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20.1 Nhan ddng DNA nhdm thu dugc nhiéu ban sao
ciia mot gene hodc cdc doan DNA khac

20.2 Céngnghé DNA cho phép nghién cifu trinh tu,
su biéu hién va chifc ndng ciia gene

20.3 Nhan ban cac sinh vat gitip san xudt té bao géc

phuc vu nghién cifu va céc ing dung khac

Ung dung thuc tién ctia cdng nghé DNA dnh

hudng dén cudc séng con ngudi theo nhiéu céch

I Hop cong cu DNA

20 nam 1995, mot cét mée khoa hoc quan trong
P\ / dugc cong bo: Lan dau tién trén thé gi6i, cdc nha
nghién ciru da gidi trinh tu thanh cong toan bo hé
gene clia mot sinh vat s6ng, d6 12 vi khuén Haemophilus
influenzae. Thong tin nady da trd thanh nguén cam hing
chocong ddnﬂ khoa hoc. M6t s6 nha nghién cttu cdon manh
dan mg udc rang chi trong 12 nam, viéc giai trinh tu hé
gene c6 thé tién hanh véi trén 2.000 loai. D&n nim 2007,
cdc nha nghién ciu d3 giai trinh tu hoan chinh hang tram
hé gene sinh vat nhan so va hang chuc hé gene sinh vat
nhan thuc, bao gom ca 3 ty cap base cta hé gene nguoi.

Xét cho cung, nhimg thanh tuu nay c6 su dong gép
cua cic tién bo trong Iinh vuc cong nghé DNA, gom tip
hop cc phuong phap phan tich va thao tic DNA, bét dau
ra doi vao nhimg nam 1970. M6t thanh tuu quan trong
nhit theo d6 la su phat minh ra cdc k¥ thuat cho phep
tao nén cic phan tir DNA tai td hgp; d6 1a cdc phan ti
duoc hinh thanh tir su két hop giita cic doan DNA khéc
nguén gbc (thudng tir cdc loai khic nhau) dién ra trong
diéu kién invitro (tic la trong 6ng nghlem) Tién bo cua
cic ky thuat nay 1a nén tang cho viéc ti€p tuc phét trién
cic ky thuat hiéu qua khéc phuc vu cho viéc phan tich cdc
gene va san phém cla gene. B{mg cdch nao céic nha khoa
hoc ¢6 thé chudn bj c4c phan tir DNA tdi t8 hop va diing
cong nghé DNA dé tra 19 c4c cau hdi co ban cia sinh hoc
12 mot trong cédc trong tdm chinh cia chuong nay.

Mot trong tam khic trong chuong nay 1a viéc c()ng
nghé sinh hoc, gém céc phuo‘ng phdp thao tdc trén cdc
co thé song hogc thanh phdn cha ching dé tao ra cdc sin
phim hitu ich, ¢6 anh hudng dén doi s6ng con ngudi. Cong
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A Hinh 20.1 Day cac diém nay dugc dung dé so sénh cic
mé binh thuéng véi cdc mé bi ung thu nhu thé nao?

nghe sinh hoc ¢6 lich sir pht trién tir 1au doi, bao gém
mot s6 phuo‘ng phap da duge dung tir lau trong chon, tap
;:10ng 4 vat nudi, c'ly tr(mg ciing nhu trong viéc sir dun
céc vi sinh vat dé sin xudt rugu vang hay phomit, Ngay

nay cong nghé sinh hoc bao gom ca ky thudt di truyén,
1a cdc phuong phdp thao téc tne ti€p trén cic gene vi c4c
muc dich thuc tién. K§ thuat di truyén da khéi ddu cho mot
cudc cdch mang trong cong nghe¢ sinh hoc. Cic cong cy
trong hop cong cu DNA gi¢ day duoc img dung theo nhléu
cdch (ma chi khoang mot thap ky truéc khong thé nghi
ra duoc) da c6 tiac dong dén moi khia canh cia dai s6ng:
tir pht trién nong nghiép dén diéu tra hinh su va nghién
citu y - duoc hoc. Ching han nhu trén vi day DNA (DNA
mlcroarray) dugc minh hoa & Hinh 20.1, cic diém may
phdn gnh cac mic do biéu hién ctia 2.400 gene khic nhau
O nguoi. St dung phu‘o’ng ph'\p phan tich * mlcroarray , Céc
nha nghién citu c6 thé so sanh su biéu hién gene déng thi
& nhiéu miu khac nhau, ching han tir viéc 'd6i chiéu giiia
cédc miu mo binh thudng véi cic mau mo bi ung thy. Kién
thirc thu dugc tir nhu‘ng nghién cttu biéu hién gene nhu viy
da va dang dong gop déng ké cho viéc nghién ctu ung thu
cling nhu nhi€u bénh 1y phiic tap khéc nira.

Trong chuong nay, chiing ta trudc hét s€ mo ta cic ky
thuat thao tdc DNA va cdc ky thuat phan tich su biéu hién
ciing nhu chifc ning cua céc gene. Tiép theo, chiing ta s&
tim hiéu nhung thanh tuu song hanh giita nhan bin co
thé dong vat va san xuat t& bao goc; day 1a cdc ky thuat
khong chi gidp chiing ta c¢6 thé md rong tim hiéu biét co
ban vé sinh hoc ma con tang cudng nang luc cua ching
ta trong viéc ing dung céc hiéu blet do de giai quyet cdc
van dé toan cau. CuOl cung, chiing ta s& dé cap cdc ing
dung thuc t€ chia cong nghé sinh hoc va cAn nhic mot s6
viin dé dao dic nay smh trong bdi canh cong nghe sinh
hoc ngay cang tham nhap sﬁu vio moi mit cua doi song

xa hoi.

20.1
Nhan dong DNA nham thu duoc
nhiéu ban sao cua mdt gene hoac
cac doan DNA khac

Cic nhd sinh hoc phan tir khi nghién cdu mot gene
thudng gip phai mot thach thitc. Cic phan tit DNA trong
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tr nhién thuong rat dai va mdi phan tir thudmg déng thoi
mang nhi¢u gene. Hon nita, & h¢ gene ctia phén 16n sinh
vat nhan thie, ede gene chi chiém mot phdn nhé trén céc
phan tir DNA nhiém séc thé; phin con lai 1A cée trinh o
nucleotide khong ma hod. Ching han, mét gene don 1&
¢ ngudi chi chiém khodng 1/100.000 chiéu dai ctia mot
phan tir DNA nhiém sdc thé. Mot diém phitc tap hon 12 céc
gene chi Khéc biet rdt ft so véi véi cde trinh tu DNA & xung
quanh, md thye chat, chi 1 trat ty ctia cdc nucleotide. D&
6 thé phan tich va thao tdc duge cde gene mong mudh,
cdc nhd khoa hoc phdi phdt trién cdc phuong phép cho
phép chudn bi tnrde nhimg doan DNA dic thil twong tng
vGi nhimg gene d6 va nhan chiing 1én thanh nhiéu ban sao
qua mot qud trinh duge goi 12 nhdan dong DNA.

