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Tom tat

DNA macroarrays vm 7 méu do kiéu dai va 12 mau do kidu dét bién da dupc thiét ké thanh cong aé phat
hién céc kleu dbt bién riL180M va rtM204V/I, vén hén quan dén tinh khéng Lamivudine: nA181TV va
1IN236T, vén lién quan dén tinh khang Adefovir; tL180M, ntM204V/l, tT184S/G; rtS202/ va ntM250V/1, vén
lién quan dén linh khdng Entecavir & vi rit viém gan 8 (HBV). Dé qué trinh lai z:b thé dugc thuc hlén trong
bng eppendorf 2 mi, cac diéu kién lar d5 duyc t6i wu héa bao gom nhiét di lai la 54°C, t6c @ Idc 600
vong/phuit, fueng san phdm PCR st dyng lé 20 ul. V&i dibu kién lai t6i uu nay, 12 dpt bién khang thude déu
dure phal hién chinh xac va khong xdy ra hién tupng duvng tinh g/é do fai chéo. Uu iém chi ybu cla quy
trinh phén tich méi ndy lé nhanh va chi yéu cu céc thiét bj don gian.

Tir khéa: DNA macroarrays, khang thube, viem gan B, dét bién, phén tich nhanh
Abstract

DNA macroarrays mnlammg 7 w:ld Iype probes and 12 mutant-type probes were successfully developed to
defect d with the of Hepatitis B virus (HBV) to Lamivudine (LAM),
Adefovir (ADV) and Entecavir (ETV}. These mutations include rtL.180M and M204V/I, associated with LAM
resistance; nA181TNV and riN236T, ji with ADV ist ; nL180M, riM204V/l, nT184S/G,
82021 and rtM250V/i, ialed with ETV i The Dphmal for DNA
hybridization in 2-ml eppendorf tubes were: hybridization temperature of 54°C, rotation speed of 600 rpm
amount of PCR product of 20 ul. Under these oplimal condiions, all target mutaUDns were accurately
detected by DNA macroarrays without false positive LY due to i The main
advantages of this new method, based on DNA macroarrays for delection of drug reyslance in HBV, are
rapidity and simplicity (no special equipment required).
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1. Dt vén 48

Viém gan B la mot bénh truyén nhiém nguy
hiém & gan do vi rit HBV (Hepatitis B virus) gﬂy ra.
Theo mot nghién ciu cua Té chuc Y & Thé gi6i
(WHO), trong nam 2015, ¢6 dén hon 250 tnéu ca
méic viém gan B mén tinh trép toan thé gidi [1). Viét
Nam la mdt trong nhimg quoc gia cd géah ning v&
béuh viém gan B man finh trdm trong nhit trén thc
gii véi khoang 8,6 triéu ca [2). Néu khong duge didu
tri diing cdch, bénh viém gan B min tinh la nguyén
nhén chinh géy X0 gan va ung thu gan. Trong nim
2015, HBV la nguycn nhén coa gan 900000 ca nir
vong trén toan the gidi [1].

Thugc ho Hepadnaviridae véi nhiéu dic tinh
fuong tu mét s6 logi retrovirus, HBV ¢6 hé gen I4
mot phan tr DNA dang vong, xodn kép khdnog hoan

“ Dia chi lién hé: Tel.. (+84) 912.361.276
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chinh var kich thuée khuang 3,2 kb [3]. Hé gen nay
bao gdm 4 khung doc mé xép chdng 1én nbau mi béa
cac khing nguyén bé mat, \hang nguyén 15i, khiog
nguyén e, proten X va mot DNA polymerase c6 ¢a
hai hoat tinh DNA-dependent DNA polymerase va
RNA-dependent  DNA  polymerase (reverse
transcriptase) dé phyc v qué trinh tii ban DNA clia
vi it thong qua pgRNA (pregenomic RNA) [3). Do
tin sudt sao chép sai coa hoat tinh reverse
transcriptase 1a cao (107 trén mol nucleotide trong
mgt ngdy) nén & mdi bénh nhan ton fai mét quan the
cac logi vi rit c6 h¢ gen lién quan dén nhau nhung
khéng g\ong nhau hoan toan (4). Uéc tinh méi ngay
8 khoang 107 sao chép 181 trong qua trinh t4i bin cla
HBV frong co thé ngudn bénh vi mat sé cdc bién lhe
ndy c6 lhé tes thanh cde ching dét bién chidm da sé
dudi tic dyng cha 4p lre chon loc {4y,

