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(54) QUY TRINH THUC HIEN PHAN UNG ARMS-PCR DA MOI BE PHAT HIEN PONG
THOI 4 LOAI BOT BIEN O CAC MA DI TRUYEN 17, 26, 41/42 VA 95 CUA GEN
BETA GLOBIN GAY BENH THIEU MAU BETA THALASSEMIA

(57) Giai phap hiru ich de cap dén quy trinh thyc hién ing PCR da moi dé phat hién 4 loai
dot bién ¢ cac ma di truyén 17, 26, 41/42 va 95 trén gen beta globin bao gém cac budc: a)
Thiét ké moi cho phan tng ARMS-PCR da mdi dic hiéu cho nucleotit dot bién xay ra trén
gen beta globin st dung phin mém thiét ké truy cap mién phi trén internet va dua vao trinh
tu nucleotit tir vi tri 62.041 dén 62.820 cua gen beta globin (HBB) ma sO U01317.1 trong
ngan hang dir liu DataBank; va b) Thyc hién phan ing PCR bang cach két hop tat ca cac
moi v6i nhau trong cung mot phan itng ARMS-PCR da moi. _Quy trinh nay da thiét ké
duogc cac mdi dic hiéu dé su dung trong phan tng PCR da mdi nham muc dich sang loc
dugc ngudi mang gen beta globin bi dot bién & cac ma di truyén 17, 26, 41/42 va 95 trong
cing mdt phan ing PCR. Viéc sir dung cac moi nay trong mot phan tng gitp tiét kiém chi
phi va thoi gian, thao tic don gian c6 do on dinh cao.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cip

San phém thudc linh vuc cong nghé¢ sinh hoc. Cu thé 1a gidi phéap hitu ich dé
cap dén quy trinh thuc hién phan tng PCR da mdi dé phat hién 4 loai dot bién & cac
mé di truyén (codon) 17, 26, 41/42 & 95 trén gen beta globin (ARMS-PCR da mdi).
Quy trinh nay dugc 4p dung dé sang loc nguoi lanh mang gen bénh va xac dinh dot
bién ¢ bénh nhan bénh thiéu mau beta thalassemia.

Tinh trang k¥ thuit cia gidi phap hitu ich

Bénh nhan bénh thiéu mau beta thalassemia 1a do c6 d6t bién trén gen beta
globin, gen mi hoa cho chudi peptit beta globin; chudi nay két hgp v&i chudi anpha
globin dé tao nén phan tor hemoglobin ¢ chitc nang van chuyén oxy. Dén nay, hon
150 dot bién diém & gen nay da duoc ghi nhan & cac nudce trén thé gidi. Hau hét dot
bién trén gen beta globin déu la cac dot bién diém (thay thé/thém/méit mot/vai
nucleotit). Diéu dic biét, tdn sudt phan b6 hay ty 1& cac loai dot bién phu thudc vao
ving dia ly 1anh thd, vao cac dan toc, chung nguoi khac nhau. Pidu nay ¢ nghia, viéc
lya chon céc dot bién hay xay ra, rdi tiép dén 1a cac dot bién it gip hon s& tiy thudce
vao timg qudc gia trong chién lugc sang loc nhanh va chan doan bénh thiéu méu beta
thalassemia.

