung trong phuong phép theo sang ché, trong do peptit kep phan tu
ndy 1a peptit axit nucleic c6 trinh tu bat ky duoc lua chon tr nhém bao gém SEQ ID

NO.6, SEQ ID. NO.7 va SEQ ID NO.8:

NH2-CCCGGAGGGGG -CONH2 (SEQ ID NO.6)
NH2- GGCCCGGAGGGGGCTGG -CONH2 (SEQ ID NO.7)
NH2- CCGGAGGGGGCT-CONH2 (SEQ ID NO.38)

Theo khia cé,mh thit tu, sang ché dé cap dén cac cac doan peptit kep phan tu la dang
axit nucleic khoa phan tr (locked nucleic acid: LNA), trong d6 axit nucleic khoa nay 1a
trinh tur bat ky duge lya chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10 va SEQ
ID. NO.11 sau:

ccggaG'gggect (SEQ ID NO.9)
geecggaG'ggggctg (SEQ ID NO.10)
ggeeeggaG'ggggctgg (SEQID NO.11)

Trong do, peptit khéa phan tir nay c6 cac vi tri G' 1a guamin cai bién, nghia la cac
ddng phan cua guamin c6 lién két 2'-0,4'-C-methylene-beta-D-ribofuranosyl.

Theo khia canh thtr nam, sang ché dé cap dén cac cac doan peptit kep phan tir 1a
dang axit nucleic cau ndi (bridged nucleic acid: BNA), trong d6 doan axit nucleic cau
ndi nay la trinh tw bat ky duoc lya chon tir nhém bao gdm, SEQ ID NO.12, SEQ ID
NO.13 va SEQ ID NO.14.

ceeetC"ecgggtecceggeccagececCtecg (SEQ ID NO.12)
cectC"cecgggtecceggeccagececC'teecgg (SEQ ID NO.13)
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gacccetC"cegggtecceggeccagececC'tecgggecct (SEQ ID NO.14)
Axit nucleic cu ndi (bridged nucleic acid: BNA) la cac axit ribonucleic da dugc
stra d6i véi cac vi tri C" 1a vét nirt dwdong C3'-endo "cb dinh". CAu trac nay duoc két hop

té)ng hop & vi tri 2' va 4' ctia riboza dé tao ra monomer 2 ', 4-BNA.
Vi du thue hién sang ché

Vi du 1. Khéo sdt anh huéng ciia nong dp XNAs dén kha ndng phdt hi¢n dpt bién gen
TERT bcing ky thudt gidgi trinh tw Sanger

Tién hanh nudi va thu hoach té bao HEG2 mang dot bién gen TERT di hop tir
G124A (C228T) (didu nay c6 nghia 50% ban sao cla gen TERT s& mang dot bién
G124A (C228T) va té bao HT-29 khong mang dot bién gen TERT & céc ty 1& 0%, 1%,
10%, 25% hodc 50% té bao HEG2 va tién hanh tich AND tdng sd, khi d6 ty 16 ADN
mang dot bién gen TERT tir cic mau tach twong tng cling s€ 1a 0%, 1%, 10%, 25% hoac
- 50%.

Tién hanh chuan d¢ cac mAu va pha loang dén ndng do 25ng/ul.

Tién hanh chay phan tng PCR v6i thanh phan bao gém: 5 ul ADN tong so,
10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCl, 0,1% Triton x-10, 200 uM dNTP, 1 don vi Taq
polymeraza, 0,2 uM mdi xudi, 0,2 M mdi nguoc, 3 pM/ul XNA kep phén tir tuong trng
va nuée vira di thé tich 25pl.

Cip mdi sir dung 12 trinh tu duge néu trong SEQ ID NO.2 va mdi nguoc 12 trinh
tw duoc néu trong SEQ ID NO.4, phén tir XNA la trinh tu dugc néu trong SEQ ID No.8

Tinh sach san pham PCR: bd sung 250ml 10mM tris-HCI, pH=8,8 va 0,4 ml dung
dich phenol, cloroform isoamylachcol 25:24:1 rdi ly tim trong 20 phut thu dich ndi, sau
khi bd sung isopropanol theo ty 18 0,7/1 (v/v) va ly tam tiép trong 30 phut thu két tua rdi
rira sach béng cdn 75% thu dugc ADN san phém tinh sach sau PCR.

