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L.OI CAM DOAN

161 xin cam doan dé tai nghién cieu trong ludn van ndy ld céng trinh
nghién ciru ciia (0 dwa trén nhitng tai liéu, s0 liéu do chinh t6i tw tim hiéu va
nghién ciru. Chinh vi vay, cdc két qué nghién cteu dam bao trung thuc va khdch
quan nhal. Pong thoi, két qué nay chira ting xudt hién trong bat cit mdt nghién
ctiu ndo. Cde s0 liéu, két qud néu trong ludn van ld trung thuc néu sai t6i hoan

chiu trach nhiém.

Ha ndi, ngay 2C) thang D_S/nﬁm 2024
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LOI CAM ON

Trong qud trinh thuc hién va hoan thanh lugn van nay, t6i dd nhdn
dwoc sy giup do nhiét tinh vé tinh than, kién thite ciing nhw co sé vt chat

cua cdac nha khoa hoc, cdc co s6 nghién cuu.

Ddc biét t6i xin duwoc bay to sy kinh trong va biét on sdu sdc t6i TS.
Trén Minh Pirc - nguoi thay dé tan tinh dinh huéng, huéng dén va givip
do 161 hét sirc tan tinh trong sudt thoi gian t6i nghién ciiu va hoan thanh

luan van.

Két qua nghién ciru duwoc hé tro tie dé tai nghién ciru: Nghién citu
ddanh gid mirc do phin huy cia ADN tdch chiét tie miu hai cot liét si tai
Viét Nam phuc vu cho cong tac giam dinh. Ma s6: CSCL08.01/23-24.

T6i xin trdn trong cam on Ban ldnh dao Vién Cong nghé sinh hoc va
Trung tam giam dinh ADN dd tao moi diéu kién thudn loi giup do toi sudt

qud trinh nghién cttu hoc tdp tai vién.

Bén canh dé t6i ciing trdn trong cdm on sw hudng ddn tan tinh cia
ThS. Lé Thi Dung va ThS. Nguyén Ngoc Nam ciing toan thé cdn bg Trung
tam giam dinh ADN — Vién Cong nghé sinh hoc — Vién Han ldm Khoa hoc

va Cong nghé Viét Nam trong sudt qud trinh (i lam nghién ciru ludn vén,

T6i xin trdn trong cam on ban Lanh dgo, phong Dao tao, cac phong
chikc nang ciia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé va cdc thdy ¢é gido Khoa
Céng Nghé Sinh hoc - Hoc vién Khoa hoc Céng nghé -'Vién Han ldm Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam vé sw day dé va chi béo tdn tinh trong qud trinh
16i hoc tap.

Nhaén dip nay téi déic biét givi 16i cam on dén gia dinh than yéu luén
hi sinh va ung hé téi, téi giki loi cam on dén ban beé va cde anh chi déng
nghiép dé dong vién va givip di dé téi hoan thanh hoan thamh ludn van nay.

Ha ndi, ngayJthéang ('S nam 2024
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MO PAU

Céc cudc chién tranh bao vé to quéc ctia dan toc Viét Nam d3 10i xa nhiéu
nam nhung nhitng hau qua cia cudc chién van vo cing ning né, né anh hudng
rat 16n dén doi séng vin hoa tinh than cta ngudi dan, nhat 13 nhitg ngudi co
nguoi than da hi sinh trong su nghiép dau tranh gianh doc 1ap cia dan toc. O
nuéc ta hién nay, mot s6 luong 16n hai c6t cac chién si da hi sinh trong cac cudc
chién tranh gianh doc 14p cua dan toc van chua xac dinh duoc danh tinh. Vi
vay, van dé cp bach dugc dat ra ddi véi dang, nha nudc va nhan dan ta 1a xac
xac dinh danh tinh hai cbt liét si con thiéu thong tin. Do su thiéu hut cac thong
tin cd nhan lién quan cling nhu ho so y té va dir liéu rang ham mat, nén viéc xac
dinh danh tinh liét si - nhan dang phap y cha yéu phu thudc vao viéc giam dinh

ADN tir cac b xuong c6 sian, bao gdm xuong va rang [1-3].

Mau hai cbt liét si Viét Nam duoc thu thap tai cac nghia trang khac nhau
trén ca nudc nén d§ phan huy cling khac nhau, muc do phan huy tuy thudc vao
diéu kién khi hau thd nhudng timg ving. Tudi ctia mau khac nhau theo timg
thoi ky khang chién nén mau cé tudi cang 16n thi mirc d6 bi phan hity mau do
moi truong tac dong cang manh. Hon nita, diéu kién mai tang va tac dong cia
vi sinh vat trong dat ciing 1 nhitng yéu t6 anh huéng nghiém trong dén su toan
ven ctia ADN trong mau [1, 4-6]. Nhitng mau hai c¢6t ndy thudng co chat luong
kém nén gay kho khan trong nhan dang phéap y. Vi vay, viéc lya chon phuong
phap giam dinh ADN 1a rat can thiét, giup giam thoi gian, cong stc va chi phi
giam dinh.

Trén thé gi¢i va Viét Nam hién nay, cac phuong phép giam dinh ADN
cht yéu dua vao céc chi thi phan tir trén ADN ty thé (ving D-loop) va ADN
gen nhan (STR, SNP...). Bé ap dung duoc cac phuong phap giam dinh nay trén
mau xuong hai c6t thi ADN tach chiét tir cac mau ndy phai c6 chat lugng tot va
d6ng déu. Cac mau xuong hai ¢t & Viét Nam thuong c6 chat lugng va mire do
phan huyy khac nhau nén gay rat nhiéu khé khan cho viéc tach chiét ADN. Da
c6 rat nhiéu cac phuong phéap tach chiét khac nhau da duoc nghién ctru va dua
ra boi cac nha khoa hoc trén thé gidi, trong d6 mdi phuong phap tach chiét lai

t6i wu cho ting loai mau khac nhau [3]. Do d6, viéc danh giad va phan loai mau



dua trén hinh thai xuong la rat can thiét cho viéc tdi wu hoa tach chiét ADN va

xa hon 1a ndng cao hi¢u qua giam dinh.

Xuét phat tir cac co sé khoa hoc va thuc tién trén ching t6i tién hanh dé
tai: “Hoan thién phwong phap phan loai nhanh miu xwong dva trén hinh
thai nham phuc vu cdng tic giam dinh hai cot liét si tai Viét Nam”. Nghién
ctru ndy s& cung cap cac thong tin c6 gia tri cho phuc vu cong tac giam dinh tai
Trung tdm Gidm dinh ADN.

Muc tiéu ciia dé tai:

1. Panh gi4 hiéu qué cta viéc sir dung tiéu chi danh gia bén ngoai mau bao
gom: vi tri 1dy mau va thang diém Beyensmeyer d6i voi kha nang thu hoi

ADN ctia mau hai cdt 1au nam.

2. Go6p phan hoan thién phuong phap phéan loai nhanh mau xuong dua trén

hinh thai nham phuc vu cong tac giam dinh hai cot liét si tai Viét Nam.
Noi dung nghién ctru:

Noi dung 1: Thu thap va phan loai mau hai cOt tai nghia trang liét s1 Qubc
té Viét Lao, huyén Anh Son, tinh Nghé An.

Noi dung 2: Panh gia d6 phong héa mau dua trén thang diém

Behrensmeyer.

Noi dung 3: Panh gia kha niang thu hoi ADN tir cic mau nghién ciru va
danh gia méi twong quan gitra hinh thai mau va cac két qua ADN thu duoc.

Noi dung 4: Phan tich trinh ty ADN ty thé mau nghién ctru.



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. TONG QUAN HE XUONG NGUOI
1.1.1. Giai phiu hé xwong nguoi

Xuong la nhitng bo phan ran dugc cau tao bd1 mo lién két ran c6 4 chuce

nang:

Nang do: tao 1 khung cing dé nang do co thé va l1a noi bam cua cac co

Béao v¢: xuong dau mat bao vé€ nao, 1ong nguc bao vé tim phoi, khung
chau bao vé bang quang, tir cung.

Van dong: cac co bam vao xuong, khi co co s€ lam xuong chuyén dong
quanh céac khép.

Tao mau va trao do1 cac chat: tuy xuong tao hong cau, bach cau hat va

tiu cau. Xuong cling la noi dy trit va trao doi md, canxi, phot pho khi can co

thé c6 thé huy dong lay ra.

cft séng

dau

xuong so

¢t séng

xuong so

d6t song c6 (1-7) N T e d6tsGng ddi
xuong ham dugi a6t song c8 _ccr-cn 2 xuong ham dudi
d6t séng nguc £= T — xwong don a6t séng ngyc YxA P xuong don
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! ! > ‘
xuong vai | 2 xuong vai
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(khi xuong 8 chén)

Hinh 1. 1. By xwong ngwoi nhin tir phia trudc va sau [7]



Bo xuong ngudi truong thanh gdm 206 xwong phan 16n 1a xwong doi
duoc phan thanh 3 nhoém chinh (hinh 1.1) [8]:

Xuong chi trén va xuong chi dudi: Chi trén dinh vao than béi dai vai
(gdm xuong don va xuong vai); chi dudi dinh vao than béi dai chau (gém 2
xuong chau dinh thang vao xuong clng cta cot séng). Mbi chi c6 3 doan: canh
tay hodc dui, cang tay hodc cang chan, ban tay hodc ban chan (gom c6 cb tay
hodc ¢ chén, ban tay hodc ban chan, ngdn tay hodc ngén chan). Cau triic xwong

duoc tao thanh tir hai loai m6 xuwong: xuong vo va xuong ong.

Xuong minh gom cot song (hinh 1.2) va 16ng nguc (hinh 1.3). Cot song
c6 32 d6t song, trong d6 co 5 d6t song cung dinh lién nhau tao nén xuwong cliing
va 3 dot sdng cut ciing dinh lién nhau tao nén xuong cut. Long nguc gdm co

doan cQt song nguc, xuong trc va 12 doi xuong suon.
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Hinh 1. 2. Xwong cit sdng ciia con ngudi [9]
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Hinh 1. 3. Xwong 16ng nguc ciia con ngwoi [9]
Xuong so mit gdm 8 xuong so va 14 xwong mit hop thanh hop so va
khéi xwong mat (hinh 1.4).

Mat bén Nhin truc dién
xuong tran

xwong dinh
xuong buém

xwong tran xuwong
buém
Xuwong sang xuwong thai
- roons duong
xuong 1& sang xwong &

xwong go

xuwong go ma - xyong xoan ma

mai duoi
xuong cham
) Xuong ham xuong | xuwong
xuong thai trén mia ham trén
duong
xuwong
ham duéi

xuong

ham duéi
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Hinh 1. 4. Xwong s¢ cua con nguoi [9]
Vé mat dai thé, Xuong g6m 2 dang (loat) ciu tao (hinh 1.5):
Xuong det va dau ciia xuong dai: gdm c6 mdt 16p bén ngoai vimg chéc
(v6é xuong) bao quanh mot mang ludi chiu luc hinh thanh tir 14 xwong tao thanh
mot hé théng vach mong khong déu duoc goi 1a bé xwong, xép theo nhiéu
huéng khac nhau va c6 thé ndi voi nhau goi 1a mé xbp. Giita cac bé c6 nhiing

héc chira tiy xuong.



Xuong dai: Phan than xwong co cac 14 xuong xép dong tim tao thanh
nhiing cAu tric dic biét duoc goi 1a hé théng Havers. Moi hé théng c6 dang
hinh try, gdm nhiing 14 xuwong xép vong, & chinh giira khéi tru d6 1a éng Havers

chtra mach mau, mé lién két [10, 11].
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l Té bao xuong
\r : Rahe bt Mach bach huyét
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Hinh 1. 5. Giai phiu v6 xwong [11]

O mirc do hién vi, xuwong cau tao tir vat liéu cing, dong nhat, bén trong
hodac xen 1an gitra chiing 1a bon loai té bao: tién tao cot bao, tao cot bao, ¢t bao
va hay c6t bao (hinh 1.6).

Tién tao cdt bao (Osteoprogenitor cells) 13 cac té bao gdc xuong khong
chuyén biét c6 ngudn gdc tir trung md. Chung 1a nhimng té bao xwong duy nhét
trai qua qua trinh phén chia té bao; cac té bao ndy sé& phat trién thanh cac nguyén
bao xwong. Cac té bao tién than xuong dugc tim thiy doc theo phan bén trong

clla mang xuong, & 16p nd1 mac va trong cac ong chira mach mau trong xuong.

Tao cbt bao (Osteoblasts) 1 té bao tao xwong. Chiing tong hop, tiét ra
cac soi collagen va cac thanh phan hitu co khac can thiét dé xay dung ma tran
ngoai bao ctia mo6 xuwong va chung bit dau qua trinh voi hoa. Khi ma tran ngoai
bao bao quanh cac nguyén bao xwong, chiing bi méc ket trong chat tiét va tre

thanh té bao xuong.



C6t bao (Osteocyte), t& bao xwong truong thanh 1a nhimg té bao chinh
trong md xwong va duy tri qua trinh trao d6i chat hang ngay ctia nd, chang han
nhu trao doi chat dinh dudng va chit thai bang mau. Gidng nhu cac nguyén bao

xuong, t& bao xuong khong trai qua qua trinh phén chia té bao.

Huy c6t bao (Osteoclasts) 1a nhitng t& bao khong 16 c6 ngudn gbc tir su
hop nhét cta khoang 50 té bao don nhan (mdt loai té bao bach cr:iu) va tap trung
& ndi mac, nam trén vach xuong trong mot cdu trac goi 1a 6 Howship (hay hé
tai hap thu), trong bao tuong c6 nhiéu ti thé, cac bao quan khac kém phat trién.
Chung 13 té bao tiéu hily xuong va hay sun nhiém can xi véi cudng do cao,
dong vai tro quyét dinh trong viéc tu stra xuong. Cac hay cbt bao c6 ngudn goc

tir mot dong té bao don nhan (mono bao) dic biét trong tiy xwong [12-14]

Tir dong té bao xwong Tir dong bach cAu

g ’ P

_—viénxu

Tién tao Tao cét bao cét bao
cot bao

Huy cét bao

E&D x4000 & xe700

Hinh 1. 6. Cac loai té bao trong md xwong [14]
1.1.2. Thanh phén héa hoc ciia xwong

Xuong 1a mot vat lidu tong hop bao gém ca thanh phan vo co va hitu co.
Thanh phan v6 co chil yéu 1a hydroxyapatite (HA): Cas(PO4)3(OH). Thanh
phan hitu co ctia xwong bao gdm hon 30 protein véi collagen loai I chiém nhiéu
nhat (>90%). Theo trong luong, thanh phan v co chiém khoang 60% trong khi
thanh phﬁn hitu co chiém khoang 30%, 10% con lai 1a nude. Theo thé tich,
thanh phan vo co, thanh phan hiru co va nude 1an luot 1a khoang 40%, 35% va
25% [15-17].



Thanh phan hitu co ctia xuong duoc tao thanh tir khoang 90% soi
collagen loai I va 10% protein khac, chang han nhu glycoprotein, osteocalcin
va proteoglycans [10]. N6 tao thanh khung cho xuong, dugc lam cting lai thong

qua su ling dong canxi va cac khoang chit khac xung quanh céc soi [18].

Thanh phan v6 co 1a mudi khoang duoc ling dong gitta cac khoang trong
trong cac 16p collagen, sau khi cac khoang trong nay duoc 1ap diy, cac khoang
chat s& tich tu xung quanh cac soi collagen, két tinh va lam cho mé cung lai;
qua trinh nay duoc goi 13 c¢bt hoa [19]. Do cing ciia xwong phu thudc vao loai
va s6 lugng khoang chit ma co thé c6 thé sir dung; hydroxyapatite 1a mot trong
nhitng khoang chat chinh c6 trong xuwong. Mic di xuwong can du khoang chat
dé ting cuong strc manh nhung ching cling can tranh bi giy bang cach duy tri

du d6 déo dé chiu duoc céc luc tac dong hang ngay 1én chung.

Tinh mém déo va dd clmg clia xwong c6 duge tir cac soi collagen. Qua
trinh khodng hoéa qua mirc cia cac soi hodc san xuét collagen bi suy giam co
thé 1am ting do gion ciia xwong nhu véi ching roi loan di truyén tao xuong
khong hoan hao [20].

Xuong kho con 2/3 1a chét vo co va 1/3 1a chat hitu co:

- Chat hiru co (33,30%): chil yéu la chit cbt giao (osseine), gdbm cac soi
keo va cac té bao xuong.

- Chét v co (66,70%): chu yéu 1a cac chat mudi voi.
Canxi photphat: 51,04%
Canxi cacbonat: 11,30%
Canxi florua: 2.00%
Magie Photphat: 1,16%
Cacbonat va canxi clorua: 1,2% [21]

Cac thanh phan héa hoc ciing thay d6i theo chirc phan cua mdi xwong,
theo tudi, gidi, ché do dinh dudng va bénh tat. Pic biét, mot s vitamin A, D,
C va mot sb bénh ndi tiét co thé anh huong dén kién tric va céu tao hoa hoc

cua xuong.



1.1.3. Phin bo ADN trong xwong

Thoi gian t6n tai cia mod xwong sau khi co thé chét phu thudc diéu kién
moi trudng nhu chén trong dt, phoi truc tiép trong khong khi hay ngam trong
nudc (man hoac ngot)... Dudi tac dong cua cac tac nhan, qua trinh phan huy
xuong dién ra theo mot co ché xac dinh, vi du nhu trong dat thi xwong phan
huy do ndm, vi khuan trong dat xAm nhap vao cac khe hd mang xuwong va bat
dau phan hay ma tran khoang, chat nén xuong sau mot vai nim. Trong moi
truong nude, vi khuan lam cé vai tro quyét dinh, chiing ¢y nhanh su phan hity
bang cach ting d6 x6p ciia xuwong. Mic du co ché phan hay ciia mé xuong da
dugc nghién ctru rd rang nhung su thoai hoa cia ADN trong xuong theo thoi
gian, dic biét 1a ngudn gbc va vi tri ADN nam trong xuong lai chua dugc lam
rd. Hién nay con ton tai nhiéu gia thuyét khac nhau, d6i khi trai nguoc nhau.
Tuy nhién, hau hét cac gia thuyét déu thong nhét rang: ADN trong mo xuong
mdi phan 16n c6 ngudn goc tir cac té bao xuwong, con véi cac xuong lau nim
ADN c6 ngudn gdc tir ma tran khoang. Su ton tai ADN lau dai trong xuong 1a
nho vao ma tran khoang va qua trinh canxi hoa dong vai tro quan trong trong
vige “luu trir, bdo quan” ADN. Day cling 1a co s& khoa hoc ctua budc khu
khoang dugc 4p dung trong hau hét cac phuong phap tach chiét ADN tir xwong
[22].

Céc tac gia Lindahl, 1993 va Okazaki, 2001 cho rang ADN duoc hap
thu trén cac HA (hydroxyapatite) trong qué trinh hinh thanh tinh thé cta ma
tran khoang xwong [23]. Céc tac gia nay dwa ra gia thuyét rang trong xuong ton
tai loai tinh thé bioapatite tao thanh tur su hép thu ctia ADN trén bé mat HA,
chinh nho sy tuong tac ndy ma cau triic cia ADN co thé duge bao ton trong
thoi gian dai. O co thé séng, su hinh thanh bioapatite dién ra trong qua trinh
canxi hoa tao xwong hodc qua trinh tiéu sun tai cdu trac clia xwong. Mot co ché
tao bioapatite khac ¢ xwong sau khi co thé bi chét 1a cac thanh phan té bao cia
mo xuong sau khi phan huy s€ giai phong cac doan ADN c6 do dai khac nhau
vao cic khe hé cuc nhé ctia xuong, & d6 ching duoc tron 1an trong dung dich
bdo hoa céc ion canxi va phosphate, va sau d6 duoc hap thy hoic bi goi gon
trong qua trinh két tinh HA. HJ trg thém cho gia thuyét nay 1a bang chimg cac
trinh tw ADN tim thdy trong xuong c6 hodc xuong lau nim thuong cé kich
thude 60-150 bp xap xi 25-54 nm twong dwong véi kich thude dién hinh cia
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tinh thé HA dugc tim thay trong xuwong: day 2-5 nm; rong 5-24 nm; dai 15-55
nm [24].

