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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién da muc tiéu dua trén mot mau do
phat hién duy nhét va cu thé hon dé cip dén phuong phap phat hién da muc tiéu bang
cach khuéch dai tirng muc tiéu bang cac doan moi bao gém trinh ty thé chira SNP,
lai cac san pham khuéch dai véi mot mau do phat hién duy nhat c6 kha ning lién két
véi cac trinh tu theé va duoc thiét ké sao cho nhiét d6 nong chay 1a khac nhau va phan
tich cac duong cong néng chay. Phuong phap phat hién da muc tiéu theo sang ché
cho phép phat hién da muc tiéu bang cach sir dung mot mau do duy nhat, va do do
rat hiru ich dé phét hién da muyc tiéu vi kha nang duong tinh gia duoc giam va da muc

tiéu co thé phat hién duoc véi do nhay cao va tdc o nhanh.
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Linh vuwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phwong phap phat hién da muc tiéu dua trén mot mau do
phat hién duy nhit va cu thé la phuong phap phéat hién da muc tiéu bing cach
khuéch dai tung muc ti€u béng cac doan mdi bao gém trinh tu thé duoc thiét ké sao
cho nhiét d6 nong chay cua cac san pham phan tng lai cia cdc san pham khuéch dai
va mau do phat hién 1a khdc nhau, va sau d6 lai cac san phém khuéch dai véi mot
mAu do phat hién duy nhét lién két v6i tat ca cdc trinh tu thé va phan tich cac duong

cong nong chay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Linh vuc chin doan céc axit nucleic cu thé dugc st dung dé phan biét cac da
hinh nucleotit don (single-nucleotide polymorphism - SNP), phat hién va xac dinh vi
khudn hodc virut gdy bénh va chén doan céc bénh di truyén. Do d6, nhiéu phuong
phap dé phat hién nhanh chong va chinh xéac cac axit nucleic cu thé da dugc dé xuét
va nhiéu nghién ctru lién quan hién dang dugc tién hanh (W. Shen va cdng su, 2013,
Biosen. va Bioele., 42:165-172; M.L. Ermini va cdng su, 2014, Biosen. va Bioele.,

61:28-37.; K. Chang va coéng su, 2015, Biosen. va Bioele., 66:297-307.).

Cu thé, phuong phdp duge sir dung phd bién nhat d& phat hién axit nucleic cu
thé bao gdm phuong phap st dung phan tGng chudi polymeraza (polymerase chain
reaction - PCR) va phuong phap sir dung PCR thoi gian thuc va phan tng chudi
polymeraza da mdi (PCR da moi).

PCR ¢6 wu diém 1a c6 thé lién két véi ADN khudn va chi cho phép khuéch dai
chinh x4c ving dich ctia gen can phét hién thong qua thiét ké doan mdi hodc mau do

ma vat liéu huynh quang va chit dap tit dugc lién két voi nhau. Tuy nhién, chi mot
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axit nucleic c6 thé duoc khuéch dai trong mot phan ung va do do, khi s6 luong axit
nucleic can khuéch dai 16n, thi thao tac twong tu phai dugc lap lai, didu nay rat cE“)ng

kénh.

PCR thoi gian thuc do cac san phdm khuéch dai theo thoi gian thuc, giam
nhiém chéo va cho phép phan tich dinh luong chinh x4c hon. Nhu céc tai li€u sang
ché thong thuong lien quan dén PCR thoi gian thuc, c6 patent My sb 5,210,015,
5,538,848, va 6,326,145.

Céc phuong phap PCR thoi gian thuc hién tai c6 wu diém 1a phuong phap xét
* nghiém ddng nhét trong d6 khuéch dai va phat hién duge thuc hién dong thoi, nhung

co van dé da dang 1a so lugng trinh tu axit nucleic muc tiéu c6 thé dugc phat hién

2/45

ddng thoi bi han ché do han ché & loai phan tir phong huynh quang, déy la tré ngai .

16n nhét dé thu dugc thong lugng cao. Cac may chu trinh nhiét hién c¢6 c6 kha nang
phat hién trinh ty axit nucleic muc tiéu trong thoi gian thuc cho phép phat hién dong
thoi tdi da 5 thanh phé‘m, va do d6 sb luong trinh ty axit nucleic muyc ti€u ¢o6 thé duoc

phat hién ddng thoi bi han ché, va cin nhiéu thoi gian va thiét bi theo ddi thoi gian

thuc dit tién bd sung dé phan tich mau c¢6 khdi lwong 16n.

Phuong phap mau do TagMan (patent My s6 5,210,015) va phuong phéap mau
dd huynh quang tu dép tat (patent M§ sb 5,723,591), 1a cac phuong phap PCR thdi
gian thyuc dai dién, co vAn dé 1a xay ra duong tinh gia do lién két khong dic hiéu cta
mau do duge danh ddu kép, va do d6, thuc té rat kho dé thuc hién phéan Gng 5 thanh
phan, va cac k¥ ning va bi quyét chuyén biét 1 nhat thiét phai c6. Vi phuong phap
PCR thoi gian thyuc thong thuong thuc hién ddng thoi khuéch dai va phat hién, nén co

han ché vé thong lugng cao cua thiét bi PCR thoi gian thuc.

PCR da mdi ¢6 vu diém 1a mot sé phan tmg chudi polymeraza dugc thuc hién
trong mot éng duy nhét, do d6 phan tich é@mg thoi nhidu axit nucleic. Tuy nhién, vi
nhiéu doan mdi hoic miu do duge sir dung dong thoi trong mot 6ng, xay ra phan g
chéo gilra cac mau do va cac doan mdi hodc gifta cac doan mdi, do d6 sb lugng axit

2
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nucleic ¢6 thé duoc khuéch dai cung mdt lac 1a han ché, can nhiéu nd luc va thoi gian
dé xac dinh céac diéu kién phan Ung, va khong thé thu duoc két qua tot vé€ do nhay va

tinh dic hiéu (Hardenbol va céng sw, 2003, Nat. Biotechnol., 21:673.).

Ngoai ra, vi mdt axit nucleic can phat hién co thé duoc danh diu chi bang mot
vat liéu huynh quang va thiét bi hién duge sir dung dé phét hién vét liéu huynh quang
¢6 han ché 1a sé lugng kénh huynh quang c6 thé dugc phan tich ddng thoi tai mot thoi
didm duoc giéi han & 4 loai dén 7 loai, co vén d& 1 phai 1ap lai hai hogc nhiéu thao

tac gibng hét nhau dé phan tich 8 axit nucleic tré 1én.

Do d6, cac nghién ciu gan day da dugc tién hanh tich cuc dé cho phép phan
tich lugng 16n bing cach khuéch dai dong thoi nhiéu axit nucleic bing cach si dung
cac doan moi chung ma khong sir dung phéan tng ch1’15i polymeraza da moi. Cac cong
nghé dai dién bao gom SNPlex, xét nghiém Goldengate, mau do ddo nguoc phan tu

(molecular inversion probe - MIP), va nhitng cdng ngh¢ tuong tu.

SNPlex 1a phwong phap lién quan dén viéc thuc hién quy trinh tinh ché bang
cach sir dung exonucleaza sau thtr nghiém gin oligonucleotit (oligonucleotide ligation
assay - OLA) va thyc hién khuéch dai bang phan tmg chudi polymeraza v6i cac trinh
tu bazo doan mdi chung c6 ¢ cac dau ddi dién ctia mau do, va cudi cung thuc hién
phan tich trong chip ADN bang cach str dung trinh ty bazo ZipCode c6 trong mau do
(Tobler va céng sw, J. Biomol. Tech., 16:398, 2005).

Xét nghiém Goldengate 1a phuong phap trong d6 phan Umg kéo dai doan moi
dic hiéu alen duoc thuc hién trén ADN bd gen duoc ¢d dinh trén bé mit rén béng
cach sit dung mAu do nguoc dong, sau @6 ADN dugc gin véi mau do xudi dong va
ria dé loai bo cac mau do khong duogc gén vao ADN, ADN dugc khuéch dai béng
cach sir dung trinh ty nucleotit doan mdi chung c6 trong cac mau do, nhu trudng hop
SNPIex, va cic san phdm PCR khuéch dai dugc phén tich bing Tllumina BeadChip

(Shen va cdéng sw, Mutat. Res., 573:70, 2005).

(%)

3/45



43302 4145

Mau do dao ngugc phan tir (MIP) la phuong phap trong do viéc gan ¢6 khoang
hé duoc thuc hién bang cach str dung mau do khoa méc, sau d6 cic mau do va ADN
bd gen khong dugc gin véi ADN s& duoc loai bo bang cach st dung exonucleaza va
miu do khéa méc duge chuyén thanh mach thang bang cich st dung uraxin-N-
glycosylaza, tiép theo 1a phan tng chudi polymeraza bang cach st dung trinh tu
nucleotit doan mdi chung c6 trong cic miu do va lai v6i mang thé GenFlex
(Affymetrix) dé phan tich cdc vung gen khac nhau (Hardenbol va cong sw, Nat.

Biotechnol., 21:673,2003).

Tuy nhién, cdc phuong phap nay cé van dé ¢ chd, vi cdc phan san pham phan
mg trong Ong thtr nhat dugc chuyén va phan ung trong ong tht hai hogc phai st dung
mdt sb loai enzym nén c6 thé xay ra hién twong nhiém chéo gilta cic mau va phuong

phap thi nghiém rat phirc tap.

