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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép phat hién kiéu gen cua virut papiloma & ngudi
(sau day d& cap dén 1a “HPV”) st dung chét do phat hién axit nucleic peptit (ANP)
chira chat huynh quang va chit dap tat. Cu thé hon, sang ché @ cap dén phuong phép
phat hién dong thoi tai thoi diém thuc tai nhiéu kiéu gen HPV cia virut papilloma &
ngudi bang cach s dung mdt hodc nhiéu cht do phat hién c¢6 kha ning gin két dic
hiéu kiéu gen v6i ADN ctia HPV, phén tich dudng cong néng chay, va kit phén tich

kiéu gen HPV bao gbm phan tich dudng cong néng chay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Virut papilloma ¢ nguoi (sau day dé cap 1a “HPV”) c6 vong ADN dang soi kép
c6 kich thuée 8 kb, ma ma hoa tam gen E1, E2, E4, ES, E6, E7, L1 va L2. HPV nhiém
vao té bao biéu md & dong vét c6 vi bao gdm ngudi, va lién quan dén myn com va
nhiéu khdi u 4c tinh khac nhau. Thuc té, su nhidém HPV dugc bao céo 1a nguyén nhan
phd bién nhit gdy ra ung thu c¢d tir cung (xem Howley PM. Virology, 1996, 2:2045-

2109).

Ung thu ¢6 tir cung 12 khéi u 4c tinh & ¢b tir cung, va hinh thanh 95% ung thur tir
cung. Ung thu vi dugce bdo cdo 1a bénh ung thu thuodng gap nhit, va ung thu ¢ tir
cung l1a bénh ung thu thuong gip tha hai, trong sb cac bénh ung thu & phu nit trén toan
thé giéi (Korea Centers for Disease Control and Prevention, 2004). Thong thuong,
bénh ung thu ¢b tir cung bt ddu do nhiém HPV & t& bao biéu md nén cta ¢b tir cung,
va sau d6 tién trién thanh ung thu thdm nhép sau giai doan tién khéi u dai bao gdm ton
thwong 16p biéu md thity thép (low squamous intraepithelial lesion-LSIL), ton thuong

16p biéu mb thity cao (high squamous intraepithelial lesion-HSIL) va su tao khéi u
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trong biéu mé. Vi ung thu cb tr cung phat trién timg budc qua giai doan thoi gian dai,
néu ton thuong tién khéi u trong giai doan trung gian cua ung thu cb tir cung duoc phat
hién hiéu qua, n6 co thé duoc diéu tri trude khi tién trién thanh ung thur thAm nhép, do
do6 c6 kha ning ngin ngira bénh ung thu c¢b tr cung. Do do, rat quan trong dé chan
doan, phong trr va diéu tri bénh ung thu ¢d ti cung dé cung cip phwong phap phat

hién hiéu qua HPV, ma la nguyén nhan gdy bénh ung thu cd tir cung.

HPV kiéu gen dugc x4c dinh phu thude vao khung doc mé ctia gen E6, E7 va L1,
trong s trinh tu hé gen ctia HPV. Cho dén nay, hon 120 kiéu gen khac nhau dugc xac
dinh. Cac kiéu gen nay c6 thé dugc phan loai thanh nhém nguy co cao va nhém nguy
co thélp, phu thudc vao nguy co gdy ra bénh ung thu b tir cung. HPV 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 va 68, nam trong nhém nguy co cao, HPV 6, 11, 26, 34,
40, 42, 44, 47, 53, 66 va 69, nim trong nhém nguy co thip, va HPV 26, 73 va 82, nam
trong nhém co tiém nam nguy co cao, lién quan dén su phat trién ctia bénh ung thu cb
tlr cung (xem Comparison of Seegene Anyplex II HPV 28 with the PGMY-CHUV
Assay for Human papillomavirus Genotyping, C. Estrade et al., J Clin Microbiol, 2014,
52(2): 607). Nhu duge thé hién & day, kiéu gen ciia HPV bi nhiém anh huéng dang ké
dén su tién trién bénh ung thu. Do dd, su phét hién su c6 mat cua HPV trong mau va

kiéu gen ctia n6 quan trong d€ dy bao va chan doan beénh ung thu ¢6 tir cung.

Phuong phap phéat hién sy ¢6 mat caa HPV va kiéu gen ctia n6 thudng dugc phan
loai thanh xét nghiém papanicolaou smear (hodc pap smear), xac dinh tryc tiép ADN
cta HPV, va cic phuong phap nay bao gbm khuéch dai ADN ctia HPV. Pap smear
ding dé sang loc so bd ung thu cb ttr cung va ton thuong tién san trén co s& hinh thai
hoc té bao cua pap smear. Phuong phap duoc thuc hién dudi dang thtr nghigm ti€u
chuén tir ndm 1940, va duge st dung cho dén nay dé chan doan HPV. Tuy nhién, do
chinh x4c cta thtr nghiém dua vao k¥ nang cla ngudi lam thir nghiém, va duge bao
c4o c6 ty 1 Am tinh gid cao 30-40% (xem Ledger W et al., Am J Obstet Gynecol,
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2000, 182: 860-865).

Xac dinh truc tiép ADN HPV bao gdm lai chét 1éng (Hybrid Capture by Digene
Diagnostics, Silver Spring, MD), southern blot va dot blot sir dung chat do dac hiéu
loai HPV, va sang loc lai hoa tai chd (filter in situ hybridization-FISH) (xem Detection
of high-risk HPV type by the hybrid Capture 2 test, George et al., J Clin Microbiol,
2001, 65:155-162). Tuy nhién, cic phuwong phép c6 nhugc diém 13 d6 nhay thtr nghiém

thép vi ching khong bao gdbm bude khuéch dai ADN cia HPV.

Phuong phap st dung su khuéch dai ADN HPV bao gdom phin tmg chudi
polymeraza dac hi¢u va PCR dung doan mdi chung. Cu thé 1, sang loc kiéu gen
thudng duge tién hanh bing lai dot blot, lai khay vi phién, thir nghiém duong chét do
(xem Evaluation of a Modified Reverse Line Blot Assay for Detection and Typing of
Human Papillomavirus, Feray et al., 2005, Am J clin Pathol. 123:896-899) hoac tuong
tu tru ADN HPV dugc khuéch dai bE‘mg bo doan mdi chung (see Leen-Jan et al., J
Clin Microbiol, 2006, 3292-3298]. Tuy nhién, cac phuong phip nay bao gdm céc quy
trinh phirc tap, ton nhiéu thoi gian va cong lao dong vi s6 lugng mAu phai xtr Iy va
phén tich, va c6 do nhay phat hién thap va kho khin trong phén tich dir liéu [xem

Gravitt PE et al., J Clin Microbiol, 1998, 36:3020-3027].

Gan day, kit phat hién kiéu gen HPV dugc phat trién can ¢t vao cong nghé vi day
ADN (chip ADN) (xem Patent Han Qubc mé s6 2006-0015669 va 2004-0078506). Kit
c6 chat do ADN dic hiéu voi nhiéu kiéu gen HPV dugc ¢ dinh trén phién kinh, va co
thé ddng thoi phét hién phan Umg lai ctia ching v6i sdn pham PCR dugc khuéch dai.
Vi chip ADN HPV ¢6 thé phét hién nhanh nhiéu kiéu gen HPV trong thoi gian ngin,

né d3 duge st dung thuong mai rong rai dé chin doan HPV.

Ngoai ra, phuong phép chin doéan HPV sir dung vi day hat gan day dwogc phat
trién. Phuong phap bao gdm ¢ dinh chit do dic hiéu kiéu gen HPV Ién céc hat va

viéc lai chiing vé&i axit nucleic dich trong mot bng. Vi kidu gen HPV dugc phét hién
3
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béng cach chon loc hat ¢6 chit do duoc lai véi axit nucleic, mot s6 mau c6 thé dugc xt
ly trong thoi gian ngin hon so véi chip ADN thong thuong ma cé chat do duoc cb
dinh trén phién kinh hodc twong tu. Ngoai ra, phwong phéap rat hitu ich trong thuong
mai, bdi vi n6 ¢6 kha nang phat hién kiéu gen HPV véi su dic hiéu ting va chi phi
giam (xem Facile, comprehensive, High-Throughput Genotyping of Human Genital
Papillomaviruses using spectrally addressable Liquid Bead Microarrays, Jan Wallace
et al., 2005, J. Mol. Diagn, 7: 72-80 va Bead-based multiplex genotyping of Human
Papillomaviruses, Markus et al., 2006, J. Clin. Microbiol, 44: 504-512). Phuong phap
quang hoc st dung chat huynh quang ma phét huynh quang v6i bude séng dic hiéu ma
duge st dung chung dé xac nhan lidu su lai ADN/ADN ¢6 xuét hién gitta ADN cua
kidu gen dac hiéu va chit dd ADN duge cb dinh. Ngoai ra, phuong phap da biét khac
nhu phuong phép hoéa dién cd thé ciing duge sir dung. Tuy nhién, chip ADN hodc
chudi hat c6 tinh én dinh thip vi tinh dn dinh sinh hoc hodc héa hoc clia chinh chat do
ADN duoc ¢b dinh thép v41 cac nucleaza, v.v, va nén c6 thé c6 ADN bién tinh va hoat
tinh gidm sau thoi gian dai béo quan (xem Korean Patent Laid-Open No. 2006-

0091708).

Pé vuot qua tinh khoéng 6n dinh cta chinh ADN, nhiéu thé twong tw ADN da
dugc phat trién. Trong s6 d6, ANP (axit nucleic peptit-peptide axit nucleics) dugc phat
tridn béi Nielsen vao 1991. Trong PNA, lién két phosphodieste ctia ADN dugc thay
thé bang lién két peptit. Vi ANP c6 adenin, tymin, guanin va xytosin turong tw ADN, n6
c6 thé thyuce hién lai dic hiéu bazo véi ADN hodc ARN. Cu thé 13, su khac nhau ctia nd
trong céu tric ctia mach chinh, ma dugc thay d6i bang lién két peptit, thay d6i dic tinh
anion cua truc phosphat ctia ADN hodc ARN thanh trung tinh. Viéc loai bo luc déy
tinh dién giita cdc anion tao ra tir su trung hoa dic tinh anion truc tiép g6p phén gia
tang kha nédng lién két khi lai hoa. Két qua 13, tang ty 1€ lai va tinh ddc hiéu, va do d6

cai thién ty 1€ S/N (signal to noise-tin hiéu so véi nhiéu). Ngoai ra, ANP 6n dinh hon
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so v&i ADN hodac ARN béi vi enzym thoai bién sinh hoc nhu nucleaza khong thé nhan
dién ANP (xem Peptide nucleic acid, PNA, sequence-selective recognition of DNA by
strand displacement with a thymine-substituted polyamua, P.E. Nielsen et al., 1991,

Science, 254, 1497-1500).

Nhu mo ta & trén, ANP, ma ¢6 kha ndng lai va tinh 4n dinh cao trong khi duy tri
chirc nang ctia ADN hodc ARN, dugc nhin dién la yéu td thay ddi htra hen cho ADN
ma c6 thé bl vao nhitng han ché ctia ADN. Do d6, nghién ctru rong rai da dugc tién
hanh @ phan tich hodc chin doan bing oligome ANP tai vi tri cua oligome ADN
(Patent Han Québc sb 91708 va 12544 va tham khao: [Peptide axit nucleics on
microarrays and other biosensors, Brandt O et al., 2004, Trends in Biotechnology, 22,
617-622], [Detection of target DNA using fluorescent cationic polymer and peptide
axit nucleic probes on solid support, Fredric R Raymond et al., 2005, BMC technology,

5, 1-5]).