Dot bién diém co thé xay ra trén 1 alen (d6t bién di hop) hodc ca 2 alen (dot
bién ddng hop) ctia mot gen. Ky thuat hién nay duoc sir dung rit phd bién dé phat hién
d6t bién gen beta globin 1a k¥ thuat ARMS (Amplification Refractory Mutation
system) — PCR (tam dich 1a ARMS-PCR don mbi). Nguyén tic ctia k§ thuat nay la st
dung cac cip moi dic hiéu cho timg loai alen: alen binh thuong va alen dét bién. Khi
chi st dung céap moi dic hiéu cho alen dot bién thi s& phat hién dugc nguoi mang alen
dot bién. Khi str dung cac cip moi dic hidu cho hai alen (binh thuong va dét bién) thi
s& xac dinh duoc trang thai dong hop — di hop. Thuc té, c¢6 thé két hop nhiéu cip mdi,
mdi cap mdi ddc hidu cho mot dot bién, dé xac dinh dugc loai dot bién cua ting mau
bénh pham khi phan tich déng thoi cho nhiéu mau bénh pham. Lic do, k§ thuat duoc
goi 1a MARMS (Multiplex ARMS) - PCR (tam dich 14 ARMS-PCR da mdi). San
pham cta k§ thuat ARMS-PCR da mdi 14 t6 hop cta cic bang ADN c¢6 kich thudc
khac nhau, mdi bang s& tuong tng véi mot loai dot bién. San phim ARMS-PCR da
mdi dé dang quan sat bang k¥ thuat dién di trén gel agaroza va nhuém gel v6i ethidium

bromua.
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Hién nay di c6 nhiéu cong bd vé cac mdi dung dé xac dinh cac loai dot bién
trong phan tng ARMS-PCR don mdi. Tuy nhién, viéc phdi hop cic mdi nay vdi nhau
trong phan tmg ARMS-PCR da méi khong phai lic nao ciing thuc hién duge do cac ly
do sau:

- Cac moi can c6 gia tri Tm phit hop véi nhau

- Cac moi khong dugc co trinh ty bd sung voi nhau, dic biét ¢ dau 3’

- Céc bang ADN can c6 kich thuéc khac biét nhau dé quan sat dugc 13 trén gel

dién di nhung su sai khac khong qua lén dé d& dang khuéch dai trong cung

diéu kién PCR.

0 Viét Nam, cac dot bién gen beta globin duge phat hién nho ap dung cac quy
trinh cua qudc té. Két qua nghién ctru cho thiy 4 loai dot bién ¢ cac ma di truyén 17,
26, 41/42 va 95 xay ra véi ty 1é cao nhét trong sd cac dot bién trén gen beta globin da
duogc phat hién & bénh nhan Viét nam méc bénh beta thalassemia.

Bin chit k§ thuit ciia gidi phap hiru ich

Muc dich cua giai phap hitu ich 1a khic phuc cic nhuoc diém néu trén. Dé dat
duoce muc dich nay, giai phap hitu ich dé xuat quy trinh thuc hién tmg PCR da mdi dé
phat hién 4 loai dot bién & cac ma di truyén (codon) 17, 26, 41/42 & 95 trén gen beta

globin bao gdm cac bude sau:
a) Thiét ké mdi cho phan ing ARMS-PCR da moi

Thiét ké cac mdi ddc hidu cho nucleotit dot bién xay ra trén gen beta globin st
dung phan mém thiét ké truy cap mién phi trén internet. Cac moi dic hiéu cho dot bién
diém duoc thiét ké dua vao trinh tu nucleotit ctia mét sgi ADN trén gen beta globin va
¢ nucleotit tan cung dau 3 giéng hét hodc bd sung v&i nucleotit dot bién. Dbi véi dot
bién mét vai nucleotit, moi phat hién dot bién duoc thiét ké khong chira nucleotit da bi

mat.

Thiét ké mot mdi, ki hiéu Control-1, theo nguyén tac dua vao trinh tu nucleotit
ctia soi ADN bd sung voi soi duge dung dé thiét ké cac mdi dic hiéu dot bién. Muc
dich thiét ké: Moi Control-1 két hop véi cac mdi dac hiéu cho dot bién néu trén s&

khuéch dai cac doan ADN c6 kich thuéc khac nhau trong ciing mét phan tmg PCR.

Thiét k& mot moi ndi chudn, ki hiéu Control-2, theo nguyén tic phai dua vao
trinh tu soi ADN da sur dung dé thiét ké cac mdi dic hiéu cho dot bién néu trén. Muc
dich thiét ké: Cap mdi Control-1/Control-2 duoc s dung dé (1) khuéch dai toan bo

doan gen beta globin c6 chira cac ma di truyén can xéc dinh d6t bién; (2) st dung nhur
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cap moi ndi chuan dé kiém tra sy c6 mat cua gen beta globin trong mau ADN cin
phan tich va khang dinh cac thanh phan ctia phan tmg ARMS-PCR déu ¢6 hoat tinh.

