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1. Pit van dé

Nghién ctru tao DNA macroarrays phat hién nhanh tinh khang thuéc &
vi rit viém gan B
Development of DNA macroarrays for rapid detection of drug resistance in Hepatitis B virus

La Thi Quynh Nhuw, Pham Tién Diing, Lé Quang Hoa"
Truong Pai hgc Bach khoa Ha Noi — So 1', Dai Co Viét, Hai Ba Trung, Ha Nji
Deén Toa soan: 29-5-2018; chap nhdn dang: 18-01-2019

Tom tat

DNA macroarrays véi 7 méu do kiéu dai va 12 mau do kiéu dét bién da duorc thiét ké thanh cong dé phat
hién cac kiéu dot bién rtL180M va rtM204V/l, vén lién quan dén tinh khéng Lamivudine; rtA181T/V va
rtN236T, vén lién quan dén tinh khang Adefovir; rtL180M, rtM204V/l, rtT184S/G; rtS202! va rtM250V/l, vén
lién quan dén tinh khang Entecavir & vi rat viém gan B (HBV). Bé qua trinh lai ¢é thé duoc thuc hién trong
bng eppendorf 2 mi, céc diéu kién lai d3 dwoc téi wu héa bao gdm: nhiét dé lai 1a 54°C, téc d6 Iic 600
vong/pht, long sén phdm PCR st dung la 20 ul. Vi diéu kién lai t6i tu nay, 12 dét bién khang thuéc déu
duroc phat hién chinh xéc va khéng xay ra hién tuong duong tinh gid do lai chéo. Uu diém chd yéu cta quy
trinh phan tich méi nay la nhanh va chi yéu céu cac thiét bj don gian.

T khéa: DNA macroarrays, khang thubc, viém gan B, d6t bién, phan tich nhanh
Abstract

DNA macroarrays containing 7 wild-type probes and 12 mutant-type probes were successfully developed to
detect common mutations associated with the resistance of Hepatitis B virus (HBV) to Lamivudine (LAM),
Adefovir (ADV) and Entecavir (ETV). These mutations include rtL180M and rtM204V/I, associated with LAM
resistance; rtA181T/V and rtN236T, associated with ADV resistance; rtL180M, rtM204V/I, rnT184S/G,
rtS2021 and rtM250V/l, associated with ETV resistance. The optimal conditions for DNA macroarray
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 optimal conditions, all target mutations were accurately
detected by DNA macroarrays without false positive problems due to cross-hybridization. The main
advantages of this new method, based on DNA macroarrays for detection of drug resistance in HBV, are
rapidity and simplicity (no special equipment required).

Keywords: DNA macroarrays, drug resistance, Hepatitis B virus, mutations, rapid detection

chinh véi kich thuéc khoang 3,2 kb [3]. HE gen nay

Viém gan B 1a mét bénh truyén nhidm nguy bao gom 4 khung doc mo xép chong 1én nhau ma hoa

hiém & gan do vi rat HBV (Hepatitis B virus) gdy ra.
Theo mot nghién ctru cia TO chiuc Y té Thé gisi
(WHO), trong nam 2015, ¢ dén hon 250 triéu ca
mac viém gan B man tinh trén toan thé gioi [1]. Viét
Nam 1a mot trong nhiing quoc gia c6 ganh nang vé
bénh viém gan B min tinh tram trong nhét trén thé
gidi voi khoang 8,6 triéu ca [2]. Néu khong dwoc diéu
tri dung cach, bénh viém gan B man tinh 1a nguyén
nhan chinh giy xo gan va ung thu gan. Trong nam
2015, HBV la nguyén nhén cta gan 900000 ca tir
vong trén toan thé gidi [1].

Thudc ho Hepadnaviridae v6i nhiéu dic tinh
tuong ty mdt so loai retrovirus, HBV ¢o6 hé gen 1a
mdt phan tr DNA dang vong, xoan kép khong hoan

* Dia chi lién hé: Tel.: (+84) 912.361.276
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cac khang nguyén bé mit, khang nguyén 16i, khang
nguyén e, protein X va mot DNA polymerase co ca
hai hoat tinh DNA-dependent DNA polymerase va
RNA-dependent DNA  polymerase  (reverse
transcriptase) dé phuc vu qué trinh tai ban DNA cﬂa
vi rat thong qua pgRNA (pregenomic RNA) [3]. D
tan sudt sao chép sai cua hoat tinh reverse
transcriptase 1a cao (107 trén mdi nucleotide trong
mot ngay) nén & mdi bénh nhéan ton tai mot quan thé
cac loai vi rit ¢6 hé gen lién quan dén nhau nhung
khong giéng nhau hoan toan [4]. Udc tinh mdi ngay
¢6 khoang 107 sao chép 16i trong qué trinh téi ban cia
HBV trong co thé ngudi bénh va mot s6 cac bién thé
nay c6 thé trd thanh cac ching dot bién chiém da s6
dudi tac dung cia ap luc chon loc [4].