Do d6, két qua ctia nhing nd luc chuyén sau dé giai quyét cac van d& duge md
ta & trén va phat trién phwong phap phat hién da muc tiéu bang cach str dung mot mau
do duy nhat, cac tac gia séng ché da x4c nhan rang, khi khuéch dai da muc tiéu bang
cac doan moi bao gém trinh tu thé dugce thiét ké sao cho nhiét do néng chay cia cac
san phém lai cta san phém khuéch dal va mau do phat hién 1a khéac nhau, lai cdc muc
tiéu v6i mot mau do phat hién duy nhét lién két v6i tat ca cdc trinh tu thé, va sau do
phén tich cac duong cong nong chay, co thé phét hién da muc tiéu voi d§ nhay cao va

d0 chinh xéc cao, do d6 hoan thanh sang ché.
Ban chit ky thuit cia siang ché

Do d6, sang ché dugc tao ra dé giai quyét cac van dé trén, va muc dich cua
sang ché 1a dé xuat phuong phap phat hién da muc tiéu.

Muc dich khéc cua sdng ché la dé xuit hop phan PCR dé phét hién da muc
tiéu.

Muc dich khéc cta sang ché la d& xuét phuong phap phan tich mic do biéu
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hién ctia nhiéu gen muc tiéu.

Theo mot khia canh cta sang ché, cac muc dich trén va cdc muc dich khéc c6
thé duoc thuc hién bang cach dé xuét phuwong phap phét hién da muc tiéu, phuong
phép nay bao gém: a) thu ADN tlr mau chira da muc tiéu; b) khuéch dai nhiéu axit
nucleic muc tiéu bang cach str dung n bd mdi c6 kha ning khuéch dai twong tng n
nhiéu axit nucleic muc tiéu (trong d6 n la sb nguyén tir 2 dén 20); ¢) lai n san pham
khuéch dai véi mot mau do phat hién duy nhét c¢6 kha nang lai véi n san pham
khuéch dai; va d) phan tich dudng cong néng chay cua tirng san pham trong s6 n
san phAm phan Gng dugc lai trong quy trinh c) dé x4c dinh su c6 mat hay khong c6
mit cla cdc axit nucleic muc tiéu, trong d6 mdi trong s6 n bd mdi bao gdm doan
moi xudi va doan mdi nguoc bao gém trinh tu thé, trong d6 céac trinh tu thé duoc

thiét ké sao cho nhiét d6 nong chay cua n san pham phan tng lai 1a khéc nhau.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, sang ché dé xuét hop ph?m PCR dé
phét hién da muc tiéu, hop phdn PCR nay bao gdm: i) n bd mdi c6 kha nang khuéch
dai n muc tiéu twong tng; va ii) mau do phat hién c6 kha ndng lai v6i n san pham
khuéch dai duoc khuéch dai bing n bd mdi (trong d6 n 1a s6 nguyén tir 2 dén 20),
trong do moi bo trong s6 n bd moi bao gGm doan mdi xudi va doan mbi ngugc bao
gém trinh tu thé, trong dé trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét do nong chay cua

n san pham phan tng lai 1a khéac nhau.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, sang ché dé xuét phuwong phap phan
tich muc do biéu hién cua nhiéu gen muc tiéu, bao gém: a) thu dugc thu vién cADN
tir mAu chira da muc tiéu; b) khuéch dai gen tham chiéu va cac gen muc tiéu biang bd
mdi c6 kha ning khuéch dai gen tham chiéu va n bd mdi c6 kha nang khuéch dai
twong ung n gen muc tiéu (trong do n la s6 nguyén tir 2 dén 20); ¢) lai cac san pham
khuéch dai véi mau do phat hién ¢6 kha nang lai véi tat ca cdc san pham khuéch dai
cua gen tham chiéu va n san phdm khuéch dai; d) phén tich duong cong néng chay

clia cac san pham phan ung dugc lai trong quy trinh c); va €) so sanh va phan tich cac
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gi4 tri Ct ¢ nhiét d6 nong chay ma tai d6 gen tham chiéu va gen muc tiéu co thé duoc
phat hién ddng thoi va & nhiét do nong chay ma tai d6 chi gen muc tiéu méi ¢6 thé
phat hién dugc, trong do mdi trong s6 n bd mdi bao gém doan mdi xudi va doan mdi
ngugc bao g@)m trinh tu thé, trong d6 céc trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét do

noéng chay ctia n san pham phan g lai khac nhau.
Mo ta van tat cac hinh vé

Céac muc dich néu trén va cadc muc dich khac, cac dac tinh va uu di€ém khéc
ctia sang ché s& dugc hicu rd rang hon tir phan mo ta chi tiet sau ddy dugc thuc hién

cung v4i cac hinh v€ kem theo, trong do:

Hinh 1 12 hinh chiéu minh hoa khéi niém vé phwong phép phat hién da muc

tiéu theo sang ché;

Hinh 2 minh hoa cac diéu kién phan tng chudi polymeraza (PCR) thoi gian
thuc dé phat hién virut va vi khuén lién quan dén viém mang néo bang cach sur dung

phuong phap phét hién da muc ti€u theo sang ché;

Hinh 3 minh hoa két qua phat hién dong thoi virut va vi khuin viém mang nio

bang cach st dung phuong phap phat hién da muc tiéu theo sdng ché;

Hinh 4 13 hinh chiéu minh hoa céc diéu kién PCR thoi gian thuc dé xdc dinh
gid tri Tm nhdm phén tich mirc do biéu hién cua gen muc tiéu so v6i gen tham chiéu

bing cach st dung phuong phap phat hién da muc tiéu theo séng ché;

Hinh 5 minh hoa két qua phan tich gié tri Ct theo nhiét do dé xdc nhan mtc do
biéu hién ctia gen muc tiéu so v6i gen tham chiéu bang cach st dung phuong phap
phat hién da muc tiéu theo sang ché;

Hinh 6 13 hinh chiéu minh hoa cc diéu kién PCR thoi gian thuc dé phan tich
muc do biéu hién ctia gen muc tiéu so v6i gen tham chiéu bang céch st dung phuong

phéap phat hién da muc ti€u theo sang ché;
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Hinh 7 minh hoa két qua phan tich mtrc do biéu hién cta gen muc tiéu thi nhat
so voi gen tham chiéu bang cach st dung phwong phép phat hién da muc tiéu theo

sang ché; va

Hinh 8 minh hoa két qua phéan tich mirc d6 biéu hién clia gen muc tiéu tht hai
so voi gen tham chiéu bang cach st dung phuong phép phat hién da muc tiéu theo

sang ché.
M0 ta chi tiét sang che

Tru khi dugce dinh nghia khac, tat ca cac thuat ngir khoa hoc va k¥ thuat duge
st dung & ddy c6 cung ¥ nghia nhu thuong dugc hiéu boi ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vuc k¥ thuit ma sang ché dé cap dén. Néi chung, thudt ngit duge st
dung & day va cac phuong phép thuc nghiém dugc mo ta dudi day déu da duoc biét

rd va thuong duge su dung trong linh vuc nay.

Sang ché nham khéng dinh r?mg, khi khuéch dai cac muc tiéu béng bd mdi bao
gdm cac trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét d6 néng chay cua cac san pham phan
ung lai cua céc san pham khuéch dai va mau do phat hién 1a khéc nhau, lai cac san
phém khuéch dai vi mot mau do duy nhét lién két véi tit ca cac trinh tu thé, va sau
d6 phan tich cac duong cong nong chay, co thé phat hién da muc tiéu bang cach sir

dung mot mau do duy nhat.

Cu thé, theo mot phuong 4n clia sang ché, khi bo moi twong ng c6 kha nang
khuéch dai 6 loai virut gdy bénh viém mang ndo (HSV-1, HSV-2, VZV, CMV, EBV
va HHV-6) va 5 loai vi khudn gdy bénh viém mang ndo (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenza, Listeria monoxytogenes, Lién cau khuin nhém B va
Neisseria meningitides) dugc hop nhét v6i cac trinh tu thé khac nhau cho timg loai
virut va vi khudn, sau d6 san phim khuéch dai duoc tao ra va lai véi mau do phat
hién thtr nhat, c6 kha ndng lién két vdi tit ca cdc trinh tu thé cla 6 loai virut va mau

dd phét hién thu hai, c6 kha nang lién két v6i tat ca cac trinh tu thé cua 5 loai vi
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khudn, sau d6 céc duong cong néng chay dugc phén tich, di khang dinh ring ting
loai virut va vi khuén c6 thé dugc phét hién véi do nhay cao (xem céc hinh tir Hinh 1

dén Hinh 3).

Do d6, mdt phuong an cua sang ché dé xuét phuong phéap phét hién da muc

tiéu, bao gdm:
a) thu ADN tu mau chtra da muc tiéu;

b) khuéch dai nhiéu axit nucleic muc ti€u bang cach st dung n bd moi c6 kha
ning khuéch dai twong ing n nhiéu axit nucleic muc ti€u (trong do n la s6 nguyén tu

2 dén 20);

¢) lai n san phdm khuéch dai v6i mot mau do phat hién duy nhat c6 kha nang

lai véi n san pham khuéch dai; va

d) phéan tich duong cong néng chay cua tung san pham trong s6 n san phdm
phan tng dugc lai trong quy trinh ¢) dé xac dinh su c¢6 mat hay khong c6 mat cla axit

nucleic muc tiéu,
trong d6 moi bd trong sd n bd moi bao gdm
doan moi xudi va doan moi nguoc bao géom trinh tu the, va

trinh tu thé duoc thiét ké sao cho nhiét do néng chdy ctia n san phém phan Gng

lai 1a khac nhau.