Chu y: Cac mdi dugc thiét ke co gid tri nhiét do nong chay (Tm) cao nham muc
dich tang kha nang gan dac hi¢u gitta moi vai khudn. Gid tri Tm cta cac moi khong sai

khac nhau qué 3°C dam bao kha ning gin cua timg moi voi khudn xay ra nhu nhau.

b) Thuc hién phan tmg PCR: Két hop tit ca cac mdi v6i nhau trong cing mdt phan
tmg ARMS-PCR da mdi, sir dung khuon 1a ADN tach tir mau sinh pham. San pham

ARMS-PCR dugc dién di trén gel agaroza va nhuoém ethidium bromua.
M5 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 : So do vi tri cic moi trén doan gen beta globin. ATG la ma khoi dau, ma cho
axit amin methyonin. Luu y nucleotit ddu 3° cta cac moéi CD-M tuong ung voi

nucleotit dot bién.

Hinh 2: Trinh tu nucleotit tir vi tri 62 041 dén 62 820 ctia gen beta globin (HBB) (ma
s6 U01317.1). Trinh tu nucleotit mau dé 14 trinh ty ctia cac moi. Moi Control-2 va cac
moi dac hidu dot bién duogc thiét ké theo trinh tu bd sung (chiéu mili tén nguoc). Cac
nucleotit danh dau mau xanh da troi 14 vi tri dot bién thay thé & ma di truyén 17, 26,
mau vang la dot bién mét nucleotit & ma di truyén 41/42, mau xanh 14 cay la vi tri ma

di truyén 95 ¢6 chén nucleotit A (miii tén den).

Hinh 3: Két qua dién di san pham ARMS-PCR da mdi trén gel agaroza 2%. Giéng M:
MAu ADN cua nguoi khoe manh khong c6 dot bién trén gen beta globin. Giéng (-):
Pdi ching am khong c6 ADN khuoén. Giéng C: ADN phéi tron cia 2 méu sb 1+48
theo ty 1& 1:1. Giéng 1-4: Mau ADN ctia bénh nhan mac bénh thiéu mau thalassemia.
Giéng L: thang chuan ADN 100 bp.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm céac budc sau:
a) Thiét ké mdi cho phan img ARMS-PCR da méi

Dua vao trinh tu nucleotit cta gen beta globin (HBB) c6 trong ngan hang dir
liéu DataBank (ma s6 U01317.1) dé x4c dinh vi tri cac ma di truyén lién quan. Déc

diém ctia 4 dot bién xay ra trén & ma di truyén 17, 26, 42/42 va 95 trén gen beta globin

nhu sau:

- Dot bién diém thay thé Adenin (A) thanh Tyrosin (T) xay ra & ma di truyén 17
khién AAG bién dbi thanh TAG va lam xuat hién ma dimg tong hop protein beta
globin .
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- Dot bién diém thay thé Guanin (G) thanh Adenin (A) xdy ra & ma di truyén 26
khién GAG bién d6i thanh AAG va lam xuét hién vi tri cai bién cat ndi exon-intron bét
thuong nén soi mARN binh thuong khong duoc hinh thanh.

- Dot bién mét 4 nucleotit (TCTT) xay ra & ca 2 ma di truyén 41 va 42 lam dich
chuyén khung doc trong qué trinh dich mi khién cho protein beta globin khong dugc
tong hop.

- D6t bién diém thém Adenin (A) xay ra & mé di truyén 95 1am dich chuyén khung
doc trong qua trinh dich ma khién cho protein beta globin khong duoc tong hop.