Hién nay, dé diéu tri bénh viém gan B man tinh,
¢6 thé str dung liéu phép diéu tri bang chit tuong tu
nucleoside/nucleotide (NA) hodc li¢u phap IFNa (cu
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thé PegIFNa). Uu diém chinh cua liéu phap sir dung
PegIFNa 1 cho phép kich hoat hé thong mién dich
cua nguoi bénh nham kiém soat sy nhan 1én cua vi rat
ngay ca khi da ngimg st dung thudc. Tuy nhién, liéu
phap nay c6 nhiéu diém han ché nhu ty 1& dap tmg
thu6c thap, gay nhiéu hiéu Gmg phu va c6 gia thanh
cao [5]. Do vay, ¢ nudc ta hién nay, NA dugc su
dung chu yéu dé diéu tri bénh viém gan B min tinh
do kha nang dap ung thuéc rat tot cua liéu phap nay.
Tuy nhién, han ché chu yeu cua liéu phap nay 1a nguy
co xuit hién cac dot bién khang thudc sau mot thoi
gian str dung. Cho dén nay, nhiéu dot bién khang NA
da duoc phat hién bao gdbm: rtL180M, rtM204V/I lién
quan dén tinh khang Lamivudine; rtA181T/V,
rtN236T lién quan dén tinh khang Adefovir;
rtL180M, rtM204V/1, 1tT184S/G; rtS2021; rtM250V/1
lién quan dén tinh khang Entecavir [6].

Pé phat hién tinh khang thuéc NA & HBV, hai
loai phuong phap thuong duoc sir dung hién nay la
phuong phép giai trinh tu va phuong phap lai nguoc
(reverse hybridization) dya trén sinh pham thwong
mai INNO-LiPA. Han ché chii yéu cua ciia phuong
phap giai trinh ty 13 yéu cau trang thiét bi dic thu va
k¥ ning phan tich tin sinh hoc két qua giai trinh tuy.
Mat khac, giai trinh ty khong cho phép phat hién cac
d6t bién mai xuat hién véi tan sd thap trong quan thé
HBV [7]. Bé sinh phdm thuong mai INNO-LiPA cho
phép giai quyét duoc cac han ché trén nhung van c6
mirc gia sinh pham va thiét bi cao. Ciing c6 vu diém
1a phat hién dugc nhidu dot bién trong ciing mot phép
thir, DNA macroarrays con gilip giam gia thanh cta
phép phan tich dic biét khi so lugng dot bién can phat
hién la 16n [8]. Muc ti€u cua nghién clru nay la phat
trién DNA macroarrays cho phép phat hién cac dot
bién thuong gip lién quan dén tinh khang
Lamivudine, Adefovir va Entecavir voi cac thiét bi
don gian, pht hop véi diéu kién Viét Nam.

2. Vit liéu va phwong phap nghién ciru

2.1. Plasmid chira ving gen kiéu dai va cdc
oligonucleotide kiéu dgt bién gan biotin

Vung gen kiéu dai duoc khuéch dai tr mau
DNA thé gen cua HBV bang PCR véi cip mdi Inno-
HBV-F (5’-CGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC-
3”); va Inno-HBR (5’-AGAAAGGCCTTGTAAGT-
TGGCGA-3’), sau d6 dugc tdch dong vao vecto
pJET1.2 rdi dugc giai trinh ty dé kiém tra tinh twong
hop véi cac mau do kiéu dai duogc thiét ké. Dé kiém
tra kha nang phat hién cac kiéu dot bién, 12
oligonucleotide ¢ trinh tu bit cip bd sung vdi cac
mau do kiéu dot bién dugc tong hop hoa hoc va duoc
danh déu biotin & dau 3.