Vi du, cac tac gia sang ché dd ndp don yéu ciu cip bang ddc quyén sang ché Han
Quéc sb 10-2007-0022201, ma d& cap dén chip ANP va phuong phap phét hién kicu
gen HPV bang céch sir dung chit do c6 tinh dn dinh va kha ning gin gin két lai tuyét
voi. Tuy nhién, thdm chi thong qua chip ANP ¢6 uu diém vé& sy phat hién chinh xé4c
kiéu gen HPV v&i d0 nhay va do dac hiéu cao, do tinh tién lgi cho nguoi st dung cia
no6 va thoi gian phan tng dai, nén tdng nhu cdu phat hién kiéu gen HPV bang real-time

PCR.

Dé giai quyét vAn dé trén, phuong phép kiém tra cén thiét ma c6 kha ning phan
tich nhiéu mAu chinh x4c trong giai doan thoi gian ngén véi it nhan cong. C6 thé noi
ring, trong sd cac cong nghé hién c6, mot trong sé chung dép tng céac didu kién nhat 1a
realtime PCR. Real-time PCR, ma theo doi su ting san phém PCR dugc khuéch dai
theo thoi diém thyuc trong moi chu ky, 1a cong nghé phén tich ding @& phat hién chat
huynh quang phan tmg véi sén pham PCR duoc khuéch dai va dinh lugng. Khi so sanh

5
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v6i PCR thong thuong ma viéc nhudm mau trén gel sau budce cubi cling va san pham
PCR duoc khuéch dai duoc quan sat sau khi dién di, phuong phap nay khong c6 thém
cac hoat dong phu ctia dién di va c6 tinh chinh x4c va do nhay tuyét voi va kha nang
tai 14p cao. Ngoai ra, né la phuwong phap chin do4n ma c6 thé tién hanh tu dong va c6
kha ning dinh lugng. N6 c6 tinh én dinh sinh hoc tuyét vdi chong lai sy nhiém tap
chét tir chit nhudm nhu EtBr (Ethidium Bromua) va tia cyc tim va cho phép xéac dinh
tw dong sy c¢6 mat hodc khong co6 viéc khuéch dai gen dic hiéu va dinh lugng chinh
xdc ADN va ARN dugc phat hién (xem Real-time PCR in virology, Mackay .M.,

Arden K.E. and Nitsche A., 2002, Axit nucleics Res. 30(6): 1292-1305).

Tuy nhién, real-time PCR nhu trén, chi cac kiéu gen 16 va 18 ¢6 thé dugc phat
hién do su khéc nhau trong thiét ké chit huynh quang, va chi dén bbn kiéu gen co thé
duoc xéac dinh tron mét dng vi cac kiéu gen dugc phét hién chi dya trén chét huynh
quang. N9 luc lién tuc dugc tao ra dé phat hién nhiéu bién thé gen khac nhau trong éng,
va viéc phén tich dudng cong néng chay sur dung cht do ADN c6 thé dugc sir dung.
Chét do ADN duogc st dung dé phan tich dudong cong néng chay bao gbm chét do
MGB Tagman, tin hiéu phén t&r (molecular beacon-MB), va chit do ddi. Cac phuong
phép nay c6 uu diém 1a ching c6 kha ning xé4c dinh bién thé nucleotit don nhung c6
han ché 1 chiéu dai ti thiéu cta chat do ADN 1a 20-40mer, d0 dai nay dai, 1am kho
khan dé phat hién cac bién thé nucleotit don ma gin nhau trong mot phan tng (xem
Hidefumi Sasaki et al, 2005, Clin Cancer Res. 11: 2924-2929, Manna Zhang et al,

2002, HEPATOLOGY 36: 3).
Ban chit ky thuat ciia sang ché

Dé giai quyét cac van dé néu trén cta tinh trang k¥ thudt, cac tic gia cua sang ché
da tao ra chit do ANP ma c6 kha ning gin két dic higu véi timng kiéu gen HPV sir
dung ANP ¢6 wu diém da dé cap trén. Chéat do ANP phat hién kiéu gen HPV bao gdm

chét do c6 thé phét hién 20 kiéu gen & nhém ¢ nguy co cao (céc loai 16, 18, 26, 31,
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33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 73 va 82 trong nhom c6 nguy co
cao), hai kiéu gen trong nhém c6 nguy co thap (loai 6 va 11 trong nhém ¢6 nguy co
thip), va 18 kiéu gen khac ma thuong dugc phat hién & ngudi Han Qudc (cac loai 30,
32, 34, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90). Ngoai ra, chét do
dwong tinh HPV ma c6 thé lai dwoc véi ving lién Gmg cia kiéu gen HPV dugc tao ra

dé xac nhan su nhiem HPV.

St dung chit do PNA, kit phan tmg chudi polymeraza thoi gian thuc dugc san
xuét. Ngoai ra, st dung ché phdm doan mdi lién tmng HPV ma c6 kha ning tang dd
nhay khuéch dai cia HPV, céc tac gia da x4c nhan dugc rang mdi kiéu gen c6 thé duoc

phét hién véi tinh ddc hiéu va do nhay cao, va do d6 hoan thién sang ché nay.

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuét chit do ANP ma c6 kha niang phat hién chinh
xéac kiéu gen HPV véi @0 dic hiéu va tinh nhay cao va ¢6 tinh n dinh chdng lai enzym
thoai bién sinh hoc. Muc dich khac ctia sang ché 1a d& xudt kit phat hién ding dé phat
hién kiéu gen HPV chira chit do. Muc dich khéc cta sang ché 13 dé xudt phuong phap

phat hién kiéu gen HPV st dung kit phat hién nay.

ANP, ¢6 dic tinh tuyét voi khi so vé1 ADN, vé tinh dn dinh nhiét va sinh hoc va
trong xac nhan va kha ning gin két v6i ADN dich, c6 thé duge str dung lam chit do
dung cho real-time PCR dé phat hién bién thé nucleotit don. Tuy nhién, real-time PCR
st dung chit huynh quang @& phat hién ADN dich trong mau, va do do, dé phat hién
nhidu kiéu gen khéc nhau, cac chit do ma co hai chidu dai budc séng khac nhau 14 can
thibt. V4n d& nay 1 trd ngai chinh cho phat hién da thanh phan. Theo sdng ché, van dé
nay khong thé duoc giai quyét bang cach phan tich duong cong néng chay clia chét do

huynh quang.

Séng ché d& xudt chét do ANP ma lién két chit chi thi va chit dap tit dung dé
phét hién ting trong sb 22 kiéu gen HPV. Ngoai ra, dé xuét chit do ANP ma lién két

v6i chét chi thi va chét dap tit ding dé phét hién c4c kidu gen HPV khac 22 kiéu gen
7
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HPV.

Sang ché dé xuat phurong phép phan tich dudng cong nong chay st dung chét do

ANP ma lién két v6i chit chi thi va chat dp tit dung dé phat hién cac kiéu gen HPV.

Sang ché @& xuét kit ding dé phét hién céc kiéu gen HPV bao gdm chit do ANP
cua HPV.

Chat do ANP duoc sir dung trong phén tich duong cong nong chay ding dé phat
hién céc kiéu gen HPV co thé 1a chét do chung hodc ¢6 phén ti tich dién am. Khi chét
do ANP tich dién 4m dugc sir dung, 46 phéan giai ctia duong cong néng chay ting, lam

cho d& phén tich cac kiéu gen khac nhau trong 6ng phan tmg mot lan.

Ngoai ra, chit do ANP ¢6 thé bao gdbm chit huynh quang. Chét huynh quang c6

thé 1a chét chi thi, chit dép tat va chét huynh quang xen vao.
Hiéu qua dat dwgc ciia sang ché

Bing cach st dung phuong phap phat hién HPV, ¢6 kha nang dé ddng thoi phan
tich dudong cong khuéch dai thdi gian thuc va dudng cong nong chay d6i voi 20 kidu
gen HPV trong nhém nguy co cao va hai kiéu gen HPV trong nhém nguy co thip, ma
cho phap xac dinh da thanh phin chinh x4c cac kiéu gen HPV. Ngoai ra, c6 kha niang
phat hién céc kiéu gen HPV khac 22 loai ma c6 thé duoc xac dinh va x4c nhan su c6
hodc khong nhiém HPV. Ngoai ra, vi mdi kiéu gen ¢6 thé dugc phat hién véi do dic

hiéu va tinh nhay cao, phuong phép ¢6 thé kha hitu ich dé xac dinh c4c kiéu gen HPV.
M6 ta vin tit cac hinh vé

Muc 1) ctia Fig. 1 12 so d thé hién chét do phat hién da thanh phan va hdn hop
doan mdi dic higu loai HPV. Muc 2) cta Fig. 1 1a so d6 thé hién hdn hop doan moi st
dung chit do phat hién ANP SYBR green hodc huynh quang dung dé xac dinh su
nhiém HPV va cac loai khac. Muc 3) cta Fig. 1 1a so dd thé hién phtic mdi st dung

chét dd huynh quang ANP ding dé xac dinh 18 kiéu gen HPV (30, 32, 34, 40, 42, 43,
8



49475 9119

44, 54, 55, 61, 62, 67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90) khac 22 kiéu gen HPV (6, 11, 16, 18,

26, 31,33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 73 va 82).

Fig. 2 12 di liéu thé hién d6 nhay phét hién va cac dinh néng chay cta cac kiéu
gen HPV bang cach str dung hdn hop chét do phat hién PNA huynh quang va céc cdp
mbi. P nhay phat hién ddc hiéu céac kiéu gen HPV dugc x4c dinh béng cach st dung
hdn hop chit dd ANP huynh quang déi véi HPV dé phat hién dugc va hdn hop moi
dic hiéu loai HPV. Bang céch phan tich dinh néng chay clia timg chat do huynh quang,
¢6 kha nédng phéat hién chit c6 mot ban sao trong ADN ctia HPV, va da xac nhén, bing
cach st dung gid tri Tm cua chét huynh quang dugc danh dAu 1a chét do phét hién, ma

tung kiéu gen dugc xac dinh dic hidu.

Trong Fig. 3, ma bao gdm hdn hop chét do phat hién ANP huynh quang va céc
cap moi, da xac nhan rang cac kiéu gen HPV duge x4c dinh bang chit huynh quang va
gia tri Tm. P& xé4c nhin rang, bang cach danh dAu timg chat huynh quang (FAM, HEX,
ROX, CY5) 1én 11 loai ANP, kidu gen duoc x4c dinh bing Tm. D3 x4c nhan rang hdn
hop ANP tuong ing dugc danh d4u bang chit huynh quang, FAM c6 thé x4c dinh cic
kiéu gen 33, 11 va 58 va ¢6 Tm la 47,0°C, 58,5°C va 66,0°C. Ngoai ra, dd xac nhén
rang hdn hop ANP twong tng dugc ddnh d4u bang chat huynh quang HEX c6 thé xéac
dinh céc kiéu gen 16 va 73 va ¢6 Tm chét do 12 48,0°C va 63°C. D4 x4c nhén rang hdn
hop ANP tuong tmg dugce danh du bang chat huynh quang ROX ¢6 thé x4c dinh kiéu
gen 45, 18 va 69 va c¢6 Tm la 47,5°C, 59,5°C va 69,0°C. Da xac nhéan réng hdn hop
ANP tuong tmg dugc dénh du bang chit huynh quang CY5 c6 thé x4c dinh cac kidu

gen 26, 6 va 52 va Tm dugc phat hién & 44,0°C, 53,0°C, 62,5°C.

Trong Fig. 4, sang loc nhiém HPV dugc tién hanh bang cach phan tich biéu d6 Ct
(ngudng chu ky) thu duoc béng real-time PCR bang cach st dung SYBR dé x4c dinh
¢6 nhiém HPV hay khong, va da xac nhin rang c6 kha nang kiém tra tinh dic hiéu ctia
viéc khuéch dai gen HPV bang cach phan tich céc dinh néng chay. Ngoai ra, dd xéc
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nhén ring hé théng phat hién chit do huynh quang nham x4c dinh viéc ¢ hay khong
¢6 su nhiém HPV c6 kha ning phat hién sy c6 mat hay khong c6 viée nhiém ADN ctia
HPV va kidm tra tinh dic hiéu thong qua phén tich cac biéu dd Ct va cac dinh néng

chay.

