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Cong nghé giai iai trinh ty thé hé moi:
TONG QUAN VE CAC XU HUGNG VA UNG DUNG

Nguyén Dang Ton, Nong Van Hai

Vién Nghién ctu hé gen

Cong nghé gidi trinh tu thé hé méi (Next Generation Sequencing - NGS) d& c6 mét va phat trién tli 10 nam
nay. V6i uu thé co gia thanh rat thap va thdi gian doc nhanh, cac cong nghé NGS dudc ling dung rong rai
trong nhiéu linh vuc, tii nghién ctiu co ban cho dén céc nghién ctiu vé chan doan 14m sang, hé gen hoc
trong nong nghiép va khoa hoc hinh su... Trong khudn khd bai viét, cac téc gia dua ra cai nhin tdng quan
vé cac hudng ting dung clia cong nghé NGS va thdo luan vé nhiing uu, nhugc diém cla mdi cong nghé.

Mé dau

Vao nhiing ndm 70 cla thé ky
trudc, phuong phéap giai trinh tu ADN
b&ng chudi téng hop hoadc ky thuat
tach cac doan ADN da dugc Sanger
va cong sy phat minh. Phuong phap
nay dé dang ty dong hda, khong
dung cac chat doéc hai nén dugc si
dung phé bién cho giai trinh ty ADN
tl nhiing nam 80 cho dén nay. Trinh
tu bd gen ngudi dau tién da dugc giai
méa bing phudng phap Sanger vao
nam 2004 vGi su hop tac cla 15 quéc
gia do My diing dau, da tiéu ton rat
nhiéu thdi gian va nguén lyc. Cau hoi
dugc dat ra 1, lam thé nao dé co thé
rut ngan thai gian va giam chi phi giai
trinh ty toan bd hé gen. Véi ly do nay,
Vién Nghién clu hé gen ngudi qudc
gia (NHGRI - Hoa Ky) da khéi dong
chuong trinh dau tu véi muyc tiéu giam
chi phi gidi ma hé gen ngudi xuéng
1.000 USD trong 10 nam. Bay la dong
lyc thic ddy su phat trién va thudng
mai hoa cac cong nghé NGS. Céac
phudng phap giai trinh ty nay cé 3
dac diém cai tién chinh: dya vao thu
vien NGS ma khéng can nhan dong
cac doan ADN, hang ngan cho téi
hang triéu phan Ung giai trinh ty dugc
thuc hién cung luc, két qua giai trinh
tu dugc xac dinh truc tiép khéng can
théng qua dién di. Dugi day la tom tat
mot s6 céng nghé NGS dang dudc
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Uing dung réng rai hién nay.
Mot sd cong nghé NGS

Céng nghé giai
pyrosequencing 454

trinh tu

Pyrosequencing 454 do 2 nha
khoa hoc Nyren va Ronaghi cua Vién
Ky thuat Stockholm (Thuy Dién) phat
minh, va dudc phat trién bdi Cong ty
454 Life Science, la mot hé théng giai
trinh tu ADN 2 budc ¢é do tuong dong
cao vGi dung lugng I6n hon rat nhiéu
S0 VGi hé théng gidi trinh ty Sanger.
Ky thuat nay dua trén nguyén ly “giai
trinh ty béng téng hop” bao gém: Khai
dong mot sgi ADN da dugc gidi trinh tu
va gidi trinh tu sgi bé sung béng phan
ing clia enzyme. DAy la hé théng cé
thé khuéch dai mot so lugng 16n cac
doan ADN trong cac giéng picotiter.
Nguyén ly “giai trinh tu bang viéc téng
hgp” cling dua trén viéc nhan biét
cac pyrophosphate (PPi) dudc gidi
phéng trong qua trinh gan nucleotide,
tao ra mét tin hiéu anh sang, hiéu
quéa haon ky thuat két thic chudi bang
dideoxynucleotide.

