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Linh vue ki thuit dwoce dé cip

Séang ché d& cap dén phuong phap va ché pham ding cho hé so ADN. Sang
ché con d& xuit phuong phap khuéch dai trinh tu dich ctia cac ¢& bién di trong phan

tng don, sau d6 1a trinh tu tiép theo cta thu vién.
Tinh trang k¥ thuit ciia sdng ché

Theo lich str, viéc sir dung tdp hop con ctia cac chét chi thi cta bo di truyén &
nguoi da dugc dung dé x4c dinh nhan dang ca nhan, hodc dau van tay ADN hodc hd
s0. Céc chét chi thi nay bao gém cac dic diém hodc vi tri clia cac trinh tu lap lai ndi
tiép ngén (STRs) va cac trinh tu lp lai ndi tiép trung gian (ITRs) ma két hop hitu ich
trong viéc xac dinh mdt cac nhan so véi ca nhan khac vé murc d6 di truyén hoc. Phan
tich chét chi thi nay da trd thanh tiéu chuan héa trong viéc phan tich ADN duge tim
théy tai hién truong vu an. Vi dy, 6 My s6 trinh ty 13p lai nay da duoc két hop dé tao
thanh Heé thdng chi sé két hop ADN (CODIS-Combined DNA Index System), ma
ding 1am tiéu chuin phong thi nghiém cho hd so ADN trong hinh su. Céac nuéc
twong tu khac da chip nhan hé théng tiéu chuén ding cho hd so ADN. Cac hé thong
ndy ciing duge dung dé x4c dinh huyét thdng va cac quan hé huyét thdng. Tuy nhién,
cac hé théng dong déu dua trén viéc tach c& cla cac dia diém lap lai nay trén hé
théng dién di va do d6 duoc gioi han dbi véi sb dia diém ma co thé dugc phan biét
trong hé thdng nay. Vi dy, mot sb hé théng thwong mai dong ding cho hd so ADN dé
biét héa nhdm muc dich phép y chi 16 chét chi thi do cac gidi han cta phuong phap

phat hién dién di.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché d& xudt hé théng va phuong phap ma khong gi6i han noi dung va
mang lai cac doan thong tin di truyén khac nhau ciia c4 thé dé ciing tao ra hé so ADN
toan dién, hoan thién hon cua c4 thé d6. Sang ché con dé xuat phuong phép va ché
phdm ma cho phép hd so nay cua ca thé, do d6 nang cao céc linh vuc ctia by gen cé

nhén va phap y.
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Hién nay, hd so ADN str dung céc chét chi thi sinh hoc duoc chon dé xac dinh
tinh ddng nhat ctia mau ADN. Vi du, phan tich thong thuong nhit dé xac dinh hd so
ADN i dé xéc dinh hd so cho s6 trinh tu lip ngan (STRs - short doan lap néi tiéped)
duoc tim thiy trong bd gen cua sinh vat. Cdc phén tich bao gém su khuéch dai dinh
ra c4c trinh tu STR ma c6 thé dai dén 400bp ma c6 thé duoc biét hoa bang kich thudc
trén gel dién di hodc bing cich st dung cic dién di mao quan (CE-capillary
electrophoresis). Céc dién di dugc sir dung dé phét hién su thay déi kich thudce do su
khéc biét vé s6 cac STR lap lai ¢ vi tri da cho va do dé chiéu dai ctia cac don vi siéu
sao chép PCR, ma cho hé théng CE nim trong khoang tir 50 dén 500bp. Bé gitip
khic phuc cic gisi han ctia cac phuong phép ludn biét héa kich thude (vi du, STRs
ctia kich thudc don vi siéu sao chép tring khong thé duge biét hoa), phuong phap
hién nay cta hd so ADN st dung cac bo khac nhau cia mdi duoe danh déu sao cho
cac don vi siéu sao chép ma trung vé kich thudc c6 thé duoc danh diu bing cic
thudc nhudm huynh quang khéc nhau ma trén do, vé su kich thich, phd phat xa khac
nhau do d6 cho phép céc don vi siéu sao chép trung lip duoc phan biét bang cach sir
dung sy khac nhau v& su kich thich thuéc nhudém va phé phéat xa. St dung viéc ddnh
dau duoc biét hda, cdc phuong phép hién nay cho phép viéc ghép 24 vi tri STR khac
nhau st dung théc nhudm c6 thé phéat hién khac nhau trong mot 14n chay hd so ADN.

C6 nhiéu gi6i han ddi voi cac phuong phap luan hd so ADN hién nay. Nhu
néu trén, cac hé théng biét hoa kich thudc gidi han s6 vi trf ma c6 thé duoc xac dinh
riéng ¢ thoi gian da cho. Gidi han khac ctua cac phuong phap duoc xac dinh dung
cho h6 so ADN 1a ADN ma thudng dugc phan tich bi phan hiy va ving kich thuée
ctia mot s§ danh ddu khong chira ADN bj phéan huy, vi du cac don vi siéu sao chép co
thé 16n hon kich thudc ctia cic manh ADN bi phan hity. Vi ADN bi phéan huy, céc
don vi si€u sao chép 1a 400bp dugc coi la rAt dai va co thé dan dén mét sy khuéch dai
cta céc vi tri dai hon nay. Khi c4c phan tich ADN khuéch dai cdc mau ADN bi phan
huy dé nhan ra hd so STR cta chiing, vi du mau duoc tim théy ¢ hién truong vu an,
chung thudong khong thé phét hién ra tat ca cac vi trf ddn dén ho so timg phin ma cé
thé tao su tring khép ngudi bi tinh nghi trong hién trudong vu 4n thanh mau tdi pham

kho hodc khong thé lam dugc. Khi mac dinh d6i véi cac mau nay, nguoi phan tich
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ADN c6 mot s6 lua chon va néu miu bét ky con sét lai, cac xét nghiém bd sung cin
phai dugc thyc hién dé nhan ra cdc chat chi thi khac ma c¢é thé dua ra thong tin doi
v6i su twong ddng clia ca thé, nhu phan tich dang da hinh ctia nucleotit don (SNPs),
STRs nhd, hodc phan tich ADN ty thé (mtDNA - mitochondrial DNA). Tuy nhién,
mau quy phai duoc str dung trén mdi xét nghiém khéng chic chin thanh cong trong
viéc nhan dang cé thé cudi cung. Fig. 1A chimg minh cic con dudng tiém ning khac
nhau dé nhan dang ADN, tit ca cac con dudng nay déu 1a quy trinh lam viéc phan
biét va yéu cdu cac phan udc clia cic maiu quy. Khi mot hodc nhidu quy trinh lam
viéc don can phai két hop va duoc 1dp lai nhiéu 14n mét cach tiém nang sau do6 viéc

xtr Iy két qua khong con 1 don gian hodc viée sir dung hiéu qua mau quy.

Céc phuong 4n dugc md ta theo sang ché dé xuét cac phuong phap, ché pham
va hé théng dé xé4c dinh hd so ADN cua c4 thé hodc sinh vat béng trinh tu gen thé hé
méi (NGS - next generation sequencing) do d6 dé xuét giai phap dbi véi cac van dé
va gidi han ctia phuong phép luan hién nay cho hd so ADN. Fig. 1B thé hién quy
trinh 1am viéc vi du cta cac phuong phap duoc boc 16 trong mét phuong an. DE cap
& day 1a cac phuong phap va ché phim dé két hop vo sd cac chit chi thi thich hop
trong phap y thanh mot xét nghiém bao gdém, nhung khong bi gi¢i han dbi véi, cac
doan lip lai nbi tiép (STRs), cac doan lip trung binh (ITRs), dang da hinh ctia
nucleotit don thong tin nhadn dang (iSNPs - identity informative single nucleotide
polymorphisms) va dang da hinh cta nucleotit don thong tin nguén gbc (aSNPs -
ancestry informative single nucleotide polymorphisms) va dang da hinh cta nucleotit

don théng tin kiéu hinh (pSNPs - kiéu hinh informative single nucleotide

polymorphisms).

Séng ché con d& xudt cac xét nghiém ma khic phuc céc gidi han cta phuong
phép ludn hién nay cho hd so ADN. Céc phuong 4n sang ché dé xudt cac phuong
phép va ché phém dung cho sy khuéch dai da mdi, sy chudn bi thu vién va trinh tu
két hop voi STRs, ITRs, iSNPs, aSNPs, va pSNPs tir mau axit nucleic trong phan
ng da moi don. Cac phuong phép sang ché phan tich cac chit chi thi trong mot xét
nghiém thuc nghiém c6 xt 1y mau rat nho, sir dung lugng nhé miu ADN bao gdm

ADN bji phén hily. M6t s§ phuong 4n sang ché duoc dé xuat c6 thé duge ding cho



30041

ngan hang dit 1iéu hd so ADN va/hoic cac hd so ADN ma c6 thé duge sir dung trong
vu &n hinh sy. Mot s6 phuong an sang ché d& xuét cdc phuong phap va ché phdm
PCR dugc phat trién dén do nhay du dé phat hién luong dudi mirc nanogram cia
ADN. Hon nita, cac thong s6 thiét ké mdi khong theo quy wéce cho phép PCR da moéi
cao dé nhan dang STRs, ITRs va SNPs trong mot phan (mg da mdi. Theo vu 4n hinh
su, cac phuong phap va ché phdm theo sang ché két hop cac yéu t6 nhan dang phan
tr duy nhat (UMIs - unique molecule identifiers) ma trg gitp trong viéc loai bo, vi
du, PCR va cac 16i trinh tu, vach gia va twong tu tlr cac két qua giai trinh ty. See
Kivioja va cong sw, Nat. Meth. 9, 72-74 (2012). Pdng thoi, cac két qua tir cac

phuong phép va ché phim duoc néu & day phi hop déi voi cac co sd dit liéu ¢6 sin.

Do d6, sang ché dé cap dén cac phuong phép cu tao hd so ADN bao gdm: tao
ra mau axit nucleic, khuéch dai miu axit nucleic béng cac doan mdi ma lai dic hiéu
véi it nhit mot trinh tu dich bao gém dang da hinh cua nucleotit don (SNP - single
nucleotide polymorphism) va it nhit mot trinh tu dich bao gdm doan lip lai nbi tiép
trong phan Umg da mdi dé tao ra cac san phém khuéch dai, va xac dinh cac kiéu gen
cla it nhdt mot SNP va it nhat mot doan lap lai nbi tiép trong céc san phém khuéch

dai, do d6 cdu thanh hd so ADN ctia mau axit nucleic.

Theo mét s& phuong 4n sang ché, cac phuong phap bao gém sy tao ra thu
vién axit nucleic tir cac san phdm khuéch dai. Theo mét s& phuong 4n sang ché, cac
phuong phap bao gdm su xé4c dinh cac trinh tu cia thu vién axit nucleic. Theo mot s6
phuong 4n sang ché, mau axit nucleic 14y tir ngudi. Theo mot s phuong én sang ché,
mau axit nucleic léy tir miu mdi truong, thuc vat, dong vat khong phai nguoi, vi
khuén, c6 khuén, nidm, hodc virut. Theo mot sd phuong an sang ché, hd so ADN
dugc str dung cho mdt hodc nhiéu phép chin doan bénh hoic tién luong, nhan dang
chi diém sinh hoc ung thu, nhan dang bat thuong trong di truyén hodc phéan tich tinh
da dang trong di truyén. Theo mot s6 phuong 4n séang ché, hd so ADN duoc sir dung
cho mét hodc nhidu ngan hang dit liéu, phap y, vu 4n hinh su, huyét théng hodc su
nhan dang c4 nhan. Theo mot s6 phuwong an séang ché, it nhat mot SNP chi ngudn gdc
hodc dic diém kiéu hinh (kiéu hinh) cta nguén mau axit nucleic. Theo mot sd

phuong an sang che, mai trong so cac doan mdi cd nhiét d6 néng chay thap va/hodc
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c6 chidu dai it nhat 12 24 nucleotit. Theo mét s6 phuong an sang ché, mdi trong s6
céc doan mdi ¢ nhiét néng chay thap hon 60°C. Theo mét s6 phuong 4n sang ché,
mdi trong s§ cac doan mdi ¢ nhiét d6 noéng chay nim trong khoang tir 50°C dén
60°C. Theo mot s6 phuong 4n sang ché, mdi trong s6 cac doan mdi c¢é chidu dai it
nhét 14 24nucleotit. Theo mot s& phuong an sang ché, mdi trong s6 cac doan mdi 6
chidu dai nim trong khoang tr 24nucleotit dén 38nucleotit. Theo mot s§ phurong an
sang ché, mdi trong sé cac doan mdi bao gdm trinh tu nucleotit polyme dong nhit.
Theo mdt s& phuwong 4n sang ché, mau axit nucleic duoc khuéch dai bang phan ting
chudi polymeraza (PCR - polymerase chain reaction). Theo mét s6 phuong 4n séng
ché, miu axit nucleic duoc khuéch dai trong bd dém khuéch dai c6 néng d6 mudi ma
tdng lén so véi néng do mudi cua bo dém khuéch dai duoc st dung Kkét hop v6i doan
mdi duoc thiét ké thong thuong. Theo mét s6 phuong 4n sang ché, mudi bao gdm
K], LiCl, NaCl, hoac két hop cac mudi. Theo mot sb phuong 4n sang ché, mubi bao
gém KCl. Theo mdt sb phuong &n séng ché, néng d6 KCl trong bd dém khuéch dai
nim trong khoang tir 100nM dén 200nM. Theo mét s6 phuong 4n sang ché, ndng do
KClI trong bd dém khuéch dai nhd hon 150mM. Theo mdt s6 phuong 4n sang ché,
néng do KCI trong bd dém khuéch dai 1a 145nM. Theo mdt s6 phuong an sang ché,
SNP 1a SNP tb tién, SNP kiéu hinh, SNP tuong ddng, hoic két hop cac SNP. Theo
mdt s& phuong 4n sang ché, cac doan mdi lai ddc hiéu véi it nhat 30 SNP. Theo mot
s6 phuong an sang ché, cac doan mdi lai dic hiéu véi it nhat 50 SNP. Theo mét sb
phuong 4n sang ché, doan lap lai ndi tiép 1a cac doan lip ngin (STR), cic doan lip
trung binh (ITR), hodc bién di ctia cac doan lap lai. Theo mot sb phuong an sang ché,
cic doan mdi lai dic hiéu véi it nhit 24 trinh tu lap lai ndi tiép. Theo mét sb phuong
an sang ché, cac doan mdi lai dic hiéu vai it nhit 60 trinh tu lap lai ndi tiép. Theo
mdt s& phuong 4n sang ché, miu axit nucleic bao gdm tir 100pg dén 100 ng ADN.
Theo mdt s& phuong 4n sang ché, mau axit nucleic bao gdm tir 10pg dén 100pg
ADN. Theo mét s6 phuong 4n sang ché, mau axit nucleic bao gbm tr 5pg dén 10pg
ADN. Theo mét s6 phuong an sing ché, mau axit nucleic bao gdm ADN bd gen.
Theo mét s6 phuong an sang ché, ADN bo gen liy tir mau trong phap y. Theo mot sb
phuong 4an sang ché, ADN bd gen bao gdm ADN bi phin hity Theo mot s6 phuong

4n sang ché, it nhat 50% kidu gen cua it nhit mot SNP va it nhit mot doan lap lai nbi
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tiép dugc xéc dinh. Theo mdt s6 phuong 4n sang ché, it nhat 80% kiéu gen cua it
nhit mot SNP va it nhdt mot doan lap lai ndi tiép duoc xac dinh. Theo mdt sd
phuong an sang ché, it nhat 90% kiéu gen cia it nhat mot SNP va it nhat mot doan
lap lai ndi tiép duoc xac dinh. Theo mot sb phuong an sang ché, it nhét 95% kiéu gen
cua it nhdt moét SNP va it nhit mét doan 13p lai ndi tiép duoc xac dinh. Theo mot sb
phuong 4n sang ché, mdi trong s6 cac doan mdi bao gdm mot hodc nhidu trinh tu thé.
Theo mét s& phuwong an sang ché, mot hodc nhiéu trinh ty thé bao gdm thé mdi, thé
bt gitt, the giai trinh ty, thé nhan dién phan tir don nhat, hodc su két hop ciia cac thé.
Theo mét sb phuong 4n sang ché, mét hodc nhiéu trinh tu thé bao gém thé mdi. Theo
mot sd phuong an sang ché, mot hodc nhiéu trinh tu thé bao g@)m thé nhan dién phan

tr don nhét.

Céc phuong 4n sang ché duoc néu & ddy dé xuit cac phuong phép ciu tao thu
vién axit nucleic bao gém: tao ra mau axit nucleic, va khuéch dai méu axit nucleic
béng cac doan mdi ma lai dic hiéu véi it nhit mot trinh tu dich bao gém dang da
hinh ctia nucleotit don (SNP) va it nhat mot trinh tu dich bao gém trinh tu lap lai nbi

tiép trong phan Gmg da mdi dé tao ra cac san pham khuéch dai.

Theo mdt sb phuong 4n sang ché, miu axit nucleic lkhéng bi phan manh trudce
khi khuéch dai. Theo mot sb phuong &n séng ché, cac trinh tu dich khong duoc lam
gidu trude khi khuéch dai. Theo mot sb phuong 4n sang ché, it nhdt mot SNP chi
ngudn gbc hodc dic diém kiéu hinh (kiéu hinh) cta ngudn miu axit nucleic. Theo
mot s§ phuong an sang ché, mdi trong s6 cac doan mdi bao gébm mot hodc nhiéu
trinh tu thé. Theo mot sb phuong an sang ché, mot hodc nhiéu trinh tu thé bao gém
thé moi, thé bat gift, thé giai trinh tu, hodc thé nhan dién phéan tir don nhét, hodc sy
két hop ctia cac thé. Theo mot s phuong 4n sang ché, cdc phuong phap bao gbm su
khuéch dai cac san phdm khuéch dai c6 cic doan mdi thir hai. Theo mét sé phuong
4n sang ché, mdi trong sb cac doan mdi thir hai bao gdm phan twong ting véi thé mdi
cta cac doan mdi va mot hodc nhiéu trinh ty thé. Theo mot sb phuong 4n sang ché,
mdt hodc nhiéu trinh tu thé clia cc thé mdi thir hai bao gdm thé bat giit, hodc thé giai
trinh tu, hodc két hop cac thé. Theo mét sb phuong an sang ché, cac phuong phap

bao gdm viéc bd sung protein bam vao cac sgi don (SSB - single stranded-binding
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protein) vao cac san phdm khuéch dai. Theo mét sb phuwong 4n sang ché, mau axit
nucleic va/hodc cac san phim khuéch dai duoc khuéch dai bing phan tng chudi
polymeraza (PCR). Theo mét s phuong an sang ché, mau axit nucleic va/hodc cac
san pham khuéch dai duwoc khuéeh dai trong bo dém khuéch dai c6 ndng d6 mudi ma
tang lén so voi n@)ng d6 mudi cua bd dém khuéch dai duoc str dung két hop voi doan
mdi duoc thiét ké thong thuong. Theo mot sé phuong an sang ché, mudi bao gém
KCl, LiCl, NaCl, hoac két hop céc mudi. Theo mét sb phuong én sang ché, mudi bao
gdm KCl. Theo mdt sé phuong 4n sang ché, noéng d6 KCI trong bd dém khuéch dai
nim trong khoang tir 100nM dén 200nM. Theo mot s& phuong 4n séang ché, nong do
KCI trong bd dém khuéch dai nho hon 150mM. Theo mot sb phuong an sang ché,
né)ng do KClI trong bd dém khuéch dai 1a 145nM.

Céc phuong 4n sang ché duoc néu & day d& xuét thu vién axit nucleic bao
gdm c4c phén tir axit nucleic, trong dé cac phén tir axit nucleic bao gdm it nhit mot
trinh tu lap lai nbi tiép dugc chdn bai céap thu nhét cua trinh tu thé va it nhat mot
trinh ty dang da hinh cda nucleotit don (SNP) duoc chan bai cédp thir hai cta trinh tu
thé. Cac phuwong 4n sang ché con d& xudt thu vién axit nucleic dugc cdu thanh st
dung cac phuong phap va ché phdm duoc néu & ddy. Theo mot sb phuwong 4n sdng
ché, it nhit mot SNP chi ngudn gdc hodc dic diém kidu hinh ctia ngudn ctia cac phan

tur axit nucleic.

Céc phuong 4n sang ché duoc néu & day dé xuat cic doan moi ma lai dic higu
v6i it nhat mot trinh tu dich ngén va it nhat mot trinh tu dich dai trong miu axit
nucleic, trong d6 khuéch dai miu axit nucleic str dung cac doan mdi trong phan tng
da mdi don din dén it nhit mot san phdm khuéch dai ngén va it nhat mot san pham
khuéch dai dai, trong d6 mdi trong s6 cac doan moi bao gdm mot hoidc nhiéu trinh tu

thé.

Theo mdt s& phuong an séang ché, trinh tu dich ngén bao gdm dang da hinh
cua nucleotit don (SNP) va trinh ty dich dai bao g@)m doan lap lai ndi tiép. Theo mot
s6 phuong 4n sang ché, mot hodc nhiéu trinh tu thé bao gdm thé mdi, the bat giit, thé

giai trinh ty, thé nhan dién phan tir don nhét, hoidc su két hop ctia cac thé. Theo mot
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s6 phuong 4an séng ché, mdi trong sb cac doan mdi c6 nhiét dd néng chay thip
va/hodc c¢6 chiu dai it nhit 1a 24 nucleotit. Theo mdt s& phuong an sang ché, mdi
trong s6 cac doan mdi c6 nhiét nong chay thip hon 60°C. Theo mdt s6 phuong an
sang ché, mdi trong s6 cac doan mdi c6 nhiét d6 néng chay nim trong khoang tir
50°C dén 60°C. Theo mét s§ phuong an sang ché, mdi trong sb cic doan mdi co
chidu dai it nhét 14 24nucleotit. Theo mdt sé phuong an sang ché, mdi trong s6 cac
doan mdi c6 chiéu dai nidm trong khoang tir 24nucleotit dén 38nucleotit. Theo mot s6
phuong an sang ché, mdi trong sd cac doan mdi bao gdm trinh ty nucleotit polyme
d6ng nhit. Theo mdt s6 phuong 4n sang ché, mau axit nucleic duge khuéch dai bang
phan tmg chudi polymeraza (PCR - polymerase chain reaction). Theo mot s6 phuong
4n sang ché, SNP 14 SNP t4 tién, SNP kiéu hinh, SNP twong dong, hozc két hop cac
SNP. Theo mét sb phuong an sang ché, cac doan mdi lai dic hidu véi it nhat 30 SNP.
Theo mot sb phuong 4n sang ché, cac doan mdi lai dic hiéu véi it nhat 50 SNP. Theo
mot sb phuong 4n sang ché, doan lap lai ndi tiép la cac doan ldp ngén (STR), cac
doan 13p trung binh (ITR), hoac bién di cua cac doan lap lai. Theo mot sb phuong an
sang ché, cac doan mdi lai dic hiéu véi it nhat 24 trinh tu 1ap lai nbi tiép. Theo mét

s0 phuong an sang che, cac doan moi lai dac hi€u véi it nhat 60 trinh ty 18p lai noi

r
A

tiep.

Céc phuong an sang ché dugc néu ¢ day dé xudt bd kit bao gdm it nhat mot
phuong tién chita, trong d6 it nhat mot phuong tién chira bao gdm céc doan mdi duoc

néu & day.

Theo mdt s& phuong an sang ché, bd kit bao gébm thudc thir ding cho phan
ung khuéch dai. Theo m6t s& phuong 4n sang ché, thudc thir 12 bd dém khuéch dai
ding cho phan tmg chudi polymeraza (PCR). Theo mét sb phuong an sang ché, bo
dém khuéch dai bao g@)m nff)ng d6 mudi ma tang lén so vo1i néng d6 mudi cta bo dém
khuéch dai dugc st dung két hop véi doan mdi duoc thiét ké thong thuong. Theo
mét s phuong 4n sang ché, mudi bao gdm KCI, LiCl, NaCl, hozc két hop cac mubi.
Theo mét s& phwong an sang ché, mudi bao gdm KCI. Theo mot s6 phuong 4n séng
ché, ndng d6 KCI trong bo dém khuéch dai ndm trong khoang tir 100nM dén 200nM.

Theo mot sb phuong 4n sang ché, ndng d6 KCI trong bd dém khuéch dai nho hon
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150mM. Theo mot s6 phuwong 4n sang ché, ndng d6 KCI trong bd dém khuéch dai 1a
145nM.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig. 1A va Fig. 1B thé hién su khéc biét theo A) quy trinh [am viéc hién nay
ctia hd so ADN so véi B) quy trinh lam viéc ciia mét phuong an vi du theo mo ta ctia

sang che.

Fig. 2 thé hién mot phuong an vi du ctia phuong phap tao ra thu vién hitu ich

dung cho hd so ADN.

Fig.3 thé hién mot phuong 4n vi du khac ctia phuong phép tao ra thu vién hiru

ich ding cho hd so ADN.

Fig. 4A, Fig. 4B, Fig. 4C va Fig. 4D la db thi minh hoa céc két qua dién di d6
ma khi cac cap mdi duoc thiét ké bing céac phuong phap truyén théng va quy trinh va
gidi han thiét ké mdi PCR duoc thiét lap sau day nhu thé nao c6 thé tao ra su khuéch
dai khong ddc hi€u ctia céc phén dich bd gen va giam phat hién cac don vi si€u sao
chép mong mubn khi két hop bing cac doan mdi duge thiét ké bang cac phuong phap
theo sdng ché sau ddy; A) 10 cap mdi dugc thiét ké bang phuong phép theo sang ché
huéng vao vi tri SNP, B) va D) 10 mdi két hop véi cip mdi bd sung duogc thiét ké
bang cac phuong phap truyén théng chimg to ring cap mdi bd sung can thiép vao 10
cip mdi trong qua trinh khuéch dai, va C) 10 ciip mdi két hop voi cap mdi bd sung,
trong d6 cip mdi bd sung ciing dugc thiét ké bing phuong phép theo sang ché sau
day dan dén su khuéch dai thanh cdng cua tt ca SNPs dich. Truc X 1a kich ¢& cua
cac manh thu vién (bp) va truc Y 1a cac don vi huynh quang cua (FU) cta cac pic

duoc khuéceh dai ctia cac manh khuéeh dai.

Fig. 5A, Fig. 5B, Fig. 5C, Fig. 5D va Fig. 5E la cac biéu db cot thé hién cac
két qua vi du dbi véi thu nghiém quy trinh lam viéc duoc minh hoa trén Fig. 2, ma
duoc st dung d& nhan dang nhém STRs 56 va hdn hop SNPs thong tin twong dong
75 (iSNPs), SNPs thong tin ngudn gdc (aSNPs) va SNPs thong tin kiéu hinh (pSNPs)

theo su khuéch dai da moi va phan ng giai trinh tu tr mAu. Bdo céo cac két qua
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dugc lap lai ching to rang su khuéch dai va trinh ty thanh cong cta vi tri STR tir
nhém; A) biu db cot chung t6 réng sur can béng ndi vi tri cho 25 STRs di hop tr cta
nhém, B) biéu d6 cot ching to ring vach gia thip ding cho da sé vi tri STR 56, C)
bidu dd cot chimg t6 ring d6 bao ph trinh tw cho vi tri STR, D) biéu db cot ching t6
rang d6 bao phu trinh tu cho SNPs, va E) biéu dd cot ching té rang can bang d6i véi
cac SNP di hop tir 22 tir nhém. Thanh 15i dudi chi tri s6 t6i thiéu, thanh 18i trén chi
tri s t6i da, cot dudi bao bach phan 25 va cot trén bao bach phan 75 ¢ nghia 1a phin

giao gitta cot dudi va cdt trén.

Fig. 6 thé hién chudi biéu db dang cdt thé hién cac so d6 vi trf STR vi du tir
thir nghiém ctia Fig. 5. Cac so dd thé hién sb 1an dém alen khac nhau ctia STRs trong

nhém cta Fig. 5.