Trong Fig. 5, d4 x4c nhin rang c6 kha ning phét hién cac kiéu gen HPV thong
qua phan tich céc bidu dd Ct thu duoc tir real-time PCR bing cach sir dung chat do
ANP huynh quang dé phét hién 18 kiéu gen HPV (c4c loai 30, 32, 34, 40, 42, 43, 44,
54,55,61, 62,67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90).

M3 ta chi tiét sang ché

Trir khi truong hop khac duge néu 10 ra, tht ca thuat ngit k§ thuat va khoa hoc
duoc st dung trong badn mo ta nay c6 nghia gidng v6i nghia hidu cua ngudi ¢ hidu
biét trung binh trong linh vuc nay. Thong thudng, thuit ngir duge st dung trong ban

mo ta da biét ro trong Iinh vue k¥ thuat va dugc str dyng chung.

Sang ché d& cap dén phuong phap phat hién ddng thoi cac kiéu gen HPV bang
céch st dung chét do phat hién kiéu gen HPV ma lién két v6i chét chi thi va chat dap

tat.

Chét do phat hién ctia sang ché chi ra tht ca cac axit nucleic va thé twong tur axit
nucleic ma lign két bd sung véi cac kiéu gen dic hidu HPV va c¢6 thé duge chon tir
nhom bao gdm oligonucleotit, ANP (axit nucleic peptit) va ANL (axit nucleic bi khéa).
Céc polymeraza dung cho PCR thong thudong thé hién hoat tinh nucleaza, ma c6 thé
gdy ton hai cho chét do. Do do, tdt hon 13 st dung axit nucleic tdng hop nhu ANP ma
én dinh v6i nucleaza. Ngoai ra, vi chit do phat hién dong vai trd phat hién chon loc
gen axit nucleic dich mong mudn, nén c6 kha ning st dung chit do ding @& phat hién
axit nucleic da biét trong linh vuc ndy. Tham chi khi chét do phat hién cla sing ché 1a

chét twong tu axit nucleic khdc ANP, viéc phan tich dugc thuc higén s dung chit do

10
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phéat hién MGB-tagman dé x4c nhan liéu ¢ su phat hién axit nucleic dich hay khong la
kha thi. Két qua 13, c6 thé xac dinh duoc bing dudng cong khuéch dai thoi gian thuc
ma chit d> MGB-tagman ding dé phat hién dot bién va hé thong chat do ANP bam

loai rdng van hanh trong cac soi khac nhau.

Theo sang ché, t5t hon 13, chit do ANP dugc st dung. Chat do ANP, ma 1a ADN
tdng hop, c6 kha ning gin két dac hiéu véi ADN hodc ARN cua HPV dich va 6n dinh
vé6i nucleaza. Theo @6 c6 kha ning phan tich dudong cong néng chdy cdn cir vao cac

chét do.

Ngoai ra, theo séng ché, chét do phat hién co thé dit duési sy thay i cAu tric
khong gian bang cach lién két nhom chire dic hiéu nhu mach nhéanh cua axit amin tu
nhién hodc axit amin téng hop & déu tan cung N hodc d4u tan cing C cla chét do hoic
vi tri lién Két alpha, beta, gamma ctuia khung chét do. Axit amin c6 thé duoc dic trung
& chd n6 khong tich dién hodc ¢6 tich dién 4m hodc tich dién duong, nhung khong gioi
han & d6, va c¢6 kha ning dé sir dung phuong phép thay thé ciu triic khong gian cla

chét do va phuong phap truyén dién tich da biét trong linh vuc nay.

Chéit do ANP phét hién kiéu gen HPV ciia sang ché bao gdbm mot trong cac chét
ma c6 thé phéat hién 20 kiéu gen trong nhém c6 nguy co cao (loai 16, 18, 26, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 73 va 82 trong nhém c6 nguy co cao), hai
kiéu gen trong nhém ¢ nguy co thip (loai 6 va 11 trong nhém c6 nguy co thip), va 18
kiéu gen khdc ma thudng dugc phat hién & ngudi Han Quéc (cée loai 30, 32, 34, 40,
42,43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90). Trong vi du cia sang ché, chat
do phét hién ANP c6 thé phéat hién kiéu gen HPV chtra m{t trong céc trinh tu bét ky
ctia trinh ty SEQ ID NO: 1 dén 65, 114 dén 121, va 148 dén 185 va dugc chon tir
nhém bao gdm cac kiu gen 6, 11, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44,
45,51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 74, 81, 82, 83, 84, 87

va 90.

11
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Chit do ANP phat hién kidu gen HPV ciia sang ché co thé 1a céc chat do chung
hodc ¢6 phén tir tich dién dm. Khi chat do ANP tich dién 4m duoc sit dung, dd phéin
giai clia duong cong néng chdy ting, lam cho dé phan tich nhiéu kiéu gen trong éng

phéan ng mot 1an.

Chat d> ANP theo séng ché bao gdm phan tir tich dién 4m ma c6 thé chira it nhét
mdt phén tir tich dién &m dugc chon tir tAit c4 cdc nhom axit phosphoric, axit
carboxylic, axit sulphonic, axit nitric va axit boric. Phén tir tich dién am co thé duoc
lién két voi dau tan cung N hodc dau tan cung C cua chit do hoic vi tri alpha, beta
hodc gamma ctia mach chinh ANP. [t nhét mot phén tir tich dién 4m co thé gén két voi

bazo cua chat do lién tuc hodc gian doan.

Chét do ANP theo sang ché co thé duoc ap dung cho k¥ thuat phét hién nhiéu
kiéu gen HPV khac nhau do déc tinh vé& mot ntta chiéu rong hep & ntra tdi da cua db thi
dudng cong néng chdy. Ngoai ra, do dd phén giai cao cla duong cong néng chay,
duong cong nong chay dugce phan biét theo trinh tu cta ting kiéu gen HPV, ma cho
phép xac dinh don gian kiéu gen ma khong can phan tich bd sung nhu phén tich trinh

tu cua ting kiéu gen HPV,

Chét chi thi va chét dap tht c6 thé dap tit chit huynh quang c6 thé lién két & ca
hai ddu cta chit do phét hién cla sang ché, va chit do c6 thé bao gébm chét huynh

quang xen k&.

‘Chét chi thi’ 12 chAt ma hAp thu va phat ra 4nh séng c6 chiéu dai budc song dic
biét dé phat ra huynh quang va d& cap dén chét ma dugc danh déu trén chét do dé xéc
nhén su lai hoa gifra axit nucleic dich va chét do. C6 thé 1a it nhat mot chét dugc chon
tr nhém bao gém fluoresxein, fluoresxein clorotriazinyl, xanh rhodamin, d6 rhodamin,
tetrametylrhodamin, FITC, xanh Oregon, bot Alexa, FAM, JOE, ROX, HEX, do Texas,
TET, TRITC, TAMRA, chit nhudm mau xyanin, va chidt nhudm mau

thiadicarboxyanin. Tbt hon 13, chat chi thi c6 thé 13 it nhAt mot chit duoc chon tir
12
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nhém bao gf”)m FAM (6-carboxyfluoresxein), d6 Texas, JOE, TAMRA, CY5 va CY3.

‘Chét dap tat’ d& chi chit ma hip thu anh séng dugc tao ra bing chét chi thi dé
giam do bén cia chit huynh quang va c6 thé 13 it nhit mot chit duoc chon tr nhém
bao gém Dabcyl, TAMRA, Eclipse, DDQ, QSY, chét déap tat Blackberry, chét dap tat
Black Hole, Qxl, FQ den Iowa, RQ den Iowa va IRDye QC-1. Tét hon 13 st dung
TAMRA (6-carboxytetrametyl-rhodamine), BHQ1, BHQ2 hodc Dabsyl lam chét dap
tht, nhung khong gi6i han & d6. Céc loai khic clia chit dap tat c6 dd khir chét huynh

quang khéc nhau; do d6 chat dap tét c6 thé duge str dung trong sy xem xét nay.

Trong vi du, chét dd ANP bao gdm phan tir tich dién am, chét chi thi va chat dap
tat phat ra tin hiéu huynh quang sau khi dugc lai v6i ADN dich. Khi nhiét do tang, chét
nay néng chay véi ADN dich & nhiét do thich hop dé néng chdy chat do nho anh
huéng tich dién Am dé& dap tit tin hiéu huynh quang. Chit d5 ANP bao gdm chét do
tich dién 4m, khi duoc so sanh vdi chit do ANP ma khong tich dién 4m, dugc tach ra
nhanh chong khoi ADN dich dé ting do phan giai cia dudng cong néng chay. Bing
phép phan tich dudng cong néng chay co6 d phan giai cao thu dwgc tir tin hiéu huynh

quang do su thay dbi nhiét do, kiéu gen HPV cua ADN dich c6 thé dwoc xac dinh.

‘Chét huynh quang xen vao’ c6 thé duoc chon tir nhém bao gdm acridin
homodime va din xuét cia nd, mau cam Acridin va céc din xuit cta no, 7-
aminoactinomyxin D (7-AAD) va dan xult cta no, Actinomyxin D va dan xudt ctia nod,
ACMA (9-amino-6-cloro-2-methoxyacridin) va din xuét cta n6, DAPI va din xuét
ctia nd, Dihydroethidium va din xuit cta né, Ethidium bromua va dan xuit cta né,
EthD-1 va din xuét cta n6, EthD-2 va dan xuit cta né, Hexidium iodua va dan XUét
ctia 16, bisbenzimua (Hoechst 33258) va din xuét ctia n6, Hoechst 33342 va dan xuét
ctia n6, Hoechst 34580 va dan xudt ctia né, hydroxystilbamidin va dAn xuét cta no,
LDS 751 va dan xuét ctia né, Propidium Iodua(PI) va dAn xuét cua no, va din xuét Cy-
dyes .

13
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Trong vi du, chét do lién két véi phén tu tich dién 4m va chét huynh quang xen
k& phat ra tin hiéu huynh quang sau khi dugc lai véi ADN dich. N6 noéng chay nhanh
chong v6i ADN dich ¢ nhiét do thich hop dé nong chay cla chét do nho tac dong tich
dién Am dé dap tat tin hidu. Bing cach phan tich dudong cong néng chay cta tin hi¢u

huynh quang c6 d§ phan giai cao do nhi€t do, cac kiéu gen HPV ¢6 thé duge xac dinh.

Ngoai ra, phép phan kich kiéu gen HPV dich theo sang ché ¢6 thé bao gdbm phép
phén tich dudng cong noéng chay thu duge tir sy phét hién tin hiéu huynh quang ma

khong co su lién két truc tiép gifta chit huynh quang xen k& va chat do.

Nhin chung, phép phén tich dudong cong khuéch dai thong thudng st dung real-
time PCR, dé phat hién ddng thoi nhidu kiéu gen HPV, st dung chét huynh quang
trong phat hién axit nucleic dich trong mau. Theo do, c6 van dé 1a su phét hién da
thanh phan bi han ché bai vi, dé phat hién hai hodc nhiéu axit nucleic dich, chit do ma
6 chit huynh quang nhiéu bang s lugng dich. Tuy nhién, phuong phap phat hién kiéu
gen HPV da thanh phin dong thoi cta sang ché dic trung & chd nhiéu kiéu gen HPV
c6 thé duoc phét hién st dung mot chit huynh quang bdi vi phép phan tich duong
cong khuéch dai va dudng cong néng chay ¢ thé duoc thue hién ddng thoi bang cach

stt dung céac chét do phat hién.