Nhan dong DNA va img dung clia n6: Khdi quat
Phin 16n cdc phuong phdp nhan
dong cdc doan DNA trong phong
thi nghiém déu ¢6 mot s6 dic
diém chung. M6t cich ti€p can
phé bién 1a dung céc vi khudn,
trong d6 phd bién nhat 12 vi khudn
Escherichia coli. Tir Chuong 16,
chiing ta biét ring nhiém sic thé

Vi khudn

céc gene mi né mang theo ciing s& duge nhan dong déng
thdi. Qud trinh san sinh nhidu ban sho clla mot gene nhu
vy duge goi 12 nhan dong gene. '

Nhan dong gene rét hitu dung cho hai muc dich co
ban: dé tao nén nhidu ban sao ctia mot gene dic thi va dé
tao ra moOt san phim protein. Cdc nha nghién ctu c6 thé
phan 13p céc ban sao cia mot gene di duge nhan dong tir
vi khu{& dé sir dung trong céc nghién cttu co bin, hoic
dé tao ra mot co thé vai kha nang chuyén hod méi, ching
han nhu khé nang khéng sau. Vi du, mot gene dé khing
duge tim thdy & mot lodi cay trong ¢6 thé duge nhan
dong, réi chuyén vao céc cay clla mot loai khic, Theo
mot hudng khdc, mot protein 6 gid tri y hoc, ching han
nhu y&u t6 sinh trudng & ngudi, c6 thé duge thu thap véi
lugng I6n tir viec nuoi cy vi khudn mang gene dugc nhan
ddng ma hoi cho protein dé.

Té bao chia gene dugc
quan tdm (gene:pgoai lai”)

@ Gene dugc cai
vao plasmid

ctia E. coli 12 mot phan tir DNA Nhiém sécthé  Plasmid ,

mach vong kich thuéc 16n. Ngoai e -

ra. E. coli va nhiéu vi khuin Phan tif DN quan tam DNA ctia

khac con c6 cic plasmid; dé 1a (plasmid) tai : “l vi khudn

nhimg phan tit DNA mach vong to hop l (2] Plfs't“-'ﬂ éd:g'ck?]regnnap

kich thudc nho, ¢6 kha nang tai vaoie 1AL

ban doc 1ap v6i nhiém sic thé

vi khuan. Mai plasmid chi chita Vi khudn

mot s6 it gen; nhimg gene nay téi t6 hop

thudng c6 1oi cho vi khuin trong

nhimg moéi trudng séng nhat © Té bao chu dugc nudi cdy

dinh, nhung khong phai la thiét dé hinh thanh mét dong

yéu cho su ton tai va sinh san clia - gO o C4C t(ej_b;o mar;Iga gv;rée quan

ching trong phan 16n cic diéu g" ° O tamtia Guos priancong

kién s}ong‘khafz. , Gene duoc Téng hop protein do gen
Ppé nhan dOﬂg cac doan DNA quan tam duoc quan tam ma hod

trong phong thi nghiém, cic
nha nghién ctu phdi phan 13p
plasmid tir vi khudn, sau dé cai
vao n6 mot doan DNA c6 xuit xi

cla gene

tir mot ngudn sinh vat khic (goi  Nghién cuu
1a DNA “ngoai lai”, Hinh 20.2). coban
Plasmid thu dugc ldc nay duge Y€ 9°"®

goi 12 phan tir DNA t4i t8 hop,
tic 1a DNA két hop tir hai nguén
khic nhau. Plasmid sau d6 dugc
dua trd lai t€ bao vi khudn, tao
nén mot vi khudn tdi t6 hgp. T€
bao vi khudn t4i t6 hop sau dé
dugc cho sinh sén qua nhiéu 14n
phan bio dé tao nén mot dong

; Gen khéng;sau
cdc t€ bao; day 12 mot quin thé dugc chuyén
céc t&€ bao gidng hét nhau vé vat vao cay tréng

liéu di truyén. Nho c¢dc t€ bao

Nhiéu ban sao

‘ ® o , Thu hoach protein
-~ \C
]
@ Nghién cu co ban E

Gen bién ddi vi khuan
vé kha nang phan huy
chdt thai doc

va cdc Ung dung
thuc tién khac nhau

Nghién ctru
coban vé
protein

Hormone sinh
truding nguadi trong
diéu tri ching lun

Protein chéng mau
von cuc trong diéu
tri nhéi mau co tim

dang phan chia déng thoi tién
hanh sao chép plasmid t4i t6 hop
va truyén chiing cho céc t€ bao
con, nén DNA ngoai lai va tét ci

A Hinh 20.2 Khdi qudt vé nhdn dang gene va mét s img dung cic gene nhin dong.
Trong so d6 gidn lugc trén day vé nhan dong gene, chiing ta bt ddu vai mot plasmid dugc
phan 14p tif t€ bao vi khudn va mot gene dugc quan tdm bt nguén tir mét ca thé khac. Chi
c6 mét ban sao cla plasmid va mét ban sao ciia gene dugc vé trén hinh, nhung trong thuc
t€ vat liéu khdi ddu thuding gém nhiéu ban sao ctia méi loai phan ti nay.
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Phén Ién cdc gene mi hod protein chi ¢6 mot ban sao
duy nhat trong h¢ gene don boi (vé dai thé chi chiém
Khoang mot phin tri¢u nhu trudng hgp DNA h¢ gene
ngudi); do d6, kha nang dé chudn bi mot lugng 1én céc
doan DNA hiém nhu vay ¢6 y nghia quyét dinh véi kha
niang g dung lién quan dén mot gene ndo d6. Trong
phén con lai ctia chuong ndy, chiing ta sé tim hiéu vé cdc
k¥ thudt duge tom hege trén Hinh 20.2 va cde phuong
phip Khéc ¢6 lién quan,

Sirdung enzyme gi6i han dé tao DNA tai t6 hop

Nhan dong gene va k¥ thut di truyén phu thudce vao viée
sir dung cdc enzyme ¢6 thé cit cdc phan tir DNA tai mot
s0 gidi han cdc vi tri nhat dinh. Nhimg enzyme ndy, duge
goi larestriction endonuclease hay céc enzyme gidi han,
1an dau tién duge phit hign vio cudi nhimg nam 1960 bdi
cdc nha khoa hoc nghién citu & vi khudn. Tir Chuong 19,
chiing ta da bi¢t: cdc enzyme gidi han bio v¢ t¢ bdo vi
Khudn bang cdch cét cde phan tir DNA ngoai lai ¢6 ngudn
g0c tr cdc co thé khic hoac tir cdc phage.

Dén nay, da ¢ hang tram loai enzyme gidi han dugc
phat hién vi phan 1ap. Mdi enzyme giéi han déu c6 tinh
dac thl cao, ¢6 kha niang nhan ra mot trinh ty DNA ngin
nhét dinh, dwoc goi 12 vi tri gi6i han, va cit cd hai mach
DNA tai mét diém chinh xdc tai vi tri gi6i han. Cic DNA
ctia ban than t€ bao vi khudn khong bi céc enzyme gidi
han ctia ban than né gay hai 1a nho viéc céc adenine va
cytosine tai cdc trinh ty nh4n biét cua enzyme gidi han
duoc bé sung cac nhém methyl (-CH,).