Fig. 7A, Fig. 7B, Fig. 7C, Fig. 7D va Fig. 7E 1a cac biéu db cot thé hién cac
két qua vi du dbi vai thir nghiém quy trinh lam viéc duoc minh hoa trén Fig.3, ma
duoc stir dung dé nhan dang nhém STRs 26 va hdn hop iSNPs 94, aSNPs va pSNPs
trong sy khuéch tan da mdi va phan tmg giai trinh ty tir mau. Bo cdo cic két qua
duoc lap lai ching to rang su khuéch dai va trinh tu thanh cong ctia STRs tir tAm; A)
bidu dd cot ching to ring sy cAn biang ndi cho STRs di hop tir 21 cia tAm, B) biéu do
ot chtng t6 ring vach gia thip dung cho vi tri STR 26 (39 trong 47 alen cta vi tri 26
thé hién khong vach gia), C) biéu dd c¢dt ching t6 ring d6 bao phu trinh tw cho vi tri
STR (doc cac sb dugc chuén hoa st dung UMIs), D) biéu dd cot ching to rang do
bao phi1 trinh tu cho SNPs va E) biéu dd c6t chimg to rang can bang ddi véi cac SNP
di hop ttr 21 tir tAm. Thanh 13i dudi chi tri s t6i thiéu, thanh 13i trén chi tri s6 t6i da,
cot dudi bao bach phan 25 va cot trén bao bach phan 75 c6 nghia la phan giao giita

cOt dudi va cot trén.

Fig. 8 thé hién chudi biéu dd dang cot thé hién cac so dd vi tri STR vi du tur
thir nghiém ctia Fig. 7. Cac so dd thé hién s 1an dém alen khac nhau ctia STRs trong

nhom cua Fig. 7.

Fig. 9 thé hién biéu do dang cdt clia cac mAu dugc phan tich ma khong cé

UMIs, va ¢c6 UMIs. Nhém bén trai cho mdi bo biéu dién cac mau duge phan tich ma
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khéng c6 UMIs va nhém bén phai cho mdi bd biéu dién cdc miu dugc phan tich ma
c6 UMIs. Truc X chi s lap lai ctia STR va truc Y chi s6 dém cua ting alen. Cac
dong bao 151 nam trong cac cot tach 131 trinh ty (phan cot trén) tir trinh tw ding (phin

ot dudi) ndm trong trinh ty STR.

Fig. 10A va Fig. 10B thé hién cac két qua vi du tir thir nghiém ma ty 16 ADN
ctia nir: nam 12 90:10. A) tAp hop con cac két qua s6 1dn dém vi tri STR d6i véi vi tr
STR khi str dung phuong phép hd so ADN dién di mao quan hién nay, va B) cac két
qua s6 1an dém vi tri STR riéng ddi v6i timg vi ti STR khi st dung cac phuong phép
theo sang ché. Ca phuong phap CE va phuong phap theo sang ché da phét hién muic
nhiém ban ADN & nam thép.

Fig. 11 thé hién biéu dd dang c6t ma thé hién vi tri STR dic hiéu véi nhidm
sic thé Y duoc phat hién trong thir nghiém cua Fig. 9, cén ching to ring sang ché co
thé phat hién ADN & nam nhiém ban va vi tri STR dic hidu tir ADN & nam ma trong
d6 hai thir nghiém cin phai thuc hién v6i cac phuong phéap luan CE hién nay dé thuc

hién nhu vay.

Fig. 12 14 bang ma thé hién cac két qua giai trinh tw muic cao theo vi du tir thir
nghiém st dung 12 c4 thé mau va ca thé tham chidu, chimg to bao gbm céc sb lan

dém STR va SNP gitta hai sao chép.

Fig. 13 1a bang ma thé hién cac théng ké quén thé theo vi du tir thir nghiém thé

hién trén Fig. 12.

Fig. 14 14 bang thé hién cac du doan kiéu hinh theo vi du dya trén kiéu gen

pSNPs tir thir nghiém thé hién trén Fig. 12.

Fig. 15 1a biéu db thé hién su sip xép ngudn gdc theo vi du dya trén kiéu gen

aSNPs tir thir nghiém thé hién trén Fig. 12.

Fig. 16A, Fig. 16B, Fig. 16C, Fig. 16D va Fig. 16E 1a biéu d6 dang cot thé

hién cac so dd vi tri STR theo vi du tir thit nghiém cta Fig. 12.
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Fig. 17A va Fig. 17B 14 biéu db dang c6t thé hién cac so dd SNP theo vi du tir
thir nghiém cua Fig. 12.

Fig. 18A va Fig.18B thé hién biéu dd cot thé hién su cin bang ndi cta vi tri

STR va SNP theo vi du tir thir nghiém ctia Fig. 12.

Fig. 19A va Fig. 19B 1 biéu db thé hién c4c phan tich vach gia ciia vi tri STR

theo vi du tir thir nghiém cua Fig. 12.

Fig. 20 1a bang thé hién cac di hop t&r cung kich thude & vi tri STR tur thir
nghiém cua Fig. 12.

Fig. 21 1a so d6 khdi ma thé hién so dd di truyén theo vi du dua trén cac bién

di véi STR D8S1179 tir thir nghiém ctia Fig. 12.

Fig. 22 1a so dd khdi ma thé hién so dd di truyén theo vi du dua trén cac bién

di v6i STR D13S317 tir thit nghiém cuta Fig. 12.

Fig. 23 1a bang ma thé hién cac két qua kiéu gen theo vi du sir dung ADN bj
phén huy.

Fig. 24A va Fig. 24B thé hién cac két qua kiéu gen STR theo vi du va su can
béng trong & cac dau vao ADN khac nhau.

Fig. 25A va Fig. 25B thé hién cac két qua kiéu gen SNP theo vi du va su can

bang trong & cac dau vao ADN khac nhau.
MO ta chi tiét sang ché
Céac dinh nghia

T4t ca céc patent, cac don sang ché, cac don sang ché duogc cong b6 va cac
cong bd don khac dugc dé cap & ddy duoc két hop bang cach vién dan dén cac tai
liéu vién din va toan bod sang ché. Néu thuat nglt hodc cum tir dugc sir dung & day
theo cach d6 1a trai hodc khong phi hop voi dinh nghia duoc thiét 1ap trudc trong céc

patent, don sang ché, don sang ché dugc cong bo va cac cong bo don khac ma duoc
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két hop ¢ day béng cach vién dan, viéc st dung & day chiém wu thé so vé6i dinh nghia

d6 1a duoc két hop bing cach vién dan.

"non

Nhu duoc st dung & dy, cdc mao tir s6 it "a", "an", va "the" bao gbm cac
vién dan trir khi duoc chi ra khac, rd rang hodc theo ngit canh. Vi dy, "a" dime bao

gdm mot hodc nhiéu dime, trir khi duoc chi ra khéc, 18 rang hodc theo ngit canh.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngit "hd so ADN", "ddu van tay ADN", va "hd
so gen" duoc st dung co thé hoan d6i nhau duoc goi 1a cac bién di alen trong bo vi
tri da hinh, nhu doan ldp lai ndi tiép, dang da hinh ctia nucleotit don (SNP), v.v... Hb
so ADN hitu ich trong phap y d& nhan dang ca th dua trén mau axit nucleic. Ho so
ADN nhu dugc st dung ¢ day con co thé duoc sir dung cho cac ing dung khac, nhu
chén dodan va tién lugng cac bénh bao gém ung thu, nhan dang chi diém sinh hoc ung
thu, phan tich su di truyén, phan tich tinh da dang trong di truyén, nhan dang bt
thuong trong di truyén, ngan hang dit lidu, phap y, vu 4n hinh su, huyét théng, su

nhan dang cé nhén, v.v...

Thuit ngit "polynucleotit”, "oligonucleotit", "axit nucleic" va "phén tir axit
nucleic" duoc st dung c6 thé hoan d6i nhau dugc goi l1a dang polyme héa clia
nucleotit ¢4 chiéu dai bat ky, va co thé bao gdm ribonucleotit, deoxyribonucleotit,
dang tuwong tu, hodc céc hon hop twong tu. Thuat ngft ndy chi dé cap dén cAu trac so
cép cta phan tir. Do d6, thuat ngit bao gbm axit deoxyribonucleic sgi ba, d6i va don

("ADN"), cling nhu axit ribonucleic s¢i ba, d6i va don ("ARN").

Nhu duoc st dung & day, "su tuong déng trinh tu" hodc "sy tuong df“mg" hodc
"tinh ddng nhat" theo ngit canh cua hai trinh tu nucleotit bao gdm tham chiéu dén
gdc ctia hai trinh tw ma gidng nhau khi ma duoc sip xép thing hang tuong tng t61 da
& clra sb so sanh cu thé. Phan trinh tu nucleotit trong clra s6 so sanh c6 thé bao gdm
cac phﬁn thém doan hoidc dut doan (vi du, cac khe hd) so voi trinh tyr tham chiéu dé
sép xép thing hang t&i wu ctia hai trinh ty. Ty 18 phan tram duoc tinh bang cach xéc
dinh s6 vi tri ma & gdc bazo clia axit nucleic twong ddng xay ra & ca hai trinh tu daé
tao ra sb vi tri bét cap, ma chia s6 vi tri bét cap voi téng sb vi trf trong 6 so sanh va

nhan két qua véi 100 dé tao ra ty 18 phan trim cua su tuong ddng vé trinh tur.
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Nhu duoc sit dung & ddy, "vé co ban 12 su bd sung hodc vé co ban 14 su bat
cdp" ¢6 nghia la hai trinh tu axit nucleic c6 it nhit 90% vé tinh tvong dong trinh tu.
Tét hon 1a, trinh tu axit nucleic ¢6 it nhat 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% vé
tinh tuong déng trinh tu. Ngoai ra, "v& co ban 1a su bd sung hodc vé co ban 1a su bét

cdp" c6 nghia 14 hai trinh ty axit nucleic c¢6 thé lai dudi (cac) dicu kién chinh xéac cao.

Puoc hiéu ring cac khia canh va phuong 4n theo sang ché duoc mo ta & day

bao gébm "bao gdbm" va/hodc "bao gom chu yéu" cdc khia canh va phuong an.

Mit khéc, hiéu qua va d4u hiéu k¥ thuat theo séng ché s& trd nén 16 rang tir

cac dic diém k¥ thudt sau day két hop véi cac hinh v& di kem.
Céc phuong phap ciu thanh hé so ADN.

Phuong phép luan dugc lap dé x4c dinh hd so ADN duoc giéi han bfmg sb
phuong phap. Vi dy, cac phuong phép hién nay phat hién su thay d6i kich c& ctia vi
tri khuéch dia ma phén biét do thay ddi chiéu dai cta trinh tu 13p lai néi tiép duoc tim
thdy trong miu ADN. Dé nhan cac khuéch dai STR d nhin thiy, cac khuéch dai phai
duoc thiét ké dé cach cac kich ¢& don vi siéu sao chép khac nhau nam trong céac gidi
han kich ¢& riéng cta hé théng dién di, ma ddi v6i CE nim trong khoang tir 50 dén
500bp. Nhu vay, chi s6 trinh tu lap lai duoc gidi han cé thé duoc nhin thiy trong mot
xét nghi€ém. Vi duy, bo Kkit khuéch dai PCR GLOBALFILER (APPLIED
BIOSYSTEMS) duoc cho la ¢ thé biét hoa vi tri STR 24 bing cach sir dung 6 thudc
nhuoém khac nhau. Hon nita, cic phuong phap nay c6 véan dé& khi mau ADN bi phan
huy thuong véi cic miu ADN tur hién trudng vu 4n, sao cho cac san phim khuéch dai
lau hon khong thé din dén hd so ADN khong ddy du. Céc phuong phap hién nay
cling thuong khong du nhay dé phat hién lugng nhd ADN nhidm ban vi vdy mau
duoc tron c6 thé khong duge phét hién va khong duoc bao céo, ma cd thé c6 tinh
quyét dinh ddi v6i cac vu an hinh sy. Nhu vay, cac phuong phap hién nay c6 thé dan
dén céc két qua khong day du ma din dén cac két qua khong x4c dinh, ma c¢6 thé 1am

bét loi cho hd so ADN.
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Ngoai ra, cac phan dich hién nay khong bao gbm théng tin vé ngudn gbc clia
mau, cac dic didm kiéu hinh nhu c6 thé c¢6 mau mét va thong tin mAu cé thé khac.
Mot s& phuong phép lusn giai trinh tu d& dugc thuc nghiém bao gdm cé sy phat hién
STR va SNP. Vi du, dd ¢6 nd luc tao ra thu vién sau d6 lam giau tiy y dbi vai cac
STRs va SNPs, tuy nhién khong phai tit ca cac STR dugc thuc hién hoan toan bang
cac phuong phép tao ra thu vién ma thudng bao gdm viée cit mau ma cé thé pha hiy
trinh tu dich. Hon nita, cadc phuong phap thiét k& mdi va cac quy trinh dugc thiét 1ap
c6 thé tao ra cac b mdi dé khuéch dai céc trinh tu dai (vi dy, cac STR) hodc cac
trinh ty ngin (vi dy, cac SNP), nhung su két hop cia cac hai trong mdt phan tGng

chua dat dugc yéu cau.

Sang ché mo ta cac giai phap d6i v6i cac van d& va gisi han ctia hé thong hd
so ADN hién nay. Cac phuong phap va ché phdm duogc néu & day sau do 1a su két
hop cta cac STR va SNP vao mdt xét nghiém st dung PCR dé khuéch dai cac dich
va tao ra thu vién cho trinh ty. Trong khi phat trién cc xét nghiém sang ché, bit ngo
phat hién ra ring, vi dy, khi dung thiét két mdi khac thudng va khong theo quy udc,
¢4 STR va SNP ¢6 thé duge khuéch dai trong mot phan tmg ma cho phép trinh tu cia
tAt ca vi tri dich duoc x4c dinh. Ngac nhién 13, khi thiét két cic doan mdi khuéch dai
str dung cac thong sd trai véi hoc thuyét hién nay quanh thiét ké mdi, cac doan moi
duoc tao ra ma cho phép cac vung STR dai hon dugc khuéch dai va cac ving SNP
ngin dugc khuéch dai theo it hodc nhiéu cach cén bing do dé cho phép ca STR va

SNP duoc khuéch dai da méi voi nhau.

Cac phuong phap va ché phdm dugc néu ¢ day dé xac dinh hd so ADN cua
sinh vat ¢6 thé duoc st dung bat ctr khi nao bd kich c& don vi siéu sao chép khac
nhau mong mudn tir mot phan tng khuéch dai bén ngoai hd so ADN. Vi du, néu cac
phan dich dang @& cap ddi véi PCR bao gdm ca viing gen 16n va ving SNP ngin ma
c6 thé din dén cac khuéch dai ma 1an lugt thay ddi kich ¢& tir mot tram dén mot
nghin cip gbc so voi cac don vi siéu sao chép nhd hon 100 cap gbc, sau do6 cic
phuong phép va cic ché phdm duoc néu & day c6 thé cho phép viéc khuéch dai dong
thoi thanh céng cta gen va cac dich SNP ma khong thé thuc hién cic phuong phép

duoc néu. Hon nita, cic phuong phap va ché phdm dwoc néu & day co6 thé 4p dung
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dbi véi sinh vat, vi du nguoi, bo linh tredng khong phai 1a nguoi, cac dong vat, thuc
vat, virut, vi khudn, nim va twong tw. Vi vy, cac phuong phap va ché phim theo
sang ché khong chi hitu ich déi véi hd so ADN (vi du, phép y, huyét théng, sw nhan
dang c4 thé, v.v...) va ngudi nhu bo gen dich, ma con c6 thé duoc st dung ddi véi
céac dich khac nhu ung thu va cac chét chi thi bénh, chat chi thi di thuong bd gen

va/hodc khi bd gen dich khong phai 1a gbc & nguoi.

Do d6, cac phuong an duoc néu & diy dé xudt phuong phap cau tao hd so
ADN bao gém: tao ra mau axit nucleic, khuéch dai mau axit nucleic béng cac doan
mdi ma lai dic hiéu véi it nhdt mot trinh tu dich bao gém dang da hinh cta nucleotit
don (SNP) va it nhit mét trinh tu dich bao gém doan lap lai ndi tiép, va xac dinh cac
kiéu gen cua it nhit mot SNP va it nhit mot trinh tu lap lai trong céc san phém

khuéch dai, do d6 cAu thanh hd so ADN ctia mau axit nucleic.

Puogc danh gia boi nhimng ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thuat doé 1a cac k¥ thuat phu hop bét ky co thé duoc stir dung trong viéc xac dinh céc
kidu gen cua cac trinh tu dich bao gém, nhung khong bi gii han déi véi, lai gbc sap
xép, trinh tu, hodc twong tu. Do d6, theo mdt sd phuong an séng ché, cac phuong
phép dugc néu ¢ day cod thé bao gém viéc tao ra thu vién axit nucleic, nhu thu vién
trinh ty, tr cac san phdm khuéch dai, va xac dinh cac trinh tu cta thu vién axit

nucleic.

Theo mot sb phuong an sang ché, sang ché dé xudt cac phuong phap va ché
phim ding cho hd so ADN ma bao gdm viéc nhan dang dong thoi cac STR va iSNP,
vi du dé stir dung trong quin thé hodc ngan hang dit liéu c4 nhan. Theo c4c ngan hang
dit lidu nay, dir lidu ca nhan khong cin thiét phai 1a cic ca thé thuong biét dén. Tuy
nhién, néu thong tin bd sung 13 mong muébn sau d6 cac dich thong tin b sung c6 thé
duoc bd sung cho sy nhéan dang déng thoi. Cac doan ldp lai ngén duoc biét dén tt
trong linh vuc k¥ thuit va bao gém cac trinh tu di hodc tri nucleotit 1dp lai. Cac doan
1ap trung binh dién hinh dugc coi 1a céc trinh tu lap lai nam trong khoang tur 4 dén 7
trinh tu nucleotit. Cac SNP duoc dung & dy co6 thé 14 dang bit ky ma c6 thé dua cac

truc quan vao céac dac tinh vat ly cua nguoi. Cac SNP duoc minh hoa béng vidu &
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day la cac SNP ma tao ra cac thong tin cho ngudn gbc hodc cac tinh trang di truyén
(aSNP) va cac SNP ma tao ra cic thong tin cho cac dac diém kiéu hinh (cic SNP
thong tin kiéu hinh). Theo phuong phap duge mo ta ¢ dy, xét nghiém hd so ADN c¢6
thé bao gdm sb SNP bét ky két hop véi xac dinh vi trf STR va ITR.

Vi dy, sang ché dé& xuét cac phwong phap va ché phim bd sung ma, bao gdm
cung véi cac STR va iSNP, céc dich bd sung. Néu nhiéu théng tin vé céc thé duoc
mong muén, vi du khi mAu theo céc thé chua biét hoiic nhom ca thé khi c6 thé theo
truong hop ddi v6i vu 4n hinh sy, cac chét chi thi thong tin khéc c6 thé duoc bd sung
vao STR va céc iSNP, nhu cac SNP lién quan dén ngudn gdc (cdc aSNP) va SNP lién
quan dén cac bién di kidu hinh (SNP thong tin kiéu hinh). Thong tin bd sung c6 thé
sau d6 duoc st dung dé hd tro cac diéu tra vién, vi du bang cach cung cap truc quan
vao tinh trang di truyén cia cac thé chua biét, mau mét, mau toc, va tuong tu. Vi vay,
ngoai tit ca thong tin duoc két hop c6 thé tao ra hd so ADN hoan thién hon ctia cac

thé ma trude d6 khong biét d&én sir dung cac phuong phap hién tai cua hd so ADN.

Céc phuong phéap va ché phim dugc néu & day duoc thiét ké @& du do nhay
phét hién luong phan tir axit nucleic dudi nanogram. Hon nita, cic phuong phép va
ché phdm dugc néu & day c6 thé hitu ich dé khuéch dai mau axit nucleic ma c6 cac
phan tu axit nucleic chét luong thap, nhu b gen ADN bi phan hiy va/hodc phan
manh tir mAu ctia phap y. MAu axit nucleic c6 thé 1a miu dugc lam sach hodc ADN
th6é chira dich thuy phan, vi du duoc 14y tir que quét 14y mAu bén trong ma, gidy, vai
hodc cac dbi tuong khac ma co thé thAm duoc voi nude bot, mau hodc cac dich thé
khac. Vi vy, theo mot sb phuong 4n sdng ché, mAu axit nucleic c6 thé bao gdm
luong nhd, hodc phén manh ADN, nhu ADN b6 gen. Vi duy, mAu axit nucleic c6 thé
bao gdm luong axit nucleic (vi du, ADN b gen) ma 13, khoang, hogc nho hon, 1 pg,
2 pg, 3 pg. 4 pg, 5 pg, 6 pe, 7 pg, 8 pg, 9 pg, 10 pg, 11 pg, 12 pg, 13 pg, 14 pg, 15 pg.
16 pg, 17 pg, 18 pg, 19 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 90 pg,
100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 pg, 500 pg, 600 pg, 700 pg, 800 pg, 900 pg, 1 ng, 10 ng,
100 ng, hodc khoang duoc xac dinh béng hai trong s6 cac tri sb bt ky nay, vi dy, tir
10 pg dén 100 pg, 10 pg dén 1 ng, 100 pg dén 1 ng, 1 ng dén 10 ng, 10 ng dén 100

ng, v.v... Theo mot s6 phuong 4n sang ché, mau axit nucleic ¢ thé bao gom lugng

-18-



30041

axit nucleic (vi du, ADN bo gen) ma nim trong khoang tir 100pg dén 1ng. Theo mot
sd phuong 4n sang ché, mAu axit nucleic c6 thé bao gdm luong axit nucleic (vi dy,
ADN bo gen) ma lén hon 62,5pg. Theo mot sé phuong 4n sang ché, cac budc phan
manh bd sung, nhu sy tiéu héa dich ddng nhit vo bao hodc endonucleaza, khong bao

gdm trong cac cach tién hanh phan manh.

Theo mét s6 phuong 4n sang ché, cac phuong phap va ché pham duogc néu &
day c6 kha nang xac dinh thanh cong céac kiéu gen hodc mot hodc nhiéu trinh tu dich,
vi du, cdc SNP, STR, v.v..., ngay ca vdi lugng dudi nanogram cuia va/hodc mau axit
nucleic bi phan huy. Vi du, cac phuong phap va ché phdm duoc néu & day c6 kha
nang xac dinh thanh cong kiéu gen ma, khoang, hodc 16n hon, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, hodc khoang giita
hai tri sb bat ky trong s6 cac tri sb trén, cua cac trinh tu dich. Theo mot s6 phuong an
sang ché, cac phuong phép va ché pham duoc néu & ddy c6 kha nang xac dinh thanh
cong kidu gen 12 hon 50%, 80%, 90%, 95%, 98% hodc nhiéu trinh tr dich. Theo mét
s& phuong an sang ché, cic phuong phap va ché phim duoc néu & day c6 kha ning
dat can bing ndi 1a khoang hon 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, hoic khoang giita hai tri s6 bat ky trong sb céc

tri sO trén, clia cac trinh tu dich.

Péi voi didu tra phép y, cac doan mdi c6 thé két hop cac yéu t6 nhan dang
phén tir duy nhit (UMIs) ma tro gitp trong viéc loai bo, vi du, PCR va céac 16i trinh
tu, vach gia va tuong tu tr cac két qua giai trinh tu. See Kivioja va cong su, Nat. Nhu
duoc ban ludn chi tiét hon trong phan bét ky ctia ban md ta nay, bao gbém ca UMI
trong cac doan moi cling cho phép viéc nhan dang céc bién di & vi tri doan lap lai ndi
tiép, ndng cao hon nita tinh hitu ich cta cac phuong phap va ché phdm hién tai dung

cho hd so ADN va muc dich khac nhu phén tich di truyén.

Do d6, theo mot sb phuong an sang ché, cac kiéu gen ctia trinh tu 13p lai ndi
tiép duoc néu ¢ day co thé bao gém cac bién di trinh tu & vi tri doan lip lai ndi tiép.
Do d6, ddng hop tir dbi v6i doan lap lai ndi tiép (vi du, 13, 13 cho D9S1122) sir dung
phuong phap truyén théng co thé dugc nhan dang bing di hop tir cing kich thudc
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dwa trén cac bién di trinh tu trong doan lap lai ndi tiép. Nhu duoc danh gia boi nhimg
ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét, cé tinh dén céc bién dj trinh tu
bén trong s& ning 1én déng ké tinh hitu ich ciia cac phuong phéap duoc néu & day, vi

du, cho cac phén tich di truyén.
Cac phuong phép cAu tao thu vién axit nucleic

Céc phuong 4n sang ché dugc néu & day dé xuét cac phuong phap cu tao thu
vién axit nucleic bao gém: tao ra mau axit nucleic, va khuéch dai miu axit nucleic
béng cac doan mdi ma lai dic hiéu véi it nhat mot trinh tu dich bao gém dang da
hinh ctia nucleotit don (SNP) va it nhit mot trinh ty dich bao gdm trinh tu 1ap lai ndi

tiép.

Cac phuong phép va ché pham duoc néu & diy duoc thiét ké dé du do nhay
phét hién luong phén tir axit nucleic dudi nanogram. Hon nita, cdc phuong phéap va
ché pham duoc néu & day co thé hiru ich dé khuéch dai mAu axit nucleic ma bao gdm
phan tir axit nucleic chat lugng thap, nhu bo gen ADN bi phan huy va/hodc phén
manh tir mau ctia phap y. Mau axit nucleic c6 thé hodc 14 mau dugc 1am sach hoic 1a
ADN thé chira dich thily phéan, vi du duoc ldy tir que quét 14y miu bén trong ma,
gidy, vai hodc cac dbi twong khac ma c6 thé thim duoc véi nude bot, mau hodc cac
dich thé khac. Vi vay, theo mot sb phuong an sang ché, miu axit nucleic ¢6 thé bao
gdm lwong nho phan manh ADN, nhu ADN bd gen. Vi du, miu axit nucleic c6 thé
bao gdm lugng axit nucleic (vi du, ADN bd gen) ma 13, khoang, hodc nho hon, 1 pg,
2 pg, 3 pg, 4 pg. 5 pg, 6 pg, 7 pg, 8 pg, 9 pg. 10 pg, 11 pg, 12 pg, 13 pg, 14 pg, 15 pg,

16 pg, 17 pg, 18 pg, 19 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 90 pg,
100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 pg, 500 pg, 600 pg, 700 pg, 800 pg, 900 pg, 1 ng, 10 ng,

100 ng, hoic khoang duge xac dinh bang hai trong sb cac tri s6 bat ky nay, vi du, tir
10 pg dén 100 pg, 10 pg dén 1 ng, 100 pg dén 1 ng, 1 ng d&én 10 ng, 10 ng dén 100
ng, v.v... Theo mét s§ phuong 4n sang ché, miu axit nucleic c6 thé bao gébm luong
axit nucleic (vi du, ADN bd gen) ma nidm trong khoang tir 100pg dén Ing. Theo mot
sb phuong 4n sang ché, mau axit nucleic ¢ thé bao gdm luong axit nucleic (vi du,

ADN b gen) ma I1én hon 62,5pg. Theo mdt s6 phuong 4n sang ché, khong bao gém
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cadc budc phdn manh bd sung, nhu su tiéu héa dich dong nhat vé6 bao hoidc

endonucleaza.

