Polymerase Chain Reaction

Cac van dé co ban

PCR la gi?

PCR 14 thir nghiém nhan ban mot doan DNA trong ng nghiém dua vao cac chu ky
nhiét. Thir nghiém dugc thuc hién trong mot éng nghiém nho chira dung dich phan tmg
(goi 14 PCR mix) c6 thé tich vao khoang tir 10ul dén 50pul v6i cac thanh phan chu yéu la:
(1) enzyme polymerase chiu nhiét, thuong dugc goi la Taq polymerase, c6 hoat tinh tbi
da & 72°C va bén duogc véi nhiét do; (2) 4 loai desoxyribonucleotide (ANTP) 1a Adenine,
Thymine, Guanine, va Cytosine (dATP, dTTP, dGTP, va dCTP); (3) DNA chtra cac doan
DNA dich s& duoc nhin ban trong 6ng phan tmg; (4) cac doan mdi (primer) xudi va
nguoc 1a cac doan oligonucleotide c6 chiu dai khoang 20 — 30 nucleotide c6 trinh ty bd
sung mot cach dac hi€u voi trinh ty cia 2 dau doan DNA s& duoc nhan ban; (5) ion Mg
trong mudi MgCl, & néng do thich hop, (6) dung dich dém Tris-KCl dé 1am dung moi
thich hop cho phan tng. Khi dng nghiém phan tng nay duoc cho vao budng @ chu ky
nhiét cia may luan nhié¢t (thermal cycler), ma ching ta thuong goi 1a may PCR, chuong
trinh nhiét d trong may s& 1am cho nhiét do trong budng ¢ nhiét ctia may thay ddi theo

chu ky, nh¢ vdy ma phan img nhan ban DNA s€ xay ra.

Nguyén tic ciia PCR
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cac mach don; giai doan  Hinh 1: Nguyén tic ciia PCR Ia nhan ban DNA dich qua cac chu ky nhiét
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nhiét do nay duoc goi 1a giai doan bién tinh. (2) Ké d6 nhiét d6 s& duoc ha dén 55°C-
65°C 1a nhiét do thich hop dé cac doan mdi tim dén bat cap bo sung vao hai dau cua doan
DNA dich, giai doan nhiét d6 nay duoc goi 1a giai doan bdt cdp. (3) Cubi cing, nhiét do
dugc dua 1én 72°C 1a nhiét d6 thich hop cho hoat tinh cua enzyme Tag polymerase dé
kéo cac ANTP lai dau 3’ ctia doan mdi dang bat cap trén dau 5’ cua soi DNA dich dé bat
nguén cho su téng hop nén mach bo sung. Nhu vady, qua mdt chu ky nhiét, mot DNA
dich d3 duoc nhan ban thanh hai ban sao; va néu chu ky nay duogc ldp di lap lai lién tuc
30 dén 40 1an thi tr mot DNA dich d3 nhan ban duogc thanh 2°° d¢én 2* ban sao, tirc 1a

dén hang ty ban sao.

Lich sir phat minh PCR

Thtr nghiém PCR dugc mot nha khoa hoc nguoi My tén 1a Kary Mullis phat minh vao
nam 1985. Liac d6 Kary Mullis chi 12 mot nha hoa sinh hoc kha tam thuong, lam viéc tai
mot phong thi nghiém ciing khong hién dai may. Y tudng cua phat minh nay dén trong
dau K. Mullis mét cach tinh co khi ong 13i xe qua mot vang d6i nii tai bac California vao
mdt budi chiéu ma trong dau van cir mién man suy nghi vé cong trinh nhan ban ADN ma
ong dang lam tai phong thi nghiém, va rdi 6ng bi chay 16 duong nén phai i xe quay vé
16i cii. Khi Iui xe nhu vay, 6ng chot thdy rd hai lan banh xe méi bi tach khoi hai 1an banh
xe cii!!..Hinh anh nay chot 1am loé séng ra trong dau ong ¥ tuong dung nhiét do dé lam
bién tinh soi d6i DNA thanh hai mach don..Nhd d6 ong di phat minh ra thir nghiém
PCR. Cong trinh nghién ciru nay duoc ong giri dén to Nature nhung bi tir chdi vi ban bién
tap cho ong 13 mot tac gia vo danh. Do vay 6ng giri bai dén t& Scientific American va ban
bién tap tap chi khoa hoc nay da nhan dién dugc day la mot phat minh 16n, ho dang tai
ngay trong sb bao (1985) Vol. 253, 34-157. Chi mét thoi gian ngin sau d6, K. Mullis lap
tire duoc ndi tiéng trong gidi khoa hoc thdi bay gio vi dd thuc hién duge udc mo cia
nhiéu nha khoa hoc thoi d6 1a nhan ban dugec DNA trong 6ng nghiém ma khong can phai
nhd dén céc té bao chii nhu vi khuan hay nim men, dong thoi mé ra dugc rat nhiéu trién
vong trong nghién clru va img dung. Tam ndm sau, phat minh nay da dem lai cho tac gia
mdt nita giai Nobel hoa hoc (1993). C6 thé néi trong lich st khoa hoc, hiém c6 mot nha
khoa hoc nao c6 dugc mdét ky tich nhu vay: Pat dugc giai Nobel chi 8 ndm sau phat
minh!!. Ma qua that ky tich nay ciing rat ximg dang, vi PCR chinh la mét cong cu cach

mang nhat trong nghién ctru va ing dung y sinh hoc.
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Cac chia khoa ky thuat da giup hoan thién PCR

Cho dén ngay hom nay, dé co thé trd thanh mot cong cu khong thé thiéu dugc trong
nhiéu phong thi nghiém y sinh hoc ding trong nghién ctru ciing nhu phong thi nghiém
1am sang dung trong chan doan, di c6 3 tién bd ky thuat di dong gop vao 1am cho k¥
thuat PCR nguyén thuy ctia K. Mullis von di kha phirc tap trd thanh ki thuat PCR ngay

nay kha don gian va hiéu qua. Ba tién bo ky thuat do6 1a:

1. Phdt hién va sin xuit dwoc cdc enzyme polymerase chiu nhiét

Enzyme polymerase chiu nhiét dau tién dugc tach chiét tir vi khuan Thermus
aquaticus phan 1ap dugc trong bun dit cua cac sudi nudc néng tai Hoa Ky, chinh vi
vay ma polymerase chiu nhiét thuong duoc goi 1 Tag polymerase (Taq viét tit tir
Thermus aquaticus) di ngay nay da sb co ngudn gbe tir vi khudn E. coli hay cac vi
khudn khéng chiu nhiét khac duoc tai t6 hop di truyén v6i gene chiu trach nhiém san
xudt polymerase chiu nhiét. Nho c6 polymerase chiu nhiét ma nguoi lam thi nghiém
khong phai mé nip tube phan tng dé bd sung enzyme polymerase sau mdi giai doan
bién tinh (94°C) ctia mdi chu ky nhiét. Ciing nhd ¢6 enzyme polymerase chiju nhiét ma
ngudi lam thi nghiém cé thé co két qua PCR dac hi¢u hon nho cé thé thuc hién duoc
giai doan bat cap cua moi trén soi khuon & nhiét do bat cap tdi hao ctia mdi thay vi phai
ludn ludn dé nhiét do bat cap cua mdi va nhiét do kéo dai soi bd sung & 37°C nhu 1a
trong k¥ thuat PCR nguyén thuy ctia K. Mullis, phai dung enzyme polymerase khong

chiu nhiét tach chiét tr E. coli.

2. Ché tao dwoc cic may ludan nhiét hoat dong hiéu qua hon

Do 1a cac may tao chu ky nhi¢t véi buéng U nhiét ¢c6 nhiét do 1én xuéng chinh xac
va dong nhat, téc d6 gia giam nhiét cuc nhanh theo chu ky. Mot trong cac chia khéa ki
thuat gop phan lam duoc diéu nay 1a ung dung coéng nghé Peltier trong ché tao cac may
diéu hoa nhiét d6 cho phi thuyén khong gian Hoa Ky vao ché tao cac budng t nhiét cta
may luan nhiét (con goi 1a may chu ky nhiét), ma hang MJ research chinh la s& hitu
chu cua sang ché ndy. Budng u nhiét ciia cic may ludn nhiét sit dung hiéu tng Peltier
nay dugc lam béng kim loai dan nhiét cao, dat trén mot thiét bi Peltier ¢ ciu tao 1a hai
manh kim loai dac biét dat a&p vao nhau. Hai manh kim loai cua thiét bi nay duoc ndi

v6i1 hai cuc ciia nguon dién va dugc diéu chinh ty dong dé chiéu cua dong dién di qua
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Cam &ng nhiét .
(T® sensor) Buong u nhiét Thiét bj Peltier

]

2 mén’h kim loai
cla thiét bi Peltier

i

Nguén dién

Bo6 vi xtr ly

Chu ky nhiét

Hinh 2: So db khdi minh hoa nguyén tic hoat dong clia may luan nhiét v&i budng G nhiét Peltier

thiét bi duoc thay ddi theo chiéu ndy hay theo chiéu nguoc lai. Chinh sy d6i chiéu dong
dién da lam cho hai manh kim loai ctia thiét bi Peltier bi nong lén & mat nay va lanh di
& mat khac s€ bi ddo nguogc lai nhiét do, nghia 1a mat nong s€ bi lanh di va mat lanh sé&
bi nong 1én. Nhu vay, chu ky nhiét ma nguoi st dung nhap vao sé duge b vi su 1y cua
may st dung dé diéu khién chiéu va cuong do dong dién di qua hai manh kim loai cta
thiét bi Peltier, 1am cho budng u nhiét duoc 1én xudng nhiét do theo chu ky nhiét da

nhap vao (hinh 2).