Vi tri lya chon dé thiét ké cac moi can dam bao:

- Cac mdi dac hiéu cho 3 dot bién diém ¢ ma di truyén 17, 26 va 95 phai dam béao
¢6 nucleotit cudi cung dau 3° bd sung v61 nucleotit dot bién. Vi du dot bién diém thay
thé Guanin (G) thanh Adenin (A) & ma di truyén 26 thi dau tan cung 3° ctia moi phai la
nucleotit T. Moi thiét ké dac hiéu cho dot bién & 2 ma di truyén 41/42 phai khong chia
4 nucleotit (TCTT).

- Mobi Control-1 phai nam trudc ma di truyén 17; vi tri lua chon dé thiét ké moi
Control-2 phai nim sau ma di truyén 95. Nhu vay hai mdi nay cach xa nhau nhit va
chira toan bd ca 4 ma di truyén quan tdm. Trinh tu clia hai mdi nay phai duoc lay tir

trinh tu ctia hai soi ADN bd sung nguoc chiéu nhau ctia gen beta globin.

- Mdi Control-1 dugc thiét ké phai dam bao tao cip véi ting mdi dot bién dé
khuéch dai dugc cac bang ADN c6 kich thudc 16n hon 150 bp va kich thudc cac bang
ADN nay phai sai khac nhau it nhat 10 bp. Dap timg yéu cau nay s& cho phép quan sat
duoc 16 rang san pham ARMS-PCR da moi trén gel agaroza (kich thude nho hon 150
bp va sai khac nhau it hon 10 bp s&€ khong thich hop véi loai gel nay)

St dung chuong trinh FastPCR tra ctu mién phi (http:/fast-pcr.software.

informer.com/6.2/) dé thiét ké mdi. Cac mdi dic hiéu cho dot bién va mdi Control-2

duogc thiét ké dua vao trinh tu ctia mot sgi ADN ciia gen beta globin; riéng mdi
Control-1 duoc thiét ké dua vao trinh tu soi ADN bd sung. Chiéu dai (s6 nucleotit) cua
timg moi duge chon théa man: (1) dam bao cho gia tri Tm tinh theo 5 phuong phap
(c6 trong chuong trinh FastPCR) déu 16n hon 55°C va (2) gia tri Tm cta tit ca cdc mdi
khéong chénh léch nhau qua 3°C. Diéu nay cho phép cac mdi gin dic hiéu v6i khuon
va kha nang gan cua timg moi voi khudn xay ra nhu nhau. Moi dic hiéu cho dot bién
duoc ki hiéu theo ma di truyén bi dot bién tiép theo 1a chit M (mutant). Vi du mdi dac
hiéu cho d6t bién xay ra & ma di truyén 17 s& duoc goi la CD17M.
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So dd vi tri ctia cac moi trén gen beta globin duoc minh hoa trén Hinh 1. Cac mdi
duoc dit mua tir cac hang san xuét (IDT, Sigma, Invitrogen,...) va dugc cung cap dudi
dang dong khé. Cac mdi dugc pha vé ndng do gdc 100 uM theo hudng dan chi tiét
trong don giao hang va dugc bao quan ¢ - 20°C.

b) Thuc hién phan tng PCR

Téch chiét ADN tir mau sinh pham (ctia ngudi khde manh hodc bénh nhan bénh
thalassemia). Mau sinh phim dugc str dung 14 miu mau. Lugng méu va quy trinh tach
chiét ADN tr mau tuan thi ding huéng din cta cac hing san xuit b sinh pham.

Trong quy trinh nay st dung kit QIAamp ADN Mini Kit ctia Qiagen.

Xac dinh ndng dd ADN bing phuong phap do d6 hap thu & budc séng 260 nm
(OD260): do sach cia ADN dugc xdc dinh béng ty 1€ gitta do hép thu & bude séng 260
nm va 280 nm (OD260/OD2go). Céc gia tri OD duoc do trén may do NanoDrop. Khi ty
1é nay dao dong tir 1,8 dén 2.0 thi ADN du chét lugng cho phan tng PCR. Cin ¢t vao
gi tri ODago dé tinh nong d ADN theo cong thuc sau:

[ADN] = OD2go xnx 50 (pg/ml)

Trong d6 ODago : d hép thu cia ADN & budc séng 260 nm
n : s 14n pha lodng mau
50  :ndng ddé ADN tng v6i ODaeo= 1.