Cong nghé pyrosequencing cé
tinh linh hoat cao khi lién két cap
primer, c6 kh& nang phan tich dugc
nhiéu dot bién, di liéu va thong tin
trinh tu tap hop dudc day du. Ky thuat
nay c6 tinh nhay cao hon han so véi
phuong phap truyén théng, do chinh
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xac lén t6i 99,9% vaéi cac doan 200
base va 99% vdi cac doan 400 base.
Hé thong gidi trinh tu dugc 400-600
triéu bp trong vong 10 gid, gilip giam
gia thanh dang ké so vai khi st dung
phuong phap Sanger dé giai trinh tu
mot s6 lugng 16n ADN. Céng nghé nay
cung véi cac ky thuat gidi trinh tu thé
hé méi khac cé nhiéu anh hudng dén
hoat dong nghién cuiu c6 lugng di liéu
dau vao I6n, va yéu cau xu ly trong
thoi gian ngan, nha dé da tao ra nhiéu
dot pha trong cac linh vuc: cong nghé
sinh hoc, sinh hoc phap vy, hé théng
hoc vay hoc.

Céng nghé giai trinh ty SBS
(sequencing by synthesis)

Cong nghé gidi trinh ty bang
téng hop SBS st dung 4 nucleotide
danh dau huynh quang dé giai trinh
ty hang chuc triéu cluster dong thdi
trén bé mat flow-cell. Trong méi chu
trinh gidi trinh tu, mot deoxynucloside
triphosphate danh dau (dNTP) dugc
thém vao chubi acid nucleic. Nhdn
huynh quang cla nucleotide dong
vai tro nhu mét khoa dung phén Ung
polymer hoa, do dé sau khi mbi dNTP
dugc tich hgp, dye huynh quang dugc
ghi lai dé xac dinh nucleotide va sau
d6 bi cit bd dé téng hop nucleotide
tiép theo. Vi ca 4 loai dNTP gan khoa
diing téng hgp thuan nghich c6 mat
déng thdi dudi dang don phan td,
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454 sequencing

SOLID platform

Solexa technology

Hinh 1. So do tong quat cac budc giai trinh ty ADN bing NGS.

1. Chuén bi mau: ADN dugc cit thanh cac doan nhd c6 kich thudc t& 200 dén 500 bp,
gan adapter pht hgp; 2. Cac doan ADN sau khi gdn adapter dugc tién hanh lam giau
bang PCR (Polymerase chain reaction) trong méi tridng dung dich (emulsion PCR) d6i véi
cong nghé gidi trinh tu trén may doc trinh tu 454 clia Roche va may doc trinh ty SOLiD
clia Life Technologies hodc PCR bac cau (bridge PCR) theo cong nghé Solexa clia Illumina;
3. DPoc trinh tu cac doan ADN da dugc lam giau bing cac cong nghé tuong ting

su canh tranh ngau nhién g|up gidm
thiéu viéc téng hop mat can dai. Viec
xac dinh céc base dya vao cudng do
tin hiéu do dugc trong méi chu trinh,
gilp gidm thiéu cac sai s thd so Vdi
cbng nghé khac. K&t qua cudi cung la
trinh ty dugc doc tung base mot vai
do chinh xac cao, loai bd dudc céc
16i do dac thu trinh tu, cho phép qua
trinh giai trinh ty manh mé trén toan
bd genome, bao gém cac trinh ty lap
lai.

Phuong phap giai trinh ty SBS c6
kha nang xd ly dong thoi s6 lugng cuic
I6n cac doan can doc trinh tu véi do
bao pht déng nhat, gitp két qua xac
dinh bién di di truyén cé do tin cay
cao. Khéi lugng mau I6n cho phép
su 'dung cac cong cu théng ké va cho
diém, tudng tu nhu cac phuong phap
truyen théng trong viéc xac dinh thé
dong hgp, di hop va phan biét cac 16i
gii trinh ty. Cy thé, méi base doc thd
co mot dlem s chat lugng gilp phén
mém co thé xac dinh sy sai khac va
cho diém s6 tin cay.