Phén trén ciia Hinh 20.3 minh hoa mot vi tri gi6i han
duoc nhan biét bdi mot enzyme gidi han ctia E. coli. Nhu
duoc minh hoa trong vi du ndy, phin 16n céc vi tri gidi
han c6 trinh tu d6i ximg. Nghia 13, trinh tu cdc nucleotide
trén hai mach khi duoc doc theo chiéu 5° — 3’ 12 gidng
hét nhau. Phan 16n cdc enzyme gidi han nhén ra cic trinh
tu gbm tir 4 dén 8 nucleotide. Bdi vi nhimg trinh tu ngén
nhu vay thudng xudt hién (ngdu nhién) rit nhiéu lan trén
mot phan tir DNA, nén khi mot enzyme gidi han cit phan
tir nay, s tao ra bo tap hop cac doan gi6i han. Tat ca cdc
ban sao ciia mot phan tir DNA nhat dinh sau khi dugc xir
ly v6i mot enzyme gidi han déc thu, ludn tao ra mot tap
hop gi6ng nhau cia cic doan gidi han. N6i cdch khéc, ket
qua phan cét mot phan tir DNA bdi mot enzyme gidi han
nhat dinh luén gi6ng nhau. (O phén sau, chiing ta s& dé
cap viéc bing cach nao c6 thé phan biét va phan 1ap céc
doan cargidi han khic nhau.)

Phin 16n cic enzyme gi6i han cit khung duong
phosphate trén ca hai mach DNA theo kiéu chit chi, nhu
duoc vé trén Hinh 20.3. Cic doan gidi han soi kép dugc
tao ra c6 it nhat mot ddu mach don, dugc goi la dau dinh.
Nhimg doan m& rong ngén nay c6 thé hinh thanh cap
base lién két hydrogen v6i ddu dinh c6 trinh ty b8 sung
véi n6 cha mot phan tir DNA khéc ciing duge cit bai
ciing enzyme. Su két hgp duge hinh thanh theo cdch nay
chi 1a tam thoi, nhung sau d6 n6 dugc chuyén thanh én
dinh (bén vitng) boi enzyme DNA ligase. Nhu ching ta
da tim hiéu & Chuong 16, enzyme nay xic tdc cho su hinh
thanh lién két cong ho4 tri n6i khung dudng - phosphate
ctia cdc mach DNA; vi du, n6 n6i cc doan Okazaki trong
qua trinh t4i ban, Ph4n dudi cha Hinh 20.3 minh hoa viéc
n6i DNA dugc xdc tdc boi DNA ligase tir hai nguén khdc
nhau d€ tao nén mot phan tir DNA tdi 16 hop bén vimg,

PHAN 3
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© Enzyme gidi han
¢4t khung dudng-
phosphate tai vi tri
cdc mai tén

@ Cho thém doan DNA
tir mot ngudn khac
vao. Su két cép base
gitta c4c ddu dinh
tao ramot s6 to hop
khac nhau.

Doan tif phan td DNA
khac dugc c4t béi cung
mét enzyme gidi han

Y
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Phén tir DNA téi t hop

© DNA ligase ndi cac
mach v&i nhau

Phan tir DNA tai t3 hgp

A Hinh 20.3 Sirdung enzyme gi6i han va DNA ligase dé tao DNA
t4i t6 hop. Enzyme gidi han trong vi du nay (la EcoRl) nhanra
moét trinh tu ddc hiéu, tic 13 vi tri gidi han, gém 6 cap base va
c4t khung dudng-phosphate theo hinh chi chi bén trong trinh
tu nay va tao ra cac dau dinh. Cac doan ¢6 cac ddu dinh bé
sung cho nhau, bao gém ca hai phan doan géc, c6 thé bt cap
cac base vdi nhau; néu cac phan doan nay xuat xu tif cac phan
t&f DNA khéc nhau, thi san pham tao ra la DNA tai t6 hap.
Enzyme gidi han Hind 111 nhdn ra trinh tu 5-AAGCTT-3'
va cdt gidra hai A. Hay vé trinh tu sgi kép trudc va sau khi enzyme
cdt.

Nhan dong gene sinh vat nhan thuc bang
plasmid vi khudn

Pén day, chiing ta da biét vé cdc enzyme gidi han va DNA
ligase, chiing ta hily quan sdt ky hon cach ma cdc gel}e
dugc nhan dong bing cdc plasmid. Céc phan ti plasmid
goc dugc goi 1 cdc vector nhan dong; chiing dugc.dind
nghia 12 phan tir DNA c6 thé mang doan DNA ngoai I
vao € bdo chii va sao chép & do. Céc plasmid vi khud?
dugc ding lam vector nhan dong vi mot s6 nguyén nha™
Chiing c6 thé d& dang duoc phan 13p tir cdc t€ bio ¥
khudin, duoc thao tdc dé tao nén céc plasmid tdi t6 hoP
biing viéc cai doan DNA ngoai lai trong diéu kién invifr®
sau dé duoge dua trd lai vo cdc t€ bao vi khudn. Hon né
cdc plasmid vi khudn tdi t hop (va doan DNA ngoai 1%
ma chiing mang) ¢6 thé nhan lén nhanh chéng nhd 16c d9
sinh sdn cao clia cdc t&€ bio chu.
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San xudt cdc dong té bao mang céc
plasmid tal té hop

Gia sir chiing ta 12 nhimg nha nghién
citu quan tdm dén gene ma hod
p-globin & loai chim rubi dé kiém tra
xem protein van chuyén oxygen ndy
c6 khéc nhau giita cdc loai hay khong,
nhat 12 céc lodi ¢6 hoat dong trao ddi
chit yéu hon. Hinh 20.4 minh hoa
chi i€t mot phuong phdp nhan dong
gene ctia chim ruéi bang vi¢e sir dung
plasmid 1am vector nhan dong.

@ Ching ta bit diu phan 1ap DNA
hé gene ctia chim rudi tir cde t¢ bio clia
n6. Chiing ta ciing ti¢én hanh phan 1ap
loai vector ma chiing ta da chon, d6 1a
mot plasmid ¢6 nguén goc tir cdc t&
bdo cua E. coli. Plasmid da dugc cdi
tién dé mang hai gene hitu dung sau
niy, d6 1a: amp®, gene giip 1€ bao
E. coli khiang dugc véi chat khdng sinh
ampicillin; va lacZ, gene ma hod cho
enzyme [-galactosidase xidc tdc thuy
phan dudng lactose. Enzyme nay déng
thdi c6 thé thuy phan moét hop chat
duge téng hop hod hoc tuong tu cé
tén goi 12 X-gal thanh mot séan phim
c6 mau xanh duong. Plasmid & day chi
mang mot ban sao duy nhat cua vi tri
¢iGi han dugc nhén bi€t boi enzyme
gi6i han dugc dung trong budc sau; vi
tri ndy nam trong gene lacZ.

® Ca plasmid va DNA cia chim
rudi déu duoc cit bdi cing mot enzyme
giGi han, 161 © cac doan dugc tron véi
nhau, dé cho cidc ddu dinh bat cap
véi nhau. Sau do, ching ta cho thém
DNA ligase; enzyme nay xiic tic hinh
thanh lién két cong hoa tri trén khung
dudng phosphate giita cdc doan c6 ddu
dinh két cap bé sung v6i nhau. Mot s6
plasmid tai té hop thu dugc mang céc
doan DNA ctia chim ruéi giong nhu ba
phan tir dugc minh hoa trén Hinh 20.4;
mot trong ba phan tit d6 mang gene
B-globin. Bu6c nay con tao ra nhimng
san pham khdc nira, nhu cic plasmid
mang déng thoi mot s6 phan doan
DNA ctia chim ruéi, hay su két hop cua
hai plasmid, hay plasmid goc tu n6i lai
ma khong c6 su tdi t6 hop.