St dung nude cét 2 lan da khir tring dé pha loing ADN. Tat ca ADN duoc bao
quan ¢ - 20°C.

Két hop tit ca cac mdi v6i nhau trong cling mot phan tmg ARMS-PCR da moi,
str dung khuén 1a ADN tach tir mau sinh pham. Hoa chat cho phan tmg PCR c6 thé sir
dung Master Mix hodc cac héa chat riéng lé cung cip boi cac hing thuong mai
(Promega, Qiagen, NEB,..). Néu sir dung Master Mix (da gém du thanh phan co ban
cua phan tng PCR: dNTPs, Taq polymeraza, dém cho enzym) chi can thém ADN
khuon va cac moi dac hiéu dé khuéch dai cac bang ADN. Néu st dung cac hoa chét
riéng 1é, can tuan thu ding huéng dan st dung cua Hang san xuat khi chuan bi phan
tmg. TAt ca cac dng duoc giit lanh trén dé trude khi b6 sung ADN khuodn va cac moi
dic hiéu. Thé tich cudi cing cta phan tng thay doi tir 10-15 pl (khéng nén nhiéu hon
dé tiét kiém cac hoa chét), trong d6 c6 10-20 ng ADN khuén va ndng do cac mdi thay
d6i tr 0,3 pM dén 1,0 pM. San pham ARMS-PCR duoc dién di trén gel agaroza va

nhudm ethidium bromua.
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Gen beta globin chi ¢ 1 ban copy trong hé gen, nam trén nhiém sic thé s6 11
ma héa cho chudi protein B globin. Hau hét cc dot bién xay ra trén gen nay gy ra
bénh thiéu mau beta thalassemia la cic dot bién diém. K§ thuat ARMS-PCR duoc st
dung rong rai dé phat hién cac dot bién diém. Vi tri ctia cac moi (CD-M) phiét hién 4
dot bién xay ra phé bién & nguoi Viét Nam duge mo ta trén Hinh 1.

Vi du thye hién gidi phap hiru ich

Quy trinh ma giai phap hitu ich dé xuat dugc ap dung dé thiét ké cac moi va su
dung chung trong ciing moét phan tmg ARMS-PCR da mdi dé phat hién ngudi mang
gen beta globin bi dot bién & cac ma di truyén 17, 26, 41/42 va 95. Quy trinh nay gdm
céc budc chi tiét nhu sau:

a) Thiét ké mdi cho phan tng ARMS-PCR da moi

Str dung chuong trinh FastPCR dé thiét ké cac mdi dua vao trinh tu nucleotit tir
vi trf 62.041 dén 62.820 ctia gen beta globin (HBB) ma s6 U01317.1 trong ngan hang
dir liéu DataBank.

Mbdi Control-1 duoc thiét ké theo dang trinh tu da chon ¢ trén nhung cac moi
dac hiéu véi dot bién va mdi Control-2 duge thiét ké dua vao trinh tu bd sung. S6
nucleotit ctia timg mdi duge lwa chon sao cho gia tri Tm ctia cac mdi nay déu cao hon
55°C va khong sai khac nhau qua 3°C.

- MOi dic hiéu dé phat hién dot bién diém thay thé ma di truyén 17 (AAG) thanh
(TAG) c6 dau tan ciing 3° 1a A.

- Mdi dic hiéu dé phat hién dot bién diém thay thé ma di truyén 26 (GAG) thanh
(AAG) c6 dau tan cing dau 3’ 1a T.

- Mbi dic hiéu dé phat hién dot bién mét (TCTT) & 2 ma di truyén 41/42 c6 dau 3’
khong chira AAGA.

- Mbi dac hiéu dé phat hién dot bién thém nucleotit A lam dich khung doc tai ma di
truyén 95 (AAG) thanh (AAA) c¢6 dau tan cling dau 3 1a T.