Hi¢n nay, da s6 céc may luan nhié¢t déu sir dung buéng U nhiét béng kim loai hoat
dong theo nguyén 1y Peltier nho c6 thé thiét ké may ngdy cang gon nhe hon, c6 nhiéu
chtrc nang hon, ké ca chirc nang gradient tuc 1a chirc nang thuc hién nhi¢t do bat cap
mdi thay doi mot cach tuyén tinh theo hang ngang hay theo hang doc trén budng
nhiét. Ngoai ra, nho thiét ké budng u nhiét pht hop ciing nhu st dung céc kim loai din
nhiét va thoat nhiét nhanh dé lam budng ¢ nhiét nén cac may luan nhiét Peltier van c6
thé thyc hién PCR vdi thoi gian nhanh hon.

Mot loai buéng u nhi¢t khac da duoc hang Idaho phat trién, do la buéng u khi. Vo1
loai budng 0 nay, cac éng nghiém phan tmg duge treo va quay ly tim nhe lién tuc trong
budng 1t v6i nhiét d6 trong budng duoc 1am néng 1én va ngudi xudng nhd quat thoi khi

noéng hay mat vao buéng u theo chu ky duoc diéu khién tir mot bo vi xtr 1y nhén 1€nh tr
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Quat thdi nhiét

vaovara Mam dat tube
Tube PCR PCR luén quay tron  Tube PCR
khi chay may
B& cam bién nhiét
] |
I —

Thiét bj sinh nhiét

Hinh 3: So db khéi minh hoa nguyén tic hoat dong clia may luan nhiét véi bubng G nhiét bang khi

BO Vi xir Iy Chu ky nhiét

chuong trinh nhiét dugc nhip vao may (hinh 3). Uu diém cua cac may PCR st dung
buéng 1 khi 14 ¢6 thé thuc hién PCR vdi cac giai doan nhiét do rat ngén chi trong vai
gidy, ddc biét khi PCR duoc thuc hién trong 6ng phan tng mao quan (LightCycler cua
Roche). Tuy nhién loai budng u nay khong thé c6 chtic ning gradient ciing nhu khong
thé dua nhiét do buéng U nhiét Xuéng nhiét do lanh néu mudn thuc hién gilr lanh 6ng

phan tg trong budng u sau khi thuc hién PCR.

3. Tim dwoc phwong phap loai trir ngoai nhiém sin phcfm khuéch dai

PCR rit nhay cam nhd ban chit cua ky thudt nay 1a khuéch dai mét DNA dich
thanh hang ty ban sao, va ciing chinh do ban chit nay ma thach thic 10n nhét cua viéc
tmg dung PCR trong cic phong thi nghiém chin doan 1a chéng dugc ngoai nhidm san
pham khuéch dai, duoc goi 13 PCR carry-over. Ngay hom nay, thach thic nay da duoc
cac nha khoa hoc giai quyét voi mot giai phap ky thuét rat hiru hiéu, d6 1 giai phap
ding enzyme UNG (Uracil-DNA glycosilase). Nguyén tic cia giai phap nay 1a dung
cac PCR mix c6 thém dUTP va enzyme UNG ngay tir khi bt dau str dung PCR trong
chan doan dé cac san phém PCR khuéch dai tir DNA dich s& duogc danh dau khac biét
v6i DNA dich nho nhiéu vi tri T trén trinh tu chudi cua san pham khuéch dai bi thay
thé boi U do enzyme polymerase nham 1an giira T va U khi thuc hién khuéch dai.

Chinh nho vay ma san pham khuéch dai néu bi ngoai nhiém vao PCR mix méi sé€
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' Chay PCR vé&i PCR mix
chira dUTP va UNG

' San pham khuéch dai
1 co T bij thay b&i U
Phan tr DNA dich
lubncé T (1)

Hinh 4: Hinh vé& minh hoa co ché hoat dong
chéng ngoai nhiém ctia UNG

(1) Nho st dung PCR mix c6 dUTP va UNG ma san
phdm khuéch dai dwgc danh dau khac biét véi DNA
dich: nhidu vi tri T dwoc thay bang U. (2) Néu san
phdm khuéch dai ngoai nhiém vao PCR mix méi thi
sé bi enzyme UNG pha hdy vi UNG sé nhan dién U
sé& cét bd U nho trwédc khi chay PCR ching ta luén d
PCR mix & 40°C trong 10 phut la nhiét do hoat déng
tdi hdo clia UNG. (3) Sau thoi gian G 40°C/10 phdt,
PCR mix vao cac chu ky nhiét ciia PCR, san phadm
khuéch dai ngoai nhiém sé& khéng tham gia dwoc vao
qua trinh khuéch dai vi sé& bi nat vun khi bj bién tinh,
ddng thoi enzyme UNG ciing bi bat hoat & cac giai
doan nhiét d6 bién tinh cla PCR, san pham khuéch
dai tr DNA dich lai bi danh dau bang nhiéu vi tri T bi
thay béi U vi PCR mix luén c6 dUTP.

§  San pham khuéch dai ngoai
nhiém c6 T bj thay b&i U

Phan tir DNA dich
lubncé T (2)
San pham khuéch dai
ngoai nhi&m sé bj pha
huy & giai doan bién tinh |
nick 30X-40X
940C/30s-1min
' 55-600C/30s-1min
720C/30s-1min
1 PCR mix chira
1 dUTP and%
nick
"
| ]
DNA dich vén con UNG bi bt hoat &
nguyén ven sé tham gia (3) nhiét d¢ bien tinh
giai doan PCR

[ /\ 1
- |
40°C trong 10min
Chay PCR v¢i PCR mix IJ\ 1
chiva dUTP va UNG M\ |
| ]
U trong san pham khuéch dai !

ngoai nhi&m bj cit b b&i UNG ]

DNA dich khong bi

UNG pha vi khéng c6 U

San pham khuéch dai lai
co T bj thay bai U

khong thé tham gia vao phan tng khuéch dai vi s& bi enzyme UNG pha huy trude khi

thuc hién PCR (hinh 4).

Chinh nho giai phap chéng ngoai nhiém bing enzyme ndy ma ngay hom nay céc

phong thi nghiém c6 thé d& dang tmg dung PCR trong chan doan, chi can thyc hién

trong cac hood lam viéc chuyén biét ¢ trong cing mot phong thi nghiém, khong nhat

thiét phai thiét ké lai phong thi nghiém dé c6 cac phong chuyén biét nhu doi héi trude

day nita. C6 thé noi giai phap chdng ngoai nhiém san pham khuéch dai bang UNG da

tao co hoi dé cac phong thi nghiém 14m sang tai cac qudc gia c6 thu nhap thap thuc

hién dugc udc mo ma trude day ho khong bao gid nghi c6 thé lam duogc, d6 1a ung

dung duoc PCR trong chan doan.

Vai tro cia moi (primers)

MGdi 1a nhitng doan oligonucleotides dai khoang 20-30 bases c6 trinh ty bo sung véi hai

dau ciia doan DNA ma nguoi 1am thi nghiém mudn nhan ban. Mdi giit vai tro quyét dinh

dé polymerase tong hop duoc soi bd sung vi dé c6 thé truot duogc trén soi khuén tong hop

so1 bod sung, polymerase phai nhan dién dugc nucleotide & dau 3’ cia moi bat cap duoc
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v6i mot nucleotide & soi khudn (hinh 5). Néu khong c6 mdi hay nucleotide & dau 3’ cia
moi khong bat cap dugc véi mdt nucleotide trén sgi khuon thi polymerase khong nhan
dién duge dau 3’ cua moi, khong thé truot duge trén soi khudn dé téng hop dugc soi bo
sung (hinh 6). Do viy c6 thé ndi mdi dong vai trdo quyét dinh tinh dic hiéu cua PCR dé
nhan ban mot doan DNA dic hiéu nao d6. Vd: Mudn chan doan lao béng PCR thi phai
thiét ké cho duoc cap moi chi bét cap duogc mot doan DNA ddc hi€u chi c6 trén bd gene

DNA cua vi khuan lao ma khong c6 trén cac vi khuan khac va ca DNA tur co thé vat chu.