Thuat ngit “muc tiéu” nhu dugce st dung ¢ day co nghia la tat ca cac loai axit
nucleic can phat hién va bao gbm trinh tu nucleotit ctia nhiém sdc thé c6 ngudn goc tir
cac loai, dudi loai hodc bién thé khac nhau va dot bién nhiém sic thé trong cung mot
loai. Muc tiéu c6 thé bao gom tat ca cac loai ADN bao 26m ADN bo gen, ADN ty thé
va ADN virut, hodc tt ca céac loai ARN bao gém mARN, miARN, ARN ribosom,
ARN khoéng ma hoa, tARN va ARN virut, nhung sang ché khong chi gidi han & cac

muc tiéu nay.
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Theo sang ché, muc tiéu c6 thé 1a, nhung khong chi giéi han &, trinh tw
nucleotit dot bién bao gém dot bién trong trinh tu nucleotit va dot bién c6 thé duoc
chon tir nhém bao gém da hinh nucleotit don (single-nucleotide polymorphism -
SNP), dot bién cheén doan, dot bién mat doan, dot bién diém, dot bién dung hop,
chuyén vi, ddo doan va mét di hop tr (loss of heterozygosity - LOH), nhung sang ché
khong chi gigi han & do.

Theo séng ché, muc tiéu co thé 1a, nhung khong chi giéi han ¢, axit nucleic c6

kha nang phat hi¢n loai vi khuan hodc virut cu thé.

Nhu dugc st dung & day, thudt ngit “nucleosit” chi hop chét glycosylamin
trong d6 bazo cua axit nucleic (nucleobazo) dugc lién két voi nhom duong.
“Nucleotit” ¢6 nghia la nucleosit phosphat. Nhu duoc thé hién trong Bang 1, cac
nucleotit ¢6 thé dugc biéu thi bang cic chit cdi trong bang chit céi (tén chit céi) twong
img voi cac nucleosit ctia chung. Vi du: A chi adenosin (nucleosit chira adenin
nucleobazo), C chi xytidin, G chi guanosin, U chi uridin, va T chi thymidin (5-metyl
uridin). W chi A hoac T/U, va S chi G hoac C. N biéu thi nucleosit ngﬁu nhién va

dNTP ¢6 nghia la deoxyribonucleosit triphosphat. N ¢o6 thé 1a bit ky trong sd A, C, G

hoac T/U.
Bang 1
Cha Ci;gzzig bang Nucleotit duge biéu thi bang chit céi trong bang chit céi
G G
A A
T T
C C
U U
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R G hoac A

Y T/U hodc C

M A hoac C

K G hodac T/U

S G hodc C

W A hodc T/U

H A hoac C hodac T/U
B G hodc T/U hoac C
\Y G hodc C hoac A
D G hoac A hodc T/U
N G hodc A hodc T/U hoac C

Nhu duoc st dung & day, thudt ngit “oligonucleotit” chi oligome cua nucleotit.
Nhu dugc str dung & day, thuat nglt “axit nucleic” chi polyme ctia cac nucleotit. Nhu
duoc st dung & day, thudt ngr “trinh tu” chi trinh tu nucleotit cua oligonucleotit hoac
axit nucleic. Trong toan bd badn mo ta sang ché, bit ctr khi nao oligonucleotit hozc
axit nucleic dugc biéu thi béng trinh tu cdc chit cai, cac nucleotit theo thtr tu 5'— tlr
trai sang phai. Oligonucleotit hodc axit nucleic c6 thé 12 ADN, ARN hoic céc chét
tuong ty cua chung (vi du, chét twong tw phosphorothioat). Oligonucleotit hodc axit
nucleic cling ¢6 thé bao gdm céc bazo va/hodc lién két khung da duoc bién ddi (vi du,
cac lién két phosphat bién ddi hodc cac nhom dudng bién doi). Cac vi du khong gidi
han vé lién két khung t(‘}ng hop mang lai su on dinh va/hoac cac wu diém khéc cho
axit nucleic ¢ thé bao gém lién két phosphorothioat, axit nucleic peptit, axit nucleic

bi khoéa, axit nucleic xyloza, hodc cac chat twong tur cia ching.
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Nhu duogc st dung & day, thudt ngit “axit nucleic” chi polyme cua nucleotit va
bao gdm cac chét tuong tu di biét cua nucleotit tu nhién c6 thé hoat dong theo cach

tuong tu nhu nucleotit ty nhién (vi du, lai) tr khi dugce dinh nghia khéc.

Thuét ngir “axit nucleic” bao gbdm dang bét ky ciia ADN hodc ARN bao gbm,
vi du, ADN bd gen, ADN bod sung (CADN), 1a dai di¢n ADN cua mARN, thuong thu
dugc bang cach phién ma ngugc hodc khuéch dai ARN thong tin (mARN), cac phén

tr ADN dugc tao ra béng cach téng hop hodc béng cach khuéch dai, va mARN.

Thuat ngit “axit nucleic” bao gdm céc axit nucleic sgi kép hodc soi ba cling
nhu cic phan tr sgi don. Trong axit nucleic soi kép ho#c s¢i ba, cac soi axit nucleic
khong can phai cing pham vi (nghia 13, céc axit nucleic sgi kép khong can phai la sO1

kép doc theo chidu dai ddy du cua ca hai soi).

Thuat nglr “axit nucleic” cting bao gdm bién do6i hoéa hoc bat ky cua ching,
nhu bang cach metyl hoa va/hodc bang cach tao mi. Céc bién ddi axit nucleic co thé
bao gdm bd sung cac nhom héa hoc mang lai dién tich bd sung, tinh phan cuc, lién
két hydro, tuong tac tinh dién hodc chirc nang khac d6i voi cac bazo cua axit nucleic
riéng 1€ hodc cho toan bd axit nucleic. Nhiing bién ddi nhu vay co thé bao gdm nhirng
bién ddi bazo nhu bién doi duong vi trf 2', bién doi pyrimidin vi tri 5, bién doi purin
vi tr 8, bién ddi & cac amin ngoai vong xytosin, thay thé 5-bromo-uraxin, bién doi
lien két khung va két hop bit cip bazo bat thuong nhu cdc isobazo isoxytidin va

isoguanidin.

Céc axit nucleic ¢6 thé duoc tao ra thong qua quy trinh tdng hop hoa hoc hoan
chinh, nhu téng hop hda hoc qua trung gian pha ran, tir nguén sinh hoc, nhu phan lap
tir loai bat ky tao ra axit nucleic, tir cac quy trinh lién quan dén viéc xur ly axit nucleic
béng cac cong cu sinh hoc phén tir, nhu sao chép ADN, khuéch dai béng PCR va

phién ma nguoc, hodc tur su két hop cua cac quy trinh nay.
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Nhu duoc st dung & day, thuat ngir “bd sung” chi kha ning bat cap chinh xé4c
gifta hai nucleotit. Nghia Ia, néu nucleotit tai mot vi tri nhét dinh cta axit nucleic c6
kha ning tao lién két hydro véi nucleotit ciia mot axit nucleic khac thi hai axit nucleic
duoc coi 1a bd sung v6i nhau tai vi tri do. Su bd sung gitta hai phan tt axit nucleic s¢i
don c6 thé 12 “mot phan”, trong d6 chi mot s& nucleotit lién két hodc c6 thé hoan toan
khi ton tai su bd sung toan bo gitta cac phén tir sgi don. Muc do bd sung gifta céc sgi
axit nucleic c6 anh huéng dang ké dén hidu qua va do bén cta viéc lai gifta cac soi

axit nucleic.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngit “doan mdi” chi oligonucleotit mach théng
ngén lai véi trinh tu axit nucleic muc tiéu (vi du: khuén ADN can khuéch dai) dé lap
trinh phan ung tong hop axit nucleic. Poan moi c6 thé 1a oligonucleotit ARN,
oligonucleotit ADN, hodc trinh tur kham. Doan mdi c6 thé bao gé)m nucleotit tu nhién,
tdng hop hodc bién dbi. Ca gi6i han trén va gioi han dudi ciia chiéu dai doan moi déu
duoc x4c dinh bing thuc nghiém. Gidi han dudi vé do dai doan moi la do dai t6i thiéu
cAn thiét dé tao thanh soi kép 6n dinh khi lai voi axit nucleic muc tiéu trong diéu kién
phan Ung khuéch dai axit nucleic. Cac doan moi rdt ngan (thuong dai it hon 3
nucleotit) khong tao thanh cdc so1 kép on dinh vé mat nhiét dong hoc véi cdc axit
nucleic dich trong cac diéu kién lai nhu vay. Gidi han trén ndi chung dugc xac dinh
boi kha ning tao thanh s¢i kép ¢ ving khdc voi trinh tu axit nucleic dd xac dinh
truée. No6i chung, chiéu dai ctia doan mdi thich hop c¢6 thé dao dong tr khoang 3

nucleotit dén khoang 50 nucleotit.