Vi tri cac moi duoc trinh bay trong Hinh 2. Trinh tu nucleotit va gia tri Tm ctia
cac mdi tinh theo chuong trinh FastPCR dugc trinh bay trong Bang 1. Kich thude cac
doan ADN khuéch dai boi cac cip mdi trong cling mot phan ing PCR duoc trinh bay
trong Bang 2.

Céac mdi duge dat mua tir Hang IDT (M¥). Moi ¢ dang dong khd. Str dung nude
cét hai 1an khur trung dé pha lodng moi vé ndng d6 100 uM theo hudng dan chi tiét ctia

hang san xudt. Mdi duge bao quan & -20°C.
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T ndng d6 gbe 100 uM, cac mdi tiép tuc duoc pha lodng vé nong do thich hop

bang nudc cit hai lan khir triung. Sau khi pha lodng, cic mdi duoc bao quan ¢ -20°C.

Cong thire pha moi duoge trinh bay trong Bang 3.

Béang 1: Trinh tu nucleotit va gid trji Tm clia cac mdi dugce tinh toan theo chuong trinh
FastPCR. Céc nucleotit danh dau 1a nhitng nucleotit dot bién (thay thé hodc thém vao)

Moi

Trinh tw

Cac gia tri Tm tinh theo 5 cong thire (FastPCR)

Control-1

SEQ ID NO: 1

Tm = 59,3°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 64,6°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 60,1°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,6°C (Tm = 75,1 + 11,7Log[K+] + 0,4 1(GC%) -528/L)
Tm = 58,6°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L)

Control-2

SEQ ID NO:12

Tm = 59,0°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 65,7°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 61,2°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,5°C (Tm = 75,1 + 11,7Log[K+] + 0,41(GC%) - 528/L)
Tm = 59,3°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L)

CD17M

SEQ ID NO:3

Tm = 60,6°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 64,8°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 59,7°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,5°C (Tm = 75.1 + 11.7Log[K+] + 0.41(GC%) - 528/L)
Tm = 59,5°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L

CD26M

SEQ ID NO:4

Tm = 63,1°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 65,2°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 65,5°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,6°C (Tm = 75,1 + 11,7Log[K+] + 0,41(GC%) - 528/L)
Tm = 58,6°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L)

CD41/42M

SEQ ID NO:5

Tm = 60,4°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 64,3°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 62,0°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,5°C (Tm = 75,1 + 11,7Log[K+] + 0,41(GC%) - 528/L)
Tm =59,3°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L)

CD95M

SEQ ID NO:6

Tm = 61,3°C (Allawi's thermodynamics parameters)

Tm = 67,1°C (Sugimoto's thermodynamics parameters)

Tm = 61,2°C (SantaLucia's thermodynamics parameters)

Tm = 60,5°C (Tm = 75,1 + 11,7Log[K+] + 0,41(GC%) - 528/L)
Tm =59,3°C (Tm = 64,9 + 41(nG + nC - 16,4)/L)
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Bang 2: Kich thudc cac bang ADN duoc khuéch dai trong phan tmg ARMS-PCR da
moi dé phat hién dong thoi cac dot bien

Cip mdi Muc dich sir dung Kich thuéc san phim (bp)
Control-1/Control-2 Noi chuén 714
Control-1/CD17M Phét hién dot bién CD17 205
Control-1/CD26M Phat hién dot bién CD26 226
Control-1/CD41/42M Phat hién dot bién CD41/42 410
Control-1/CD95M Phat hién dot bién CD95 559

Bang 3: Chuén bi ndng d6 cac moi thich hop cho phan img ARMS-PCR

Mdi Thé tich mdi géc 100 pM | Thé tich H,O | Nong do mdi cudi ciing
(nh) () (nM)
Control-1 10 90 10,0
CD17M 5 495 1,0
CD26MR 5 495 1,0
CD41/42MR 5 195 2.5
CD95SMR 5 195 2,5
Control-2 5 95 5,0

b) Thuc hién phan ing PCR

St dung 2xGotaqMaster Mix (dd du thanh phan co ban ctia phan uing PCR:
dNTPs, Taq polymeraza, dém cho enzym) cung cip boi hing thuong mai Promega
(Code M7122). Chuén bi phan tng c6 téng thé tich 1a 15 ul theo huéng dan trinh bay

trong Bang 4.