2.2. PCR bit doi

Dé tao DNA kjéu dai lai voi DNA macroarrays,
ky thuat PCR bat doi dugc st dung voi thé tich phan
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{mg 14 50p1 bao gdm céc thanh phan: 50 hodc 1000
phién ban plasmid DNA kiéu dai va 25 ul GoTaq®
Colorless Master Mix 2X; 2,5 pmol mdi xudi Inno-
HBV-F; 50 pmol moi nguge Inno-HBR-Biotin (trinh
tu nhu & trén nhung duoc bién doi biotin ¢ dau 5°).
Chuong trinh nhiét cua phan Gng nhu sau: 95°C, 3
phut; 50 chu ky (95°C, 30 giay; 53°C, 30 giay; 72°C,
50 gidy); 72°C, 2 phut.

2.3. Co dinh méu do Ién mang nylon

Mang Amersham Hybond-N (GE Healthcare)
duoc cét thanh cac manh nho kich thude 2,0x1,2cm
va dugc chia déu thanh 3 cot x 5 hang tuwong duong
voi 15 diém c¢b dinh. Sau do, dung pipet dé chém 0,2
pul cac mau do 1én timg vi tri (Hinh 1). Bay mau do
kleu dai dugc tron voi nhau dé dat nong do cudi cua
mdi mau do 1a 5 pM truge khi duoce cham 1én vi tri s6
1 trén mang. Cac mau do kiéu dot bién duogc pha
lodng trong dém TE vé nong d6 10 uM va duoc chdm
rieng r& lén 12 vi tri khac nhau trén mang.
Oligonucleotide (T)y gin biotin & dau 3°(2 pM)
duoc chdm 1én mang & 2 vi tri con lai dé 1am kiém
chimg. Sau khi chdm mau, mang dwoc sdy ¢ 80°C
trong 2 tiéng dé ¢6 dinh mau do va bao quan & nhiét
d6 phong trong tii nhém han kin ¢6 goi hit 4m.

2.4. Phwong phdp lai va hién thj két qud

Quy trinh lai bao gdm cac budc sau: mang duoc
lai so bo trong 30 phut trong 6ng eppendorf 2 ml
chtra 1,2 ml dung dich dém lai SSPE 5X (0,75M
NaCl; 50 mM NaH,POs; 5mM EDTA, pH 7,4) dugc
bo sung thém 0,1% SDS trén thiét bj ThermoMixer
(Eppendorf) & nhiét do lai 1a 54°C. Sau d6, dich tién
lai dugc thay thé bang 1,2 ml dém lai méi. San pham
PCR bt d6i (20 pl) hodc cac oligonucleotide gin
biotin dwoc bién tinh & 95°C trong 5 phut truge khi
dugc bd sung vao 6ng lai. Qué trinh lai dién ra trong
1 gid voi toe do lic 1a 600 vong/phit. Tiép theo,
mang lai dwoc rira hai 1an & nhiét do lai 1a 54°C, mdi
lan 15 phit bang 2 ml dém lai méi. Sau d6, cic mang
lai dugc chuyén vao coc hién mau chira 10 ml dung
dich blocking (100 mM Tris-HCI1 pH 7,5; 150 mM
NaCl; 0,05% Tween 20; 1% Blocking Reagent
(Roche)) va liac 300 vong/phut trén ThermoMixer.
Sau 30 phuat blocking, bo sung 3 pl cong hop
Streptavidin Alkaline Phosphatase (Promega) va tiép
tuc U lac trong 30 phut. Sau d6, cac mang duoc rira 3
lan (mdi lan 10 phut) bang 20 ml dém TBS (100 mM
Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20)
trude khi duoc hién mau bé“mg co chit NBT/BCIP
(Promega) theo huéng din cta nha san xuét. Phan
g hién mau dugc dimg bang dung dich EDTA 100
mM. Dé tdi wru hoa quy trinh lai, cac thong sé sau da
dugc bién ddi: nhiét do lai tir 52 dén 56°C, téc d¢ lac
tir 0 dén 900 vong/phit, lwong san pham PCR sir
dung trong phan tng lai tir 5 dén 50 pl.
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2.5. Phuong phdp tin sinh hoc

Trinh tu gen kiéu dai va kiéu dot bién dugc léy
tr ngén hang GenBank. Tm dugc tinh bang phan
mém tryc tuyén tai http://biophysics.idtdna.cony/.