Theo mét s& phuong 4n sang ché, cac phuong phap duoc néu & diy bao gom
su khuéch dai va tao ra thu vién trong du dodn trinh ty song song xudi dong. Xét
nghiém c6 thé bao gdm hai mastermixe PCR (phwong phép pha sin dung dich PCR
ma khong c6 ADN), hai polymeraza chiu nhiét, hai hdn hop mdi va bd phbi hop thu
vién. Theo mdt sd phuong an sang ché, mAu ADN c6 thé dugc khuéch dai sb chu ky
bﬁng céch str dung bo mdi khuéch dai thir nhit ma bao gém cac vung dich ddc hi€u
va cc ving thé khong c6 dich dic hiéu va mastermix PCR. Ving thé c¢6 thé 14 trinh
tu bat ky, nhu ving thé phd bién, ving thé bt giit, viing thé khuéch dai, ving thé
trinh tu, vung thé UMI, va tuong tu. Vi dy, vung thé c6 thé 1a nhiét do dung cho céc
doan moéi khuéch dai duge dung trong vong thtr hai hoac sau dé cua viéc khuéch dai,
vi du ding cho viéc tao thu vién. Theo mdt sé phwong 4n sang ché, cac phuong phap
bao gdm viéc bd sung protein bam vao cac soi don (SSB) vao céc san phdm khuéch
dai thtr nhat. Phan udc ctia mau duoc khuéch dai thi nhét ¢6 thé bi loai b va duge
khuéch dai 14n thir hai str dung bo mdi khuéch dai thtr hai ma dic hiéu ddi voi ving
thé, vi du, vung thé phé bién hodc vung thé khuéch dai, cua cac doan mdi khuéch dai
thir nhat ma c6 thé bao gdm mot hodc nhiéu trinh tu thé bd sung, nhu cac thé trinh tu
dac hiéu ding cho mot hodc nhiéu quy trinh lam viéc trinh ty xudi dong, va céac thé
trinh tu hoic mastermix PCR thi hai. Vi vay, thu vién mau ADN géc san cho trinh

tu.

Phuong phép thay thé c6 thé bao gém viéc khuéch dai thtr nhat dugc thuc hién
theo thé tich nho (vi du, 15ul) va thay vi chuyén phan wéc dén vi tri méi cho vong
khuéch dai thtr hai, cac thubc thr b sung dé thuc hién vong khuéch dai thir hai co

theé dugc bo sung vao ong.

Thu vién duoc tao ra mét 1an, nd c6 thé duoc lam sach va duoc dinh lugng.
Theo mét s6 vi du, viéc 1am sach c6 thé duoc thuc hién béng cach xtr Iy mau qua nén
nhu AMPURE XP Beads (Beckman Coulter) ma ding dé 1am sach cdc manh ADN

khoi cac thanh phan phan tng. Phuong phép khac c6 thé 1a sy tich hop ctia nira viée
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lam sach nhu ntra hapten, vao bo mdi khuéch dai tht hai. Vi du, néu biotin dugc tich
hop vao cac doan moi ctia mot bd mdi khuéeh dai tht hai sau d6 cac manh thu vién
c6 thé duoc giita sir dung gbc streptavidin trén hat, vi du. Bing cach sir dung phuong
phéap bét, cac thu vién cling cé thé dugc chudn hoa va duoc dinh luong st dung
Chuén hoa co s& hat (Bead Based Normalization - BBN). Tuy nhién, c4c thu vién cé
thé duoc 1am sach va duge dinh lugng, hodc dugc tich huyét va dugc dinh lugng néu
cac phan Ung cdng dugc thyc hién, ma khong st dung BBN. Vi dy, cac thu vién
cling c6 thé dugc dinh lwong biang cic phwong phép dién di gel, BioAnalyzer, gPCR,
céc phuong phép phd quang ké, bo kit dinh lwong (vi dy, PicoGreen, vi du). va cic
phuong phap tuong tu duoc biét trong linh vuc k§ thuat. Tiép theo viéc dinh luong,

sau d6 thu vién c6 thé duoc gidi trinh tu béng cac trinh tu song song.

Theo mdt sb phuong an sang ché, bd moi khuéch dia thtr nhat duge su dung
dé khuéch dai ADN dich dugc tao ra theo néng dd gidi han ma khi phan udc cua
phan tng khuéch dai thir nhat duoc bd sung vao éng méi va thude thir tir phén Ung
khuéch dai thir hai duoc bd sung ma dé 1a luong tdi thidu dé khong thé phat hién ra
két qua khuéch dai luan chuyén tir b moi khuéch dai thir nhat va budc loai bo giita
phan tmg khuéch dai thir nhit va phan ung khuéch dai tht hai khong duoc yéu cau.
Theo mét s6 vi du, ndng d6 mdi khuéch dai ding cho PCR thtr nhat 14, khoang, hodc
nhé hon, 0,5nM, 0,6nM, 0,7nM, 0,8nM, 0,9nM, 1,0nM, 1,5nM, 2,0nM, 3,0nM,
4,0nM, 5,0nM, 6,0nM, 7,0nM, 8,0nM, 9,0nm 10,0nM, 11,0nM 12,0nM, hodc khoang
gita hai tri s§ bét ky, vi dy, 0,5 nM dén 1,0 nM, 1,0 nM dén 12 nM, 0,8 nM to 1,5
nM, v.v... Theo mot s& phuong 4n sang ché, ndng d6 mdi khuéch dai dung cho PCR

thi nhit ndm trong khoang tir 0,9 nM dén 10 nM.

Fig. 2 thé hién quy trinh 1am viéc vi du cta cac phuong phéap duge boc 16 ngay
trong mot phuong an. Trinh tw ADN bd gen dich dugc khuéch dai st dung bd mdi
tht nhét bao gém vung ma chdn trinh ty dich va cac vung thé khuéch dai (ma c6 thé
gidng hodc khac nhau) din dén cac don vi siéu sao chép bao gdm trinh ty thé va cac
thé trén ca hai diu. Phan uéc cia cac don vi siéu sao chép tir PCR tht nhat con duoc
khuéch dai st dung bd mdi thit hai dic hiéu dén cac trinh tu thé thir nhat con bao

gbm c4c trinh tu moi giai trinh tu (c4c trinh tu lam thich ung i5 va i7), do do tao thu
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vién bao gém trinh tv ADN dich duoc chédn bing céc trinh tw duge st dung theo su
sip xép trinh tw song song, trong truong hop cac trinh tu i5 va i7 duge dung theo sy

sp xép trinh ty bing cic phuong phap tdng hop duogc tao bai Illumina, Inc.

Vi du vé quy trinh lam viéc khac dé xac dinh hd so ADN tir mau dugc mo ta
trén Fig. 3. Theo vi du nay, phﬁn dich ADN dugc khuéch dai bﬁng cap mdi thtr nhét
ma bao gém céac trinh tu ma chin trinh tu dich, cac trinh tu thé khéng c6 dich (giéng
hoic khac nhau), va con chin céc trinh ty nhan dang phan tir don nhét hodc cac UML,
ma bao gém cac géc nggu nhién. Cac UMI c6 thé dugc sir dung, vi duy, dé lam gidm
tin sinh hoc hodc céc 16i dugc loai bé ma xay ra trong qué trinh xtr ly tao thu vién (vi
du, thanh phén la PCR hodc cac két hop sai, v.v...). Viéc st dung cac UMI ¢o thé
quan trong dbi v6i hd so ADN, nhung dic biét quan trong 12 sir dung trong viéc gitp
loai bo céc 151 khi mAu dugce gidi trinh tu trong vu an hinh sy. Trong vi du nay, vong
khuéch dai thir nhit duoc thuc hién cho 2 chu ky, ma tiép theo bd sung protein bam
vao cac soi don (SSB) va t & nhiét d6 37°C trong thoi gian 15 phut tiép theo 13 khtr
hoat tinh & nhiét o 95°C/5 phiit ma con tidu diét hitu hiéu su khuéch dai bd moi
khuéch dai thir nhat trong vong khuéch dai tht hai. Mic du co cu khong dugc biét,
du dinh réng viée bd sung SSB lién két nghich dao bing cac doan mdi khuéch dai thir
nh4t mach don va ngin chung khoi tham gia vao cac phan tng khuéch dai sau do.
Sau khi it SSB, bd mdi thtt hai bao gdm cac thé trinh ti va din dén bd sung PCR mix

thir hai vao thu vién trinh tu.
Thu vién axit nucleic

Céc phuong an sang ché duoc néu ¢ day dé xuét cac thu vién axit nucleic, ma
c6 thé duoc st dung cho trinh ty. Theo mdt s6 phuong an sang ché, thu vién axit
nucleic duoc néu & day co6 thé bao gdm céc phan ti axit nucleic, trong d6 cac phan tir
axit nucleic bao gém it nhit mot trinh ty lip lai ndi tiép duogc chan boi cap tht nhét
cua trinh tu thé va it nhat mot trinh tu dang da hinh ctia nucleotit don (SNP) dugc
chdn bai cap tht hai cta trinh ty thé.

Nhu d néu trong ban mo ta ndy, kich ¢& cua cac phén tir axit nucleic c6 thé

thay d6i dang ké str dung cac phuong phap va ché pham duoc néu & day. Panh gia
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b&i nhitng nguoi ¢ hidu biét trung binh trong Iinh vue k§ thuat do 1a cac phan tir axit
nucleic duoc khuéch dai tir trinh tu dich bao gdm doan lap lai ndi tiép (vi dy, STR)
c6 thé c6 kich ¢& 16n, trong d6 cac phan tir axit nucleic duoc khuéch dai tir trinh tu
dich bao gdm SNP c6 thé c6 kich ¢& nho. Vi du, cac phan tir axit nucleic ¢6 thé bao
gbm it nhat tir mét trim phén tr nucleotit dén hang tram hodc hang nghin phan tir
nucleotit. Do d6, kich c¢& c4c phan tir axit nucleic ¢6 thé ¢ khoang tri s6 nim trong
khoang bét ky gitta hai tri s6 14 50bp, 60 bp, 70 bp, 80 bp, 90 bp, 100 bp, 110 bp, 120
bp, 130 bp, 140 bp, 150 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp,
900 bp, 1 kb, hodc 16n hon. Theo mét s phuong an sdng ché, kich c& téi thiéu cta
c4c phan tir axit nucleic ¢6 thé c6 chidu dai 13, khoang, hodc nhé hon, 50 bp, 60 bp,
70 bp, 80 bp, 90 bp, hodc 100 bp. Theo mdt sé phuong 4n sang ché, kich c& tdi da
clia cac phan tir axit nucleic c6 thé c6 chiéu dai 1a, khoang, hodc nho hon, 100 bp,

150 bp, 200 bp, 250 bp, 300 bp, 350 bp, 400 bp, 450 bp, 500 bp, hodc 1kb.

V61 viéc tao tap hop, cdc manh thu vién duogc ¢ dinh trén nén, vi du viéc biéu
dién, ma bao gém cac trinh tu oligonucleotit ddng nhit dé gitt va c¢b dinh c4c manh
thu vién ADN. Céc manh thu vién ADN ¢d dinh duoc khéch dai st dung cac phuong
phap khuéch dai theo tip hop nhu dwoc minh hoa bang vi du trong Patent cia M¥ sb
7,985,565 va 7,115,400, ndi dung cua mdi patent dugc két hop cé vién dan dén tai
liéu nay. Céc vat liéu duoc két hop ctia Patent M§ s6 7,985,565 va 7,115,400 dé xuét
céc phuong phap khuéch dai axit nucleic pha rdn ma cho phép cac san phim khuéch
dai duoc cd dinh trén chét mang rin dé tao cac mang bao g@)m cac nhém hodc "cum"
phén tr axit nucleic ¢d dinh. M&i tap hop hodc cum trén mang nay dugc tao tir cac
soi polynucleotit c¢6 dinh ddng nhét va cac soi polynucleotit b sung ¢ dinh dong
nhit. Cac mang ma duoc tao ra thuong duoc goi 1a "cic mang nhém" Cac san phim
ctia phan ting khuéch dai pha rin nhu duoc mé ta trong Patent ctia M¥ s6 7,985,565
va 7,115,400 duoc goi la céc cAu trac "cAu" duoc tao ra béng cach U cdp soi
polynucleotit c¢b dinh va soi bd sung c¢b dinh, ca hai soi duogc ¢d dinh trén chét mang
rin & dau 5, t6t hon 1a qua viéc gén kém khong phan cuc. Cac phwong phap khuéch
dai tap hop 1a cac vi du cta phuong phidp ma trong d6 khung axit nucleic ¢é dinh

dugc str dung dé tao ra céc don vi siéu sao chép cb dinh. Ca phuong phép thich hop
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khéc cling co thé duoc st dung dé tao ra cac don vi siéu sao chép ¢6 dinh tir céc
méang ADN ¢ dinh duoc tao ra theo cic phuong phap duoc dé xuét trong ban mé ta
séng ché Vi du mét hoic nhiéu nhém hodc cum cé thé dugc tao ra qua PCR pha rin
ma hoic 1a2 mot hodc 13 ca hai mdi tong mdi cip mdi khuéch dai duoc cb dinh. Tuy
nhién, cac phwong phap duge mo ta & day khong bi giéi han ddi voi phuong phép tao
trinh ty hodc nén trinh tu bt ky va c6 thé theo phuong phap tao nén trinh tur song

song khéc va két hop c4c nén trinh tu.
Cac doan moi

Céc phuong 4n sang ché & day dé xuat cac doan mdi ma lai ddc hidu véi it
nhit mot trinh tu dich ngén va it nhAt mot trinh tu dich dai trong mau axit nucleic,
trong d6 khuéch dai miu axit nucleic st dung cac doan mdi trong phan tmg da modi
don din dén it nhat mot san pham khuéch dai ngan va it nhat moét san phdm khuéch
dai dai, trong d6 mdi trong sb cac doan mdi bao gém mot hodc nhiéu trinh ty thé.
Hon nita con dé xuét cac doan mdi ma c6 cac trinh tu duoc thiét lap trudce trén Bang

1-2.

Péi voi viee khuéeh dai da mdi cua trinh tu dich 16n (vi dy, cac STR, ITR) va
trinh ty dich nhd (vi du, cac SNP), cic doan mdi duoc thiét ké dé cho phép viéc
khuéch dai can bing trén tit ca cac kiéu dich. Cac phuong phap va ché phim dugc
md ta & dy c6 thé duoc str dung dé khuéch dai nhiéu trinh tu dich 13p lai ndi tiép
trong phan tng da mdi don. Vi du, cac doan mdi c6 thé lai dic hiéu véi sb trinh tu
lap lai ndi tiép 13, khoang, hodc 16n hon 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, hodc khoang gitta hai tri s6 bt ky, nhu tir 4 dén12, 10 dén 24, 30 dén
100, v.v... Theo mdt sb phuong 4n sang ché, cdc doan mdi lai dic hiéu véi it nhat 24
trinh tu 1p lai néi tiép. Theo mot sd phuong an sang ché, cac doan mdi lai dic hidu
v6i it nhat 60 trinh tw lp lai ndi tiép. Cac phuong phap va ché pham dugc md ta &
day c6 thé duoc str dung dé khuéch dai nhiéu trinh tu dich SNP trong phan tng don.
Vi dy, cac doan mdi c6 thé lai dic hidu véi s trinh tw SNP 13, khoang, hodc 16n hon
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, hodc khoang gifta hai tri
s bat ky, nhu tir 4 dén12, 10 dén 24, 30 dén 100, v.v... Theo mot s6 phuong 4n séng
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ché, cac doan mdi lai dac hidu voi it nhit 30 trinh tw SNP. Theo mot s6 phuong 4n

sang ché, cac doan mdi lai dic hidu véi it nhét 50 trinh tu SNP.

Phat hién trong qua trinh thi nghiém do6 la céc trinh tu dich SNP ngén duoc
khuéch dai wu tién trén cac trinh tu dich STR dai hon khi st dung mdi ma cho phép
thiét ké theo tiéu chuén duoc thiét 1ap sau va su hiéu biét vé thiét ké mdi thanh cong.
Hon nita, it nhét theo trinh tu do téng hop quy trinh lam viéc ma cac nhém dugc tao
ra va cadc nhom duoc tu giai trinh ty (vi dy, khi trinh tu sau do téng hop (SBS, duoc
boc 10 trong ban md ta nay & noi khac) dugc két hop véi cac trinh ty cta Illumina,
Inc.) qué trinh khuéch dai tip hop wu tién clia cdc manh SNP thu vién ngén hon ciing
x4y ra. D& khic phuc hai khuynh huéng nay, phuong phap méi can d& thiét ké moi
d6 1a cho phép qua trinh khuéch dai can bang giita cac trinh tu dich SNP ngan va cac
trinh ty dich STR dai.

Mot trong s& phwong phap nay bao gdm viéc thiét ké cac doan mdi ding cho
qué trinh khuéch dai STR. Péi voi cac STR, céc trinh tu 13p lai thuong duge gén vao
vung lap lai 16n hon; do do viéc thiét ké cac doan mdi dic hidu cho qua trinh khuéch
dai STR c6 thé kho giai quyét. Hon nita cac STR va vung chin cta chung thudong
giau AT. Trong mot truong hop, cac doan mdi duoc thiét ké dé cac ving khé giai
quyét sir dung phuong phap thiét ké trai voi thong thuong va tiéu chudn thiét ké PCR
duoc thiét 1ap tdt. Tidu chuén duoc thiét 1ap dé thiét k& mdi PCR do 1a, trong sb tiéu
chudn khéc, 1) chiéu dai t6i wu cho cic doan mdi 12 ndm trong khoang tir 18 dén 22
nucleotit, 2) Tm nén ndm trong khoang tir 55 dén 58°C, 3) ham luong GC nén nam
trong khoang tir 40 dén 60 %, 4) va ving dinucleotit AT 13p lai dugc tranh, t6i da <4
doan 13dp lai AT dinucleotit. Cac doan mdi duoc thiét ké d6 1a dai hon cac doan mdi
PCR dién hinh, vi du nim trong khoang tir 23 dén 35 nucleotit theo chidu dai thay vi
nim trong khoang tir 18 dén 22 nucleotit, ching c6 nhiét d néng chay thap (Tm); vi
du khoang 54°C thay vi 58°C, va céc doan mdi giau AT, ba thong s0 ma ndi dung
tiéu chuin PCR dugc thiét 1ap thong thuong s& tranh dugc thiét ké mdi t6i wu. Hiéu
qua 13, cac doan moi khong ti wu duogc thiét ké. Ngac nhién 13, dugc bdc 10 ring cac
doan mdi dai, giau AT, Tm thép duoc da mdi thue sy véi cac STR tot hon cac doan

mdi ngén, chira AT thdp, Tm cao. Khong bi phu thudc vao ly thuyét bt ky, du tinh
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réng cac doan moi ngén hon dugc thiét ké theo tiéu chuén thiét ké PCR duoc thiét
1ap c6 thé tao ra cac dimer ma c6 nhiét do nong chdy cao va do doé tao cac dimer hitu
hiéu dudi cac diéu kién PCR thong thuong, trong khi cac doan mdi dai hon, Tm thép
c6 thé tao cac dimer dudi Tm thép that sy va do do khong thé tao dimer, do do cho
phép ting sy tham gia ctia cac doan mdi Tm thép, dai hon duéi cac didu kién khuéch
dai thong thudng so bang cic doan mdi Tm cao, ngan (vi du, nim trong khoang tir 18

dén 22 nucleotit, Tm 1a 60°C, ham luong 50% GC).

Céc doan mdi giau AT, Tm thip, dai hon ding cho qua trinh khuéch dai STR
sau d6 duoc da mdi béng cac doan mdi ngén hon Tm cao, dugc thiét ké thong thuong
ma dugc tao dich SNP. Tuy nhién, cic phan tng khuéch dai da mdi mot 1an nita
khong thanh cong trong viéc tao qué trinh khuéch dai cin bing cta ca STR va SNP
trong mot phan img da mdi. Dy tinh 12 viéc ap dung thiét ké méi khong thong thuong
thuc sy dé khuéch dai cac doan moi khong kho giai quyét, vi du khuéch dai cac dich
SNP, c6 thé mang lai qué trinh khuéch dai mdi thanh cdng. Vi véy, clng tiéu chuan
str dung dé thiét ké cac doan mdi khong t6i uu dimg cho STR dugc 4p dung vao thiét
ké mdi cho SNP (dai, Tm thap, giau AT). Ngac nhién 13, cac doan mdi dugc thiét ké
méi din dén can bing t&t hon gitra qué trinh khuéch dai cia STR va SNP trong phan

ung da moi.

Fig.4 thé hién cac vi du vé su tac dong giita cac doan mdi duogc thiét ké thong
thuong va khong thong thudng trong phan tmg da moi. Trén Fig. 4A phan ung da
mdi ctia 10 dich SNP thé hién qué trinh khuéch dai duoc ky vong trong khoang mong
mudn 1 tir 200 dén 350 bp dbi voi thu vién. Cac doan mdi duoc sir dung dé khuéch
dai 10 SNP theo da mdi dwoc thiét ké thanh mdi dai hon, ¢6 Tm thip hon va giau AT
hon ma duoc bio bdi tiéu chuan thiét ké moi PCR duoc thiét 1ap. Khi ciip mdi tha 11
duoc thiét ké su dung tiéu chuin thiét ké PCR duoc thiét lap, ma la cac doan mdi
ngén, ¢6 Tm cao va khong giau AT, va dugc bd sung vao 10 cip din dén su da moi
thé hién qua trinh khuéch dai khong diic hiéu cia ADN dich. Nhu da thdy trén Fig.
4B va 4D, viéc thém cip mdi duoc thiét ké théng thuong thir 11 can thiép 10 plex
cip mdi khong thong thuong va din dén qué trinh khuéch dai da mdi khong thanh

cdng cua cac SNP tao dich. Tuy nhién, viéc thém cap mdi thit 11 ma cling dugc thiét
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ké khong thong thudong theo cung tiéu chuan nhu 10 plex cip moi din dén qué trinh

khuéch dai thanh cong cia cac dich SNP (Fig. 4C).

Do d6, theo mét sé phuong an sang ché, mdi trong sd cac doan mdi ¢6 nhiét
do néng chay thép, vi duy, thép hon 60°C hodc nam trong khoang tir 50 dén 60°C,
va/hodc ¢6 chidu dai it nhit 1a 24 nucleotit, vi du, nim trong khoang tir 24 dén 38
nucleotit. Theo mot s& phwong 4n sang ché, mdi trong s§ cic doan mdi bao gdm trinh

tu nucleotit polyme dong nhét.

Theo mot s6 vi du, cac doan mdi duoc thiét ké khong thong thudng bao gdbm
cac trinh tw ma chan cac STR va SNP hudéng dich va thém céc trinh tu khong co6
khung. Céc trinh tu thém c6 thé 13, vi du cac trinh tu thé ma thoa man muc dich trong
qua trinh tao thu vién hoac phuong phap luan v& trinh tu. Vi du, trinh tu thé c6 thé 1a
trinh ty bét nhu gde hapten hon 13 ¢6 thé duoc bét gift boi gbe nhanh duoc ¢ dinh dé
lam sach manh thu vién. Vi du vé gdc hapten 13 biotin ma c6 thé duoc bt gitta béi
streptavidin cho cdc manh thu vién dugc céach tu cac thanh phan phan tng va tuong
tu. Trinh tu thé cling c6 thé 13 trinh ty khuéch dai, vi du d6 1a viéc thém vao mdi
khuéch dai va duoc sir dung trong mot hoic nhiéu phan ang khuéch dai. Fig. 2 va 3
thé hién céc vi du vé céc trinh tu thé ma duoc st dung trong vong khuéch dai thir hai
theo vong khuéch dai tht nhét. Trinh tu the cling c6 thé 1a thé trinh tu. Fig. 2 va 3
cling thé hién céac vi du vé cac thé trinh tu, trinh tu thich tng i5 va i7 dugc st dung
trong trinh ty nhu qué trinh lai, sy tao tap hop va cac doan mdi trinh tu trong qua
trinh theo trinh tw do cc phan tng tong hop nhu duge mé ta & day. Vi du khac cta
trinh tw thé 1a viéc nhan dang phan tr don nhét, hoic UMI, nhu dugc thé hién trén
Fig. 3.

UMI bao gdm su gidn ngiu nhién clia cic nucleotit ma c6 thé duoc sir dung
trong trinh ty dé diéu chinh cho PCR va cac 16i trinh ty, do d6 thém 16p bb sung cua
viée didu chinh 181 va cac két qua trinh tu. UMI ¢6 thé ¢6 chiéu dai, vi dy, nim trong
khoang tur 3 dén 10 nucleotit, tuy nhién sb nay phu thuéc vao ADN dua vao. Vi dy,
néu Ing ADN duoc sur dung vao céac vi tri 250 vong dich, sau d6 duoc tién li€u réng

cén khoang 350 don vi sao chép x 250 dich, vi vay khoang 90000 UMI khéc nhau.

-28-



30041

Néu nhiéu ADN dugc dung hon, vi du 10ng, sau do cé thé cin khoang 1 triéu UMI
khéc nhau. Tit c ban sao PCR tir phan tng PCR gibng nhau s& c6 trinh tw UMI
gidng nhau, nhu c4c ban sao nay c6 thé dugc so sanh va cac 161 bat ky trong trinh tu
nhu viéc thay gdc don, x6a, thém (vi du vach gia trén PCR) c6 thé loai trir khoi céc
két qua trinh ty tin sinh hoc. Céac phat hién phan tir don nhét ciing c6 thé duoc su
dung trong phan tich mu duoc tron. Cac mau duoc tron, vi du miu ADN & nit ma bi
nhiém ban ADN & nam, c6 thé dugc md xoén dé béo ca viéc g6p ADN & nam va nit
st dung céc trinh tw UML Vi dy, c¢6 thé 14 téng bdn luong lap lai khac nhau déi voi
hai ADN dugc trdn; tuy nhién c6 thé it hon bdn néu hdn hop hai mau alen chia & vi
tri cu thé. Céc alen chia nay c6 thé dugc phan biét va khoang phﬁn tram duoc xac
dinh str dung UMI dé x4c dinh luong alen khac nhau trong quan thé phan t&r ADN
ban du. Vi du, cac phan tir ban ddu c6 thé dém dugc va néu sy dong gép phu c6 mat
&, vi du 5%, sau d6 5% UMI dugc nhan dang mot kiéu gen va 95% nhan dang kiéu
gen thir hai. Sau khi PCR, néu mét alen (hoic c¢6 thé hon) c6 khuynh huéng khuéch
dai sau do l1a khong thé nhan ty 1& 5:95 Tuy nhién, nho st dung cac UMI ty 1€ sai
léch c6 thé duoc hiéu chinh sau khi PCR hai lin dugc ngung tu st dung sy phat hién
va hiéu chinh. Quan trong 1 khi thir & biét hoa tir thanh phin la vach gia tir PCR va
su déng gép phu chuin.

Mdi theo céc phuong phap sang ché c6 thé bao gbém mot hodc nhiéu trinh tu
thé. Trinh tu thé c6 thé 1a mot hodc nhidu trinh tw mdi ma khong ddng nhét dbi voi
trinh tu dich, nhung vi du c6 thé duogc st dung 1am khung cho mét hodc nhiéu phan
ung khuéch dai. Trinh tu thé c6 thé 1a trinh tu bat, vi du trinh tu hapten nhu biotin ma
c6 thé duoc sir dung dé lam sach céc don vi siéu sao chép khoi cac thanh phin phan
Gmg. C4c trinh ty thé c6 thé 1a céc trinh tu nhu trinh tw néi mach d6i ma thuén loi dé
gilt cac don vi si€u sao chép thu vién trén nén vi du déi véi khuéceh dai ciu trong du
doén trinh tu bing k¥ thuat tdng hop nhu dugc moé ta & day. Hon nfira, trinh tu thé co
thé 14 thé nhan dién phan tir don nhit dién hinh, vi du, nim trong khoang tir 3 dén 10
nucleotit bao gdém su gidn ngiu nhién cta cic nucleotit ma c6 thé duoc st dung dé

hiéu chinh 13i trong qu4 trinh tao thu vién va/hodc cic phuong phép trinh tu.
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Ngoai ra, thuin loi dbi véi phan ung PCR da mdi d& chta cac doan mdi
oligonucleotit v& co ban ddi véi tat ca dich dwoc tich huyét thanh mot hdn hop. Tuy
nhién, nhu duoc néu & day, cac ologonucleotit dai hon cac doan mdi mét cach khong
dién hinh ma duoc thiét ké sir dung cac thong s6 truyén thdng. Hon nita viéc thém
céc trinh tu thé vao cac doan mdi, nhu thém UMI ma duoc gén vao trinh tu ddc hiéu
dich gen van tao cac trinh ty mdi dai hon. Theo mét sb phuong 4n sang ché, glyxin
betain (khoang 1,5M) cé thé dugc thém vao cic doan mdi. Vi du, theo mot sd
phuong 4n sang ché cac bd dém khuéch dai st dung trong phan tng khuéch dai c6
moi khong théng thuong nhu duge néu & day bao gém ndng d6 betain 13, khoang,
hodc 16n 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, 600 mM, 700 mM, 800
mM, 900 mM, 1 M, 1,2 M, 13M, 1,4 M, 1,5M, 1,6 M, ,7M, 1,8 M, 1.9M, 2 M, 3
M,4M,5M,6M,7M,8M,9M, 10 M, hoic khoang gitta hai tri s§ bat ky nay, vi
du, tr 500 mM dén 2 M, tir 1 M dén 1,5 M, v.v... Vi vy, hdn hop mdi nhu duoc mod
ta & day duoc bd sung béng betain, vi du ¢ khoang 1,5M, s& thudn loi khi hoat dong
céc phuong phép theo sdng ché. Theo mét s6 phuwong an sang ché, glyxerol c6 thé
duoc thém vao cac doan mdi. Vi du, theo mot sb phuong 4n sang ché cac bd dém
khuéch dai st dung trong phan tmg khuéch dai bing cic doan mdi khong thong
thudng nhu duge néu & ddy bao gdm ndng do glyxerol 13, khoéng; hodc 16n 100 mM,
200 mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, 600 mM, 700 mM, 800 mM, 900 mM, 1 M,
I2M, 13M, 1 4M, 15M, 1,6 M, 1,7M, 1,8 M, 1,9M,2 M,3M,4 M, 5M, 6 M,
7M, 8 M, 9 M, 10 M, hozc khoang gitta hai tri s6 bt ky nay, vi du, tir 500 mM dén 2
M, tir 1 M dén 1,5 M, v.v... Vi vdy, hdn hop mdi nhu duoc mé ta & day duoc bd
sung bang glyxerol, vi du & khoang 1,5M, sé& thudn loi khi hoat dong cac phuong
phap theo sang ché.