Céc thi nghiém cta Kitamura nim 1997 va mé hinh 1y thuyét cua
Mrevlishvili va Svintradze nam 2005 lai dit gia thuyét ring ADN nhan tir cac
té bao xuong lién két chu yéu voi cac phan tir collagen. Ngoai ra ADN nhén
con hoat dong nhu mot “gian gido” trong vi¢c tap hop cac phan tur collagen
thanh soi. Luc twong tac gitta collagen va ADN chu yéu duoc hinh thanh bang
cac lién két hydro, méi lién két nay rat chat ché [25, 26].

Nim 2006, Orgel va cong su cho rang ciac manh ngan ADN nhan, ADN
ty thé s& mac ket lai trong qua trinh tong hop soi va canxi hoa collagen, chii
yéu lién két phan tir tropocollagen, mot phan khac hdp phu 1én bé mat HA va
sau d0 s& “dong goi” trong tinh thé ciia ma trin xwong [27]. Piéu ndy hoan toan
c6 thé xay ra vi trong qué trinh canxi héa tao xuong hodc qua trinh tiéu sun,
mot lugng 16n ADN ty thé, ADN nhan dugc giai phong vao chat nén xuong sau
khi hity c6t bao hoic tao cdt bao bi chét (apoptosis). Nhitng soi hay doan ADN
nay sau do co thé lién két truc tiép v6i bé mit cac soi collagen hodc hap phu
1én bé mit cta tinh thé HA (hydroxyapatite) dang trong qua trinh hinh thanh.

Nam 2012, ap dung cac phuong phap phan tich hién dai, nhom nghién
ctru ctia Paula F.Campos va cong su da dua ra gia thuyét vé 4 vi tri ADN c6 thé
ton tai trong xuong co, dua vao su lién két cia ADN véi HA (hydroxyapatite)
va collagen [28, 29]:

a. ADN lién két v6i céc soi collagen va sau d6 pha bdi HA hinh thanh cac

so1 canxi hoa.

b. ADN bi rang budc chit ché va dong goi trong qua trinh phat trién cia
tinh thé HA & khu vuc bén trong cac soi collagen trong qua trinh canxi
hoa.

c. ADN hép thu Ién cac soi1 collagen tu do hinh thanh trong qua trinh mét
nudc cua xuong khi canxi hoéa (thay thé phan tir nudc bang céc soi
khoang) dudi su tac dong cua hoa chat hodc tan cong cua vi sinh vat khi
xuong thoai hoa.

d. ADN lién két hodc boc trong tinh thé HA khi xuong tai két tinh hodc tiéu
huy.
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Co ché (a) va (b) dién ra trong co thé séng con (c) va (d) dién ra sau khi
chét. M6 hinh 1y thuyét nay duoc ung hd nhiéu hon ca, dic biét khi két qua cua
cac phuong phap tach chiét ADN tir xwong st dung ca budce khir khoang hoan

toan 14n phan giai protein bang proteinase K cho két qua kha quan nht.
1.2. XAC PINH VA PHAN TiCH ADN TRONG XUONG NGUOI

Nam 1985, Jeffreys va cong su phat hi¢n tinh da hinh axit
deoxyribonucleic (ADN) 1a mét cong cu manh m¢ trong cac xét nghi¢m nhan
dang, ké tir 1an dau tién dugc sir dung trong diéu tra vu an phap y [30]. Ong da
tién hanh kiém tra rat nhiéu ving ADN ciia bo gen ngudi cung mét lac. Két qua
thu duoc 1a dang ADN c¢6 rat nhiéu bang. Sy phirc tap va da dang ciia né lam
nguoi ta lién tuong dén 1 dau an diém chi va n6 chi co thé duy nhat d6i vai mot
cé thé (trir hai anh em sinh d6i cung trimg). Vi tinh phirc tap cua cac bang ADN,
nguoi ta da quyét dinh chi tién hanh xét nghiém theo cac ving (locus) di truyén
nhat dinh. Qua d6 cung cép mot két qua chan thuc hon dé danh gia vé mait s
luong va kich thudc cia cac dang di truyén. Phuong phap nay goi la ADN
typing hodac ADN profiling.

Tinh da hinh trong trinh ty ADN la co s¢ cia nhan dang ca thé, co céc
loai da hinh trinh tw ADN nhu sau:

- Pa hinh theo trinh tir: Cac gbe nucleotide trong doan ADN dugc xip xép
mot cach ngau nhién khong theo quy luat.
- Pa hinh theo chiéu dai (STR): Mot ) géc nucleotide dugc lap di 1ap lai

nhiéu lan trén chiéu dai cua doan ADN, Vi du:
Ca thé thtr nhat: -ATAT ATAT ATAT- > 3 doan lap ATAT
C4 thé thr hai: -ATAT ATAT ATAT ATAT- - 4 doan lap ATAT

- Pa hinh theo chiéu dai dugc cat bang enzym giéi han (RE): Cc enzym
gi61 han cit tai cAc vi tri nhan biét trinh tu nucleotide dic trung trén doan
ADN nhit dinh. Céc trinh ty ndy thuong bao gém tir 4 - 8 nucleotide.
Diém dic biét cua trinh tu nhan biét 1a hoan toan giéng nhau trén hai soi
b sung khi chiing dugc doc theo chiéu 5°- 3. Viéc cat ctia RE tao ra cac
doan dai ngan khac nhau va dugc phan tich thong qua k§ thuat RFLP
(Restrition Fragment Length Polymorphism).
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1.2.1. Nghién ctru ADN nhan trong xwong nguoi

Nam 1991, Hochmeister va cong sy bdo cao vi¢c st dung ADN chiét
xudt tir xwong dui cia mot xac chét ngdm dudi nudce 18 thang va mot xac udp
11 tudi [31], str dung RFLP va Variable Number Tandem Repeat (VNTR) locus
dugc khuéch dai bang PCR, ciing nhu HLA DQ A, cac nghién ctru khac trong
tai liéu bao cao RFLP, STR va b kit Amelogenin Typing, trinh tu khuéch dai
PCR ctia gen HLA DRBI1 va b kit PM Amplitype véi xuong bang cac phuong
phép chiét khac nhau [32-40].

Danh tinh ctia gia dinh Romanov (Sa hoang Nicolas II, Sa hoang
Alexandra va 3 nguoi con), bi giét nim 1918 trong cudc cach mang Nga, da
dugc x4c nhan bang cach st dung ADN chiét xuat tir cac manh xuong va
khuéch dai cho 5 locus STR (HUMTHO!l, HUMVWA31, HUMFI13Al,
HUMFES / FPS va HUMACTPB2) va amelogenin. Trong nghién ctru nay, dé
thiét 1ap méi quan hé giita con chau theo dong me, viéc phan tich ADN ty thé
cling dugc thuc hién [35].

Hochmeister va cong su (1995) mo ta truong hop dau tién s dung bd
dung cu thuong mai co san - bd PCR AmpliType PM va by GenePrint STR
Triplex - x4c nhan danh tinh cua hai ¢t ngudi duoc tim thay trong mot khu

rimg, khoang 1 nim sau khi dugc bao cao mat tich [34].

Niam 1995, Cattaneo va cong sy st dung d6t song lung va xuong dui tuoi
trong 2 truong hop sau khi chét 3 va 9 thang, mé ta phuong phap két tia sodium
acetate bio hoa dé loai bo vat lidu khong phai ADN va khuéch dai PCR duong
tinh cuia HLA-DRBI [38].

Nam 1997, Cattaneo va cong su dd phan tich 32 bo xuong bang cach str
dung natri axetat, hat tir tinh, phuong phép chiét xuét glass-milk va khuéch dai
PCR cho HLA DPB1 (327 pb), amelogenin (106/112 pb) va locus ADN ty thé.
Cac mau xuong duoc phan tich 1a tir 6 ddu xwong dui tir phiu thuat, 4 dau
xuong dui dugc kham nghiém tr thi tir 3 dén 6 nim va 22 mau than dét séng
tir 3 dén 43 nam sau khi chét. Sy khuéch dai tot nhat 14 ciia ADN ty theé, tiép
theo 1a HLA DPB1 khuéch dai ¢ cung tan s6 cua locus amelogenin; va khuéch

dai c6 thé xay ra & 11 trong tong s6 32 bo xuwong [37].
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Niam 1997, Evison va cong su da phan tich cic mau xuong ngudi tir nim
1986 dén nam 1994 trong cac trudng hop phap y hodc vat liéu khai quat dugc
chén cit tir ndm 1904 dén nam 1984, cling nhu tir ring ngudi va vét mau tir 3
thang dén 91 nam tudi [36]. Viéc trich xuit ADN cua cdc miu d6 duge thue
hién bang phuong phép silica. Sau d6, qua trinh khuéch dai va phan tich trinh
tu amelogenin, gen HLA-DPB1 va ADN ty thé di duoc thuc hién. Khong co

moi trong quan gitra d0 tudi cua mau vat va miac do bao quan ADN.

Nam 1998, Yamamoto va cOng sy da mo ta trong bao cdo trudong hop hai
cOt cia mot em bé 1 tudi rudi duge tim théy trong mgt can ho 16 ndm sau khi
em qua doi [32]. ADN xuong duoc chiét xuat bang phenol/chloroform va dugc
phan tich thanh cong 3 locus thudc vuing HLA 16p II (HLA-DQAI1, -DPB1, va
-DRBI1), 5 locus bang bd AmpliType PM (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 va
GC), 5 locus STR (LPL, vWA, F13B, THO1 va TPOX) va ving diéu khién
trong ADN ty thé.

Viéc str dung xuong va hai ¢t nguoi lam ngudn phat hién tinh da hinh
ADN 13 mot tién bo twong dbi gan day trong nhan dang phap y. Mot van dé
chung véi loai phan tich nay 1a viéc bao quan ADN. Chung ta biét ring ngoai
su phan huy bai vi khuan va céac vi sinh vat khéc, viéc tiép xtic dong thoi véi
cac tac nhan moi trudng con dan dén su suy thoai ADN trong cac mo sau khi
chét.

1.2.2. Nghién ciru ADN ty thé trong xwong nguoi

Maic du ADN nhan dugc tip trung rong rai cho mau nguoi séng, nhung

ADN ty thé lai duoc chon dé phan tich xwong ldu nam. Ly do 1a vi:

- ADN ty thé hitu ich vi né c6 mat véi sd luong ban sao cao trong té bio.
- N6 c6 nhiéu kha ning ton tai trong thdi gian dai hon so voi ADN nhan.
- Do di truyén theo dong me duy nhét ctia nd, ADN ty thé ciing rat hiru ich
trong cac trudng hop xac dinh phéap y va dé xac dinh cac mdi quan hé ho
ngoai khi ton tai khoang cach vai thé hé giira t6 tién va con chau.
ADN ty thé rat da dang trong cac quan thé tu nhién vi ty 1¢ dot bién cao
(hinh 1.7). Sigurgardéttir da udc tinh ty 1¢ dot bién trong ving diéu khién cua
ADN ty thé & ngudi 14 0,32 x 1070/ vi trf / ndm [41] so v&i ty 18 dot bién 0,5 x

10 7/ vi tri / ndm trong hé gen nhan [42]. HAau hét sy bién ddi trinh tu gifta cac



14

c4 nhan dugc tim thay trong ving siéu bién 1 (HVIL, vi tri 16024 dén 16365) va
trong vung siéu bién 2 (HVIL, vi tri 73 dén 340) thudc ving diéu khién [43].
Nhiing sai khac trong trinh tu nucleotide thugc hai ving nay tir 1au da duoc coi
nhu chi thi sinh hoc dic trung cho timg c4 nhan. Ving siéu bién tht ba (HVIII,
vi tri 438 dén 574), v6i cac vi tri da hinh bd sung 6 thé hitu ich trong trudng

hop trinh ty HVI va HVII cac méu gidng nhau.

s—~ /';\ H
3

5= B 0716569

o
& ERRET

() Non-coding
D Complex |
o D Complex Il
v (@) complex Iv
[_) Complex V
() mnas

(] trNAs

Hinh 1. 7. Ciu triic ADN ty thé [44]

Cac nghién ctru vé xuwong ngudi thong qua ADN ty thé co thé giup xéac

dinh hai c6t xwong nguoi, cling nhu lam rd cac sy kién lich str trong qué khir.

ADN ty thé duogc chiét xuat tir xwong nguoi (xuwong dui nguoi 1ay tir mot
nghia trang, khoang 750 nam tudi, xuong chay méi léy tr mdt bo xuong duogc
chon & Argentina khoang 13 nam, mot xuong méac & Polynesia c6 nién dai trudc
nam 1778) ciing nhu xuong dong vat (xwong lon tir nim 1545) va duoc khuéch
dai bang PCR chirmg minh rang luong thong tin di truyén dang ké c6 thé ton tai
trong tho1 gian dai [45]. TAt ca cac mau dugc thu thap tir cac cudc khai quat va

Iuu trit trong hop trong nhiéu nam.

ADN ty thé va gen tuong dong X-Y amelogenin da duoc phan tich dé
xac dinh danh tinh gia dinh cua Hoang tir Branciforte Barresi, 2 nguoi con cua
ong, anh trai 6ng va mot thanh vién vi thanh nién khac trong gia dinh, sdng tir
thé ky 16 dén thé ky 17 (c6 bao céo cho rang hai c¢bt dugc tim thdy & Sicily co
nién dai tir nam 1622) [46]. Cac phan tich di truyén phan tir phu hop véi ky
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vong lich str, mic du chung khong tryc tiép chimg minh rang day thyc té 1a hai
cdt cia Hoang tir va nhitng nguoi than cia 6ng, do khong thé 1ay dugc ADN tir
nhitng ngudi ho hang bén ngoai con séng ctia Hoang tir. T4t ca cic xuong dugc
bao quan tot & bén ngoai va cac ciu trac vi mo.

O Argentina, ngudi ta d3 tim thiy khoang 340 b xuong (nhiing ngudi
bi giét tir nAm 1976 dén nam 1983 trong thoi ky ddc tai quan siur). Mot s6 luong
rat nho nhiing c4 nhan nay duoc xac dinh bang cac phuong phap phap y truyén
théng va chi c6 1 ho dugc x4c dinh bang phan tich ADN ty thé. Cac phuong
phap ADN typing, STR nhiém sic thé Y va nhiém sic thé thuong st dung céc
doan moi 16ng nhau, da duoc str dung nham nd luc xac dinh nhiéu ca thé hon
[47].

1.2.3. Nguyén ly tach chiét ADN trong xwong nguwoi

Céac phuong phap tach chiét ADN tir mau hai ¢t dugce ap dung tai cac
phong thi nghiém phap y trén thé giéi hién nay rat da dang. Viéc lua chon
phuong phap tiy thudc vao diéu kién ciing nhu kinh nghiém ctia phong thi
nghiém do6. Cach chon mau vat dé tién hanh tach chiét ADN phu thudc vao tinh
trang mAu, hon nita viéc lya chon riang hay xwong dé tién hanh giam dinh ciing
1a mot van dé ma cac phong thi nghiém can phai can nhic [48]. R4t nhiéu
phuong phap tach chiét ADN da duoc nghién ctru va phat trién dé phu hop voi
ting loai mau v&i nhitng dic tinh khac nhau. Cac phuong phap c6 thé ké dén
nhu: phuong phap hiru co (phenol—chloroform) [49]; phuong phdp khir khoang
toan phan [50]; phuong phap tach chiét sir dung hat tir [51]...

Viéc tach ADN tir xwong nguoi bao gdom maot s6 budc dé phan 1ap va tach
chiét ADN tir mo xuong. Duéi day 14 tong quan vé quy trinh trich xudt ADN
dién hinh tir xwong ngudi:

Chuan bi mau: Mau xuong duoc lam sach dé loai bo bét ky chat gay 6
nhiém hodc manh vun bé mit nao. Tuy thudc vao ngudn gde va tinh trang cia
xuong, ching c6 thé duoc lam sach bang may, rira bang chat tay rira hodc xur
Iy bang thubc tay hodc chat khir tring khac dé loai bé cac chat giy 6 nhiém
ADN bén ngoai.

Nghién miu: Miu xuong sau d6 dugc nghién thanh bot bang phuong

phap co hoc hodc hoa hoc thanh bot min dé tang dién tich bé mit cho qua trinh
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tach ADN. Diéu nay c6 thé duoc thyuc hién bang cach st dung cbi va chay, may
nghién bi hodc thiét bi chuyén dung duoc thiét ké dé nghién xwong thanh bot.

Khtr canxi (Tuy chon): Néu mé xuong bi voi hoa ning, cd thé can phai
khir canxi mau dé tao diéu kién thuén loi cho viéc tich ADN. Qua trinh khtr
khoang bao gém viéc xir Iy bot xuong bang chét khir khoang, ching han nhu
EDTA (axit ethylenediaminetetraacetic), chat nay hoa tan mudi canxi ma khong
anh huong dén tinh toan ven ciia ADN.

Phan giai: Bot xwong duogc khir canxi sau d6 duoc phan giai bang enzyme
dé pha v& ma tran hitu co va giai phong ADN bi mac ket trong ma trin xuong.
Céac enzyme phan giai thuong dugc sir dung bao gém proteinase K, phan giai

protein va SDS (natri dodecyl sulfate), phd v& mang té bao.

Ly giai: Bot xuong da phan giai duoc tron véi dung dich dém ly giai co
chtra chat tay rira va chét chaotropic dé pha v& mang té bao va mang nhan, giai
phéng ADN vao dung dich. Dung dich dém ly giai gitp hoa tan ADN va bao

v€ n6 khoi su phan huy bdi cac nuclease.

Tinh ché: Dich ly giai chira ADN sau d6 duogc tinh ché dé loai bo cac chét
gy 6 nhiém nhu protein, lipid va cic manh vun té bao khac. Diéu nay thuong
dat duoc bang cach st dung két hop phuong phép chiét hitu co, phuong phap
tach chiét hat tir va phuong phap két tiia bang con... sau d6 1a ly tam dé tach
ADN ([38, 51-53].

Rura va tai huyén phu: dich ADN tinh ché dugce rira b:?lng etanol hoac cac
dung moi khac dé loai bo cac chat 6 nhidm va mudi con sét lai. Sau d6, ADN
duoc cho vao trong dung dich dém thich hop, chéng han nhu dung dich dém
TE (Tris-EDTA), dé 6n dinh ADN va chuén bi cho phan tich tiép theo.

Panh gia dinh luong va chat luong: ADN chiét xuat duoc dinh luong
bang phuong phap do quang phd hodc do huynh quang dé xac dinh nong do va
d6 tinh khiét ctia nd. Ngoai ra, tinh toan ven cia ADN duoc danh gia bang cac
k¥ thuat nhu dién di trén gel agarose hodc dién di mao mach...

Bao quan: ADN chiét xuat c6 thé dugc bao quan ¢ -20°C hoic -80°C dé
bao quan lau dai cho dén khi thuc hién phan tich sau hon.

Nhin chung, viéc trich xuat ADN tir xwong ngudi bao gdm mdt loat cac

budc dé phan 14p va tinh ché ADN tir mé xuong, cho phép phén tich vat liéu di
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truyén sau d6 cho cac tng dung khac nhau trong nghién ctru phap y, khao ¢
hoc va nhan chung hoc.

1.2.4. Cac yéu t6 danh huéng dén cAu tric va sw ton tai cia ADN hai cot

ADN trong cac miu hai cbt co thé bi bién ddi do tac dong cua cac yéu td
moi truong khong thuédn lgi nhu tia UV, nhiét do, do am cao. Céu trac phan tr

ADN ciing bi anh hudng ti€u cuc tir cac qua trinh oxy hoa, thuy phan...