Bang 4: Thanh phan va diéu kién phan tng ARMS-PCR da moi dé phat hién dong

thori ca 4 loai dot bién

biéeu kién

Thanh phin Thé tich (ul)
H>0 3,1
2x Gotaq Master Mix 7,5
Control-1 10 uM 1,0
CDI17M | uM 07 |
CD26 M 1 uM 0.4 |
CD41/42 M 2,5 uM 0,3
CD95 M 2,5 uM 0,6 |
Control-2 5 pM 0,4
ADN (20 ng) 1,0
Tong 15,0

94°C trong 5’

Lap lai 40 chu ky, mdi chu ky
bao gom ( 94°C 30", 68°C
207, 72°C 15)

72°C trong 5°.
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San phém ARMS-PCR da méi duogc dién di trén gel agaroza 2% (Hién thi trong
Hinh 3). Su ¢c6 mét cua cac bang ADN vai kich thude trinh bay trong Bang 2 cho phép
két luan c6 dot bién. Cac mau s6 3 va s 7 khong chira dot bién, cac mau con lai co 1
hodc hai loai dot bién.

Hi¢u qua dat dwgc cua gidi phap hitu ich
- Cac mdi duoc thiét ké déu co gid tri Tm cao va khong sai khac nhau quéa 3°C dam

bao tinh dac hiéu, kha ndng gan ctia cdc mdi vao khudn va cadc doan ADN dugc
khuéch dai xay ra nhu nhau.

- Két hop ctia mdi Control-1 voi cac moi dac hidu dot bién dam bao khuéch dai cac
bang ADN cho phép xéc dinh timg loai dot bién.

- Két hop cua mdi Control-1 v&i Control-2 khuéch dai bang ADN dugc xem la noi
chuén x4c nhan chét lugng ADN khudn va cac thanh phan ctia phan tmg PCR déu tét.

- Phan tmg ARMS-PCR da mdi cho phép phat hién dong thoi 4 loai dot bién ¢ cac
ma di truyén 17, 26, 41/42 va 95 ¢ nguoi lanh mang gen bénh hodc ¢ cac bénh nhan
chan doan mic bénh thiéu mau beta thalassemia.
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2381

YEU CAU BAO HO

17, 26, 41/42 va 95 trén gen beta globin bao gdbm cic budc:

a) Thiét ké mdi cho phan ing ARMS-PCR da moi

Thiét ké cdc mdi dic hiéu cho nucleotit dot bién xay ra trén gen bera globin st
dung phan mém thiét ké truy cap mién phi trén internet va dua vao trinh tu nucleotit tir
vi tri 62 041 dén 62 820 cua gen beta globin (HBB) ma s6 U01317.1 trong ngan hang

dir liéu DataBank; trong dé cac moi thiét ke dugce c¢6 cac thdong s6 nhu sau:

Moi

Trinh tw

Gi4 tri Tm tinh theo 5 cong thirc

(FastPCR)