Theo mdt s6 phwong 4n sang ché, bo dém két hop véi thiét ké mdi khong
thong thuong sir dung cac phuong phép khuéch dai theo sang ché c6 thé con duc_rc cai
bién. Vi dy, theo mot sd phuong &n sang ché néng d6 mudi, nhu KCl, LiCl, NaCl,
hoic su két hop ctia chung, cua bd dém khuéch dai tdng 1€n so véi néng d6 mudi cua
bo dém khuéch dai duoc str dung két hop véi doan mdi duge thiét ké thong thuong.

Theo mdt s6 phuong 4n sang ché cac bd dém khuéch dai sir dung trong phan tng
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khuéch dai bing cac doan mdi khong thong thudong nhu dwoc néu & diy bao gdm
néng dé KCl la, khoang, hoac I6n 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110
mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM,
250mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, hodc khodng gifta hai tri sb bét ky, vi duy, tir 60
mM dén 200 mM, tir 100 mM dén 250 mM, v.v... Theo mét sb phuong &n séng ché,
bd dém khuéch dai duoc st dung trong phan ing khuéch dai c6 cac doan mdi khong
thong thuong nhu duoc néu & diy bao gdbm ndng d6 KCl ma 13 khoang 145mM.
Theo mét s6 phuong 4n sang ché cac bo dém khuéch dai st dung trong phan {mg
khuéch dai bang cac doan mdi khong théng thuong nhu duge néu & day bao gdm
nf“mg d6 LiCl 1a, khoang, hodc lon 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110
mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM,
250mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, hoic khoang gitta hai trj s6 bat ky, vi du, tir 60
mM dén 200 mM, tir 100 mM dén 250 mM, v.v... Theo mot sb phuong 4n sdng ché,
bd dém khuéch dai duoc st dung trong phan tmg khuéch dai ¢6 cac doan mdi khong
thong thudong nhu duoc néu ¢ diy bao gdm ndng d6 LiCl ma 1 khoang 145mM.
Theo mét s6 phuong 4n sang ché cic bd dém khuéch dai st dung trong phan tng
khuéch dai bang cac doan mdi khong thong thudong nhu duge néu & diy bao gdm
néng ddé NaCl la, khoang, hodc 16n 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM, 100 mM, 110
mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190 mM, 200 mM,
250mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, hodc khoang giita hai tri s6 bét ky, vi dy, tir 60
mM dén 200 mM, tr 100 mM dén 250 mM, v.v... Theo mdt s6 phwong 4n séng ché,
b6 dém khuéch dai duogc st dung trong phan tmg khuéch dai c6 cac doan moi khong

thong thudng nhu duoc néu & ddy bao gdbm ndng d6 NaCl ma 1a khoang 145mM.

Theo mot sb phuong én sang ché, bd dém khuéch dai st dung trong phan tng
khuéch dai c6 cac doan mdi khong thong thudng nhu duge néu & day c6 thé bao gom

MgSO4, MgCls, hodc su két hop cua chiing.
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B0 kit

Céac phuong 4n sang ché dugc néu & dy dé xudt bo kit bao gdm it nhit mot
phuong tién chta, trong d6 it nhit mot phuong tién chira bao g@)m cac doan mdi duge
néu & day. Theo mot s6 phuong an sang ché, phuong tién chua c6 thé 1a dng, giéng,
tAm vi chudn, v.v... Theo mdt s& phuong 4n sang ché, cac doan mdi c6 thé lai dic
hiéu v6i s trinh tu 13p lai ndi tiép 14, khoang, hodc 16n hon 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
24, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, hodc khoang gitta hai tri s§ bét ky, nhu tir 4
dén12, 10 dén 24, 30 d&n 100, v.v... Theo mot s phuong an sang ché, cac doan mdi
lai dic hiéu voi it nhit 24 trinh tu 1ap lai ndi tiép. Theo mét sd phuong an sédng ché,
cac doan mdi lai ddc hidu véi it nhit 60 trinh tu lip lai ndi tiép. Cac phwong phép va
ché phérn dugc mo ta & day cod thé duoc st dung dé khuéch dai nhiéu trinh tu dich
SNP trong phan tng don. Vi du, cac doan mdi c¢6 thé lai dic hiéu véi sb trinh tu SNP
la, khoang, hoac 16n hon 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 24, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, ho#c khoang gitta hai tri s6 bat ky, nhu tir 4 dén12, 10 dén 24, 30 d¢én 100, v.v...
Theo mot sb phuong 4n séng ché, cac doan mdi lai dic hiu véi it nhit 30 trinh tu
SNP. Theo mdt sd phuong 4n sang ché, cac doan mdi lai dic hiéu véi it nhét 50 trinh

tu SNP.

Theo mét sb phuong an sang ché, it nhdt mot phwong tién chira bao gdm bod
dém khuéch dai . Theo mot sb phuong an sang ché, bd dém két hop véi thiét ké mdi
khong thong thudng sir dung cac phwong phap khuéch dai theo sang ché c6 thé con
duogc cai bién. Vi du, theo mét sb phuong an sang ché néng d6 mudi, nhu KCI, LiCl,
NaCl, hoic su két hop cta ching, cua b dém khuéch dai tang 1én so voi néng do
mudi cua bd dém khuéch dai duoc st dung két hop véi doan mdi duoc thiét ké thong
thuong. Theo mét sb phuong 4n sang ché cac bd dém khuéch dai sir dung trong phan
ting khuéch dai bang cac doan méi khong thong thudong nhu duoc néu & ddy bao gém
n(‘Sng do KCI, NaCl hogc LiCl 1a, khoang, hodc lon 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM,
100 mM, 110 mM, 120 mM, 130 mM, 140 mM, 160 mM, 170 mM, 180 mM, 190
mM, 200 mM, 250mM, 300 mM, 400 mM, 500 mM, hoic khoang giita hai tri s6 bit
ky, vi du, tr 60 mM dén 200 mM, tir 100 mM dén 250 mM, v.v... Theo mét sb

phwong 4n sang ché, bo dém khuéch dai duoc sir dung trong phan ting khuéch dai c6
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cac doan mdi khong thong thuong nhu duge néu & ddy bao gdm ndng d6 KCI, NaCl

hoac LiCl ma la khodng 145mM.

Theo mot sd phuong an sang ché, bd dém khuéch dai str dung trong phan g
khuéch dai c6 cac doan mdi khong théng thudng nhu duge néu & dy c6 thé bao gdm

MgSO04, MgCla, hoidc su két hop cua ching.
Cac phuong phép trinh ty

Céc phuong phap theo sang ché khong bi gi6i han d6i voi nén trinh tu cy thé
bét ky, tuy nhién dugc minh hoa béng vi du ¢ day lién quan dén SBS, hoic trinh tu
do tdng hop, kiéu trinh tu song song. K§ thut tmg dung cu thé & chd céc axit nucleic
duoc gén & cac vi tri ¢d dinh trong mang sao cho cdc vi tri lién quan cua ching
khong bi thay dbi va mang dugc v& lap di 13p lai. Céc vi du ma trong d6 hinh anh thu
duogc theo su thay ddi mau, vi du trung voi cac danh dAu khac nhau st dung dé phan

biét mot ki€u gdc nucleotit so voi cac goc khac co6 thé ap dung cu the.

K§ thuat SBS thuong bao gdm dd gidn enzym cua soi axit nucleotit mdi nho
viéc thém lap di lap lai cac nucleotit chdng lai soi miu. Trong cic phuong phap
truyén théng SBS, monome nucleotit don ¢6 thé duoc cung cdp cho nucleotit dich
trong sy c6 mit ctia polymeraza trong mdi lan sinh ra. Tuy nhién, theo cac phuong
phap dugc mé ta & day, nhiéu hom mot kidu monome nucleotit ¢6 thé dugc cung cap

cho axit nucleic dich trong sy c6 mat cta polymeraza trong lan sinh ra.

K§ thuat SBS c6 thé ding cac monome nucleotit ma c6 gbc danh déu hoic cac
monome khong c6 gdc danh dau. Do d6, cic giai doan tich hop ¢6 thé bi phét hién
dua vao cac dac diém danh diu, nhu huynh quang danh diu; dic diém cua monome
nucleotit nhu trong lwong phén t& hodc sy nap dién; san phém phu cua sy tich hop
nucleotit, nhu su thoat ra pyrophosphat; hodc twong tu. Trong mot s6 vi du ma hai
hodc nhiéu nucleotit khac nhau c6 mit trong thudc tht trinh tu, nucleotit khac nhau
c6 thé phan biét nhau, hogc thay thé, hai hodc nhidu dénh déu khac nhau co thé
khong phan biét dugc dudi k§ thuat phat hién dugce sir dung. Vi du, cic nucleotit

khac nhau c6 mit trong thudc tht trinh tu ¢6 thé ¢6 danh déu khac nhau va ching c6
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thé phan biét dugc str dung quang hop thich hop dugce minh hoa bang vi du bing ca

phuong phép trinh trr duge phat trién boi Solexa (Illumina, Inc. hién nay).

Mot s6 vi du bao gdm k¥ thuat giai trinh tu gen (pyrosequencing). K¥ thuat
gidi trinh tu gen phdt hién ra su thoat ra cua pyrophosphat vd co (inorganic
pyrophosphate - PPi) nhu c4c nucleotit cu thé dugc két hop thanh soi méi (Ronaghi,
M., Karamohamed, S., Pettersson, B., Uhlen, M. va Nyren, P. (1996) "Real-time
DNA sequencing using detection of pyrophosphate release." Analytical Biochemistry
242(1), 84-9; Ronaghi, M. (2001) "Pyrosequencing sheds light on DNA sequencing."
Genome Res. 11(1), 3-11; Ronaghi, M., Uhlen, M. va Nyren, P. (1998) "A
sequencing method based on real-time pyrophosphate." Science 281(5375), 363; Tai
liéu patent cuia My No. 6,210,891; Tai liéu patent clia My No. 6,258,568 va Tai liéu
patent ctia M§ No. 6,274,320, c4c bdc 16 cta tai liéu duoc két hop & day bang cach
vién din dén tai liéu nay). Trong k§ thuat gidi trinh gen, PPi thoat ra c6 thé dugc phat
hién bang cach chuyén ngay thanh adenosin triphosphat (adenosine triphosphate -
ATP) b.%mg ATP sulfurylaza, va micc ATP dugc tao ra duoc phat hi€én qua photon tao
luxiferaza. Céc axit nucleic dugc giai trinh tu cé thé duoc gin vao céc d4u hién trong
mang va mang cé thé dugc tao anh dé gitt cac tin hidu phat quan bing phan tng hoa
hoc ma duge tao ra do su két hop cta nucleotit & cac d4u hiéu cua mang. Anh c6 thé
thu duogc sau khi mang duoc xir Iy voi kiéu nucleotit cu thé (vi du A, T, C hoic G).
Céac anh thu duoc sau khi thém mdi kiéu nucleotit s& khac nhau vé& hinh anh ma céc
dAu hiéu trong mang dugc phat hién. Su khéac bi€t nay trong hinh &nh phan 4nh ham
lugng trinh tu khac nhau ctia cac diu hiéu trén mang. Tuy nhién, cac vi tri li€n quan
ctia mdi d4u hiéu s& khong thay dbi trong cac hinh anh. Céc hinh anh c6 thé duoc luu
trit, xtr ly va phén tich sir dung céc phuong phép duoc thiét 14p & ddy. Vi du, cac hinh
anh thu dugc sau khi xtr Iy mang dbi véi mdi loai nucleotit khac nhau c6 thé duge xt
ly theo cung mot cach nhu duoc minh hoa béng vi du & day cho cac hinh anh thu
dugc tir cac kénh phét hién khac nhau ddi v6i cac phuong phép giai trinh tu co so

dau cudi dao nguoc.

Theo céc vi du khac v& SBS, trinh tu theo chu ky thu dugc béng viée bd sung

timg budc cac nucleotit dau cudi ddo nguoc chira, vi dy, thudc danh dau co6 theé phan

-34-



30041

cét hodc c6 thé phuc hdi phat quang nhu dwoc md ta, vi du, trong WO 04/018497 va
Tai liéu patent cia M¥ s6 7,057,026, cac boc 16 cia tai liéu duoc két hop & day béng
céch vién dan. Phuong phap nay duoc thuong mai héa bai Solexa (now Illumina
Inc.), va cling duge md ta trong WO 91/06678 va WO 07/123,744, mdi phuong phap
dugc két hop & day bang cach vién dan. Tinh c6 sin cta cac diu cudi duge danh dau
bang huynh quang trong dé cac hai diu cudi c6 thé duoc dao nguoc va danh diu
huynh quang dugc phan cét thuc ddy trinh tu dau cudi dao nguoc theo chu ky (CRT-
cyclic reversible termination) c6 hiu qua. Céc polymeraza ciing c6 thé duoc ddng
thiét ké dé két hop hiéu qua va kéo dai tir cac nucleotit dugc cai bién nay. Hé théng
SBS lam vi du bd sung va cac phwong phip ma cé thé dugce ding véi cac phuong
phép va hé thdng duoc moé ta & day duoc md ta trong Cong bd don Patent ciia MF sb
2007/0166705, Cong bd don Patent ciia M§ s6 2006/0188901, Patent ctia M§ sb
7,057,026, Cong bd don Patent ciia My sé 2006/0240439, Cong bd don Patent cia
M¥ s6 2006/0281109, Cong bd PCT s6 WO 05/065814, Cong bd don Patent ctia My
s6 2005/0100900, Céng bé PCT sé6 WO 06/064199, Coéng bd PCT s6 WO
07/010,251, Cong bb don Patent ciia My s§ 2012/0270305 va Coéng bd don Patent
ctia My s6 2013/0260372, cac boc 16 cia tai lidu duoc két hop & ddy bang cach vién

dn theo toan b tai liéu.

Mot s6 vi du c6 thé ding dé phat hién bén nucleotit khac nhau st dung it hon
bén danh ddu khac nhau. Vi du, SBS ¢6 thé duoc thyuc hién ding cac phuong phép va
hé thng dugc md ta trong cac ndi dung duoc két hop ctia Tai liéu cong bd don
Patent ciia M¥ s6 2013/0079232. Nhu vi du thr nhét, cép loai nucleotit co6 thé duoc
phat hién & cling mdt budc séng, nhung duoc phan biét dya trén su khac biét vé mat
dd quang ddi voi mét thanh phﬁn cua cdp so voi thanh ph?ln con lai, hodc dua trén su
thay dbi d6i voi mot thanh phan ctia cip (vi du, qua bién dbi hoa hoc, bién dbi quang
héa hodc bién ddi vat 1y) ma lam cho tin hiéu 13 rang dé bién mét hodc khong bién
mét so voi tin hidu duge phat hién dbi véi thanh phﬁn con lai cta cdp. Nhu vi du thu
hai, bao hoic b6 loai nucleotit khéc nhau c6 thé duoc phat hién dudi cac didu kién cu
thé trong khi loai nucleotit thir tu khong ¢6 d4nh ddu ma c6 thé phat hién dudi cac

dieu kién nay, hodac dugc phat hién dudi cac di€u kién nay mot cach toi thi€u (vi dy,
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phét hién t5i thiéu nho huynh quang co ban, v.v...). Su két hop ciia ba loai nucleotit
thi nhit thanh axit nucleic c6 thé dugc xac dinh dua trén su ¢6 mit cta cac tin hiéu
tuong Umg ctia ching va sy két hop cua loai nucleotit thir tu thanh axit nucleic c¢é thé
dugc xac dinh dya trén sy khéng cé mat hodc su phat hién ti thiéu cta tin hiéu bt
ky. Nhu vi du thir ba, mét loai nucleotit c6 thé bao gém (cac) danh ddu ma duoc phat
hién trong hai kénh khac nhau, trong khi céc loai nucleotit khac dugc phat hién trong
khong nhiéu hon mot kénh. Ba két cdu lam vi du d néi trén khong duogc coi 14 loai
trir 1n nhau va c6 thé duogc st dung theo su két hop khéc nhau. Phuong 4n lam vi du
ma két hop véi ca ba vi du , 14 phuong phap SBS co s& huynh quang ma st dung loai
nucleotit thir nhat ma duoc phat hién trong kénh thir nhat (vi du, dATP ¢ danh dau
ma dugc phét hién trong kénh thtr nhat khi dugc kich thich bang chiéu dai budc séng
kich thich thtr nhat), loai nucleotit thir hai ma duoc phét hién trong kénh thir hai (vi
du, dCTP c¢6 danh ddu ma duoc phét hién trong kénh th(r hai khi duoc kich thich
bang chiéu dai budc séng thir hai), loai nucleotit thir ba ma dwgc phat hién trong ca
kénh thtr nhat va kénh thir hai (vi du, dTTP ¢6 it nhit mot danh ddu ma duoc phat
hién trong ca hai kénh khi dugc kich thich boi chidu dai buse song kich thich tht
nhit va/hodc thir hai) va loai nucleotit thi tw ma khong c6 danh du ma khong, hoic

t61 thidu hoa, dugc phat hién trong kénh (vi du dATP khéng c6 danh diu).

Hon nita, nhu dugc mo ta trong chit dugc két hop cua Cong bd don Patent
cua My s6 2013/0079232, dit liéu trinh tir ¢6 thé thu duoc nho sir dung kénh don.
Trong cic phuong phap giai trinh tu dwoc goi 14 thuée nhudm, loai nucleotit thir nhét
dwoc danh ddu nhung déanh diu bi loai bd chi sau khi anh thtr nhét tao ra. Loai
nucleotit thir ba giita danh d4u cta n6 trong ca hinh anh thir nhit va thtr hai, va loai

nucleotit thir tu khong con duge danh d4u trén ca hai hinh anh.

Mot s6 vi du c6 thé dung trinh ty do k¥ thuat ndi. Céac k¥ thudt nay dung ADN
ligaza dé két hop céc oligonucleotit va nhan dang su két hop céc oligonucleotit nay.
Céc oligonucleotit thudng co cac nguyén tir ddnh diu khac nhau ma duoc cé lién
quan v&i sy nhdn dang nucleotit cu thé trong trinh ty ma dé oligonucleotit lai vao do.
Dbi v6i cac phuwong phap SBS khac, cac hinh anh c6 thé thu dugc sau day bang cach

xtr Iy mang cac dau hiéu axit nucleic c6 cac thude thir giai trinh tw duoc danh dau.
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M3i hinh 4nh s& thé hién du hidu axit nucleic ma duoc két hop cac nguyén tir danh
du ctia loai cu thé. Cac du hiéu khac nhau s& ¢6 mat hodc khong cé mat trong cac
hinh 4nh khéc nhau do ham lugng trinh tu khac nhau ctia mdi dau hiéu, nhung vi tri
lién quan ctia cac du hiéu s& dugc khong thay dbi trong cac hinh anh. Cac hinh anh
thu duge tir cac phwong phap gidi trinh tu co s& ndi ¢ thé duge luu trit, duoc xu ly
va phan tich duge dit ra & ddy. Cac hé thdng va phuong phap SBS 1am vi du ma c6
thé dugc gifr bang cic phuong phép va hé thdng dwoc mé ta & day duge mé ta trong
Tai li€u Patent ctia My sb 6,210,891; Tai li¢u patent cua M¥ b6 6,172,218, va Tai liéu
patent ctia My s6 6,274,320, céc boc 16 cua tai liéu dugc két hop & day bang cach

vién dan den tai li€u nay.

M6t s6 vi du c6 thé dung trinh tu 16 ¢& nano (Deamer, D. W. & Akeson, M.
"Nanopores va nucleic acids: prospects for ultrarapid sequencing." Trends
Biotechnol. 18, 147-151 (2000); Deamer, D. va D. Branton, "Characterization of
nucleic acids by nanopore analysis". Acc. Chem. Res. 35:817-825 (2002); Li, J., M.
Gershow, D. Stein, E. Brandin, va J. A. Golovchenko, "DNA molecules va
configurations in a solid-state nanopore microscope" Nat. Mater. 2:611-615 (2003),
céc boc 16c clia tai lidu duge két hop ¢ ddy bang cach vién din dén tai liéu nay).
Theo cac phuong 4n nay, axit nucleic dich di qua 16 ¢& nano. L& ¢& nano c6 thé 13 15
téng hop hodc protein mang sinh hoc, nhu a-hemolyzin. Khi axit nucleic dich di qua
16 ¢& nano, mdi cip co s& ¢b thé duoc nhan dang bing cach do sy bién thién su din
dién cua 15. (Tai liéu patent ctia My s6 7,001,792 Soni, G. V. & Meller, "A. Progress
toward ultrafast DNA sequencing using solid-state nanopores." Clin. Chem. 53,
1996-2001 (2007); Healy, K. "Nanopore-based single-molecule DNA analysis."
Nanomed. 2, 459-481 (2007); Cockroft, S. L., Chu, J., Amorin, M. & Ghadiri, M. R.
"A single-molecule nanopore device detects DNA polymerase activity with single-
nucleotide resolution." J. Am. Chem. Soc. 130, 818-820 (2008), cac bdc 10c cua tai
liéu duge két hop & day bang cach vién dan dén tai liéu nay). Dit liéu thu duoc tir cac
phuong phép giai trinh tu c6 thé duoc luu trit, duoc xur ly va phén tich duoc dédt ra &
day. Cu thé 13, dit liéu c6 thé duoc xu ly 1am hinh anh theo viéc xtr 1y 1am vi du cua

céc hinh anh quang hoc va hinh anh khac ma duogc dé cap o day.
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Mot s6 vi du c6 thé dung cac phuwong phap bao gdm viée diéu chinh thoi gian
thuc ctia hoat hda ADN polymeraza. Sy két hop nucleotit cé thé duoc phéat hién nho
céc su twong tac truyén niang luong cong hudong huynh quang (FRET - fluorescence
resonance energy transfer) gitta polymeraza mang huynh quang va cac nucleotit duoc
danh diu y-phosphat nhu dwoc mé ta, vi du, trong Tai liéu patent cia My sb
7,329,492 va Tai lidu patent cia M§ s6 7,211,414 (mdi tai liéu dugc két hop & day
béng cach vién dan) hoic su két hop nucleotit cé thé duoc phét hién béng cac duong
din song do ) nhu dugc md ta, vi dy, trong Tai liéu patent cua My s6 7,315,019 (ma
duoc két hop & ddy bang cach vién din) va st dung cac chit twong tw nucleotit
huynh quang va céc polymeraza dugc tao ra bang ky thuat nhu duoc md ta, vi du,
trong Tai liéu patent cia M§ s§ 7,405,281 va cong b6 don Patent cia My sb
2008/0108082 (mdi tai liéu ma duoc két hop & day bang cach vién din). Su phat sang
c¢6 thé dugc gidi han dén thé tich chia theo don vi zeptolit quanh polymeraza theo
pham vi b& mit ma sy két hop cac nucleotit dugc danh ddu huynh quang c¢é thé dugc
quan sat dugc v6i nén thdp (Levene, M.J. va cdng su "Zero-mode waveguides for
single-molecule analysis at high concentrations." Science 299, 682-686 (2003);
Lundquist, P. M. et al. "Parallel confocal detection of single molecules in real time."
Opt. Lett. 33, 1026-1028 (2008); Korlach, J. et al. "Selective aluminum passivation
for targeted immobilization of single DNA polymerase molecules in zero-mode
waveguide nano structures." Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 (2008), cac
bdc 16¢ ciia tai lidu duge két hop & ddy bing cach vién dan dén tai liéu nay). Cac hinh
anh thu duoc tlr cic phuong phép nay c6 thé duoc luu trit, duoe xir Iy va phan tich

duogc ddt ra ¢ day.

Mot sb phuong an SBS bao gdm viéc phat hién proton thoat ra khi két hop
nucleotit thanh san phém mo rong. Vi duy, trinh ty dua trén sy phat hién cua céc
proton thoat ra cé thé su dung bo phat hién dién va céc ky thuat két hop ma c6 mat
thuong mai tir Ion Torrent (Guilford, CT, a Life Technologies subsidiary) hoac cac
phuong phap va hé thdng giai trinh tw dwoc mé ta trong US 2009/0026082 Al; US
2009/0127589 Al; US 2010/0137143 Al; hozc US 2010/0282617 Al, médi tai lidu

ma dugc két hop & ddy bing cach vién dén. Cac phuong phap dugc dé cap & day dé
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khuéch dai cac axit nucleic dich st dung su loai trir dong hoc ¢6 thé d& dang ap dung
cho céc co chét sir dung dé phat hién cac proton. Cu thé hon 13, cic phuong phép
duoc dé cdp ¢ day co thé duoc sit dung dé tao cac quﬁn thé don vi siéu sao chép vo

tinh ma dugc st dung dé phét hién céac proton.

Céc phuong phap SBS néu trén cé thé duoc thuc hién hiéu qua trong cac dang
da mdi dé cac axit nucleic dich khac nhau dugc thao tac déng thoi. Theo cic phuong
an cu thé, cac axit nucleic dich khac nhau c6 thé duoc xir Iy trong binh phan tmg
thong thuong hodc bé mit ctia nén cu thé. Piéu nay cho phép van chuyén thuén loi
céc cht trinh tu, loai bo cac chit chua phan Ung va phat hién cac dong két hop theo
cach da dang. Theo cac phuong an st dung cac axit nucleic dich lién két bé mait, cac
axit nucleic dich c6 thé theo dinh dang mang. Trong dinh dang maéng, cAc axit
nucleic dich c6 thé 1a lién két dién hinh v6i bé mat theo cach c6 thé phan biét theo
khong gian. Céc axit nucleic dich cé thé duoc lién két bang cach phat hién sy gan két
cong hoa tri, gén vao hat hodc hat khac hoic lién ké polymeraza hodc phan tir khac
ma duoc gin vao bé mit. Mang c6 thé bao gbém viéc sao chép mot lan cua axit
nucleic dich & mdi vi trf (cling duoc goi 1a dAu hiéu) hodc sao chép nhiéu l4n c6 cung
tinh tu c6 thé c6 mat & mdi vi tri hodc diu hiéu. Sao chép nhiéu 14n c6 thé dugc tao
ra bing cac phuong phéap khuéch dai nhu khuéch dai kiéu cau hoic PCR nhil tuong

nhu dugc moé ta chi tiét hon dudi day.