Hién nay, dé diéu trj bénh viém g

f gan B man tinh,
6 thé st dyng liéu phap diéu 1 bing chat[m;n; nr
nucleoside/nucleotide (NA) hoic liéu | phap 1FNa (cu


mailto:hoa.lequang@hust.edu

P 'ui Khoa hoc va Cong ngh¢ 132 (2019) 094-100

ﬁ \hé PeglFNa). Uu diém chinh ctia liéu phép sir dung
PeglFNa a cho phép kich hoat h¢ théng mién dich
cba ngudi bénh nhim kiém soét sur nhan 1én cba vi rat
ogay cé kht d& ngung sit dung thubc. Tuy nhién, li¢u
phip ndy co nhicu diém han ché nhu ty 18 dap img
thuse thip, gly ohiéu higu img phu va c6 gia thanh
a0 [S]. Do vdy, & nuée ta hién nay, NA duoc si
dung chil yéu dé didu trj bénh viém gan B man tinh
do kh ning dép img lhucc rAt 8t cia ligu phép nay.
Tuy nhlén han ché chu yeu cua liéu phap nay 12 nguy
o xuat hién clc dot bién khang thudc sau mét thoi
gian sir dung. Cho dén nay, nhiéu dét bién khang NA
42 duge phit hién bao gom: rtL180M, tM204V/1 lign
quan dén tinh khdng Lamivudine; nAI8IT/V,
N236T lién quan dén  tinh khang  Adefovir,
AL180M, rtM204V/1, rtT184S/G; riS2021; tM250V/T
lién quan dén tinh khing Entecavir [6].

pé pht hign tinb khéng thuéc NA & HBV, hai
loai phuong phép thudng dugc sir dung hién nay la
pbuong php giai trinh fy vi phuong phép Jai nguoc
(reverse hybridization) dya trén sinh phim thuong
mai INNO-LiPA. Han chc chu ycu cia clia phuong
phdp giai trich nr Ja yéu ciu trang thiét bj dc thd va
ky ning phén tich tin sinh hoc ket qua giai trinh tu.
Mat khic, glél trinh e khong cho phép phét hi¢n céc
46t bién mai xuét hign voi tan sb thip trong quan thé
HBV [7]. B smh phém thuong mai INNO-LiPA cho
phép gidi quyét duge chc han ché trén nbung vio ¢6
mirc gi4 sinh phdm va thiét b cao. Ciing ¢6 wu diém
13 phat hién duge nhidu ddt bién trong ciing mét phep
thr, DNA macroarrays con gmp gidm gia thanh cia
phép phan tich dzc biét khi s luong dt bién cin phat
hién 13 16m (8). Muyc tiéu cia nghién ciu nay i phét
| tién DNA macroarrays cho phép phét hign cac dot
| bién thmg  gap lién quan dén tinh khéng
Lamivudine, Adefovir va Entecavir voi cac thibt bj
don gian, phit hop vén diéu kién Viét Nam.

2. Vitli¢u vi phuong phap nghién ciru

21. Plasmid chica ving gen kidu dai va cdc
oligonucleotide kiéu dpt bién gin biotin

Ving gen kidu dai duoc khuéch dai tir miu
| DNA thé gen ciia HBV biing PCR véi ciip mbi lnno-
HBV-F (5-CGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC-
¥); vi Inno-HBR (5'-AGAAAGGCCTTGTAAGT-
TGGCGA 3’), sau dé6 duge tich dong vao vecto
pIETL.2 réi duge gidi trinh tr aé l(|cm tra tinh uong
bop voi c4c miu do kidu dai dugc thiét ké. Pé kiém
ta khia ning phat hién cic kiéu dot bién, 12
ullgonucleonde ¢6 trinh ty bAt cip bb sung vai clc
mau d kiéu 4t bién duoc tdng hop héa hoc va duoc
dinh déu biotn & ddu 3.