Ngoai ra, phuong phéap phat hién kiéu gen HPV da thanh phan dong thoi st dung
chét do cta sang ché khong bi giéi han & phép phén tich ddng thoi duong cong khuéch
dai va dudong cong néng chay, nhung khuéch dai va dudng cong nong chay co thé
dugc phan tich riéng biét hodc tudn tu. Chi mdt dudng cong khuéch dai va dudng cong
néng chay c6 thé dugce phan tich khi can thiét dé phat hién axit nucleic dich. Cu thé 13,
khi phén tich dinh luong khong can thiét, sy c6 mit hodc khong c6 mat axit nucleic
dich, hodc kiu gen ciia n6 ¢ thé duoc x4c dinh bing phép phan tich dudong cong néng
chay ma khong phan tich dudng cong khuéch dai.

Phuong phap phéat hién kiéu gen HPV da thanh phén ddng thoi cia séng ché bao
14



49475 15/119

gdm cu thé (a) budc tién hanh su lai hoa bing cach tron chit do phat hién va doan mdi
trong mAu ma chta axit nucleic dich @ thu duge dudng cong khuéch dai thoi gian
thuc; (b) thu dudong cong nong chay gitta san phim dugc khuéch dai va chit do phét
hién véi su thay dbi nhiét do sau khi khuéch dai; va (c) phan tich dudng cong khuéch
dai thoi gian thue va dudng cong néng chay thu dugc riéng biét, tuln ty hodc dong
thoi.

Chét do phat hién cta budc (a) cb thé duoc diéu chinh khac nhau theo kiéu gen
HPV dé phat hién dugc. Sang ché ¢6 thé dugc dic trung & chd bude thu dudong cong
khuéch dai hoic duomg cong nong chay dugc thuc hién bang real-time PCR
(polymerase chain reaction) va phép phéan tich dudng cong khuéch dai duoc thuc hién
bang cach do tri s6 Ct (cycle threshold-ngudng chu ky). Khi axit nucleic dich c6 trong
mau hodc mau co lwong 16n axit nucleic dich, s6 luong chu ky dat dén ngita di xudng
va tri s6 Ct do duoc thép, tir do su Véng mit hoac kiéu gen cua axit nucleic dich co thé

xac dinh duoc va lugng ban dau cia axit nucleic dich c6 thé dugc tinh toan.

Ngoai ra, phép phan tich duong cong néng chay, nhin chung, 1a quy trinh cudi
cung ma duogc tién hanh sau khi hoan thanh real-time PCR. Nhiét d6 ctia mu roi dén
30 @én 55°C va sau d6 mat do tin hiéu huynh quang dugc tinh todn khi nhiét d6 tang
1°C trong nira gidy dén 95°C. Khi chét do phét hién va axit nucleic dich (chudi axit
nucleic dich ma c6 thé lién két bd sung v6i chat do phat hién) duge tach ra khi nhiét do
tang, chit huynh quang dugc dép tit @& giam nhanh tin hiéu huynh quang, ma cho

phép x4c dinh, tir dinh nong chay, su ¢6 mit hodc khong c6 mét axit nucleic dich.

Phuong phép phéat hién HPV da thanh phin ddng thoi clia séng ché co thé dic

trung & chd c6 kha ning trong mau axit nucleic ¢6 10! ban sao hodc it hon.

Khi phén tich, theo phuong phdp cta sang ché, duong cong khuéch dai thoi gian
thuc va dudng cong néng chay cua cac kiéu gen HPV 16, 18 va 52 dung cho céc nong

d6 khac nhau tir 107 dén 10° ban sao, di x4c nhan rang, nhu dugc thé hién trong Fig. 2
15
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dén 5, cac kiéu gen HPV c6 10° ban sao ¢ thé duoc phat hién va rang su phat hién
ddng thoi da thanh phan 12 kha thi.

Kit ctia sang ché c6 thé chira chon loc dém, dong yéu t6 polymeraza ADN va
chét phan (g, bao gém deoxyribonucleotit-5-triphosphat, ma c¢6 kha nang thuc hién
khuéch dai dich 13 phan tmg PCR (vi dy, phan tmg PCR). Theo cach khac, kit cta sang
ché c6 thé con bao gém nhiéu phéan tir polynucleotit khac nhau, transcriptaza ngugc,
c4c dém khac nhau va chét phan (mg, va khang thé e ché hoat tinh ADN polymeraza.

Ngoai ra, lugng t81 wu chit phan tng cta kit dugc st dung cho phan tng dic
hiéu c6 thé d& dang xéc dinh duge boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vue nay.
Thong thuong kit cua sang ché duogc san xuét dudi dang goi riéng r& hodc ngan 6 bao
gdm cac thanh phan duge dé cap & trén.

Vi duy thue hién sang ché

Sau day, sang ché duoc mo ta chi tiét hon béng cac vi du. Céc vi du chi 1a céac vi
du ctia sang ché va no ro rang dbi v6i ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay
ma pham vi sang ché khong bi gii han & cac vi du.

Phin tich chéit do phat hién va oligome ADN
Vidul
Vi du vé chit do ANP va oligome ADN dich dwgc sir dung daé phat hién HPV

1-1: Pidu ché chit do ANP

Chét do ANP duoc sit dung trong séng ché dugc du dinh phét hién nhiéu dich
khac nhau bang cach danh ddu chit do phat hién ma c6 su thay d6i cdu hinh va thay
dbi cAu tric bing cach truyén dién tich, va chét do chung. D& xac nhén sy phat hién va
tinh ddc hiéu cta nhiéu kiéu gen HPV bang cach sir dung oligome ANP, chit do ANP

duge tdng hop nhu trong bang 1. Khi chét do huynh quang ANP dung dé phat hién c4c
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kidu gen HPV, chét do v6i trinh tu ddc hiéu véi cic kiéu gen HPV @€ phat hién duoc
duoc st dung, khi axit D-glutamic va axit L-glutamic ¢6 dién tich &m & vi tri gamma

ctia mach chinh ctia chit do ma khong b bién ddi va chit do ANP.
Bang 1

Trinh tu chat do duoc st dung trong sang ché

Trinh tu chit do ANP
SEQ Tén ANP Au A Au 14
D NO b ‘au tan Trinh tu (N—C) D‘au tan
cung N cung C
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(HE
1 GCATCCGTAACTAC
HPV 6-1 X)
) chét do huynh quang | Dabeyl | GCA(2)CCG(2)AAC(2) | OEK(HE
HPV 6-2 AC X)
chét do huynh quang | Dab- OEK(Cy
3 CATCCGTAACTAC
HPV 6-3 K(Dab) 5)
hét do hug b EK(HE
4 chat do huynh quang | Dabcyl CTGTGTCT TCT OEK(
HPV 11-1 ABA X)
5 chit do huynh quang | Dabeyl | CTG(2)GTC1AAATCT | OEK(HE
HPV 11-2 GC X)
6 chét do huynh quang | Dabcyl CTGTGTCTAAATCTG | OK(FA
HPV 11-3 C M)
hét do huynh Dabcyl OEK(HE
7 | chatconhuynhiquang ) DabEYL 1 CCACATCTACTTCAG (
HPV 16-1 X)
5 chét do huynh quang | Dabeyl | CCACA(2)C(2)ACT(2) | OEK(HE
HPV 16-2 CAG X)
0 chit do huynh quang Dabol GCTGC(4)ATAT(®)TA | OEK(HE
HPV 16-3 Y lerre X)
10 chét do huynh quang | Dabcyl ACACAGTCTCCTGT | OEK(RO
HPV 18-1 ACCT X)
1 chét do huynh quang | Dabcyl GTCTCCTGTACCTGG | OEK(RO
HPV 18-2 GCA X)
12 | chit do huynh quang | Dabeyl | AGTCTCCTGTACCT | OEK(RO
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HPV 18-3 X)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(CY
13 GCATCTGCATCCAC
HPV 26-1 5)
14 chét do huynh quang | Dabcyl AGCATCTGCATCCA | OEK(CY
HPV 26-2 CTCC 5)
s chét do huynh quang | Dab- TTAGTACATTATCTA | OEK(Cy
HPV 26-3 K(Dab) |G 5)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(FA
16 GCACACAAGTAACT
HPV 33-1 M)
. chét do huynh quang | Dabcyl GCACACAAG()AAC | OEK(FA
HPV 33-2 2) M)
8 chét do huynh quang | Dabcyl CAAAATCCTGTGCC | OEK(RO
HPV 45-1 AAGT X)
19 chét do huynh quang | Dabcyl ACAAAA(2)CC(2)GTG | OEK(RO
HPV 45-2 CC X)
20 chét do huynh quang | Dabcyl ACAAAAQ)CC(D)GTG | OEK(RO
HPV 45-3 CC X)
A N N K F
21 chat do huynh quang | Dabcyl GGAATACCTICGTC OEK(FA
HPV 52-1 M)
- chét do huynh quang | Dabcyl | ACCT2CG(2)CAAGGC | OEK(FA
HPV 52-2 G M)
chat do huynh quang | Dab- OEK(Cy
23 ACCT2CG2CAAGGCG
HPV 52-3 K(Dab) 5)
o chét do huynh quang | Dabcyl GCACTGAAGTAACT | OEK(FA
HPV 58-1 AAG M)
hat do hus b OEK(FA
55 | chatdohuynh quang | Dabeyl | (1) ) TAACTAAG (
HPV 58-2 M)
%6 chét do huynh quang | Dabcyl GCACTGAAGTAACT | OK(FA
HPV 58-3 AAG M)
7 chét do huynh quang | Dabcyl ACAATCTGCATCTG | OEK(HE
HPV 69-1 CCA X)
08 chét do huynh quang | Dabcyl CAATCTGCATCTGCC | OEK(HE
HPV 69-2 AC X)
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chét do huynh quang CAATCTGCATCTGCC | OEK(RO
29 Dabcyl
HPV 69-3 AC X)
hat do hus Dabcyl OEK
30 | chatdohuynhquang | Dabeyl o\ GoraGgTAGCTC EA
HPV 73-1 M)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(FA
31 CTGTATGTGTAGG
HPV 73-2 M)
it do huy Dabcyl E
3 chat do huynh quang abcy CAGGCTAGTAGCTC OEK(HE
HPV 73-3 X)
133 chét do huynh quang | Dabeyl GCAAACAGTGATAC | OEK(FA
HPV 31-1 TACA M)
34 chét do huynh quang | Dabcyl GCAAACAGTGATAC | OEK(FA
HPV 31-2 TAC M)
hit do hus K(HE
35 chat do huynh quang | Dabcyl AACAGIGA2ACIAC OEK(
HPV 31-3 X)
36 chéat do huynh quang | Dabcyl TGCTGTGTCTTCTAG | OEK(HE
HPV 35-1 TGAC X)
37 chéit do huynh quang | Dabcyl TGCTGTGTCTTCTAG | OEK(HE
HPV 35-2 T X)
18 chét do huynh quang | Dabcyl TGCTGTGTCTTCTAG | OK(FA
HPV 35-3 TGAC M)
39 chét do huynh quang | Dabcyl TATAGAGTCTTCCAT | OEK(RO
_ HPV 39-1 A X)
chét do huynh quang OEK(RO
40 Dabcyl TAGAG2CT2CCA2A
HPV 39-2 ey X)
chét do huynh quang TCTTCCATACCTTCT | OEK(HE
41 Dabcyl
HPV 39-3 A X)
4t do huy Dabcyl EK
0 chat do huynh quang abcy TGCTGCGGTTICCCC OEK(FA
HPV 51-1 M)
chéat do huynh quang | Dabcyl OEK(FA
43 ACTGCI1GCAGITTCC
HPV 51-2 M)
chit do huynh quang | Dab- OEK(Cy
44 TTTACTCCAAGTAA
HPV 51-3 K(Dab) 5)
45 chét do huynh quang | Dabcyl TACATATAATTCAA | OEK(HE
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HPV 53-1 AG X)
chat do huynh quang CTACATATAATTCA | OEK(HE
46 Dabcyl
HPV 53-2 AAG X)
chat do huynh quang ACATATAATTCAAA | OK(FA
47 Dabcyl
HPV 53-3 G M)
At do huy EK
43 chat do huynh quang | Dabcyl AGTATTGCTACAGA OEK(HE
HPV 56-1 X)
49 chét do huynh quang | Dabcyl AGTACTGCTACAGA | OEK(HE
HPV 56-2 AC X)
50 chét do huynh quang | Dabcyl CTACAGAACAGTTA | OKROX
HPV 56-3 A )
51 chét do huynh quang | Dabcyl GCTTCTACTACTTCT | OEK(RO
HPV 59-1 T X)
59 chat do huynh quang | Dabcyl GCT2CTAC2ACTTCT | OEK(RO
HPV 59-2 T X)
53 chit do huynh quang | Dabcyl GCT2CTAC2ACTTCT | OEK(HE
HPV 59-3 T X)
54 chét do huynh quang | Dabcyl CAACATGACTATTA | OEK(FA
HPV 66-1 AT M)
55 chét do huynh quang | Dabcyl CAACA2GAC2AT2AA | OEK(FA
HPV 66-2 T M)
chét do huynh quang | Dab- OEK(Cy
56 ATTAATGCAGCTAA
HPV 66-3 K(Dab) 5)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(RO
57 TCTACTACTGAATCA
HPV 68-1 X)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(RO
58 TC2AC2ACTACAGA
HPV 68-2 X)
50 chat do huynh quang | Dabcyl TCIAC2ACTACAGA OEK(RO
HPV 68-3 X)
chét do huynh quang | Dabcyl OEK(CY
60 CTGCTGTATATAGCC
HPV 70-1 5)
61 chét do huynh quang | Dabcyl ATAGCCCTACAAAG | OEK(CY
HPV 70-2 TT 5)
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chét do huynh quang | Dabcyl OK(ROX
62 CTGCTGTATTTAGCC
HPV 70-3 )
hat do huynh Dabcyl OEK(CY
g3 | chatdonuynhquang | Labeyl | A ACCATTAGCACT €
HPV 82-1 5)
” chét do huynh quang | Dabeyl | CACTGCTGTTACTCC | OEK(CY
HPV 82-2 A )
chét do huynh quang | Dab- OEK(Cy
65 GCACTGCTGTTACTC
HPV 82-3 K(Dab) 5)