@ Hén hop DNA sau dé dugc cho
vao cdc 1€ bao vi khudn mang dot bién
& gene lacZ trén nhiém sic thé cia
chiing, nén chiing khong thé thuy phan
lactose hay X-gal. Trong diéu kién thi
nghiem phdt hop, cic 1€ bao s€ ti€p
nhan DNA ngoai lai qua qu4 trinh bién
nap (xem céc trang 306 va 561). Mot
s6 t€ bao s& nhan dugc mot plasmid
mang mot gene ngoai lai, trong khi cdc

UNG DUNG | (/ng dung nhan déng gene 14 qu4 trinh tao ra nhiéu ban sao ctia
mét gene dugc quan tdm. Nhiing ban sao ndy c6 thé duge ding trong gidi trinh
ty gene, trong san xudt cac protein do gene ma ho4, hodc trong cac nghién ciu
cd ban va cac ung dung khéc cla né,

KY THUAT  Trong vi du ndy, céc gene ctia chim rudi dugc cai vao plasmid c6
ngudn géc tir E. coli. o) day chi vé ba plasmid va ba doan DNA ctia chim rudi,
nhung trong thuc té hon hap mau gém hang triéu ban sao plasmid va hang
triéu cac phan doan DNA khac nhau ctia chim rudi.

© Phan [ap DNA Té bao vi khudn Gene lacZ
plasmid tr té l(srti: e’;uv
bao vi khudn
va DNA tirté "
bao chim rudi. Vi tri
DNA chim rudi gidi han

chita gene Gene amp®
dugc quan (khdng
tam. ampicillin)

@ Cét cd hai mau DNA bdi
cling mot enzyme gidi

han, mét vi tri cAt ndm

al Gen dugc
trong gene lacZ va nhiéu Déu\ quan tam
vj tri cat trén DNA cla dinh
; : Céc phan
chim ruéi. -

Plasmid
vi khudn

doan DNA

= chim ruéi T
© Tron cac plasmid da dugc md
vong vdi cac doan DNA. Mot s6

doan néi véi nhau bdi su két cap 7
gilfa cac base; DNA ligase noi
chung véi nhau. San phdm I3

pla.smiq‘té’i t6 hopvanhiéu plasmid Céc plasmid téi t6 hop Plasmid khéng
khong téi to hop. t4i t6 hop

@ Tron DNA vdi cac té bao vi khuan
c6 dot bién & gene lacZ cla riéng
nd. Mot s6 té bao tiép nhan
plasmid tai té hgp hoac phan tur
DNA khéc qua bién nap.

@ Céy rai vi khuan trén moi truong
agar chia ampicillin va X-gal, mot
phan ti giéng lactose. Nudi vi
khuan cho dén khi cac khuan lac

Vi khudn mang
cac plasmid

hinh thanh. ey
s = SEil
~ [«] 4

KETQUA | Chicactébaotiép

nhén plasmid mang gene amp® Khuan lac mang céc Khudn lac mang
mdi cd thé sinh sdn va hinh thanh  plasmid khéng téi td cac plasmid tai
khuin lac. Cac khudn lacmang ~ hop vdi gene lacZ 8 hop véigene
plasmid khéng taitd hgpsé o~ nguyenven laeZ bl pha vd

mau xanh, vi chung cé thé thuy @
phan X-gal thanh san pham c6 @ ptises s

mau xanh. Cac khudn lac mang 3
plasmid tai t hop cé gene lacZ bi Clh ;'(E';g: i
pha v va sé cé mau trdng vi chiing @

khéng thuy phan dugc X-gal.

Néu méi tniding & buéc 5 khéng chira ampicillin, thi logi khudn lac
ndo cé thé moc dugce? Chiing sé cé mau gi?
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1¢ bdo khéc s& nhan duge cde plasmid khong tdi t6 hop,
hodc mot doan DNA ctia chim rudi khong ma hod, hodc
tham chf Khong xay ra bién nap. Céic gene amp”® va lacZ
s€ gitip ching ta loc ra nhitg trnirmg hop ndy.

© Diu tién, chiing ta ti¢n hanh cy rai 14t ¢4 vi khudn
1én bé mat moi trudmg dac (chira agar) duge bd sung
ampicillin d¢ gitip phan biét cdc 1€ bio c6 xdy ra bi¢n nap
plasmid hay khong, ciing nhir dé nhan ra cdc ¢ bdo mang
plasmid tai 16 hop, so véi cde t€ bao khéc. Trong diu
Kién dé. chi c6 cic 1€ bdo mang plasmid méi c6 thé sinh
san, biri vi chi c6 cning mai ¢6 gene amp® dé khéng duge
ampicillin trong moi trudng. Mai 1€ bao vi khudn sinh san
s& 120 ra mOt dong 1€ bo. Khi ddng 1& bio phét trién gém
khoang tir 10 dén 10* 1¢ bdo, thi ching trér thainh mot
khoi dé thay trén b mat agar, dwge goi 12 khudn lae. Khi
céic 18 bdo sinh san, moi gene ngoai lai duge mang bai
céc plasmid t4i td hop ciing duge sao chép (nhan dong).

Thit hai, viée b3 sung X-gal trong moi trrdmg s& gitip
chiing ta phan bi¢t duge cde khudn lac mang plasmid tdi
16 hop véi cdic khudn lac mang cdc plasmid khong tdi t0
hop. Cc khuéin lac mang céc plasmid khong téi t hop
s& ¢6 gene lacZ nguyén ven va sé san sinh duge enzyme
B-galactosidase biéu hi¢n chitc ning binh thudng. Nhimg
khudn lac nay c¢6 mau xanh bdi vi chiing ¢6 enzyme thuy
phan X-gal ¢é trong moi trudng tao nén san phim ¢6 mau
xanh. Nguoc lai, enzyme B-galactosidase mét chifc nang
duoc tao ra tir cac khudn lac chita plasmid téi t6 hop do c6
doan DNA ngoai lai cai vao giita gene /acZ; nhiing khuan
lac nay Vi vay c¢6 mau tring. X

Quy trinh nay dén day da gitip nhan dong dugc nhiéu
phan doan DNA ctia chim ruéi, nhung khong chi c6 gene

Hé gene ngoai lai
dugc cit bdi cac
enzyme gidi han

pEN

Cac DNA phage
tai t6 hop

Céc dbng< 8 Cac plasmid

vikhuan || tai té hop

(a) Thu vién plasmid. Pugc vé & day la ba
trong s6 hang nghin “cudn sach” trong
thu vién plasmid. Mdi “cuén sach” la
mét dong té bao vi khudn chia céc ban
sao cta mot doan nhét dinh thudc hé
gene (cac doan mau héng, vang va den)
n&m trong plasmid tai t6 hop cda ching.

phage.