- 22. PCR bir dbi

Dé a0 DNA kiéu dai lai vér DNA macroarrays,
ky thudt PCR bt déi duge sir dung voi thé tich phan

95

img 14 S0ul bao gdm céc thanh phén: 50 hode 1000
phién ban plasmid DNA kiéu dgi va 25 pl GoTaq®
Colorless Master Mix 2X; 2,5 pmol mdi xudi Inno-
HBV-F; 50 pmol mdi ngugc Inno-HBR-Biotin (trinh
ty nhu & trén nhung duoe bién ddi biotin & diu S ).
Chuong trinh nhiét coa phén img nhu sau: 95°C, 3
phit; 50 chu ky (95°C, 30 gidy; 53°C, 30 gidy; 72°C.
50 gidy); 72°C, 2 phut.

2.3. C6 djnh mén do lén mang nylon

Mang Amersham Hybond-N (GE Healthcare)
duge cit thanh cic manh nhé kich thuéc 2, ,0% 1,2 em
va duge chia deu thanh 3 c8t x 5 hing tuong duong
véi 15 drém ¢b dinh. Sau d6, ding pipet dé cham 0,2
pl cc mu do 1én timg vi tri (Hmh 1). Bay mau do
kidu dai dugc trdn véi nhau aé dat néng a6 cudi cua
mbi miu dd 14 s uM trudc khi duoc cham 18n vj trf sb
1 trén méang. Cac miu do kiéu dot bién duoge pha
]uﬁng trong dém TE vé ndng d3 10 uM va duoge chim
riéng 1€ 1én 12 vi tri khic nhau trén ming.
Oligonucleotide (T)z gin biotin & diu 3'(2 uM)
duge chim lén mang & 2 vi iri con lai dé 13m kiém
chimg. Sau khi chim mau mang dugc siy o 80°C
trong 2 tiéng d& cb dinh miu do va bio quan & nhigt
49 phong trong tii nhdm han kin ¢ gé1 hit am.

2.4, Phirong phdp lai va hién thi két qud

Quy trinh lai bao gbm cac bude sau: ming duge
lai so b trong 30 phat trong bng eppendorf 2 ml
chira 1.2 ml dung dich dém lai SSPE 5X (0,75M
NaCl; 50 mM NaH:POs, SmM EDTA, pH 7,4) dugc
bé sung thém 0,1% SDS trén thiét bj ThermoMixer
(Eppendorf) ¢ nhi¢t d lai 1a 54°C. Sau d6, dich tién
lai dugc thay thé bing 1,2 m] dém lai moi. San pham
PCR bt doi (20 pl) hodc céc oligonucleotide gan
biotin duge bién tinh ¢ 95°C trong 5 phul trude khi
duge bd sung vao 6 ong lai. Qué trinh lai dién ra trong
1 gio vai t6c do lic [4 600 vong/phit. Tiép theo,
méng lai duuc rira hai lan ¢ nhiét dé lat 14 54°C, mbi
14n 15 phit bang 2 ml] dém la1 mé1. Sau dé, cic mang
lai duge chuyén vao che hién mau chira 10 ml dung
dich blocking (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM
NaCl; 0,05% Tween 20, 1% Blocking Reagent
(Roche)) va Jic 300 von Phut trép ThermoMixer.
Sau 30 phit blocking, bo sung 3 ul cong hop
Streptavidin Alkaline Phosphatase (Promega) vé ticp
tuc 1 ldc trong 30 phit. Sau do, ce mang dugc rira 3
1dn (md1 13n 10 phat) bing 20 m! @ém TBS (100 mM
Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20)
truée khi duge hlen mau bfmg co chit NBT/BC]P
(Promega) theo hudng ddn cia nhd san xuat. Phan
img hién mau dugc dimg bing dung dich EDTA 100
mM. Dc tdi uu héa quy trinh laj, cac théng so sau da
duoc bién dbi: nhiét d6 lai tir 52 aén 56°C, tde do lic
tr 0 dén 900 vong/phit, lugng san phim PCR sir
dung trong phan ing lai tir 5 dén 50 pi.
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2.5. Phiromg phdp fin sinh hoc

Trinh nr gen kiéu dai va kiéu dét bién duoc liy
t\‘l‘ngén hang GenBank Tm dugc tinh bang phan
mém tryc tuyén tai hip://biophysics.ididna.com/.