Pé cho mdi ¢6 thé bat cap mot cach hoan toan dac hi€u trén sgi khuon thi phai duy tri
giai doan bat cap cua chu ky nhiét ¢ nhiét o tdi hao cho sy bat cap cua moi, goi 1a nhi¢t
d6 bit cip (Ta), thudong thap hon nhiét do chay (Tm) cua mdi khoang 10°C. Nhiét do
chay phu thudc rt nhiéu vao chiéu dai va nhét 13 phu thudc vao ty 16 G va C trong thanh
phan ctia mdi, do vy mudn mdi c¢6 Ta cao, phai thiét ké mdi sao cho c6 ty 16 G va C cao.
Dé thiét ké dugc moi, ngudi lam thi nghiém co thé sir dung cac phan mém chuyén dung
cho thiét ké mdi (vi du phan mém Primer Premier 5.0). Phan mém nay s& do trén trinh tu
DNA dich duogc dua vao dé tu dong luya chon cac cap moi tdi wu theo céc thong s6 ma
ngudi 1am thi nghiém mong mudn (vi dy: chiéu dai ciia mdi, Ta ciia mdi, chiéu dai san

phém khuéch dai...). Trinh ty DNA dich dugc dua vao co thé 1a trinh tu cla gene dich

Hinh 5: Polymerase nhan dién dwoc nucleotide & dau 3' ciia mdi bat cap vai nucleotide & sgi khudn nén truot
duoc trén sgi khuén dé tong hop sgi bo sung

Polymerase

5?

Hinh 6: Mot khi nucleotide & dau 3’ cia mbi khong bat cap dugc voi nucleotide trén sgi b sung thi polymerase sé
khéng nhan dién dwoc nén khéng thé trwot duwoc trén sgi khuén dé tong hop s¢i bo sung
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hay doan DNA dich tai tir ngan hang dit liéu gene, hay tir két qua nghién ctru giai trinh tu
ciia doan gene ma ngudi 1am thi nghiém quan tim. Nguoi lam thi nghiém ciing c6 thé
dung phén mém thiét ké moi dé tu do trén trinh ty DNA dich va lya chon cap moi theo
cac théng s6 ma minh mong mudn, dic biét 13 cac thong sb nhu nhiét do bat cip moi la
bao nhiéu va chiéu dai san pham khuéch dai ma minh mong muén 1a bao nhiéu. Sau khi
da c6 dugc cac trinh tu cua cac cdp moi, nguoi lam thi nghiém phai blast search voi cac
trinh tu DNA c6 trén ngan hang dit 1i¢u gene cua NCBI dé xac dinh céc trinh tu moi thiét

ké 13 d3c hiéu cao véi DNA dich.

Cach pha PCR mix

Thé tich ctia mét PCR mix = Thé tich phan tng — Thé tich mAu duoc cho vao. Vi du
néu thé tich phan tng chiing ta mudn pha 1a 50 pl va thé tich mau cho vao 1a 10 pl, thi
thé tich mot PCR mix s& phai 1a 40 pl. Mot PCR mix thong thudng chira cac thanh phan
duoc ligt ké sau day:

=  PCR buffer 1X dugc pha tir PCR 10X (Tris HCl 100 mM va KCl 500 mM).

= MgCl, ¢6 thé tir 1.5 mM dén 5 mM tuy tham do dé xac dinh ndng d6 tdi vu.

= MOoi xudi va mdi nguoc c6 thé tir 10 pm dén 50 pm cho mét thé tich phan tng.

- Taq polymerase c6 thé tir 1.25 U dén 2.5 U tiy nha san xuat.

- dNTP v6i nong d6 200 uM cho timg loai.

- Néu mudn chdng ngoai nhiém san pham khuéch dai thi thém dUTP dat ndng do

200 pM va UNG véi ham luong 0.1 dén 1U cho mot thé tich phéan tng.

pé pha dugc PCR mix, ngudi lam thi nghiém phai chuin bi tit ca moi thudc thir va
dung cu can thiét trong mgt hood sach, tot nhét 1a mot clean bench, dat trong mot phong
tach biét voi1 phong lam xét nghiém PCR. Cac dung cu dugc su dung nhu cac
micropipette, diu micropipette, cic tube, chai...phai chuyén biét khong dugc mang ra
khoi phong ciing nhu dem tir cac phong thi nghiém khac vao. Céac thudc thir phai duoc
gilr lanh hay gilt dong trong cac tu lanh hay ti dong chuyén biét trong phong. Phai dung
nuéc khir ion tuyét dbi dat chat luong 18.2 mega-Ohm va khir tring dé pha cac PCR mix.
Phai dung cdc micropipette tuyét di chinh xac dé pha cac PCR mix va cac micropipette
nay phai duoc lau sach bang con va dé khé trong clean bench trudc va sau khi ding. Nén

su dung cac dau micropipette cd loc dugc san xuat bdi cac hang co tiéng vé chat lugng
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(nhu Eppendorf, Greiner, Axygen...) vi cdc dau micropipette nay khong bi bam nudc bén
trong thanh khi 1y céc thé tich dung dich. Trudc khi tién hanh pha PCR mix, cac thudc
thir phai dugc gitr trong céc gia gilr lanh hay céac gia dat trong cac hdp dung da bao. Cac
thudc thir cAn phai rd dong s& dé chung tu rd dong trong da bao hay trong cic gia lanh.
Nguoi 1am thi nghién khong nén pha chi mét PCR mix vi phai 14y mét sb thude thir véi
thé tich duéi 1 pl, va nhu vay thi s€ kho chinh xac. Do vay, nén pha mot master mix véi
t6i thiéu 5 hay 10 PCR mix. Tinh toan nhu thé nao dé thé tich thudc thir duoc iy sé
khong c6 sb 1& cua pl. Nén 1ap mot bang nhu minh hoa trong bdng 1 dudi diy dé tinh
toan va kiém soat khong dé thiéu cac thanh phan duoc cho vao dé pha mot PCR master
mix.

Bang 1.  Bang duwoc thiét 1ap trwdc khi pha mot master mix cho 100 PCR mix v&i thé tich phan tng la 25 pl va thé
tich mau cho vao PCR mix 1a 5 pl.

STT  Thanh phan gbc Néng dé hay ham Nbéng dé hay ham luvong Nbéng dé hay ham luvong Thé tich phai lay
lwong gbc trong 1 thé tich ptr trong 100 thé tich phan 'ng  d& pha master mix
1 PCR buffer 10X* 10X 1X 1X 250ul
2 MgCl, 50mM 1.5mM 1.5mM 75ul**
3 Taq polymerase 5U/ul 1.25U 125U 25ul
4 dNTP 25mM/each 200nM/each 200uM/each 20ul**
5  MO6i xudi 100pm/ul 10pm 1000pm 10pl
6 Mainguoc 100pm/ul 10pm 1000pm 10pl
7 dUTP 100mM 200uM 200uM Sul
8 UNG 1U/ul 1U 100U 100ul
9 Nuwdec khir ion Cho du (gsp) 20ul Cho du (gsp) 2000ul 1505l

*Néu PCR 10X dwoc cung cap c6 sén MgCl, 15 mM thi sé& khong thém MgCl, vao niva vi ndng dd MgCl, doi hdi & day chi 1.5 mM.
Nhwng néu néng d6 MgCl, doi héi trén 1.5 mM thi phai thém MgCl, vao. **Puoc tinh toan theo cong thirc CV = C'V’, véi C 1a ndng
d6 gbc, V 1a thé tich gbc can phai lay, C’ 1a néng dd can phai pha, va V'’ |a téng thé tich phan &ng (trong vi du nay la 2500 pl, tng
thé tich ctia 100 phan &ng, m&i phan tng 25 pl).

Sau khi d3 pha, van gitt master mix trong d4 bao, 1dy mot it PCR mix cho vao tube
PCR dé thuc hién kiém tra chét lugng PCR master mix dugc pha xem c6 dat do nhay
mong mudn hay khong (duoc trinh bay trong phan ké tiép). Néu két qua dat, phan nho
PCR master mix d3 pha thanh timg thé tich PCR mix cho vao cic tube PCR duoc dit sin
trén cac gia lanh hay céc gid ngam trong da bao. Sau khi da phan thanh cac PCR mix, day
chit cac nip tube PCR lai va giit trong ti dong -18°C dén -30°C (khong nén giit -70°C vi
s& lam cho enzyme Tagq polymerase trong PCR mix bi hong) cho dén khi dua vao sir

dung. Thoi gian giit dugc PCR mix bao l4u 13 tuy thudc rat nhiu vao chit lugng cac
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thudc thir duge dung dé pha PCR master mix, ké ca chat luong nudce khir ion. Do vay
ngudi 1am thi nghiém, néu mudn pha nhiéu PCR mix dé dung dan, thi phai thuong xuyén
kiém tra d6 nhay ctia PCR mix dé biét duoc thoi gian luu trit cic PCR minh dé pha.