(Trong trinh ty ANP cua bang 1, cac diém danh ddu sd 14 noi ma mét phan cta

trinh tu ANP duoc bién dbi thanh D-glutamin va L-glutamin

Mbi chét do kiéu gen HPV duogc tao chu trac trong su xem xét dén trinh tu trong

ving L1 ctia HPV véi tinh dac hiéu cao d6i véi kiéu gen va tri s6 Tm. Trong truong

hop noi ma tri s6 Tm cua céac kiéu gen khac nhau chdng 1én nhau, chit huynh quang

duoc danh du trén chit do ANP dugc thay ddi @8 x4ac dinh ddng thoi cac kiéu gen

khac nhau trong mot 6ng. Ngoai ra, cAu hinh cta ting chét do dugc thay dbi, va sb

lwong cac phan tir da dugc thay doi va vi tri cia n6 duge dieu chinh dén tri s6 Tm cta

ANP huynh quang.
Béang 2
Su bién dbi trinh ty ANP
Dang Bazo Diém Dang Bazo Diém
A @ A 1
Axit p-| T @ | AxitL- T 2
glutamic G ©) glutamic G 3
C @ C 4

Chét do ANP dugc tdng hop bang téng hop pha rén trir oligome ANP sir dung céc

monome ANP dugc bao vé by benzothiazolesulfonyl (Bts) va nhya chirc nang hoéa theo

phuong phap duge mo ta trong Patent Han Quéc sb 464261 (Lee et al., Org. Lett,
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9:3291, 2007). ANP c6 thé dugc tdng hop biang phuong phdp da biét cua 9-
flourenylmethloxycarbonyl (Fmoc) hodc t-Boc(t-butoxycarbonyl) (Kim L. et al, J.
Org. Chem., 59:5767, 1994; Stephen A. et al., Tetrahedron, 51:6179, 1995), va chét
thong bao va chat dap tét duoc dédnh diu 1én chit do ANP theo phuong phép dugce sir

dung rong rdi trong Iinh vuc nay.

1-2: San xuét olicome ADN

Chét do ANP trong bang do chinh céc tic gia sang ché san xuit va cac oligome
khac nhau duoc st dung cho phan tmg PCR nhu trong bang 3 dugc tbng hop boi
Bionic (Korea). Cu thé 13, d& cai thién do nhay phét hién HPV va dé x4c dinh sy c6
mit hodc khéng c6 mit sy da nhiém véi cac kiéu gen HPV bang phan mg real-time
PCR, céc cdp mdi 1 céc alen dic hiéu véi cac kiéu gen phat hién dugc dugce tao ciu
triic va dod nhay viéc phat hién kiéu gen HPV va tinh dic hiéu phu thudc vao viéc tron

céc cip mdi va chat do huynh quang ANP dugce phan tich.
Bang 3

Trinh tu oligome ADN dé phan tich dic trung cta chét do ANP

SEQ ID Tén Trinh tu (5' — 3')
NO
66 MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG
67 MY12 GGACAGGGHCAYAAYAATGG

68 doan mdi dic hiéu | TGCGTCATGTGGAAGAGTATGATTTAC
HPV 6-1

69 doan mdi dic hiéu | TGTAAATCATACTCTTCCACATGACG
HPV 6-2

70 doan mdi dic hiéu | GAATACATGCGCCATGTGGAGGA
HPV 11-1

71 doan mdi dic hidu | GCGCATGTATTCCTTATAATCTGA
HPV 11-2

72 doan mdi dic hiéu | ACTAACTTTAARGAGTACCTACGACA
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HPV 16-1

73 doan mdi diac hidu | CYTCCCCATGTCGTAGGTACTC
HPV 16-2

74 doan mdi dic hiéu | CTACCAAATTTAAGCAGTATAGCAGA
HPV 18-1

75 doan mdi dic hidu | TCTGCTATACTGCTTAAATTTGGTAGCA
HPV 18-2 TC

76 doan mdi dic hidu | GACATGGCGAAGAATATGAATTACAAT
HPV 26-1 T

77 doan mdi dic hidu | TCTGTTGTAAGTGTTATTTTACACAACT
HPV 26-2 G

78 doan mdi dic hidu | CATGTTGAAGAATATGATYTACAGTTT
HPV 33-1 G

79 doan mdi dic hiéu | CAAACTGTARATCATATTCTTCAACATG
HPV 33-2 TC

80 doan mdi dic hiéu | AGTAGACATGTGGAGGAATATGATTTA
HPV 45-1 CA

81 doan mdi dic hiéu | CTCCACATGTCTACTATACTGC
HPV 45-2

82 doan mdi dic hiéu | TACAATTTATTTTTCAATTGTGCAARA
HPV 52-1

&3 doan mdi dic hidu | AGCYGTTAATGTAATYTTGCACAATTG
HPV 52-2 A

&4 doan mdi dic hiéu | ATGTTGAAGARTATGACTTACAGTTTGT
HPV 58-1 T

&5 doan mdi dic hiéu | AACAAACTGTAAGTCATAYTCTTCAAC
HPV 58-2 AT

86 doan mdi diac hiéu | CAGTTTATAAGGCATGGTGAG
HPV 69-1

87 doan mdi dic hiéu | TCCTCACCATGCCTTATAAACTG
HPV 69-2

88 doan mdi dic hidu | AGACATGCAGAAGAGTTTGATTTACAG

HPV 73-1

23
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&9 doan mdi dic hiéu | TAGTAGAATTCATAGAATGTATATATG
HPV 73-2 TCATTACCT

90 doan mdi dic hiéu | GACATGGTGAGGAATTYGATTTACAAT
HPV 31-1 T

91 doan mdi dic hiéu | CRAATTCCTCACCATGTCKTAAATAC
HPV 31-2

92 doan mdi dic hiéu | CTTCTAAGTTTAAGGAATATACCAGGC
HPV 35-1 AC

93 doan mdi dic hiéu | CTTCACCATGCCTTAAATATTC
HPV 35-2

94 doan mdi dic hidu | GACATGTTGAAGAATATGATYTACAGT
HPV 39-1 TTG

95 doan mdi dic hidu | CGTGCCTGGTATATTCCTTAAACTTAGA
HPV 39-2

96 doan mdi dic hiéu | GAATATTTAAGGCATGGTGAAGAATAT
HPV 51-1 G

97 doan mdi dic hiéu | CTAATATATTGCTTAAAGTTACTTGGAG
HPV 51-2

98 doan mdi dic hiéu | CATGCAGAGGAATATGAATTACAATTT
HPV 53-1 G

99 doan mdi dic hiéu | ATTCCTCTGCATGYCTAACATACTG
HPV 53-2

100 doan mdi dic hiéu | ATCAGTACCTTAGACATGTGGAGGART
HPV 56-1 ATG

101 doan mdi dic hidu | CTCCACATGTCTAAGGTACTGAT
HPV 56-2

102 doan mdi dic hiéu | CAGTTTTAAAGAATATGCCAGACATG
HPV 59-1

103 doan mdi dic hiéu | GTCTGGCATATTCTTTAAAACTG
HPV 59-2

104 doan mdi dic hidu | TGAAATCAATCAATACCTTCGCCATGT
HPV 66-1 G

105 doan mdi dic hidéu | CATGGCGAAGGTATTGATTGATTTC
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HPV 66-2

106 doan mdi dic hidu | TTAGGCATGTTGAGGAATATGATTTGC
HPV 68-1

107 doan mdi dic hiéu | CAAATCATATTCCTCAACATGCCTAAC
HPV 68-2

108 doan mdi dic hidu | GCATGTGGAGGAATATGATTTACAA
HPV 70-1

109 doan mdi dic hiéu | TCCACATGCCTAGTATATTCCT
HPV 70-2

110 doan mdi dic hiéu | CAATTTATATTTCAATTGTGTAAAATCA
HPV 82-1

111 doan mdi diac hiéu | TAGAATCCATGGTGTGCAGGTAA
HPV 82-2

P& xac dinh 11 loai HPV trong mdt éng phan g, chat do huynh quang ANP véi
trinh tw SEQ ID NO: 1 dén 32 trong bang 1 duoc trdn voi ty 1¢ thich hop tuong ng
v6i cip mdi véi trinh ty SEQ ID NO: 66 dén 89 trong bang 3. Va sau d6 tién hanh
phan tng real-time PCR @8 xac dinh tri s& Tm cua timg chat do huynh quang bang
phép do noéng chay, va ché pham 11 loai chit do ma khong c6 tin hiéu huynh quang
chdng 1én nhau va cac tri s& Tm dugc lya chon. Viéc st dung ché phém 11 chit do
dugce chon, phan tng PCR dugc tién hanh va dd nhay phat hién va tinh dic hiéu cla
cac kiéu gen HPV dugc phan tich. Ngoai ra, dé x4ac dinh 11 loai HPV trong 6ng phan
ung khac, chit do huynh quang ANP v6i SEQ ID NO: 33 dén 65 trong bang 1 dugc
trdn & ty 1€ thich hop twong Urng voi céc cap mdi v4i SEQ ID NO: 66, 67 va 90 dén
111 trong bang 3 va sau d6 thuc hién phan Ung real-time PCR dé xac dinh tri s6 Tm
clia timg chat do huynh quang bang phép do néng chay, va ché phdm 11 loai chat do
ma khong c¢6 tin hiéu huynh quang chdng 1én nhau va céc tri sé6 Tm dugc lwa chon.
Viéc st dung ché phém 11 chit do duoc chon, phan ung PCR dugc tién hanh va do
nhay phat hién va tinh déc hiéu cua cac kiéu gen HPV duoc phéan tich.