3. Két qua va thio lujin

MGt quy trinh phén tich hoan chinh tinh khéng
thude ciia HBV tr miu huyét thanh, huyét tuong coa
nguéi bénh dya wén ky thugt DNA macroarrays s&
bao gdm 3 giai doan chinh sau: (i) tach chiét DNA vi
it tir mau bénh pham; (1i) khuéch dai ving gen dich
bing ky thuat PCR bat dét; (i) lai san phdm PCR véi
mang DNA macroarrays dugc cb dinh céc miu do
phat hién cac kiéu dét bién lién quan dén tinh khéng
thuéc cia HBV. Trong bai bio nay, ching tai 1ap
trung trinh bay cac két qua nghién ciu lién quan dén
viée tao mang DNA macroarrays va géi wu hoa ciac
diéu kién cia phén frog lai phan tr von [a giai doan
quyét dinh tinh chinh x4c ciia quy trinh phan tich.

3.1. Thiét ké méu do

Ciing giong nhu cc phuong phép dua trén phan
img lai phin tr khac, miu do trong ky thuit DNA
macroarrays ¢6 vai tra trung tam quyét dinh 4o dac
hi¢u, 9 nhay cua quy trinh phén tich, Tropg nghién
clru nay, chien luoc thiét ké cac mau db ngin (d6 dac:
13-19 nucleotide) da duoc sir dung. So véi mau do
dat, chién luge nay c6 2 vy didm sav: (i) han ché phai
thiét ké nhiéu bién (hé mau do cho cdc dot bién dong
nghia; (1i) sai khdc mét nucleotide sé anh huéng lén
hon dén d§ bén cua san phim lal khong dic hi¢u, Bén
canh 46, dé han ché sb lugng méu do phai thidt ké,
trinh ny ede mau do duge thiét ké theo che kidu gen B
va C vén 14 céc kidu gen phd bién nhét tai Vit Nam
hién nay [9] Béldér'n bao kha ning lai déng déu, cic
miu do duac thiét ké sao cho Tm cta ching dao déng
trong khoang tir 55 dén 60°C vén cic théng s ndng
8% mau do va trich ty dich déu 13 0,2 uM va ndng dd
Na", K* 12 800 mM vén la néng 4% Na“ ciia dung dich
5X SSPE dugc dung trong qui trinh lai). Cub) cang,
voi mdi dgt bién cén phat hign, chiing 161 déu thiét ke
thém cae mAu db kiéu dai trong tmg, Didu ndy ginp
ban ché phan img chéo cua DNA kicu dai cia HBV
véi mau db kiéu dot bién do valy gilip dam bao dj dxe
hi¢u ca quy trinh phén tich. D¢ dam bao kha ning cé
dinh cia cdc mdu do trén mang nylon, dudi poly(T)z
duge thém vao diu 5° cia _m5i trinh tr miu do. Két
qui thiét ké cac miu do kiéu dai va mau do kiéu dgt
bién dé phat hién cac dot bién nL180M, RAI8IT/V,
nT1848/G;  nS2021;  rntM204VA,  nN236T;
iM250V/1 lién quan dén tinh khéng Lamivudine,
Adefovir va Entecavir dugc trinh bay trong Bang | va
Bang 2. Téng cong c6 7 mﬁuAdé kicu da va 12 miu
do kidu do6t bién da duge thiét ké. Tm bit cip ding
cua 19 miu do niy la dao dong trong khodang tir 55,3

- S

4én 60,1°C. Cac sai khhc vé Tm (Arn) gilia phan (mg
l2i dic hi¢u va phan {mg lai chéo cta cac m:ﬂu do kaleu
dai 14 dao déng mong khoang 1 4,3 dén 15.7°C.
Trong khi d6, ddi véi cac mau do kiéu 30t bién. ﬁ“
B4 tri ndy bién thién trong khoang 1ir 5,7 dén 22,7°C.
Gé trj At cang I6m thi phan tmg lar cang dac hiéu va
cang d2 lya chon nhi¢t dé lai pht hop voi tat ca cae
miu db.