Ngudoi 1am thi nghiém ciing ¢ thé pha sin PCR master mix 2X (dam dic 2 1an) chua
cd moi, MgCl,, dUTP va UNG, roi phan nho vao céc tube sach, mdi tube ¢6 thé dung dé
pha cic master mix 50 hay 100 PCR mix, giit ¢ ti dong -18°C dén -30°C dé dung dan.
Bing 2 dudi day huéng dan cac pha PCR master mix 2X cho 2000 PCR mix.

Bang 2. Bang huéng dan cach pha mét PCR master mix 2X cho 2000 PCR mix v&i thé tich phan (ng 1a 25 pl.

STT  Thanh phan gbc Néng dé hay ham Nbéng dé hay ham luvong Nbéng dé hay ham luvong Thé tich phai lay
lwong gbc trong 1 thé tich ptr trong 2000 thé tich phan (\ng  dé pha master mix
1 PCR buffer 10X* 10X 2X 2X 5.000ul
3 Taq polymerase 5U/ul 1.25U 125U 500ul
4 dNTP 25mM/each 200uM/each 200uM/each 400pul**
9 Nuéc khiv ion Cho ddi (qsp) 12.5ul Cho dd (gsp) 25.000p 19.100ul

*Néu PCR 10X dwoc cung ‘cép co sén MgClz 15mM thi PCR master mix 2X duoc pha sé c6 s8n 3 mM. “*Puogc tinh toan theo cong
thiec CV = C'V’, v&i C la nong do goc, V la the tich goc can phai lay, C’' la nong dé can phai pha, va V'’ la tong the tich phan trng
(trong vi du nay Ia 25.000 pl, tbng thé tich ctia 2000 phan &ng, méi phan tng 12.5 pl).

Bang 3: Bang dwoc thiég lap trudc khi pha mot PCR master mix tir PCR master mix 2X dé sau d6 phan thanh 100
PCR mix v6i thé tich phan tng la 25 pl va thé tich mau cho vao PCR mix la 5 pl.

STT Thanh phan géc Néng d6 hay Nbéng dé hay ham luvong Nbéng dé hay ham luvong Thé tich phai lay
ham lwong gbc trong 1 thé tich ptr trong 100 thé tich phan ('ng  d& pha master mix
1 PCR master mix 2X* 2X 1X 1X 1250l
2 MgCl, 50mM 1.5mM 1.5mM 75ul**
5  MO6i xudi 100pm/ul 10pm 1000pm 10pl
6 Mainguoc 100pm/ul 10pm 1000pm 10pl
7 dUTP 100mM 200uM 200uM Sul
8 UNG 1U/ul 1U 100U 100ul
9 Nuwdec khir ion Cho du (gsp) 20ul Cho du (gsp) 2000ul 550ul

*Néu PCR master mix 2X dwoc cung cdp c6 sén MgCl, 3 mM thi sé khong thém MgCl, vao niva vi néng d6 MgCl, doi héi & day chi
1.5mM. Nhwng néu ndng d6 MgCl, doi héi trén 1.5 mM thi phai thém MgCl, vao. **Pwoc tinh toan theo céng thirc CV = C'V’, véi C
14 ndng do gbc, V 14 thé tich gbc can phai lay, C’ 1a ndng dé can phai pha, va V' 14 tdng thé tich phan (rng (trong vi du nay Ia 2500 pl,
tbng thé tich cGia 100 phan tng, méi phan trng 25 pl).

Bing 3 minh hoa mot cach pha PCR master mix 1X tir PCR master mix 2X d3 pha san
nay (néu khong mudn tir pha, c6 thé mua tir cdc nha san xuét co uy tin). Ngudi lam thi
nghiém co thé pha cac PCR mix dé st dung béng cach thém moi, MgCl,, dUTP, UNG va

b6 sung thém nudc khir ion vao.
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Kiém tra @6 nhay ciia PCR mix di pha

Dé ¢6 thé kiém tra duoc do nhay cta PCR mix da pha, trudc hét nguoi lam thi nghiém
phai c¢6 cac dung dich DNA dich da biét sin sd copies. Dung dich DNA dich c¢6 thé chuan
bi trong phong thi nghiém bang cach tach chiét toan bd genomic DNA cua tac nhan dich
(vi khudn hay virus) da biét s6 luong, hay 1a dung dich chtng [+] 14 plasmid DNA da
chén DNA dich. Véi dung dich genomic DNA cua tic nhan dich thi tuy thudc vao sb
copies ctia doan DNA dich hién dién trong genomic DNA ma ching ta c6 thé biét duoc 1
tac nhan dich mang 1 hay nhiéu hon 1 copies DNA dich (vi du v6i PCR mix phat hién M.
tuberculosis, néu DNA dich 1a doan chén IS 6110 thi mot vi khuan hay 1 genomic DNA
s& mang dén 16-25 copies IS 6110; nhung néu DNA dich 1a 16s rDNA thi 1 genomic
DNA chi mang 1 copy, do vay 1 vi khuén s& chi tach chiét duoc 1 copy ciia DNA dich),
nhd vay ma co thé tinh duoc sb copies DNA dich c6 trong dung dich genomic DNA duoc
tach chiét tir huyén dich chua s luong té bao tac nhan dich di biét. VSi dung dich chung
[+] 13 plasmid DNA chira doan chén DNA dich, ching ta c6 thé tinh duoc sé copies
plasmid DNA c6 trong dung dich tir lugng C ng ctia plasmid DNA. Cach tinh nhu sau:

= 1 mole cua mdt cap base trén doan DNA 1a c6 khéi lugng # 650gr, do vay plasmid
dai L base (ké ca doan DNA chén vao) s& c6 khdi luong (650 x L) gr hay -
10°x L) ng.

» Theo dinh ludt Avogadro, 1 mole s& c6 [(GIOR2MRMIO.Y phan tir (hay 1a s& copies
plasmid)

» Do vay néu dung dich plasmid DNA c6 nong d6 C ng/ml thi sé copies plasmid
DNA c6 trong dung dich nay s& 13: N (copies/ml) = (6.022 x 10**) x C / (650 x 10’

x L) copies/ml

Pé kiém tra d6 nhay ciia PCR mix, nguoi lam thi nghiém s& pha lodng lién tiép cac
dung dich DNA dich da biét duoc sd copies nay trong dung dich TE 1X dé dat cac nong
do DNA dich 1000, 100, 10, 1 va 1/10 copies trong mdt thé tich s& duoc cho vao PCR
mix. Cho cac ndng d6 DNA dich di pha lodng nay vao cic PCR mix. Phai dung mot PCR
mix lam chimg [-] va dung dich cho vao PCR mix nay 1a TE 1X. Cho tit ca cac PCR mix
dd chuan bj xong nay vao budng u nhiét ciia may luan nhiét. Chay chuong trinh luan
nhiét thich hgp. Do nhay ctia PCR mix dugc xéac dinh 1a ) lugng copies cia DNA dich
thap nhat dugc cho vao dng phan tng ma van cho dugc san pham khuéch dai mong muén
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théy dugc trén dién di. PO nhay cia PCR mix con dugc goi 1a LOD (gidi han phat hién:
Limit Of Detection) cua PCR mix.

Dé c6 thé dung duoc trong chan doan thi PCR mix phat hién tic nhin vi sinh gdy bénh
nhiém trung phai dat dugc LOD = 1 copies DNA dich cho vao éng phan tng. Néu khong
dat dugc do nhay nay thi khong nén st dung PCR mix da pha vao trong xét nghi¢ém PCR
chan doan vi chi cAn giam do nhay mét do pha lodng ciing s& 1am cho xét nghiém PCR
giam do nhay gip 10 lan cho du cac khau khac cta xét nghiém van c6 d6 nhay cao. Hinh
7 duéi day 1a hai két qua kiém tra d6 nhay ctia PCR mix dugc coéng ty Nam Khoa san
xudt dé phat hién HBV (doc két qua bang dién di trong thach) va M. tuberculosis (doc két
qua bang dién di trén chip).