3. Két qua va thio luin

Mot quy trinh phan tich hoan chinh tinh khéang
thudc cia HBV tir mau huyét thanh, huyét twong cia
ngudi bénh dua trén k§ thuat DNA macroarrays sé
bao gom 3 giai doan chinh sau: (i) tach chiét DNA vi
rt tir mau bénh pham; (ii) khuéch dai ving gen dich
bang k§ thuat PCR bét ddi; (iii) lai san pham PCR véi
mang DNA macroarrays dugc ¢d dinh cac miu do
phat hién cac kiéu dot bién lién quan dén tinh khang
thubc cia HBV. Trong bai bao nay, chung toi tap
trung trinh bay cac két qua nghién ciru lién quan dén
viéc tao mang DNA macroarrays va tdi uu héa cac
diéu kién cta phan tng lai phan tr von 1a giai doan
quyét dinh tinh chinh xac ctia quy trinh phén tich.

3.1. Thiét ké méu do

Ciing gidng nhu cac phuong phap dua trén phan
tmg lai phan tir khac, mau do trong ky thuat DNA
macroarrays co vai tro trung tim quyét dinh d6 dic
hiéu, d6 nhay ctia quy trinh phan tich. Trong nghién
ctru nay, chién lugc thiét ké cac mau do ngén (d6 dai:
13-19 nucleotide) da dugc s dung. So véi mau do
dai, chién lugc nay ¢6 2 wu diém sau: (i) han ché phai
thiét ké nhiéu bién thé mau do cho cac dot bién dong
nghia; (ii) sai khac mdt nucleotide s€ anh huong lon
hon dén d6 bén cua san phé”im lai khong déc hi¢u. Bén
canh d6, dé han ché s6 lugng mau do phai thiét ké,
trinh tu cac mau do duge thiét ké theo cac kiéu gen B
va C vbn 1a cac kiéu gen phd bién nhét tai Viét Nam
hién nay [9]. Dé dam bao kha ning lai ddng déu, cac
mau do duogc thiét ké sao cho Tm ciia chung dao dong
trong khoang tir 55 dén 60°C vdi cac thong s6 nong
d6 mau do va trinh tu dich déu 1a 0,2 pM va ndng do
Na*, K" 12 800 mM vén 1a ndng d6 Na* cua dung dich
5X SSPE duoc dung trong qué trinh lai). Cudi cing,
v6i mdi dot bién can phat hién, ching t6i déu thiét ké
thém cac mau do kiéu dai twong Gng. Diéu nay giup
han ché phan g chéo cua DNA kiéu dai ciia HBV
v6i mau do kiéu dot bién do vay gitp dam bao do dic
hi¢u cua quy trinh phén tich. Pé dam bao kha ning cb
dinh ctia cac mau do trén mang nylon, dubi poly(T)z
duoc thém vao dau 5’ ciia moi trinh ty mau do. Két
qua thiét ké cac mau do kiéu dai va mau do kiéu dot
bién dé phat hién cac dot bién rtL180M, rtA181T/V,
rtT184S/G;  1tS2021;  rtM204V/I; rtN236T;
rtM250V/I lién quan dén tinh khang Lamivudine,
Adefovir va Entecavir dugc trinh bay trong Bang 1 va
Béng 2. Téng cong c6 7 mau do kiéu dai va 12 mau
do kiéu dot bién da dugc thiét ké. Tm bét ciap dung
ciia 19 mau do nay la dao dong trong khoang tir 55,3
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dén 60,1°C. Cac sai khac vé Tm (Ary) giita phan tng
lai dic hiéu va phan tng lai chéo cia cac mau do kiéu
dai 1a dao dong trong khoang tir 4,3 dén 15,7°C.
Trong khi d6, dbi v6i cac mau do kiéu dot bién, cac
gi4 tri nay bién thién trong khoang tir 5,7 dén 22,7°C.
Gia tri Atm cang 16n thi phan tng lai cang déc hiéu va
cang d& Iya chon nhiét d6 lai phu hop véi tit ca cac
mau do.