3.2. T6i 1 didu kign lai trong dng eppendorf 2 ml

Quy trinh lai DNA macroarrays thuong duge
thue hién trong cac 16 lai chuyén dung, c6 gid thanh
cao ma khéng phar bit cir phong thi nghiém tai Viét
Nam ciing dugc rang bj. Do vdy. trong ng,hjcn ciu
ndy, chiing t6i da téi wu diu ki¢n Jai dé c6 thé thuc
hién qu4 trinh lai trong éng eppendorf 2 ml trén cic
bé &n nhiét khé. Dé co thé vira duge dng eppendorf 2
ml, ching t6i da wiét ké mang DNA macroarrays cé
kich thude 1,2 crm x 2,0 cm véi 15 diém cd dinh cac
miu dé dugc chia lam 3 cpt (Hioh 1). Do tbng sb
lugmg miu do 12 19 va muc dich caa nghién ciru la
phat hién che kidu dot bién nén todn bd cic miu dé
kiéu dai da duoc trén theo cing ty 1& sé mol thanh
mét bén hop duy nhé} dé cb dinb lén mang 1ai vj td
s6 1. Bén canh d6, dé kiém tra qua trinh hidn thi tn
hiéu fai va xac dinh vy (ri cac mau dd, oligonucleotide
(T gén biotin & ddu 3’ da duoc cb dinh tai 2 v i
bat o1 ximg CT trén mang (Hioh 1), Cic mdu do
kiéu dét bién duge cb dinh vao 12 vi tri con lai.

3.2.1. T6i 1ru nhiét dp lai

Nhiét d§ lai ¢8 4nh hudng quyét dinh dén 6 dic
hiéu va dg nhay cia phin img lai. Nhigt d¢ lai thap s&
1am gidm 4§ dic hitu trong khi nhiét d¢ lai qud cao s&
gidm cuong dd tin hiéu lai. Nhy da néi & trén, muc
tidu cua nghién ciru ndy 14 phét hién cic dang dot
bién nén can logi bo céc phan mg lai chéo cia DNA
HBV ki¢u dai véi cdc mau dd kidu dot bign. Céc két
qud lai cila mdu DNA HBV kiéu dai véi mang DNA
macroarrays & cde nhi¢t d 52, 54 va 56°C cho thiy &
Vit ¢4 cic nhiét d6 lai thir nghiém, vi tri miu do kiéu
dai.déu cho tin hiéu 5 cé thé quan st béng mit
thuomg (Hinh 1). Tuy nhién, nhiét d¢ lai cang cao thi
cudng dg tin hidu cang giam. O nhiét dé lai 52°C,
xuat hién tin hidu Tai khong dac hiéu tai ce vi tr miu
d6 180L-M, 181A-T, 184T-SI, 202S.I, 204M-V,
204M-1, 236N-T, 250M-V v4 250M-] G cic nhiét o
11 54 va 56°C, hién tugng lar chéo nay duge loai bo
triét de. Tur ddy, ching t6i da lya chon 54°C 13 nhiét
dd 1ai cho cac thi nghiém 1iép theo.
3.2.2 Téiwu t6c dp lac

Trong cac 16 lai phan v 1ny
lai duge quay tron mét cach 11&
DNA trong dung dick duoc ph
mac db dich lai khong ngdp hit

yen lhéng, che bng
N [ue gilip cac phan nir
a0 bO deu trén mang
¢ Diéu ndy giup
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lg,l zm thé tich cia phan g lai, ing néng dg cia
DNA dich két qua la gitp ting dé nhay. O trong
ng}ucn clru nay, thé tich cta phan img lai thyc hién
trong bng epgendorf 2 ml dé duoc gidm xuong chi
con 1,2 ml dé dém bao mang ludn ndm trong dung
dich lai. Chu héi dugc dit ra & ddy 1a ligu co can thye
hién qué trinh déo tron nira hay khéng. B¢ tra 1oi cau
hoi pdy, ching t6i d3 thir nghi¢m phan img lai trong
cée dicu kién khong khudy trén vi c6 khudy trdn rén
méy bn nhiét ¢6 1ic ThermoMixer (Eppendorf) & cac
toc do 0, 300, 600 va 900 vong/phit. Két qua lai
(Hinh 2) cho Lhﬁy cudng d¢ tin higu lai dat mic cao
nhit kbi tdc 49 Tc 1a 600 véng/phit. O téc 4% 900
vog/phit, cudmg 49 tin hiu lai b gidm co thé 14 do
the dgng phdi hop clia tic ddng co hoc va nhiét dp lai
cao 4 1am gidm hiéu qua clia phan {mg lai.