HBY PCR PLUS MIX LOT 020703

OLD MIX NEW MIX

Hinh 7: Két qua kiém tra chat lwong PCR mix phat hién HBV (HBV-PCR mix, bén trai) doc trén dién di agarose
va PCR mix phat hién M. tuberculosis (MTB-PCR mix, bén phai) doc trén dién di bang chip bio-analyzer
cua Agilent. Khi lam kiém tra chét lvgng, lubn ludn so sanh gitba PCR mix m&i sén xuat véi PCR mix da
san xuét va dang dung d& xem chét lwgng cé twong dwong khéng. DNA dich dé kiém tra chét lwong
HBV-PCR mix 1a dung dich plasmid DNA biét rd s& copies dwoc pha lodng lién tiép va giéng sbé 4 1a
giéng chira 1 copy (plasmid DNA, ttc & twong duong 1 copy DNA dich) trong thé thich 10 ul cho vao
PCR mix. DNA dich dé kiém tra chat lwgng MTB-PCR mix 1a dung dich genomic DNA biét rd s copies
duoc pha loang lién tiép va giéng sb 4 1a giéng chiva 1 fg (twong dwong khdi lwong 1 genomic DNA,
chira 16-25 copies 1S6110) trong thé thich 10 ul cho vao PCR mix. Két qua cho thay HBV-PCR mix dat
d6 nhay phat hién 1 copy DNA dich (giéng sb 4, vach dién di kich thudc 259 bps), MTB-PCR mix dat do
nhay 1 copy DNA dich (giéng sé 5, vach dién di kich thudc 249 bps). Trong hai két qua kiém tra chat
Iuo’ng nay, chung ta déu thy co6 hién dién vach dién di kich thwdc 190 bps, do la san pham khuéch dai
cla chirng ndi tai st dung chung méi v&i DNA dich dé& chirng minh I& PCR mix van dat chét lwgng du
¢6 khuéch dai ctia chirng noi tai.

Cac PCR thwong dwoc sir dung trong chin doan phat hién tic nhin nhiém trung
Tuy vao cach thiét k& dé dat duoc d6 nhay va do dic hiéu ma nha nghién ctru hay

ngudi 1am thi nghiém co thé sir dung mét trong nhiéu loai PCR khac nhau dé 4p dung

trong chian doan phat hién cic tic nhan gdy nhiém trung. Xin néu ra sau diy mot sb

thuong duogc stir dung trong cac phong thi nghiém hay trong cac kit thuwong mai.
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1. PCR don moi (monoplex PCR)

Chinh 1a PCR kinh dién nhét chi str dung c6 mot cap moi dic hiéu dé khuéch dai

mot doan DNA dich dac hiéu tur vi sinh vat

. o ) o Mbi F ‘ Mbi R
muodn dugc phat hién. Vi du PCR phat hién
PCR

HBV su dung cap moi dic hiéu mot doan i

DNA trén gene S cua virus viém gan B.
Hinh 8 theo déy minh hoa nguyén the cua Hinh 8: Minh hoa nguyén tac PCR don moi

PCR don moi.

2.  PCR da méi (multiplex PCR)

La PCR str dung nhiéu cap mdi dic hiéu cho cac doan DNA dich dic hiéu tir nhiéu
vi sinh vat muén duoc phat hién dong thoi. Dé thiét ké dugc Multiplex PCR thi quan
trong nhat 1a phai lam sao thiét ké duoc cac mdi co cing nhiét d6 bit cip (Ta) lén
DNA dich, ddng thdi cac mdi nay cling khong dugc bt cip v6i nhau, va quan trong
nhit 1a d6 nhay phat hién timg tac nhan dich khong bi giam ma van twong duong nhu
do nhay cua PCR don moi. Tuy nhién rat kho dé dat duoc cac diéu kién nhu vay, nhét
1a khi muén phat hién trén 2 tic nhan vi sinh truc tiép trong bénh pham. Do vy, PCR

da mdi phat hién trén 2 tdc nhdn vi sinh chi c6 thé ap dung dé phat hién nhiéu tac nhan

vi sinh cung mot lic trong cac mdi trudng nudi cay tang sinh vi khuan tur thuc pham vi
lugng DNA cua vi khuan dich néu c6 mat s€ hién dién kha nhi€u trong cac moi truong

tang sinh ndy. Hinh 9 minh hoa nguyén tic PCR da moi.

DNA dich cuta tac nhan vi sinh A DNA dich cua tac nhan vi sinh B
2 , . 4 Bi
M3i Fa ‘ Mdi Ra M3i Fg ‘ Mdi Rs
PCR PCR

! !

Hinh 9: Minh hoa nguyén tdc PCR da mdi phat hién hai tac nhan vi sinh cting mét lic

3. PCR té (nested PCR)

La PCR c6 hai giai doan: giai doan dau 13 PCR dung mét cip moi ngoai (goi la
PCR vong ngoai) dé khuéch dai mot doan DNA trong do c6 chira cac trinh tu dac hi¢u
mudn tim, sau d6 dung san pham PCR vong ngoai nay lam khuén cho vao éng PCR c6

cap moi trong (goi 13 PCR vong trong) dé khuéch dai trinh tu dic hiéu mudn tim nay
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(hinh 10-1). Ngoai nested PCR, con c6 semi-nested hay hemi-nested PCR 1a bién thé
ctia nested PCR v&i mot moi vong ngoai duoc dung lam mét trong hai méi cua cip moi
vong trong (hinh 10-2). Uu diém cia nested PCR (va ca semi-nested hay hemi-nested
PCR) la lam tdng d6 nhay cua PCR khi ma moi cho trinh ty dic hiéu mudn tim co do
nhay thap (nhu trong cac trudng hop phai dung mdi co degenerative base). Tuy nhién,
nhuoc diém 16n nhit cia phuwong phép ndy 13 nguy co ngoai nhiém cao do phai mé

tube PCR vong trong dé cho san pham PCR vong ngoai vao.

DNA dich DNA dich
Mbi Fou ‘ Mbi Roy Mbi Fou ‘ Mbi Roy
PCR vong ngoai PCR vong ngoai
San phadm PCR vong ngoai San phadm PCR vong ngoai
Sén phdm PCR vong ngoai Sén phdm PCR vong ngoai
4 A P <
M&IFy | M&i Ry M&i Fou | Méi R,
PCR vong trong PCR vong trong
i [E)) (2 i
San phadm PCR vong trong San phadm PCR vong trong

Hinh 10: Minh hoa nguyén tac (1) nested PCR va (2) semi-nested/hemi-nested PCR

4. PCR 1t khong dirng (non-stop nested PCR)

La PCR t6 nhung duoc thiét ké dé ca hai giai doan PCR vong ngoai va PCR vong
trong déu duoc thuc hién trong cung mot tube PCR nh¢ vady ma sau khi hoan tat PCR
vong ngoai thi chay tiép chuong trinh PCR vong trong chit khong can dung lai nho san
pham khuéch dai cia PCR vong ngoai trd thanh ban géc cho PCR vong trong ngay
trong cing tube phan tGng (hinh 11). Dé co

thé lam dugc non-stop nested PCR, nha DNA dich
: p ) - - —
A AT A As .. MiFou | Mbi R
nghién ctru phai thiét ké moi vong ngoai sao ham luong < M Fiy ham Iuong < Méi Ri

PCR vong ngoai
Ta vong ngoai > Ta vong trong 8-10°C

cho c6 nhiét do bat cip cao hon 8°C dén

10°C so vdi moi vong trong dé khi chay San pham PCR vong ngoai
Mbi Fin ‘ Mbi Rin

PCR vong ngoai v6i nhiét do bét cap thich !
PCR vong trong

Ta vong trong < Ta vong ngoai 8-10°C

v

San phadm PCR vong trong

hop cho PCR vong ngoai s& khong co su bat

cdp cua mdi PCR vong trong 1én DNA dich;

dong thoi nha nghlen cuu cung phal tor uu Hinh 11: Minh hoa nguyén tic non-stop nested PCR
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cho duoc ty 16 mdi vong ngoai so véi mdi vong trong sao cho sau khi chay PCR vong
trong s& khong con moi vong ngoai dé co thé tiép tuc bat cip 1én DNA dich. Uu diém
ctia non-stop nested PCR 1a vira co6 d6 nhay cao, vira tranh dugce nguy co ngoai nhiém
ma nested PCR phai gip vi phai mé nip tube PCR vong trong dé cho san pham PCR
vong ngoai vao, va dong thoi c6 thé ap dung phuong phap chdng ngoai nhiém san
pham khuéch dai bang cach thém dUTP va UNG vao PCR mix (phuong phap nay
khong thé ap dung duoc cho nested PCR).