Céc phuong phap theo sang ché dung k¥ thuat Illumina, Inc. dé giai trinh tur
céc thu vién hd so ADN duoc tao ra bing cach thuc hién cac phuong phap dé cap
trong ban mo ta. Dung cu giai trinh tu MiSeq duoc st dung dé tap hop va giai trinh
tu cho cac vi du dugc md ta & day. Tuy nhién, nhu duoc dé cap trude dé va duoc
hidu boi nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét, cac phuong

phép theo sang ché khong bi gioi han boi kiéu st dung nén trinh tu.
Vi du thuc hién sang ché

Céc vi du sau day bdc 16 cac phuong phap va chét dung cho hd so ADN. Cac
phuong phap va chit nay c6 thé duogc stra doi trong khi duy tri ndi dung va pham vi

cla sang che. Céac stra doi nay sé& trd nén rd rang doi voi nhitng ngudi co hiéu biét
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trung binh trong linh vuc k¥ thuit trén co s¢ xem xét clia ban md ta nay va thuc hién
céc phuong phap dugc dé cép & day. Do d6, khong c6 muc dich 13 cac phuong phap
hodc vat li¢u nay bi gidi han dbi véi cac vi du cu thé dugc dé cédp ¢ day, nhung bao

gOm tAt ca céc stra dbi va thay thé ma nim trong pham vi va tinh thin ctia sang ché.
Vidu 1 - Thiét ké moi khong thong thudng

May tinh thiét ké chuong trinh DesignStudio tir Illumina, Inc. (San Diego,
CA) dugc sira dbi va sir dung cho thiét ké mdi. Nhitng ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vuc k§ thuét ciia ngudn duoc hiéu 1a cac chuong trinh thiét ké mdi thay thé
nhu Primer3 ciing cé thé duoc st dung va thiét 1ap cac thong s6 mac dinh tuong tu
v6i cac thong sé duge stra ddi dbi voi thiét ké mdi. Cac thiét 1ap thudong duoc thiét
1ap theo tép tin config.xml ma di kém v&i phan mém, tuy nhién viéc nay c6 thé khac
khi str dung phdn mém khac nhau va tra ciru céc cht cu thé dé truy cap cac thong sd
mic dinh d6i véi m3i phin mém thudong thuc hién. Cac thong sb sau day c6 thé duoc

thiét 1ap lai trong phin mém thiét ké moi:

1) Don vi siéu sao chép c6 chiéu dai i thiéu mong mudn duoc thiét 14p dén
>60<

2) Pon vi sidu sao chép c6 chiéu dai t6i da mong mudn duge thiét 14p dén >120<

3) Khodang cach canh tranh chit ché duoc thiét 1ap dén >3< (mic dinh 1a 30bp)

4) MAu do Max %GC duoc thiét 1ap dén >60< cho phép ting sb doan kéo gian
1ap lai giau.

5) Tm trung binh duoc thiét 1ap dén >57< (mic dinh 13 59°C) dén Tm trung binh
thap hon.

6) Tm tbi da dugc thiét 1ap dén >60< (mic dinh 1a 71)

7) Tm tbi thiéu dugc thiét 1ap dén >51< (mic dinh 1a 55)

8) Chiéu dai mau do trung binh duoc thiét 1ap dén >28< (mic dinh 12 27)

9) Chiéu dai méu do tdi da duogc thiét 1ap dén >38< (mic dinh 1a 30)

10)Chiéu dai mau do t6i thiéu dwoc thiét 1ap dén >25< (mic dinh 13 22)

Déi v6i thiét ké cac doan mdi SNP, khoang di dén dau 3' cia mdi duoc thiét

1ap dén "nho" @& gi cac doan mdi quanh khoang 1bp ra khoi SNP hudng dich. Ngay
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sau khi tit ca cac thong sé duoc thiét 1ap, chuong trinh thiét ké méi c6 thé dwoc chay
trén trinh ty dé xac dinh cac ung vién cap moi ma ndm dudi cac théng s6 méi. Vi du,
ngudi ding phdn mém c6 thé tao ra danh sach dich ma chi ra ring phin mém nhin
vao dau & bo gen dé thiét ké cac doan mdi. Theo vi du, cac vung dich dugc sao chép
va dugc dén vao ing dung giao dién d6 hoa ma phin mém DesignStudio duoc st
dung dé dinh huéng va tao ra thiét ké mdi. Ngay khi céc ving dich duoc nhdp vao
chuong trinh, chwong trinh huéng dén Tao ra tép tin thiét ké dé khoi dong cong cu va
tao ra céac thiét k& mdi. Theo vi du, diu ra chinh 12 tép tin dang .txt ma bao gém cac
trinh tw mdi va/hodc mét trong cc ving chi cac 15i va "khong thé thiét k&", ma chi
ra cac trinh tu dich cin duoc x4c dinh lai va chay lai & d6. Phdn mém dugc st dung
trong thtt nghiém nay d4 tao ra cac doan mdi thiét ké ma dugc 4nh xa trén trinh tu ma
ddc hiéu la vung dich. Sau céc thong sb thiét lap, cac doan mdi duoc thiét ké khong
tuan theo céc diéu kién thong thuong ddi vai thiét ké mdi dé khuéeh dai; tuy nhién no

cho phép su khuéch dai da mdi ciia cac STR dai va SNP ngén.

Céc vi du v& cac doan mdi dich STR duoc thiét ké thuan loi trong phuong
phéap duoc dé cap ¢ day bao gém c4c trinh ty duoc liét ké trén Bang 1. Cac vi du vé
c4c doan mdi dich SNP thuan loi trong phuong phép dugc dé cap & day bao gdm céc

trinh ty dugc liét ké trén Bang 2.
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SE Moi SNP Céc vi du vé mdi SNP khong c6 thé

Q

ID

NO

111 | rs10092491 iSNP1 T F2 CCCGCAAACTAACTAGGATAAATCTCTA

112 | rs1015250 iSNP1 T F CGACATGGGAAATGTCAGATCATAAGAC
113 | rs1024116_iSNP1_T_F2 CCAGGGAGTGAAAAATCCTTTTATCATC

114 | rs1028528 iSNPI T F2 GAGGATGAAGGTTAGAGCCAGACCT

115 | 1s1029047 iSNPI T F2 TGTGGAATAAACTGAAGGCTAAAGAAAA
116 | rs1031825_iSNPI T F2 CAAGCCCTATGCCAAGGATATAACAATG
117 | 110488710 _iSNPI T F GAGGTTTTACTGTATTAGGAGTTCCCAC

118 | 1s10495407 iSNP1 T F CAGATGTGAGATGATAATTTCGTTCTCC

119 | rs1058083 iSNP1 T F TTGTTCTTCTCCATCCCATTTCACCC

120 | 110773760 _iSNP1 T F CTTGTACATTCCCTTATCTGCTATGTGG

121 | rs1294331 iSNP1 T F2 CTCTCTTTGGAGTTTTATGTGTTGCTAC
122 | 1512997453 iSNP1 T F CTCTGATGATGTGCAAGAAAGGTAGGTA
123 | rs13182883 iSNP1 T F TCAGACTATGTTTTAAGGAGACTATGAGG
124 | rs13218440 iSNPI T F CTAAGTATCTACCAATGTGCTACGTACC

125 | 1s1335873_iSNPI_T_F CACGTGGATGATATGGTTTCTCAAGG

126 | rs1336071_iSNP1_T_F2 AGCACCTATATATTATACCTGAAAGCAT
127 | 1s1355366_iSNPI_ T _F CCCATGATTTTCTTGTGGTGAGAATTTC

128

rs1357617_iSNPL T F

CACCCTCTGTACTTTAATTTGACTTCCC

129

rs1382387 iSNP1 T F

GTTTTTCTTCATTCCCATGTTGTGTAC
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130

rs1413212_iSNPI T F

CACTCTTCTGAATCCTGGTCAACAAC

131

rs1454361 iSNPL T F

CAAGTTATATCATAGAGTCTACGACCCC

132

rs1463729 iSNPL T F

CTGCAACTATCAGTCTCTGCCCTTATTC

133

rs1493232 iSNPl T F

GATGTGTCTCAAACTGTTTATTGTGAGG

134

rs1498553 iSNPL T F

GAACTCATTTATCCAGAGACCTGTTCTC

135

rs1523537 iSNPL T F

CATAATACAACCTGTCTTTGGAGTTACT

136 | rs1528460_iSNP1 T F GTGACCAGTAGTTCTATGAGCAAGTATG
137 | rs159606_iSNPL T F CCACATTGTATGGTTTTTAGGCACCATG
138 | rs1736442 iSNP1 T F CTAATAAGTGGGACAGTTAAGAGAAGGC
139 | rs1821380_iSNP1 T F CAAGACAAGCGATTGAAAGAAGTGGAT
140 | rs1886510_iSNP1 T F CCTTGTCAATCTTTCTACCAGAGGGTAA
141 | rs1979255 iSNP1 T F GAATCATAGCTTGTGTTGGTCAGGG

142 | rs2016276 iSNP1 T F GAATTACAAGTATTTGCATCCCAGCCT
143 | rs2040411_iSNP1 T F GACCAACTTGGCTTTAACAGATGCAAAT
144 | rs2046361_iSNP1_ T F2 TCCTTACCTTTAAGACTTTTCCTATTTG
145 | rs2056277 iSNP1 T F2 CATTATCTCGTCATACTTCCCTGTCTTG
146 | rs2076848 iSNP1 T F GCATCAAATTCACCAGTGAAATTATTGA
147 | rs2107612_iSNP1 T F ATGAGTACATTATTCAACTGTTTTGGAG
148 | rs2111980 iSNPI T F CAGCCATGTTGTAAACATTTTTACGGTC
149 | rs214955 iSNP1 T F GCACATTCTAAGAACTGGTGATTCTATC
150 | rs221956 iSNPI T F GCTAGAAAAAGCTGAGATAGCTGTGAAG

151

rs2342747 iSNPL T F

CCTTGAAGCTCATTCTTTGTTGTCCC

152

rs2399332_iSNPl T F

CTGGACACCAGACCAAAAACAAATAACC

153

rs251934_iSNPI T F

GTAATTAGAGGGCAGTGAGGCTTTTAA
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rs279844 iSNPI T F
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CTCCAGAAGCTACTGGGATATTAATTAG

155

rs2830795 iSNP1 T F

TGAGCCAAATCAGCAATATAATAGGACT

156

rs2831700 iSNPL T F

CCTAGAACCACAATTATCTGTCTTTGGC

157

rs2920816 iSNP1 T F2

CCATTGATTCTCTACAGTTCTGCAGGTA

158

rs321198_iSNPI T F

CTCCACACTTTATACAGGTGAAATCTGA

159

rs338882 iSNPI T F

CATTTTTCTCTCCTTCTGTCTCACCTTC

160 | rs354439 iSNPI T F GCTTCTCTTTCCCTTATGTATCTCTCTC
161 | rs3780962_iSNP1 T F GGCTTTTGAAGAAAAACACTAACCTGTC
162 | rs430046 iSNP1 T F CACCTATGGGCTCTTCTTATTTCTCC

163 | rs4364205_iSNPL T F CATTTGATAGCCATTTGGGTTGTTTCCA
164 | rs445251 iSNPI T F CCATCACACTATCCTGACATGAACAAAT
165 | rs4606077_iSNP1 T F GAAGATTTGCATCCCAGTGAAAGCAC
166 | rs560681 iSNP1 T F GCACTTCATAAAGAATCAGTCAGGATGC
167 | rs6444724 iSNPI T F GGAGAATCAGGAAATAGTCACTTCCTAC
168 | rs6811238 iSNPI T F CATTTGACCTTCTAGCCAAATGAAGTAC
169 | rs7041158 iSNPI T F GGAATTTCTGAGAATAACATTGCCTCTC
170 | rs717302 iSNP1 T F CATATGTTGGGGGAGCTAAACCTAATGA
171 | rs719366_iSNP1 T F CACTGTGACCACAGCATCTTTTAACTC
172 | rs722098_iSNP1 T F2 GGGTAAAGAAATATTCAGCACATCCAAA

173

rs722290 iSNP1 T F

GAGTATCCCTTATCTAAAATGCTGGTCC

174

rs727811 iSNPL T F

CTTTTTCTCTTACCGGAACTTCAACGAC

175

rs729172_iSNP1 T F

CCTCATTAATATGACCAAGGCTCCTCTG

176

rs733164_iSNPl T F

TGACTCTAATTGGGGATGTGGTAATTAG

177

rs735155_iSNPI T F

GACCTAACCTGGAGAAAACCGGAGA
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rs740598 iSNPL T F
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GTTTCTCTTCTCTGAACCTTTGTCTCAG

179

rs740910 iSNPL T F

GCAAACACACAAAGATAGGTTCGAGTTT

180

rs763869 iSNPL T F

CATATCAAGTGCTTTCTGTTGACATTTG

181

rs8037429 iSNPL T F

CTGAAAAGTGCTACGTAAGAGGTCATTG

182

rs8078417 iSNPL T F

CATCTGAGTGTGAGAAGAGCCTCAA

183

rs826472_iSNPL T F2

CCCAGCAAAAACTTCTTTTCTCCAGTAA

184

rs873196 iSNPL T F

GCTAGGAAAGTTTTCTCTCTGGTTCACA

185

rs876724 iSNP1 T F

GAATATCTATGAGCAGGCAGTTAGCAG

186

rs891700 iSNP1 T F2

CTAATCAGTGTCACTATGTGTGAGCTAT

187

1s901398_iSNPL_T_F

CATCATACAGACTCAAGGAGCTTAGCTG

188

rs907100_iSNPL T F

CTTTCCAAGCCTTGGAAAACACAGAAAA

189

rs914165 iSNP1 T F

GTACCTTATAAATCACGGAGTGCAGAC

190

rs917118_iSNPL T _F

CAAGTGGTAAGAGATGACTGAGGTCAA

191

rs938283_iSNP1 T F

CTTCTTCTCTTAGAAGGACACTGGTCAG

192

rs964681 iSNPI T F

GTTATGGAGGATTGGTAAGAACCAGAG

193

rs987640 iSNPl T F

GAGCTGTTTAAGGGTAAAGGGGTAGITA

194

1s9905977 iSNPL T F

GCAGACAAAACCATGACAATGATCTTAG

195

1s993934 iSNP1 T F

CCCATGATGAAACAGTTTGCACTAAATG

196

1s9951171 iSNPL T F

CTCAATTTTCTTGTCCCTGCTTTCATG

197

rs10092491 iSNPI S R2

TTAGAAATTCCAGATAGAGCTAAAACTG

198

rs1015250_iSNPI_S R

GTTAGGAAAAGAACCCAGGTGTTTT

199

rs1024116_iSNPL S R2

GCAAAAGTAAATACAAAGGCATACTIT

200

rs1028528 iSNPI S R2

CAATGCAAAAGAAAGGTCCTTACTCGAC

201

rs1029047 iSNPL S_R2

CATTTCTAAACTCTAAAACAAACATTTG
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rs1031825_iSNPL S R2
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GGTCCTTAACCTATTAAATTTTAATGAG

203

rs10488710 iSNPL S R

GACTTTCAATTTATGTCAGCATTTAAAA

204 | rs10495407_iSNP1 S R CCTCTTGGTTGCATTGGATTCTCATTG
205 | rs1058083 iSNP1 S R TCTCCATGAAACTTGGGTTAATTTTGC
206 | rs10773760_iSNP1 S R TGTCTGGAAGTTCGTCAAATTGCAG

207 | rs1294331 iSNPI S R2 GTAGCATAAAACATTCCAAAAATTCAAT
208 | rs12997453 iSNP1 S R TGCTTTAAAGATACAGGTTATCTGTATTAC
209 | rs13182883 iSNP1 S R CTCTCCGTTACTTTCTTCCTGCCTITT

210 | rs13218440_iSNP1 S R GATCCTGAGATTCACCTCTAGTCCCT

211 | rs1335873_iSNP1_S R CCGTACCAGGTACCTAGCTATGTACT
212 | rs1336071 iSNPI S R2 CTITTCTGTTTTGTCCATCTGAAATTCT
213 | rs1355366 iSNPI S R CAAAGTTAAGTATCACCATCCAGCTGG
214 | rs1357617_iSNPI_S R ATAGGGATAGCTGATAAGAAACATGACC
215 | rs1382387_iSNPI_S R CTTAATAAGACGCTGCATCTGCCCA

216 | rs1413212 iSNPI S R TCCAGGAGACATTTGTTCATATAAGTGA
217 | rs1454361 iSNPI_S R AGACACTTTTCAGTATCCATTTAGAAAC
218 | rs1463729 iSNPI_ S R GTTTCACATGTGCATGCTTTTGGGT

219 | rs1493232 iSNPI_ S R CCAAAGCTATTCTCTCTTTTGGGTGC

220 | rs1498553 _iSNP1_S R GAAAGTTCACTTCAGATGTTCAAAGCC
221 | rs1523537 iSNPL S R GGGTTTCAGTCTGCAACAAGATCTTG
222 | rs1528460 iSNPI S R TGGAGATCAATATTTAGCCTTAACATAT
223 | rs159606_iSNP1 S R GACTGTTTCTCATCCTGTTATTATTTGT
224 | rs1736442_iSNP1_S R AACACACAGAAACATCAAGCTGAGC

225 | rs1821380 iSNP1 S R TTCCTGACATTCTCCTTCTTCTATCTG
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226 | rs1886510_iSNP1 S R TATGACGCCTGGATTTTCACAACAAC

227 | rs1979255 iSNP1 S R CAGAGACTATGGATGGTATTTAGGTCAA
228 | rs2016276_iSNP1 S R ACTTTGTGTGGCTGAGAGAGAGAAA

229 | rs2040411_iSNPL S R TGAGTGTTCTCTGTATTTTCTTACTCTAAG
230 | rs2046361 iSNPl S R2 ATTTTTGGTCATTGTTGACACTTCACC

231 | rs2056277 iSNP1 S R2 GGTGTTAGGGAGACAGGCATGAATG

232 | rs2076848 iSNPI S R TGAAACTTTTCAACTCTCCTACCGCC

233 | rs2107612_iSNPL S R GTTAAAATTGCCACTAATTATGTGTTTT
234 | rs2111980_iSNP1 S R AACTGATCCTATGCAGCAAGATCTITTG
235 | rs214955 _iSNP1 S R GATGCTTGCAAACAAAGACTGAAAAGG
236 | 1s221956_iSNP1 S R GTCTGTGTGTCCTCTGAGATGATGAATG
237 | 1s2342747_iSNP1 S R GGGAGGAAGAAAACAGAGAGTCTTGA
238 | rs2399332 iSNP1 S R AGTTTGTTGGCTTCTTTTGAGAAGTATC
239 | rs251934 iSNP1 S R GGCAGATGAAGTAGTAGATATCTGGCTG
240 | rs279844 iSNP1 S R GTTCAGTGTCAATTTTGACCAGATATT
241 | rs2830795_iSNP1 S R AGACATAGGACACACCATTTTATTGTCT
242 | rs2831700_iSNP1 S R TCAAAATATTTGGCTAAACTATTGCCGG
243 | rs2920816_iSNP1 S R2 CTGGAGTTATTAATAAATTGGATTATATAGC
244 | rs321198 iSNP1 S R TTACCTGTTTTCCTTTTGTGATTCCAC

245 | rs338882_iSNP1L S R ACCAAGTCAAGAGCTCTGAGAGACAT
246 | rs354439 iSNP1 S R ACAGTGAATGATATTCAGAATATTGTGC
247 | rs3780962_iSNP1 S R GAACAAGGTCAAGATATCAGCTTTCACC
248 | rs430046_iSNP1 S R AGGTCATACAATGAATGGTGTGATGT
249 | rs4364205_iSNPL_ S R ATCCACCCATGAGAAATATATCCACAA
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250 | rs445251 iSNPL S R ACAATTCAAATTAATGTAAAAACTGCAAGTG
251 | rs4606077 iSNPL S R TAGTTCTAGTGTGGGATCTGACTCC

252 | 5560681 iSNPL S_R GAACATCTGTTCAGGTTTCTCTCCATC

253 | 136444724 iSNPL S R GAAAGGACTAAATTGTTGAACACTGGT v
254 | rs6811238_iSNPI S R TGTGTGTTTTAAAGCCAGGTTTGTT

255 | 157041158 iSNPI S R GATGGACTGGAACTGAGGATTTTCA

256 | 1s717302_iSNPL_S_R AGCTTTAGAAAGGCATATCGTATTAACTG
257 | 15719366 _iSNPL_S_R TTATAGTGAGTAAAGGACAGGCCCC

258 | 15722098 iSNPI_S_R2 ACACATCTGTTGACAGTAATGAAATATCC
259 | 15722290 iSNPL S R GTTTAAACTTGGATACCATCCCCAAGAC

260 | 15727811 iSNPL S _R ATGAGATTGCTGGGAGATGCAGATG

261 | 15729172 iSNPL S_R CACATTTCCCTCTTGCGGTTACATAC

262 | 15733164 _iSNPL S R GACAAGCCTCGCTTGAGTTTTCTTT

263 | 15735155 iSNPL S R TGTGAGAGTGTCACCGAATTCAACG

264 | 15740598 iSNPI_S R AAATAGCAATGGCTCGTCTATGGTTAG

265 | 15740910 _iSNPL S _R TGCTAAGTAAGGTGAGTGGTATAATCA

266 | 15763869 _iSNPL_S R ATAAATATGATGTGGCTACTCCCTCAT

267 | 158037429 iSNPL S_R GCTACACCTCCATAGTAATAATGTAAGAG
268 | 58078417 iSNPL S R TGAAGCAGCTAGAGAACTCTGTACGT

269 | 15826472 iSNPL S _R2 TTTTGTCTCTGTTATATTAGTCACCTATCTC
270 | 1s873196_iSNPL_S R ATAGCCCTGCATTCAAATCCCAAGTG .
271 | 15876724 _iSNPL S_R TCCATTTTTATACCACTGCACTGAAG
272 | 1s891700_iSNPI_S_R2 GCAGTAAAACATTTTCATCAAATTTCCA

273 | 15901398 iSNPL S_R TCTGGGTGCAAACTAGCTGAATATCAG
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274 | rs907100_iSNP1 S R GAAAATCTGGAGGCAATTCATGATGCC
275 | rs914165 iSNPI_ S R ATACAATGATGATCACACGGGACCCT

276 |rs917118 iSNPI S R CCATGAAGATGGAGTCAACATTTTACA
277 | 1s938283 _iSNP1 S R TCCTAACCCCTAGTACGTTAGATGTG

278 | 1s964681 iSNP1 S R GAGGTGATTTCTGTGAGGAACGTCG

279 | 1s987640_iSNP1 S R GTACATTCACTTAACAGGCTCTCTTTCC
280 [ rs9905977 iSNP1 S R AATTCATGAGCTGGTGTCCAAGGAG

281 | rs993934 iSNP1 S R ATAACAGTCTCCAGAGTATATTAGCTTAG
282 | rs9951171 iSNPL_ S R GTTCCTCTGGGATGCAACATGAGAG

283 | 1s10497191 aSNPI1 T F GAAAGGATGAAGAGGGTGGATATTGGAG
284 | 1s1079597_aSNP1 T F CCAAACCTCATCATCTCTTACCTGGATT
285 | rs11652805_aSNPI T F GTCCAAAGTCAAGTGCAAGTATAGTTGG
286 | 151229984 aSNPI T F ACAATCTTTTCTGAATCTGAACAGCTTC
287 | 1s12439433 aSNPI T F CAAAGGAAGGCATTTCCTAATGATCTTC
288 | 1512498138 aSNPI T F CTTTGCTTTGCTTTTCTTCTTCAGGGAA
289 | 12913832 _pSNPI NU_T F | CTGCTTCAAGTGTATATAAACTCACAGT
290 | 151426654 _aSNP1 T F CCTAGGAAAGCAGTAACTAATTCAGGAG
291 | 1s1462906_aSNPI T F GCAATTTGTTCACTTTTAGTTTCGTAGC
292 | 1s1572018_aSNPI T F GGCCTAATATGCATGTGTTCATGTCTCT
293 | rs16891982 aSNPI T F CAGAGTTTCTCATCTACGAAAGAGGAGT
294 | rs174570_aSNPL T F ATCCTAGACCTCCAGGTGGAATGATC

295 | 1517642714 aSNPI T F CTTGGCTGTCTCAATATTTTGGAGTAAG
296 | 151800414 _aSNP1 T F GAGTAAATGAGCTGTGGTTTCTCTCTTA
297 | rs1834619 aSNP1 T F CTTTCCATGTGGACCCTTTAACATTCAG
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298 | 1s1876482 aSNPI T F GCATAGTGAGCTGTTGATAGAGCTTTTG
299 [ rs1919550 aSNPI T F CTAGAACAAAATCATTGGCTCTCCTAGT
300 | rs192655 aSNPI T F GTCTGGTGAGTACTGGCTGAATGTAAA
301 | rs200354_aSNPI T F CCAGAGGATGCTGCTAAACATTCTACAA
302 | rs2024566_aSNP1 T F GCTCATGCCTGGAATTCACCTTTATTTT
303 | rs2042762 aSNP1 T F CTAACTAGACATTTGGGCCACCTTACTT
304 | 152166624 aSNPI T F GTCTATGGTGCCTATAGAATGTACAGGT
305 | rs2196051 aSNP1 T F CCCTCTCAAGTTTGTGAGCAAATATCAC
306 | rs2238151 aSNPI T F CTCTATCTTGCTGCAATGGACTTTCC

307 | rs260690 aSNPI T F CCTAGAAACAGATTTTGAAGGGCTCTITG
308 | rs2814778 aSNP1 T F AAATGAGGGGCATAGGGATAAGGGA
309 | rs310644_aSNP1 T F CCTAGAAATCTGATACGTTATCCTATGA
310 | rs3737576_aSNP1 T F AGGAGAGATATATTCAACATGAACCCAA
311 | rs3811801 aSNPI T F GAACATCTCTGACCAGAAATTTCCAGTA
312 | rs3823159_aSNPI T F GTGTAGTGAAATCCTTAGACTTAGGTAA
313 | rs3916235_aSNP1 T F AATACATGAAAAAGTAATACATGGGGCA
314 | rs4471745 aSNP1 T F ATTAAATGTTTACTTCTATCTACAAGGA
315 | rs4833103_aSNPI T F CATTTTGTGAAATGCAAAGGGCAAATCT
316 | 154891825 _aSNPI NU T F | GCTGAGAGGCTTAATTCCATCAAGATGA
317 | rs4918664_aSNPl NU T F | CCCATCCTAAACTTAGTTTTATGGGCAG
318 | rs6754311_aSNP1 T F GTAACACATTCTCTTTGGGAAGCTAGC
319 | 1s6990312_aSNP1 NU T F | CTTAGCTTCAGTGAAAATGGTTCCTCTC
320 | 1s7226659_aSNP1 NU T F | CTTTCTTAGCTCCTCTCCATTTCTCTTC

321

rs7326934 aSNPl NU T F

GTCTATGCAGTGCTTCACTGAGGATTAT
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322 | 15735480 aSNPIL NU T_F | CTCTATCTGCTCAGAGCCTGCTTAAAAG