Vidu?2
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Phén tich phan tng theo hén hop chat do ANP va oligome ADN

2-1: San xuét axit nucleic dich

Céc ADN duoc sir dung 1am axit nucleic dich 1a 22 kiéu gen cia HPV dung dé
x4c nhan tinh dic hiéu va do nhay cua ché pham chét do va céc cdp mdi. Bbi voi mdi
trong s6 22 kiéu gen ctia HPV, 10'° dén 10° ban sao ADN duoc sin xuit 1am axit

nucleic dich.

2-2. Phén tich phan Gmg cua hdn hop chit do ANP va cac mdi khac nhau

1) Pé x4c dinh d nhay phat hién va tinh dac hiéu cua 11 kiéu gen HPV (6, 11, 16,
18, 26, 33, 45, 52, 58, 69 va 73) theo chit do huynh quang ANP déc hiéu dich dugc
san xuét trong vi du 1-1 va céc loai doan mdi dic hiéu dich dugc san xuét trong vi du
1-2, 0,15uM m3i chét dd huynh quang ANP véi SEQ ID NO: 1 dén 32 trong bang 1,
0,15uM mdi cap mdi véi SEQ ID NO: 66 va 67 trong bang 3, va 1,2uM mbi cap mdi
vGi SEQ ID NO: 68 dén 89 trong bang 3 dugc tron, ma dung dich khuéch dai PCR
(Enzynomics, Korea) va mdi axit nucleic dich dugc san xuat duge bd sung vao do. Sau
do, phan tmg dugc tién hanh st dung may real-time PCR (CFX96TM Real-time PCR
System from Bio-Rad, USA). Bdn muoi 1am chu ky dugc thuc hién ma chu ky bao
gbm phan tmg & 50°C trong hai phut va 95°C trong 15 phit, sau do 1a phan Uung &
95°C trong 15 gidy, 55°C trong 45 gidy, va 72°C trong 15 gidy. Chét huynh quang cta
chét do ANP duoc do & 55°C. Sau d6, nhiét d§ duge duy tri ¢ 95°C trong ndm phit
trude khi gidm xubng 35°C. Sau do, chét do ANP va san phdm phan tng PCR dugc lai
trong nam phut, trude khi nang nhiét do 0,5°C tir 35°C dén 80°C trong sudt qué trinh

ma tin hiéu huynh quang dugc do va duong cong néng chdy duge do dugc phén tich.

2) Ngoai ra, dé x4c dinh do nhay phét hién va tinh ddc hiéu cua 11 kiéu gen HPV
(31, 35, 39, 51, 53, 56, 59, 66, 68, 70 va 82) theo cac chit do huynh quang ANP dac

hiéu dich dugc san xuat trong vi du 1-1 va céc loai doan moi déc hiéu dich dugc san
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xuéit trong vi du 1-2, 0,15uM mdi chit do huynh quang ANP véi SEQ ID NO: 33 dén
65 trong bang 1, 0,15uM mdi cdp mdi voi SEQ ID NO: 66 va 67 trong bang 3, va
1,2uM mdi cip mdi v6i SEQ ID NO: 90 dén 111 trong bang 3 duoc tron ma dung dich
khuéch dai PCR (Enzynomics, Korea) va mdi axit nucleic da san xuét duoc bd sung
vao d6. Sau d6, phan mg duoc tién hanh st dung mdy real-time PCR (CFX96TM
Real-time PCR System from Bio-Rad, USA). Bbn muoi 1dm chu ky duge thuc hién
ma chu ky bao gdm phan tng & 50°C trong hai phut va 95°C trong 15 phut, sau d6 1a
phan tmg & 95°C trong 15 gidy, 55°C trong 45 gidy, va 72°C trong 15 gidy. Chét huynh
quang ctia chit do ANP dugc do & 55°C. Sau do, nhiét do dugc duy tri & 95°C trong
nim pht trude khi giam xudng 35°C. Sau do, chit do ANP va san phim phan tng
PCR duoc lai trong nim pht, trude khi ning nhiét do 0,5°C tir 35°C dén 80°C trong
sudt qua trinh ma tin hiéu huynh quang duoc do va dudng cong nong chay dugc do

duogc phan tich.

2-3: Phan tich tinh dic hiéu va phan Gng cua hdn hop chit do ANP duoc chon va

Pé x4c dinh d6 nhay phat hién va tinh dac hiéu caa 11 kiéu gen HPV (6, 11, 16,
18, 26, 33, 45, 52, 58, 69 va 73) da dugc xac dinh trong muc 2) cua vi du 2-2, 0,15uM
timg hdn hop chét do véi SEQ ID NO: 35, 38, 41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62 va 65
trong sb cac chit do véi SEQ ID NO: 33 dén 65 trong bang 1 va cip mdi véi SEQ ID
NO: 66 va 67 trong bang 3, va 1,2uM mdi cap mdi véi SEQ ID NO: 69, 71, 73, 75, 77,
79, 81, 83, 85, 87 va 89 dugc tron ma dung dich khuéch dai PCR (Enzynomics, Korea)

va mdi axit nucleic da san xuat dugc bd sung vao do (Fig. 3).

Ngodi ra, dé xdc dinh d6 nhay phat hién va tinh dic hiéu cta cac loai doan moi
dic hidu dich va 11 kidu gen HPV (31, 35, 39, 51, 53, 56, 59, 66, 68, 70 va 82) duoc
x4c dinh trong 2) cua vi du 2-2, 1,2uM ting hdn hop chét do véi SEQ ID NO: 35, 38,

41, 44, 47, 50, 53, 56, 59, 62 va 65 trong sb cac chdt do véi SEQ ID NO: 33 dén 65
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trong bang 1 va cac cap mdi véi SEQ ID NO: 66 va 67 trong bang 3, va 1,2uM mdi
cdap mdi véi SEQ ID NO: 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109 va 111 duogc trdn,
ma dung dich khuéch dai PCR (Enzynomics, Korea) va mdi axit nucleic dd san xuat
duge bd sung vao d6. Sau d6, phan tmg dugc tién hanh st dung may real-time PCR
(CFX96TM Real-time PCR System from Bio-Rad, USA). Bén muoi 1am chu ky dugc
thuc hién ma chu ky bao gdm phan tmg & 50°C trong hai phit va 95°C trong 15 pht,
sau d6 12 phan tmg & 95°C trong 15 gidy, 55°C trong 45 gidy, va 72°C trong 15 gidy.
Chét huynh quang cta chit dd ANP dugc do & 55°C. Sau do, nhiét d6 dugc duy tri &
95°C trong ndm phu trude khi gidm xubng 35°C. Sau do, chit do ANP va san phdm
phan tmg PCR dugc lai trong ndm phut, truée khi ning nhiét 4o 0,5°C tir 35°C dén
80°C trong sudt qua trinh ma tin hiéu huynh quang dugc do va duong cong néng chay
dugce do duogc phan tich.

Két qua 13, d3 x4c nhén rang, trong phan tng PCR st dung hén hop chét do
huynh quang ANP dic hiéu v6i cac kiéu gen HPV va cac cdp modi, tinh dic hiéu trong
phat hién céc kidu gen HPV cao va c6 kha ning xéc dinh cac kiéu gen HPV véi do

nhay tuyét voi.

2-4: Cac cip mdi va hé thdng chit huynh quang dung d8 xac dinh céc kidu gen

HPV

Pé phét hién cac kidu gen HPV khéc ma khong thé phat hién dugc bang hé théng
néu trén véi hdn hop céc cip mdi va chit do, da xac nhan 13, trong phan tng PCR, ¢6
hay khéng nhidu kiéu gen HPV duoc phat hién, béng cach tao cu tric cip moi xudi
MY11 va 12 va mdi nguge GP6, ma 1a hé théng mdi da biét rd c6 kha ning phat hién
kidu gen HPV, va chit do huynh quang dén c4c vi tri trinh tw noi ma sy phét hién bang
cach st dung hé phat hién chét huynh quang SYBR green va su phat hién nhidu kiéu
gen HPV khac nhau 1a kha thi béng cach st dung céac vi tri trinh ty PGMY09 nhu
trong bang 4.
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Poan mdi va hé thdng chit do dé phét hién cac kiéu gen HPV

SEQ ID NO Tén Trinh tu (5' — 3")

112 GP6 TGATTTACAGTTTATTTTTC

113 MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC

114 ANP phat hién HPV | TTTGTTACTGTGGTAGATAC
-1

115 ANP phit hién HPV | TTTGTTACAGTTGTGGATAC
)

116 ANP phét hién HPV | TTTGTAACTGTTGTAGATAC
-3

117 ANP phit hién HPV | TTTATTACCTGTGTTGATAC
-4

118 ANP phit hién HPV | TTTGTAACTGTTGTGGATAC
-5

119 ANP phit hién HPV | TTTTTAACTGTGGTGGACAC
-6

120 ANP phit hién HPV | TTTATTACTTGTGTTGACAC
-7

121 ANP phit hién HPV | TTTGTCACGGTGGTAGATAC
-8

29/119

Két qua 13, da x4c nhan ring hé théng do phat hién SYBR st dung cip mdi voi

SEQ ID NO: 66, 67, 112 va 113 ¢6 kha ning phét hién tat ca 18 kiéu gen HPV (cac

loai 30, 32, 34, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90) khac 22 loai

(c4c loai 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 70, 73

va 82) bang cic tri sd Ct sau phan tng PCR (Fig. 4). Ngoai ra, da xac nhén rang cac

kiéu gen HPV khac nhau ¢6 thé duoc phat hién bang cach st dung hdn hop chét do

huynh quang cua hé thdng phat hién chit do 114 dén 121. Trong hé théng phat hién st

dung SYBR green, viéc phan tich tinh dic hiéu la kha thi tir cac mau duong tinh va 4m

tinh va, trong truong hop duong tinh gia, phan tich céc tri s6 Tm. Trong hé théng phat
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hién st dung hdn hop chit do, c6 kha ning xé4c dinh giita cac mau duong tinh va Am
tinh vdi tinh ddc hiéu vi san phém phan tng PCR HPV dugc khuéch dai b%mg cac cép

mdi duoc lién két voi chit do huynh quang ANP dic hiéu.

2-5: Hé thdng cip moi va chit do huynh quang dung dé phat hién cac kiéu gen

HPV

b3 duoc xac dinh, trong phan ing PCR, c¢6 hay khong 18 kiéu gen HPV (c4c loai
30, 32, 34, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 74, 81, 83, 84, 87 va 90) ma khong thé
phat hién dugc trong hé théng néu trén chita hdn hop cac cdp mdi va chét do co thé
duoc phat hién bang cip mdi xudi MY11 va 12, ma 1a hé théng doan mdi ma co thé
phét hién 18 kiéu gen HPV, va chét do huynh quang dén cic vi tri cla cac trinh ty ma
su phat hién st dung cac mdi nguoc dic hiéu ma cé kha ning khuéch dai timg trong s6
18 kiéu gen HPV, va su phat hién 18 kiéu gen HPV 1a kha thi, duoc tao cAu tric nhu

trong bang 5 va 6.