5. Touch-down PCR

La PCR c6 chuong trinh luan nhiét c6 nhiét do bat cip giam dan trong 10 hay 20
chu ky dau, ¢ sau mdi chu ky giam 0.5°C dén 1°C, hay chi qua 1 dén 2 budc giam
nhiét d6 v6i mdi budce giam 5°C, dé dat dén nhiét do bét cap thich hop nhat ciia moi.
Trong 10-20 chu ky c6 nhiét do bat cip giam dan ndy, chuong trinh lun nhiét chi co
hai budc nhiét d6 13 bién tinh va bat cip chir khong co bude kéo dai. Hai so dd sau day
minh hoa chuong trinh luan nhi¢t cho Touch-down PCR c6 nhiét do bat cap giam dan

(so' dé 1) hay giam 2 budc (so dé 2) dén nhiét d6 bt cip thich hop nhit ciia moi:

20 chu ky 35 chu ky 1 chu ky
94°C/15 giay 94°C/15 giay 72°C/7 phat
65°C/15 giay 55°C/30 giay

gidm 0.5°C sau méi chu ky 0 ,
72°C/1 phut

So’ d6 1: Mot vi du minh hoa chuwong trinh luan nhiét Touch-down PCR v&i nhiét do bat cap giam dan

10 chu ky 10 chu ky 35 chu ky 1 chu ky
94°C/15 giay 94°C/15 giay 94°C/15 giay 72°C/7 phat
65°C/15 giay 60°C/15 giay 55°C/30 giay

72°C/1 phut

So’ d6 2: Mot vi du minh hoa chwong trinh luan nhiét Touch-down PCR v&i nhiét do bat cap gidam 2 buéc

Touch-down PCR thudng duoc nha nghién ctru st dung dé 1am ting d6 dic hiéu
ctia mdi khi bat cap vao DNA dich. Ly do l1a nho nhiét do bat cap ha xuéng dan s& lam
cho méi duge dua dan dén vi tri bd sung nhét v&i nd trén mach khuon cua DNA dich,
tranh duoc hién twong mdi bat cip vao cac vi tri khong dic hiéu. Ching toi thuong st
dung touch-down PCR mot khi PCR cho nhiéu san phém khuéch dai khong dac hiéu
biéu hién trén dién di thiy qua nhiéu vach phu ma cac giai phap diéu chinh khac khong

giai quyét duoc.
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6. RT-PCR

La phuong phap PCR ma nucleic acid dich can phai phat hién 1a RNA. Dé c6 thé
thuc hién dugc PCR nay thi trudc hét RNA dich phai dwoc phién ma nguoc (RT,
reverse transcription) thanh cDNA, rdi sau d6 s& dung PCR dé khuéch dai trinh tu dich
trong cDNA béng cap moi dic hiéu cho trinh tu nay. Vi phai thyc hi¢n hai giai doan

RT rdi méi dén PCR, nén ky thuat nay duoc goi 1a ki thuat RT-PCR.

Giai doan phién md nguoc (RT) 1a mot giai doan hét strc quan trong quyét dinh sy
thanh cong cua RT-PCR. Enzyme dugc st dung trong giai doan nay la Reverse
transcriptase dugc tach chiét tir Moloney murine leukemia virus (M-MLV) gy bénh
ung thu bach cau trén chudt, hay tir Avian myeloblastosis virus (AMV) giy bénh ung
thu tiy trén gia cAm. Enzyme reverse transcriptase 1a mot loai DNA polymerase khong
chiu nhiét, sit dung mach RNA don lam s¢i khuon dé téng hop nén sgi DNA bd sung
(cDNA, complementary DNA), do vdy giai doan RT con duoc goi 1a giai doan téng
hop cDNA.

Dé enzyme  reverse RNA

transcriptase c¢6 thé tong hop ng
RT
duoc cDNA tir so1 khudn la

cDNA

mach don RNA, can phai co

—p> <+
As gw ‘A ’ A A . PCR
moi dac hiéu bam lén trén soi1

khuéon RNA va cling can

San pham PCR

dNTP d€ enzyme reverse ‘
] ] Hinh 12: RT-PCR v¢i giai doan RT dung moi dac hiéu
trancriptase khi truot trén

mach khuon RNA c¢6 thé kéo

RNA
dai duoc mach cDNA. -> - - -> -p>
. RT
Mo6i dugc su dung trong
giai doan RT cé thé 1a moi = -— s
dac hiéu cho trinh twy RNA sé PCR
dugc phién ma ngugc thanh
cDNA (hinh 12), va mdi nay Sén phdm PCR

cO thé 1a moé1 xudi hay moi  Hinh 13: RT-PCR véi giai doan RT diing méi ng&u nhién
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nguoc cua giai doan PCR tuy chiéu 5> dén 3’ ciia RNA dich bat cip dugc moi ndo. Nha
nghién ctru ciing c¢6 thé str dung mot loai mdi chi co 6 nucleotide co thir tu ngiu nhién

goi 14 moi ngdu nhién (random hexamer) dé phién mi ngugc toan bd RNA co trong

mAu thanh cdc cDNA (hinh 13). Tuy nhién mdi ngau nhién chi c6 hiéu qua dé phién
ma nguoc dugc cac doan cDNA dai dudi 600 bases, con néu mudn c6 nhiing doan
cDNA dai trén 600bps thi phai ding mdi dic hiéu méi hiéu qua. Ngoai moi dic hiéu va
moi ngau nhién, néu mudn c6 cDNA ciia mRNA biéu hién tor mot gene, nha nghién

ctru c6 thé dung moi Oligo(dT)15 (goi 1a mdi poly T) vi mRNA luén co dudi l1a

poly(A)+. Mdi Oligo(dT)15 thuong duoc dung dé 1am thu vién ¢cDNA cua biéu hién
gene hay 1a dung dé phat hién vi khuan séng trong bénh phdm (vi du phat hién vi

khuan lao song trong mau dam).

Péi tuong ctia RT 1a RNA dich. Ban chat cia RNA 1a rat dé bi phan hily trong moi
truong cling nhu bi enzyme RNAse tiét ra tir cac vi sinh vét & trong méi truong, chai lo,
thiét bi, dung cu va dung dich. Enzyme RNAse lai rat bén, khé hay béi nhiét do. Do
vay thao tac trong pha ché cac thudc thir dé pha phan tmg RT phai tuyét ddi ton trong
nguyén tac vo trung va thuc hién voi cac dung cu, thiét bi, thudc thi...tinh sach. Dé pha
dung dich RT, phai chuan bi dy di cac diéu kién nhu 1a cach pha PCR mix. Tuy thudc
vao enzyme reverse transcriptase 1a loai ndo, do hing ndo san xuat ma c6 thé pha dung
dich phan tnmg RT. Dudi day 1a mdt vi du minh hoa thanh phén co ban ctia mot phan

tmg RT thé tich 20 pl:

= MgCl, S5SmM

= Reverse Transcription Buffer (10mM Tris-HCI [pH 9.0 at 25°C],
50mM KCl, 0.1% Triton X-100) 1X

= dNTP/each ImM

= Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (RNAsin)  1U/ul

=  AMV Reverse Transcriptase (High Conc.) 15U/ug RNA

«  MOoi dic hiéu 15pm — 100pm
(néu dung mdi ngiu nhién hay mdi poly T thi cho 0.5ug/pg
RNA duogc phién ma)

« Thé tich nu6c khtr ion (d4 xur Iy DEPC) cho vao dén 15ul

(dé thé tich mau chira RNA duoc phién ma thanh cDNA sé& cho vao 1a 5ul)
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RNA

Dung dich RT sau khi pha xong
nén dugc st dung ngay bang cach

cho mau chira RNA dich vao. Sau do,

25°C

cDNA

42°C

nhiét d6 42°C trong 10-15 phat dé

RNAse H cDNA

6ng nghiém phan ung dugc gitt & l
moi bat cap vao sgi khuon RNA va
enzyme reverse transcriptase tong l

hop dugc cDNA. Néu ding moi ngiu RNAse H

nhién thi trude khi 0 42°C, nén dé

6ng nghiém phan Gng & nhiét do

. , o L he o d cDNA

phong thi nghiém trong 10 phut dé
R S T ; A A Hinh 14: Nguyén tic hoat dong cla bd thubc thir tdng

mo1 bat cap vao sol RNA khudn. Néu hop cDNA do cong ty Nam Khoa san xuét

dung moéi dac hiéu thi thoi gian u

42°C ¢6 thé kéo dai dén 60 phut. Sau khi hoan tit tong hop cDNA & 42°C, enzyme

reverse transcriptase phai bi hity di bang cach dua 6ng nghiém phan tmg 1én 85°C trong

vong 5 phat. San pham cDNA nay sin sang dugc dua vao khuéch dai bang PCR voi

cap mdi dic hiéu. Néu chua thue hién PCR thi c6 thé gilt san phém cDNA ¢ tu dong.

Cong ty Nam Khoa d3 nghién ctru va san xuit dugc mot bo thudc thir sin sang
duogc st dung dé tong hop cDNA. San pham nay 1a cac éng nghiém PCR chura sin cac
thanh phan cho phan tng tong hop ¢cDNA. Ngudi st dung chi can cho vao trong éng
nghiém mot thé tich tach chiét RNA tir mau thir va tién hanh u 6ng nghiém qua céc giai
doan nhiét 6 va thoi gian theo dung hudng dan thi s& c6 san phim cDNA dé thuc hién
budc PCR tiép theo. Nguyén tic cua bo thude thir tong hop cDNA nay 1a sir dung moi
ngiu nhién va moi Oligo(dT)15 dé tong hop toan bd RNA tir mau thir thanh cDNA tir
RNA nho enzyme Reverse Transcriptase. Ngoai ra trong hé théng phan tng con cé
enzyme RNAse H dé cat bo RNA bi bat cip vao cDNA sau khi phién ma nguoc thanh
cDNA. Thanh phdn ciia bd thude thir 1a cac dng nghiém PCR 0.2 chira trong mdi 6ng
3ul RT mix bao gdm du cac hoa chét va thude thir can thiét cho mot phan g tong hop
cDNA theo nguyén tic di néu trén. Cac dng nghiém phan tGng nay duoc giit & nhiét do
tir -18°C dén -30°C. Phuong phdp thuc hién tong hop cDNA 1a: ngudi 1am thi nghiém
chi can cho 9 ul dich tach chiét RNA cta mau thir (hay bénh pham) vao 6ng nghiém
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phan tng, pipette 1én xudng nhe nhang vai lan dé tron déu. Sau d6 dit ong nghiém vao
méy luan nhiét dé chay chuong trinh luan nhiét 25°C trong 5 phut dé moi ngiu nhién
bét cip vao RNA dich, roi 42°C trong 30 phut dé enzyme reverse transcriptase tong
hop cDNA dong thoi RNAseH cit bo RNA dich khoi cDNA, cudi cing u 85°C trong 5
phut dé pha hity enzyme reverse transcriptase va enzyme RNAse H sau khi chung da
hoan tat nhiém vu. Hinh 14 minh hoa nguyén tic hoat dong cua bd thude thir tong hop
cDNA nay.