Mic d6 phan huy sinh hoc phu thudc chu yéu vao hai yéu té: thoi gian
va diéu kién méi truong [54]. Tac dong khac tir bén ngoai nhu: nhiét do cao,
(d6i khi 1a chdy), ngdm trong nuée, chon trong dat va vi sinh vat phat trién 13
nhitng yéu té lam gia ting su phan huy cua hai cot va sy dat gay cia chudi
ADN [55, 56]. Su gia ting nhiét d6 va d6 4m dan dén mot sy tang truong vé sd
luong vi sinh vat va tdng cuong hoat dong ctia enzyme DNase. Suy thoai ADN
boi su két hop cua cac yéu to mdi trudng chir khong phai bat ky su tac dong
don 1¢ cua timg yéu tb [57].

Co ché bién doi cau trac va ton thuong phan tir ADN 1a do co ché noi
sinh ctia té bao va do cac yéu t6 ngoai canh tac dong [58]. Nhung du 12 co ché
nao, sy pha huy cau trac ADN ciing anh hudng 16n dén qua trinh nhan boi ADN
(PCR), do d6 lam giam kha niang thanh cong ctia phan tich dir liéu ADN c4 thé,
c6 khi su bién d6i nay lam cho xét nghiém khong thé thuc hién duoc hoidc dat
két qua khong nhu mong mudn [59]. Trong sb nhiing co ché d6 thi qua trinh
oxy hoéa, thity phan 1a phd bién nhit trong cdc mau hai c¢6t duoc chon trong moi
truong dat [60]. Phan Gmg thuy phan tac dong dén lién két d& bi ton thuong nhat
ctia ADN 1a lién két N-glycosyl [61]. Két qua thity phan lién két nay s& 1am méat
mot base dé lai mot vi tri apurinic/apyrimidinic (AP) ma cudi cing sé tao thanh

diém dat trén mot soi cua phan tir ADN so1 doi.

Tac dong ctia enzyme cua vi khuan: Vi sinh vat va hé dong vat, thuc
vét (bao gdm ndm, nim mdc va tao) 1 chat gy nhiém pho bién cua hai cbt &
hién truong vu &n, tham hoa hang loat va cac xuong chon trong dat [62]. Sb
luong vi sinh vt gia ting s& la mot nguyén nhan dang ké gy t6n thuong ADN
va canh tranh ADN dich dan dén viéc khong thé giam dinh ADN ciia cic mau

hai cot.
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Co ché gy ra su suy thoai ADN c6 thé khac nhau nhung két qua cudi
cung van 1a chudi ADN xoan kép bi phan cat thanh trinh tu ngan. Khi chiéu dai
doan ADN trung binh giam xudng dué6i 300 bp [63], mot luong thong tin ADN
dang ké bi mat do khong c6 trinh tu dich dé nhan boi. Té bao chét & hai dang:
chét theo chuong trinh (apoptosis) hodc hoai tir. D co ché chét té bao 1 nhur thé
nao thi ADN déu bi chia thanh cac manh nho do enzym ndi sinh gay ra lam cho

mau phan hily manh va rat kho dé tién hanh cac phan tich.

Mang xuong 1a 16p mang bao v¢ bén ngoai cung cua xuong, khi mang
xuong bi pha huy thi cac yéu t6 trén gay tac dong dén ADN trong xwong. Chinh
vi vay danh gia su thay d6i mang xuong s& 1 yéu té dugc quan tdm trong giam
dinh ADN mau hai cdt. Phong hoa duoc dinh nghia 13 qua trinh trong d6 cac
thanh ph?m v0 co va hitu co cue nho ban dau caa xuong bi tach ra khoi nhau va
bi pha hiy béi cac tac nhan vat 1y va hoa hoc hoat dong trén xuong tai chd, trén
bé mit hodc trong ving dat. Thiét hai vt chat do dong vat an thit nhai, gidm
dap, van chuyén dong chay va nhiing thay doi dia hoa dién ra trong qua trinh

hoa thach dugc loai trir khoi viéc xem xét danh gia phong hoa [64].

_ Sun khép
Péu gan 17> Xuong xp
Hanh [~ Tuy xwong do

biéu mo
‘ —— Xuong dac ;
\ Nbi cbt mac . _____ Khoang tdy trong
Bong mach B than xwong
Than 03 2 (R
xuong dinh duwdng v l
B Khoang tay
n Mang xuong %,
" Xwong 7 }
canhtay "3 %
‘ﬁ‘ { ¥ ' .

= / ) il \ ) i\
Hanh / // \
xwong i) \

_/ v o \\\.
Déu {\‘ « -(Z h ‘-;\\
i:ong \\"\}i Sun khép

Hinh 1. 8. Cu tao xwong dai [14]
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Trong giam dinh ADN mau hai cdt, vi tri 1dy mAu giam dinh ciing rat
quan trong. Hai dau cta xuong dai 1a cac xwong xdp do nhiéu bé xuwong bat
chéo nhau ching chit, dé ho nhimg héc nho trong nhu bot bién. O than xuong
dai 16p xuwong dic ¢ ngoai lam thanh mot 6ng xwong day & gitta, va mong dan
& 2 dau; 16p xuong x6p 6 trong, nguoc lai, mong & giita va day dan 1én & 2 dau
(hinh 1.8). Trong thoi gian dai & ngoai mdi trudng, xwong bi tac dong boi rat
nhiéu yéu t6 din dén xuong xdp bi phan hity manh hon so véi xwong dic. Chinh
vi vay ADN ¢ vi tri than xuong dugc bao tdn tdt hon so véi & vi tri hai dau

xuong dai.

O rang ngudi truong thanh, nga ring, mé mém trong budng tiy va cac
thanh phan c6 nhin ctia mau 1a nguén ADN phong pht (hinh 1.9). Con men
rang cAu tao chu yéu tir khoang chat (96%), phan con lai 13 nudc va chat hitu
co nén khong duoc sir dung trong giam dinh ADN. Kinh nghiém cho thdy ADN
tir cdc md cting nhu xuong va ring 6n dinh nhat ngay ca sau khi co thé bi théi
rita [65]. O mau hai ¢t 1au nam, dudi tac dong cua nhiéu yéu to trong thoi gian
dai, md6 mém trong budng tuy da bi phan hiy. Cac yéu tb ngoai lai xAm nhap
vao trong rang thong qua 16 mau ¢ chan ring, dan téi ring c6 xu huéng chan

rang s€ b1 phan huy trude sau d6 téi than nga rang.

Men rang —
Nga rng L MU rang
Nuwou
\é | C6 rang
Budng tay .
| Chan
Xé-mang rang
Xwong ham !J 7 '0' Q'
\. A o U A =

Hinh 1. 9. Cau tao ring ngudi [66]
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Ti 1é tach chiét thanh cong & mdi loai xuong trong cung diéu kién c6 su
khac biét dugc ty ban qudc té vé ngudi mat tich (ICMP) dua ra trong quy trinh
hoat dong tiéu chuan dé ldy mau mau xwong, rang tir hai cot ngudi dé xét
nghiém ADN tai I[CMP nam 2015 (hinh 1.10) [67].
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Hinh 1. 10. Ti I¢ tach chiét ADN thanh céng tir cic loai mau hai c6t[67]
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1.3. MUC PO UU TIEN CUA MAU GIAM PINH DUA THEO VI TRi
LAY MAU

Vi tri lay mau trén xuong va viéc lua chon céac rang cu thé dua trén nhiéu

yéu t6 khac nhau (bang 1.1).
Bang 1. 1. Vi tri iy miu thudong dwoe siv dung dé giam dinh ADN [67]

Rang:
Mirc do uu tién: 8,/7f$4321
(1) Rang ham sb 6 va ring s6 7 //!/ § ‘
X < A \ s 4 X N
(2) Rang s0 4, rang sO 5 va rang so 8 S A P

(3) Rang s6 3, rang s6 2, rang so6 1

Xwong dui
Murc d6 uu tién:
(1) Phan miu gan dau trén (mau den);

(2) Phan mau gan dau dudi (mau xam).

—_—

Xwong chay
Murc do uu tién:
(1) phan mau gan dau trén (mau den)

(2) phan miu gan dau dudi (mau
xam).

M
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Xwong tru va xwong quay

Ul tién dau tién 1a mot phan xuong
duoc liy ¢ phan phia trén (mau den).

Ul tién th hai 1a mot phan xuong
duoc liy ¢ phan phia dudi (mau xam)

Xwong canh tay

Murc d6 uu tién:
(1) phan xwong cach ranh trochlea
khoang 2cm (mau den);

(2) phan xuwong & tryc gitta hoic gan
truc gitra (mau xam).

Xwong mac

Mtic d6 uu tién: phan miu gan dau
dudi (mau den).
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Xwong swon

Uu tién ntra d6t séng (mau den)
cua mot xwong suwon gitra.

Gan trén hoac suon dudi hoan
chinh hoic gan nhu hoan chinh (mau
xam) 14 wu tién thir hai ¢é chon mau
suon

(

Upper (1% to 3™

( Middle (4™ to 9™

Lower (10 to 12t")

Xwong chdu

Ut tién hang dau 1a phan hinh chix
nhat duoc cat tir ving khia 16n hon
(mau den). Bam bao ghi lai cac gia tri
xac dinh gigi tinh cua vét khia trude
khi 1y mau.

Ul tién tht hai 12 phan hinh chix
nhat tir dinh chau gan khu vuc phia
trudc (mau xam)

%

Mdi yéu té xuong déu c6 khuyén nghi cu thé va dugc xem xét riéng 1é
(bang 1.2). Tranh ldy mau & nhiing khu vuc c6 xwong bi d6i mau vi diéu nay
c6 thé cho théy néng d6 ctia mot s6 kim loai nhat dinh trong dat tang 1én hoac
do 4m cao trong moi1 truong md cod thé dan dén su thoai hoa DNA cua xuong.
Tranh cac khu vuc léy mau nhit dinh thé hién cac dic diém ca nhén c6 thé duoc
st dung cho muc dich nhan dang, vi du nhu goéc dudi cua ham dudi hodc rang

c6 thé phét hién theo nha khoa. Tranh ldy mau cac khu vyc cho thdy chan

thuong, chang han nhu doc theo cic canh gy xuong.
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Bang 1. 2. Danh sach cac yéu t6 ring va xwong véi hé thong xép hang va
ma hoéa wu tién [67]

Luu ¥ rang moi khu vuc cia bo xuong ¢6 cac vi tri mau voi1 nhiéu di€ém

ru tién theo tht ti wu tién 14y mAu nhiéu nhét dén it nhét 1a: vu tién 1 (nhiéu

nhat), vu tién 2, wu tién 3, wu tién 4, vu tién 5, wu tién 6 (it nhat).

VT Yéu tf;:lgo’ng / t[|2rl1 Viing Yéu tfﬁfllgr(mg / tllglrll
Réang ham duéi 1 Xuong canh tay 4
Rang ham trén 1 C'|/'AAI\IYH Xuong quay 5
e | x| s

R Ham duoi 2 Xuong ban tay 3

bAU 7 .
Cham 3 TAY | Xuong co tay 4
Xuong dinh 4 Xuong ngon tay 4
Hop so-Vom so 4 Xuong dui 1
Xuong so mat 6 Xuong chay 1
Khung chau 1 CHAN Xuong mac 2
Dbt sdng co 2 Xuong banh che 3
Dot séng nguc 2 Xuong ban chan 1
Dot song that lung 2 Xuong mit ca 1

THAN | Xuong ba vai 3 CBI-? ﬁl\\IN Xuong cb chan 3
Xuong suon 4 Xuong g6t chan 3
Xuong don 5 Xuong ngdn chan 4
Xuong cung 6
Xuong uc 6
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1.4. PANH GIA HINH THAI MAU THEO GIAI POAN PHONG HOA

O ngoai cung, boc 16p xuong dic 14 mang ngoai hay ngoai cbt mac
(periosteum) 13 mot mang lién két mong dudi 2mm, chic, dinh chit vao xuong
gitip bao vé xwong khoi cac ton thuong bén ngoai (Hinh 1.8). Pdng thoi, hd trg
bao vé cac co quan va md mém xung quanh xwong thong qua viéc hip thu va
phan tan cac luc tac dong. Ngoai ra, trong mang xuong cd chura protein
collagen, tao thanh mot chiéc khung mém bao vé cac tic nhan la xAm nhap vao
trong xwong. Vi vdy, danh gia mang ngoai ctia xuong 1a tiéu chi dau tién dé

danh gia mic dd phan hiy ctia mau xuong hai cot.

Nghién ctru vé qua trinh phong héa xuong phat trién tir mot chuong trinh
ldy mAu xuong rong hon dugc khoi xudng vao nim 1975. Két qua cta nghién
ctru téng thé vé tap hop xuong & luu vue Amboseli duge béo cdo & noi khac
[68]. Viéc ldy mau tap hop xuong & luu vuc trung tim Amboseli nam 6 ria phia
bac ctia ndi Kilimanjaro & mién nam Kenya dugc thyc hién bang cach sir dung
cac mat cat tuyén tinh bao phil cac phan ciia sdu moi trudng séng chinh. Nhiing
moi truong séng nay bao gdm dam lay, rimg ram, dat rimg thua, dong bing,
bui rdm va long hd. Long hd hau nhu khd quanh nam, thinh thoang bi ngép tir
1 dén 2 thang sau nhitng dot mua 16n. Céc giai doan phong hoa duoc xac dinh
bang cac tiéu chi dé quan sat da duoc thiét 1ap sém trong chwong trinh 1dy miu
va duoc sir dung trong sudt nghién ciru. Xuong va hinh anh tham khao dugc str

dung lam tiéu chuén so sanh.

Hé thong phan loai hinh thai mau hai ¢t tir Behrensmeyer [64] sir dung
thang do tir 0 dén 5 chi tiét nhu:

> Giai doan 0: Bé mit xwong khong cé déu hiéu nit hodc bong troc do 140
hoa (phong hoa).

» Giai doan 1: Xuong c6 mét sb6 vét nut, thuong 1a theo chiéu doc trong
xuong dai. (hinh 1.11A)

> Giai doan 2: Mot sd vét nut va bong troc 1o rang, dac biét 1a & cac 16p
mong doéng tAm ngoai ciing clia xwong. (hinh 1.11B)

> Giai doan 3: B& mit xuong c6 cac mang tho rép cta xwong nhé gon bi
phong hoéa; cac 16p ddng tam bén ngoai di dugc loai bo, nhung phong
hoa khong xam nhép sau hon 1,0-1,5 mm. (hinh 1.11C)
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> Giai doan 4: B& mit xuong thd va manh vun c6 thé ton tai; phong hoa

vuon vao cac khoang bén trong. (hinh 1.11D)

> Giai doan 5: Xuong c¢6 manh vun 1én va dé bi gay; hinh dang xwong ban
dau co thé khong xac dinh dugc (hinh 1.11E)
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQONG VA NGUYEN VAT LIEU NGHIEN CUU
2.1.1. D6i twong nghién ciru

Téng sb 120 mau hai cdt 1iét si con thiéu thong tin thu duoc tai nghia
trang liét si Quéc té Viét Lao, thi trdn Anh Son, huyén Anh Son, tinh Nghé An
— thoi gian mat 1965-1975 dugc sir dung trong nghién ctru ndy. Cac mau dugc
thu thap theo quy trinh thao tac tiéu chuan 1ay mau xuong va mau rang tir hai
cot nguoi dé xét nghiém ADN tai ICMP (2015). Mau hai c6t dugc bao quan tai
trung tAm giam dinh ADN va dugc sir dung dé 1am thi nghiém.

2.1.2. Nguyén vat liéu nghién ciru
Hoéa chit:

Ethanol 96°, ethanol 70°, javen... Cac hod chat str dung trong nghién ctru
1a cac hoa chat phuc vu cho céng doan xtr Iy xwong, ring ban dau, G khoang.
ADN mau nghién ctru duge tach chiét bang bo kit EZ1&2 DNA Investigator
Kit. Quantifiler Trio DNA Quantification Kit duoc stir dung dé dinh luong ADN
nhan c6 trong mau hai ¢t thong qua ba ddi twong muc tiéu khac nhau. Pinh
luong ADN ty thé sit dung: GoTaq® Probe qPCR Master Mix va The
GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System.

Po bao h: Ging tay cao su y té, khau trang, kinh an toan, boc gidy, boc

cd tay, quan 4o thi nghiém...

Thiét bi: Box chuyén dung, n6i hap khir tring, cAn phan tich, ti siy, may
lic, ng fancol, may PCR Eppendorf, bé dién di, may chup anh ban gel, may
anh, may nghién mau TissueLyser II (Qiagen), may EZ1 Advanced XL
(Qiagen, Hilden, Duc), may 7500 Real- time PCR (Applied Biosystems),
QuantStudio 6 pro Real-Time PCR (Applied Biosystems).
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Bang 2. 1. Danh sich hoa chit chii yéu trong thi nghiém

STT Tén Hing san xuat
1 EZ1 DNA Investigator Kit Qiagen
2 EDTA (0,5M, pH 8,0) Invitrogen
3 Distilled water (DW) Invitrogen
4 NaOAc (3M, pH 5,2) Thermo Scientific
Quantifiler Trio DNA ) _
5 _ , , Applied Biosystems
Quantification Kit
6 GoTaq® Probe qPCR Master Mix Promega
7 Proteinase K Qiagen
The GoTaq® Probe 1-Step RT-
8 Promega
qPCR System

2.2.

PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.2.1. Phwong phap thu miu hai c6t liét si Viét Nam

Pé dam bao tach chiét ADN toi uu, viéc lya chon mau ban dau 1a rat

quan trong. Tuy nhién khi 14y mau thuc té & céc nghia trang liét si & Viét Nam,

mau hai c6t thudng co xu huéng bi pha hity manh do nhiéu yéu t tac dong dén.

Do d6, thit ty wu tién d3 duoc diéu chinh dya theo quy trinh thao tac tiéu chuin

14y mAu xuong va rang tir hai ¢t ngudi dé xét nghiém ADN tai ICMP (2015)

[67] va diéu kién thuc té nhu sau:

1.

o & w PN

Rang

Xuong dui, xuong chay, xuong canh tay
Xuong quay, xuong try, Xuong mac,
Xuong sudn, Xxuong so,

Xuong chau, dbt song...
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S6 lugng mau lay:
1. Péi v6i miu rang lay tir 4-6 chiéc rang ham.
2. Dbi v6i mau xuwong ldy 1 doan khoang 5 cm.
2.2.2. Phwong phap danh gia hinh thai miu hai cot

Mau nghién ctru dugc danh gia phan loai dya vao hé thong phan loai hinh
thai mau hai cot tir Behrensmeyer sir dung thang do tir 0 dén 5 [64]. MAu duogc
xem xét co hay khong c6 vét nut. Sau do, danh gia sy bong tréc ctia mang ngoai
va 14 xuong, ta stir dung thudc kep phap y do do sau cta 16p xuwong bi mat di tir
mang ngoai vao than xuong. Trong qué trinh danh gia, mau xuwong dé gy,
khong xac dinh dugc hinh dang ciing dugc dé y toi va ghi lai. Phan mém excel

duoc sir dung cho viéc théng ké cac giai doan phong héa ctia mau.
2.2.3. Phuwong phap tach chiét ADN cic miu hai c6t nghién ctru

Mau nghién ctru dugc xtr Iy mau ban dau theo qui trinh chuan do Trung
tam Giam dinh ADN phat trién va tach chiét theo qui trinh ctia bo kit EZ1&2
DNA Investigator Kit

2.2.3.1. Chudn bi mdu va xvr Iy mdu ban diu

Khtr tring khu vuc 1am viéc bang javen 10%, lau sach bang nudc va sir
dung gidy tam con 70% dé lam kho. Bat dén tim UV 30 phut trude khi 1am viéc.
Kiém tra va ddi chiéu tén mau trong danh sach voi cadc mau duogc nhan. Sau do,
mau dugc cat bang may voi kich thude theo yéu cau trong danh sach. Cho mau
vao 6ng 50 ml, dan tén mau va chuyén sang budc tiép. Mau con lai can dugc

lam kho, dong goi1 va ban giao cho nguoi luu mau.