323 | 1s7554936_aSNPI NU T F | GGAAAGGATACAGTGTTGAGCAAGATAG

324 | 157657799 aSNPI NU T F | GCCAACTTGATTCTCTTTCAAATGCTTG

325 | 1s7722456_aSNPL T F AGATGGGGTTTACCATGTTTCCCAG

326 | 15798443 _aSNPL T F GTACAGTAGTTAGTTTCCAGACTGATGA

327 | 157997709 aSNPI T F GTAAATATCTAACTGTGTTTCCCTCAGT

328 | 1s870347 aSNPL T F GAACCAAAAGGAATTAAGAGACTAGGGG

329 [1s917115_aSNPL T F CTGCTTTTACGGCTTCTTCCTTTCTTC

330 | rs10497191 aSNP] S R CCCACATCCTTCCCATTTATAGGCAA

331 | 1s1079597 aSNPL S R TACATGATCCTAAGGGCAGCAGGAA

332 | 1s11652805_aSNPl_S R GTTTGGTGCATCCTCTTTCTCTCTC

333 | 131229984 aSNPL S R GACTGTAGTCACCCCTTCTCCAACA
AGAGTGAAATACATAGAAAAGAAACTTAAA

334 | 1512439433 aSNPL S R G

335 | 1s12498138_aSNP]L_S R ATTTGCGAGAAACAGATAAATATTGAAG

rs12913832_pSNPI NU_S_

336 | R ACAGGAACAAAGAATTTGTTCTTCATGG

337 | 1s1426654_aSNPL_S_R CCTTGGATTGTCTCAGGATGTTGCA

338 | 1s1462906_aSNPI S R CTGGGATGTTTGTTTTGGCTTTGTG

339 | rs1572018_aSNPL_S_R ATTGGTAGTACACTAATGGATATATGTGAG

340 | rs16891982_aSNPI S R GAATAAAGTGAGGAAAACACGGAGTTG

341 | rs174570_aSNPL S R GAGAGAGGCAGAAAGGAGGGATGAA

342 | 1s17642714_aSNP1 S R TACTCTGTCTTCAGTAGCTGTTTCTTGG

343

rs1800414_aSNPI S R

TTAGACTCACCAAGATCAAGATGAATGC
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344 | rs1834619 aSNPI S R ATCTCAATAAAGCTGTTCAAAACAGAAAG
345 | rs1876482_aSNPl S R TAAAGAAAATGCCATGGGCTGTACCC

346 | rs1919550_aSNPI S R ATTGTGCAGCAGAACAGAGTGTAGTG

347 | rs192655 aSNP1 S R ATTCTTTGCATAGCTCACGAAATTTCCC
348 | rs200354 aSNP1 S R AAAATGAGACCTCGTATCTTTGCAGC

349 | rs2024566_aSNPl S R AAATGCAGAACTGCCAAAAGAAACCC

350 | rs2042762_aSNPI S R GAGAATCTGTGAATGCCAGGGTCTG

351 | 1s2166624_aSNPl S R ATGGATTCATGTTTCAGACATCTAATT

352 | rs2196051_aSNPl S R ATCACTAGAAAGAAAAGAGTTCCTATTC
353 | rs2238151 aSNPl S R GAAGTTTAAAAGAGTGGGAACATGGGG
354 | rs260690 _aSNP1 S R CTACGTAAGCAAAAATGATCACGCAC

355 | rs2814778 aSNPl S R AACCTGATGGCCCTCATTAGTCCTT

356 | rs310644_aSNPI S R CACCAGATTTCTAGGAATAGCATGTGAG
357 | rs3737576_aSNPl S R AAGAGCATAGTGAGGGGTTAGACCT

358 | rs3811801_aSNPl S R CTTTATATTTAGTGTAGAGATCAGTCTCC
359 | rs3823159_aSNPIL S R TGAGTCCTTTACCTAATCTTGGTTGTC

360 | rs3916235_aSNPl S R AATCCAAAGCAACTCTCTTTTCACCAC

361 | rs4471745_aSNP]I_S R TTTACTGGAACCCTGATTTTGTTGGA

362 | rs4833103_aSNPl S R TGCCACTGATATATCAGTACCTGAGT |
363 | rs4891825 aSNPI NU_S R | ACAATCTCAATCCCCCTTAATGTTTTC

364 | rs4918664_aSNPI NU S R | GTGGGCAGAGAGAGTAAGAGAACCT

365 | 1s6754311 aSNPI S R CAAACCAGATTCTGGCAGAATAGTTAGC
366 | rs6990312_aSNPI NU S R | CTTCTCTCCCATCCTCCTTCTCCAC

367 | 157226659 aSNPI NU S R | AGATCAAGGGATCTGTGGGACAATAAC
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368 | 1s7326934_aSNPI NU S R | GGGGAGTGATTTCAAGCATCCTGATT
369 | rs735480_aSNPI NU S R | CATGAGTTTGAGGTAAGATGAAGGAGA
370 | 1s7554936_aSNPI NU S R | TCTCTCTCATCCTAGTGAATGCCATC

371 | 1s7657799_aSNPI NU S R | GGGTGATGATCTACCTTGCAGGTATA
372 | 1s7722456_aSNPl S R CTCAAGGCCCTGGGTCTGAAATTAC

373 | 1s798443_aSNPL S R ACATCTCCAGTTAATAATTTCCACTAAC
374 | 1s7997709_aSNPL S R TGGATTGCTCAACAAATAGTGCTAAAA
375 | r870347_aSNPL S R CATGCGACATCCAGGTAGCTAAAATAC
376 | 1s917115_aSNPL S R ATGGATAAAAATGGAACTTTCAAGAGAA
377 | rs12203592_pSNPI T F GTTTTATGTAAAGCTTCGTCATATGGCT
378 | rs12821256_pSNPI T F GTTCCAACTTAGTCATAAAGTTCCCTGG
379 | 1512896399 pSNPL T F GGGTCTTGATGTTGTATTGATGAGGAAG
380 | rs1393350 pSNPI T F CCTAACAGAAAGTCACTGTTTGTATCTG
381 | rs1800407 pSNPI T F TCACTCTGGCTTGTACTCTCTCTGTG

382 | rs2378249 pSNPI T F GGCTGGTTTCAGTCTGGAGACTTTATTT
383 | 52402130 pSNPI T F CTTCACCTCGATGACGATGATGATGAT
384 | rs4959270 pSNPL T F GACAATAACAGCACAAAGGATGGAAAAG
385 | rs1805009 pSNP1 T F GAACCAGACCACACAATATCACCAC

386 | rs28777 pSNPL_T_F TCTACCTCTTTGATGTCCCCTTCGATAG
387 | rs16891982 pSNPI T F CAGAGTTTCTCATCTACGAAAGAGGAGT
388 | rs683_pSNPL T F CCCAGCTTTGAAAAGTATGCCTAGAACT
389 | rs12913832 pSNPL T F CTGCTTCAAGTGTATATAAACTCACAGT
390 | rs12203592_pSNPIL S R TTGTTTCATCCACTTTGGTGGGTAAAAG

391

rs12821256_pSNPL S R

TAATTAAGCTCTGTGTTTAGGGTTTTT
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392 | rs12896399 pSNPI S R CAATTCTTTGTTCTTTAGGTCAGTATAT

393 | rs1393350_pSNPI_S R TACTCTTCCTCAGTCCCTTCTCTGC

394 | rs1800407_pSNPI_S R TGAGACAGAGCATGATGATCATGGC

395 | rs2378249 pSNPI S R GCACAAGTCTAGGAACTACTTTGCAC

396 | rs2402130_pSNP1_S R GAAGTATTTGAACCATACGGAGCCC

397 | rs4959270_pSNP1_S R TGAGGAACACATCCAAACTATGACAC

398 | rs1805009 pSNPI S R TTTCTCGCCCTCATCATCTGCAATG

399 | rs28777_pSNPL_S R TCAGTTGATTTCATGTGATCCTCACAG

400 | rs16891982 pSNPI S R GAATAAAGTGAGGAAAACACGGAGTTG

401 | rs683 pSNPI S R ATTACCTTCTTTCTAATACAAGCATATG

402 | rs12913832 pSNPL S R ACAGGAACAAAGAATTTGTTCTITCATGG

Céc vi du vé hd so 2-ADN cho ngan hang dit liéu

Vi du nay mé ta thr nghiém theo quy trinh [am viéc trén Fig. 2. Vi du nay
khong duge dung cac UMI, nhu né cé thé duoc gia thiét ring cac mau thu duoc tir

cac ca thé ma sy nhan dang ctia ching duoc biet den.

Theo thir nghiém nay, cac STR duogc tao da mdi voi cac iISNP duoc théy trén

Bang 3.

Bang 3 - Nhan dang cdc SNP va STR thong tin

Nhéan dang SNP thong tin
rs1005533 rs1357617 rs2076848 rs4530059 1s763869
rs10092491 rs1360288 152107612 154606077 1s8037429
rs1015250 rs1382387 rs2111980 1s560681 rs8078417
rs1024116 rs1413212 1s214955 15576261 1s826472
rs1028528 rs1454361 1s221956 156444724 rs873196
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rs1029047 rs1463729 1s2269355 rs6811238 rs876724
rs1031825 rs1490413 1s2342747 rs6955448 rs891700
rs10488710 rs1493232 1s2399332 rs7041158 rs901398
rs10495407 rs1498553 rs251934 rs717302 rs907100
rs1058083 rs1523537 rs279844 rs719366 1s914165
rs10773760 rs1528460 rs2830795 rs722098 rs917118
rs10776839 rs159606 rs2831700 rs722290 rs938283
rs1109037 rs1736442 152920816 rs727811 rs964681
151294331 rs1821380 rs321198 15729172 15987640
rs12997453 rs1886510 rs338882 1s733164 1s9905977
rs13182883 rs1979255 rs354439 rs735155 1s993934
rs13218440 152016276 rs3780962 rs737681 rs9951171
rs1335873 152040411 rs430046 rs740598
rs1336071 152046361 rs4364205 rs740910
rs1355366 152056277 rs445251 157520386
Céc nhiém sic thé thuong STR
DI1S1656 CSF1PO vWA D21S11 D4S2408
D25441 D7S820 D138317 TPOX D17S1301
D2S1338 D8S1179 Penta E SE33 D9S1122
D3S1358 D10S1248 D16S539 Penta D D6S1043
FGA THO1 D18S51 D22S51045 Amelogenin
D5S818 D12S391 D19S433 D20S482
X STRs
DXS8378 DXS8377 DXS10101 DXS10148 DXS10146
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DXS7132 DXS10135 DXS10134 DXS10079
HPRTB DXS10074 DXS7423 DXS10103
Y STRs
DYS456 DYS393 DYS437 DYS533 DYS449
DYS389I/11 DYS391 DYS438 DYS518 DYS522
DYS390 DYS439 DYS448 DYS570 DYS505
DYS458 DYS635 DYS576 DYS643 DYS627
DYS19 DYS392 DYS481 DYS460 DYF387S1a/b
DYS385a/b YGATAH4 DYS549 DYS612

TAt nhién, viéc thém cac SNP va STR c6 thé dugc thém vao chudi trinh tu
trén. Céc vi du vé dich tiém ning khac bao gdm, nhung khong bi gioi han &, cac chit

chi thi trén Bang 4.

Béng 4 - Cac vi du vé viéc thém STR va SNP cho viéc da mdi

Nhan dang SNP thong tin
rs1004357 1s1554472 152567608 1s521861 1s9606186
rs1019029 rs1872575 rs2811231 | rs5746846 1s985492
151027895 rs2073383 rs2833736 rs590162 159866013
rs10500617 1s2175957 rs315791 1s6591147
rs10768550 rs2255301 1s3744163 rs689512
rs12480506 rs2270529 rs4288409 | rs7205345
rs13134862 152272998 15464663 157229946
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rs1358856 rs2291395 rs4789798 rs7704770

rs1410059 rs2292972 rs4796362 rs8070085

rs1478829 rs2503107 rs4847034 | 1s9546538

Céc nhiém sic thé thuong STR

D1S1677 D3S4529 D18S853 D10S1435

D11S4463 D6S1017 D14S1434 D5S52500

D1S1627 DIGATA113 | D2S1776

Céac doan mdi duoc thiét ké dé chia trinh tu mdi PCR dac hiéu gen & dau 3' va
trinh tu thé adapto & déu 5'. Trong thtr nghiém nay, cac doan méi trude chua trinh tu
thé cho cac adapto TruSeq Custom Amplicon i5 va cic doan mdi dao nguoc chua
trinh tw thé cho cac adapto TruSeq Small RNA kit i7. Céc thé c6 thé duoc st dung

1am vi tri mdi khuéch dai cling nhu vi tri méi trinh ty.
Trinh tu thé i5 adapto 5’TACACGACGCTCTTCCGATCT3’ (SEQ ID s6:403)
Trinh tu thé i7 adapto 5’CTTGGCACCCGAGAATTCCA3’ (SEQ ID s6:404)

Dé can bang khuéch dai gitra cac STR va SNP trong su da mdi, cac thong sb
thiét ké mdi duogc sira dbi dbi v6i cac SNP nhu duowcj mo ta trong Vi du 1. Thiét lap
ban dau ctia cac doan mdi SNP duoc thiét ké st dung Illumina’s Design Studio la céc
doan mdi PCR ¢6 dién - trinh tu ngén voi nhiét d6 néng chay cao va rat it dén khong
¢6 chu trac thir cdp. Design Studio dwoc sir dung dé thiét ké cac TruSeq Custom
Amplicon Probe va tao ra phan b sung dao ngugc cia miu do dong ra dé tao mdi
PCR d4o nguoc. Cac doan mdi nay, tuy nhién, khong duoc da mdi t&t va mot mdi
xAu c6 thé bién mang tir t&t thanh x4u (vi du, tit ca mdi dime va khong san pham)
(Fig.4) Trong viéc thu dé tao cac doan mdi tdt hon cho su da mdi, Primer3 (ph?m

meém dung chung) dugc st dung ma chira dau hi¢u thu vién thiéu moi. Nhén ra rang
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cac doan mdi duoc thiét ké Primer3 duoc thuc hién ngay ca khi kém trong mang da
mdi hon cac doan mdi Design Studio. Ngac nhién 13, dit liéu duogc tao ra thé hién la
cac doan moi STR 14 sy da mdi t&t. Nhan théy réng cac cdp mdi duge thiét ké kém
duoc dinh hudng dén cac dich STR khong tao ra cac 16i da mdi nhu cac doan modi
SNP. Cac doan mdi STR dai, gidu AT, va c6 nhiét d6 noéng chay thip, nguoc voi

nhitng gi dugc biét dén 1a moi "tbt".

Céc doan mdi SNP duogc thiét ké lai theo cac thong s sau day cta Vi du 1.
Cac doan mdi dugc tron cung nhau dé thanh tat ca mdi. Theo vi du nay, cdp mdi 56
STR duoc tron vdi cac cap moi 75 iSNP, aSNP, va cac SNP thong tin kiéu hinh.
Polymeraza (Hot-start Phusion II trong vi du nay) dugc thém vao mastermix cia tat
ca c4c thanh phin duoc yéu ciu déi véi PCR va cac doan mdi duoc thém. Hn hop
dugc truyén bang dng nho vao céc giéng cua tim PCR, nhung viéc khuéch dia ciing
¢6 thé duge thuc hién trong céc 6ng, v.v... ADN duoc thém vao tim nhu ADN duoc
1am sach theo thé tich 15 microlit, tuy nhién céc chiét xut duogc dung giai ciia mau
hodc cdc miu trong miéng tr cac miéng gac hodc gidy loc khong duge xir 1y, hoic
truc tiép tr méu ho#ic cac mau trong miéng trén FTA Cards, v.v... cling ¢6 thé duoc
str dung. D6i voi thir nghiém nay, sir dung ADN 2800M kiém soat 1am sach ¢ Ing va
100 pg. Céc phan tng duoc dua vao PCR dé xac dinh sb chu ky (trong trudong hop vi
du, 25 chu ky) theo quy trinh sau day:

95°C - 3 min
........................... G ——
54 °C - 2 min* Yramp 0.5 °C/sec
........................... 68°C o A0 SECTY | TTramp 0.2 °C/sec
60 °C - 30 min
4°Cc - hold

Sau khi tudn hoan, cac tAim dugc loai bo khoi chu ky nhi€t. Phan tng duoc
dua vao 50 microlit c6 polymeraza (Kapa HiFi, Kapa Biosystems), PCR mastermix
chuta tit ca céc thanh phan dugc yéu cdu cho PCR, va cip adapto (mot 17 va mot 15).
Vong thir hai ctia PCR duoc thuc hién dé xac dinh sé chu ky (10 chu ky trong truong
hop vi du) dé tao ra cac thu vién trinh tu, theo quy trinh sau day:
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98°C - 30sec
98°C - 15sec
66 °C - 30sec
72°C - 1min
72°C - 5min
10°C - hold

Sau tudn hoan, tim chtra cac thu vién hoan thanh duoc loai bd khoi chu ky
nhiét. O diém ndy, cac mau cd thé duoc tich huyét béng thé tich va duoc lam sach
bing mau don sir dung céc hat c¢6 tinh tir (SPRI) vi du. Cac miu ciing c6 thé duoc
lam sach riéng. Ving hoic cac thu vién riéng c6 thé duoc dinh luong bing cach s
dung phuong phap gbc qPCR, bang cach sir dung Bo phan tich manh hodc phan tich
sinh hoc, hodc béng cach s dung PicoGreen va b doc tAm (nhu trong trudng hop vi
du). Nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét s& biét vo sd cac tiy
chon cho viéc dinh lugng thu vién. Néu cac thu vién duge lam sach riéng, ching c6

thé chuén héa dén 2nM mdi néng dd va duogc tich huyét theo thé tich.

Céac vung cta thu vién dugc lam sach duoc 1am bién tinh, duoc pha lodng, tap
hop va duoc sép theo trinh tu trén dung cu giai trinh tw MiSeq véi viéc chay trinh tu
chu ky 350 va cac sb doc hai chi sb. Sau khi giai trinh tu, cac miu duoc da moi lai
theo céc trinh tu adapto va duoc phan tich qua dudng 6ng dan Forensics Genomics
([lumina, Inc.) Cac sb doc STR duoc tach khoi cac sb doc SNP va dugc phén tich
doc lap. Cac STR dugc phén tich st dung céac thudn gidi dugc mo ta trong cac cdng
bb don Patent trude (PCT/US2013/30867, duoc két hop & ddy biang cach vién din
trong toan bd tai liéu). (Cac) sb lip va su bién dbi trinh tu bat ky duoc bao cing voi
cac sb doc. Cac SNP duoc phan tich str dung ban ké khai va céc s6 lap va su bién d6i
trinh ty dugc bdo cung vai cac s6 doc. Su can béng tuong dbi gifta cac alen (%t6i
thiéu/tdi da), su cén bang gitta vi tri (%CV), ty 18 18i va ty 18 vach gia duoc tinh toan
d6i v6i vi tri STR. Cac két qua cho cac STR trong ngan hang da mdi ban dau duoc
thé hién trén Fig. 5A-C. Su can biang (80% cin bing trung binh), vach gia (~3%) va
ty 1& 16i (nho hon 5%) dap tmg cac yéu cau thiét ké dau vao dbi véi vi tri bao gdm
trong vi du nay. %CV (~142%) duogc tinh toan st dung toan bd vi tri 56. Mac du céac

doan mdi dugce st dung thé hién sy can bang vi tri bén trong, sy t6i uvu clia modi con
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duoce du doan dé cai thién sy can bang vi trf bén trong. S6 1an dém d6i vai vi tri da
biét trung v6i cac két qua duoc cong bd dbi voi 2800M. Cac két qua dbi voi cac SNP
duoc thé hién trén Fig. 5D-E. Su bao trum, s6 1an dém alen, vach gia va cac thanh
ph?ln la d6i véi vi tri STR 56 trong su da mbi 16n duoc thé hién trén Fig. 6. Biéu dd
ndy tuong tw cac dién di d6 duogc tao béi k§ thuat CE. Cac cot twong tu véi céc pic
d6i voi alen duoc xac dinh (truc X) va dém sé 1an doc (truc Y) twong tu véi RFU. Su
bao trum dbi v6i cac SNP & noi bét ky tir 10 dén 2500X phu thudc vao SNP, tuy

nhién moi SNP ma duoc da moi duoc dém va thuc hién so lan d€m chinh x4c.
Vidu 3 - H6 so ADN d6i v&i vu an hinh su

Vi du nay md ta thir nghi€m theo quy trinh lam viéc trén Fig. 3. Vi duy nay két
hop UMI thanh céc doan mdi , nhu né c6 thé dugc gia thiét ring cac mau thu duge tir

cac ca thé ma sy nhén bi€t cia chung khong dugc bict dén.

Doi voi thtr nghiém nay, cac STR dugc tao da moi véi cac iSNP, cadc aSNP va

céc SNP thong tin kiéu hinh nhu duoc thy trén Bang 5.

Bang 5 - Céc nghién ciu STR va SNP.

Nhan dang SNP thong tin
rs1005533 rs1357617 rs2076848 rs4530059 rs763869
rs10092491 rs1360288 rs2107612 rs4606077 rs8037429
rs1015250 rs1382387 rs2111980 1s560681 rs8078417
rs1024116 rs1413212 5214955 1s576261 rs826472
rs1028528 151454361 rs221956 156444724 rs873196
rs1029047 rs1463729 152269355 rs6811238 rs876724
rs1031825 rs1490413 152342747 156955448 rs891700
rs10488710 rs1493232 152399332 rs7041158 rs901398
rs10495407 rs1498553 1s251934 rs717302 rs907100
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rs1058083 rs1523537 rs279844 rs719366 rs914165
rs10773760 151528460 152830795 rs722098 rs917118
rs10776839 3159606 rs2831700 rs722290 rs938283
rs1109037 151736442 152920816 rs727811 rs964681
rs1294331 rs1821380 rs321198 1s729172 1s987640
rs12997453 rs1886510 rs338882 rs733164 rs9905977
rs13182883 rs1979255 rs354439 rs735155 rs993934
rs13218440 rs2016276 1s3780962 rs737681 1s9951171
rs1335873 rs2040411 rs430046 rs740598
rs1336071 152046361 rs4364205 rs740910
rs1355366 152056277 rs445251 157520386
Céc nhidm séc thé thuong STR
D1S1656 CSF1PO vWA D21S11 D4S2408
D2S441 - D7S5820 D13S317 TPOX D17S1301
D2S1338 D8S1179 Penta E SE33 D9S1122
D3S51358 D10S1248 D16S539 Penta D D6S1043
FGA THO1 D18S51 D22S51045 Amelogenin
D5S818 D12S391 D19S433 D20S482
X STRs
DXS8378 DXS8377 DXS10101 DXS10148 DXS10146
DXS7132 DXS10135 DXS10134 DXS10079
HPRTB DXS10074 DXS7423 DXS10103
Y STRs
DYS456 DYS393 DYS437 DYS533 DYS449
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DYS3891/11 DYS391 DYS438 DYS518 DYS522
DYS390 DYS439 DYS448 DYS570 DYS505
DYS458 DYS635 DYS576 DYS643 DYS627

DYS19 DYS392 DYS481 DYS460 DYF387S1a/b

DYS385a/b YGATAH4 DYS549 DYS612

Céac SNP thong tin kiéu hinh
N29insA rs1805006 rs1110400 rs12203592 1s2378249
rs11547464 rs1805007 1528777 rs1042602 rs12896399
rs885479 rs1805009 rs16891982 rs1800407 rs1393350
rs1805008 Y1520CH rs12821256 rs2402130 15683
rs1805005 152228479 1s4959270 rs12913832
Céac SNP thong tin ngudn gdc

rs10497191 1517642714 rs2238151 rs4471745 157554936

rs1079597 rs1800414 rs2593595 15459920 157657799

1s11652805 rs1834619 15260690 rs4833103 157722456

rs1229984 rs1871534 rs2814778 rs4891825 rs798443

rs12439433 rs1876482 rs310644 154918664 157997709

rs12498138 rs1919550 rs3737576 15671 rs870347

1s12913832 rs192655 rs3811801 156754311 rs917115
rs1426654 15200354 rs3814134 rs6990312 1s9522149
rs1462906 152024566 rs3823159 1s7226659

rs1572018 152042762 rs3827760 1s7251928

rs16891982 152166624 1s3916235 1s7326934
rs174570 rs2196051 rs4411548 rs735480
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Vi du nay bao gdbm cdc UMI ddi bang cac doan mdi STR. Pbi véi cac vi du
nay, chi cac doan mdi STR chia cac UML, tuy nhién ca hai moi STR va SNP ¢6 thé
bao gém UMI néu mudn va tlly chon nay khong loai trir tlr thuc tién. Déi véi vi du
nay tuy nhién chi cic doan méi STR két hop cac UMI nhim muc dich chtng minh.
Su nhan dang phén tir don nhit dugc dua ra trong hai chu ky PCR (Fig. 3). Thit nhét,
nhu Vi du 2, cac doan moéi PCR chita trinh ty moi PCR dic hiéu gen ¢ ddu 3' va trinh
tu thé adapto & dau 5, giéng nhu d6i v6i cac trinh tu thé duoc st dung & Vidu 2 dbi
véi trinh tu 15 va i7. Trong thir nghi€ém nay, cdc UMI duoc dit gitra trinh tu mdi dic
hiéu gen va trinh tu thé. Trong trudng hop cua vi du nay, cé nim bazo ngiu nhién
dugc st dung cho UMI trén ca moi xudi va dao nguoc. Cac doan mdi duoc tron cung
nhau dé thanh tat cA mdi. H6n hop mdi bao gdm 26 cip mdi STR nhidm sic thé
thuong va 86 cép moi SNP (92 SNP duoc thuc hién). Polymeraza (Hot-start Phusion
II trong vi du nay) dugc thém vao mastermix clia tit ca cac thanh phin dugc yéu cau
dbi voi PCR va cac doan mdi duge thém. Hon hop dugc chuyén béng 6ng nho vao
céc giéng ctia tim PCR. ADN dugc thém vio tim ADN duoc 1am sach, t6i uu 1ng.
Nhu trong Vi du 2, ADN dugc lam sach tir 2800M dbi chiing dugc thtr nghiém &
1ng. Hon hop phan tng da moi duoc dua vao hai chu ky PCR theo quy trinh sau:

98C 3 min

98C 2 min

54C 12 min ramp 0.2C/sec
72C 4 min 2 cycles

4C hold

Sau khi tuan hoan, cic miu duoc loai b khoi chu ky nhiét va protein lién két
ADN mach don E. coli (SSB) dugc thém vao phan tng. Dy dinh réng SSB gidm cac
dimer mdi béng cac doan mdi dic hiéu gen danh dau khong duoc sir dung va ngin
viéc khuéch dai bat ky nhidu hon tir cac doan mdi ndy. SSb dwoc 1 bang miu trén da,
ngoai ra ciing c6 thé str dung RT hodc viéc @i ¢ nhiét d6 37°C. Sau qua trinh 1 nay,
polymeraza (Hot-start Phusion II trong vi du nay) dugc bd sung vio mastermix ctia

tat ca thanh phin yéu cau d6i v6i PCR, va mastermix duogc bd sung vao mau co cip
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adapto (cac adapto i7 va i5) va duoc tudn hoan d6i véi s6 duoc xac dinh chu ky

(trong thir nghiém nay 1a 34 chu ky), theo quy trinh sau day:

95C 3 min
95C 30sec
66C 30sec
72C 1 min
72C 5min
10C hold

Céc mau duoc 1am sach br?lng cac hat SPRI, va cac thu vién riéng co thé duoc
dinh lugng bang cach sir dung phuong phap géc qPCR, bing cach sir dung B6 phan
tich manh (nhu trong trudong hop cta vi du) hodc phén tich sinh hoc, hodc bing cach
str dung PicoGreen va bd doc tAm. Céc thu vién duoc chudn héa t6i 2nM mdi nong

d6 va duoc tich huyét theo thé tich.

Cac vung cua thu vién duoc lam sach dugce [am bién tinh, duoc pha lodng, tap
hop va dugc sép theo trinh ty sit dung MiSeq v6i viéc chay trinh ty chu ky 350x100
va cac s6 doc hai chi sb. Sau khi sép Xép tinh tu, dir liéu duoc xac dinh dugc bao
trong Vi du 2. Tuy nhién, khi cic doan mdi chita UML, cac UMI duoc sit dung dé
giam gitt liéu bang cach str dung PCR hai 1dn dé loai b6 trinh ty va cac 16i PCR va
cac thanh phan la. Cac SNP duogc phan tich sir dung ban ké khai va cac sd lip va su
bién ddi trinh tw dugc béo cling véi cac sé doc. Su can bang tuong ddi gitra cac alen
(%tdi thidu/tbi da), su cén bing gitta vi tri (%CV), ty 18 13, va ty 18 vach gia (chi cac
STR) dugc tinh toan. Cac két qua d6i vi 7A-E. Sy bao tram, s 1an dém alen, vach
gid va céac thanh phﬁn la dbi véi vi tri STR 26 trong da mdi 16n dugc thé hién trén
Fig. 8. Bidu d nay tuong tu cic dién di d6 duoc tao boi CE. Cac cot tuong tur véi
cac pic va dém sb 14n doc tuong ty véi RFU. Sy bao trum dbi voi cac SNP & noi bét
ky tir 10 dén 5500X phu thudc vao SNP, tuy nhién moi SNP ma duoc da mdi duge

dém va duoc tao két qua htru ich.