Cé hai phuong phap thyc hi¢n RT-PCR. D¢ 1a phuong phap RT-PCR hai budc, va
phuong phap RT-PCR mdt budce.

Trong phuwong phap RT-PCR hai budc, ngudi lam thi nghiém thuc hién giai doan

RT dé tong hop cDNA trong mot dng nghiém, sau d6 1y san pham cDNA cho vio éng
nghiém PCR chira PCR mix voi moi dic hidu dé chay giai doan PCR khuéch dai trinh
tu DNA dich mudn tim. Phuong phap nay s& c6 nguy co ngoai nhiém san pham khuéch
dai do phai mé nap tube PCR dé cho san pham cDNA cua giai doan RT vao. Tuy nhién
ngdy nay nguy co ndy hoan toan cé thé bi loai bo nho viéc cho dUTP va UNG vao
PCR mix cua giai doan PCR.

Trong phuwong phap RT-PCR mot budc, ngudi lam thi nghiém thuc hién cé hai giai
doan RT va giai doan PCR trong cing mot dng phan ung, nghia 13 sau khi cho tach
chiét RNA tir mau tht vao 6ng phan ng, giai doan RT s€ dugc thuc hién trudc va sau
do giai doan PCR sé€ di lién theo sau. Pé thuc hién duge RT-PCR mot budc, trong 6ng
phan tmg phai c¢6 du cac thanh phan hoa chét va thudc thir dé chay RT va PCR, tic 1a
phai c6 ca enzyme reverse transcriptase su dung cho RT va enzyme Taq polymerase su
dung cho PCR. Ngoai ra ciing ¢6 mot loai DNA polymerase tach chiét tir vi khudn chiu
nhiét Themus thermophilus, dugc dat tén 1a TthPol, c6 hai kha nang: co thé thuc hién
phién ma nguogc khi c¢6 su hién dién cia Mn'™" va kha ning nhan ban DNA khi c6 su
hién dién ciia Mg, do vdy c6 thé dung enzyme ndy lam RT-PCR mét budc. Trong
phuong phap RT-PCR mét bude, toan bd san pham cDNA déu tham gia vao PCR va
khong nhat thiét phai c6 moi riéng cho RT vi chinh mdi ctia PCR s& duoc sir dung lam
mdi cho RT. RT-PCR mét budc duoc nhidu nguoi thich hon 14 RT-PCR hai budc vi
tién loi hon va tranh duoc nguy co ngoai nhiém san phém khuéch dai do phai m¢ tube

PCR dé cho san phdm cDNA vao. Tuy nhién trong RT-PCR mét budc, khong thé sir

27



dung phuong phap chdng ngoai nhiém bang cach cho dUTP va enzyme UNG vao dung
dich phan tmg vi UNG s& cit bo toan b cDNA tong hop dugc trong giai doan RT.

PCR va cac irng dung trong y sinh hoc

1. PCR va cong nghé gene

N6i mét cach tom tit, cong nghé gene 13 cong nghé san xuét dugc protein mong
mudn tir mot gene duge chén mot vector (plasmid, phage hay virus) dé chuyén thé tai
t6 hop vao cac té bao vi khuan, vi ndm hay té bao c6 nhan va sir dung cac té bao tai to
hop nay dé 1am nha may sinh hoc san xuit ra protein mong muén nay. Trong cong
nghé sinh hoc phan tir, chia khéa k¥ thuat chinh 1a phai lam thé nao ¢ lap duoc gene
mong mudn. Dbi véi cac gene khong co intron thi nha nghién ciru c6 thé co 1ap duoc
gene tir DNA bo gene tach chiét tir t& bao dich. Pi v6i cac gene c6 intron thi gene
phai duoc cb 1ap tir cDNA phién mi nguoc tir mRNA tach chiét tir nhitng té bao co

biéu hién tinh trang tir gene hay c¢6 hoat dong chuc nang dic trung cho gene.

Trudce khi c6 PCR, viéc co6 lap dugec mot gene mong mubn tr DNA bd gene rat 1a
cong phu. Cac nha nghién ctru phai tach chiét dugc DNA bd gene phai con nguyén ven
cia mot lugng 16m té bao dich rdi dung enzyme cét han ché dé cit nho DNA bo gene
thanh nhitng doan c6 kich thudc khéac bi¢t nhau. Sau do dién di trén agarose dé tach

biét cac doan
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dién di qua mang nylon (goi la k¥ thuat Southern bloting). Dung cach doan do dac hi¢u
gene mudn tim di danh déu enzyme hay dong vi phong xa phu trén mang nylon dé lai
tim vi tri cua doan DNA c6 mang trinh tu dac hi€u gene (hinh 15). Tu vi tri dugc xac
dinh trén mang lai nay, cit manh gel dién di (dugc thuc hién song song voi gel dung
trong Southern bloting) tai ding vi tri da xac dinh dugc trén mang, va nhu vay la c6 hy
vong bit dugc doan DNA chira gene mong mudn. Tuy nhién dé c6 duogc tron ven gene
mong mudn, nha nghién ctru phai thuc hién k¥ thuat nay rat nhidu 1an, khong chi trén
DNA b gene di cit bang mot enzyme cit han ché ma phai thtr trén nhiéu enzyme cit
han ché, khong chi trén DNA b0 gene ma ca trén cac doan DNA thoi ra tir cac vi tri gel
duogc xac dinh c6 mang trinh ty ddc hi€u cua gene...Va con phai két hop véi nhiéu ky
thuat sinh hoc phan tir khac nira. Cong trinh nhu vay c6 khi kéo dai hang chuc nam méi
thanh coéng. Néu mudn c6 1ap duoc gene mong mudn tir mRNA, cac nha nghién ciu
cling phai tach chiét thanh cong mRNA tir mot lugng 16n cac té bao c6 biéu hién gene,
thuc hi¢n phién ma ngugc caic mRNA tach chiét duoc nay thanh cDNA voi moi
Oligo(dT)15, sau d6 chén vao vector voi diéu kién that t6i wu dé mdi vector chi nhan
duoc mdt cDNA, rdi cudi cung chuyén thé vao té bao vi khuan dé 1ap duogc thu vién
cDNA ciing & diéu kién t6i uu sao cho mét vi khuan tai t6 hop chi nhan dugc 1 vector
ma thoi. T thu vién cDNA nay, chon loc dé biét duoc té bao vi khuan nao mang ding

cDNA cua gene mong muon.

Vi su phat minh ra ky thuat PCR va cac tién bd da lam cho PCR ngay nay tro
thanh mot cong cu rat dé dang thyuc hién tai cac phong thi nghi¢ém thi viéc c6 1ap mot
gene mong mudn trd thanh kha d& dang. Dé c6 thé c6 dugc tron ven mot gene mong
mudn tir DNA b6 gene, nha nghién ctru chi can thiét ké mot cap moi ddc hiéu cho trinh

tu hai dau doan gene trén DNA

bd gene, roi chi can tach chiét

mot lugng rit nhd DNA bo FCR MM = nx10°
gene, khong can phai nguyén /

ven, tor mét lugng nho té bao

hay mo dich, thuc hién PCR, .. 16 vsi PCR. 08 dang d& ¢ hang 1§ gene mong muén nho

khuéch dai trinh tw gene tir mot lvong rat nhd DNA bo
gene v&i cap moéi dac hiéu cho trinh ty hai dau cua
gene

thé 1a da c6 dugc gene mong

muodn véi sO lugng hang ty ban
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sao (hinh 16). Ciing nhu vay, dé c6 thé c6 mot gene mong mudn tir mRNA, nha nghién
ctru chi can tach chiét dugc mRNA tir mot lugng nhd té bao hay mo dich cé biéu hién
gene roi thue hién RT-PCR véi mdi ddc hiéu cho trinh ty hai ddu doan gene, thé 1a ¢o
dugc hang ty ban sao cta gene mong mudn (hink 17). Tham chi néu khong c6 duge té
bao hay mé dich, nha nghién ctru vin c6 thé dung PCR dé khuéch dai dugc gen mong
mudn tir cac doan oligo ngin duoc dit tong hop sao cho chiing cé trinh ty bo sung mot
phan 1én nhau & mot dau dé dung chung 1am méi cho nhau, két hop véi cac moi dic

hiéu cho timg doan tong hop (hinh 18).

mRNA mRNA
— —
RT RT
méi Oligo (dT)15 méi dic hiéu
cDNA cDNA
— — — —
PQR PQR
m‘éi dac hiéu 2 m‘éi dac hiéu 2
dau cua gene dau cua gene

Hinh 17 Phwong phap c6 lap duoc gene mong mudn tr mRNA v¢i giai doan RT ¢o thé& diing mdi Oligo(dT)15
hay dung mét trong hai moi dac hiéu cho hai dau doan gene cua giai doan PCR

Oligo A
Oligo A

PCR

San phdm AB

’ Oligo C

PCR

San phdm ABC

Oligo D

PCR

Gene mong muén

Hinh 18: Phuwong phap tbng hop gene mong mudn tlr cac doan oligo ngén dwoc dng hop dai khodng
80-100 bps.