Control-1

SEQ ID NO: |

Tm =59,3°C
Tm = 64,6°C
Tm = 60,1°C
Tm = 60,6°C
Tm = 58,6°C

Control-2

SEQ ID NO:12

Tm = 59,0°C
Tm =65,7°C
Tm=061,2°C
Tm =60,5°C
Tm = 59,3°C

CDI7M

SEQ ID NO:3

Tm = 60,6°C
Tm = 64,8°C
Tm = 59,7°C
Tm = 60,5°C
Tm = 59,5°C

CD26M

SEQ ID NO:4

Tm =63,1°C
Tm = 65,2°C
Tm = 65,5°C
Tm = 60,6°C
Tm = 58,6°C

CD41/42M

SEQ ID NO:5

Tm = 60,4°C
Tm = 64,3°C
Tm=62,0°C
Tm = 60,5°C
Tm = 59,3°C

CD95M

SEQ ID NO:6

Tm=61,3°C
Tm=67,1°C
Tm=61,2°C
Tm =60,5°C
Tm = 59,3°C

va

b) Thuc hién phan tng PCR: Két hop tat ca cic mdi v6i nhau trong cling mot phan
ing ARMS-PCR da mdi, st dung khuén 1a ADN tach tir mau sinh pham; thé tich phan
tmg tir 10 dén 15 pl; chu trinh phan g bao gém: 94°C trong 5 phut; 1dp lai 40 chu
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ky, mdi chu ky bao gém (194°C 30 gidy, 68°C 20 giay, 72°C 15 gidy); 72°C trong 5
phut; San phém ARMS-PCR duoc dién di trén gel agaroza va nhuom ethidium

bromua.
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Hinh 1
ATG CDI7M  CD26M  CD41/42M  CDI5M Control-2
) — — 4 < <
N T
Control -1
Gen beta-globin
Hinh 2

atotast cetagy.

Centrel1

CDIIM CDzeM

geac gtggats
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Hinh 3

¢~ T14 bp - Ni chuan

g 550 bp — DYt bien (DS
4— 410 bp — Brot bién (D412
¥ 226 bp - Dt bicn (D26

™% 1205 bp — Dot bién CD17
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DANH MUC TRINH TU

<110> Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Qubc gia Ha Noi (VN)

<120> Quy trinh thuc hién phan tmg ARMS-PCR da mdi dé phat hién ddng thoi 4 loai dot
bién & cac ma di truyén 17, 26, 41/42 va 95 ctia gen beta globin gy bénh thiéu méu beta
thalassemia.

<210> 1

211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhan tao

<223> Moi

<400> 1
ccaatctactcccaggageagg

<210> 2

211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhén tao
<223> Moi

<400> 2
cgatcctgagacttccacactgatg

<210> 3

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty téng hop nhan tao
<223> Moi

<400> 3
ccaccaacttcatccacgttcaccta

210> 4

211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hop nhén tao
<223> Moi

<400> 4
ataccaacctgcccagggectt

<210> 5
<211> 25

-15-



2381

<212> ADN
<213> Trinh tu tdng hop nhan tao
<223> Moi

<400> 5
acagatccccaaaggactcaaccte

<210> 6

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh tu téng hop nhén tao
<223> Modi

<400> 6
gttctcaggatccacgtgcagcettt

<210> 7

<211> 780

<212> ADN

<213> Trinh tu gen beta globin ma s6 U1317.1 tix vi tri 62041 dén 62820

<400> 7

1 gagccacacc ctagggttgg ccaatctact cccaggagca gggagggcag gagccagggce

61 tgggcataaa agtcagggca gagccatcta ttgcttacat ttgcttctga cacaactgtg
121 ttcactagca acctcaaaca gacaccatgg tgcacctgac tcctgaggag aagtctgccg
181 ttactgccct gtggggcaag gtgaacgtgg atgaagttgg tggtgaggcc ctgggcaggt
241 tggtatcaag gttacaagac aggtttaagg agaccaatag aaactgggca tgtggagaca
301 gagaagactc ttgggtttct gataggcact gactctctct gectattggt ctattttccc
361 acccttaggc tgctggtggt ctacccttgg acccagaggt tctttgagtc ctttggggat
421 ctgtccactc ctgatgctgt tatgggcaac cctaaggtga aggctcatgg caagaaagtg
481 ctcggtgcect ttagtgatgg cctggctcac ctggacaacc tcaagggcac ctttgccaca
541 ctgagtgagc tgcactgtga caagctgcac gtggatcctg agaacttcag ggtgagtcta
601 tgggaccctt gatgttttct ttccccttet tttctatggt taagttcatg tcataggaag
661 gggagaagta acagggtaca gtttagaatg ggaaacagac gaatgattgc atcagtgtgg

721 aagtctcagg atcgttttag tttcttttat ttgctgttca taacaattgt tttcttttgt
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