Giai trinh tu san pham PCR phat hién dot bién: s dung 10 ng san pham PCR, moi
xudi la trinh ty SEQ ID NO.2 5 pmoles (1 uL x 5 uM) va 8,0 uL DTCS Quick Start
Master Mix (4p dung cho mdy giai trinh tw CEQ 8000); Diéu chinh nudc cit dén thé tich
20ul. Két qué thé hién trén Hinh 1.

Két qua thir nghiém nay cho thay, khi khéng c6 mit XNA trong phan img PCR
khuéch dai gen TERT, thi buéc giai trinh tw bing k§ thuat Sanger khong thé phat hién
dugce tin hi¢u dot bién & cac miu o ty 18 do bién 1%, 10% hoic 25%.

Tuy nhién, khi bd sung XNA ¢ ndng d6 3pM vao phan tng PCR khuéch dai. Khi
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gidi trinh tu & budc sau s& phat hién duge dot bién gen TERT C228T & cac ty 1¢ dot bién
1%, 10% hoac 25%.
Vi du 2: Xdc dinh ngwong toi thiéu XNA can thiét cho phdt hién djt bién gen TERT
trén bénh phim bénh nhan ung thuw

Céac mau té bao HEG2 mang dot bién gen TERT & cac ty 1& 0%, 1%, 5% hoic
50% dugc chuan dén ndng d6 25ng/ul.

Tién hanh chay phan tng PCR v6i thanh phan bao gom: 5 ul ADN tbng s, 10mM
tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCI, 0,1% Triton x-10, 200 uM dNTP, 1 don vi Taq
polymeraza, 0,2 uM mdi xudi, 0,2 pM mdi nguoc, 3 pM/ul XNA kep phén tir tuong ung
va nuée vira di thé tich 25pul.

Cap mdi sir dung 14 trinh tu dugc néu trong SEQ ID NO.2 va mdi nguoc 14 trinh tyu
dugc néu trong SEQ ID NO.4, phan tr XNA 1a trinh ty dugc néu trong SEQ ID No.8

Tinh sach san phim PCR: bd sung 250ml 10mM tris-HCI, pH=8.,8 va 0,4 ml dung
dich phenol, cloroform isoamylachcol 25:24:1 rdi ly tdm trong 20 phut thu dich ndi, sau
khi bd sung isopropanol theo ty 1€ 0,7/1 (v/v) va ly tam tiép trong 30 phuat thu két tia roi
rira sach bang con 75% thu duge ADN séan pham tinh sach sau PCR.

Giai trinh tu san phém PCR phat hié¢n dot bién: sir dung 10 ng san phém PCR, mdi
xudi la trinh tw SEQ ID NO.2 5 pmoles (1 uL x 5 uM) va 8.0 uL. DTCS Quick Start
Master Mix (4p dung cho may giai trinh ty CEQ 8000); Piéu chinh nudc cit dén thé tich
20ul. Két qua thé hién trén Hinh 2.

Két qua thtr nghiém trén Hinh 2 cho thdy, khi khong c6 mat XNA trong phan ung
PCR khuéch dai gen TERT, thi budc giai trinh tu bing k§ thut Sanger khong thé phat
hién dugc tin higu dot bién & cac mau c6 ty 1& do bién 1% hoic 5%.

Tuy nhién, khi b6 sung XNA & nong d6 1,5 hodc 1,5 pM vao phan ung PCR, thi ¢
buécsauséphmiﬂénduqcd@ﬂﬁénganTERJ“C228T6(ﬁctyléd@tbén]96h05059&

Tir d6 c6 thé két ludn viéc bd sung XNA vao phan tng PCR cho phép giai trinh tu
bang phuong phap Sanger thi phét hién dugc dot bién & muc 1%, cao hon rat nhidéu mirc
25% clia phuong phap gidi trinh tu truyén théng.