3.2. Téi wu diéu kign lai trong éng eppendorf 2 ml

Quy trinh lai DNA macroarrays thuong dugc
thue hién trong cac 10 lai chuyén dung, c6 gia thanh
cao ma khong phai bt cir phong thi nghiém tai Viét
Nam ciling dugc trang bi. Do viy, trong nghién ctru
nay, chung toi da tdi wu diéu kién lai dé c6 thé thuc
hién qua trinh lai trong ong eppendorf 2 ml trén cac
bé 6n nhiét kho. Dé co thé vira dugc dng eppendorf 2
ml, chung t6i di thiét ké mang DNA macroarrays c6
kich thude 1,2 cm x 2,0 cm véi 15 diém ¢ dinh cac
méiu do duoc chia lam 3 cot (Hinh 1). Do tong sb
lugng mau do 1a 19 va muc dich cta nghién ciu 1a
phat hién céc kiéu dot bién nén toan bd cac mau do
kiéu dai da duoc tron theo cung ty 1¢ s6 mol thanh
mot hdn hop duy nhit dé ¢b dinh 1én mang tai vi tri
s6 1. Bén canh do, dé kiém tra qué trinh hién thj tin
hiéu lai va xac dinh vi trf cac mau do, oligonucleotide
(T)20 gan biotin & dau 3’ da dwoc c¢b dinh tai 2 i tri
bat d6i xung CT trén mang (Hinh 1). Cac mau do
kiéu dot bién duoc c¢b dinh vao 12 vi tri con lai.

3.2.1. T6i wu nhiét do lai

Nhiét d6 lai c6 anh huong quyét dinh dén do dic
hiéu va d6 nhay ctia phan tng lai. Nhiét d¢ lai thp s&
lam giam d¢ dac hiéu trong khi nhiét do lai qua cao s€
giam cuong dd tin hi¢u lai. Nhu da noéi & trén, muc
tiéu cua nghién ciru nay la phat hién cac dang dot
bién nén can loai bo cac phan ung lai chéo ciia DNA
HBV kiéu dai véi cac mdu do kiéu dot bién. Cac két
qua lai cia miu DNA HBV kiéu dai v6i mang DNA
macroarrays ¢ cac nhiét d6 52, 54 va 56°C cho thay o
tat ca cac nhiét do lai thur nghiém, vi tri mau do kleu
dai déu cho tin hiéu rd co thé quan sat bang mat
thuong (Hinh 1). Tuy nhién, nhiét d¢ lai cang cao thi
cuong do tin hiéu cang giam. O nhiét do lai 52°C,
xuét hién tin hiéu lai khong dic hiéu tai cac vi tri mau
do 180L-M, 181A-T, 184T-S1, 202S-I, 204M-V,
204M-I, 236N-T, 250M-V va 250M-1. O céc nhiét do
lai 54 va 56°C, hién tuong lai chéo nay duoc loai bo
triét dé. T day, ching t61 da lya chon 54°C la nhiét
d6 lai cho cac thi nghiém tiép theo.
3.2.2. Téi uu téc d5 ldc

Trong cac 10 lai phan tir truyén théng, cac dng
lai dugc quay tron mot cach lién tuc giup cac phan tir
DNA trong dung dich dwgc phan bd déu trén mang
mic du dich lai khong ngap hét mang. Diéu nay gitip
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giam thé tich cua phan tng lai, ting ndng do cia
DNA dich két qua 1a gitp ting d6 nhay. O trong
nghién ctru nay, thé tich ciia phan tng lai thuc hién
trong 6ng eppendorf 2 ml di dwoc giam xudng chi
con 1,2 ml dé dam bao mang luén nam trong dung
dich lai. Cau hoi dugc dit ra ¢ day 13 liéu c6 can thuc
hién qué trinh dao tron nita hay khong. Dé tra 16i cau
hoi nay, chung toi da thir nghiém phan ung lai trong
céc diéu kién khong khudy tron va co khudy tron trén
méy 6n nhiét co lic ThermoMixer (Eppendorf) & cac
toc do 0, 300, 600 va 900 vong/phit. Két qua lai
(Hinh 2) cho thiy cuong d¢ tin hiéu lai dat mirc cao
nhat khi tbc do lic 1a 600 vong/phut. O tbe do 900
vong/phut, cuong do tin hidu lai bi giam c6 thé 1a do
tac dong phdi hop cua tic dong co hoc va nhiét do lai
cao da lam giam hi€u qua cua phan ung lai.