Nhu duge st dung & ddy, thut ngit “mau do” chi axit nucleic ¢6 kha nang lién
két véi axit nucleic muc tiéu c6 trinh tu bd sung thong qua mot hodc nhiéu loai lién
két hoa hoc, noi chung la thong qua sy ghép cap bazo bd sung, thudng 1a thong qua
su tao thanh li€én két hydro, do do¢ tao ra cAu tric soi kép. Cac mAu do lién két hodc lai
v6i “céc vi tri gén két véi mau do”. Cu thé, khi mu do lai v6i muc tiéu bo sung véi

mau do, mau do ¢ thé duoc danh dau bé‘mg chét ddnh diu c6 thé phét hién dugc dé
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tao thudn loi cho viéc phat hién mau do. Tuy nhién, theo cach khac, mau do c6 thé
khong dugc danh dau, nhung cé thé duoc phét hién béng cach lién két dic hiéu voi
phéi tr dugc danh dau, truc tiép hodc gian tiép. Mau do ¢c6 thé thay dbi kich thude
dang k&. Cac mAu do thuong c6 chiéu dai it nhat 1a tir 7 dén 18 nucleotit. Cac mau do
khac c6 chiéu dai it nhit 1a 20, 30 hodc 40 nucleotit. Van con nhitng mau do khac dai
hon mot chat va c6 do dai it nhét 14 50, 60, 70, 80 ho#c 90 nucleotit. Tuy nhién, céc
mau do khéc dai hon nhidu va cé do dai it nhit 100, 150, 200 hodc nhiéu hon 200
nucleotit. Cac mau do ciing ¢6 thé co chiéu dai trong pham vi bat ky duoc giéi han

boi gia tri bat k¥ trong s6 cac gid tri néu trén (vi du, chidu dai 15 dén 20 nucleotit).

Nhu duoc str dung & day, thudt ngit “lai” chi sy tao thanh axit nucleic so1 doi
bang lién két hydro gifta céc axit nucleic sgi don 6 trinh tu nucleotit bd sung va duoc
st dung thay thé cho nhau v6i thuat ngi “gan”. Theo nghia rong hon mot chut, lai
khong chi bao gom truomg hop trong d6 trinh tu nucleotit gitra hai soi don bd sung
hoan toan (bat cip hoan hdo), ma con dac biét bao g0m trudng hop trong d6 mot s6

trinh tw nucleotit khong bd sung (bat cap sai).

Nhu dugc st dung & ddy, thudt ngtt “mau” chi hop phéan c6 chira hodc dugce
cho la ¢6 chira muc tiéu va can phén tich, va ¢o thé 12 mau duoc thu thap tu bat ky
mot hodc nhiéu nguén duoc chon loc tu chét 1ong, dat, khong khi, thuc phém, chét
thai, cac chét ¢6 nguén géc tr nguoi, rudt dong vat, mé dong vat va thuc vat, nhung
sang ché khong chi gigi han ¢ do. V& van dé nay, chat long c6 thé 1a nudc, mau, nuéc
tiéu, nude mat, md hoi, nudc bot, bach huyét, dich ndo tuy va nhiing thtr tuong tu,
nudc bao gém nudc song, nudc bién, nudc hd, nudc mua, va nhitng tht tuong tu,
chét thai bao gom nudc cdng, nudce thai va nhitng thtr twong tur, va cdc md dong vat
va thuc vat bao g{”)m ca md cua nguoi. Ngoai ra, md dong vat va thuc vét bao gém
cac mO nhu mang nhﬁy, da, vo ndo, long, vay, mit, ludi, ma, mong guéc, mod, mom,

ban chan, ban tay, miéng, nim v, tai va mdi.



43302 14/45

Tét hon 1a, mAu theo sing ché co thé 12 miu sinh hoc cin phén tich bang
phuong phép theo sang ché. Tét hon nita, mau c6 thé 1a mau tron v6i cac loai virut
hodc mau cua cé thé (vi du, nguoi, dong vét c6 vl va cd) bi nhiém virut, va mau sinh
hoc ¢é nguf‘m géc tur thuc vat, dong vat, nguoi, nam, vi khudn va virut ¢6 thé duoc
phan tich. Khi mau c6 ngudn gde tir dong vat c6 vl hodc ngudi duge phan tich, mau
¢6 thé duoc thu tir md hodc co quan cu thé. Cac vi du dai dién vé md bao gém mo
lién két, da, co hodc md than kinh. Vi du dai dién cho cdc co quan bao gﬁ”)m mat, ndo,
phéi, gan, 14 lach, tuy xuong, tuyén uc, tim, bach huyét, mau, Xxuong, sun, tuyén tuy,
than, tai mat, da day, rudt non, tinh hoan, buéng tring, t cung, truc trang, hé than
kinh, c4c tuyén va mach mau bén trong. Mau sinh hoc can phan tich bao gbm té bao,
md hodc chét 1ong bat ky c6 ngudn gbc sinh hoc hodc méi truong bat ky khac c6 thé
dugc phan tich theo sang ché, va bao gdbm cidc mau tir ngudi, dong vat hodc thuc
phém duoc ché bién dé ngudi hodc dong vat tiéu thu. Ngoai ra, mau sinh hoc can
phan tich bao gdm cac mau dich co thé va cac vi du vé chung bao gém, nhung khong
chi gid1 han ¢, mau, huyét thanh, huyét tuong, bach huyét, stta me, nudc tiéu, phén,
dich mat, nuéc bot, tinh dich, chét chiét xuat tir ndo (vi du: mau ndo b9), dich tuy

song, rudt thira, 14 lach va chat chiét xuat tir m6 amidan.

Theo sang ché, quy trinh khuéch dai c6 thé duogc thuc hién thong qua bat ky
loai phan tng chudi polymeraza (PCR) nao, nhung t6t hon 1a c6 thé st dung PCR bat

ddi xtimg.
Theo séng ché, trinh tu thé c6 thé c6 d¢ dai tir 5 bp dén 50 bp.
Theo sang ché, trinh ti thé c6 thé co ty 1¢ GC tir 20% dén 80%.

Theo sang ché, nhiét do nong chay cua trinh tu thé ¢o thé duoc diéu chinh theo

thanh phan hodc d6 dai cia trinh ty thé.

Theo sang ché, trinh tu thé co thé bd sung vdi trinh tu mau do hodc trinh tu

chtra trinh tu mau do.
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Theo séng ché, su khac biét gilta cac nhiét do nong chay khong bi giéi han cu
thé, midn 12 né c6 thé phan biét duoc trén dd thi phan tich, nhung tét hon 1a ¢6 thé
ndm trong khoang tir 2°C dén 40°C, tét hon 1a tir 5°C dén 30°C, va tét hon 1a 8°C dén

20°C.

Theo sang ché, trong quy trinh b), p bd mdi c6 kha ning phat hién p muc tiéu

twong rng co thé duoc dua vao thém (trong d6 p l1a s nguyén tir 1 dén 20), va

trong quy trinh c¢), mau do phat hién c¢6 kha nang lai véi tit ca p san pham

khuéch dai c6 thé duge dua vao thém.

Theo sang ché, mau do phat hién c6 thé 1a oligonucleotit, axit nucleic peptit
(PNA) hodc axit nucleic bi khéa (LNA), va c6 thé c6 chét chi thi (reporter) va chét

dap tat dugc gan vao cac dau doi dién cua chung.

Theo sang ché, axit nucleic peptit (PNA) 1a chit nhan biét gen, nhu axit
nucleic bi khoa (LNA) hodc axit nucleic morpholino (MNA), duoc téng hop nhéan tao
va c6 lién két khung bao g@)m polyamit. PNA rat tdt vé &i luc va tinh chon loc, déng
thoi ¢6 tinh dn dinh cao ddi v&i cac enzym phén giai nucleotit, va do d6 khong bi
phan cit béi cac enzym gi¢i han hién cd. Ngoai ra, PNA c¢ tinh chat nhiét/héa hoc va
d6 6n dinh tuyét voi, do d6 viéc luu trit chung rat d& dang va PNA khéng dé bi phan
hiy. Ngoi ra, 4i luc lién két PNA-ADN cao hon nhiéu so v6i i luc lién két ADN-
ADN., va do d6 c6 su khac biét vé nhiét do nong chay (Tm) trong khoang 10°C dén
15°C ngay ca khi c6 su bat cap sai mot nucleotit. St dung sy khac bi¢t nay vé &l luc
lién két, cac da hinh nucleotit don (SNP) va cac thay ddi nucleotit chén/mét (InDel)

c6 thé duoc phat hién.

Gi4 tri Tm ciing thay dbi tiy thudc vao su khac biét gitra axit nucleic cua mau
dd PNA va ADN lién két bd sung v6i no, va do do, viéc phat trién cdc k§ thuat ing

dung str dung mAu do PNA la d& dang. M3u do PNA dugc phan tich bang phan tng
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lai khac v6i phan Gng thiy phin ctia mau do TaqMan va cdc mau do c¢6 chic ndng

tuong tu nhu cua mau do PNA bao gém mau do dén hiéu phan tir va mau do bo cap.

Theo sang ché, mau do PNA khong bi gi6i han, nhung ¢6 thé c6 chét chi thi
hogc chét dap tét bi lién két voi no. Miu do PNA theo sang ché, bao gdm chat chi thi
va chat dép tat tao ra tin hiéu huynh quang sau khi lai v6i axit nucleic muc tiéu va khi
nhiét do tang 1én, mau do PNA dugc lam tan chay nhanh chong voi axit nucleic muc
tiéu & nhiét do nong chay thich hop cta no, va do do6 tin hiéu huynh quang bi dép tit.
Thong qua phén tich duong cong néng chay c6 do phan giai cao thu dugc tur tin hi€u
huynh quang theo sy thay dbi nhiét do, c6 thé phat hién sy ¢6 mat hodc khong cé mit

axit nucleic muc tiéu.