3.2.3. T6i wu luomg sin phdm PCR st dung trong
phin img lai

Pé gidam chi phi cl\u buée khuéch dar ving gen dich
bing PCR nhung van dam bao dd nhay ca phan \mg
Iai, luong sén phém PCR sir dung trong mét phan tmg
lai da duge ton uu hda. Mat céch cu thé, 6 phan (mg
PCR véi nong d6 khubn & mitc can ngudng 1a 50
phién ban/phan (mg di dugc thyc hién va sin phum
cia cac phan img nay duge trdn lai thanh mét hdn
hgp duy nhat dé sir duog trong céc phin \mg lai voi
cac thé tich san pham PCR dao déng tir 5 dén S0 pl.
Két qua lai (Hinh 3) cho thiy lugng san phim PCR
sit dung cang nhiéu thi cuong d§ tin hiéu lai thu duge
cang manh va khong xuét hién phan (mg lai chéo
ngay ca khi sir dyng 50 pl sdn pham PCR. Tuy nhién,
giita hai thé tich 20 va 50 ul san phém PCR dugc sit
dung, sir gia ting cudmg dd tin hiéu 14 khong déng ké
Do vay, lugng san phim PCR sir dung trong phan
tmg lai cho cic thi nghiém tiép theo duge cd dinh &
mire 20 pl.

Béng 1. Trinh ar va dic tinh nhiét déng hoc cia cée miu do kiéu dai

Tén \ R Tmbat | Tm bt cap
STT i Trinb iy mau dd (5°-3°) c¥p ding | vé cdc kidu Atn (°C)
mau do ©°C) | ddtbién (°C)
1 180L HTTTCTCCTGGCTCA 60,1 46,6 13,5
2 181A | tttrteetttitttttCTOCCTGGCTCAGT 59,7 44,0 - 49,3 10,4 - 15,7
3 184T | titttttetttittttt CAGTTTACTAGTGCC 57,2 41,5 - 50,8 6,4-157
4 2028 ittt GCTTTCAGTTATATGG 55,7 49,2 6,5
5 204M ttCAGTTATATGGATGATG 55,9 47,3-49,9 6,0 -8,6
6 236N | tirttutettttttt ACATTTGAACCCTAA 553 51,0 4,3
7 250M | ttretttetuttutttt TTAACTTCATGGGATAT 56,5 479-483 8,2-8,6

Chii thich: Trinh ne méu dé diwoe viét hoa: duoi poly(T)zo viét thiemg: céc vy 1ri xay ra dr bién duge gach chin

Bang 2. Trinh fy va d4c tinh nhiét déng hoc cua cac mau dd kiéu ddt bién

" T bét Tm bit cip
STT T“;L"a“ Trinh ty miu do cipding | véikidudai | ary,(°C)
) C)

1 180L-M | ttitttutttttittt TTTCTCATGGCTCA 573 51,6 5,7
2 181A-T | mitttrtrttttttt TCTCCTGACTCAGTT 59,9 49,8 10,1
| 3 [ [81A-V |ttt CTCCTGGITCAGTT 57,9 51,1 6.8
|4 [ 184T-S1 | ttreteetterttet CAGTTTICTAGTGCC 58,0 494 8,6
|5 | 184T-S2 AGTTTAGTAGTGCC 57,2 51,2 6,0
|6 | 184T-G | ettt CAGTTTGGNAGTGC 57.2 34,5 22,7
|7 | 202S-1 | ettt GGCTTTCATTTATATGG 57,3 50,1 72
|8 |204M-V | tatatettttutttCAGTTATGTGGATGAT 57,1 48,7 84
|9 | 204M-1 | nittteitttettaattt CAGTTATATCGATGATG 56,0 43,7 12,3
10 | 236N-T | trtttteetttrtttt ACATTTGACCCCTAA 58,0 44,2 13,8
11| 250M-V | ttettttittrittnitt TTAACTTCGTNGGATAT 59,6 52,2 74
12| 250M-1 | tettttettucttiett CTTAACTTCATAGGATATA 55,4 48,2 7,2