3.2.3. Téi wu lwong san pham PCR sit dung trong
phan itng lai

Dé giam chi phi cho budc khuéch dai ving gen dich
bang PCR nhung van dam bao d6 nhay cta phan tmg
lai, lvgng san phém PCR su dung trong mét phan tng
lai d3 duoc toi wu hda. Mot cach cu thé, 6 phan ung
PCR v6i néng d6 khuén & muc can ngudng 1a 50
phién ban/phan tmg da duoc thuc hién va san phim
cia cac phan tng nay dugc tron lai thanh mot hon
hop duy nhét dé sir dung trong céc phan tng lai véi
céc thé tich san phdm PCR dao dong tir 5 dén 50 pl.
Két qua lai (Hinh 3) cho thdy luong san pham PCR
su dung cang nhiéu thi cuong d6 tin hiéu lai thu dugc
cang manh va khong xuit hién phan tng lai chéo
ngay ca khi sir dung 50 pl san phim PCR. Tuy nhién,
giita hai thé tich 20 va 50 pl san pham PCR dugc sir
dung, sy gia ting cudong do tin hiéu 1a khong dang ké.
Do viy, lugng san phiam PCR sir dung trong phan
ung lai cho cac thi nghiém tiép theo duoc ¢ dinh &
muc 20 ul.

Bang 1. Trinh tu va dic tinh nhiét dong hoc ciia cac mau do kiéu dai

Tén N Tm bt Trp bét C.ip
STT miu do Trinh ty mau do (5°-3°) cap dung | voi c.a"c kicéu Atm (°C)
(°C) dot bién (°C)
1 180L teeetetttttttttttttt TTTCTCCTGGCTCA 60,1 46,6 13,5
2 181A | teettttttttttttttt CTCCTGGCTCAGT 59,7 44,0 -49,3 10,4 - 15,7
3 184T | ttttteettttttttttttt CAGTTTACTAGTGCC 57,2 41,5-50,8 6,4-157
4 202S teeetetttttttttttttt GCTTTCAGTTATATGG 55,7 49,2 6,5
5 204M | teeteteettttttttt CAGTTATATGGATGATG 55,9 47,3-499 6,0 -8,6
6 236N | ttuettttttttttttttt ACATTTGAACCCTAA 55,3 51,0 4,3
7 250M | tetttttttettttttttt TTAACTTCATGGGATAT 56,5 479 - 483 8,2 -8,6

Chil thich: Trinh tw méu do dwoc viét hoa; dudi poly(T):z0 viét thuwong; cac vi tri xay ra dot bién dwoc gach chan

Bing 2. Trinh ty va dic tinh nhiét dong hoc ctia cac mau do kiéu dot bién

Tén mau x Tm bat Tm bét cdp
STT 4o Trinh tu mau do cap ding | véikiéudai | Ay (°C)
O O

1 180L-M | tttettttttttttttttt TTTCTCATGGCTCA 57,3 51,6 5,7
2 181A-T | ttttetttttttttttttt TCTCCTGACTCAGTT 59,9 49,8 10,1
3 181A-V | ttttttttetttttttttt CTCCTGGTTCAGTT 57,9 51,1 6,8
4 184T-S1 | ttttttttttetttttttt CAGTTTTCTAGTGCC 58,0 49,4 8,6
5 184T-S2 | tttteeeettttttttttt CAGTTTAGTAGTGCC 57,2 51,2 6,0
6 184T-G | tteettttttttttttttt CAGTTTGGNAGTGC 57,2 34,5 22,7
7 202S-T | teteteetttettttttttGGCTTTCATTTATATGG 57,3 50,1 7,2
8 204M-V | ttttteeetttttttttt CAGTTATGTGGATGAT 57,1 48,7 8,4
9 204M-T | teettttttttttttttttt CAGTTATATCGATGATG 56,0 43,7 12,3
10 | 236N-T | ttuttttttettttttttt ACATTTGACCCCTAA 58,0 44,2 13,8
11 250M-V | ttttteeeetttttttttt TTAACTTCGTNGGATAT 59,6 52,2 7,4
12 250M-T | teeettettttttttttttt CTTAACTTCATAGGATATA 55,4 48,2 7,2