Vat liéu huynh quang c6 thé lién két v6i mau do theo sang ché, bao gdm, & céc
dAu ddi dién cua no, chit chi thi va chit dap tit c6 kha nang dap tat huynh quang cua
chét chi thi, va c6 thé bao gdm vat liéu huynh quang xen k&. Chét chi thi ¢6 thé 1a mot
hodc nhiéu chit duoc chon tir nhom bao gém 6-cacboxyfluorescein (FAM), HEX,
Texas Red, JOE, TAMRA, CY35, CY3 va Alexa680, va la chét dap tat, 6-
cacboxytetrametyl-rhodamin (TAMRA), BHQ1, BHQ2 hoéc Dabcyl dugc st dung la
t5t hon, nhung sang ché khong chi gigi han & d6. Vét liéu huynh quang xen k& c6 thé
dugc chon tir nhém bao gdm acridin homodime va cac dan xuét ctia chiing, acridin da
cam va cdc din xudt cua ching, 7-aminoactinomyxin D (7-AAD) va céc dan xuét cia
chung, actinomyxin D va cic dan xudt cua ching, 9-amino-6-cloro-2-metoxyacridin
(ACMA) va céc din xudt ctia chung, DAPI va cic din xuit clia chung,
dihydroetidium va céc din xuit cua chung, etidium bromua va cac din xuét cia
chung, etidium homodime-1 (EthD-1) va cac dan xuat ctia ching, etidium homodime-
2 (EthD-2) va céac dan xudt cua chung, etidium monoazit va cac dan xuat cta chung,
hexidium iodit va cac dan xudt cia chung, bisbenzimit (Hoechst 33258) va cac dan
xuét cta ching, Hoechst 33342 va cic din xuét cua chung, Hoechst 34580 va cdc dan

xuét cta ching, hydroxystilbamidin va cdc dan xudt cta ching, LDS 751 va cc dan
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xuét cua chung, propidium iodit (PI) va cc dan xuat ctia ching, va cac dan xuat cia

thudc nhuoém Cy.

Theo séng ché, phan tich dudong cong néng chay huynh quang (fluorescence
melting curve analysis - FMCA) dugc sir dung lam phwong phap phan tich phan ng
lai va dugc thuc hién béng cach phan loai, dua trén nhiét do nong chay, su khac biét
vé do bén lién két gitta cac san phadm duoc tao ra sau khi hoan thanh PCR va mau do
duoc dua vao. Khong gidng nhu cac miu do phét hién SNP khac, thiét ké cia mau do
rat don gian dé mau do dugc tao ra bang cach str dung cac trinh tw nucleotit 11 dén 18
me ¢6 chira SNP. Do d6, dé thiét ké mAu do c6 nhiét do néng chay mong mudn, gid
tri Tm co thé duoc diéu chinh theo chiéu dai cia mau do PNA, va ngay ca trong
truong hop cac mau do PNA c6 cung chidu dai, gi4 tri Tm ¢6 thé dugc diéu chinh
bing cach thay doi cac mau do. Vi PNA c6 do bén lién két cao hon ADN va c6 gid tri
Tm co ban cao. nén co thé thiét ké PNA c6 chidu dai ngin hon ADN, dé c6 thé phat
hién ngay ca nhitng SNP gan ké v6i nd. Trong phuong phap HRM thong thuong, su
khac biét v& gia tri Tm thép nhét la khoang 0,5°C, do d6 can phai c6 chuong trinh
phan tich b sung hodc nhiét do thay ddi phut va rét khé thuc hién phan tich khi xut
hién hai hodc nhiéu SNP. Nguogc lai, mau do PNA khong bi anh hudng bai cac SNP

ngoai trinh tw mau do, va cho phép phan tich nhanh chong va chinh xac.

Theo phuong an lam vi du cua sang ché, viéc phat hién sén pham khuéch dai
duoc hop nhat duoc thuc hién thong qua PCR thoi gian thuc, va vé van dé nay, co thé
dugc thuc hién béng cach chi thu dugc duong cong khuéch dai theo do khuéch dai
cta san pham khuéch dai hop nhat dé do gid tri ngudng chu ky (Ct), chi thu dugc
duong cong néng chdy sau phan ung chudi polymeraza dé do dinh néng chay bing
mau do, hodc thu duoc ca dudong cong khuéch dai va dudong cong nong chay va thu

hai két qua cling nhau, nhung sang ché khong chi gi6i han & do.

Vi san phém khuéch dai hop nhét duoc khuéch dai sém do su hién dién cua

axit nucleic muc ti€u trong mau, lugng tin hiéu dugc tao ra boi mau do phat hién tang
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sém, va do dé, sb chu ky can thiét dé dat dén ngudng giam xubng dé do gia tri Ct
thép, gi4 tri nay co thé duogc st dung dé x4c dinh su c6 mit hay khong c6 mit cua axit
nucleic muc tiéu. Ngoai ra, phan tich dudng cong néng chay thuong duge thuc hién
sau quy trinh khuéch dai axit nucleic ctia phan tmg chudi polymeraza thoi gian thuc,
va mau tin hiéu dugc do trong khi nhiét do cia miu dugc tang 1én véi toc d6 0,3 dén
1°C trong 1 dén 10 gidy lén dén nhiét do cao (xdp xi 75°C dén 95°C) sau khi ha
xubng nhiét d6 thép (xdp xi 25°C dén 55°C) hodc duge ha xudng véi toe do 0,3 dén
1°C ctt sau 1 dén 10 gidy xudng nhiét 6 thip sau khi dugc néng 1én nhiét do cao. Khi
san phém khuéch dai hop nhét duoc khuéch dai, su thay ddi dang tin hiéu xut hién
xung quanh nhiét d¢ néng chay (Tm) cua mau do lién két v6i san pham khuéch dai
hop nhat thong qua phén tich duong cong néng chay va cé thé duoc phan tich bang

cach str dung dinh nong chay dé xac dinh san phém khuéch dai hop nhat.

Sang ché ciing dé xuat hop phin PCR d phét hién da muc tiéu, bao gom:

i) n bd moi c6 kha ning khuéch dai n muc tiéu twong (mg; va

ii) mau do phat hién c6 kha nang lai v6i n san phim khuéch dai duge khuéch
dai bing n bd mdi (trong d6 n 1a s6 nguyén tir 2 dén 20),

trong d6 moi bd trong s6 n bd mdi bao gdm doan moi xudi va doan mdi ngugc
bao gém trinh tu thé, va

trinh tu thé duoc thiét ké sao cho nhiét do néng chay cua n san phém phan Ung
lai la khac nhau.

Theo sang ché, hop phan PCR c6 thé bao gdm thém p bo modi c6 kha nang phat
hién p muc tiéu tuong Ung (trong do p 1a s6 nguyén tir 1 dén 20), va c6 thé bao gom
thém mau do phat hién c6 kha nang lai véi tat ca p san pham khuéch dai.

Sang ché ciing dé xudt kit dé phét hién da muc tiéu.

Theo sang ché, kit c6 thé tuy ¥ bao gdm cac chét phan tng can thiét cho phan
tng khuéch dai axit nucleic muc tiéu (vi du, phan tng chudi polymeraza), nhu chat
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dém, ADN polymeraza, ddng yéu té ADN polymeraza va cac deoxyribonucleotit-5-
triphosphat (dNTP). Tuy y, kit theo sang ché ciing c6 thé bao gdm cac phan tir
oligonucleotit khac nhau, enzym phién ma ngugc, cac chdt dém va chat phan tng
khac nhau, va cac khang thé dé trc ché hoat dong cua cdc ADN polymeraza. Ngoai ra,
lwong chét phan tng tdi wu duoc st dung trong phan ung cu thé cua kit c6 thé duoc
xé4c dinh dé dang bang k¥ ning thong thuong trong linh vire nay. Thong thuong, thiét
" bi theo sang ché ¢ thé duoc san xudt trong goi hodc ngan riéng biét bao gdm céc

thanh phin da dé cap & trén.

Theo mdt phuong an, kit nay co thé bao gdbm phuong tién mang duoc phén
ying dé chira miu, binh bao gdm chat phan tng, binh bao gdm muc tiéu thay thé va

doan mdi, va binh bao gdm mau do dé phat hién cdc san pham khuéch dai.

Phuong tién mang phu hop dé chira mot hoac nhiéu binh nhu chai va 6ng, va
mdi binh chira bao gdm céc thanh phan doc 1ap duoc str dung trong phwong phép cia
sang ché. Trong bin mo ta sang ché, mot ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc

nay c6 thé dé dang phan phéi cac chat phan tmg can thiét trong c4c binh.

Trong khi d¢, theo sang ché, mong doi rang mirc do bieu hién cua cac gen muc
tiéu so voi gen tham chicu c6 thé duoc so sanh va phén tich bang cach su dung

phuong phép phat hién.

Theo sang ché, dé xac nhan xem c6 thé phan tich mtc do biéu hién cua gen
muc tiéu so v6i gen tham chiéu hay khong, gen tham chiéu va gen muc tiéu da duoc
khuéch dai béng cac bo mdi tuong Ung, moi bd bao g(‘)m trinh tu thé, va sau d6 duong
cong néng chay dugc phén tich bang mot mau do phat hién duy nhét dé xac dinh
nhiét d6 ndéng chay ma tai do tat ca gen tham chiéu va gen muc tiéu déu c6 thé phat
hién duoc va nhiét dd néng chay ma tai d6 chi cidc gen muc ticu ¢ thé phat hién

duoc, va gid tri Ct & nhiét d§ nong chay twong ing duoc so sanh va phan tich.
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Nghia 13, theo mdt phuwong an cua sang ché, p-actin dugc dat lam gen tham
chiéu, PD-1 va PD-L1 duogc dat lam gen muc tiéu, cADN dugc diéu ché tr mARN
cua cac dong té bao Hee827, MDA va MRCS, mdi gen dugce khuéch dai bang cac
doan mdi bao gém trinh tu thé, mau do phat hién c6 khé nang lién két v4i cac trinh tu
thé da duogc lai véi cac san pham khuéch dai, va sau d6 dudng cong néng chay duoc
phan tich, va tir két qua phan tich, khang dinh rdng nhiét d0 ma tai d6 p-actin va PD-
1/PD-L1 ¢6 thé phat hién dugc dong thoi 1a 50°C va nhiét d tai d6 chi PD-1/PD-L1

¢6 thé phat hién dugc 1a 58°C.