Mau sau khi cit duoc thém 10 ml javen 10% vao mdi mau, lac déu bang
tay trong 30 gidy va do dich (lap lai 2 lan). Sau d6, mau dugc thém 20 ml nudc
khir ion, lac déu bang tay trong 60 gidy va d6 dich (lap lai 2 1an). Tiép theo, bd
sung 20 ml ethanol 96% vao mdi mAu, lic déu trong 60 gidy va do hét dich.
Phoi kho mau trong ti sdy voi nhiét do 56° trong 5 tiéng. Nghién miu bang
may nghién TissueLyser II (Qiagen) véi tan sb 30 lan/gidy trong 30 gidy. Mau
sau khi nghién dugc chuyén sang dng 2 ml voi khéi lugng 200 - 500 mg bot
xuong.
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2.2.3.2. Quy trinh tich chiét ADN

Khtr trung khu vuc lam viéc bang javen 10%, lau sach bang nudc va st

dung gidy tdm con 70% dé 1am kho. Bat dén tim UV 30 phut trudce khi lam viéc.

Kiém tra va d6i chiéu tén mau trong danh sach vé&i cac mau duoc nhan.
Mau dugce bd sung 1,5 ml EDTA 0,5M pH 8, boc parafilm, l4c ki béng may dén
khi dung dich mau déu nhau, treo mau 1én may Rotating mixer ¢ nhi¢t do 4°C
qua dém (khoang 16-24 gio). Sau d6, miu duoc li tAm mAiu véi toe d6 6000
vong/phut trong 4 phut, loai bo dich noi. B6 sung 550 pl G2 lysis buffer, 50 pl
proteinase K vao mdi mau, boc parafilm, lic déu. Chuyén mau sang may lic u
nhiét 56°C, 750 vong/phut, i qua dém.

Téach chiét ADN duoc thuc hién sau khi u lysis. Mau d3 0 duge li thm
vé6i tbe d6 6000 vong/phut trong 5 phut. Hat 500 pl dich ndi chuyén sang 6ng
dung mau theo kit sau d6 b6 sung 400 pl MTL Buffer, 1 pul cRNA, 50 pul NaOAc
(3M, pH 5,2) vao mdi mau, lic déu bang may, li tim nhe dé mau lang xudng.
Mau d3 chuén bi theo quy trinh ciia bo kit duoc chuyén vao hé théng may EZ1
Advanced XL, thuc hién theo chuong trinh The Large-Volume Protocol, dgi
may két thac quy trinh, thu 40 ul ADN tach chiét. Kiém tra d6i chiéu thong tin

mau theo ho so va bao quan & -20°C.

2.2.4. Pinh lwong ADN gen nhan va ADN ty thé miu nghién ciru bang ki
thuat Realtime PCR
2.2.4.1. Dinh lwong ADN gen nhan :

Quantifiler Trio DNA Quantification Kit dugc st dung dé dinh luong
ADN nhan c6 trong mau hai cot thong qua ba ddi tugng muc tiéu khac nhau va
gen ndi chuan IPC (bang 2.2). Pudng chuin duoc xay dung dua trén 5 nong do
ctia mau chuan co trong b kit duoc pha loang 10 1an tir 0,005 — 50 ng/pl theo

huéng dan cua nha san xuét [69].

Thanh phan phan Gmg bao gdm 8 pl QuantifilerTM Trio Primer Mix, 10
ul QuantifilerTM Trio THP PCR Reaction Mix, 2 ul ADN. Chu trinh nhiét khoi
dau bang budc bién tinh 95°C 2 phut, sau d6 1 40 chu ki vi mdi chu ki (95°C,
9 gidy; 60°C, 30 gidy). Toan bo phan tmg va phan tich két qua duoc thuc hién
trén hé thong 7500 Real— time PCR (Applied Biosystems).
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Khoang khuyén nghi ctia bd kit DNA Quantifiler™ Trio: gia tri R? >
0,98; pham vi do dbe (slope) cua bo kit khoang -3,0 dén -3,7 (bang 2.3).

Bang 2. 2. Gen dich cia By dinh lwgng DNA Quantifiler™ Trio

- Chiéu dai | Kibu S8 ban Dye/
cn
(bp) gen sao Quencher
Pich ADN dai Ludng Nhiéu
214 ABY/QSY
(LA) boi ban sao Q
Pich ADN ngin Ludng Nhiéu
80 VIC/QSY
(SA) bo1 ban sao Q
Nhié PAM/M
Pich Y 75 Pon boi et /MG
ban sao B
IPC 130 San ¢ JUN/QSY

Bang 2. 3. Khodng va trung binh ciia cac gia tri d§ doc dwong cong ticu
chuén [69]

Quantifiler™ Trio Po doc dién hinh P doc trung
gen dich (pham vi) binh
Pich ADN ngin (SA) -3,0t0-3,6 -3,3
Pich ADN dai (LA) 31t0-37 34
Pich Y (Y) 3010-36 33
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2.2.4.2. Pinh lwong ADN ty thé:
Viéc dinh luong ADN ty thé dugc thyuc hién bang realtime PCR tu thiét

ké str dung dau do huynh quang TagMan va cac doan mdi cu thé nhdm vao doan
170 bp trong ving HVI.

Cac chudi oligonucleotide dit tir hang Integrated DNA Technologies
(IDT) nhu sau:

- Pau do tu thiét ké 5'-FAM-CCCATCAACAACCGCTATGTATT-MGB-3’
- MOoi xudi F15989: 5 '-CCCAAAGCT AAGATTCTAAT-3'
- MBoi nguoc R16158: 5-TACTACAGGTGGTCAAGTAT-3' [70]

Qua trinh khuéch dai realtime PCR dugc thyc hién trong phan tng 20 ul
chtra 1X Go Taq Probe qPCR Master Mix (Promega, WI, USA), mdi moi 500
nM, 250 nM dau do va 2 pl ADN tach chiét. Diéu kién chu ky nhiét dugc bat
dau bang chu ky 95°C trong 2 phut, sau d6 14 40 chu ky 95°C trong 15 gidy va
60°C trong 1 phut.

Puong chuan xdy dung dua trén 5 nong do cua san pham PCR 443 bp
trong ving HVI dugc pha lodng 10 lan tir 0,006 dén 60 pg~6,58x10* dén
6,58x10°® ban sao. Hai mau khong c6 ADN dugc dua vao thi nghi€ém dé 1am ddi
chirng am. Toan by phan ung duogc thuc hién trén hé théng QuantStudio 6 pro
Real-Time PCR (Applied Biosystems) va phan tich két qua duoc thuc hién trén
phan mém QuantStudio™ Design & Analysis 2.6.0 (Applied Biosystems).

2.2.5. Phén tich trinh tw ADN ty thé

Toan bd 120 mau hai cdt da duoc giai trinh ty trong qua trinh giam dinh
thuong quy tai Trung tdm gidm dinh ADN. Hai cip moi khuéch dai hai tiéu
vung PS1 (F15989: 5°-CCCAAAGCTAAGATTSTAAT-3’vaR16251: 5°-GGA
GTTGCAGTTGATGT-3’) va PS2 (F16190: 5’-CCCCATGCTTACAAGCAA
GT-3’vaR16410: 5’~-GAGGATGGTGGTCAAGGGGAC-3’) thudc ving HVI
cua ADN ty thé duoc s dung. Trinh ty ADN ty cua 120 mau dugc danh gia,
phan tich sir dung phdn mém Sequencher version 5.4.6 (GenCodes, Hoa Ky).
Trinh tu mau dugc tién xur Iy bﬁng cach loai bd cac vung trinh tu moi, stra chira
thi1 cong céc vi tri nucleotide goi sai béi phan mém. Tiép d6, trinh tu mau dugc
so sanh giong hang (align) véi trinh tu ADN ty thé tham chiéu (rCRS) [71]. Hb
so ADN ty thé ctia miu s& duoc xuat dudi dang cac bién thé (sai khac giita trinh
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tw ctia mau va rCRS cac & vi tri nhat dinh) kém theo thong tin vé doan trinh tu
phan tich. Cac bién thé duoc kiém tra mot 1an nita dé dam bao tuan thu danh
phap quy dinh boi Uy ban ADN cuia Hiép hoi Di truyén Phap y Quéc té [72].
Hb so ADN ty thé cua timg mau duoc so sanh véi hd so ADN ty thé cua cac
can bo tham gia qua trinh thi nghiém va hd so ADN ty thé cia cac mau c6 lién
quan (vi du: cung luot tach chiét) dé kiém soat tap nhiém. Sb lugng nucleotide
ADN ty thé x4c dinh duoc tinh toan bang cong thuc:

n = chiéu dai doan phan tich — s6 lwong N

Trong d6 N 14 cac vi tri nam trong doan phan tich nhung khong thé xac

dinh nucleotide.
2.2.6. Phuwong phap thong ké va xir Iy s6 liéu

Toan bd phan tmg va phan tich két qua dinh luong ADN gen nhan mau
nghién ctru dugce thyc hién trén hé théng 7500 Real- time PCR (Applied
Biosystems). Toan b phan tng dinh luong ADN ty thé dugc thyc hién trén hé
théng QuantStudio 6 pro Real-Time PCR (Applied Biosystems) va phan tich
két qua dugc thuc hi¢n trén phﬁn mém QuantStudio™ Design & Analysis 2.6.0

(Applied Biosystems).

S6 liéu dugc tong hop va xir 1y bang phan mém Microsoft office -
Microsoft 365, R-4.3.3 va Rstudio.



34

CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. THU THAP VA PHAN LOAI MAU HAI COT TAI NGHIA TRANG
LIET SI QUOC TE VIET LAO

S6 lwong va kich thudc ctia 120 mau hai ¢t duoc thu cho nghién ciru

nay thé hién & phu luc 1.

Tat ca cac mau sau khi duoc 1am sach va 1am kho s& duoc chup anh luu
ho so thong tin mau. Pay 1 budc quan trong cho viée luu mau va ddi chiéu két
qua nghién ciru sau ndy. Thong tin mau nghién ctu duge tién hanh nhu sau:
mau duoc dit 1én trén bé mat gidy A4 di c6 thong tin tring khop véi thong tin
trén tai lvu mau va duoc chup anh (phy luc 2). Cac mau s& dugc tién hanh lan
luot va cudi cung thong tin cac mau s& duoc luu hd so quan Iy mau.

Hinh 3.1 thé hién mau A6.023 duoc chup anh hd so giam dinh sau khi

lam kho va ghi mo6 ta mau.

| ' Xdc dinh hai cot liét si con thiéu
Pon vi: TT GD ADN

| Truimghgp | thong tin
1_ Khu | Lo ‘ A6 | Hing | 1 IMpsé| 23 4Nguéitht,rc hién:’i‘inh-Phu-orng Dung — <J
! e = | e e B L . : . b SO YRR
NTLS Viét — Lao, huyén Anh Son, tinh Nghé An Ngay tien xir ly: 1’-8/01/2021
(
g
N
g |
| \& .
< z\

M6 Ta: Tahéa | M ¢ | ¥han Loai | CLa®

NS/ o Al E

|
L
| {

Théng tin chi tiét trinh ba{' Irong ha so theo doi mdu, heu tgi Trung tam gidm dinh ADN

Hinh 3. 1. Anh chup hb so giam dinh miu A6.023
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Trong s6 120 mau nghién ctru thi c6 7 mau xuong chay, 25 mau xuong
dui, 56 mau ring va 1 mau xuong canh tay, 11 mau c6 ca ring va xuong chay,

19 mau co ca rang va xuong dui, 1 mau co ca ring va xuong tay (bang 3.1).

Bang 3. 1. Tong hop sb lwong miu theo loai miu thu dwge

STT Loai mau S6 lwong mau

1 | Xuong chay 7

2 | Xuong dui 25

3 Rang 56

4 | Rang va xuong chay 11

5 Rang va xuong dui 19

6 Réng va xuong canh tay 1

7 Xuong canh tay 1
Tong: 120

Trong cic mau gom ca rang va xuong thi loai mau nao c¢6 do cimg cao
va hinh théi it bi bién doi nhat dugc chon sir dung cho thi nghiém (phu luc 3,
bang 3.2)

Bang 3. 2. So lwong loai miu dworc sir dung trong thi nghiém

Maiu sir dung trong thi nghiém

SO lugng mau

Xuong chay 16
Xuong dui 35
Réng 67
Xuong canh tay 2

Tong: 120




® Xuong chay
® Xuong dui
m Rang

® Xuong canh tay

Hinh 3. 2. Ti 1¢ miu theo vi tri

Céac mau nay duoc chon cét tai ciing nghia trang, thoi gian mat khoang
1965-1975. Tir biéu d6 va cac diéu kién giéng nhau, ta c6 thé thay khi chon cac
mau t6t dua vao thi nghiém thi ti 16 mau rang 14 16n nhét 55,8%, thir hai 1a miu
xuong dui 29,2%, thir ba 13 xwong chay 13,3% va it nhat 13 xuong canh tay
1,7% (hinh 3.2). Diéu nay co thé duoc giai thich 1a:

V& cau tao: rang c6 vo ngoai 1a men ring dugc cau tao tir canxi photphat
1a mot khoang chét rat chac khoe giup bao vé ring khoi cac tac nhan bén ngoai
xam nhap vao bén trong rang. Boc ngoai 16p xuong dac 1a mang ngoai, mot
mang lién két mong dudi 2mm gitp bao vé xwong khoi cac tén thuong bén
ngoai. Xuong dui, xuong chay la hai xuong 16n, mat do xuong dac chiém ti 18
cao hon so v&i xuong x6p co trong ting loai xwong nay. Mat do, d6 day xuong
dic c6 trong xuong canh tay va cic xuong khac thap hon nhiéu so véi xuwong
dui va xuong chay, diéu nay dan dén trong ciing diéu kién thi cic xuwong 16n s&

c6 chat lugng tot hon cac xuwong con lai.

Vé ngoai lyc tac dong: trong chién tranh, mau hai cdt khong con nguyén
ven do bom dan tac dong, diéu kién mai tang con tho so, hai ¢t duoc quy tap
sau khi mat nhiéu nam... cac yéu t6 trén din dén hai ct khong con day du bo
phan, khi 1dy mau giam dinh khong thu duoc da dang loai mau, diéu d6 anh

huong 16n t6i cong tac danh gia va giam dinh hai cdt liét si con thiéu thong tin.
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3.2. PANH GIA PQ PHONG HOA MAU DUA TREN THANG PIEM
BEHRENSMEYER

Cac mau nghién ctru sau khi dugc 1am sach thi da dugc duoc danh gia
hinh théi theo hé thong phan loai ciia Behrensmeyer (bang 3.3).

Trong 120 mAu nghién ctru: 05 mau ¢ chat luong twong ddi tét khi mau
dugc danh gia dang ¢ giai doan phong héa 1; 18 miu c6 chat luong kha ¢ giai
doan phong hoa 2; c6 71 mau c6 chat lugng trung binh khi cidc mau dang trong
giai doan phong hoa 3; con lai 26 mau khé xau & giai doan phong hoéa 4.

Piéu nay cho thdy, mic du ldy mau cing 1 nghia trang nhung cac mau
rat da dang vé chat lugng, hinh théi.

Bang 3. 3. Giai doan phong héa miu theo hé thong phan loai ciia

Behrensmeyer (1978)

STT Téin Giai STT Tin Giai STT | Ton miu Giai

mau doan mau doan doan
1 | A6.015 3 41 | A6.376 4 81 A6.780 2
2 | A6.023 1 42 | A6.378 3 82 A6.782 3
3 | A6.038 3 43 | A6.383 2 83 A6.798 3
4 | A6.046 2 44 | A6.385 3 84 A6.800 3
5 | A6.051 2 45 | A6.391 3 85 | AB030111 3
6 | A6.068 3 46 | A6.427 3 86 | AB030123 3
7 | A6.070 3 47 | A6.428 1 87 | AB030202 4
8 | A6.090 3 48 | A6.441 3 88 | AB030214 3
9 | A6.104 3 49 | A6.460 4 89 | AB030221 2
10 | A6.152 3 50 | A6.463 3 90 | AB030223 3
11 | A6.162 2 51 | A6.464 3 91 | AB030305 4
12 | A6.164 4 52 | A6.479 4 92 | AB030308 3
13 | A6.166 2 53 | A6.485 1 93 | AB030311 3
14 | A6.187 3 54 | A6.488 3 94 | AB030315 2
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STT Té;n Giai STT T@;n Giai sTT | Tén mau Gial
mau doan mau doan doan
15 | A6.188 4 55 | A6.500 3 95 | AB030317 4
16 | A6.192 2 56 | A6.508 2 96 | AB030318 3
17 | A6.195 3 57 | A6.514 4 97 | AB030406 3
18 | A6.200 4 58 | A6.537 3 98 | AB030409 3
19 | A6.218 3 59 | A6.538 4 99 | AB030501 3
20 | A6.237 3 60 | A6.539 1 100 | AB030503 4
21 | A6.247 4 61 | A6.555 1 101 | AB030509 3
22 | A6.254 3 62 | A6.561 2 102 | AB030510 3
23 | A6.258 2 63 | A6.562 3 103 | AB030512 3
24 | A6.262 4 64 | A6.570 3 104 | AB030513 2
25 | A6.287 4 65 | A6.575 2 105 | AB030515 4
26 | A6.289 2 66 | A6.606 4 106 | AB030601 3
27 | A6.291 3 67 | A6.607 3 107 | AB030603 2
28 | A6.302 4 68 | A6.617 3 108 | AB030604 3
29 | A6.317 3 69 | A6.638 4 109 | AB030608 3
30 | A6.324 3 70 | A6.667 3 110 | AB030611 4
31 | A6.331 3 71 | A6.669 3 111 | AB030612 3
32 | A6.334 3 72 | A6.690 3 112 | AB030613 3
33 | A6.344 3 73 | A6.700 3 113 | AB030616 3
34 | A6.346 3 74 | A6.746 3 114 | AB030620 4
35 | A6.351 4 75 | A6.754 3 115 | AB030622 2
36 | A6.357 3 76 | A6.758 3 116 | AB030701 4
37 | A6.358 3 77 | A6.759 3 117 | AB030714 4
38 | A6.367 3 78 | A6.760 2 118 | AB030721 3
39 | A6.370 3 79 | A6.768 3 119 | AB031006 3
40 | A6.373 4 80 | A6.776 3 120 | AB031022 4
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3.3. DPANH GIA KHA NANG THU HOI ADN VA MOI TUONG QUAN
GIUA HINH THAI MAU VA CAC KET QUA PINH LUQNG ADN
3.3.1. Pinh lwong ADN gen nhin miu nghién ctru

Két qua xay dung dudng chuan dinh lugng ADN nhan dugc thé hién &
phu luc 4. Gia tri R>=0,999; R* =1 cho théy su phu hop chét ché gitra duong
hdi quy dudng cong chuan va cac diém di liéu Cr riéng 1é ctia phan Gmg chuan
dinh luong. B§ dbc cho tung dich LA, SA, Y trong phan tng lan luot 14 -3,37;
-3,409; -3,499 nam trong pham vi bo kit khuyén céo dung (bang 2.3).