A Hinh 20.5 Cac thu vién hé gene, M6t
thu vién hé gene la mét tap hgp gém
nhiéu dong vi khudn hoac phage. Mdi
dong mang mét ban sao cia mét phan
doan DNA nhét dinh c6 nguén g6c tir
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(b) Thu vién phage. Ba doan cla
hé gene ngoai lai dugc trinh bay
trong cac “cudn sach” clia thu vién

hé gene ngoali lai dugc két hgp vao maot
vector (thé truyén) DNA phti hap, chdng
han nhu plasmid hay hé gene virus dugc
cat bé bét. Trong thu vién hé gene hoan
chinh, cadc doan DNA ngoai lai pha kin

p-globin ma ching ta quan tam. Trong thuc té&, tap |,
tAt ca cédc khudn lac tring dai dién cho tét ca cdc thnhi
DNA c¢6 trong h¢ gene ctia chim rudi, bao gém c3 ca"‘
gene ciing nhu cdc trinh tur khong ma hod khic. Bﬁnc
cfich ndo chiing ta ¢ thé tim ra khudn lac (hay dong (g
bao) mang gene B-globin tir rat nhiéu cdc khudn lac map
cdc doan DNA khéc ctia chim ru6i? TrurGe khi trd 164 ¢y,
hdi ndy, ching ta hdy xem cdc dong t€ bdo  (khug,
lac) dugre bdo quan nhu thé nao.

Luu giir cac gene trong thu vién DNA

Quy trinh nhan dong duoc vé trén Hinh 20.4 bét ddu bing
viée tron 1dn cdc doan cta toan bd hé¢ gene clia mot ¢g
thé, duge goi 1a phuong phdp “nhan dong ngdu nhigp
(shortgun)”; nghia 1a khong chi nhan dong mat gene dich
duy nhat. C6 hang nghin cdc plasmid tdi t0 hgp khic nhgy
dugc tao ra & budc 3, trong d6 mbi dong t€ bao mang mey
loai plasmid va tao nén khudn lac tring & budc 5. Tap hop
toan b cdc dong t&€ bao mang plasmid tdi t6 hop ndy, mj
mdi loai mang cdc ban sao cia mét doan nhat dinh tron
hé gene ban diu, dugc goi la mét thu vién hé gene (Hink
20.5a). Méi “dong plasmid™ trong thu vién giéng nhu mey
cudn sdch chira dung thong tin dac thu. Hién nay, cdc nhy
khoa hoc thudng nhan duge nhimg thu vién nhu vay (hojc
tham chi céc gene nhét dinh da dugc nhan dong sin) iy
cdc nha nghién cu khac, hoac tir cic san phiam thuon
mai, hodc tir mot trung tam gidi trinh tu DNA nao dé.
Mot s6 thuc khudn thé nhét dinh ciing da dugc ding
lam vector nhan dong dé tao cic thu vién hé gene. Cic
doan DNA ngoai lai ¢6 thé dugc ghép néi vao hé gene
phage sau khi nd da dugc cét tia bét, giéng nhu ghép

Poan cai lén
mang nhiéu gene

Plasmid |14n

>Céc dong

phage

(c) Thu vién cadc dong nhiém sic thé
nhén tao vi khuan (BAC). Thu vién nay
thudng dugc luu giilf trong cac dia nhiéu
giéng, nhu mét dia gém 384 giéng &
trén hinh. M&i dong chiém mét giéng.
(Thu vién toan bo mét hé gene thudng
cén nhiéu dia). Thu vién plasmid ciing
¢6 thé luu gitt nhu thé nay.

toan bo hé gene clia mot co thé. Luu Y
a cdc nhiém sic thé vi khudn & (a) va (©)
khdng dugc vé dung ty 1&; thuc ra ching
I6n han céc vector khoang 1.000 lan.
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poi vao mot plasmid, nhés céc enzyme gidi han va DNA
ligase. Qud trinh 1y nhiém binh thutmg s& cho phép san
«inh ra nhi¢u hat virus méi, mdi loai mang mot doan
DNA ngoai lai. Mot wu diém cua viée sir dung phage
jam vector 1a ching ¢6 thé mang céc doan DNA cai ¢6
kich thide 1om dén 25.000 cap base (25 kb), trong khi
mot plasmid vi khudn chudn chi ¢6 thé mang doan cai
kich thude nho hon 12 kb, Thur vién hé gene duoe tao ra
bang phage dirge bio quan nhu mot tap hop ciia cée (k‘mg
phage khic nhau (Hinh 20.5b). Do céc enzyme gidi han
khong nhan biét duge ranh gidi ctia mdi gene, nén mot 6
gene ¢ batair thir vién ndo ciing ¢6 thé bi phan cét thuoe
vé hai hay nhié¢u dong kh4c nhau. '

Mot loai vector khic cling duge ding dé xay dimg thu
vien 1 nhiem sic the nhan tao vi khuan (BAC). Mac da
ten goi nhir vy, nhimg day don gian chi 12 céc plasmid
hich thude 16m, duge cat tia bt sao cho chi con cdc gene
thict yéu cho qua trinh sao chép va ¢6 thé mang duge cic
doan cdi dai khoang 200 - 300 kb. Kich thude cdc doan
¢i it Ion nhu vy gitp gidm thiéu t6i da s6 dong 1& bao
¢dn 6 trong thur vign h¢ gene, nhimg ciling 1Am viée thao
1ac vai thu vién trong phong thi nghiém c¢6 nhiéu thich
thic hon. Cie dong BAC thudmg duge bao quin trong cic
dia nudi ciy gom nhiéu giéng, mdi giéng chira mot dong
t& bao (Hinh 20.5¢). Céc dong duoe bao quan theo trat ty
Vi tri trén dia nhu vy gitip viée sang loc dé tim céc gene
quan tam rit hi¢u qua, nhu chiing ta sé thdy & phén sau.

Cac nha nghién cifu ciing ¢6 thé tao ra mot thir vién

DNA Khic bat ngudn tir cdc phan tit mRNA duge tich
chi¢t ur 1€ bao (Hinh 20.6). Enzyme phién ma nguoc -
reverse transcriptase (thu duge it cic retrovirus) - dugc
dung dé tao ra cdc phan tir DNA mach don trong diéu
Kién invitro trén co s& dung phan tit mRNA 1am khuon.
Chung ta nh6 lai rang, ddu 3’ cia phan tif mRNA c6
mot chudi gom nhiéu ribonucleotide loai adenine (A)
dugc goi la dudi polyA. Dic diém nay cho phép chiing
ta su dung mot mach gém nhiéu deoxyribonucleotide
loai thymine (dT) 1am doan méi cho phén tng phién ma
ngugc duge xic tic boi reverse transcriptase. Sau khi
phin gidi mRNA bang enzyme, mach DNA thit hai, c6
trinh tr bo sung v6i mach thi nhat, duoc téng hop béi
DNA polymerase. Phan tir DNA sgi kép hinh thanh dugc
goi la DNA bo sung (hay ¢cDNA). Dé tao nén thu vién,
cdc cDNA dugc bién déi bing viéc bd sung thém trinh tur
nhin biét cia cic enzyme gigi han & méi diu ctia né. Sau
do, cic cDNA dugc cai vao vector theo céch giéng véi
viéc cai cic doan DNA ciia hé gene. San phim mRNA
duoc tach chiét 1a hon hgp cua tét ca cic phan tir mRNA
c6 trong t€ bao nguon, duge phién ma ti nhiéu gene khic
nhau. Vi vay, cic cDNA dugc nhan dong va tao nén thu
vien cDNA s& gobm mot tap hop ciia nhiéu gene. Mic du
vay, mot thu vién cDNA chi phan d4nh mot phin clia hé
gene, boi vi chi 6 mot nhém céc gene dugc phién mi &
moi t€ bao ma tir d6 mRNA duoc tich chiét.