Coéng nghé giai trinh tu SBS la
quy trinh mot chiéu, mang tinh ty
dong hda cao, yéu cau thoi gian va
thao tac it nhat. VGi kha nang tao ra
hang Gb di liéu ADN trong mot lan
chay, ngay ca cac genome I6n cla
cac doéng vat co vu cung c6 thé giai
trinh tu trong mot vai tuan thay vi mot

vai nam nhu trudc kia.
Céng nghé gidi trinh tu SOLID

Coéng nghé giai trinh ty SOLID
dugc thiét ké dua trén nguyén ly
ghép ndi, toan bd genome dugc cat
thanh cac doan ADN ngan, sau do
tling doan dudc gan véi cac adapter
réi ¢6 dinh vao cac hat tii. Qué trinh
giai trinh tu dudc thuc hién théng qua
cac oligonucleotide dugc danh dau
huynh quang. Dau tién cac primer
dugc ghép cap thong qua lién két bé
sung véi cac doan adapter, qua trinh
tdng hop dudc thuc hién nhu sau: 4
loai oligonucleotide (méi doan gém 8
base) c6 danh ddu huynh quang dudc
gan vao cac vi tri tiép theo bat dau tii vi
tri 5’P clia moi. Sau mbi mot lugt gan
cla cac doan oligonucleotide thi mot
tin hiéu huynh quang dugc ghi nhan,
ti€p dén nhd hoat tinh cla enzyme,
cac nucleotide bat dau tu s6 6 bj loai
ra, kém theo dé nhan huynh quang
dugc loai bé dé 16 ra vi tri 5P, qua trinh
gan dudc tiép tuc thuc hién cho ti hét
chiéu dai ctia doan ADN. Két thic quéa
trinh thu nhat, mot primer mdi tiép tuc
dudc gan véi sgi khudn G vi tri tinh tién

1 nucleotide vé phia trudc so véi vi tri

gan clia primer dau tién va tiép tuc qua
trinh thu nhan tin hiéu théng qua cac
phan ting ghép ndi. Qua trinh dugc 1ap
lai 5 1&n, m&i 1an st dung mot moi méi
va tinh tién 1 nucleotide vé phia trudc
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S0 VGi vi tri gan mai trudc do.

DG liéu xuét ra cla hé thong co
thé 1&n t6i 60 Gb véi khoang hon 1 ty
doan dudc doc sau méi lugt chay. Kich
thudc va do tin cay clia mbi doan ADN
dugc danh gia la tuong duong so vdi
hé thdng cla lllumina, trong khi do chi
phi thiét bi ciia cdng nghé SOLID thap
haon dang ké so véi cac hé théng khac
cung thé hé.

Céng nghé giai trinh tu' Nanoball
sequencing

Nanoball sequencing la mét con
nghé mdi, tién tién, dudc s dung dé
giditrinh tutoan bo hé gen cliamotsinh
vat dua trén qua trinh sao chép cla vi
khudn. Cac doan ADN dugc khuéch
dai rdi cudn lai thanh cac nanoball.
Qua trinh gidi trinh ty thong qua ky
thuat nanoball gébm c6: i) Tinh sach
ADN téng, tiép dé sl dung enzyme
dé bién ching thanh cac doan ADN
¢ kich thudc tir 400 dén 500 bp, sau
dé gan adapter vao cac doan ADN, rdi
cudn chung lai thanh cac nanoball; ii)
Cac doan ADN dugc sao chép theo
cG ché sao chép ADN dang vong clia
vi khuén, sau dé cac nanoball dudgc
chuyén 1&n moét flow cell ¢6 chiia cac
m&u dd cé gan huynh quang réi gan
véi cac trinh tu nucleotide dac hiéu; iii)
Tin hiéu huynh quang thu dugc tai méi
diém dac hiéu dugc ghi lai théng qua
moét may anh cé d6 phan gidi cao va
dugc phan tich théng qua cac céng cu
phan tich tin sinh hoc. Cudi cung, cac
d lieu vé gen dugc so sanh, lap rap
va xac dinh trinh tu.