Mot két qua ma dugc tao bdi cac nghién clru ndy ma vach gia duoc thé hién la
thanh phan la cia PCR. Viéc nay duoc gia thuyét boi nhiéu nha didu tra (va viéc

truot polymeraza dugc chi ra & cic bénh ung tu rudt két & nguoi), nhung diéu nay
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khéng dugc chimg minh di v6i cac thir nghiém ctia phap y. Cac UMI ¢6 thé duoc sir
dung dé thé hién vach gia ma that ra 1a thanh ph?ln la cau PCR. Cac san phém ma co
n+1 hodc n-1 14n lip c6 cing UMI 14 cac san phdm c6 6 1an 1ap hiéu chinh (Fig. 9).
Trén Fig. 9A md&i vi tri thé hién cac két qua khong c6 hiéu chinh UMI so vé6i Fig. 9B
ma hi€u chinh UMI duogc thuc hién. Nhu duoc chiing minh, vai viée khong c6 hiéu
chinh UMi su cin bing gitra céc alen 14 khong t6t nhu khi hidu chinh UMI duoge thuc
hién. Hon nita, c6 nhidu vach gia dang ké ma rd rang khéng c6 hiéu chinh UMI.
Phén c6t trén dudng gitra cot chi sai s6 trinh tu trong khi d6 dudi dudong chi trinh tu
hiéu chinh ndm trong trinh ty STR. Sai s6 dwoc giam dang ké v6i sy hiéu chinh UML.
Vi dy, vi tri SE3 ¢6 sai s6 ma dugc loai bé bang sy hidu chinh UMI. Su hiéu chinh
sai s6 ¢ thé vo cung quan trong ddi véi vu an hinh sy dé tao ra hd so ADN chinh

xé4c nhét c6 thé.
Vidu 4 - H5 so ADN st dung 12 c4 thé méu
Phuong phép va vat liéu

ADN tir 12 c4 thé mau (Mau #: 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 17) va mot
bd gen d6i chimg (2800M) duogc thir nghiém theo quy trinh lam viéc cua Fig. 3. Thir
nghiém nay két hop UMI vao cac doan mdi STR nhu duge mb ta trong Vi du 3. Hai
ban sao cia mdi miu duwoc phin tich bing bd kit Illumina® ForenSeq DNA
Signature Library Prep trén mdy giai trinh ty MiSeq. M6t ng ADN duoc st dung cho
mdi 14n tai ban st dung hdn hop mdi ADN B: Thu hdn hop cac miu, ma chira cac
doan mdi dbi véi 61 STR cing véi Amelogenin, 95 SNP ¢6 thong tin ddi vé twong
ddng, 56 SNP c6 thong tin vé t6 tién, 22 SNP c6 thong tin vé kiéu hinh (2 SNP t6

tién cling dugc sir dung doi voi viée dy doan vé ki€u hinh).
Cac cai diat méc dinh

STR: ngudng phén tich = 6,5%; ngudng giai thich = 15%. STR: ngudng phin
tich = 3%; ngudng giai thich = 15%.

Céc s6 1an dém trinh tu mic cao, nhu su bao trum va vi tri dugc dém, do61 véi

hd so ADN cua 12 c4 thé mau dugc thé hién trén F ig. 12. Nhu c6 thé théy, moi vi tri
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duoc thuc hién bai it nhat 100000 lan doc & ca hai lan tai ban. Chi hai m3u tao ra s
1an dém STR hong (1 trong tong sb 61). Tt ca trong 173 SNP dugc dém thanh cong
trong tat ca ca thé trong ca hai lan tai ban. S6 1an dém STR mAu cta hai c4 thé miu
duoc thé hién trén Fig. 16. S6 1an dém SNP méu cua hai ca thé miu duoc thé hién
trén Fig. 17. Fig. 13 thé cac thdng ké vé quin thé, nhu x4c suét tring nglu nhién
(RMP - random match probability) ctia Vién quéc gia vé céc tiéu chun va cong nghé
(NIST - National Institute of Standards va Technology) cac STR tu dong, tan suit
kiéu gen don boi tin cdy 95% cua NIST Y-STR, RMP ctia dbSNP iSNP, va RMP cua
cac STR tr dit liéu Y-STR cua My.

Céc kiéu hinh, nhu mau mat va mau toéc cia 12 céc thé mau va ca thé dbi
chimg duoc dy dodn dua trén kiéu hinh cua cac pSNP trong thir nghiém, va so véi
cac ki€u hinh ty bao (Fig. 14). Quan sat mic cao cia sy tuong quan giita cac kiéu

hinh duogc du doan va duoc bao.

T6 tién ctia 12 c4 thé mau duoc dyu doan st dung kidu gen ciia 56 aSNP trong
thir nghiém. Cac diém PCA1 va PCA3 cua mdi c4 thé mAu duoc tinh toan, va vé so
dd dwa vao cac miu dbi chimg trén biéu db t6 tién. Nhu dwoc thé hién trén Fig. 15, td
tién clia cac c4 thé mau c6 thé duoc du doan dua trén vi tri trén bidu dd 4 tién. Muoi
bén diém xentroit bao gdm trong biéu dd té tién (cac chu ky). Dua trén céc diém

xentroit gan nhat, t6 tién ctia mdi c4 thé mau duoc du doan.

Thir nghiém hd so ADN ciing thé hién mtrc cao cua cn bér_lg ndi ¢ ca hai vi
trf STR va vi tri SNP, nhu ¢6 thé théy trén Fig. 18, va mirc do thép cua vach gia, nhu
c6 thé thiy trén Fig. 19.

Séau trong 12 c4 thé cung voi 2800M c6 it nhit mot vi tri di hop tir cing kich
thudc, ma thé hién trén Flg. 20. Vi tri di hop tr cung kich thudc dugc xac dinh la
STR ma c6 cting s6 ldp lai, hai trinh tu khic nhau, ma dwoc cin bing ngang nhau. St
dung thong tin trén céc bién di trong STR D8S1179, 13 alen ctia Mau 15 duogc bét
ngudn tr ba, Mau 17 (Fig. 21). Théng tin bién di twong tur trong STR D13S317 duoc
str dung dé vach ra cac alen ctia MAu 15 Tuy nhién, trong trudong hop nay ngudn gbc

clia mot trong hai alen khong thé duoc chéc chin (Fig. 22).
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Vi du 5 - Hb so ADN dung cho viéc tim kiém lai, phap y, hodc str dung huyét théng.

Vi du nay duoc dua trén quy trinh 1am viéc dugc mé ta trong Hudng dan
ForenSeq™ DNA Signature Prep (Illumina,San Diego, CA), ndi dung ma duogc két

hop & day duoc vién din trong toan b tai liéu).

Hodc 1a ADN dugc lam sach hodc 1a dich thiy phén thé c6 thé duoc st dung
cho vi du nay. Pbi voi ADN duoc 1am sach, mdi Ing mau duoc pha loang thanh 0,2
ng/ul v6i nude khong chira nucleaza. Péi véi dich thay phan thd, mdi 2 pl mau duge
pha lodng vé&i 3pl nuéc khong chira nucleaza. Master Mix dugc thiét l1ap cho tim
hodc nhiéu phan tng. P6i véi mdi phan tmg, 5,4ul H3n hop phan tmg ForenSeq
PCR1, 0,4 pl Hon hop ForenSeq Enzyme va 5,8 pl Hon hop méi ADN (A hoic B)
dwoc bd sung vao dng 1,5 ml microcentrifuge. BS sung 10pl Master Mix dugc
chuyén vao mdi giéng cta tim PCR, va ADN hoic dich thuy phan. Hdn hop phan

tmg da mdi dwoc dua vao PCR theo quy trinh sau:
98°C trong thoi gian 3 phut.
8 chu ky:
96°C trong thoi gian 45 gidy.
80°C trong thoi gian 30 gidy.
54°C trong thoi gian 2 phiit., voi ché d6 bién dbi dic hiu
68°C trong thoi gian 2 phut., voi ché do bién dbi dic hiéu
10 chu ky:
96°C trong thoi gian 30 gidy.
68°C trong thoi gian 3 pht., voi ché do bién déi dic hiéu
68°C trong thoi gian 10 phut.

Gitt ¢ 10°C.
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Sau khi tudn hoan, cdc mAu duoc loai bo khoi chu ky nhiét. Hon hop
ForenSeq PCR2 Reaction dugc bd sung vao cac miu c6 cip adapto (cac adapto i7 va

i5) va duoc tudn hoan trong 15 chu ky, theo quy trinh sau day:
98°C trong thoi gian 30 gidy.
15 chu ky:
98°C trong thoi gian 20 gidy.
66°C trong thoi gian 30 gidy.
68°C trong thoi gian 90 gidy.
68°C trong thoi gian 10 phut.
Gitr ¢ 10°C.

Cac mAu duoc lam sach bin Cac hat 1am sach mau, va cac thu vién duoc
chuén hoa va duoc tich huyét theo thé tich. Cac thu vién duoc tich huyét duoc pha
loang trong B6 dém lai (HT'1 - Hybridization Buffer), b6 sung Déi chimg giai trinh tu
& nguodi (HSC - Human Sequencing Control), va nhiét dugc bién tinh chuén bi cho

gidi trinh tu.
Vi du 6 - Kiéu gen c6 ADN phan hity

Fig. 23 thé hién cic két qua kiéu gen sit dung ADN dugc cét
va/hoic ADN duoc xtt Iy DNaza dién hinh ADN phan hity. Nhu dd thé hién, hon
50% vi tri STR va SNP dugc dém chinh xac bing ADN duoc cat. Xac suét tring
ngAu nhién (RMP) 12 10 dat dugc c6 ADN nhé hon 100bp. T6 tién hiéu chinh ciing
duoc du doan st dung ADN phéan huy.

Vidu 7 - B4 nhay kiéu gen

Céc Fig. 24 va 25 thé hién cac két qua do nhay kiéu gen & mirc dau vao ADN

dudi nanogram tir 7,82pg dén 1ng. Nhu da thé hién, 100% alen duoc dém thanh cong
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& 125 ng ADN dau vao ddi voi ca hai STR va SNP. Hon 50% alen duoc dém thanh
cong & mirc thip bang 7,82pg ADN dau vao. Can bang noi 1én hon 70% dbi véi vi tri

héu hét vi tri & 1ng ADN diu vao.

Tét ca cac sb biéu thi sb luong cua cac thanh phén, cac diéu kién phan tng, va
tuong tu dugc sit dung trong ban md ta la dé hiéu 13 duge sta doi trong tat ca cac
truong hop bang thuat ngit "khoang". Do d6, trir khi duge chi ra 14 sy trai ngugc, cac
thong s6 tinh toan dugc d& cap ¢ ddy la su gin dung ma c6 thé thay ddi dua vao cac
dac tinh mong mudn duge tim kiém dé thu duoc. It nhit, va khong thi dé gi6i han
tmg dung cuia hoc thuyét twong duong v6i pham vi ctia cac yéu cau bao ho bét ky
trong quyén uu tién yéu cdu bao ho ctia ban mo ta bat ky dbi voi sang ché, mbi thong
s tinh toan dwgc phén tich khi xem xét cac con sb dang ké va cac phuong phép lam

tron thong thuong.

T4t ca cac vién dan duogc trich din & day, bao gdm nhung bi gi6i han déi véi
cac tng dung, sang ché va tai liéu tham khéo dugc cong bb va chua duoc cong b,
duoc két hop & day bang cach vién dan trong toan bo tai liéu tham khao va tao nén
m&t phan ban md ta nay. Bé cic cong bd don va patent mod rong hodc cic sang ché
duoc két hop béng cach vién din trai vdi boc 16 chira trong ban mo ta, ban mo ta

nhim thay thé va/hodc wu tién so v6i vat liéu thay thé bat ky.

Trich dan ctia cac don cong bd hodc tai liéu trén khong chi ra 1a cho phép bt
ky d& cép trén trong tinh trang k§ thuat thich hop, khong tao ra sw cho phép bat ky

nhu ndi dung hodc ngay cua don cong bo hodc tai liéu nay.

Mic du sang ché duoc mo ta ddy di trong su két hop véi cac phurong 4n sang
ché c6 vién din dén cac hinh v& di kém, lvu ¥ ring su thay d6i va céc stra doi khac
nhau sé& trd nén rd rang ddi v6i nhitng ngudi ¢ hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat. Su
thay d6i va sira ddi nay duoc hiéu 14 bao gdm trong pham vi sang ché. Cac phuong
4n khac nhau cta sang ché nén duoc hiéu ring chung duoc thé hién bang cach chi
theo vi du, va khong bang cach theo giéi han. Twong tu nhu vy, cac so d6 khac nhau
6 thé mb ta kién trac vi du hoic két cAu khéc cho sang ché, ma duoc thuc hién dé hd

trg viéc hi€éu cac dau hi€u va chiic ndng ma cé thé bao gom trong sédng ché. Sang ché
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khong dugc gidi han dbi véi cac kién trac vi du minh hoa hodc céac két ciu, nhung cé
thé dugc thuc hién béng cach sir dung cac kién trc thay thé va cac két cAu khac.
Ngoai ra, nho sang ché duoc mo ta trén vé cac phuong an vi du va viéc thuc hién
khéc nhau, né duoc hiéu réng céc dau hiéu va chuc nang khac nhau dugc mo ta trong
mot hodc nhiéu phuong an ca thé khong bi gidi han trong rng dung cua ho dbi vei
phuong an cu thé ma cling dugc md ta. Thay vao dé cé thé, dugc ap dung, mdt minh
hozic két hop nhiéu, d6i véi mot hodc nhidu phuong 4n khac theo sang ché, ma c6
ho#c khéng c6 cac phuong an duge mé ta nhu vay, va ¢6 hoic khong ¢ cac ddu hiéu
duoc thé hién 1a mot phﬁn phuong an dugc moé ta. Do dé bé rong va pham vi cua

sang ché khong bi giéi han bai bét ky phuong 4n vi du duoc dé cép trén.

Thuat nglt va cum tir dugc st dung trong tai li€u nay, va do dé cac phuong an,
trlr khi dugc quy dinh r3 rang, nén duoc hidu theo nghia mé nguoc lai ddi véi nghia
gi6i han. Nhu céc vi du dé cap trén: thudt nglt " bao gém" nén dugc hiéu nghia 1a "
bao gém, ma khong phai gidi han" hodc tuong tu; thuat ngit "vi du" dugc st dung dé
thyc hi€n cac truong hop vi du minh hoa cua cac thudt nglt trong cudc thao luan,
khong phai 1a 1iét ké toan dién hodc gidi han cua ching, va cac tinh tr nhu "thong
thuong", "truyén théng", "thudong", "chuin", " da biét", va cac thudt ngit ¢ nghia
tuong tur, nén duoc hidu 14 gii han thuat ngit dwoc mo ta trong khoang thoi gian nhat
dinh, hoidc thut ngit ¢6 sin trong thoi gian nhit dinh. Nhung thay vi cac thuat ngit
nay nén duoc hiéu bao gém thong thudng, truyén thdng, thuong, hodc k¥ thuat tiéu
chuén ma c6 thé co sin, dugc biét dén hién nay, hoic & bét ky thoi gian nao trong
twong lai. Tuwong tu nhu vay, nhém thudt ngir duoc lién két bing lién tir " va" khong
nén duogc hiéu 1a duge yéu cidu ma mdi va moi thuat ngit trong sb cac thuat ngit nay
c6 mit trong nhém, nhung thay vi nén dugc hiéu 1a "va/hoic" 16 rang trong ngit canh
hodc quy dinh khac. Tuong tu, nhom thuét ngit duoc lién két bang lién tir " hoac"
khong nén dugc hiéu 1a duoc yéu ciu duy nhat qua lai trong nhém dé, thay vi nén
duoc hiéu 1a "va/hodc" rd rang trong ngit canh hodc quy dinh khéac. Hon nita, mic du
cac thuat ngft, cac chi tiét hodc thanh phéan trong sang ché cé thé dugc mod ta hodc
duoc bao ho & s6 it, sé nhidu duoc du tinh d ndm trong pham vi ctia sang ché trir khi

gioi han do6i vai so it dugce quy dinh ro rang. Vi du, "it nhat m§t" c6 thé dé cap so it
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hodc sb nhidu va khong bi gigi han mdt trong hai. Su c6 mdt cta cac tr mo rdng va
cac cum tir nhu "mot hodc nhiéu", "it nhit", "nhung khong bi giéi han &", hodc cac
cum tir twong tu trong mét sd truong hop s& khdng duoc hiéu nghia 13 trudng hop thu
hep duoc chi ra hodc dugc yéu cau trong cic trudng hop ma cum tir mé rong c6 thé

c6 mat.
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Yéu cau bdo ho
1. Ché phém doan méi, bao gém:

bd doan mdi thir nhét bao gém cac doan moi ma lai ddc hiéu véi trinh tu dich tha nhét va
khuéch dai méanh thir nhit c6 chidu dai manh thi nhit, trong do6 trinh tu dich thir nhit chira
dang da hinh cua nucleotit don (SNP), va trong d6 cac doan mdi ma lai dic hiéu véi trinh tu

dich thtr nhét lai ¢ vi tri cia trinh tu dich thd nhat ma chin SNP va khong lai voi SNP; va

bd mdi tht hai bao gém cac doan mdi ma lai dic hiéu véi trinh tu dich tha hai va khuéch
dai manh thtr hai ¢6 chidu dai manh thir hai, trong d6 chidu dai manh thir nhét 14 ngén hon

chidu dai manh thir hai, va trong d6 trinh tu dich thir hai chira doan 1ap nbi tiép; va

trong d6 it nhat mot trong sé cac doan mdi trong ché phim bao gdm bd doan mdi thir nhat
va thir hai chira mot hodc nhiéu trinh tu thé, va trong do it nhat mot trong sb cac doan mdi
trong ché pham c6 nhiét d6 néng chay thip, c6 chiéu dai it nhit 24 nuclotit, chtra trinh tu
nucleotit polyme ddng nhit, hoic su két hop cuia ching, va trong d6 it nhdt mot trong s6 céc

doan mdi trong ché phdm c6 nhiét do néng chay thip va c6 chiu dai it nhat 24 nuclotit.

2. Ché phdm theo diém 1, trong d6 mot hodc nhiéu trinh tu thé con chira thé mdi, thé bét

gitt, thé giai trinh ty, thé nhan di€n phan tr don nhét, hodc su két hop ctia céc thé.

3. Ché phdm theo diém 1, trong d6 it nht mot trong s cac doan mdi trong bd doan mdi thir

nhét c6 chiéu dai it nhat 1a 24 nuclotit.
4. Ché pham theo diém 1, trong d6 nhiét 6 néng chay thip 1a nhiét 6 nhé hon 60 do C.

5. Ché phim theo diém 1, trong d6 bd doan mdi thir nhat con chta cac doan mdi bd sung
ma lai ddc hiéu véi mot hodc nhiéu trinh tu dich bd sung bao gém c¢6 chon loc it nhat 14 29

SNP.

6. Ché pham theo diém 1, trong d6 doan l3p nbi tiép 1 doan lap ndi tiép ngén (STR), doan

lap ndi tiép trung binh (ITR), hoic bién di ctia cac doan lap lai.

7. Ché pham theo diém 1, trong d6 b mdi thir hai con chita cac doan mdi bd sung ma lai
ddc hiéu v&i mét hodc nhiéu trinh tu dich bd sung bao gém c¢6 chon loc it nhét 13 23 trinh tu

doan lap ndi tiép.
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8. Ché pham theo diém 1, trong d6 it nhit mot trong s6 céc doan mdi trong ché phdm doan

mdi ¢6 chidu dai ndm trong khoang tir 24 dén 38 nuclotit.

9. Ché phdm theo diém 1, trong d6 it nhat mot trong sb céc doan mdi trong ché phdm doan

mdi ¢6 nhiét dd néng chay ma nho hon 58 do C.

10. Ché pham theo diém 1, trong d6 it nhat mot trong s6 cac doan mdi trong ché phim doan

mdi c¢6 nhiét do néng chay khoang 54 do C.
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FIG. 3
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Danh muc trinh tw

<110> lllumina, Inc.
Stephens, Kathryn M.
Holt, Cydne
Davis, Carey
Jager, Anne
Walichiewicz, Paulina
Han, Yonmee
Silva, David
Shen, Min-Jui Richard
Amini, Sasan
Steemers, Frank J.

<120> PHUPONG PHAP VA CHE PHAM DUNG CHO HO SO ADN
<130> ILLINC.276WO/IP-1192

<150> 62/103,524
<151>2015-01-14

<150> 62/043,060
<151>2014-08-28

<150> 61/940,942
<151> 2014-02-18

<160> 404
<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211>19

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 1
ccctgggctce tgtaaagaa 19

<210> 2

<211> 24

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 2
atcagagctt aaactgggaa gctg 24

<210> 3

<211> 23
<212> DNA

-118-



<213> Nguoi thong tué

<400> 3
acagtaactg ccttcataga tag

<210>4

<211> 22

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 4
gtgtcagacc ctgttctaag ta

<210>5

<211> 30

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 5
tgattttcct ctttggtatc cttatgtaat

<210>6

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 6
acaacatttg tatctttatc tgtatcct

<210>7

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 7
tttgtatttc atgtgtacat tcgtatc

<210> 8

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 8
acctatcctg tagattattt tcactgtg

<210>9

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 9

30041

23

22

30

28

27

28
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ctctgagtga caaattgaga cctt

<210> 10

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 10
ttaacttctc tggtgtgtgg agatg

<210> 11

<211> 20

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 11
tttggtgcac ccattacccg

<210> 12

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 12
aggaggttga ggctgcaaaa

<210> 13

<211> 35

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 13
caccaaatat tggtaattaa atgtttacta tagac

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 14
taaagggtat gatagaacac ttgtc

<210> 15

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 15
caaaggcaga tcccaagctc t

<210> 16

30041

24

25

20

20

35

25

21
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<211> 21
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 16
tgtgtgtgca tctgtaagea t

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 17
tggtgtatat tcectgtgece

<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 18
gcagtccaat ctgggtgaca

<210> 19

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 19
ccaatctggt cacaaacata ttaatgaa

<210> 20

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 20
tttcccttgt cttgttatta aaggaac

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

<400> 21
ttcccattgg cctgttecte

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

30041

21

20

20

28

27

20
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<400> 22
ctgtacacag ggcttccgag

<210> 23

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 23
gctgagtgat ttgtctgtaa ttg

<210> 24

<211> 37

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 24
gaactcacag attaaactgt aaccaaaata aaattag

<210> 25

<211> 22

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 25
caatagtgtg caaggatggg tg

<210> 26

<211> 20

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 26
tctgtggttc tccagcettac

<210> 27

<211> 22

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 27
cttagggaac cctcactgaa tg

<210> 28

<211> 22

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 28
gtccttgtca gegtttattt gc

30041

20

23

22

20

22

22
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<210> 29

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 29
ttgggttgag ccataggcag

<210> 30

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 30
gcatccgtga ctctctggac

<210> 31

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 31
gttatgggac ttttctcagt ctecat

<210> 32

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 32
gagactaata ggaggtagat agactgg

<210> 33

<211> 24

<212>DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 33
gagactgtat tagtaaggct tctc

<210> 34

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 34
cctggactga geccatgcetece

<210> 35
<211> 23

30041

20

20

26

27

24

20
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<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 35
cagtcctgtg ttagtcagga ttc

<210> 36

<211> 22

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 36
tcaagggtca actgtgtgat gt

<210> 37

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 37
cttctgaaag cttctagtit acct

<210> 38

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 38
ttgcttattt gtgggggtat ttca

<210> 39

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 39
aagaattctc ttatttgggt tattaattg

<210> 40

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 40
aaattgtgga caggtgcggt

<210> 41

<211> 34

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

23

22

24

24

29

20
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<400> 41
ccatgtaaaa atacatgcat gtgtttattt atac

<210> 42

<211> 35

<212> DNA

<213> Nguwoi thoéng tué

<400> 42
tgattaaaaa gaatgaaggt aaaaatgtgt ataac

<210> 43

<211> 34

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 43
ccaaatgttt atgattaatc ttttaaattg gagc

<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 44
gtaacaaggg ctacaggaat catgag

<210> 45

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 45
tcatccactg aaatgactga aaaatag

<210> 46

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 46
aggtacataa cagttcaata gaaag

<210> 47

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 47
gagttattca gtaagttaaa ggattgcag

30041

34

35

34

26

27

25

29
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<210> 48

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 48
gggagccagt ggatttggaa acag

<210> 49

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 49
gcatggtgag gctgaagtag

<210> 50

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 50
ctaacctatg gtcataacga ittt

<210> 51

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 51
gatgataaga ataatcagta tgtgacttgg

<210> 52

<211> 30

<212> DNA ,
<213> Nguwoi thong tué

<400> 52
ataggttaga tagagatagg acagatgata

<210> 53

<211> 22

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 53
ccctaccgct atagtaactt gc

<210> 54
<211> 23
<212> DNA

30041

24

20

25

30

30

22
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<213> Nguwoi thong tué

<400> 54
cacgtctgta attccagctc cta

<210> 55

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 55
ggaagcgtgt actagagttc ttcag

<210> 56

<211> 22

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 56
ggacagcctc catatccaca tg

<210> 57

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 57
ttcctactge cccaccttta tig

<210> 58

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 58
tttatggtct cagtgcccct caga

<210> 59

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 59
tcataatcac atatcacatg agc

<210> 60

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 60

30041

23

25

22

23

24

23
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aaacagaacc aggggaatga a

<210> 61

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 61
tgaaactaaa gtcaaatggg gctac

<210> 62

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 62
taaggggtga cacctctctg gata

<210> 63

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 63
cccagcctac atctaccact tcatg

<210> 64

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngw¢oi thong tué

<400> 64
ctaatgttcg tatggacctt tggaaagc

<210> 65

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 65
gtctccagta cccagctagce ttag

<210> 66

<211> 22

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 66
tctcccaacc tgccctttat ca

<210> 67

30041

21

25

24

25

28

24

22
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<211> 20
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 67
tttgggctga cacagtggct

<210> 68

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 68
ttgatcaaca caggaggttt gacc

<210> 69

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 69
tataccactt tgatgttgac actagtttac

<210>70

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 70
cctgtctatg gtctcgattc aat

<210> 71

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguwoi thoéng tué

<400> 71
tgcatgacag agggagattc t

<210> 72

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 72
agaggggaaa tagtagaatg aggatg

<210> 73

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

20

24

30

23

21

26
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<400> 73
gccaaactct attagtcaac gttc

<210> 74

<211> 24

<212>DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 74
ctggttctct agctcacata cagt

<210>75

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 75
tttaccccta acaagaaaaa aagaagaa

<210> 76

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 76
cagtgtgaga agtgtgagaa gtgc

<210> 77

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 77
gacaccatgc caaacaacaa c

<210> 78

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 78
atctatctat tccaattaca tagtcc

<210>79

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 79
tcattatacc tacttctgta tccaactctc

30041

24

24

28

24

21

26

30
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<210> 80

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 80
ggaacacaat tatccctgag tagcag

<210> 81

<211> 29

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 81

gotagcataa tagaaatttt atgagtggg

<210> 82

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 82

gaagacagdac ttcaatatca cagaacatcg

<210> 83

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 83
gtgtatctat tcattcaatc atacaccc

<210> 84

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 84
ctcectggtt gcaagcaatt gec

<210> 85

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 85
ccaaaattag tggggaatag ttgaac

<210> 86
<211> 24

30041

26

29

28

23

-131-

26



<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 86
gtcgagatca caccattgca tttc

<210> 87

<211> 24

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 87
gcctggcettg gaattctttt acce

<210> 88

<211> 35

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 88
tttaagtctt taatctatct tgaattaata gattc

<210> 89

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 89
ctttaagagg agtctgctaa aaggaatg

<210>90

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 90
tcaccagaag gttgcaagac

<210> 91

<211> 20

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 91
tctggcgaag taacccaaac

<210> 92

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

30041

24

24

35

28

20

20
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<400> 92
tcgagtcagt tcaccagaag g