Dit liéu dinh luong ADN nhéan bang bo kit Quantifiler Trio DNA
Quantification cho thay trong tong s6 120 mau, 71 mau xac dinh duoc ADN
nhan & muc néng do rat thap va khong dong déu (phu luc 6, hinh 3.3 va hinh
3.4). B6i voi dich ADN dai (LA), 24 mau cho két qua dinh lugng. Nong d6 LA
cao nhat quan sat duge & mau AB030111 (2,92 x 107 ng/ul), nong do LA thap
nhat (5,96 x 10 ng/ul) do duoc & miu AB030406. P6i v4i dich ADN ngan
(SA), 71 mau c6 két qua dinh lugng véi nong d6 phan bo trong khoang tir 9,989
x 10 ng/ul (miu AB031006) dén 1,03 x 102 ng/ul (mau AB030111).
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Hinh 3. 3. Nong @6 dinh lwong dich ADN dai (LA) ciia 24 mau hai cot
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Hinh 3. 4. Nong d% dinh lwong dich ADN ngin (SA) ciia 71 miu hai cot
Chi s6 phan huy (degradation index - DI) chi ¢6 thé dugc tinh toan cho
24 mau co két qua dinh luong LA (hinh 3.5). Trong d6, duy nhat mau A6.218
cho DI < 1, cac mau con lai déu cho DI & muc 16n hon 1. Két qua nay thé hién

cdc mau hai cot da bi phan hiy hét strc nang né.
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Hinh 3. 5. Chi s6 phan hiy (DI) ciia 24 miu hai c6t
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Méi lién quan giira dit liéu dinh luong, loai xuong va dya theo thang
diém phong hoa duoc danh gia.

Xét theo loai xuong, nhom xuong chay co ty 1& mau chira ADN nhén cao
nhat (93,75%), tiép d6 1a nhom xuong dui (74,29 %), nhom rang (44,78%). Hai
mau nhom xuong tay cho két qua khuéch dai ADN nhan 4m tinh (bang 3.4).

Bang 3. 4. Ty 1¢ miu thu hdi dwge ADN nhén trong tirng nhém mau theo

loai xwong
. x Xwong | Xwong 9 Xwong
Nhom mau chay dui Rang canh tay
S6 luong miu 16 35 67 2
S6 lwong miu dinh

lugng dugc ADN nhan 15 26 30 0

Ty 1&¢ mau dinh luong

diroc ADN nhan (%) 93,75 74,29 44,78 0,00

Nong d6 ADN nhén 1,665x | 9,04x | 1,57x 0
(SA) trung binh (ng/ul) 1073 104 104

Két qua phan tich Kruskal — Wallis cho thay su khac biét vé nong do
ADN nhan (SA) giita cic nhém mau (xuong chay, xuong dui, ring, tay) co y
nghia thong ké (y>=34,178; df = 3; p = 1,817e-07 < 0,05). Dé biét su khac biét

gitta cac nhom mau, phan tich hau dinh Dunn dugc sir dung.
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Hinh 3. 6. Phan tich hau dinh Dunn giira bon loai xwong
(ns: khong ¢ y nghia thong ké, *** c6 y nghia thong ké )
Phan tich hau dinh Dunn cho biét su khac biét ndy dién ra giita nhom
xuong chay — rdng, xuong dui — rang (hinh 3.6). Gilta cac nhém con lai, su

khac biét vé nong do khong c6 ¥ nghia théng ké.

Xét theo thang diém phong hoa, 60% cac mau diém 1 (diém t6t nhat) cho
két qua dinh lwong ADN nhén, 72,22%, 61,97% va 42,31% ddi véi cic mau
diém 2, 3 va 4 ciing c6 ADN nhén trong dich tach chiét (bang 3.5). Nong do
ADN nhan (SA) tinh toan cho 4 nhém mau nay lan luot 14 6 x 10* (nhém diém
1); 9,43 x 10 (nhém diém 2); 5,77 x 10* (nhom diém 3) va 3,01 x 10* (nhém
diém 4). Tuy nhién, phan tich Kruskal — Wallis (y*= 6,6063; df =3; p = 0,08556
> 0,05) cho thay sy khac biét vé ndng do giira cac nhom phan theo thang diém

phong hoa khong ¢ ¥ nghia thong ké.
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Bang 3. 5. Ty 1¢ miu thu hdi dwge ADN nhén trong tirmg nhém mau theo

thang diém phong hoa
Piém phong hoa 1 2 3 4
S6 lugng miu 5 18 71 26

S6 luong mau dinh luong

duoc ADN nhan 3 13 44 1

Ty 1&¢ mau dinh luong dugc
ADN nhan (%)

Nong do ADN nhan (SA)
trung binh (ng/pl)

60,00 72,22 61,97 42,31

0,0006 | 0,0009 | 0,00057 | 0,0003

Két qua phéan tich ADN nhén ctia 120 mau cho thdy mau hai ¢t liét si da
bi phan huy hét stic ning né. Hon 40% s6 mau tham chi khong phat hién dugc
ADN nhan trong dich tach chiét. Trong cac mau con lai, phan 1én ADN da bi
dut gdy, ton tai & dang doan ngan, v6i lugng cuc ky thap. Mot nghién ciru trén
bd 75 mAu hai ¢t trong chién tranh thé gigi thir 2 cho két qua twong ty voi
néng d6 ADN nhan cia cac mau & muc thap, phan bd trong khoang 0,0022
ng/pl dén 0,3283 ng/ul [73]. Mic du 120 mau hai cot liét si trong nghién ctru
ctia ching t6i hi sinh cach day khoang 50 nam, thoi gian chén cat ngan hon 75
mau trong nghién ctru ctia Obal va cdng su, lvong ADN nhan phat hién duoc
trong 120 mau thap hon nhiéu lan so v4i bd 75 mau. Nguyén nhén co thé 14 do
diéu kién moi trudng ¢ Viét Nam khién xwong phan hiy nhanh hon. Diéu nay
cho thay thach thiic trong tach chiét va phan tich ADN mau hai cot liét sT & Viét
Nam khong chi 13 thoi gian ma con nhiéu yéu t6 khac.

3.3.2. Pinh lwgng ADN ty thé miu nghién ciru

Két qua xay dung dudng chuan dinh lugng ADN ty thé duoc thé hién &
phu luc 5. Gia trj R2 = 0,999 cho thiy su phu hop chit ché giita duong hdi quy
duong cong chuan va cac diém dit liéu Cr riéng 1¢ ctia phan Gmg chuan dinh
luong. Do doc cho gen dich Target! (5-FAM-CCCATCAACAACCGCTATGT
ATT-MGB-3') trong phan tng 13 -3,53 nam trong pham vi b kit khuyén céo
dung.
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Trong tong sd 120 mAu hai cot, 115 miu dinh lugng dugc ADN ty thé
(hinh 3.7). Trong d6, mau AB030611 cho két qua dinh luong cao nhat (1,035 x
10 ng/ul), twong dwong 567.307 ban copy. Mau A6.638 cho két qua dinh
lugng thip nhét (1,8 x 10 ng/ul), twong dwong 9 ban copy (Phu luc 6). Nam
mau khong dinh luong dugc ADN ty thé mic du trude do co cho két qua trinh
tu: A6.463, A6.479, AB030305, AB030317, AB030616. Diéu nay c6 thé giai
thich: sau khi tach chiét, mau dugc giai trinh tuy ADN ty thé ngay sau do trong
mot du &n khac. Luong ADN con lai dé dinh luong duoc luu tritr trong mdt
khoang thoi gian dai da bi phan huy.

Phan 16n mau trong cic nhoém loai xuong déu cho két qua dinh luong
ADN ty thé va nong do ADN ty thé trong cac nhom nay c6 sy chénh léch (bang
3.6). Nhom xuong dui c6 34/35 mau dinh luong duoc ADN ty thé, véi ndng do
trung binh 8,667 x 10 ng/pl. Nhém rang c6 63/67 mau co6 két qua dinh luong,
noéng do trung binh 1a 7,482 x 10 ng/pl. Tat ca cac mau trong nhém xuong
chay va xwong canh tay déu cho két qua dinh luong ADN ty thé, v6i ndong do
trung binh 1an luot 12 4,944 x 10 va 4,141 x 10 ng/ul. Cac khéc biét vé nong
d6 ADN ty thé gitta loai xuong khong c6 y nghia thng ké, khi phéan tich
Kruskal — Wallis cho két qua y>=0,74727; df = 3; p = 0,862 > 0,05.

Bang 3. 6. Ty 1é miu thu hoi dwogc ADN ty thé va nong dd ADN ty thé
trung binh trong turng loai xwong

. x Xwong | Xwong 9 Xwong
Nhom mau chay dui Rang canh tay
S6 luong mau 16 35 67 2
S lugng mau dinh luong
dugc ADN ty thé 16 34 63 2
Ty 1& mau dinh lugng dugc
ADN ty thé (%) 100,00 97,14 94,03 100,00
Nong d6 ADN ty thé trung | 4,944x | 8,667x | 7.482x | 4,141x
binh (ng/pl) 1070 1070 100 1076
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Mot cach tuong tu, cic nhom mau dua theo thang diém phong hoa c6
nhitng khac biét vé ndng d6 ADN ty thé (bang 3.7) nhung khong mang ¥ nghia
thong ké (két qua tir phan tich Kruskal — Wallis: 4= 4,4033; df =3; p =0,2211
>0,05).

Bang 3. 7. Ty 1é méu thu hoi dwge ADN ty thé va ndong dd ADN ty thé

trung binh trong tirng nhém miu theo thang diém phong hoéa

Pi¢m phong hoa 1 2 3 4
S6 luong miu 5 18 71 26
Sd luong mau dinh luong duoc
ADN ty thé > 18 69 23
Ty 1é¢ mau dinh lugng duogc
ADN ty thé (%) 100,00 | 100,00 | 97,18 | 88,46
Nong do ADN ty thé trung binh | 3,208 x | 6,338x | 7,513 x | 8,788 x
(ng/ul) 107 1070 1070 107

Nhu du doén, ADN ty thé bén hon ADN nhan khi gan 96% s6 miu c6
thé dinh luong ADN ty thé. Tuy vy, ADN ty thé trong 120 mau hai cot liét si
cling ton tai & lugng thap. Pic biét 13, so voi nong 6 ADN nhan (dich ADN
ngan - SA), 68 mau cho nong do ADN ty thé thap hon. Mot trong nhing nguyén
nhan c6 thé 1a do kich thuéc dich ADN ty thé 1a 170 bp, dai hon so véi dich
ADN ngin (SA) — 80 bp nén kha niang khuéch dai ADN ty thé trong nhitng mau
nay bi suy giam. Diéu nay cho thdy khong chi ADN nhan ma ADN ty thé cia
nhimg mau nay da bi phan hily manh. Tinh trang phan huy ciia ADN ty thé
trong mau 1au nam ciing da duoc bao cao trong nhiéu nghién ciru trén thé gidi
[74-77].
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3.3.3. Méi twong quan giira hinh thai miu va két qua dinh lwong ADN

Trong nghién ctru cua nay, tinh phan huy cua cd ADN nhan va ADN ty
thé trong mau hai ¢t 1iét sT Viét Nam da duoc xem xét. Dir liéu thuc nghiém
vé loai mau xuong nao cho két qua phan tich ADN t4t nhét d3 dugc cong bd
[78, 79]. Khong co sy thong nhét tuyét dbi giita cac nghién ciru, nhung chién
luge thu mau truyén thong thuong tap trung vao cac xwong dic nhu xuong ring,
xuong dui. Trong mot s nghién ctru gan day hon [80, 81], xwong nhé ctia ban
tay va chan da duoc chon va luong ADN cao hon da dugc bao cdo. Dir li€u cua
ICMP lai cho thiy ring cho luong ADN cao nhét [67]. Haarkétter va cong su
nim 2023 bao cio xuong dui, xwong chdy, ring va gan day hon 13 xuwong da
dugc coi 1a nhing loai miu tiém ning nhat dé phan tich ADN. Xuong ¢4 mang
lai nhiéu ADN nhét, sau d6 dén ring, xuong chay va cudi cung 1a xuwong dui;
tuy nhién, s6 luong alen STR twong dwong d3 thu duoc ¢ miu xuong da va
rang. Dua vao két qua ndy, cac tac gia khuyén nghi str dung ca miu xuong da
va rang dé thuc hién phan tich ADN tir hai cot ngudi da bi phan huy nghiém
trong. Péi véi truong hop hai cdt 1iét sT Viét Nam trong nghién ctru hi¢n tai,
cac mau xuong ring dang cho ndng do ADN nhan thap hon nhoém xuong dui
va xuong chay. Nong d6 ADN thap hon quan sat duoc & ring trai nguoc voi
quan niém thudng thiy rang riang 1a miu t6i wu dé phan tich ADN do ciu tric
men ring day dic cua ching. Sy khac biét niy nhan manh sy phitc tap cia co
ché béo ton ADN trong cac loai xuong khac nhau ¢ cac diéu kién chon cét khac
nhau va néu bat sy can thiét phai nghién ctru sdu hon vé van dé nay. Tom lai,
du ton tai nhimg diém khac biét nhung co thé thay rang, nghién ctru nay dong
thuan véi nhiéu nghién ciu trudc ddy vé kha nang thu duoc ADN nhan thay
doi phu thudc vi tri trén co thé ma mau duogc léy. Do do, vi tri léy mau c6 thé
dugc sir dung nhu mot hé théng danh gia nhanh khi thu mau hién truong. Tuy
nhién, hé théng nay co thé chua hiéu qua trong viéc du doan kha nang thu dugc
ADN ty thé & mau hai c6t liét s Viét Nam.

Mot két qua khac tir nghién ctru nay chi ra rang khong c6 sy khac biét
dang ké vé nong d6 ADN giita cac nhom mau dugc phéan loai theo diém
Behrensmeyer, mot hé thong tinh diém phong hoa danh cho cic mau xuong.
Diéu nay cho thdy mirc d6 phong héa cua xuong cd thé khong dong vai tro

quan trong trong viéc bao ton ADN. Nhiéu nghién ctru trudc day ciing béo céo
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nhitg phat hién tuong ty vé phong hoa hay dic diém bén ngoai mau xwong
khong c6 tac dong dén chat lugng va sd lwong ADN [82]. Mic du diém phong
héa cao hon thudng twong quan véi tinh trang thoai héa xwong nhiéu hon,
nhung méi trong quan voi viée bao tdn ADN c6 thé khac nhau tuy thudc vao
loai mau, cac yéu t6 moi truong va diéu kién chén cét. Né)ng do ADN cuc thép
quan sat duoc trong 120 mau hai cot liét s nhin manh su can thiét phai nghién
ctru sdu hon vé sy twong tac phirc tap cta cac yéu to anh huong dén qua trinh
phuc hdi ADN bét ké murc ¢ phong hoa ctia miu nhu thé ndo. Diéu nay co thé
bao gom viéc tap trung vao cac hé théng danh gia khéc, ciing nhu phat trién va
t6i wu cac phuong phap tach chiét ADN danh cho cac mau kho. Tom lai, viéc
danh gia mau dua trén mot hay két hop nhiéu tiéu chi can dugc nghién ctru
thém va s& cung cip nhiéu thong tin hitu ich trong viéc du doan thanh cong cta

qua trinh tach chiét ADN va cac quy trinh giai trinh tu sau do.
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3.4. KET QUA PHAN TiCH TRINH TU ADN TY THE

Dt liéu tur giai trinh ty Sanger dugc phan tich boi hai nha nghién ctru doc
1ap sir dung phan mém Sequencher v5.4.6 (Gene-Codes, MI, USA) vdi trinh tu
tham chiéu Cambridge [71]. Két qua phan tich trinh tw ADN ty thé duoc thé
hién trong phu luc 7.

Toan bd 120 mau déu duoc giai trinh ty ADN ty thé thanh cong, tuy nhién
kich thuéc trinh ty phéan tich c6 nhiing khéac biét. Trong d6, 82 mau thu duoc
trinh ty thudc hai tiéu ving PS1 va PS2, 6 mau chi phan tich duoc tiéu ving

PS1 va 32 miu chi ¢6 trinh tu tiéu ving PS2.

Két qua phan tich Kruskal — Wallis: y* = 3,0664; df = 3; p = 0,3815 >
0,05 cho thay khong co6 mbi lién hé giira két qua giai trinh tw ADN ty thé (s6

luong nucleotide dugc xac dinh) va loai xuong.

Mot cach tuong tu, két qua giai trinh tw ADN ty thé (56 luong nucleotide
duogc xac dinh) va cac nhdom mau dua theo thang diém phong hoa khéng mang
y nghia thong ké, khi két qua tir phan tich Kruskal — Wallis: y*= 6,695; df = 3;
p =0.08228 > 0,05.

Trong nghién ctru nay, toan bg 120 mau hai ¢dt da duge doc trinh ty ADN
ty thé trudc khi tién hanh dinh lugng. Nam mau khong cho két qua dinh luong
ADN ty thé bao gom A6.463, A6.479, AB030305, AB030317 va AB030616.
Ba mau A6.463, AB030317 va AB030616 chi c6 thé khuéch dai tiéu ving PS2
(16210 — 16365) trong khi dich ADN ty thé trong phan tmg dinh lugng dugc
thiét ké thudc tiéu vang PS1. Piéu nay c6 thé giai thich cho két qua dinh luong
am tinh cia ba mau nay. Tiéu ving PS1 ciia mau A6.479 va ca hai tiéu ving
PS1 va PS2 cua mau AB030305 da dugc giai trinh ty nhung n6ng do dinh lugng
ADN ty thé bang 0 c6 thé do ADN trong dich tach chiét luu trit trong mot
khoang thoi gian dai da phan huy hoan toan.
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CHUONG 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

ba thu dugc 120 mau hai c6t nghién ctru gobm: 7 mau xuong chay, 25
mau xuong dui, 56 mau rang va 1 mau xuong canh tay, 11 mau cé ca rang va
xuong chay, 19 mau c6 ca rang va xuong dui, 1 mau c6 céa rang va xuong tay

tir nghia trang liét st Qudc té Viét Lao.

D3 danh gia giai doan phong héa theo Behrensmeyer 120 mau nghién
ctru: 05 mau giai doan phong hoa 1; 18 miu & giai doan phong hoa 2; 71 mau

giai doan phong héa 3; 26 mau giai doan phong hoa 4.

D3 dinh luong ADN nhan 120 mau nghién ciru thu dugc ADN nhan &
murc ndng do rat thap: ddi véi dich ADN ngén (SA) ¢6 71 méu cho két qua dinh
luong véi ndng do tir 9,989 x 10 ng/ul dén 1,03 x 102 ng/ul; dbi voi dich
ADN dai (LA) ¢6 24 mau cho két qua dinh luong v6i nong d6 tir 5,96 x 10
dén 2,92 x 10~ ng/ul.

D3 dinh lugng ADN ty thé 120 mAu thu duoc 115 mau co két qua voi
ndng do phan bd trong khoang 1,8 x 10 ng/ul twong duwong 9 ban copy dén
1,035 x 10* ng/ul twong duwong 567.307 ban copy.

Vi tri 1dy miu c6 anh hudng dén nong d6 ADN nhan trong mau hai cot,
do d6 thang diém nay c6 tiém ning sir dung nhu mot thang diém nhanh tai hién
truong.

D3 phan tich thanh cong trinh ty ADN ty thé 120 mau nghién ciru: 82
mau thu duoc trinh ty thudc hai tiéu vung PS1 va PS2, 6 mau chi phan tich
dugc tiéu ving PS1 va 32 mau chi ¢6 trinh ty tiéu ving PS2.

KIEN NGHI

Can thuc hién nghién ctru véi sé luong mau 16n hon, dai dién hon cho
cac nhom diém dé danh gia chinh x4c céc thang diém nay.