Nhu vdy, nho cong cu PCR ma giai doan kho khan nhat trong cong nghé gene, 1a
c6 dugc trong tay gene mong mubn, duoc thuc hién kha dé dang vdi thot gian rat ngén
c6 thé chi trong mot vai ngdy, thay vi phai can nhidu nim nhu trudc khi c¢6 cong cu
PCR. Chinh nho vy, hién nay céng nghé gene di c6 nhiéu tién b rat dang ké qua céc
san pham protein duogc san xuat va dwa vao st dung trong y hoc, trong duoc pham,

trong nong nghi€p, trong thuy sdn va ca trong moi truong. Ching t61 s€ trinh bay co
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ban va chi tiét hon vé cong nghé nay trong cudn sich “Cac k§ thuit sinh hoc phan
tir thwong dwoc ap dung trong nghién ciru y sinh hoc” s& dugc sém xuit ban sau

cudn sach nay.

2. PCR trong phdap y

Hién nay, PCR ciing 1a mot cong cu rat hiéu qua trong giam dinh phap y dé xéc
dinh tong tich nan nhan qua di thé dé lai, truy tam va xac dinh thu pham qua céc dau
vét sinh hoc dé lai tai hién truong hay trén nan nhan, xac dinh quan hé huyét théng qua
xéac dinh diu van tay DNA cua cac ca nhan va méi lién hé huyét thong ctia cac ddu van
tay DNA nay, va cudi cung 13 xac dinh hai c¢6t 1au nam 13 thudc gia dinh ndo c6 ngudi
than bi mat tich. Co s¢ cua viéc tng dung nay 13 nhd ¢6 PCR ma cac ddu vét DNA
mudn tim trong cic mau s& dugc khuéch dai va phén tich. Cac ddu vét DNA d6 thudng
1a cac doan lip di lip lai ngin (short tandem repeat, STR) hién dién trong DNA b
gene cua cac ca thé va di truyén theo dinh luat Mendel qua cac thé he, hay la trinh tu
vong D cua ty thé di truyén theo bén ngoai ctia mdi ca nhan. Chiing t6i s& trinh bay noi

dung nay trong bai “PCR va diu vin tay DNA” trong cudn sach nay.

3. PCR trong chén dodn va sang loc bénh Iy di truvén

C6 thé n6éi PCR 1a mot cong cu duy nhat hitu hiéu trong phat hién va sang loc cac
bénh 1y di truyén do su bién ddi gene ¢ mirc do phan tir ma cac phuong tién di truyén
té bao khong thé phat hién dugc. Khong chi vdy, PCR con la mdt cong cu hitu hiéu dé
sang loc trudc sanh cac bénh 1y di truyén qua su phat hién cac bién doi gene ¢ mtrc do
phan t vé mit cdu trac, vi du Thalassemia, Duchene... hay vé sb lugng nhu bénh ly
tam thé 13, 18, 21... trén cac mau té bao 1ay tir gai nhau, tir dich 6i cua san phu ngay
trong nhimg thoi ky con rat sém cua thai ky dé gitip cac nha diéu tri c6 bién phap can
thiép nhu chdm dut thai ky sém nhd vy ma gia dinh khong phai chiu ganh ning vi
phai sinh nhitng dtra con bi bénh 1y di truyén. Ngoai ra, PCR con dugc dung dé phat
hién cac cd nhan khdée manh nhung mang gene tiém an bénh di truyén, vi du bénh
Thalassemia, Duchene... dé c¢6 thé c6 tham van tién hon nhan hay truéc sanh, nhd vay
ma s& ¢ thé 1am giam di hay loai trir mot bénh 1y di truyén trong quan thé, giam duoc
ganh ning xa hoi vi phai d6i phé voi bénh 1y di truyén nay. Chung toi s& trinh bay chi
tiét hon vé cac cong cu ndy trong cudn sach “Cac ky thuét sinh hoc phan tir thuong
dwoce ap dung trong nghién ciru y sinh hoc” s& dugc sém xuit ban sau sach nay.

31



4. PCR trong phat hién cac tac nhan vi sinh vat gdy bénh nhiém trung

Nguyén tic cua PCR 13 khuéch dai doan DNA dich trong dng nghiém phan tmg dé
sau d6 phat hién chung, do vy PCR nay dang tr& thanh mot cong cu chan doan nhay
cam nhat, cho dén nay chua c6 thr nghi¢ém nao sanh kip, dé phat hi¢n cac tac nhan vi
sinh vt gdy bénh (ngay ca cac vi sinh vat khong thé phat hién dugc bang cac xét
nghiém khéc) trong cac bénh pham khac nhau. Chung t6i s& trinh bay co ban va chi tiét
hon vé van dé nay trong bai “Kinh nghiém xiy dung va phit trién PCR/real-time

PCR va mot so ky thuit sinh hoc phan tir khac trong nghién ciru va chian doan”

5. PCR la don béy thiic didy nhanh céong nghé gidi trinh tuw

C6 thé noi khong sai 1a néu khéng co tmg dung cong cu PCR trong k¥ thuét giai
trinh tu gen thi cac nha khoa hoc khong thé hoan tit dugc cong trinh giai mi bo gen
ngudi sém hon du dinh trén 10 ndm, va tir két qua cua cong trinh ndy, nhiéu canh cira
moéi cua y sinh hoc di dugec md véi vo van cac tmg dung day trién vong trong cong
nghé duoc phadm protein, trong sinh-tin hoc (bio-informatic), trong chan doan bénh
bang cac gen-chip. Ly do dé néi PCR 1a don bay dé thiic diy nhanh cong nghé giai
trinh ty 13 vi nho ¢6 PCR ma cac nha khoa hoc d3 thay d6i duoc phan tng giai trinh tur
trong phuong phap giai trinh ty bang enzyme ctia Sanger thanh phan tng chu ky nhiét
giai trinh ty v6i hiéu qua phan tmg tot hon rat nhidu va nhay hon rat nhidu. Ngoai ra,

cling nho c6 PCR ma céac san pham can giai trinh tu sé dugc nhan ban thanh nhiéu ban

1

AYANAYA

DNA/RNA bd gene cla

virus co trong bénh pham.

PCR khuéch dai ting
doan DNA ngén ctia DNA
hay RNA bd gen virus
trwc tiép trong bénh pham

Giai trinh tw truc tiép cac
san phdm PCR réi so
chudi d@é tim céac trinh tw
trung 1ap & 2 dau

Néi céc trinh tw v&i nhau
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Hinh 19: Nguyén tac gidi trinh ty tryc tiép DNA/RNA bd gene cua virus gay bénh cb trong
bénh pham ma khong can phai nudi cay phan lap dworc virus trén cay té bao.
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sao déng nhét vé chiéu dai va trinh tu, do vay ma s€ co dugc két qua giai trinh ty chinh
xac hon. Vi PCR két hop v6i giai trinh ty, nha nghién ctru ¢ thé giai trinh ty tron ven
DNA hay RNA b gene cta virus gay bénh c6 trong miu thir ma khong can phai nudi
cdy dugc virus nay vao té bao bang cach thiét ké cac moi dic hiéu cho timg doan trén
bd gene ma cac doan ndy c6 trinh tir & hai ddu trung 1ap nhau, rdi dung PCR dé khuéch
dai cac doan DNA nay lén. Giai trinh ty cac san phém PCR nay, cudi cung so chudi dé
tim nhiing trinh tu tring 1ip lam co s¢ dé 1ap ghép ndi cac doan trinh ty di giai duoc
v61 nhau thanh trinh tu DNA b gene hoan chinh (hinh 19). Ching t61 s€ trinh bay chi
tiét hon vé cong nghé PCR va giai trinh ty ¢ bai “PCR va giai trinh tu” trong cubn

sach nay.
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