Bang 5
SEQ ID NO Tén Trinh tu (5' — 3")

122 doan mdi dic hiéu HPV | CAGGGCCACAATAATGG
55-1

123 doan mdi dac hieu HPV | GCGCAGGGCCACAATAATGG
55-2

124 doan mdi dac hidu HPV | GCGCAAGGCCACAAT
74-1

125 doan mdi dic hieu HPV | GCGCAAGGCCACAATAATGG
74-2

126 doan mdi dic hiéu HPV | CCCAGGGCCACAATAAT
87-1

127 doan mdi dic hieu HPV | GCCCAGGGCCACAATAATGG
87-2

128 doan mdi dac hiéu HPV | CATTTGCTTCTGACACAAC

FHBB-1
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129 doan mdi dac hiéu HPV | GCTTACATTTGCTTCTGACAC
FHBB-2 AAC
130 doan mdi dic hieu HPV | CTGTAATTCATATTCCTC
30-1
131 doan mdi dic hiéu HPV | CTGTAATTCATATTCCTCTAC
30-2 ATGTC
132 doan mdi dic hieu HPV | GCACATCATATTCTTCAGCA
42-1
133 doan mdi dic hieu HPV | GCACATCATATTCTTCAGCAT
42-2 GTC
134 doan mdi dic hiéu HPV | AAATCAAACTCCTCTGTATG
61-1
135 doan mdi dic hiéu HPV | TGGCAAATCAAACTCCTCTGT
61-2 ATGGC
136 doan mbi dic hieu HPV | AAATCAAATTCCTCCG
62-1
137 doan mdi dic hiéu HPV | GCAAATCAAATTCCTCCGTGT
62-2 GTC
138 doan mdi dic hiéu HPV | TCATATTCCTCTGTGTG
83-1
139 doan moi dic hiéu HPV | GTAAGTCATATTCCTCTGTGT
83-2 GGCGG
140 doan mdi dac hiéu HPV | CATCCACGTTCACCTTGCC
RHBB-1
141 doan mbi dic hieu HPV | TTCATCCACGTTCACCTTGCC
RHBB-2
142 doan mdi dic hiéu HPV | AYTGYAIKTCAWAYTCYTCIIC
R1-1 AT
143 doan moi dic hiéu HPV | AAAYTGYAIKTCAWAYTCYTC
R1-2 IICATG
144 doan mdi dic hiéu HPV | AYTGYAADTCAWAYTCYTCII
R2-1 C
145 doan mdi dic hiéu HPV | AAAYTGYAADTCAWAYTCYT
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R2-2 CIICATG
146 doan mdi dac hiéu HPV | TGYAAATCAWAYTCYTCIICA
R3-1 TG
147 doan mdi dic hiéu HPV | AAAYTGYAAATCAWAYTCYT
R3-2 CIICATG
Bang 6
SEQ Trinh tw chit do ANP
ID Tén ANP Piu ta Piu 4
NO WE Trinh i ANP (N-C) |
cung N cung C
148 | chét do huynh quang | Dabcyl CCACACAAACGTTAT | OK(FA
HPV 30-1 CCAC M)
149 | chét do huynh quang | Dabcyl CCACACAAACGTTAT | OK(FA
HPV 30-2 CC M)
150 | chét do huynh quang | Dabcyl TACTGTAACAACTGA | OK(FA
HPV 32-1 AGAC M)
151 | chét do huynh quang | Dabeyl CTACTGTAACAACTG | OK(FA
HPV 32-1 AAG M)
152 | chét do huynh quang Dabevl CAATCCACAAGTACA | OK(FA
HPV 34-1 Yl ACTGC M)
153 | chit do huynh quang Dabevl GTAGGTACACAATCC | OK(FA
HPV 34-2 ol AC M)
154 | chit do huynh quang | Dabeyl OK(FA
ACACCAACCCCATA
HPV 40-1 ¢ M)
155 | chét do huynh quang | Dabcyl CCACACCAACCCCAT | OK(FA
HPV 40-2 ATA- M)
156 | chét do huynh quang | Dabcyl TGCAACATCTGGTGA | OK(FA
HPV 42-1 TA M)
157 | chét do huynh quang | Dabcyl CTGCAACATCTGGTG | OK(FA
HPV 42-2 ATAC M)
158 | chét do huynh quang | Dabcyl CTCTACTGACCCTACT | OK(FA
HPV 43-1 GTG M)
159 | chét do huynh quang | Dabcyl CTCTACTGACCCTACT | OK(FA
HPV 43-2 G M)
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A 3\ B K
160 | chat do huynh quang | Dabcyl CACAGTCCCCTCCGT OK(FA
HPV 44-1 M)
161 | chit do huynh quang | Dabcyl TACACAGTCCCCTCC | OK(FA
HPV 44-2 GT M)
162 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA
TCCACGCAGGATAGC
HPV 54-1 M)
163 | chét do huynh quang | Dabcyl CAGCATCCACGCAGG | OK(FA
HPV 54-2 ATAGC M)
164 | chét do huynh quang Dabevl CAACTCAGTCTCCAT | OK(FA
HPV 55-1 e M)
165 | chét do huynh quang OK(FA
Dabcyl CAACTCAGTCTCCA
HPV 55-2 wy M)
166 | chét do huynh quang | Dabcyl CCCCCCTGTATCTGA | OK(FA
HPV 61-1 A M)
167 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA
CCTGTATCTGAATA
HPV 61-2 M)
168 | chét do huynh quang | Dabeyl OK(FA
CTGCAGCAGAAT
HPV 62-1 M)
169 | chét do huynh quang | Dabcyl CGCCTCCACTGCTGC | OK(FA
HPV 62-2 AGC M)
170 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA
ATCAGAGGCTAC
HPV 67-1 M)
1 | chatdo huynh D
17 chat do huynh quang abeyl TCAGAGGCTACATA OK(FA
HPV 67-2 M)
172 | chét do huynh quang | Dabcyl CTCACAATCGCCTTCT | OK(FA
HPV 74-1 GC M)
1 A \ ) K
73 | chét do huynh quang | Dabcyl CACAATCGCCTTCTG OK(FA
HPV 74-2 M)
174 | chét do huynh quang | Dabcyl CAGCTACATCTGCTG | OK(FA
HPV 81-1 C M)
175 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA
CAGCTACATCTGCT
HPV 81-2 M)
176 | chét do huynh quang | Dabcyl CAGCTGCTGCTACAC | OK(FA
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HPV 83-1 M)
h,( 3\ h )

177 | chat do huynh quang | Dabceyl CAGCTGCTGCTAC OK(FA
HPV 83-2 M)

178 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA

CCACCACCGAATCAG

HPV 84-1 M)

179 | chét do huynh quang | Dabcyl CACCACCGAATCAGA | OK(FA
HPV 84-2 A M)

180 | chét do huynh quang | Dabcyl CACTCAAACAACCAC | OK(FA
HPV 87-1 TG M)

181 | chit do huynh quang | Dabeyl CTCAAACAACCACTG | OK(FA
HPV 87-2 A M)

182 | chat do huynh quang | Dabceyl ACCCTCTGACACAT OK(FA
HPV 90-1 M)

183 | chét do huynh quang | Dabcyl OK(FA

CCTCTGACACAT

HPV 90-2 M)

184 | chit do huynh quang | Dab- AGTCTGCCGTTACTG | OEK(Cy

HBB-1 K(Dab) CC 5)
1 A 3 s _ E
85 | chat do huynh quang | Dab GTCTGCCGTITACTGC OEK(Cy
HBB-2 K(Dab 5)

Két qua 13, d3 xac nhan rang hé théng phét hién st dung hdn hop cap mdi véi

trinh tir SEQ ID NO: 66, 67 va 122 dén 147 va chit do huynh quang cta hé thong pht

hién chat do 148 dén 185 c6 thé phat hién tt ca 18 kiéu gen HPV bang cac trj sb Ct

sau phan ung PCR (Fig. 5). Trong hé thng phat hién st dung hdn hop chét do huynh

quang, c6 kha nang xac dinh gilta mau duong tinh va m tinh c6 tinh dac hiéu vi céac

san phim phan tng PCR HPV dugc khuéch dai bing cac cip mdi duge lién két véi

chét do huynh quang ANP d3c hiéu.

Kha niing 4p dung cong nghiép

Sang ché co thé duoc 4p dung cho phuong phap phét hién kiéu gen cta virut

papilloma ¢ nguoi. Cu thé 13, sang ché d& cap dén chét do phat hién ma c6 kha nang

gin két dic higu kiéu gen véi ADN caa HPV, kit phat hién chira chiing, va phuong
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phéap phét hién cac kiéu gen HPV st dung ching. Sang ché c6 kha ning phat hién
chinh xach 22 kiéu gen HPV da dugc phat hién trong c¢b tir cung, chan doan su dong
nhiém mot hodc nhiéu kiéu gen HPV, phat hién sy c¢6 mit hodc khong co mat cda cac
kidu gen HPV khac 22 kiéu gen, va phét hién cdc kiéu gen HPV v6i do nhay va tinh

dac hiéu cao.
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Yéu cau bdo ho

1. Hn hop chét do bao gdm chat do ANP (axit nucleic peptide) chira mot trong céc

trinh tw nucleotit cia SEQ ID NO: 1 dén 65, 114 dén 121 va 148 dén 185,

trong d6 axit amin, mach nhanh cla axit amin hodc phén ttr tich dién am dugc
lién két véi chat do ANP, va chét chi thi va chat dap tit dwgc lién két vi chat do PNA,
va chét do ANP ¢6 kha ning gin két dic hiéu kiéu gen véi ADN cta virut papilloma &

nguoi (Human Papillomavirus-HPV).

2. Hbn hop chit do theo diém 1, trong do cht do ANP phat hién kiéu gen HPV dugc
chon tir nhém bao gé)m céc loai 6, 11, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43,
44,45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 74, 81, 82, 83, 84,
87 va 90.

3. Hon hop chit do theo diém 1, trong d6 axit amin, mach nhanh cta axit amin hogc

phén tr tich dién &m dugc lién két voi du tan ciing N hodc dAu tan cung C cta chét do.

4. Hon hop chét do theo diém 1, trong d6 axit amin, mach nhanh ctia axit amin hodc
phén tr tich dién am dwoc lién két voi vi tri alpha, beta hodc gamma cta mach chinh

chét do.

5. Hdn hop chit do theo diém 1, trong d6 chAt chi thi 1 it nhit mot chat huynh quang
dugc chon tir nhém bao gém fluoresxein, fluoresxein clorotriazinyl, xanh rhodamin,
d6 rhodamin, tetrametylrhodamin, FITC, xanh Oregon, Alexa Flo, FAM, JOE, ROX,
HEX, @b Texas, CY5, CY3, TET, TRITC, TAMRA, chit nhudém mau Xyanin va chét
nhudm mau thiadicarboxyanin.

6. Hon hop chét do theo diém 1, trong d6 chét dap t4t 12 it nhat mot chit dwoc chon tur
nhom bao gém chét dap tit Dabcyl, TAMRA, Eclipse, DDQ, QSY, Blackberry, chét

dap tat Black Hole, Qxl, Iowa black FQ, Iowa black RQ va IRDye QC-1.

7. Phuong phép phat hién kiéu gen HPV, st dung mot hodc nhiéu chét do phat hién
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dung dé phat hién tai thoi diém thuc tai axit nucleic dich,

trong d6 chit do phét hién bao gbm trinh ty bt ky trong sd céac trinh tur
nucleotit ciia SEQ ID NO: 1 dén 65, 114 dén 121 va 148 dén 185, va trong d6 axit
amin, mach nhanh cta axit amin hodc phén tir tich dién 4m dugc lién két v6i chat do
ANP,va chit chi thi va chét dap tit dugc lién két v6i chit do phat hién, va chat do phat
hién 12 chit do phét hién ANP ma c6 kha ning gén két dic hiéu kiéu gen véi ADN ciia
HPV.