Két hop cac thang diém khac trong danh gia mau, dic biét 1a cac thang

diém duogc xay dung duya trén cic dic tinh bén trong mau
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PHU LUC
Phu luc 1: Danh sach mau va loai mau hai c6t liét s nghién ctu
STT Tén miu Loai miu
1 A6.015 03 rang + 01 doan xuong chay 11cm x 2,5¢cm
2 A6.023 01 doan xuong dui 6,5cm x 2,7cm
3 A6.038 01 doan xuong dui 8,7cm x 2,5cm
4 A6.046 06 rang
5 A6.051 01 doan xuong dui 8,lcm x 2,5cm
6 A6.068 06 rang
7 A6.070 01 doan xuwong dui 8,2cm x 2,2cm
8 A6.090 01 doan xuwong dui 7cm x 2,8cm +01 doan xuong dui
4cm x 2,8cm
9 A6.104 04 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 2,2cm
10 A6.152 01 doan xuong dui 8,7cm x 2,6cm
11 A6.162 01 doan xuong chay 7,4cm x 2,4cm
12 A6.164 01 doan xuwong dui 7cm x 2,2cm
13 A6.166 01 doan xuwong dui 9cm x 2,2cm
14 A6.187 02 rang ham
15 A6.188 01 doan xuong dui 8cm x 2cm
16 A6.192 03 rang + 01 doan xuong dui 9cm x 2cm
17 A6.195 02 rang
18 A6.200 01 doan xuong canh tay 8cm x 2cm
19 A6.218 07 rang
20 A6.237 01 doan xuong dui 6,5cm x 2,5cm
21 A6.247 03 rang
22 A6.254 01 doan xuong chay 6cm x 2cm
23 A6.258 01 doan xuong dui 7cm x 2cm
24 A6.262 01 doan xuwong dui 9cm x 2cm
25 A6.287 02 rang + 01 doan xuong dui Scm x 2cm
26 A6.289 02 rang + 01 doan xuong chay 6¢cm x 2cm




STT Tén miu Loai miu
27 A6.291 04 rang + 01 doan xuong dui Secm x 2cm
28 A6.302 03 rang + 01 doan xuong dui 9cm x 2cm
29 A6.317 05 rang
30 A6.324 03 rang
31 A6.331 01 doan xuong chay 8,3cm x 2,9cm
32 A6.334 02 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 2,3cm
33 A6.344 01 doan xuwong dui 9cm x 2,1cm
34 A6.346 01 doan xuong dui 7,5cm X 2cm
35 A6.351 02 rang
36 A6.357 05 rang + 01 doan xuong dui 6cm x 2cm
37 A6.358 05 rang + 01 doan xuong dui 7,5cm x 2,5¢cm
38 A6.367 01 doan xuong dui 8cm x 2cm
39 A6.370 01 Rang ham
40 A6.373 03 rang + 01 doan xuong dui 6,5cm x 2,5cm
41 A6.376 01 doan xuwong dui 8,5cm x 2,5cm
42 A6.378 03 rang + 01 doan xuong dui 8cm x 2,5¢cm
43 A6.383 02 rang + 01 doan xuong dui 8cm x 2,5¢cm
44 A6.385 02 rang + 01 doan xuong dui 8cm x 2,5¢cm
45 A6.391 03 rang + 01 doan xuong dui 8cm x 2,5¢cm
46 A6.427 02 rang
47 A6.428 07 rang
48 A6.441 04 rang + 01 doan xuong chay Scm x 2,5cm
49 A6.460 03 rang + 01 doan xuong canh tay 8cm x 2cm
50 A6.463 04 rang
51 A6.464 06 rang
52 A6.479 01 doan xuong dui 7,5cm x 2,5cm
53 A6.485 05 rang
o4 A6.488 05 rang
55 A6.500 01 rang + 01 doan xuong dui 9cm x 2,5cm




STT Tén miu Loai miu
56 A6.508 01 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 3cm
o7 A6.514 03 rang
58 A6.537 05 rang + 01 doan xuong dui 9cm x 2,2cm
59 A6.538 03 rang + 01 doan xuong dui 6,7cm x 2,5cm
60 A6.539 03 rang + 01 doan xuong dui 8,9cm x 2,8cm
61 A6.555 04 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 2,5cm
62 A6.561 04 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 2cm
63 A6.562 01 doan xuong chay 6,5cm x 3cm
64 A6.570 05 rang
65 AB6.575 04 rang + 01 doan xuong dui 7cm x 3cm
66 A6.606 03 rang + 01 doan xuong chay 7,2cm x 2,2cm
67 A6.607 01 doan xuong chay 5cm x 2,7cm
68 A6.617 05 rang + 01 doan xuong chay 8cm x 2,2cm
69 A6.638 05 rang
70 Ab6.667 01 doan xuong chay 7,2cm x 2,3cm
71 A6.669 01 doan xuong dui 8,3cm x 2,5cm
72 A6.690 01 doan xuong dui 6,3cm x 2,3cm
73 A6.700 04 rang + 01 doan xuong dui 9cm x 2cm
74 A6.746 01 doan xuong dui 7,8cm x 2,7cm
75 Ab6.754 04 rang + 01 doan xuong dui 8,6cm x 2,2cm
76 AB6.758 01 doan xuong dui 6,8cm x 2,6cm
77 A6.759 05 rang + 01 doan xuong chay 7cm x 2,6cm
78 A6.760 02 rang
79 A6.768 02 rang
80 A6.776 03 rang
81 A6.780 02 rang
82 A6.782 02 rang
83 A6.798 01 doan xuong dui 7,5cm x 2,8cm
84 A6.800 05 rang + 01 doan xuong chay 6,7cm x 2,8cm




STT Tén miu Loai miu
85 AB030111 01 doan xuong chay 3,2cm X 2,2cm
86 AB030123 02 rang
87 AB030202 02 rang
88 AB030214 01 doan xuong dui 3,8cm x 2,5cm
89 AB030221 02 rang
90 AB030223 02 rang
91 AB030305 02 rang
92 AB030308 01 rang
93 AB030311 01 rang
94 AB030315 02 rang
95 AB030317 02 rang
96 AB030318 02 rang
97 AB030406 02 rang
98 AB030409 03 rang
99 AB030501 02 rang
100 AB030503 02 rang
101 AB030509 02 rang
102 AB030510 02 rang
103 AB030512 02 rang
104 AB030513 02 rang
105 AB030515 05 manh xuong dui
106 AB030601 02 rang
107 AB030603 02 rang
108 AB030604 02 rang
109 AB030608 03 rang
110 AB030611 02 rang
111 AB030612 03 rang
112 AB030613 03 rang

113 AB030616 02 rang




STT Tén miu Loai miu

114 AB030620 03 rang

115 AB030622 01 doan xuwong dui S5cm x 2,1cm
116 AB030701 02 rang

117 AB030714 02 rang

118 AB030721 03 rang

119 AB031006 03 rang

120 AB031022 03 rang
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Phu luc 2: Anh chup hd so giam dinh mau nghién ctru
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Phu luc 3: Danh sach loai mau sir dung trong thi nghiém

I

STT Tén miu Loai miu goc Loai miu thi nghiém
1 A6.015 Réng + xuong chay Réng
2 A6.023 Xuong dui Xuong dui
3 A6.038 Xuong dui Xuong dui
4 A6.046 Réng Réng
5 A6.051 Xuong dui Xuong dui
6 A6.068 Réng Réng
7 A6.070 Xuong dui Xuong dui
8 A6.090 Xuong dui Xuong dui
9 A6.104 Réang + xuong chay xuong chay
10 A6.152 Xuong dui Xuong dui
11 A6.162 Xuong chay Xuong chay
12 A6.164 Xuong dui Xuong dui
13 A6.166 Xuong dui Xuong dui
14 A6.187 Réng Réng
15 A6.188 Xuong dui Xuong dui
16 A6.192 Réng + xuong dui Réng
17 A6.195 Réng Réng
18 A6.200 Xuong canh tay Xuong canh tay
19 A6.218 Réng Réng
20 A6.237 Xuong dui Xuong dui
21 A6.247 Réng Réng
22 A6.254 Xuong chay Xuwong chay
23 A6.258 Xuong dui Xuong dui
24 A6.262 Xuong dui Xuong dui
25 A6.287 Rang + xuong dui Réng
26 A6.289 Réng + xuong chay Xuong chay
27 A6.291 Rang + xuong dui Réng
28 A6.302 Réng + xuong dui Réng
29 A6.317 Réng Réng
30 A6.324 Réng Réng
31 A6.331 Xuong chay Xuong chay
32 A6.334 Réng + xuong chay Xuong chay
33 A6.344 Xuong dui Xuong dui
34 A6.346 Xuong dui Xuong dui
35 A6.351 Réang Rang




STT Tén miu Loai miu goc Loai miu thi nghiém
36 A6.357 Rang + xuong dui Réng
37 A6.358 Rang + xuong dui Xuong dui
38 A6.367 Xuong dui Xuong dui
39 A6.370 Rang Rang
40 A6.373 Réng + xuong dui Xuong dui
41 A6.376 Xuong dui Xuong dui
42 A6.378 Réng + xuong dui Xuong dui
43 A6.383 Réng + xuong dui Xuong dui
44 A6.385 Réng + xuong dui Xuong dui
45 A6.391 Rang + xuong dui Xuong dui
46 A6.427 Réng Réng
47 A6.428 Réng Réng
48 A6.441 Réang + xuong chay Xuong chay
49 A6.460 Réng + xuong canh tay Xuong canh tay
50 A6.463 Réng Réng
o1 A6.464 Réng Réng
52 A6.479 Xuong dui Xuong dui
53 A6.485 Réng Réng
54 A6.488 Réng Réng
55 A6.500 Rang + xuong dui Xuong dui
56 A6.508 Réng + xuong chay Xuong chay
o7 A6.514 Réng Réng
58 AB6.537 Réng + xuong dui Réng
59 A6.538 Rang + xuwong dui Xuong dui
60 A6.539 Rang + xuong dui Xuong dui
61 AB.555 Réng + xuong chay Xuong chay
62 A6.561 Réng + xuong chay Réng
63 AB6.562 Xuong chay Xuong chay
64 A6.570 Réng Réng
65 A6.575 Réng + xuong dui Réng
66 A6.606 Réng + xuong chay Xuong chay
67 A6.607 Xuong chay Xuong chay
68 A6.617 Réng + xuong chay Xuong chay
69 A6.638 Réang Rang
70 A6.667 Xuong chay Xuong chay
71 A6.669 Xuong dui Xuong dui




K

STT Tén miu Loai miu goc Loai miu thi nghiém
72 A6.690 Xuong dui Xuong dui
73 A6.700 Rang + xuong dui Rang
74 Ab6.746 Xuong dui Xuong dui
75 A6.754 Rang + xuong dui Xuong dui
76 A6.758 Xuong dui Xuong dui
77 A6.759 Rang + xuong chay Réang
78 A6.760 Réng Réng
79 A6.768 Réng Réng
80 ABL.776 Réng Réng
81 A6.780 Réng Réng
82 A6.782 Réng Réng
83 A6.798 Xuong dui Xuong dui
84 A6.800 Réang + xuong chay Xuong chay
85 AB030111 Xuong chay Xuong chay
86 AB030123 Réng Réng
87 AB030202 Réng Réng
88 AB030214 Xuong dui Xuong dui
89 AB030221 Réng Réng
90 AB030223 Réng Réng
91 AB030305 Réng Réng
92 AB030308 Réng Réng
93 AB030311 Réng Réng
94 AB030315 Réng Réng
95 AB030317 Réng Réng
96 AB030318 Réng Réng
97 AB030406 Réng Réng
98 AB030409 Réng Réng
99 AB030501 Réng Réng
100 AB030503 Réng Réng
101 AB030509 Réng Réng
102 AB030510 Rang Rang
103 AB030512 Rang Rang
104 AB030513 Rang Rang
105 ABO030515 Xuong dui Xuong dui
106 AB030601 Rang Rang
107 AB030603 Réng Réng




L

STT Tén miu Loai miu goc Loai miu thi nghiém
108 AB030604 Réng Réng
109 AB030608 Rang Rang
110 AB030611 Rang Rang
111 AB030612 Rang Rang
112 AB030613 Réng Réng
113 AB030616 Réng Réng
114 AB030620 Réng Réng
115 AB030622 Xuong dui Xuong dui
116 AB030701 Rang Rang
117 AB030714 Réng Réng
118 AB030721 Réng Réng
119 AB031006 Réng Réng
120 AB031022 Rang Rang
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Phu luc 4: Puong cong nhan ban va duong chuan dinh lwong ADN nhén
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Phu luc 5: Puong cong nhan ban va duong chuan dinh luong ADN ty thé
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Phu luc 6: Tén mau va két qua dinh lvong ADN nhén, ADN ty thé

O

Pinh lwgng ADN nhan ) .
) Load (ng / pL) Chi so suy So lwgng v
STT | Tén mau . ) ) thoai ADN ty the
mau | Pich ADN | Pich ADN .
(DI) (Copies)
nhé (SA) | 16n (LA)

1 A6.015 Rang NA NA NA 4,99 x 10*
2 A6.023 bui 0.000848  0.000196 4.327841 4,85x 10*
3 A6.038 bui 0.005007  0.000694 7.310805 4,39 x 10*
4 A6.046 Rang NA NA NA 5,12 x 10*
5 A6.051 bui 0.002089  0.000133  16.939899 4,47 x 10*
6 A6.068 Rang NA NA NA 4,72 x 10*
7 A6.070 bui NA NA NA 4,49 x 10*
8 A6.090 bui 0.001617 NA NA 5,20 x 10*
9 A6.104 Chay  0.000731 NA NA 5,14 x 10*
10 A6.152 bui 0.000604 NA NA 5,69 x 10*
11 A6.162 Chay  0.001074  0.000464  2.5880601 4,72 x 10*
12 A6.164 bui 0.001798  0.000673 7.099625 5,38 x 10*
13 A6.166 bui 0.001136 NA NA 5,70 x 10*
14 A6.187 Rang  0.000217 NA NA 5,21 x 10*
15 A6.188 bui 0.003248  0.000471  11.712278 6,36 x 10*
16 A6.192 Rang  0.001749  0.001588 1.107249 5,54 x 10*
17 A6.195 Rang 0.000266 NA NA 5,84 x 10°

18 A6.200 Tay NA NA NA 4,535 x 10*
19 A6.218 Rang  0.000222  0.000606 0.336674 5,14 x 10*
20 A6.237 bui 0.000495 NA NA 5,28x 10*
21 AB.247 Ring  0.000369 NA NA 4,63 x 10*
22 A6.254 Chay 0.000541 NA NA 4,50 x 10*
23 A6.258 bui 0.000494 NA NA 4,72 x 104
24 AB6.262 bui 0.000259 NA NA 4,91 x 104
25 A6.287 Rang NA NA NA 5,30 x 10*
26 A6.289 Chay  0.003810  0.000207  20.549746 5,08 x 10*
27 A6.291 Rang  0.000810  0.000303 2.976037 4,69 x 10*
28 A6.302 Rang NA NA NA 4,75 x 10*
29 A6.317 Rang NA NA NA 5,33 x 10*
30 A6.324 Rang NA NA NA 3,35 x 10*
31 A6.331 Chay  0.001430 NA NA 4,75 x 10*




P

Pinh lwgng ADN nhan ) .
) Load (ng / pL) Chi so suy So lwgng v
STT | Tén mau . , , thoai ADN ty thé

mau | Dich ADN | bich ADN .

(DI) (Copies)
nhé (SA) 16m (LA)

32 A6.334 Chay 0.000483 NA NA 5,21 x 10*
33 A6.344 bui NA NA NA 4,56 x 10*
34 A6.346 bui 0.000452 NA NA 4,60 x 10*
35 A6.351 Réng 0.000580 NA NA 1,30 x 10*
36 A6.357 Rang NA NA NA 5,44 x 10*
37 A6.358 bui 0.001660 NA NA 5,22 x 10*
38 A6.367 bui 0.000644 NA NA 4,66 x 10*
39 A6.370 Rang 0.000296 NA NA 5,87 x 10*
40 A6.373 bui 0.000186 NA NA 5,09 x 10*
41 A6.376 bui NA NA NA 2,16 x 10°
42 A6.378 bui 0.000748 NA NA 5,11 x 10?
43 A6.383 bui 0.000907 NA NA 4,27 x 108
44 A6.385 bui 0.000747 NA NA 1,05 x 10°
45 A6.391 bui 0.000296 NA NA 1,05 x 10°
46 A6.427 Réng 0.001312 NA NA 8,54 x 10*
47 A6.428 Rang NA NA NA 1,01 x 10°
48 A6.441 Chay 0.000287 NA NA 1,38 x 10°
49 A6.460 Tay NA NA NA 1,31 x 102

50 A6.463 Réng NA NA NA 0
51 A6.464 Réng NA NA NA 1,49 x 104

52 A6.479 bui NA NA NA 0
53 A6.485 Rang NA NA NA 3,87 x 10°
54 A6.488 Rang NA NA NA 4,44 x 102
55 A6.500 bui NA NA NA 3,81 x 10?
56 A6.508 Chay 0.003965 0.001039 3.825458 1,02 x 10°
57 A6.514 Rang 0.000670 NA NA 1,43 x 10°
58 A6.537 Rang NA NA NA 2,00 x 104
59 A6.538 bui 0.000312 NA NA 2,23 x 10°
60 A6.539 bui 0.001860 NA NA 3,43 x 10*
61 AB.555 Chay 0.000290 0.000095 3.053608 2,00 x 10?
62 A6.561 Rang 0.000544 NA NA 5,41 x 10°
63 A6.562 Chay 0.000456 0.000097 5.076607 7,30 x 103




Q

Pinh lwgng ADN nhan ) .
) Load (ng / pL) Chi so suy So lwgng v
STT | Tén mau . , , thoai ADN ty thé

mau | Dich ADN | bich ADN .