Chii thich: Trinh ty mdu do dwoc viét hoa; dudi poly(T)zo viét thuong; cdc vi tri xay ra dot bién dwoc gach chan
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Hinh 1. Anh hudng cta nhiét d6 dén d6 dic hiéu cua phan tng lai gitta DNA HBV kiéu dai v6i cac mau do.
A: 52°C; B: 54°C; C: 56°C; D: vi tri cac mau do, 1: hdn hop miu do kiéu dai; 2: 180L-M; 3: 181A-T; 4: 181A-
V; 5: 184T-S1; 6: 184T-S2; 7: 184T-G; 8: 202S-I; 9: 204M-V; 10: 204M-I; 11: 236N-T; 12: 250M-V; 13:
250M-I; CT: (T)20-Biotin.
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Hinh 2. Anh huéng cia tbc df ldc dén cuong d¢ tin hiéu ctia phan tmg lai gita DNA HBV kiéu dai véi cac miu
do. A: 0 vong/phut; B: 300 vong/phut; C: 600 vong/phut; D: 900 vong/phtt; E: vi tri cac mau do nhu ¢ Hinh 1.

O O 1 CT 10
2 6 M
3 7 12
4 8 13
w5 9 CT
] s " L] -]
A B C D E

Hinh 3. Anh huong cua lugng san phim PCR sir dung dén cudng do tin hiéu cua phan tng lai gitta DNA HBV
kiéu dai v&i cac mau do. A: 5 pl; B: 10 pl; C: 20 pl; D: 50 pl; E: vi tri cac mau do nhu ¢ Hinh 1.
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Hinh 4. B dac hiéu cta phan tng lai gitrta DNA cua cac kiéu dot bién voi cac mau do. A: 180L-M; B: 181A-T;
C: 181A-V; D: 184T-S1; E: 184T-S2; F: 184T-G; G: 202S-I; H: 204M-V; I: 204M-I; J: 236N-T; K: 250M-V;

L: 250M-I; M: vi tri cac mau do nhu ¢ Hinh 1.

3.3. Xdc dinh dp ddc hi¢u cia DNA macroarrays
phat hi¢n cac kiéu djt bién lién quan dén tinh
khang thuoc ciia HBV

Céc két qua nghién ciru trinh bay & trén di cho
thiy quy trinh lai DNA macroarrays cho phép phat
hién chinh xac kiéu dai ctia HBV tai tit ca céc vi tri
¢6 thé xay ra dot bién khang thudc. Cau hoi duge dat
ra ¢ ddy 1a liéu quy trinh lai d3 duoc t6i wu nay co
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cho phép phat hién cac dot bién lién quan dén tinh
khang thudc hay khong. Dé tra 16i cdu hoi nay, chung
t6i da sir dung cac oligonucleotide dugc bién doi
biotin & ddu 3’ va c6 trinh tu bat cip bd sung vai cac
mau do kiéu dot bién can phat hién dé thyc hién phan
{mg lai voi DNA macroarrays trong diéu kién lai da
duogc xay dung. Cac két qua lai (Hinh 4) cho thiy céac
tin hiéu lai thu nhan dugc déu co tinh dic hiéu cao va
hoan toan khong xay ra phan ung lai chéo gitta DNA
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dich v6i mau do kiéu dai va cac mdu do kiéu dot bién
khéac. Cuong d6 tin hiéu thu nhan duoc & cac mau do
kha ddng déu, hoan toan c6 thé quan sat dugc bang
mat thuong. Cac két qua thir nghiém do nhay cua quy
trinh PCR két hop véi lai (khéng duge trinh bay ¢
day) cho thay ngudng phat hién cia cac mau do kiéu
dai va kiéu dot bién 1a nim trong khoang tir 5-50
phién ban/phan ung PCR, hoan toan dap tng duoc
yéu cau phat hién tinh khang thudc cia HBV trong
céc mau bénh pham 1am sang.

4. Két luan

Trong nghién ctru nay, chung t6i da thiét ké
duoc bd mau do cho phép phat hién dugc cac kiéu dot
bién lién quan dén tinh khang thubc Lamivudine,
Adefovir va Entecavir cia HBV. Céac diéu kién lai
trong 6ng eppendorf 2 ml ciing da dwoc tdi wu gitp
don gian héa dugc quy trinh phan tich. Uu diém cua
quy trinh phan tich da xay dung la thoi gian phan tich
nhanh, khong yéu cau thiét bj phirc tap va day la hé
thong phan tich m¢ c¢6 thé duge bod sung thém cac
méu do phat hién cac kiéu dot bién méi néu can.

Loi cam on

Tap thé téq gia tran trong cam on B Gido duc
va Dao tao da cap kinh phi thyc hién nghién ctru nay
(ma so de tai B2015-01-109).
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