8. Phuong phép theo diém 7, bao gbm:

(a) thyc hién su lai hoa bang cach tron chét do phét hién va doan mdi trong miu ma

chira axit nucleic dich d& thu dugc dudng cong khuéch dai thoi gian thyc;

(b) thu dudng cong néng chay gitta san phim duoc khuéch dai va chit do phét hién

v6i su thay dbi nhiét do sau khi khuéch dai; va

(¢) phan tich duong cong khuéch dai thoi gian thuc va dudng cong néng chay riéng

biét thu dugc, 1an luot hodc ddng thoi.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 su khuéch dai duoc thuc hién bang phan tng

chudi polymeraza (PCR) thoi gian thuc.
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Fig. 5
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49475

DNA
Trinh tu nhdn tao

PNA

N region
(1) A X
Dabcyl dugc gan & dau-N

C region
(le)
CY5 duoc gén & dau-C

64

cactgctgtt actcca

16

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

65

15

DNA

Trinh tu nhdn tao

PNA

N region
(1) ) .
Dab-K(Dab) dugc gan & dau-N

C_region
(15)
CY5 dugc gin & dau-C

65

gcactgctgt tactc

15

<210>
<211>
<212>
<213>

66

20

DNA

Trinh tu nhé&n tao

36
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<220>

<223> mdi

<400> 66
gcmcagggwc ataayaatgg
20

<210> 67

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> moi

<400> 67

ggacaggghc ayaayaatgg

20

<210> 68

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 68

tgcgtcatgt ggaagagtat gatttac
27

<210> 69

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhadn tao
<220>

<223> mdi

<400> 69

tgtaaatcat actcttccac atgacg
26

<210> 70

<211> 23
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 70

gaatacatgc gccatgtgga gga
23

<210> 71

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 71

gcgcatgtat tccttataat ctga
24

<210> 72

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 72

actaacttta argagtacct acgaca
26

<210> 73

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 73

cytccccatg tcgtaggtac tc
22
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<210> 74

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> méi

<400> 74

ctaccaaatt taagcagtat agcaga
26

<210> 75

<211> 30

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 75

tctgctatac tgcttaaatt tggtagcatc
30

<210> 76

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 76

gacatggcga agaatatgaa ttacaatt
28

<210> 77

<211> 29

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 77

tctgttgtaa gtgttatttt acacaactg
29
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<210> 78

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 78

catgttgaag aatatgatyt acagtttg
28

<210> 79

<211> 30

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 79

caaactgtar atcatattct tcaacatgtc
30

<210> 80

<211> 29

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 80

agtagacatg tggaggaata tgatttaca
29

<210> 81

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> mdi

<400> 81
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ctccacatgt ctactatact gc

22

<210> 82

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 82

tacaatttat ttttcaattg tgcaara
27

<210> 83

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 83

agcygttaat gtaatyttgc acaattga
28

<210> 84

<211> 29

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 84

atgttgaaga rtatgactta cagtttgtt
29

<210> 85

<211> 29

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223> moi
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<400> 85
aacaaactgt aagtcatayt cttcaacat
29

<210> 86

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223> mdi

<400> 86

cagtttataa ggcatggtga g

21

<210> 87

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> méi

<400> 87

tcctcaccat gccttataaa ctg
23

<210> 88

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 88

agacatgcag aagagtttga tttacag
27

<210> 89

<211> 36

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
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<223> mdi

<400> 89
tagtagaatt catagaatgt atatatgtca ttacct
36

<210> 90

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 90

gacatggtga ggaattygat ttacaatt
28

<210> 91

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> moi

<400> 91

craattcctc accatgtckt aaatac
26

<210> 92

<211> 29

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> méi

<400> 92

cttctaagtt taaggaatat accaggcac
29

<210> 93

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
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<220>

<223> mdi

<400> 93

cttcaccatg ccttaaatat tc
22

<210> 94

<211> 30

<212> DNA

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 94

gacatgttga agaatatgat ytacagtttg
30

<210> 95

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> mdi

<400> 95

cgtgcctggt atattcctta aacttaga
28

<210> 96

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 96

gaatatttaa ggcatggtga agaatatg
28

<210> 97
<211> 28
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<212> DNA

<213> Trinh tu nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 97

ctaatatatt gcttaaagtt acttggag
28

<210> 98

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 98

catgcagagg aatatgaatt acaatttg
28

<210> 99

<211> 25

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 99

attcctctgc atgyctaaca tactg
25

<210> 100

<211> 30

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 100
atcagtacct tagacatgtg gaggartatg
30
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<210> 101

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> moi

<400> 101
ctccacatgt ctaaggtact gat

23

<210> 102

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 102
cagttttaaa gaatatgcca gacatg
26

<210> 103

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 103
gtctggcata ttctttaaaa ctg
23

<210> 104

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 104
tgaaatcaat caataccttc gccatgtg
28
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<210> 105

<211> 25

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 105
catggcgaag gtattgattg atttc
25

<210> 106

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 106
ttaggcatgt tgaggaatat gatttgc

27

<210> 107

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 107
caaatcatat tcctcaacat gcctaac
27

<210> 108

<211> 25

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 108
47
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gcatgtggag gaatatgatt tacaa
25

<210> 109

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 109
tccacatgcc tagtatattc ct
22

<210> 110

<211> 28

<212> DNA

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 110
caatttatat ttcaattgtg taaaatca
28

<210> 111

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh tuw nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 111
tagaatccat ggtgtgcagg taa
23

<210> 112

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhadn tao
<220>

<223> mdi
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<400> 112
tgatttacag tttatttttc
20

<210> 113

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223> mdi

<400> 113
cgtccmarrg gawactgatc
20

<210> 114

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> PNA

<400> 114
tttgttactg tggtagatac
20

<210> 115

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> PNA

<400> 115
tttgttacag ttgtggatac
20

<210> 116

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

49
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<223> PNA

<400> 116
tttgtaactg ttgtagatac
20

<210> 117

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> PNA

<400> 117

tttattacct gtgttgatac

20

<210> 118

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PNA

<400> 118
tttgtaactg ttgtggatac
20

<210> 119

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> PNA

<400> 119
tttttaactg tggtggacac
20

<210> 120

<211> 20
<212> DNA
<213> Trinh tu nhdn tao
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<220>
<223> PNA

<400> 120
tttattactt gtgttgacac
20

<210> 121

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PNA

<400> 121
tttgtcacgg tggtagatac
20

<210> 122
<211> 17

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 122
cagggccaca ataatgg
17

<210> 123

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 123
gcgcagggcc acaataatgg
20

<210> 124
<211> 15
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> méi

<400> 124
gcgcaaggcc acaat
15

<210> 125
<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> méi

<400> 125
gcgcaaggcce acaataatgg
20

<210> 126
<211> 17

<212> DNA

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 126
cccagggcca caataat
17

<210> 127

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 127
gcccagggcec acaataatgg
20
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<210> 128

<211> 19

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 128
catttgcttc tgacacaac
19

<210> 129
<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 129
gcttacattt gcttctgaca caac
24

<210> 130
<211> 18

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> mdi

<400> 130
ctgtaattca tattcctc
18

<210> 131

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 131
ctgtaattca tattcctcta catgtc
26
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<210> 132

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 132
gcacatcata ttcttcagca
20

<210> 133
<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 133
gcacatcata ttcttcagca tgtc
24

<210> 134

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<400> 134
aaatcaaact cctctgtatg
20

<210> 135

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> mdi

<400> 135
54
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tggcaaatca aactcctctg tatggc
26

<210> 136

<211> 16

<212> DNA

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> mdi

<400> 136
aaatcaaatt cctccg
16

<210> 137

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 137
gcaaatcaaa ttcctccgtg tgtc
24

<210> 138

<211> 17

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 138
tcatattcct ctgtgtg
17

<210> 139

<211> 26

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> mdi
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<400> 139
gtaagtcata ttcctctgtg tggcgg
26

<210> 140

<211> 19

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 140
catccacgtt caccttgcce
19

<210> 141

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> mdi

<400> 141
ttcatccacg ttcaccttgc c
21

<210> 142

<211> 24

<212> DNA

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> mdi

<220>

<221> ds6t bién

<222> (7)

<223> n & vi tri 7 1la Inosin
<220>

<221> dot bién

<222> (20) ..(21)

<223> n & vi tri 20 va 21 la Inosin

56
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<400> 142
aytgyanktc awaytcytcn ncat
24

<210> 143

<211> 27

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> mdi

<220>

<221> dét bién

<222> (9)

<223> n & vi tri 9 1la Inosin
<220>

<221> dét bién

<222> (22)..(23)

<223> n & vi tri 22 va 23 la Inosin

<400> 143
aaaytgyank tcawaytcyt cnncatg
27

<210> 144

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> mdi

<220>

<221> dét bién

<222> (20)..(21)

<223> n & vi tri 20 va 21 la Inosin

<400> 144
aytgyaadtc awaytcytcn nc
22

<210> 145
<211> 27
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<212> DNA

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> mdi

<220>

<221> dét bién

<222> (22) ..(23)

<223> n & vi tri 22 va 23 la Inosin

<400> 145
aaaytgyaad tcawaytcyt cnncatg
27

<210> 146

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> mdi

<220>

<221> dét bién

<222> (18)..(19)

<223> n & vi tri 18 va 19 la Inosin

<400> 146
tgyaaatcaw aytcytcnnc atg
23

<210> 147
<211> 27

<212> DNA

<213> - Trinh ty nhén tao

<220>

<223> mdi

<220>

<221> dét bién

<222> (22)..(23)

<223> n & vi tri 22 va 23 la Inosin

<400> 147
58
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aaaytgyaaa tcawaytcyt cnncatg

27

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

148

19

DNA

Trinh ty nhédn tao

PNA

N region
(l) < X
Dabcyl dugc gan & dau-N

C_region
(19)
FAM dugc gin & dau-C

148

ccacacaaac gttatccac

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

149

17

DNA

Trinh ty nhan tao

PNA

C _region
(17)
FAM duoc gin & dau-C

N region
(l) A X
Dabcyl dugc gan & dau-N

149

ccacacaaac gttatcc

17
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49475

150

19

DNA

Trinh ty nhan tao

PNA

N region
(1) ’ .
Dabcyl duoc gan & dau-N

C_region
(19)
FAM duoc gén & dau-C

150

tactgtaaca actgaagac

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

151

18

DNA

Trinh ty nhdn tao

PNA

N region
(1) A X
Dabcyl dugc gan & dau-N

C_region
(18)
FAM duoc gin & dau-C

151

ctactgtaac aactgaag

18
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<210> 152
<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> PNA

<220>

<221> N region

<222> (1)

<223> Dabcyl dugc gén & dau-N
<220>

<221> C_region

<222> (20)

<223> FAM dugc gin & dau-C

<400> 152
caatccacaa gtacaactgc
20

<210> 153

<211> 17

<212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> PNA

<220>

<221> N region

<222> (1)

<223> Dabcyl dugc gén & dau-N
<220>

<221> C_region

<222> (17)

<223> FAM dugc gin & dau-C

<400> 153
gtaggtacac aatccac
17

<210> 154
<211> 14
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<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49475

DNA
Trinh tu nhé&n tao

PNA

N region
(1) A X
Dabcyl dugc gan & dau-N

C _region
(14)
FAM dugc gin & dau-C

154

acaccaaccc cata

14

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

155

18

DNA

Trinh ty nhén tao

PNA

N region
(1) < X
Dabcyl dugc gan & dau-N

C_region
(18)
FAM dugc gin & dau-C

155

ccacaccaac cccatata

18

<210>
<211>
<212>
<213>

156

17

DNA

Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49475

PNA

N_region
(1)
Dabcyl dugc gé&n & dau-N

C_region
(17)
FAM duoc gén & dau-C

156

tgcaacatct ggtgata

17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

157

19

DNA

Trinh ty nhan tao

PNA

N _region
(1) ) .
Dabcyl dugc gan & dau-N

C_region
(19)
FAM dugc gén & dau-C

157

ctgcaacatc tggtgatac

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

158

19

DNA

Trinh ty nhé&n tao
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

49475

PNA

N region
(1) / \
Dabcyl dugc gan & dau-N

C_region
(19)
FAM duoc gin & dau-C

158

ctctactgac cctactgtg

19

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

159

17

DNA

Trinh ty nhédn tao

PNA

N region
(1) ; .
Dabcyl dugc gan & dau-N

C region
(17)
FAM duoc gin & dau-C

159

ctctactgac cctactg

17

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

160
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