(DI) (Copies)
nhé (SA) 16m (LA)

64 A6.570 Rang NA NA NA 9,18 x 10?
65 A6.575 Rang NA NA NA 3,84 x 10°
66 A6.606 Chay NA NA NA 2,21 x 10?
67 A6.607 Chay 0.000351 NA NA 3,62 x 10°
68 A6.617 Chay 0.000955 0.000111 9.110577 6,80 x 10?
69 A6.638 Rang NA NA NA 9,59 x 10°
70 A6.667 Chay 0.001955 0.000289 6.835095 3,84 x 10°
71 A6.669 bui 0.001712 0.000284 6.003031 5,32 x 10°
72 A6.690 bui 0.000298 NA NA 3,01 x 10?
73 A6.700 Rang NA NA NA 3,52 x 10*
74 A6.746 bui NA NA NA 2,11 x 102
75 A6.754 bui 0.003709 0.000588 6.641322 3,71 x 10°
76 A6.758 bui NA NA NA 4,17 x 10t
77 A6.759 Réng 0.000432 NA NA 2,61 x 10°
78 A6.760 Réng 0.000990 NA NA 3,31 x 10°
79 A6.768 Réng 0.000313 NA NA 1,62 x 10*
80 A6.776 Réng 0.000374 NA NA 4,25 x 10°
81 A6.780 Réng 0.000145 NA NA 6,32 x 104
82 A6.782 Rang 0.000016 0.000008 1.946767 2,03 x 10°
83 A6.798 bui 0.000256 0.000010  25.133604 6,91 x 10?
84 A6.800 Chay 0.000016 NA NA 4,25 x 102
85 ABO030111 Chay 0.010295 0.002924 3.506082 2,08 x 10*
86 ABO030123 Rang 0.000086 NA NA 2,48 x 10°
87 AB030202 Rang NA NA NA 3,00 x 10°
88 AB030214 bui 0.000264 0.000041  10.674672 4,48 x 10°
89 AB030221 Rang 0.000051 NA NA 3,75 x 10*
90 ABO030223 Rang 0.000073 NA NA 1,25 x 10°

91 ABO030305 Rang NA NA NA 0
92 ABO030308 Rang NA NA NA 2,39 x 10°
93 ABO030311 Rang NA NA NA 2,37 x 10!
94 AB030315 Rang NA NA NA 9,13 x 10°

95 ABO030317 Rang NA NA NA 0
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Pinh lwgng ADN nhan ) .
) Load (ng / pL) Chi so suy So lwgng v
STT | Tén mau . , , thoai ADN ty thé
mau | Dich ADN | bich ADN .
(DI) (Copies)
nhé (SA) 16m (LA)
96 ABO030318 Rang 0.000184 0.000045 4.368227 3,70 x 10°
97 AB030406 Rang 0.000128 0.00000596  20.93474 9,13 x 10*
98 ABO030409 Rang 0.000017 NA NA 6,37 x 10*
99 ABO030501 Rang NA NA NA 1,07 x 102
100 ABO030503 Rang NA NA NA 2,81 x 10°
101 ABO030509 Rang NA NA NA 7,53 x 10°
102 AB030510 Rang 0.000012 NA NA 1,55 x 10°
103 AB030512 Rang NA NA NA 1,30 x 10*
104 ABO030513 Raéng 0.000029 NA NA 3,12 x 10*
105 ABO030515 bui NA NA NA 1,41 x 10°
106 AB030601 Rang NA NA NA 2,17 x 10°
107 AB030603 Rang NA NA NA 7,66 x 103
108 AB030604 Rang NA NA NA 5,67 x 10*
109 ABO030608 Rang NA NA NA 2,79 x 10°
110 ABO030611 Rang 0.000017 NA NA 5,67 x 10°
111 AB030612 Rang NA NA NA 1,90 x 10°
112 AB030613 Rang 0.000227 0.000007  31.384848 7,64 x 10*
113 AB030616 Rang NA NA NA 0
114 AB030620 Rang 0.000038 NA NA 1,61 x 10°
115 ABO030622 bui NA NA NA 4,76 x 10°
116 AB030701 Raéng NA NA NA 1,94 x 10*
117 AB030714 Rang NA NA NA 9,01 x 10°
118 ABO030721 Rang NA NA NA 6,81 x 10°
119 ABO031006 Rang 0.000010 NA NA 1,50 x 104
120 AB031022 Rang 0.000363 NA NA 2,51 x 10*




S

Phu luc 7: Két qua giai trinh ty ADN ty thé mAu nghién ctru

STT | Tén miu Poan Tieu ving | ¢§ jyong Nu
1 A6.015 16024 — 16365 PS1, PS2 342
2 A6.023 16046 -16365 PS1, PS2 320
3 A6.038 16210 -16365 PS2 156
4 A6.046 16041 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 309
5 A6.051 16043 - 16191; 16210 - 16365 PS1, PS2 305
6 A6.068 16040 - 16193; 16236 - 16365 PS1, PS2 284
7 A6.070 16055 -16365 PS1, PS2 311
8 A6.090 16043 -16234 PS1, PS2 191
9 A6.104 16024 — 16365 PS1, PS2 342
10 A6.152 16024 — 16365 PS1, PS2 342
11 A6.162 16024 — 16365 PS1, PS2 342
12 A6.164 16140 -16192; 16249 - 16365 PS1, PS2 170
13 A6.166 16024 -16365 PS1, PS2 342
14 A6.187 16024-16390 PS1, PS2 367
15 A6.188 16024 -16365 PS1, PS2 342
16 A6.192 16040 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 310
17 A6.195 16024-16365 PS1, PS2 342
18 A6.200 16040 -16234 PS1 193
19 A6.218 16046 -16365 PS1, PS2 320
20 A6.237 16243 - 16365 PS2 123

21 A6.247 16210 - 16365 PS2 156
22 Ab6.254 16024 — 16365 PS1, PS2 341
23 A6.258 16040 — 16365 PS1, PS2 326
24 Ab6.262 16237 -16365 PS2 129
25 A6.287 16232 — 16365 PS2 134
26 A6.289 16024 - 16234; 16249 - 16365 PS1, PS2 328
27 A6.291 16210 -16365 PS2 156
28 A6.302 16040 -16193; 16241 - 16365 PS1, PS2 327
29 A6.317 16040 -16139; 16243 - 16365 PS1, PS2 221
30 A6.324 16210 — 16365 PS2 156
31 A6.331 16032 -16365 PS1, PS2 334
32 A6.334 16040 — 16365 PS1, PS2 326
33 A6.344 16034 - 16191; 16210 - 16365 PS1, PS2 311
34 A6.346 16024 - 16234; 16238 - 16365 PS1, PS2 339
35 A6.351 16024-16365 PS1, PS2 342
36 A6.357 16060 - 16188; 16206 - 16365 PS1, PS2 289
37 A6.358 16024 — 16365 PS1, PS2 342
38 A6.367 16238 -16365 PS2 128
39 A6.370 16024-16365 PS1, PS2 342
40 A6.373 16246 — 16365 PS2 120
41 A6.376 16210 — 16365 PS2 155
42 A6.378 16210 — 16365 PS2 156




Ti€éu vung

STT | Tén miu DPoan s6 lwgng Nu
43 A6.383 16024 -16365 PS1, PS2 342
44 A6.385 16239 -16365 PS2 127
45 A6.391 16050 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 300
46 A6.427 16024-16365 PS1, PS2 342
47 Ab6.428 16041 -16365 PS1, PS2 324
48 A6.441 16210 -16365 PS2 156
49 A6.460 16210 -16365 PS2 156
50 A6.463 16246 -16365 PS2 115
51 A6.464 16024 -16365 PS1, PS2 342
52 A6.479 16024 -16234 PS1 211
53 A6.485 16040 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 310
54 A6.488 16043 -16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 307
55 A6.500 16239 -16365 PS2 127
56 A6.508 16210 -16365 PS2 156
57 A6.514 16210-16365 PS2 156
58 A6.537 16024 -16365 PS1, PS2 342
59 A6.538 16044 -16365 PS1, PS2 317
60 A6.539 16210 — 16365 PS2 156
61 A6.555 16210 -16365 PS2 156
62 Ab6.561 16024 -16365 PS1, PS2 342
63 A6.562 16052 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 298
64 A6.570 16210 — 16365 PS2 156
65 Ab6.575 16024 -16365 PS1, PS2 342
66 A6.606 16044 — 16234 PS1 190
67 A6.607 16044 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 306
68 A6.617 16248 — 16365 PS2 118
69 A6.638 16210 -16365 PS2 156
70 Ab6.667 16024 -16365 PS1, PS2 342
71 A6.669 16024 -16365 PS1, PS2 342
72 A6.690 16055 - 16234; 16237 - 16365 PS1, PS2 308
73 A6.700 16024 -16365 PS1, PS2 342
74 Ab6.746 16024 - 16234; 16245 - 16365 PS1, PS2 332
75 Ab6.754 16024 -16365 PS1, PS2 342
76 AB6.758 16246 — 16365 PS2 120
177 Ab6.759 16044 - 16193; 16210 - 16365 PS1, PS2 305
78 AB6.760 16024-16365 PS1, PS2 342
79 Ab6.768 16039-16192; 16210-16365 PS1, PS2 310
80 AB.776 16024-16365 PS1, PS2 342
81 A6.780 16024-16365 PS1, PS2 342
82 Ab6.782 16041-16193; 16210-16365 PS1, PS2 309
83 A6.798 16024 -16365 PS1, PS2 342
84 A6.800 16043 - 16234; 16240 - 16365 PS1, PS2 318
85 AB030111 16024-16365 PS1, PS2 342
86 AB030123 16024-16365 PS1, PS2 342




Ti€éu vung

STT | Tén miu DPoan s6 lwgng Nu
87 AB030202 16024-16365 PS1, PS2 342
88 AB030214 16024-16365 PS1, PS2 342
89 AB030221 16024-16365 PS1, PS2 342
90 AB030223 16024-16365 PS1, PS2 342
91 ABO030305 16024-16365 PS1, PS2 342
92 AB030308 16210 -16365 PS2 156
93 AB030311 16024-16234 PS1 211
94 AB030315 16210-16365 PS2 156
95 AB030317 16210-16365 PS2 156
96 AB030318 16044-16192;16210-16365 PS1, PS2 305
97 AB030406 16040-16192; 16210-16365 PS1, PS2 309
98 AB030409 16024-16365 PS1, PS2 342
99 AB030501 16210-16365 PS2 155
100 ABO030503 16046-16193; 16210-16365 PS1, PS2 304
101  ABO030509 16024-16365 PS1, PS2 342
102  ABO030510 16039-16193; 16210-16365 PS1, PS2 311

103  ABO030512 16024-16365 PS1, PS2 342

104  ABO030513 16039-16193; 16210-16365 PS1, PS2 311

105 ABO030515 16024-16365 PS1, PS2 341

106 AB030601 16052-16365 PS1, PS2 314

107  AB030603 16040-16192; 16210-16365 PS1, PS2 309

108 AB030604 16024-16234 PS1 211

109 AB030608 16210-16365 PS2 156

110 ABO030611 16024-16365 PS1, PS2 342

111  ABO030612 16024-16365 PS1, PS2 340

112 AB030613 16024-16365 PS1, PS2 342

113 ABO030616 16210-16365 PS2 156

114  AB030620 16210-16365 PS2 156

115 ABO030622 16024-16365 PS1, PS2 342

116 AB030701 16210-16365 PS2 156

117 AB030714 16024-16365 PS1, PS2 342

118 AB030721 16039-16193 PS1 155

119 ABO031006 16039-16193; 16210-16365 PS1, PS2 311

120 ABO031022 16024-16365 PS1, PS2 342




VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Poc lap - Tw do - Hanh phiic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

§6: 381 /QD-HVKHCN Ha Noi, ngay 25 thdng 04 ndm 2024

‘ QUYET PINH
Ve viéc thanh lap Hji ddng danh gi4 luin viin thac si

GIAM POC
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Céin ctr Quyét dinh 56 303/0P-VHL ngay 01/03/2023 cua Chu tich Vién Han
lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam vé viéc ban hanh Quy ché 16 chire va hoat dén fod
cua Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé;

Cén cie Thong tw 56 15/2014/TT-BGDDT ngay 15/5/2014 cua B truong Bo
Gido duc va Dao tao ban hanh Quy ché dao tao trinh do thac st

Can cie Quyét dinh 56 775/0P-HVKHCN ngay 21/11/2016 cia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc vé Cong nghé ban hanh Quy ché dao tao trinh do thac si:

Céin cir Quyét dinh sé 850/QB-HVKHCN ngay 31/05/2021 cia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viée cong nhdn hoc vién cao hoc tring ruyén dot 1
nam 2021,

Cén etk Quyét dinh s6 1413/0D-HVKHCN ngay 16/09/2023 cua Gidm doc Hoc vién
Khoa hoc vi Céng nghé vé viée cong nhdn dé 10i va ci nguoi huedng dén ludn van thac si;

Céin ctt Quyét dinh s6 1242/0D-HVKHCN ngay 25/10/2023 cia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé viéc gia han thoi gian hoc tdp lan 2 cho hoc vién Tran
Viét Vinh, E
Xét dé nghi ciia Trudng khoa Khoa Céng nghé sinh hoc, T rieong phong Dao tqgo.

QUYET PINH:

Piéu 1. Thanh 1ap Hoi déng danh gi4 ludn van thac si cho hoc vién Tran Viét
Vinh véi d@ tai: “Hoan thién phuong phap phan loai nhanh mau xuong duva trén hinh
thai nhdm phuc vu céng tac gidm dinh hai c6t 1iét s7 tai Viét Nam”,

Nganh: Sinh hoc thuc nghiém Mi sb: 842 01 14

Danh séch thanh vién Hoi ddng dénh gia luan van kém theo Quyét dinh nay.

Piéu 2. Hdi dbng c6 trach nhiém danh gia luan van thac si theo diing quy ché
hién hanh ctia B§ Giao duc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé. Quyét dinh
nay c6 hiéu lyc trong thoi han t&i da 60 ngay lam viée ké tir ngay ky.

Hoi dong tur giai thé sau khi hoan thanh nhiém vu,

Piéu 3. Truong phong T chirc - Hanh chinh va Truyén théng, Truéng phong
Pdo tao, Truedng phong Ké toan, Trudng Khoa Cong nghé sinh hoc, cic thanh vién cé
tén trong danh sach Hoi d(‘"mg va hoc vién cao hoc ¢6 tén tai Piéu 1 chiu trdch nhiém
thi hanh Quyét dinh nay./. J

Noi nhin:

- Nhu Diéu 3;

- Laru hé so hoc vién;

- Luu: VT, BT, MT.14,




DANH SACH HOI DPONG DANH GIA LUAN VAN THAC Si
(Kem theo Quyét dinh sé6 381 /OD-HVKHCN ngay 25/04/2024

ctia Gidm déc Hoce vién Khoa hoc va Cong nghé)

A HOhO luah vin cia hoc vién: Tran Viét Vinh
s 1 dé »tal Hoan thién phuong phap phén loai nhanh mau xuong dua trén hinh

i 7 -,thé1 nham phuc vu cong téc gidm dinh hai cbt liét si tai Viét Nam.
Nganh Sinh hoc thuc nghiém

Mi sb: 842 01 14

Negudi huéng din: TS. Tran Minh Pt
- Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han lam KHCNVN

o \ ) Trich nhig
H h . é
TT JrRCisn, (',)c L Chl}yen Co quan cong tic trong Hjj
| hoc vi nganh s
‘ ong
i GS.TS. Chu Hoang | Coéngnghé Vién Cong nghé sinh hoc, Chit 6
© | Ha sinh hoc Vién Han lam KHCNVN el
£ o iras Vién Phap y Quén di, s
2. | TS. Nguyen Lé Cat Y hoc B6 Quéc phong Phan bién
3 | PGS.TS. D6 Thi Héa sinh Vién Céng nghé sinh hoc, Phin bia
‘ " | Huyén hoc Vién Han 1am KHCNVN 40 e
|
| : R o o
1 TS. Hoang Thi Thu Dirtrrlggr?_ Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢, Uy vién
Hang Ahidm Vién Han 1am KHCNVN Thu ky
5 PGS.TS. Nguyén Hoa sinh | Truong Dai hoc Khoa hoc Ty nhién, | ¢y e
" | Quang Huy hoc Pai hoc Quoc gia Ha Noi Y

(Hoi dong gom 05 thanh vién)./. Qe



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Djc lap - Tw do - Hanh phiic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Ha N¢i, ngay 24 thang 05 ndm 2024

hinh BIEN BAN HQP HOI PONG DANH GIA LUAN VAN THAC Si

Thue hién Quyét dinh s6: 381/QD-HVKHCN ngay 25/04/2024 cia Giam
d6c Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé vé viée thanh lap Hoi dbng danh gia ludn
vin thac s7 cla hoc vién Tran Viét Vinh

Tén d tai: Hoan thién phuong phép phan loai nhanh mau xuong dua trén

ig: “;‘Ii? hinh thai nhdm phuc vu cong tac gidm dinh hai cbt liét s tai Viét Nam
} (0}
dégng i Nganh/ Chuyén nganh: Sinh hoc thuc nghiém
M3 s6: 8 42 01 14
“hu tich H6m nay, ngay 24/05/2024 Hgi dong di hop tai phong hop 1710, A28,

Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé vao lac 14 giv 00, Hoi dong gdm 05 thanh
an blén vién:

1. GS.TS. Chu Hoang Ha Chu tich hoi dong
4n bien 2. TS. Hoang Thi Thu Hang Thu ky hdi dong
3. TS. Nguyén Lé Cat : Phan bién 1
Jy vién 4, PGS. TS. D Thi Huyén Phan bién 2
Thu ky 5. PGS. TS. Nguyén Quang Huy Uy vién hoi ddng
{yvied Thanh vién ving mit: ... (Phén bién hogc vy vién,

da c6 ban nhan xét dong y cho phép hoc vién duge bao vé trude Hoi ddng danh
gi4 luan van thac sf).

NOI DUNG LAM VIEC

1. Pai dién co sé dao tao doc quyét dinh thanh 1ap Hoi dong danh gia ludn van

2. Chu tich Hoi dong, diéu khién phién hop

3. Thu ky HB, doc li lich khoa hoc va bang diém cta hoc vién

4. Hoc vién trinh bay luan vin truéc Hi dong :.

5. Phan bién 1: N‘gﬁ\mm ot it 1 Boey
f\:‘!\ﬁﬁ %r%—&%%?[ 4 df:f&m ’ |

iy v amgl. R? f&ar . 3
.. czef e ST it A

.&WMWL).L‘MVM ed McilARink.. La«*’bg'ﬂwé L.a%?ﬁﬁt?z |
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6. Phan bién 2:

J(ZE-ca, ............. " ...... 'h‘ 'Ebz B ’JDG"hm
g ¥ i ,‘i}m e ?;a,,
Y R :,{a ZW
ot ik oy bl oo o ] vt s
7. Hoc vién tra 101:
::T:ﬁ?:z?f.ﬁiﬁ%ﬁ?ﬁ? ..........................

---------------------------------------------------------------------------------------------
------

................................................................................................

8. Cac thanh v1enHDva nhiing ngucn tham du neu cau héi
W ...... s M, bt e e
am.‘ S’Y/m Al if@q ’ts?nj 7»:.&5 vE
'&WM Ls¥ L.Aﬁq ..... M gnﬁ. ..................

.....................................................

& 2,06, A, 2_,@: S4h, 42 S R¥ WM%z
9. Hoc vién tra loi WTL

...................................................................................................

10. H6i dong hop kin va cho diém

- Hoi ddng bau ban kiém phiéu gom 3 thanh vién:
Trudng ban: ... .PE3.TS.. . .85 .'.ﬁm '\'ﬁu-aﬁ.«t: .........
Uy vién:.......... PC%& s 51 o\

Uy vién:.........N=.... —\-beam?/ TM

- Két qua kiém phiéu nhu’ sau:

S4 phidu phét ra:..... 05 ...
S6 ph1eu thu vé:.....05 ...
Téng sb diém:........ “4).9.....

Diém trung binh: ...... €4




.....................

Téng diém danh gid lugn vén va thudng cong trinh cong bé:. .. Qdf- ......
- Két luén cia Hoi dong:
+Ludnvéan ........... CD?dT ............. (dat/khong dat yéu ciu)
+ Tinh khéng tring Iapgn@i dung va tén dé tai véi céc cong trinh cong bé:
...... K Y Zr

...................................................................................................

11. Chi tich Hi dong, cong bo két qua, yéu cu hoc vién chinh sta ludn van voi
cac ndi dung sau:

..................................................................................................

...................................................................................................
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CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Poc 1ap - Tu do - Hanh phuc

BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN VAN THAC SI

Ho va tén ngudi nhan xét: Nguyén L& Cét Hoc ham, hoc vi: Tién st
Chirc danh trong Hdi ddng: Phan bién 1

Co quan cbng tac: Vién Phap y Quan d6i, B& Qudc Phong

Ho va tén hoc vién: Tran Viét Vinh

Tén a8 tai: Hoan thién phwong phép phan loai nhanh mAu xwong dua trén hinh thai
nham phuc vu cong tdc gidm dinh hai cot 1iét s tai Viét Nam.

Chuyén nganh: Sinh hoc thyc nghiém. Ma sb: 8 42 01 14
NOI DUNG NHAN XET

1. Tinh cdp thiét, tinh thoi su, ¥ nghia khoa hoc va thue tién ca d2 tai luén vin:

Theo sb liéu théng ké, hién ca nude ¢6 1.146.250 liét si. Trong do, tbng s6 md
liét i trong cac nghia trang 1iét sT la 871.373, s6 mé gia dinh quan ly la
156.000; s6 mb co diy du thong tin trong nghia trang 12 trén 15.493; s6 md con
thiéu thong tin 1a 855.880 md (626.886 mé liét si thiu 1 phan thong tin,
225.647 mg liét T thiéu hodn toah thong tin va 347 mg ligt st tdp thé). Giam
dinh xac dinh danh tinh hai cot con thiéu théng tin la thuc hién dao ly ubng
nuée nhé ngudn, 14 chu truong, quan diém nhit quan cia Pang, Nha nudc ta.