Céng nghé giai trinh tv SMRT
(Single Molecular Real-Time)

SMRT la céng nghé gidi trinh ty
tién tién nhat hién nay. Néu tat ca
cac cong nghé giai trinh ty néu trén
déu dua trén phuang phap co ban do
Sanger phat minh ra ndm 1977, goi
a “phuong phap gian doan chudi’
(chain-termination method), thi SMRT
xac dinh trinh tu ADN theo mot cach
hoi khac: N6 “quan sat” qua trinh téng
hgp moét chudi ADN tu nhién bang
ADN polymerase dan I8, cac tin higu tu
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nucleotide dugc danh diu phosphate
sé dugc phat hién theo thdi gian thuc
giup xac dinh chinh xac nucleotide nao
trong 4 loai nucleotide dang dugc gan
vao mach, do d6 khi doan ADN dugc
sao chép xong thi may cling xac dinh
xong trinh ty doan ADN dé. Céng nghé
nay v6 cung hliu ich cho céc ting dung
giai trinh tu toan bd hé gen clia céac
sinh vat chua c6 théng tin vé hé gen
(de novo genome sequencing).

Cac hudng ing dung NGS
Giai trinh tuy ADN

Giai trinh tu toan bd hé gen (Whole
genome sequencing - WGS) va giai
trinh ty hé gen biéu hién (Whole
exome sequencing - WES) la 2 xu
huéng chinh ting dung cong nghé NGS
vao gidi trinh tu ADN. WGS/WES cho
phép tim kiém va xac dinh cac bién
di di truyén SNP, InDel, CNV, SV... ¢6
trong cé thé, quan thé déi v6i nhiing
loai d4 c6 hé gen tham chiéu. Viéc
phat hién cac bién di di truyén gitp
phat hién cac bién di gay ra bénh di
truyén da biét, ti d6 tién hanh sang loc
ung thu/bénh di truyén sém hoac theo
d6i dap tng diéu tri; cung cap cac bién
di cho nghién ctiu GWAS, chu gidi...;
danh gia da dang quan thé béng cach
xac dinh tan sé allen...

Nhiing uu diém vuct trdi vé cong
suat va gia thanh da khién WGS tré
thanh phuang phap thich hgp nhat cho
nhiéu muc dich nghién ctiu. WGS ngay
cang dugc st (dung nhiéu hon cho céc
nghién ctu gidi ma nhu khoa hoc phap
y, di truyén néng ngh|ep va céac chan
doan 1am sang (chan doan bénh di
truyén la mot vi du). M6t trong nhiing
Uing dung 1&m sang quan trong khac la
giai trinh tu cac chling gay bénh va cac
bénh truyén nhiém quan tam.

D6i v6i nhiéu ling dung, viéc giai
trinh ty toan bé hé gen la khéng thuc
t€ va khong can thiét. Do do, giai trinh
ty hé gen biéu hién (WES) la phudong
an ti€p can hgp ly doi véi nhiing vung
gen quan tam, vi du Exon chi chiém
2% trong hé gen ngudi nhung bién déi
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trong dé lai gy nén 85% cac can bénh
da biét. Vi ly do nay, WES da dugc st
dung cho nghién cuu lam sang trong
nhiing n&m gan day, cho ra nhiéu con
cu chan doan hia hen sé lam thay doi
dang ké dich vu y t& va cham séc stic
khoe.

Mot hudng ti€p can cao hon mdi
phéat trién trong thdi gian gan day la
giai trinh tu cac gen quan tdm da dugc
khuéch dai bang PCR. Phuong phap
nay phu hop vai cac kiém tra bénh, tap
trung vao mot lugng gidi han cac bénh
c6 lién quan dén cac bién thé hodc
ing dung trong giai trinh ty gen 16S
cta rARN tu cac loai khac nhau. Day
la phuong phap dudc s dung rong rai
trong hé thong hoc va phat sinh chiing
loai, cu thé 1a gilta cac mau da dang
vé di truyen Phuong phap nay dung
dé danh gia su da dang cla vi khuén
trong maoi trudng, giup cac nha nghién
clu phan tich dugc hé vi sinh vat tu
cac mau khé hodc khong thé nghién
clu dugc.