Sau d6, gia tri Ct ¢ mdi nhiét dd duge do va két qua cua viéc so sanh va phan
tich su khac biét giita chung, khing dinh rang, dua trén su biéu hién cua B-actin va
PD-1/PD-L1 trong cac té bao MRC5 trong d6 PD -1/PD-L1 thung duoc biéu hién,
PD-1/PD-L1 duoc biéu hién trong Hee82 nhiéu hon twong tmg 1a tdm 1an/18 lan, so
vl B-actin va duogc biéu thi trong MDA nhiéu hon nim 14n/55 lan so v&i B-actin

(xem Hinh 6 va Hinh 7).

Do d6, mot phuong an khac cua sang ché d& xuét phuong phap phén tich muc

d6 biéu hién cua nhiéu gen muc tiéu, bao gé)m:

a) thu thu vién cADN tu mau chira da muc tiéu;

b) khuéch dai gen tham chiéu va cac gen muc tiéu bang bo moi ¢6 kha nang
khuéch dai gen tham chiéu va n bo mdi c6 kha nang khuéch dai twong rng n gen muc
tiéu (trong d6 n 1a sd nguyén tir 2 dén 20);

¢) lai céc san pham khuéch dai v&i mau do phat hién c6 kha nang lai vé6i tat ca
céc san pham khuéch dai cia gen tham chiéu va cdc n san pham khuéch dai;

d) phén tich duong cong néng chay cua cac san pham phan tng duge lai trong

quy trinh ¢); va
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e) so sanh va phéan tich cac gié tri Ct & nhiét d0 néng chay ma tai do6 gen tham
chiéu va gen muc tiéu c6 thé duoc phat hién dong thoi va & nhiét dd néng chay ma tai

do chi gen muc tiéu mdéi co6 thé phat hién dugc,

trong d6 moi bo trong s6 n by modi bao gdm doan moi xudi va doan mdi nguoc

bao gdm trinh tur thé, va

trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét dd néng chay ctia n san phdm phan ting

lai 1a khac nhau.

Theo sang ché, viéc so sanh va phén tich céc gia tri Ct ciia quy trinh €) c6 thé

duoc thuc hién béng cach:

i) thu dugc sy khac biét gitra gia tri Ct & nhiét d§ néng chay ma tai d6 gen
tham chiéu va gen muc tiéu co thé duoc phét hién déng thoi va gia tri Ct & nhiét do

nong chay ma tai do chi gen muc tiéu co6 thé phat hién duoc;

i) chuyén ddi su khac biét giita cac gia tri Ct bang cach st dung Phuong trinh
1 bén dudi; va

Phuong trinh 1: gid tri duoc quy d6i = 2°(gia tri Ct & nhiét do nong chay ma
tai d6 chi gen muc ti€éu mé1 co thé phat hién dugc - gid tri Ct ¢ nhiét do nong chay ma
tai d6 gen tham chiéu va gen muc tiéu c6 thé phat hién dong thoi) cia doi
chimg/2"(gi4 tri Ct & nhiét do néng chay ma tai d6 chi gen muc ti€u mai ¢ thé phat
hién dugc - gid tri Ct ¢ nhiét do nong chay ma tai d6 gen tham chiéu va gen muc tiéu

c6 thé phat hién dong thoi) cia nhom thi nghiém

iii) xac nhan cdc muc dd biéu hién so véi gen tham chiéu thong qua gia tri
duoc quy doi.

Theo sang ché, thu vién cADN c¢6 thé duogc thu tr mau bé‘mg cach st dung céc
phuong phép khac nhau da biét, va tét hon 1a, thu vién cADN ¢6 thé duoc thu tir

mARN duoc chiét xuat thong qua PCR phién ma nguoc (RT-PCR).
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Theo sang ché, & chén doan va didu tri bénh ung thu, nhoém thit nghiém hodc
gen muc tiéu co thé 1a mot hodc nhidu gen bt ky duge chon tir nhém bao gbém PD-1,
PD-L1, CTL4, LAG3, TIM3, BTLA, TIGIT, VISTA, KIR, A2AR, B7-H3, B7-H4,
CD277 va IDO, hodc c6 thé 1a mot hoic nhiéu gen bat ky dugc chon tr nhém bao
odbm miR-17, miR-18a, miR-20a, miR-21, miR-27a va miR-155, nhung séng ché
khong chi giéi han & do.

Theo sang ché, gen d6i chimg hoidc gen tham chiéu c6 thé 1a mot hodc nhiédu
gen giit nha bét ky duge chon tir nhém bao gbm B-actin, a-tubulin va GAPDH, nhung
sang ché khong gidi han & do.

Vi du thwc hién sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon v6i tham chiéu dén cic vi du sau.
Déi v6i nhitng ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thudt nay, s& thay r6
rang nhimng vi du nay chi duoc dua ra nhdm muc dich minh hoa va khong nén duoc
hiéu 1a giéi han pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: Phat hién 6 loai virut va 5 loai vi khuan gdy bénh viém mang ndo
Phat hién 6 loai virut gdy bénh viém mang ndo (HSV-1, HSV-2, VZV, CMV,
EBV va HHV-6), va 5 vi khuin giy bénh viém mang ndo (Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenza, Listeria monoxytogenes, Lién cau khudn nhoém
B va Neisseria meningitides), cac doan mdi xudi, doan moi nguoc, mdi doan bao gém

trinh tu thé, va cac mau do huynh quang PNA chic ning kép duoc cung cip (xem

Bang 2 va Bang 3).
Bang 2
SEQIDNO:  Tén Trinh tur (5'-3' Muc tidu
1 V1-F GCTGTTCTCGTTCCTCACTGCC
HSV-1
2 VI-R | TG AAAATGCGAGTGTCCATACCCTAC
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CCGCGTTCGGAC
3 V2-F CGCCAAATACGCCTTAGCAGAC
] var | ICAAAATGGAAGTGICAGGTTCTTCC HSV-2
- CGCGAAATCG
5 V3-F | CCTTCAATTGCTTGGCGGACTCGG
) yap | TGATAATGCAAGICTCACAAGATGAG VZV
CGAGTGTACCGATG
7 V4-F | GCTGTAACTGTGGTTTCCATGACG
. vap | TGAAAATGCAAGTGICCGTGTGGCTT CMV
i ACCTGCTGCC
9 V5-F | AGCGGGGTATGAGCTTTCCTGTTAC
" vsp | TCAAAATGCAAGTGICCAGTCGGGCG EBV
) AAATCTGTGTACC
1 V6-F | GATATCGGATCGCAACAAGACCTCG
> ver |IGAAGATGGAAGTGICTCCGTTGCGT HHV-6
AATATGTCAAGGATGC
13 B1-F GGTCAATTCCTGTCGCAGTACC
Streptococcus |
y o n | CATGIGCCTACACCIGGTCCAAACAG | preumoniae
CCTTAGGTCTTATGG |
15 B2-F GTACGCTAACACTGCACGACG
Haemophilus |
y ) r | CATGIGCATACACCIGGTAACACTGA | influenza
TGAACGTGGTACACCAG |
17 B3-F | GTTGACCGCAAATAGAGCCAAGC Lo |
Steria
8 BAR CATGTGCCTACACGAGGTATTAGCGA |Monoxytogene,
) GAACGGGACCATCATG s
19 B4-F CAGCAACAACGATTGTTTCGCC Litn ol
en cau
20 B4A-R khudn nhém B

CATGTCCATACACCTGCTTCCTCTTTA
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GCTGCTGGAAC
21 B5-F | GCACACTTAGGTGATTTACCTGCAT
Neisseria
- BSR CATATCCCTACACCTGCCACCCGTGTG| meningitides
) GATCATAATAGA |

Céc chir cai duogc gach chén; trinh ty gén thé & dau 5' ctia doan mbi ngugce
Bang 3

Trinh tu mau do

SEQ ID NO: Tén Trinh tu (5'-3") Huynh quang
23 Phat hién PI | CAT GTG CCT ACA CCT G FAM
24 Phat hién P2 | TGA AAA TGC AAG TGT C TxR

Thi nghiém phan tmg chudi polymeraza thoi gian thuc da dugc thuc hién bing
cach su dung PCR bat dbi xung dé tao ra cac axit nucleic muc tiéu soi don. Cac diéu
kién PCR bét dbi xtng nhu sau: dung dich dém 2X SeaSunBio Real-Time FMCA™
(SeaSunBio, Han Quéc); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP; 1,0U Taq polymeraza; 0,05
UM doan mdi xudi (xem Bang 2); va 0,5 uM doan mdi nguoce (xem Bang 2) (PCR bét
ddi xtmg), va 0,5 ul cua cac mau do PNA huynh quang (xem Bang 3) duoc thém vao
thé tich cubi cing 12 20 pl dé tién hanh phan tich PCR thoi gian thuc va cc diéu kién

phan tich va phén tich duong cong néng chay dugc thé hién trén Hinh 2.