Vidu 3: Sang lpc dpt bién gen TERT bang phwong phdp PCR lam giau thé dot bién
bt doi xieng trén bénh phim

Pé danh gia anh hudng ciia XNA trong phét hién dot bién gen TERT trén bénh

pham bénh nhan ung thu, nhém téc gia da tién hanh thu nhan 32 bénh phim khac nhau
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32 bénh nhan ung thu nguyén phat té bao gan, nudc tiéu bénh nhan u bang quang.

Két qua phan tich dinh luong dot bién gen TERT st dung cip mdi c6 SEQ ID
NO.2 va SEQ ID NO.4 ¢6 hodc khong st dung XNA kep ¢6 trinh tu SEQ ID NO.6 vai
ndng do 1,5 pmole/ul v6i ngudng phét hién 1%. Két qua dugc thé hién trong Bang 1.

Bang 1: Tong két két qua sang loc dinh lugng dot bién gen TERT

Bénh Két qua Bénh Két qua
pham | Khong XNA | C6 XNA phdm | Khong XNA | C6 XNA
C1 am tinh am tinh C17 | duong tinh duong tinh
C2 am tinh am tinh C18 | am tinh am tinh
C3 am tinh am tinh C19 | am tinh am tinh
C4 am tinh am tinh C20 | am tinh am tinh
C5 am tinh am tinh C21 | am tinh am tinh
C6 duong tinh duong tinh C22 | am tinh am tinh
C7 am tinh am tinh C23 | am tinh am tinh
C8 duong tinh duong tinh C24 | am tinh am tinh
C9 | am tinh am tinh C25 | am tinh amtinh
C10 | 4m tinh am tinh C26 | am tinh am tinh
Cl1 | am tinh ~am tinh C27 | am tinh am tinh
C12 | duong tinh duong tinh C28 | 4m tinh am tinh
C13 | am tinh duong tinh C29 | duong tinh >20
Cl4 | am tinh am tinh C30 | duong tinh duong tinh
C15 | am tinh am tinh C31 | am tinh am tinh
Cl6 | 4m tinh duong tinh C32 | duong tinh duong tinh
C16 | 4m tinh 4m tinh C32 | 4m tinh mtinh
Cl16 | am tinh duong tinh C32 | am tinh am tinh
C16 | 4m tinh am tinh C32 | am tinh Amtinh
C16 | duong tinh duong tinh C32 | am tinh am tinh
Cl6 | am tinh am tinh C32 | am tinh duong tinh
C16 | duong tinh duong tinh C32 | am tinh am tinh
Cl6 | am tinh am tinh C32 | 4m tinh am tinh
Cl16 | am tinh duong tinh C32 | amtinh am tinh
Cl16 |duongtinh  |duongtinh | C32 |duongtinh |amtinh

Két qua bang 01 cho thay:

Khi khdng st dung XNA, phuong phép giai trinh tu thong thuong chi phat hién
duoc 9/32 (28,2%) bénh phiam mang dot bién gen TERT. Tuy nhién khi st dung XNA.,
nhu mo ta & trén, phuong phép theo sang ché phat hién dugc 14/32 (43,8%) bénh pham
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mang ddt bién gen TERT.
T4t ca cac truong hop duong tinh do phat hién bing phuong phap gidi trinh tu
truyén théng déu duoc turong dong véi két qua chan doan bang phuong phap theo sang

che.
Hi¢u qua dat dwgc cia sang ché

Bing céch st dung doan mdi dic hidu va XNA dang kep peptit hodc khoa axit
nucleic (LNA), cac tac gia da phat trién dugc quy trinh phét hién dot bién gen TERT dua
trén k§ thuat phan ttr dé chin doan bénh ung theo sang ché cho phép phat hién cac dot
bién tai cla ca 02 kiu dot bién G124 va/hodc G146 v6i mic do dot bién dat 1% trén
téng lwong ADN trong mau bénh pham, hd tro hiéu qué cho chan doan cac bénh ly ung
thu ma & d6 dot bién gen TERT duoc ghi nhan c6 tan sudt xuét hién cao nhu ung nguyén
phat té bao gan, ung thu mo dém than kinh, ung thu tuyén giap, ung thu da va ung thu
bang quang dua trén co s& phat hién dot bién gen TERT tir mau ngoai vi, nudc tiéu hodc