Tuy nhién, viéc xac dinh danh tinh cdc HCLS con thiéu théng tin hién dang
v6 cung khé khin. Thoi gian tréi qua d3 xoéa di nhiéu dan c, mat mat di
nhiéu thong tin, nhing thong tin di dugc ghi chép lai by mét di nhiéu do chién
tranh cling nhu do dleu kién bao quan, nhitng ddng do6i cla céc liét si cling d
mét di nhidu hay tudi téc cao khong con nhé 16. TNLS cling ngay mét it di.
Va dic biét, HCLS dugc chén cét trong thoi gian dai, thyuc hién di chuyén mot
s6 14n d4 anh huéng rat 16n dén chit luong, 1am cho viée phén tich ADN ngay
cang kho khan hon.

Vi vy, dé tai: “Hoan thién phwong phap phén loai nhanh méu xuwong dua trén hinh
thai nham phuc vu cong tac giam dinh hai cot li€t si tai Viét Nam” c6 tinh cap thiét,
tinh thoi sy, ¥ nghia khoa hoc va thuc tién.

2. Su khéng tring 13p cua @8 tai nghién ciru so v&i cac cong trinh khoa hoc, luén

vin da cong bd & trong va ngodi nudc; tinh trung thue, 18 rang va diy di trong trich
dén tai lidu tham khao:

Pé tai nghién ciru ¢6 mot sé ndi dung da duge @ cép trong “Quy trinh x4c dinh
danh tinh HCLS con thiéu thong tin”, nhung ddy 14 mét nghién ctu ¢ déng
g6p mai, khong trung lap véi cdc cong trinh khoa hoc, ludn van da cong b & trong
va ngoai nudc.




D3 tai trich dAn 77 tai liéu tham khao, cdc tai liéu trich din dong quy dinh va diy dy
trong ndi dung luén van.

3. Su phu hop gifta tén d3 tai v6i noi dung nghién ciru ciing nhu voi chuyén nganh
va ma so dao tao:

Tén d8 tai phu hop véi chuyén nganh va ma sb dao tao, c¢6 tinh khai quat va
bao ham duoc ndi dung cia dé tai phl hgp véi muc tiéu va 06 ndi dung
nghién ctru.

4. Do tin cdy va tinh hién dai cia phuong phép nghién ciru di st dung dé hoan
thanh luin van:

Phuong phap nghién ciru khoa hoc, ¢6 do tin cdy cao; duge thue hién & mot co
s& nghién cttu uy tin, c6 day du trang thiét bi ddng bd va hién dai da bao dam cho
céc két qua nghién ctru 12 déang tin cdy.

5. Két qua nghién ctru cua ludn van:

Ludn vin duge thyc hién véi ddi tuong nghién ctu 1a 120 mau HCLS véi thiét
ké& nghién ctru phit hop. Cac chi tidu danh gia rd rang, c6 co s Khoa hoc;
phan tich x Iy so licu nghién ctru dung quy dinh.

Luén vin dugc trinh bay rd rang, gdm 60 trang chinh, trong d6: mo dau 02
trang, tong quan nghién ctru 23 trang, db6i tuong va phuong phap nghién ciu
07 trang, két qua nghién clru 23 trang, thao luan 04 trang, két ludn va kién
nghi 01 trang.

Két qua nghién ctru cua luan van dap tmg duge muc tiéu va cac ndi dung nghién
ctru da deé ra. '

6. Nhirng han ché, thiéu sot cia luin van vé ndi dung, hinh thirc va cau hoi:

Muc tiéu nghién clru viét con dai, v6i ndi dung dd néu nén chia thanh 2 muc ti€u.
Phin tng quan nghién clru con c6 mdt sb khai niém chua phu hop trong phan loai
xuwong ngudi trudng thanh, thiu phén tong quan v€ rang (chiém so lugng l6n trong
tbng s6 mau nghién ctru)

Phin két qua nghién ctu hoi dai, mot s6 anh miu va bang nén dwa vio phan Phu
luc.

Nén minh hoa thém céac két qua nghién ciru (PCR, realtime PCR, sequencing ...)
trong phén phu luc dé vién dan va chung minh két qua.

Phén thao luén ngan, chua tuong xtng voi két qua nghién clru, chua bam sat v(i cac
ndi dung va két qua nghién ctru.

Tai ligu tham khao mai c6 ty 1& thép, nén cip nhit nhing tai liéu mdi hon (trong 5
nam gan day).

LuAn vin con mot s6 16i chinh ta, ng{t phap, chif viét tat can duoc stra chira.

C3u hoi: Trén co s& khoa hoc clia nghién clru nay va thuc tién léy mau tai cic Nghia
trang liét i, tac gia co dé xuat, kién nghi gi thém d¢ viéc giam dinh ADN trong X4C
dinh danh tinh hai cot liét s con thiéu thong tin dat hiéu qua cao hon?




- du 7. Néu tac gia chua viét bai bao khoa hoc thi ndi dung ctia ludn vin ¢6 thé duoc viét
thanh cdc bai bao dé giri dang trén trén tap chi khoa hoc, sach chuyén nganh hodc

nl tuyén tip cong trinh hdi nghi khoa hoc cip quédc gia, qubc té hay khong?
danh

Neu dugc chinh stra theo y kién ctia hoi ddng thi n6i dung cia ludn vin cé thé duoc
viét thanh cdc bai bdo dé gui ding trén trén tap chi khoa hoc, sach chuyén nganh

il hodc tuyén tap cong trinh hdi nghi khoa hoc cdp québc gia, quéc té.
ung

8. Két luan chung (khang dinh mc do dap ung cac yéu cAu ddi voi mot luan vin

) Thac s1; ludn van c6 thé dua ra bado v€ dé nhdn hoc vi Thac si dugc hay khong?):

10an %

Ludn vén 1a mdt cong trinh nghién ctru nghiém tic, ¢é y nghia vé mat khoa
) hoc va thuc tién d6i véi chuyén nganh va cong tac giam dinh hai cot liét s tai
o Viét Nam.
cho . . .

Luan van c6 thé dua ra bdo vé dé nhan hoc vi Thac si.
hiét Ha Noi, ngay.. 6 ...thang. £7..ndm 20 2Y. '
hoc;

Ngwoi nhan xét
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- Nhdn xét dwoc lom thanh 02 bdn, ¢6 chir ky ciia ngudi nhdn xét va giki vé phong Dao
tao 02 ngay trde budi bdo vé.

- Dija chi lién hé: CV. Nguyén Thi Minh Tam phong Pao tao, Hoc vién Khoa hoc vi Cong |
nghé, Vién Han lam Khoa hoc vé Cong nghé Viét Nam. 18 Hodang Quéc Viét, Cdu Gidy, |
Ha Ngi. DT024358689977-0946082099 (




CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM |
Déc 1ap — Ty do — Hanh phuc
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BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN VAN THAC si

Ho va tén nguoi nhén xét: D6 Thi Huyén  Hoc ham, hoc vi: PGS. TS
Chtre danh trong Hoi ddng: Phan bién 2
Co quan cong téc: Vién Cong nghé sinh hoc

Ho va tén hoc vién: Tran Viét Vinh
Tén dé tai: Hoan thién phucrng phap phéan loai nhanh mau xuvong dua trén hinh
thdi nham phyc vu cong tdc giam dinh hai cbt 1iét s tai 'Viét Nam,

Chuyén nganh: Sinh hoc thye nghiém. Mi sb: 8 42 01 14
NOQI DUNG NHAN XET ,?
1. Tinh cip thiét, tinh th0’1 sw, y nghia khoa hoc va thue tién ciia dé tai |
luan vin:

Viéc dinh danh hai cbt liét sT con thiéu théng tin 1a mot trong nhitng hoat
dong Dén on, dap nghfa cua chinh phi véi cdc gia dinh 1iét si. Tuy nhién, cong '
tac nghién ctu dinh danh nay 13 mot thach thire rat 16n do tudi Xuong ngay ,
mét cao (50 60 nim), khi hau néng 4m din dén Xuong bi phan hly ngay cang
manh, nguén xuong cua Liét s hi sinh trong chién tranh khéng toan ven, it 61,
kém da dang nén viée thu thap duge ngudn gen cho phén tich gip rat nhidu
khé khan. Pé chay dua VO’l th01 gian, viéc nghién cu'u trong phong thi nghiém
va trén hién tru.’ong l4y mau cin phai tién hanh gép rut, cép bach nhdm dinh
danh ducrc cac chién st cang sém cang tbt. Vi vy, cong tac thu thap, phén loai
nhanh mau xuong dua tren hinh thai 14 c6ng viéc hét suc cép thiét giup nang
cao kha ning phéan tich mau. D& tai ludn vin c¢6 tinh cép thiét, thoi sy, c6 y
nghia khoa hoc va thyec tién.

2. Sw khoéng trung lip cia dé tai nghién ciru so véi cac cong trinh khoa
hoc, luin vin da cong bd & trong va ngoai nuwdc; tinh trung thwe, rd
rang va day da trong trich din tai liéu tham khéo:

Theo hiéu biét cla ngudi nhan xét, dé tai luin vin thac si cta hoc vién
cao hoc Tran Viét Vinh khong tring 13p véi cac ludn vin d4 cong bd ¢ trong
va ngoai nuéce. Cac kién thire duoc tham khao tir cdc bai bdo va cac cOng trinh
cong bb trén thé gidi va trong nude déu duoc trich din dady di, trung thuc, rd

rang. W




3. Sw phi hep giita tén dé tai véi noi dung nghién ciru ciing nhw vei
chuyén nganh va mi so do tao:
) Luan van dd thue hién ba nhém cong v:iéc ,chinh bao gom: (1) Thu thap
maAu hai cbt 1iét sT tai Nghia trang Liét si quoc té Viét-Lao; (2) Phén loai mau 6.
xuong theo giai doan phong hda mau theo tiéu chuan Behrensmeyer; (3) Pinh '
luong DNA nhén va dénh gia mbi lién quan gifta lugng DNA nhén véi nhém
xuong; (4) Pinh luong DNA ti thé va d4nh gia mdi lién quan giita lugng DNA .
ti thd véi nhém xuong; (5) Giai trinh tu hé gen ty thé va so sdnh véi nhém d
xuong. Noi dung nghién.ctiru phu hop véi tén dé tai va phu hop véi chuyén V
nganh Sinh hoc thuc nghiém va ma s6 chuyén nganh. C
4. DO tin cly va tinh hién dai ciia phwong phap nghién ciru da sir dung dé n
hoan thanh lugn vin: t
- Pé thuc hién ludn vin, hoc vién cao hoc dd st dung chu yéu 1 céc \
phuong phép sinh tric hoc danh gid tinh chat clia xuong, muc dd phong hoa h
xuong; st dung phuong phap realtime PCR dé dinh lugng DNA chiét tir nhan
va ty thé; st dung phuong phép gidi trinh ty két hop vé6i phuong phép phan

tich tin sinh hoc dé xé4c dinh dugc céc ving gen thé da duge khuéceh dai. Céc © hi
két qua thu duge duge so sanh xur ly théng ké. Cac phuong phap nghién ciu D
phu hop véi ndi dung va dam bao két qua thu duoc ¢6 do tin cdy cao. c

5. Két qua nghién ctru ctia lufn van: .
- D4 thu thap duoc 120 mau hai cot liét s con thieu thong tin tai Nghia

trang Liét s Qudc té Vit - Lao, tudi xuong 40-50 nim, trong d6 xuong X
rang chiém 55.8%, xuong dui chiém 13.3%, xwong chay chiém 29.2% :
va xuong canh tay chiém 1.7% s6 lugng mau; d
- DNA nhan d dugc phét hién va dinh lugng thanh cong trong 71 méu
(chiém 59%), trong do6 chi c¢6 22 mau c6 néng d6 DNA doan dai cao tu hd
6,9x10° ng/pl dén 2. 9%107 ng/ul Trong s6 22 mau c6 DNA doan dai - ng
dugc phat hién Chl c6 mdt miu duy nhét cé mirc d6 phan hiy DI<1 tét
Trong s6 120 méu thu thap, 93,75% mau xuong chay, 74,29% mau  ca
xuong dui, 44,78% mau xuong rang cho tach chiét DNA nhan thanh “I

cong. Ty lé tach chiét thanh cong DNA nhan khong c6 mébi lién hé chit
ché véi thang diém Behrensmeyer :

- DNA ty thé dugc tach chiét thanh cong tir 115 mau trong 120 mAau thu do
thap, trong do 100% Xuong dui, xuong canh tay déu cho tach chiét ch.
thanh céng DNA ty thé. Ty 1& tich chiét thanh cong DNA nhéan khong Ge
¢6 mdi lién hé chit ché véi thang diém Behrensmeyer; Né

_ Trinh ty tidu ving PS1, PS2 ctia DNA ty thé da dugc gii trinh ty tir mA
DNA tach chiét tir 120 mau xuong va chua tim thay mdi lién quan gifta ma

viéc giai trinh tu thanh cong hé gen ty thé véi loai xuong duge thu thap 3.

2




cling nhu chi sb dinh gia mc 46 phong héa theo thang diém
Behrensmeyer.

6. Nhitng han ché, thiéu sét ciia ludn viin vé ndi dung, hinh thitc va ciu
héi:

Uu diém cta luan van: Luén vin 13 cong trinh nghlen cuu ngh1em tuc, ty
mi, cdng phu, véi chét luong nghlen ctru t6t. Phan tbng quan va phan két qua
dugc trinh bay kha o rang, gin két. Céc nhém phuong phép st dung dugce
viét kha chi tiét. Két qua thu duge trong luédn van 1a x4c thuc, dep, c6 do tin
cdy cao. Luan vin thé hién hoc vién cao hoc di hidu tuong tin vé linh vuc
nghié€n cltu cia minh, ¢é ning luc tim t6i, kham pha, lap luan cho cac két qua
thu dugc. Pc biét, luan vin c6 phan thao Iuan, tuy ngén nhung phan d6 duge
viét kha hay. Tdi d4nh gid cao tinh than hoc tap, nghién ctu cda hoc vién cao
hoc Tran Viét Vinh.

Nhitng gé ’p y:

~ Muc tiéu can chinh stra cho ngén gon, rd rang: Panh gia dugc loai xXuong
hai cbt, va do phong héa theo thang diém Beyensmeyer t6i kha nang thu hbi
DNA clia hai ¢6t 14u ndm. Phin Néi dung nghién ctru frang 2) cin chinh sira
chinh x4c theo muc trong phan két qua. Goi y: ND1: Thu thip, phén loai,
dénh gi4 d6 phong héa mau hai c6t tai Nghia trang Liét st Quéc té Viét Lao;
ND2: Nghién ctru d4nh gia kha ning thu hdi DNA nhan tir cac loai mAu
xuong khac nhau; ND3: Nghién ciru danh gid kha nang thu hdi DNA ty thé tir
cac loai mau xwong khéc nhau; ND4: Nghién ctru danh gia kha ning giai
duoc trinh ty DNA ty thé tir DNA cdc mau xuong khac nhau.
Phén tdng quan ctia ludn vin con kha nhidu hinh anh chua duge Viét
héa, Hoc vién nén Viét hoa. Phin phuong phap tach chiét ADN trong xwrong
ngudi & trang 15 thue té 1a nguyén 1y dé tach chiét nén Hoc vién cén chinh lai
tén cho pht hgp. Céc hinh anh ¢6 tén cia cac truc qud nhd nhu Hinh 1.10,
can ting c& chit cho rd rang, Danh sach héa chit Bang 2.1 nén thay ten bang:
“Danh sach héa chét chii yéu st dung trong thig nghiém”; Mot sb phucmg
phép can trinh bay rd rang hon nhu phuong phap danh gia d6 phong héa mau
theo thang diém Behrensmeyer; Phuong phép tach chiét AND can viét theo
doan van vdi cac théng tin chi tiét, rd rang dé c6 thé 1ap lai dugc. Cac hoda
chét khi viét tén diy du thi khong viét hoa. Tén bang 2.2 cin chinh lai thanh
Gen dich cia bd dinh lugng ...., théng nhét don vi ml hay mL. Phan két qua:
Nén thay tir “vi tri 14y mAu” bang tir “loai xwong” dé tranh nham 14n véi vi tri
mAu ngoai thie dja. Hinh 3.1 cin c6 mdt hinh anh to, ghi r6 chu thich céc
mau dugc mi hoéa va danh sé mAu vao timg mau nghién ctru; Cac hinh 3.6,
3.7, 3.11 chi can dwa két qua clla cdc mau duong tinh, thay dbi scale cla truc

Qg
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tung dé thé hién rd duge ca miu ndng d6 thip va ndng do6 cao; Ca bai nén
chinh stra. Phan két lun: Hoc vién cin chinh stra két ludn tuong ung voi ndi
dung cong viéc thyc hién va phu hop véi muc tiéu. Phan Tai liéu tham khao
¢An chinh stra cho théng nhat format. Lusn vin con mot so 16i chinh ta, 13i
cAu cén chinh sira.

Néu tac gia chwa viét bao bao hoa hgce thi ndi dung ciia lun vin c6 thé
dwge viét thanh cdc bai bao d¢ giri ding trén tap chi khoa hoc, sach
chuyén nganh hoac tuyén tap cong trinh hdi nghi khoa hoc cap qubc
gia, quoc té hay khong?

Noi dung cia luan vén co thé duoc viét thanh bai bao.

Két Iuan chung (khing dinh mirc d) dap vng cac yéu cau doi voi mot
ludn vin Thac si, luin vin co thé dua ra bao vé dé nhan hoe vi Thac si
dwoc hay khong?

Luin vén dap tmg t6t yéu cu v& ndi dung, hinh thirc va ham lugng khoa
hoc cia mdt ludn vin thac s sinh hoc. DPdng ¥ cho luén viin dugc dua ra bao
vé @& hoc vién nhéan hoc vi Thac si sinh hoc./.

Ha Noi, ngay 15 thang 05 ndm 2024
"~ Nguwoi nhan xét

HO(




VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Péc lap - Tw do - Hanh phiic
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

BAN GIAI TRINH CHINH SUA LUAN VAN
THEO KET LUAN CUA HQI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC ST

Ho tén hoc vién: Tran Viét Vinh Lép: BIO21A

Tén dé tai ludn vin: Hoan thién phuong phap danh gia phan loai nhanh mau xuong

dua trén hinh thai nhdm phuc vu ¢ong tac gidm dinh hai c6t 1iét s tai Viét Nam.
Nganh: Sinh hoc thuc nghiém

M4 s6: 8 42 01 14

Ngudi huéng dan khoa hoc: TS. Tran Minh Ptrc
Ngay bao vé luan van: 24/5/2024

Can cr bién ban hop hodi déng danh gia luén van thac si, hoc vién da chinh

stra ludn van nhu sau:

STT | N6i dung dé nghi bd sung, chinh sta | Noi dung da bd sung, chinh sira

1 Thu gon 6 ndi dung nghién ctru. ba gbp thanh 4 nd1 dung

Viét hoa hinh 1.2, hinh 1.3, hinh

2 !'1.4, hinh 1.5, hinh 1.6, hinh 1.7,
hinh 1.9, hinh 1.10

Chuyén bang 3.1, hinh 3.1, hinh 3.3,
3 | hinh 3.4, hinh 3.9, hinh 3.10, bang

D4 viét hoa hinh anh trong luén

Van

Pa chuyén bang va hinh vé

L phan phu Iyc
3.9 vé phan phu luc

DPa gbp thanh chuong 3: Két
4 | Gop chuong 3 va chuong 4
qua va thao luan




Tén tac gia tai liéu tham khao can o o q
5 . e B g D3 chinh stra tai liéu tham khao.
thong nhat viét tat

Keét luan can chinh stra theo cic ndi | P2 chinh stra két ludn thude

6
dung nghién ciru chuong 4
Ha Néi, ngay LY thing 05 nam 2024
TAP THE HUGNG DAN HOC VIEN

CHU TICH HQI PONG”

/A/

XAC NHAN CUA CO SO DAO TAOQ,
KT. GIAM DOF

HO GIAM POC