Két qua, nhu duoc minh hoa trén Hinh 3, da xac nhan rdng c6 thé phat hign

duoc 5 loai vi khuin va 6 loai virut gdy bénh viém mang néo.

Ngudn goc ctia ting loai virut va timg loai vi khuén duoc trinh bay trong Bang
4 duai day.

Bang 4

Nguon goc cua cac virut va vi khuéan
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SH Tén Ngudn gbc

1 Streptococcus pneumoniae ATCC27336

Neisseria meningitidis

2 ATCC13100

3 Haemophilus influenzae ATCC19418

4 Listeria monoxytogenes ATCC15313

5 Streptococcus agalactiae ATCC14364

6 Virut Herpes & nguoi 1 KBPV-VR-52

7 Virut Herpes & nguoi 2 KBPV-VR-53

8 Virut Varicella zoster Pnl Huyét tuong AMX VZV, Acrometrix
9 Virut Epstein-Barr Bang Acromatrix

10 Virut xytomegalo & nguo1 KBPV-VR-7

. Virut Herpes & ngudi 6 Virut HHV-6 Tiéu V:;Ih{uén qubc té s 1 cua

Vi du 2: Phéan tich mtc do biéu hién gen
2-1. X4c dinh nhiét d6 noéng chay cua cac nhoém d6i chung va thi nghiém

Pé so sanh su biéu hién gen, cac dong té bao chuan Hec827, MDA va MRC5
da duoc chon (EA. Mittendorf va cong sw., 2014, RHJ Janse va cong sw, 2018, H
Soliman va cdng sir, 2014), va cADN duge téng hop tir ARN duoc chiét xudt tir cac
dong té bao twong tmg bang cach st dung kit SuperiorScrip III phién mad ngugc
(Enzynomics, RT006). Cac didu kién dé tong hop cADN nhu sau: dung dich dém 5x
Fist-Strand, 200 don vi enzym phién ma ngugc SuperiorScriptlll, 0,5 mM hon hop
dNTP, 10 mM DTT, 4 uM oligo dT, 20 don vi chét tc ché RNaza duoc thém vao
tong thé tich 20 pl dé khién phan tng xay ra & 37°C trong 5 phut, 50°C trong 1 gio va
70°C trong 15 phut.
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Dé phan tich su biéu hién gen, cac doan moi cua gen tham chiéu va gen muc
tiéu dugc didu ché nhu duoc thé hién trong Bang 5. PCR dugc thuc hién trong hé
théng CFX96™Real-Time (BIO-RAD, Hoa Ky) bang cach s dung mau do huynh

quang PNA churc nang kép duoc tao ra theo Vidu 1.

Thi nghiém phan tng chudi polymeraza thoi gian thue da dugc thuc hign bang
cach st dung PCR bat dbi xing dé tao ra cac axit nucleic muc tiéu soi don. Céc diéu
kién PCR bit dbi xtmg nhu sau: dung dich dém 2X SeaSunBio FMCA™Real-Time
(SeaSunBio, Han Quéc); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP; 1,0U Taq polymeraza; 0,05
uM doan moi xudi (xem Bang 2); va 0,5 uM doan moi nguge (xem Bang 2) (PCR bat
di xtmg), va 0,5 ul ctia cdc mau do PNA huynh quang (xem Bang 3) dugc thém vao
thé tich cudi cting 1a 20 pl dé tién hanh phan tich PCR thoi gian thuc va diéu kién
phan tich va phén tich dudng cong néng chay dugc minh hoa trén Hinh 4.

Dé xéc dinh nhiét do gén thich hop cho viéc phan tich gid tri Ct cua B-actin va
PD-1/PD-L1, c4c diéu kién phat hién ctia PD-1/PD-L1 duge dit ¢ 54°C dén 60°C va
didu kién cho B-actin va PD-1/PD-L1 c6 thé phét hién dong thoi duoc dit & 48°C dén
52°C va tién hanh phan tich, tir ¢6 x4c nhan rang 50°C va 58°C 1a nhiét do thich hop
nhit dé phan tich (xem Hinh 5).

Bang 5

Trinh tu doan moi

SEQ ID NO: Tén Trinh tu (5'-3") Muc tiéu
25 B-actin-F GCACTCTTCCAGCCTTCC B-actin

, TGAAAATGGAAGTGTCAGCACTG ,
26 B-actin-R B-actin

TGTTGGCGTACAG
27 PD-1-F | CAGAGCTCAGGGTGACAGAGAG PD-1
TGAAAATGCAAGTCTCCCACGAC
28 PD-1-R PD-1

ACCAACCACCAGG
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29 PD-L1-F | TGCTGAACGCATTTACTGTCACGG PD-L1
TGAAAATG GTCTC
30 PD-LI-R AAAATGCAAGTCTCACCATAGC PD.L1
TGATCATGCAGCGGTA

Céc chit cai dugc gach chan; trinh tu gin thé & dau 5' ctia doan mdi nguoc

2-2. Phén tich muc dd biéu hién cia cidc nhém dbi ching va thir nghiém

Dé do cac gia tri Ct & nhiét do néng chay 50°C va 58°C xédc dinh dugc bang
phuong phép cta Vi du 2-1, PCR thoi gian thyc duoc thuc hién béng cach su dung
c4c vat liéu nhu trong Vi du 2-1 trong cac diéu kién duoc thé hién trén Hinh 6, va sau
d6 mirc d6 biéu hién gen duoc phan tich bing phuong trinh bén dudi:

Phuong trinh dé phan tich mtrc do biéu hién gen: 2/(Ct58-Ct50) clia gen tham
chiéu/2"(Ct58-Ct50) ciia gen muc tiéu

Tur céac két qua. nhu dugc minh hoa trén cdc Hinh 7 va Hinh 8, xac nhan réng
gen PD-1 va PD-L1 cho thdy su khéc biét vé& mirc dd biéu hién trong té bao HCC-827
va MDAMB-231, so v&i dong té bao MRC-5 1am ddi ching.

Ngudn gdc cua cdc dong té bao duoc thé hién trong Bang 6.

Bang 6

Cac nguodn goc cua dong t€ bao

S6 Tén dong té bao Ngudn gbc

1 MRC-5 KCLB10171
2 HCC-827 KCLB70827
3 MDAMB-231 ATCC HTB-26

Mic du cac phuong an cu thé cua sang ché da duoc md ta chi ti€t, nhung doi
v61 nhitng ngudi c6 hicu biét trung binh trong linh vuc nay s€ thay rd rang cac mo ta

chi tiét d6 chi dugc dua ra nhim muc dich minh hoa va khong nham muc dich gidi
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han pham vi cua sang ché. Do do, pham vi thuc chét cta sang ché nén duogc xac dinh
b&i cac diém yéu cdu bao ho kém theo va céc dang twong duong cla né.
Khi ning tng dung trong cong nghiép

Phuong phap phat hién da muc ti€u theo sang ché cho phép phat hién da muc
tiéu bing cach st dung mot mau do duy nhét, va do d6 rat hiru ich dé phat hién da
muc tiéu vi kha ning duong tinh gia dugc giam va da muc ti€u ¢ thé phat hién dugc

vGi d6 nhay cao va toc do nhanh.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phap phat hién da muc tiéu, phuong phap nay bao gdm céc budc:

a) thu ADN tir mau chtta da muc tiéu;

b) khuéch dai nhiéu axit nucleic muc tiéu béng cach st dung n bd mdi c6 kha
nang khuéch dai twong ing n nhiu axit nucleic muc tiéu (trong d6 n 1a sb nguyén tir
2 dn 20);

¢) lai n san pham khuéch dai v6i mot mau do phét hién duy nhat c¢6 kha ning
lai v6i n san phim khuéch dai; va

d) phén tich duong cong noéng chay cua tung san pham trong sb n san pham
phan mg dugc lai trong quy trinh ¢) dé xac dinh su c6 mat hodc khong c6 mat cta
axit nucleic muc ti€u,

trong d6 mdi bd mdi trong sé n bd mdi bao g6m

doan mdi xudi va doan mdi nguoc bao g6m trinh tu the,

trong do trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét dd néng chay ctia n san phém
phan ung lai la khac nhau.

2. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 su chénh léch nhiét d6 nong chay nim trong
khoang tir 2°C dén 40°C.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 & budc b), p bd mdi c6 kha nang phat hién p
muc tiéu tuong Gng (trong do p la s6 nguyén tir 1 dén 20) dugc dua vao thém, va
trong budc ¢), mau do phat hién c6 kha ning lai véi tat ca p san pham khuéch dai
dugc dua vao thém.