Chi thich: Trinh ne méu d6 duwor viét hoa: dusi poly(Tjx viér thiong: cdc vy tri xay ra dst bién diege gach chdn
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Hinh 1. Anh huéng ciia nhiét d¢ dén d dac higu cia phan img lsi gita DNA HBV kiu da véi céc mau do.
A: 52°C; B: 54°C; C: 56°C; D: vi tri cdc mau do, | hén hop mau do kiéu dai; 2: 180L-M; 3: 181A-T; 4: 181A-
V; S: 184T-S1; 6: 184T-S2; 7: 184T-G; 8: 202S-1; 9. 204M-V; 10: 204M-I; 11: 236N-T; 12: 250M-V; 13:
250M-I; CT: (T)x-Biotin.
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Hinh 2. Aph hutng cia 1c d¢ lic dén cuomg db tin bigu cia phin fmg lai giita DNA HBV kiéu dai véi chc miu
dd. A: 0 vong/phat; B: 300 vong/phut; C: 600 véng/phit, D: 900 vong/phit; E: vi tri cic miu do nhu ¢ Hinh 1.
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Hinh 3. Anb huéng cia lugng san phim PCR sit dung dén cuémg dé tin higu cia pban ing la; gi
Kiéu dai véi cac mau do. A: § pl; B: 10 pul; C: 20 pl; D: 50 pY; E: vy tri che miu dd u‘;‘u e gitra DNA HBV
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Hinh 4. D6 dic higu cia phan (mg lai giita DNA cua cic kidu dét bién vér che miu do. A: 180L-M; B 181A-T;
C: 181A-V; D: 184T-S1; E: 184T-S2; F: 184T-G, G: 202S-1; H: 204M-V; I: 204M-I; I: 236N-T; K: 250M-V;

L' 250M-1; M: vj trf céc mdu do nbu & Hinh 1
3.3. Xdc dinh dp dic hign ciia DNA macroarrays

phit hign cic kiéu dt bién lién quan dén tinh
khang thubc ciia HBV

Céc két qua nghién ciru trinh bdy & trén da cho
thiy quy trinh lai DNA macroarrays cho phép phat
hign chinh x4c kidu dai ctia HBV tai Gt ca chc vi tri
6 thé xdy ra dét bién khang thude. Cu hol duge dit
12 & ddy a ligu quy trinh lai d& dugc t6i uu nay ¢

99

cho phép phat hién cic dbt bién lién quan dén tinh
khéng thuéc hay khéng D& trd 1o cdu hoi ndy, chung
toi da sir dyng céc oligonucleotide duoc bién dd1
biotin & diu 3" vaco trinh tr bt clip bd sung véi cac
méu db kiéu adt bién cin phét hién 88 thue hign phan
img lai véi DNA macroarrays rong diéu kién lai di
duoc xiy dimg. Cic két qué lai (Hinh 4) cho thiy cac
tin hi¢u lai thu nhan duge déu co tinh dic héu cao va
hoan toan khéng xay ra phan img lai chéo gira DNA
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dich voi miu do kidu dai va cdc miu do kiéu dot bién
khac. Cuéng dd tin bidu thu nhan duoc & cac min do
khd déng deu, hoan toén co thé quan sat duoc bing
mét thuong Cac két qua thir nghém dé nhay cia quy
trinh PCR két hop v6i lar (khéng duge trinb bay &
day) cho ﬂmy ngudng phat hién coa cc mau do kiéu
dar vA kiéu dat bién la pim trong khoang tr 5-50
phién ban/phan ¥mg PCR. hoén todn ddp img dugc
yéu cau phit hién tinh khang thudc cia HBV trong
cAc miu bénh pham 1am sang.

4. Két luin

Trong nghién ciru nay. ching téi da thjct Kké
dugc bd méu db cho phép phét hi¢n duge cac kidu a6t
bién hén quan dén tinh khing thude Lamivudine,
Adefovir va Entecavir cua HBV. Cac dleu kién la
trong dng eppendorf 2 ml ciing d4 dugc 161 uu gitp
don gian héa duge quy trinh phan tich. U diém coa
quy trinh phin tich d’ﬁ xdy dung 14 thoi gian phan tich
nhanh, khéng yéu ciu thiét bj phue tap va day 1a h¢
lhong phén tich m& co thé duoe bd sung thém céc
mau do phat hién céc kiéu dét bién méi néu can.

Loi cam om

Tap thé tic gia tran trong cam on B Gido duc
vi Dao tao d3 cép kinh phi thue hién nghién ciu ndy
(ma so dé tai B2015-01-109).
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