Thu vién hé gene va thu vien cDNA déu c6 wu diém
tuy vao muc dich nghién citu. Néu nhu ching ta muén
nhan dong mot gene nhung khong biét loai t€ bao nao
biéu hién n6 hodc khi khong thu thap di c4c t€ bao thudc
mot loai phit hgp, thi gin nhu ¢6 thé chic chin thu vién hé
gene c6 chita gene d6. Ciing tuong tu nhu vy, néu ching
ta quan tam dén cdc trinh tr diéu hoa hay cic intron lién
quan t6i mot gene, thi cdn phai sit dung mot thu vién hé
gene boi vi nhimg trinh tu nay khong c¢6 mat trong ciéc
phan tir mRNA hoan thién dugc diing dé tao nén cdc thu
vién cDNA. Ciing chinh vi 1§ do nay, néu ching ta chi

0 Reverse |
transeriptase duoc |
bé sunqg vao dng N
noghiem chada mENA |
tich chift s tf bao. |

(2] Reverse
transcriptase téng |
hop mach DNA tha | Reverse
nhat nha sirdung | transcriptase Dudi poly-A
MBNA IAm khudn ! mRNA ‘AAAAL ¥y
va mot chudi f?T L'i“_"—'—‘"“-ﬂj' TTTT s_
1am méi " M:ﬁ
€ mRNA bi phan | DNA

gidi bai mot P
] I
|

enzyme khic SHEEUEEEAAA AAA 3
O DNA 3 R T TTTT S

polymerase tong ‘

hop mach thu hai, P~
dung mét mai trong
hén hop phan ung
(Vi mbi, c6 mot 6
lua chon.)

DNA
polymerase l
O Két qua thu

dugc cDNA la trinh 5 4
tu ma hoa ho: 3
tu ma hod hoan \{3» 5
chinh cua gene, cDNA
song khong chua
intron

A Hinh 20.6 Tong hop phan tif DNA bé sung (cDNA) cia
mot gene sinh vat nhan thuc. DNA bd sung I phan tir DNA
dugc tao ra trong 6ng nghiém (invitro) bang viéc sur dung mRNA
1am khudn dé téng hop mach ddu tién. Do mRNA chi chia cic
exon, nén phan t cDNA sqi kép thu dugc sé mang trinh tu

ma hod ddy du cia mot gene ma khéng cé intron. Mic du &
day chivé mRNA, song thyc té tap hop cudi cling cia cDNA sé
phan anh tat cd cdc mRNA ¢ trong té bao.

quan tdm dén trinh ty ma hod clia mot gene, thi ching
ta lai c6 thé thu duge dang da duge got giiia cuia gene tir
thu vién cDNA. Trong thi du d6i véi gene B-globin néu &
day, mot thu vién cDNA c6 thé ddp ing t6t dugc yéu ciu.
Neéu chiing ta biét dong t& bao ndo biéu hién gene do, thi
ching ta c6 thé bt ddu xay dung thu vién cDNA bing
viéc tach chiét mRNA tir c4c t&€ bao héng cdu cia chim
ru6i. Mot thu vién cDNA ciing thudng dugc sir dung dé
nghién cifu mot tap hop céc gene quy dinh cic chic ning
chuyén hod clia mét loai t€ bao nhat dinh nao dé, ching
han nhu cic t€ bao thin kinh hay t€ bao gan. Cuéi cling
bang viéc xay dung cdc thr vién cDNA tif cling mét loai
t€ bao nhung dugc thu thap vao cdc thdi diém khic nhau
trong doi s6ng cia mot co thé, cdc nha nghién ctu ¢6 thé
tim ra nhimg thay ddi trong kiéu biéu hién cla cic gene
trong qud trinh phat trién.

Sang loc thur vién dé tim ra cic dong mang gene
mong muén

Biy gio, ching ta quay trd lai két qua thu duge & Hinh
20.4, tic 1a chiing ta s& sng loc duoc tat ca cic khuin
lac mang cdc plasmid tdi 6 hop (cdc khudn lac tring) dé
tim mot dong t&€ bao mang gene B-globin cla chim ruéi.
Chiing ta c6 thé pht hién ra DNA ctia gene ndy dua trén
nguyen tic két cap b sung cliané véi mot doan trinh tw b3
sung trén mot phan tir acid nucleic ngdn khéc qua vige sir
dung phuong phip lai acid nucleic. Phan tir 6 trinh tw b
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sung ngdn ndy thiomg 1 acid nucleic mach don,c6 thé 1a Mdi phan tir miu do, c6 trinh tr bd sung s& lien g
DNA hay RNA, v duoe goi 1d méu dd acid nucleic. Néu hydrogen dic hi¢u vGi gene duge quan tam, duge dinh diy
chiing ta da biet mot phin trinh e nucleotide cia gene ma bang mot déng vi phéng xa hodc bai mot géc phat huyny
chiing ta quan tAm (c6 thé dvra vio trinh i amino acid cia quang ‘,'é sau d6 chiing ta c6 thé theo doi va phit hi¢n,

phan tir protein md gene dé ma hod, hoac trong tnidmg _Nh ring cdc dong t& bao trong thu vién h¢ gene cg,
hop vi du ciia chiing ta 12 dyra vao trinh tf nucleotide ctia chim "'_6,' di duge t}““ quén trong céc dia nudi cdy gp,
gene nay da bict & mot lodi c6 quan hé gln giii véi loai nhiéu gi¢ng (xem Hinh 20.5¢). Néu chiing ta chuyén mg
nghién citu), chiing ta ¢6 thé 16ng hop miu dd ¢6 trinh s (& bao tir méi giéng sang mot vi tri xdc dinh trén me

fir b6 sung véi nd. Vi du, néu mot phén trinh nr trén mot mang dugc 1am bang nylon hogc nitrocellulose, thi chin
: : ' ‘ ta c6 thé cling lic sang loc duge mot s6 16n cdc dong (g

mach cia gene ma chiing ta quan thm 1a bao ¢6 trinh tr DNA hksung véi DNA miu do clia chiing
ta (Hinh 20.7).