dich ndo tiy mot cach nhanh chéng, hitu hiéu va tin cay.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap phat hién dot bién gen TERT tai vi tri G124 va/hodc G146, trong do
phuong phip nay bao gdm cac budc:
a) thu ADN tong sb tir mau bénh phdm bang phuong phap phenol/chloroform hoic bang
kit tach ADN tong sé cho bénh phiam mo twoi hodc s dung xelen, hodc bang kit ding
ﬂéngchornﬁubénhphén1vﬁi&ongkh6inéntheoquytﬂnhchuén;
b) khuéch dai gen bang PCR da mdi bét dbi xtng véi thanh phan phan tng bao goém: 5
ul ADN téng s6, 10mM tris-HCI, pH=8,8, 50mM KCI, 0,1% Triton x-10, 200 uM dNTP,
1 don vi Taq polymeraza, 0,2 pM mbi, tir 1,5 d¢én 5 pM/ul peptit kep phan tur, dau do va
nudce vira dua thé tich 25pl, trong do:
- mdi xudi ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID. NO.2 hodc SEQ ID NO.3;
-nﬁhgwxcéumhunﬁuUmgSEQH)NOAh@&SEQH)NOj;
- peptit kep phan tir 14 trinh tu bat ky duoc lua chon tir nhém bao g6m SEQ ID NO.6,
SEQ ID. NO.7; SEQ ID NO.8 SEQ ID NO.9, SEQ ID NO.10, SEQ ID. NO.11, SEQ
ID NO.12, SEQ ID NO.13 va SEQ ID NO.14;
¢) tinh sach san pham PCR béng cach bd sung 250ml 10mM tris-HCI, pH=8,8 va 0,4 ml
dung dich phenol, cloroform isoamylalcohol 25:24:1 réi ly tdm trong 20 phut thu dich
ndi, sau d6 bd sung isopropanol theo ty 16 0,7/1 (v/v) va ly tAm tiép trong 30 phut thu két
tﬁarﬁir&asadnbéngcén7596ﬂu1duqcs@nphéanCH{ﬁnhsach;vé
d) phat hién dot bién gen bang cach giai trinh tu san pham PCR tinh sach thu duge tir
budc ¢) dua trén két qué phat hién dot bién gen tai vi tri G124 va/hoic G146 dé dua ra

két luan vé murc d6 dot bién gen TERT.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Bénh vién Trung uong quan déi 108
<120> Quy trinh phat hién dét bién gen TERT
<130>

<160> 14

<170>

<210> 1

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 1
GGCCGATTCGACCTCTCT

<210> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 2
GTCCTGCCCCTTCACCTT

<210> 3

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 3
GTCCTGCCccTTCACCTT

<210> 4

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> Poan mdéi

<220>
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<400> 4
CAGCGCTGCCTGAAACTC

<210> 5

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 5
AGCACCTCGCGGTAGTGG

<210> 6

<211l> 11

<212> ADN peptit

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>
<400> 6
NH2-CCCGGAGGGGG-CONH2

<210> 7

<211> 17

<212> ADN peptit

<213> Trinh ty nh&n tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>
<400> 7
NH2-GGCCCGGAGGGGGCTGG CONH2

<210> 8

<211> 12

<212> ADN peptit

<213> Trinh tu nhin tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>

<400> 8
NH2-CCGGAGGGGGCT-CONH2

<210> 9
<211> 12
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<212> axit nucleic khdéa
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>
<400> 9

ccggaGggggct

<210> 10

<211> 15

<212> axit nucleic khoa
<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> kep phan tu

<220>
<400> 10

gcccggatggggcetyg

<210> 11

<211> 17

<212> axit nucleic khéa
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>
<400> 11

ggcceggaG’ ggggctgg

<210> 12

<211l> 34

<212> axit nucleic cdu nbdi
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> kep phén tu

<220>
<400> 12
ccccectl”ccgggtceccecggcccageccE€”teccyg

<210> 13

<211> 32

<212> axit nucleic cdu ndi
<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> kep phén tu
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<400>
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13

ccctC”cecgggtcecececggecccagecc€’tecegg

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

<220>
<400>

gacccctC”ccgggtcccecggeccageccE€”tccgggecct

14

40

axit nucleic cau nbi
Trinh tu nhén tao

kep phén tu

14
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