<210> 93

<211> 17

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 93
ggaaccagtg agagccg

<210> 94

<211> 19

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 94
ctcagagtgc tgaacccag

<210> 95

<211> 32

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 95
gtatttattc atgatcagtt cttaactcaa cc

<210> 96

<211> 41

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 96
ctacctaata tttatctata tcattctaat tatgtctctt ¢

<210> 97

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 97
ctctaaaggt tttttttggt ggcataag

<210> 98

<211> 32

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 98
gattaataca acaaaaattt ggtaatctga aa

30041

21

17

19

32

41

28

32
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<210> 99

<211> 26

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 99
caacctaagc tgaaatgcag atattc

<210> 100

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 100
gttatgaaac gtaaaatgaa tgatgactag

<210> 101

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 101
gcagtctcat ttcctggaga tgaagg

<210> 102

<211> 21

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 102
cttgggctga ggagttcaat ¢

<210> 103

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 103
gccagtaaga ataaaattac agcatgaag

<210> 104

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 104
gaataatcta ccagcaacaa tggct

<210> 105
<211> 20
<212> DNA

30041

26

30

26

21

29

25
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<213> Nguwoi thong tué

<400> 105
tgcccaatgg aatgctctct

<210> 106

<211> 33

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 106
gctccatctc aaacaacaaa aacacaaaaa atg

<210> 107

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 107
gggtcattga acctcatgct ctg

<210> 108

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 108
ccccccaaaa ttctactgaa gtaaa

<210> 109

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 109
taacaggata aatcacctat ctatgtat

<210> 110

<211> 23

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 110
dgctgaggaga atttccaaat tta

<210> 111

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 111

30041

20

23

25

28

23
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cccgcaaact aactaggata aatctcta

<210> 112

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 112
cgacatggga aatgtcagat cataagac

<210> 113

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 113
ccagggagtg aaaaatcctt ttatcatc

<210> 114

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 114
gaggatgaag gttagagcca gacct

<210> 115

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 115
tgtggaataa actgaaggct aaagaaaa

<210> 116

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 116
caagccctat gccaaggata taacaatg

<210> 117

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 117
gaggttttac tgtattagga gttcccac

<210> 118

30041

28

28

28

25

28

28

28
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<211> 28
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 118
cagatgtgag atgataattt cgttctcc

<210> 119

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 119
ttgttcttct ccatcccatt tcacce

<210> 120

<211> 28

<212>DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 120
cttgtacatt cccttatctg ctatgtgg

<210> 121

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 121
ctctctttgg agttttatgt gttgctac

<210> 122

<211> 28

<212>DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 122
ctctgatgat gtgcaagaaa ggtaggta

<210> 123

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 123
tcagactatg ttttaaggag actatgagg

<210> 124

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu i thong tué

30041

28

26

28

28

28

29
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<400> 124
ctaagtatct accaatgtgc tacgtacc

<210> 125

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 125
cacgtggatg atatggtttc tcaagg

<210> 126

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwdi thong tué

<400> 126
agcacctata tattatacct gaaagcat

<210> 127

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdoi thong tué

<400> 127
cccatgattt tcttgtggtg agaattic

<210> 128

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwdi théng tué

<400> 128
caccctctgt actttaattt gacttccc

<210> 129

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 129
gtttttcttc attcccatgt tgtgtac

<210> 130

<211> 26

<212> DNA

<213> Ngwdi théng tué

<400> 130
cactcttctg aatcctggtic aacaac

30041

28

26

28

28

28

27

26
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<210> 131

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 131
caagttatat catagagtct acgacccc

<210> 132

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdoi théng tué

<400> 132
ctgcaactat cagtctctgc ccttattc

<210> 133

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw i thong tué

<400> 133
gatgtgtctc aaactgttta ttgtgagg

<210> 134

<211> 28

<212>DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 134
gaactcattt atccagagac ctgttctc

<210> 135

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu i thong tué

<400> 135
cataatacaa cctgtctitg gagttact

<210> 136

<211> 28

<212>DNA

<213> Nguw&i théng tué

<400> 136
gtgaccagta gttctatgag caagtatg

<210> 137
<211> 28

30041

28

28

28

28

28

28
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<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 137
ccacattgta tggtttttag gcaccatg

<210> 138

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 138
ctaataagtg ggacagttaa gagaaggc

<210> 139

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 139
caagacaagc gattgaaaga agtggat

<210> 140

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 140
ccttgtcaat ctttctacca gagggtaa

<210> 141

<211> 25

<212> DNA

.<213> Nguw¢i théng tué

<400> 141
gaatcatagc ttgtgttggt caggg

<210> 142

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 142
gaattacaag tatttgcatc ccagcct

<210> 143

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

28

28

27

28

25

27
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<400> 143
gaccaacttg gctttaacag atgcaaat

<210> 144

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 144
tccttacctt taagacttit cctatttg

<210> 145

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 145
cattatctcg tcatacttcc ctgtcttg

<210> 146

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 146
gcatcaaatt caccagtgaa attattga

<210> 147

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 147
atgagtacat tattcaactg ttttggag

<210> 148

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 148
cagccatgtt gtaaacattt ttacggtc

<210> 149

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 149
gcacattcta agaactggtg attctatc

30041

28

28

28

28

28

28

28
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<210> 150

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 150
gctagaaaaa gctgagatag ctgtgaag

<210> 151

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 151
ccttgaagct cattctttgt tgtcce

<210> 152

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdong tué

<400> 152
ctggacacca gaccaaaaac aaataacc

<210> 153

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 153
gtaattagag ggcagtgagg cttttaa

<210> 154

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 154
ctccagaagc tactgggata ttaattag

<210> 165

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 155
tgagccaaat cagcaatata ataggact

<210> 156
<211> 28
<212> DNA

30041

28

26

28

27

28

28

-142-



<213> Nguwoi théng tué

<400> 156
cctagaacca caattatctg tcttiggc

<210> 157

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 157
ccattgattc tctacagttc tgcaggta

<210> 158

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 158
ctccacactt tatacaggtg aaatctga

<210> 159

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 159
catttttctc tecttctgte tcacctte

<210> 160

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 160
gcttctcettt cccttatgta tctctcte

<210> 161

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 161
dgcttttgaa gaaaaacact aacctgtc

<210> 162

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 162

30041

28

28

28

28

28

28
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cacctatggg ctcticttat ttctcc

<210> 163

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 163
catttgatag ccatttgggt tgtttcca

<210> 164

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 164
ccatcacact atcctgacat gaacaaat

<210> 165

<211> 26

<212>DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 165
gaagatttgc atcccagtga aagcac

<210> 166

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 166
gcacttcata aagaatcagt caggatgc

<210> 167

<211> 28

<212>DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 167
ggagaatcag gaaatagtca cttcctac

<210> 168

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 168
catttgacct tctagccaaa tgaagtac

<210> 169

30041

26

28

28

26

28

28

28
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<211> 28
<212> DNA
<213> Nguwdi thong tué

<400> 169
ggaatttctg agaataacat tgcctctc

<210> 170

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 170
catatgttgg gggagctaaa cctaatga

<210> 171

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 171
cactgtgacc acagcatctt ttaactc

<210> 172

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 172
gggtaaagaa atattcagca catccaaa

<210> 173

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 173
gagtatccct tatctaaaat gctggtec

<210> 174

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 174
ctitttctct taccggaact tcaacgac

<210> 175

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

28

28

27

28

28

28
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<400> 175
cctcattaat atgaccaagg cicctctg

<210> 176

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 176
tgactctaat tggggatgtg gtaattag

<210> 177

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 177
gacctaacct ggagaaaacc ggaga

<210> 178

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu i thong tué

<400> 178
gtttctcttc tctgaacctt tgtctcag

<210> 179

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 179

gcaaacacac aaagataggt tcgagttt

<210> 180

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwei thong tué

<400> 180
catatcaagt gctttctgtt gacatttg

<210> 181

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 181
ctgaaaagtg ctacgtaaga ggtcattg

30041

28

28

25

28

28

28

28

-146-



<210> 182

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 182
catctgagtg tgagaagagc ctcaa

<210> 183

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdoi thong tué

<400> 183
cccagcaaaa acttcttttc tccagtaa

<210> 184

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 184
gctaggaaag ttttctctct ggttcaca

<210> 185

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 185
gaatatctat gagcaggcag ttagcag

<210> 186

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 186
ctaatcagtg tcactatgtg tgagctat

<210> 187

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 187
catcatacag actcaaggag cttagctg

<210> 188
<211> 28

30041

25

28

28

27

28

28
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<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 188
ctttccaagc cttggaaaac acagaaaa

<210> 189

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 189
gtaccttata aatcacggag tgcagac

<210> 190

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 190
caagtggtaa gagatgactg aggtcaa

<210> 191

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 191
cttcttctct tagaaggaca ctggtcag

<210> 192

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 192
gttatggagg attggtaaga accagag

<210> 193

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 193
gagctgttta agggtaaagg ggtagtta

<210> 194

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

28

27

27

28

27

28
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<400> 194
gcagacaaaa ccatgacaat gatcttag

<210> 195

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw0oi thong tué

<400> 195
cccatgatga aacagttigc actaaatg

<210> 196

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 196
ctcaattttc ttgtccctgc titcatg

<210> 197

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 197
ttagaaattc cagatagagc taaaactg

<210> 198

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 198
gttaggaaaa gaacccaggt gttt

<210> 199

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 199
gcaaaagtaa atacaaaggc atacttt

<210> 200

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw0oi thdng tué

<400> 200
caatgcaaaa gaaaggtcct tactcgac

30041

28

28

27

28

25

27

28
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<210> 201

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 201
catttctaaa ctctaaaaca aacattig

<210> 202

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 202
ggtccttaac ctattaaatt ttaatgag

<210> 203

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 203
gactttcaat ttatgtcagc atttaaaa

<210> 204

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 204
cctcttggtt gecattggatt ctcattg

<210> 205

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 205
tctccatgaa acttgggtta attttge

<210> 206

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 206
tgtctggaag ttcgtcaaat tgcag

<210> 207
<211> 28
<212> DNA

30041

28

28

28

27

27

25
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<213> Nguwoi théng tué

<400> 207
gtagcataaa acaticcaaa aattcaat

<210> 208

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 208
tgctttaaag atacaggtta tctgtattac

<210> 209

<211> 26

<212>DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 209
ctctecgtta ctttcttect gecttt

<210> 210

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 210
gatcctgaga ttcacctcta gtccct

<210> 211

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 211
ccgtaccagg tacctagcta tgtact

<210> 212

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 212
ctttctgttt tgtccatctg aaattct

<210> 213

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 213

30041

28

30

26

26

26

27
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caaagttaag tatcaccatc cagctgg

<210> 214

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 214
atagggatag ctgataagaa acatgacc

<210> 215

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 215
cttaataaga cgctgcatct gccca

<210> 216

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 216
tccaggagac atttgticat ataagtga

<210> 217

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 217
agacactttt cagtatccat ttagaaac

<210> 218

<211> 25

<212> DNA

<213> Ngwdi thong tué

<400> 218
gtttcacatg tgcatgcttt tgggt

<210> 219

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 219
ccaaagctat tctctctttt gggtgc

<210> 220

30041

27

28

25

28

28

25

26
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<211> 27
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 220
gaaagttcac ttcagatgtt caaagcc

<210> 221

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 221
gggtttcagt ctgcaacaag atcttg

<210> 222

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 222
tggagatcaa tatttagcct taacatat

<210> 223

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢oi thong tué

<400> 223
gactgtttct catcctgtta ttatttgt

<210> 224

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 224
aacacacaga aacatcaagc tgagc

<210> 225

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 225
ttcctgacat tetecttctt ctatctg

<210> 226

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

30041

27

26

28

28

25

27
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<400> 226
tatgacgcct ggattttcac aacaac

<210> 227

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 227
cagagactat ggatggtatt taggtcaa

<210> 228

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwdi thdng tué

<400> 228
actttgtgtg gctgagagag agaaa

<210> 229

<211> 30

<212>DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 229
tgagtgtict ctgtattttc ttactctaag

<210> 230

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 230
atttttggtc attgttgaca cttcacc

<210> 231

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 231
ggtgttaggg agacaggcat gaatg

<210> 232

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 232
tgaaactttt caactctcct accgec

30041

26

28

25

30

27

25

26
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<210> 233

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢&i thong tué

<400> 233
gttaaaattg ccactaatta tgtgtttt

<210> 234

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwo&i thong tué

<400> 234
aactgatcct atgcagcaag atctttg

<210> 235

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngu i théng tué

<400> 235
gatgcttgca aacaaagact gaaaagg

<210> 236

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

<400> 236
gtctgtgtgt cctctgagat gatgaatg

<210> 237

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 237
gggaggaaga aaacagagag tcttga

<210> 238

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu&i thong tué

<400> 238
agtttgttgg cttcttttiga gaagtatc

<210> 239
<211> 28

30041

28

27

27

28

26

28

-155-



<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 239
ggcagatgaa gtagtagata tctggcetg

<210> 240

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 240
gttcagtgtc aattttgacc agatatt

<210> 241

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 241
agacatagga cacaccattt tattgtct

<210> 242

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 242
tcaaaatatt tggctaaact attgccgg

<210> 243

<211> 31

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 243
ctggagttat taataaattg gattatatag c

<210> 244

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 244
ttacctgttt tccttttgtg attccac

<210> 245

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

30041

28

27

28

28

31

27
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<400> 245
accaagtcaa gagctctgag agacat

<210> 246

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 246
acagtgaatg atattcagaa tattgtgc

<210> 247

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 247
gaacaaggtc aagatatcag ctttcacc

<210> 248

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 248
aggtcataca atgaatggtg tgatgt

<210> 249

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 249
atccacccat gagaaatata tccacaa

<210> 250

<211> 31

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 250
acaattcaaa ttaatgtaaa aactgcaagt g

<210> 251

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 251
tagttctagt gtgggatctg actcc

30041

26

28

28

26

27

31

25
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<210> 252

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 252
gaacatctgt tcaggtttct ctccatc

<210> 253

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 253
gaaaggacta aattgttgaa cactggt

<210> 254

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 254
tgtotgtttt aaagccaggt tigit

<210> 255

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 255
gatggactgg aactgaggat tttca

<210> 256

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 256
agctttagaa aggcatatcg tattaactg

<210> 257

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwdi thdng tué

<400> 257
ttatagtgag taaaggacag gccce

<210> 258
<211> 29
<212> DNA

30041

27

27

25

25

29

25
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<213> Nguwoi thong tué

<400> 258
acacatctgt tgacagtaat gaaatatcc

<210> 259

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 259
gtttaaactt ggataccatc cccaagac

<210> 260

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 260
atgagattgc tgggagatgc agatg

<210> 261

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 261
cacatttccc tcttgcggtt acatac

<210> 262

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 262
gacaagcctc gcttgagttt tcttt

<210> 263

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 263
tgtgagagtg tcaccgaatt caacg

<210> 264

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 264

30041

29

28

25

26

25

25
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aaatagcaat ggctcgtcta tggttag

<210> 265

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 265
tgctaagtaa ggtgagtggt ataatca

<210> 266

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngudi théng tué

<400> 266
ataaatatga tgtggctact ccctcat

<210> 267

<211> 29

<212> DNA

<213> Ngudi théng tué

<400> 267

gctacacctc catagtaata atgtaagag

<210> 268

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 268
tgaagcagct agagaactct gtacgt

<210> 269

<211> 31

<212> DNA

<213> Ngu i thong tué

<400> 269
ttttgtctct gttatattag tcacctatct ¢

<210> 270

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguw@i théng tué

<400> 270
atagccctgc attcaaatcc caagtg

<210> 271

30041

27

27

27

29

26

31

26
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<211> 26
<212> DNA
<213> Nguw¢i thong tué

<400> 271
fccattttta taccactgca ctgaag

<210> 272

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 272
gcagtaaaac attttcatca aatttcca

<210> 273

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 273
tctgggtgca aactagctga atatcag

<210> 274

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 274
gaaaatctgg aggcaattca tgatgcc

<210> 275

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 275
atacaatgat gatcacacgg gaccct

<210> 276

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 276
ccatgaagat ggagtcaaca ttttaca

<210> 277

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

30041

26

28

27

27

26

27
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<400> 277
tcctaaccce tagtacgtta gatgtg

<210> 278

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 278
gaggtgattt ctgtgaggaa cgtcg

<210> 279

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 279
gtacattcac ttaacaggct ctctticc

<210> 280

<211> 25

<212> DNA

<213> Ngu i théng tué

<400> 280
aattcatgag ctggtgtcca aggag

<210> 281

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 281
ataacagtct ccagagtata ttagcttag

<210> 282

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 282
gttcctctgg gatgcaacat gagag

<210> 283

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu¢i thong tué

<400> 283

gaaaggatga agagggtgga tattggag

30041

26

25

28

25

29

25

28
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<210> 284

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu i théng tué

<400> 284
ccaaacctca tcatctctta cctggatt

<210> 285

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 285
gtccaaagtc aagtgcaagt atagttgg

<210> 286

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw&i théng tué

<400> 286
acaatcttit ctgaatctga acagcttc

<210> 287

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

<400> 287
caaaggaagg catttcctaa tgatctic

<210> 288

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwo&i théng tué

<400> 288
ctitgctttg cttttcttct tcagggaa

<210> 289

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu¢i théng tué

<400> 289
ctgcttcaag tgtatataaa ctcacagt

<210> 290
<211> 28

30041

28

28

28

28

28

28
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<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 290
cctaggaaag cagtaactaa ttcaggag

<210> 291

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 291
gcaatttgtt cacttttagt ttcgtage

<210> 292

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 292
ggcctaatat gcatgtgttc atgtctct

<210> 293

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwdoi théng tué

<400> 293
cagagtttct catctacgaa agaggagt

<210> 294

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 294
atcctagacc tccaggtgga atgatc

<210> 295

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 295
cttggctgtc tcaatatttt ggagtaag

<210> 296

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

30041

28

28

28

28

26

28
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<400> 296
gagtaaatga gctgtggttt ctctctta

<210> 297

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 297
ctttccatgt ggaccctita acattcag

<210> 298

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw&i thong tué

<400> 298
gcatagtgag ctgttgatag agcttttg

<210> 299

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 299
ctagaacaaa atcattggct ctcctagt

<210> 300

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngu i théng tué

<400> 300
gtctggtgag tactggctga atgtaaa

<210> 301

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 301
ccagaggatg ctgctaaaca tictacaa

<210> 302

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu&i théng tué

<400> 302
gctcatgect ggaattcacc tttatttt

30041

28

28

28

28

27

28

28
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<210> 303

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 303
ctaactagac atttgggcca ccttactt

<210> 304

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 304
gtctatggtg cctatagaat gtacaggt

<210> 305

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 305
ccctctcaag tttgtgagca aatatcac

<210> 306

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 306
ctctatcttg ctgcaatgga ctttce

<210> 307

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 307
cctagaaaca gattttgaag ggctcttg

<210> 308

<211>25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 308
aaatgagggg catagggata aggga

<210> 309
<211> 28
<212> DNA

30041

28

28

28

26

28

25
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<213> Nguwoi thong tué

<400> 309
cctagaaatc tgatacgtta tcctatga

<210> 310

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 310
aggagagata tattcaacat gaacccaa

<210> 311

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 311
gaacatctct gaccagaaat ticcagta

<210> 312

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw&i thong tué

<400> 312
gtgtagtgaa atccttagac ttaggtaa

<210> 313

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 313
aatacatgaa aaagtaatac atggggca

<210> 314

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwei thong tué

<400> 314
attaaatgtt tacttctatc tacaagga

<210> 315

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 315

30041

28

28

28

28

28

28
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cattttgtga aatgcaaagg gcaaatct

<210> 316

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 316
gctgagaggc ttaattccat caagatga

<210> 317

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 317
cccatcctaa acttagtttt atgggcag

<210> 318

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 318
gtaacacatt ctctttggga agctagce

<210> 319

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 319
cttagcttca gtgaaaatgg ttcctctc

<210> 320

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdi thong tué

<400> 320
ctttcttagc tectcetecat tictcttc

<210> 321

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i théng tué

<400> 321
gtctatgcag tgcttcactg aggattat

<210> 322

30041

28

28

28

27

28

28

28
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<211> 28
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 322
ctctatctge tcagagcctg cttaaaag

<210> 323

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 323
ggaaaggata cagtgttgag caagatag

<210> 324

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 324
gccaacttga ttctctttca aatgcttg

<210> 325

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 325
agatggggtt taccatgttt cccag

<210> 326

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 326
gtacagtagt tagtttccag actgatga

<210> 327

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 327
gtaaatatct aactgtgttt ccctcagt

<210> 328

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

28

28

28

25

28

28
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<400> 328
gaaccaaaag gaattaagag actagggg

<210> 329

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

<400> 329
ctgcttttac ggcttcttcc tttcttc

<210> 330

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguw0oi thong tué

<400> 330
cccacatcct tcccatttat aggcaa

<210> 331

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 331
tacatgatcc taagggcagc aggaa

<210> 332

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 332
gtttggtgca tectctttct ctete

<210> 333

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 333
gactgtagtc accccttctc caaca

<210> 334

<211> 31

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 334

agagtgaaat acatagaaaa gaaacttaaa g

30041

28

27

26

25

25

25

31
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<210> 335

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 335
atttgcgaga aacagataaa tattgaag

<210> 336

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngwoi thdong tué

<400> 336
acaggaacaa agaatttgtt cttcatgg

<210> 337

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwdi thdong tué

<400> 337
ccttggattg tctcaggatg ttgca

<210> 338

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 338
ctgggatgtt tgttttggct ttgtg

<210> 339

<211> 30

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 339
attggtagta cactaatgga tatatgtgag

<210> 340

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 340
gaataaagtg aggaaaacac ggagttg

<210> 341
<211> 25

30041

28

28

25

25

30

27
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<212> DNA
<213> Ngwdi théng tué

<400> 341
gagagaggca gaaaggaggg atgaa

<210> 342

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 342
tactctgtct tcagtagctg tttcttgg

<210> 343

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngudi théng tué

<400> 343
ttagactcac caagatcaag atgaatgc

<210> 344

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 344
atctcaataa agctgttcaa aacagaaag

<210> 345

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 345
taaagaaaat gccatgggct gtaccc

<210> 346

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 346
attgtgcagc agaacagagt gtagtg

<210> 347

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

30041

25

28

28

29

26

26
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<400> 347
attctttgca tagctcacga aatttcce

<210> 348

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thdong tué

<400> 348
aaaatgagac ctcgtatctt tgcage

<210> 349

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 349
aaatgcagaa ctgccaaaag aaaccc

<210> 350

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 350
gagaatctgt gaatgccagg gtctg

<210> 351

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 351
atggattcat gtttcagaca tctaatt

<210> 352

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 352
atcactagaa agaaaagagt tcctattc

<210> 353

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢i thoéng tué

<400> 353
gaagtttaaa agagtgggaa catgggg

30041

28

26

26

25

27

28

27
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<210> 354

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 354
ctacgtaagc aaaaatgatc acgcac

<210> 355

<211> 25

<212> DNA

<213> Ngwo&i thong tué

<400> 355
aacctgatgg ccctcattag tectt

<210> 356

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguw&i théng tué

<400> 356

caccagattt ctaggaatag catgtgag

<210> 357

<211> 25

<212> DNA

<213> Ngwoi théng tué

<400> 357
aagagcatag tgaggggtta gacct

<210> 358

<211> 29

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 358
ctttatattt agtgtagaga tcagtctcc

<210> 359

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 359
tgagtccttt acctaatctt ggttgtc

<210> 360
<211> 27
<212> DNA

30041

26

25

28

25

29

27
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<213> Nguwoi thong tué

<400> 360
aatccaaagc aactctcttt tcaccac

<210> 361

<211> 26

<212> DNA

<213> Ngw¢i thong tué

<400> 361
tttactggaa ccctigatttt gttgga

<210> 362

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 362
tgccactgat atatcagtac ctgagt

<210> 363

<211> 27

<212> DNA

<213> Ngwoi thong tué

<400> 363
acaatctcaa tcccccttaa tgttttc

<210> 364

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 364
gtgggcagag agagtaagag aacct

<210> 365

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 365
caaaccagat tctggcagaa tagttagc

<210> 366

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thdong tué

<400> 366

30041

27

26

26

27

25

28
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cttetctccc atectecttc teccac

<210> 367

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguw¢&i thong tué

<400> 367
agatcaaggg atctgtggga caataac

<210> 368

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 368
ggggagtgat ttcaagcatc ctgatt

<210> 369

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwdi théng tué

<400> 369
catgagtttg aggtaagatg aaggaga

<210> 370

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 370
tctetetcat cctagtgaat gecate

<210> 371

<211> 26

<212> DNA

<213> Ngu i thong tué

<400> 371
gggtgatgat ctaccttgca ggtata

<210> 372

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 372
ctcaaggccc tgggtctgaa attac

<210> 373

30041

25

27

26

27

26

26

25
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<211> 28
<212> DNA
<213> Nguwoi thong tué

<400> 373
acatctccag ttaataattt ccactaac

<210> 374

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 374
tggattgctc aacaaatagt gctaaaa

<210> 375

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 375
catgcgacat ccaggtagct aaaatac

<210> 376

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 376
atggataaaa atggaactit caagagaa

<210> 377

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 377
gttttatgta aagcttcgtc atatggct

<210> 378

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 378
gttccaactt agtcataaag ttccctgg

<210> 379

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

30041

28

27

27

28

28

28
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<400> 379
gggtcttgat gttgtattga tgaggaag

<210> 380

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 380
cctaacagaa agtcactgtt tgtatctg

<210> 381

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 381
tcactctggce ttgtactctc tctgtg

<210> 382

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 382
ggctggtttc agtctggaga ctttattt

<210> 383

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 383
cttcacctcg atgacgatga tgatgat

<210> 384

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdong tué

<400> 384
gacaataaca gcacaaagga tggaaaag

<210> 385

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguw¢i thong tué

<400> 385
gaaccagacc acacaatatc accac

30041

28

28

26

28

27

28

25
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<210> 386

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 386
fctacctctt tgatgtcccce ticgatag

<210> 387

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwdoi thdng tué

<400> 387
cagagtttct catctacgaa agaggagt

<210> 388

<211> 28

<212> DNA

<213> Ngu i théng tué

<400> 388
cccagctttg aaaagtatgc ctagaact

<210> 389

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 389
ctgcttcaag tgtatataaa ctcacagt

<210> 390

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thdng tué

<400> 390
ttgtttcatc cactttggtg ggtaaaag

<210> 391

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguoi théng tué

<400> 391
taattaagct ctgtgtttag gatttit

<210> 392
<211> 28

30041

28

28

28

28

28

27
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<212> DNA
<213> Ngwdoi théng tué

<400> 392
caattctttg ttctttaggt cagtatat

<210> 393

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 393
tactcttcct cagtcccttc tctge

<210> 394

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwdoi théng tué

<400> 394
tgagacagag catgatgatc atggc

<210> 395

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 395
gcacaagtct aggaactact ttgcac

<210> 396

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguoi thong tué

<400> 396
gaagtatttg aaccatacgg agccc

<210> 397

<211> 26

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 397
tgaggaacac atccaaacta tgacac

<210> 398

<211> 25

<212> DNA

<213> Nguwoi thdong tué

30041

28

25

25

26

25

26
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<400> 398
tttctcgcecec tecatcatctg caatg

<210> 399

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 399
tcagttgatt tcatgtgatc ctcacag

<210> 400

<211> 27

<212> DNA

<213> Nguwoi théng tué

<400> 400
gaataaagtg aggaaaacac ggagttg

<210> 401

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 401
attaccttct ttctaataca agcatatg

<210> 402

<211> 28

<212> DNA

<213> Nguwoi thong tué

<400> 402
acaggaacaa agaatttgtt cttcatgg

<210> 403

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

<220>
<223> Trinh ty thé adapto i5

<400> 403
tacacgacgc tcttccgatc t

<210> 404

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao

30041

25

27

27

28

28

21
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30041

<220>
<223> Trinh ty thé adapto i7

<400> 404 :
cttggcaccc gagaattcca 20
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