Khi chiing ta da xdc dinh duge mot dong mang gene
p-globin, chiing ta c6 thé nuoi cay mot s6 t€ bao tir khudn

thi chiing ta ¢6 thé 16ng hop miu dd ¢d trinh tr 13 ‘ mo : irkh
TCCGATTGAATCG] S’ :?’igtf"fyfl)‘lgﬁ'l:s %l(t')rgggd;:g Pt;}g: IIAEO(;JSE rcﬁi:l:ﬁlgl? lbtilr:ln.:gg
3 A AATCG 5 ctia gene cfin cho nghién ctu. Ching ta ciing cé thé diing

A

phapnghieneri
i

BRI AR —5\; :p‘&d A e
¥ Hinh207 3114 i
Phat hién mot trinh tu DNA déc hiéu béng lai véi mau dé acid nucleic

- UNGDUNG  (Jng dung viéc lai véi mot mau do acid nucleic c6 trinh tu bé sung gidp xac dinh mét trinh ty DNA
d3c hidu tir hdn hop nhiéu phan tir DNA khac nhau. Trong vi du nay, mét tap hap céac dong vi khudn khic nhau tif
mat thur vién hé gene chim rudi dugc sang loc dé xac dinh cac dong mang plasmid tai té hgp chia gene ma ching
ta quan tam. Thu vién duoc luu gii trong cac dia cdy nhiéu giéng, trong d6 mdi giéng chia mot dong (xem Hinh
20.5¢). -

KYTHUAT  Cac té bao tir mdi dong dugc dua lén mdt mang nylon dic biét. M&i mang di chd cho hang nghin
dong khac nhau (nhiéu hon s8 dong dugc minh hoa & day); vi vay, chi cdn mét s it mang la c6 thé gitr dugc mau

| cda tst ca cac dong c6 trong thu vién. Tap hop cac mang nay duoc goi 13 thu vién xép hang va 6 thé dugc dung dé
sang loc mot gene dac hiéu trén cd sd sit dung mét mau do danh dau. & day, cach danh ddu mau do la dung mét
nucleotide mang déng vi phong xa, nhung mau do ciing c6 thé danh ddu bang cach sir dung enzyme tao cac lién
két cong hod tri véi cac goc phat quang hodc tao phan ting mau.

Dung dich trong tui nylon
chifa cac phan ti mau do

dugc danh dau phéng xa M3u
W, do DW Gene dugc
o~ S quan tam

DNA mach don
tir té bao

Phim phéng
xa t chup

/ Mang
nylon

/ cotinhty
bé sung

Cac khay cay nhiéu
giéng dugc ding
@€ luu gilf cdc dong
cua thu vién

Mang nylon

© Lan luot ting khay cdy, céctébaotit € Mang sau d6 dugc i trong dung dich € Mang sau d6 dugc dat lén phim cho
mbi giéng (dai dién cho mét dong) chifa phan tif mau do danh ddu phéng phép diém phat bhéhg xa tu chup (goi
duoc chuyén sang mét diém nhatdinh  xa c6 triinh ty bd sung vdi gene dugc la phim phéng xa tu chup). Diém mau
trén mot mang nylon déc biét. Mang quan tam. Do DNA dugc ¢é dinh trén den trén phim tuong ng vdi vi tri trén
nylon nay sau d6 dugc xu ly dé pha mang & dang mach don, nén mau doé mang ma & d DNA lai véi mau do. Vi
v t€ bao va bién tinh DNA nhém thu mach don sé két cip base theo nguyén  tri nay c6 thé dugc dung dé truy ngugc
duoc cac mach don DNA dinh két trén tac b6 sung. Cac DNA du thifa sau d6 trd lai giéng trén khay cdy mang dong
mang. dugc rua troi. (Diém cé phan tif lai mau vi khudn chita gene dugc quan tam.

do phdng xa-DNA dugc vé mau vang
trén hinh, nhung thuc té chua quan sat
thdy.)

| KETQUA_ " vjuidiém mau den trén phim phéng xa tu chup gidp xac dinh dong chifa gene dugc quan tam. Bang cach sir
dung cac mau do ¢6 cac trinh ty nucleotide khac nhau, cc nha nghién ciu c6 thé sang loc dugc ddng théi tap hop cac
dong vi khudn mang céc gene khac nhau. ; L
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cfe gene duge nhan dong 1am miu dd dé om céc gene
arong W hode gidng hét n6 tir cde sinh vat khic, ching
pan nhur cde lodi chim Khic.

Biu hién cac gene cuia sinh vat nhan thyc sau
khi da dugc nhan dong

Mot khi gene nhat dinh dia duge nhan dong trong t¢ bao
chu, san pham protein ctia né ¢6 thé duge tao ra vdi s6
leeng 16n phue vu cho muc dich nghién etu hay cho céc
img dung thue 1€ khde ma ching ta s& tim hiéu trong Muc
20.4. Cde gene da nhan dong ¢d thé duge bidu hign thanh

rotein hodc trong 1& bdo vi khuéin hoac trong t& bdo sinh
vt nhan thire; moi loai ¢6 wu va nhurge didm rieng.

Hé théng biéu hién 6 vi khudn

Do mdt sO Khia canh vé diéu hod biéu hién gene & sinh
vat nhan thue va & vi khudn 13 khdce nhau, nén dé c6 duge
st bi¢u hién chite nang ctia mot gene sinh vat nhan thuc
di duge nhan dong trong cdc 1€ bdo chi vi khuéin c6 thé
giip khé khan. B¢ khic phue nhimg su khéc biét trong
promoter va trong cdc trinh tr diéu khién khéc tren DNA,
céc nha khoa hoc thudng sir dung mot vector biéu hién,
d6 1a vector nhan dong chita mot promoter vi khufn hoat
dong manh nam ngugce dong ngay gén mot vi tri gigi han
ma 0 d6 gene sinh vat nhan thyc dugc ci vao theo ding
khung doc. T€ bao chii vi khudn s& nhan ra promoter va
thuc hién qud trinh biéu hién gene ngoai lai di dugc noi
v6i promoter d6. Nhimg vector bi€u hién nhu vay cho
phép nhiéu protein cua sinh vat nhan thuc duoc biéu hién
trong cic té bao vi khudn.

Mot vin dé khéc lién quan dén sy biéu hién cta céc
gene sinh vat nhan thuc da dugc nhan dong trong céc t&
bao vi Khuén la su c6 mat cdc viing khong ma ho4 (cic
intron) & phan 16n cdc gene sinh vat nhan thuc. Céc intron
c6 thé lam cho mot gene sinh vat nhén thyc trd nén rat dai
va kho diéu khién; cic t€ bao vi khuin cé thé biéu hién
sai nhimg gene nay bdi chiing thi€u b mdy ghép néi
RNA. Vin dé nay c6 thé duoc khic phuc bing viéc sir
dung dang cDNA ctia gene von chi chia céc exon.

Hé théng nhan dong va biéu hién ¢
sinh vat nhan thuc

Céc nha sinh hoc phan tir ¢6 thé trinh dugc su khong
tuong dong giita sinh vat nhan thuc va vi khuan bang
céch sir dung cic t€ bao sinh vat nhan thuc, chang han
nhu ndm men thay cho céc vi khudn, 1am céc t€ bao chi
dé nhan dong va / hoic biéu hién cac gene sinh vit nhan
thuc dugc quan tam. N4m men, mot loai nfm don bao, 6
hai wu diém. Chiing c6 thé dugc nuéi cdy dé dang nhu vi
khuén, déng thdi chiing ciing c6 plasmid, mot hién tugng
hiém gap & cdc sinh vat nhan thyc. Céc nha khoa hoc
tham chi da xay dung dugc céc plasmid t4i t hop két hop
gilla DNA ciia vi khuén va nAm men va nhiing plasmid
nay c6 thé tai ban & ca hai loai t€ bao. Mot cong cu hitu
hiéu khdc dé nhan dong céc gene sinh vAt nhan thuc 1
cdc nhiém sdc thé nhan tao ciia ndm men (YAC) két
hop céc trinh ty thiét yéu cia mot nhiém sic thé sinh vit
nhan thuc, gbm mot trinh ty khdi ddu tdi ban DNA, mot
tam dong va hai ddu mit, ciing v6i doan cdi DNA ngoai
lai, Cdc vector gi6ng nhiém sic thé nhu vay hoat dong
gibng nhu céc nhiém séc thé thong thudng trong nguyén
phan; ching nhan dong DNA ngoai lai khi t€ bdo nim
men phan chia. Do mot YAC c¢6 thé mang mot doan DNA
dai hon nhiéu so v6i mot vector plasmid, nén mot doan
dugc nhan dong thuong ¢6 xu huong chira ddy (19 trinh tu
ctia mot gene hoan chinh hon 12 chi mOt phdn ctia né.