Gidi trinh tu ARN (ARN-seq)

Céac ban phién ma cla sinh vat
nhan chudn rat phic tap va nhiéu
gen tao ra cac ban doi ma. Trén co s
cac céng nghé NGS, nhiéu quy trinh
dac hiéu cho ARN-seq da dugc phat
trién, quy trinh dau tién xuat hién
nam 2008. Cac quy trinh nay cho
phép xac dinh cac ban déi ma diéu
hoa c6 thé dong vai trd quan trong
trong cac chuc nang sinh hoc. Phan
tich cac ban phién méa hién nay ciing
c6 thé thuc hién dudc & mic do cac
t€ bao don 1é dya trén cac phuong
phap chuén bi mau da dugc cai tién.
Phan tich toan b6 cac ban phién ma
cla cac té bao don 1é da cho thay co
thé ¢6 nhiing ban phién ma khong
hoan toan giéng nhau gitta cac té
bao giéng nhau. Mot phudng phéap
méi dugc céng b6 nam 2014 cé tén
la gidi trinh ty ARN huynh quang tai
ché (FISSEQ), c6 thé nghién clu vé
toan bo cac ban phién méa cla céac té
bao don &, dong thdi xac dinh dugc
vi tri chinh xac cia méi ban phién ma
trong té bao.
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Han ché cla phuong phap ARN-
seq truyén théng la viéc xac dinh miic
do én dinh clia ARN khong phan anh
dudc hoat dong phién ma hoac téc do
sinh téng hop protein. Vai nam trudc
day, phuong phap NET-seq ra ddi giup
chiing ta nhin dugc cac ban phién ma
d do phan giai tuing nucleotide thong
qua giai trinh tu dac hiéu tling ban sao
ma&i dugc tao nén. Phuong phap nay
dua trén két tia mién dich cia ARN
polymerase két hgp Vi gidi trinh tu
dau 3’ cla cac ARNs mdéi téng hap
dudc dong két tia. NET-seq la phuang
phap thay thé cho ARNP ChIP-seq vdi
do phan giai cao han va giti lai thong
tin vé mach ARN.

Mot phucng phap khac la ribo-seq
da dugc sl dung dé xac dinh ban do
dich ma ribosome trén ARN thdng tin,
phuong phap nay két hop gidia dau
vét clia nuclease va giai trinh ty 28-30
nucleotide trong vling dugc bao vé véi
ribosome cla ban phién ma. Ky thuat
nay dugc ung dung trong cac nghién
cuu vé diéu hoa dich ma cda gen [60]
va co ché sinh tdng hap protein.

Nhin chung, su xudt hién clia NGS
da cho phép cac nha khoa hoc nghién
cliu vé cac hé thong sinh hoc & muc
dé chua tling dat dugc tu trudc téi nay.
Cung véi sy phat trién cia cong nghé,
cac phuong thiic chudn bi mau va
cong cu phan tich di liéu cling dugc
tang cudng manh mé. Do do, NGS da
tré thanh céng nghé chl chét trong
nghién clu cd ban va nhanh chéng tré
thanh cong cu cho moi nghién cliu vé
di truyén hoc va céac nghién ctu lién
quan khac. Véi su phat trién manh vé
cong nghé, trong nhiing nam téi day,
sé ¢6 hang trieu b6 gen ngudi dugc
gi&i ma, tao ra bo dii liéu gen khéng 16
s0 véi nhiing gi dang cé. Vivay, van dé
dao duic can dudc dac biét quan tam,
déng thoi can dua ra nhing phuong
phap hiéu qud trong viéc luu trii va
phan tich di liéu khi t6c do di liéu
dugc tao ra ngay cang I6n