4. Phuong phap theo diém 1 hoac diém 3, trong d6 mau do phit hién la
oligonucleotit, axit nucleic peptit (peptide nucleic acid - PNA), hodc axit nucleic bi
khoa (locked nucleic acid - LNA), va & cic dau doi dién ctia né, c6 chat chi thi va

chat dap tat dugc lién két & do.
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5. Phuong phéap theo diém 4, trong d6 chét chi thi bao gdm mat hodc nhiéu chat duoc
chon tir nhém bao gém 6-cacboxyfluorescein (FAM), Texas Red, 2'.4'5.7'-
tetracloro-6-cacboxy-4,7-diclorofluorescein (HEX), va CY5.
6. Phuong phép theo diém 4, trong d6 chét dép tat bao gdm mot hodc nhiédu chét dugc
chon tir nhém bao gbm 6-cacboxytetrametyl-thodamin (TAMRA), BHQ1, BHQ2, va
Dabcyl.
7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc phén tich dudng cong nong chay duge
thuc hién bang phén tich duong cong néng chay huynh quang (fluorescence melting
curve analysis - FMCA).
8. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 viéc khuéch dai dugc thue hién béng phan Ung
chudi polymeraza (polymerase chain reaction - PCR) thoi gian thyc.
9. Phuong phép theo diém 1, trong do mau dugc chon tir nudec, dat, chit thai, thuc
pham, cac chat ¢6 ngudn gdc tir ngudi, rudt dong vat, mo dong vat va thuc vat.
10. Hop phan PCR dé phat hién da muc tiéu, hop phan PCR bao gom:

1) nbd mdi ¢6 kha ning khuéch dai n muc tiéu twong tng; va

ii) mau do phat hién c6 kha nang lai v6i n san phém khuéch dai duoc Khuéch
dai bang n bo moi (trong d6 n la s6 nguyén tir 2 dén 20),

trong d6 moi bo mdi trong s6 n bd mdi bao gdm doan mdi xudi va doan moi
ngugc bao gém trinh tu thé,

trong d6 trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét do néng chay cua n san phém
phan ung dugc lai la khac nhau.
11. Hop phan PCR theo diém 10, con bao gdm p bd moi ¢6 kha nang phat hién p
muc tiéu twong tng (trong do p 1a s6 nguyén tur 1 dén 20), va con bao gdm mau do
phét hién ¢6 kha nang lai v6i tit ca p san pham khuéch dai.

12. Phuong phap phan tich mtrc d§ biéu hién cla nhiéu gen muc tiéu, phuong phap
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nay bao gdm céc budc:

a) thu thu vién cADN tir mau chtra da muc tiéu;

b) khuéch dai gen tham chiéu va cac gen muc tiéu bing bd mdi c6 kha ning
khuéch dai gen tham chidu va n bd mdi c¢6 kha ning khuéch dai tuong tmg n gen muc
tiéu (trong do n la s6 nguyén tir 2 dén 20);

¢) lai cdc san pham khuéch dai v6i miu do phat hién c6 kha nang lai véi tat
c4 cac san pham khuéch dai cia gen tham chiéu va cac n san pham khuéch dai;

d) phén tich dudng cong néng chay cua cac san pham phan (mg dugc lai
trong quy trinh ¢); va

e) so sanh va phan tich céc gid tri Ct & nhiét d6 néng chay ma tai d6 gen tham
chiéu va gen muc tiéu c6 thé duoc phat hién dong thoi va & nhiét do néng chay ma tai
d6 chi gen muc ti€éu mo1 ¢o thé phat hién dugc,

trong d6 moi bd mdi trong sd n bd mdi bao gém doan mdi xudi va doan moi
ngugc bao gbm trinh tu thé,

trong do trinh tu thé dugc thiét ké sao cho nhiét 46 nong chay cta n san pham
phan ung dugc lai la khac nhau.

13. Phuong phép theo diém 12, trong d6 viéc so sanh va phén tich cac gia tri Ct cua
budc e) dugce thuc hién bé‘mg cach:

i) thu nhan su khéc biét gitta gia tri Ct ¢ nhi¢t do nong chay ma tai do gen
tham chiéu va cac gen muc tiéu ¢ thé duoc phat hién déng thoi va gia tri Ct & nhiét
dd nong chay ma tai d6 chi gen muc ti€u co thé phat hién duoc;

ii) chuyén ddi su khac biét gitra céc gid tri Ct bang cach su dung phuong trinh
1 bén dudi; va
phuong trinh 1: gid tri dugc quy dbi = 2/(gid tri Ct & nhiét d§ néng chay ma tai

do chi gen muc tiéu maéi ¢o6 thé phat hién dugc - gia tri Ct ¢ nhiét do ndng chay ma tal
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d6 gen tham chiéu va cdc gen muc tiéu co thév phat hién dong thoi) cta ddi
chimg/2”(gi4 tri Ct & nhiét d§ néng chay ma tai d6 chi gen muc ti€u mai c6 thé phat
hién duoc - gia tri Ct & nhiét d§ nong chay tai ma do gen tham chiéu va cac gen muc
tidu c6 thé phat hién ddong thoi) cia nhom thi nghiém

iii) xac nhan cac muc dd biéu hién so vé6i gen tham chiéu thong qua gia tri

duge quy doi.
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A. PHAT HIEN VI RUT VIEM MANG NAO

Dinh nong chay

A RFUYAT

Nhigt d3, C

Muc tidu Nhiét dé (°C)
EBV 68
CMV 64
HSV-1 57
HSV-2 53

VZV 48
HHV-6 37

B. PHAT HIEN VI KHUAN VIEM MANG NAO

Binh nong chay

Nhiét 4o, C

Muc tién leiéé)d@
S.preumoniae 65
S.agalactiae 61
L. monocytogenes 56
H.influenzae 51
N.meningitidis 43

HINH 4
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Ct-58°C Ct-50 °C
S hradch daf Sie kiuden dai
) = — |
-Chu Xy ) Chu ki v
2 Gia tri
z Ct50°C | Ct-58°C | Ave. ACt| 27ACt |dugc quy
, gsi
3 21,62 34 44
HeeB27 13,445 |11151,89|8,253465
4 21,62 35,69
“ 20,42 35,03
N MDA 14,04 | 16844,62 | 5464161
: ﬂ 20,36 33,83
e 20,68 37,18
MRC5 16,49 92041,7 1
20,5 36,98
HINH 7
Ct-58 °C Ct-50 °C
Su Ktuéen dat Sy Khudeh dar
= IR = ;
¢ C ” - .
Gia tri
Ctss | Cso |Ave act| 2nact [TUOCAWY
doi
B 29,46 20,45
Hce827 9,715 [840,4394118,96148
% 30,92 20,5
2773 20,9
. MDA 8,155 [285,0359|55,90867
o 29,68 20,2
""" 35,28 20,66
MRCS 13,96 1593598 1
33,91 20,61

HiNH 8
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DANH MUC TRINH TU

<110> SeasunBio Materials
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<120> Phuong phap phat hién da muc tiéu duya trén mét madu do phat hién

duy nhat s dung trinh tu thé SNP va hgp phan PCR dé phat hién da muc

tiéu

<130> P18-B315
<l60> 30

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 22
<212> ADN

<213> VI1-F

<400> 1

gctgttctcg ttcctcactg cc

<210> 2

<211> 38

<212> ADN

<213> V1-R

<400> 2

tgaaaatgcg agtgtccata ccctacccge gttcggac

<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> V2-F

<400> 3

cgccaaatac gccttagcag ac
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36
ADN

V2-R

tgaaaatgga agtgtcaggt tcttcccgcg aaatcg

36

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

24

ADN

V3-F

5

ccttcaattg cttggcggac tcgg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

N

40

ADN

V3-R

6

tgataatgca agtctcacaa gatgagcgag tgtaccgatg

<210>

<211>

<212>

<213>

24

ADN

V4-F

24
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<400> 7

gctgtaactg tggtttccat gacg

<210> 8
<211> 36
<212> ADN
<213> V4-R
<400> 8

tgaaaatgca agtgtccgtg tggcttacct gctgcece

<210> 9
<211> 25
<212> ADN
<213> V5-F
<400> 9

agcggggtat gagctttcct gttac

<210> 10
<211> 39
<212> ADN
<213> V5-R
<400> 10

tcaaaatgca agtgtccagt cgggcgaaat ctgtgtacc

<210> 11
<211> 25

<212> ADN
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<213> V6-F
<400> 11

gatatcggat cgcaacaaga cctcg

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> V6-R

<400> 12

tgaagatgga agtgtctccg ttgcgtaata tgtcaaggat gc

42

<210> 13
<211> 22
<212> ADN
<213> Bl-F
<400> 13

ggtcaattcc tgtcgcagta cc

<210> 14

<211> 41

<212> ADN

<213> B1-R

<400> 14

catgtgccta cacctggtcc aaacagcctt aggtcttatg g

41
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gtacgctaac actgcacgac g
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<400>

16

43
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16

17

23
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B3-F

17

gttgaccgca aatagagcca agc

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

18

42
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B3-R

18
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catgtgccta cacgaggtat tagcgagaac gggaccatca tg 42

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

19

22

ADN

B4-F

19

cagcaacaac gattgtttcg cc 22

<210>

<211>
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<400>

20
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catgtccata cacctgcttc ctctttagct gctggaac 38
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25
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B5-F

21

gcacacttag gtgatttacc tgcat 25
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<211>
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<213>

22

39
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<400> 22

catatcccta cacdtgccac ccgtgtggat cataataga

<210> 23

<211> 16

<212> ADN

<213> Phat hién Pl
<400> 23

catgtgccta cacctg

<210> 24

<211> 16

<212> ADN

<213> Pha&t hién P2
<400> 24

tgaaaatgca agtgtc

<210> 25

<211> 18

<212>" ADN

<213> ¥ad-actin-F
<400> 25

gcactcttcc agccttcce

<210> 26
<211> 36

<212> ADN
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<213> ¥ad-actin-R
<400> 26

tgaaaatgga agtgtcagca ctgtgttggc gtacag

<210> 27
<211> 22
<212> ADN
<213> PD-1-F
<400> 27

cagagctcag ggtgacagag ag

<210> 28
<211> 306
<212> ADN
<213> PD-1-R
<400> 28

tgaaaatgca agtctcccac gacaccaacc accagg

<210> 29
<211> 24
<212> ADN
<213> PD-L1-F
<400> 29

tgctgaacgc atttactgtc acgg

<210> 30

<211> 40
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<212> ADN
<213> PD-L1-R
<400> 30

tgaaaatgca agtctcacca tagctgatca tgcagcggta 40