Mot nguyén nhan khéc sir dung céc t& bao chi sinh
vat nhan thye dé biéu hi¢n mot gene sinh vat nhan thue da
duge nhan dong 13 vi nhiéu protein ctia sinh vat nhan thuc
s¢ khong @ trang théi hoat dong chifc nang trir khi chiing
da duge bién doi sau dich ma mot céch phit hgp, ching
han bing viéc bé sung cdc nhém lipit hay carbohidrate.
Céc 1€ bao vi khudn khong thé thuc hién nhimg bién déi
ndy, va néu san phdm clia nhimg gene nay doi hoi mot
qué trinh nhu vay tir dong vat ¢6 vii, thi ngay ca cdc t&
bao ndm men ciing khong thé bién ddi protein mot cich
chinh xdc. Vi vay, viéc sit dung céc té€ bao dong vat nuoi
cdy 1am cdc t€ bao chti ldc nay ¢ thé la cin thiét.

Cdc nha khoa hoc da phat hién mot loat cic phuong
phép dira DNA tdi té hgp vao trong céc t€ bao sinh vat
nhén thyc. Trong phuong phap xung dién ma & d6 mot
xung dién cuc ngin dugce truyén qua dung dich chia cic
t€ bao sé tao ra nhirng 16 tam thoi trén mang sinh chat qua
d6 DNA c6 thé di vao té€ bao. (Phuong phép nay hién nay
ciing con duge diing phé bién véi céc t€ bao vi khudn.)
Theo mot cdch khéc, céc nha khoa hoc ¢6 thé tiém DNA
tric ti€p vao timg té€ bao sinh vat nhan thuc bang viéc
dung céc vi kim tiém. Dé dua DNA vao cic t€ bao thuc
vat, c6 thé sir dung vi khudn Agrobacterium, ciing nhu
mot s6 phurong phédp khéc ma chiing ta sé n6i dén ¢ phin
sau. Néu DNA ngoai lai sau qué trinh chuyén gene duoc
két hop vao hé gene cla t€ bao chi nho tdi té hop di
truyén, thi lic nay né sé duge t& bao biéu hién.

Khuéch dai DNA trong diéu kién invitro: Phan
tmg chudi trung hop (PCR)

Nhan dong DNA trong cic t&€ bao vén la phuong phap tét
nhat dé chuin bi mot s6 lugng Ion clia mot gene hay mot
trinh tu DNA nhat dinh nao dé. Tuy vay, khi nguén DNA
12 khong di hoac bi pha tap, thi phan img chuéi triing
hop hay PCR la k¥ thuat nhanh va c6 tinh dac hiéu cao
hon. Trong ky thuat nay, moi doan trinh tu dich dac hiéu
& trong mot hay nhiéu phan tir DNA ¢6 thé duge khuéch
dai (sao chép nhiéu 14n) trong 6ng nghiém mét cich dé
dang. Nho su tr dong hod, PCR c6 thé tao ra hang ty ban
sao ciia mot doan DNA dich chi sau vai gid, tifc 1a nhanh
hon déng ké so véi thdi gian nhiéu ngay can thiét dé c6
thé thu dugc s6 ban sao gidng nhu vay qua sang loc mot
thu vien DNA dé tim mot dong mang gene mong mudn
101 dé no sao chép trong t&€ bao chd. Trong thue t&€, PCR
ngly cang dugc dung phd bién hon dé tao ra mot s& lugng
ban sao du 16n ciia mot doan DNA dic thu trude khi né
dugc cai truc ti€p vao vector. D& dé tudng tugng, ching
ta c6 thé vi PCR gi6ng nhu viéc photocopy chi mét trang
sdch duy nhdt chit khong phai viéc xem qua tat ca cic
sdch c6 trong mat thur vién.

Trong quy trinh PCR, mét chu ky gém ba budc s&
thyc hién mét phan ing chuéi dé tao ra mot quin thé
cdic phan tir DNA giong hét nhau ting din 1én theo him
s6 mil. Trong mdi chu ky, hén hop phan ting dugc ting
nhiét dé 1am bién tinh (tic 12 1am tich) hai mach don ciia
chudi xodn kép DNA, sau d6 né duge 1am mat trd lai dé
nhimg doan m6i DNA ngén, mach don, ¢6 thé gin (hinh
thanh lién két hydrogen) véi trinh tu bd sung trén mach
DNA d6i di¢n & hai ddu clia trinh tu dich; cudi cing, mot
enzyme DNA polymerase chiu nhiét s& ti€n hinh m& rong
cdic mach DNA méi theo chiéu 5° — 3’ bit ddu tir vi tri
bt cdp clia cdc doan méi. Néu enzyme DNA polymerase
duge ding 1 loai binh thudmg khéng chiu nhiét, thi protein
cling s€ bi bi¢n tinh cing v6i DNA trong bu6c 1am néng
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dau tién va cin duge thay the sau mobi
chu k¥ phianamg. Chia kKho4 thanh cong
cua phan g PCR tr dong 1a viée tim
ra cic enzyme DNA polymerase ¢6 kha
nang chiu duge nhiét 4o cao bat thidng,
trong 46 enzyme diu tién duirge im thay
tr mOt lodi vi Khuéin song & sudi nude
nong: enzyme ndy chiu duge nhi¢t 16
cao O bude thir nhat cta mdi chu ky.
Hinh 208 minh hoa cde bude trong
chu tinh PCR.

Tinli dac hi¢u cia PCR ciing an
tremg nhar toc A0 cua nd. Chi cdn mot
hrgng it nhd DNA ¢6 trong vat li¢u
Khai ddu 1a du cho vige nhan dong cé
thé dién ra, tham chi ngay ¢a khi DNA
da bi phan huy mot phan, mién 1A chi
ciin c6 mOt vii phan tr con chifa trinh tr
dich nguyén ven. Yéu to quy¢t dinh tinh
dac hi¢u cao ndy 1a cdc doan méi von
chi lién ket hydrogen véi cédce trinh wr
d6i dién & cac dau clia phan doan dich,
(D¢ ¢6 tinh dac hiéu cao, cdc doan mai
phai dai it nhat khoang 15 nucleotide).
Vo cudi chu ky thir ba, mot phin tu s6
phén tr DNA con sé giong hét trinh tr
cua phan doan dich véi ca hai mach c6
chiéu dai bang nhau. T thdi diém nay
tro di, sau moi chu ky, s6 phan tir c6
chiéu dai ca hai mach tuong ting ding
vGi phan doan dich s& ngay cang chiém
uu thé so véi tat ca cic phan tir DNA
khdc ¢6 trong hén hop phén ng.

Mac dii c6 wu thé vé téc do va tinh
dac hiéu, song PCR khong thé thay thé
duoc viéc nhan dong gene nho cic t€
bao méi khi mot gene nao d6 can véi s
luong 16n. Léi sao chép doi lic xay ra
trong PCR 12 mot nguyén nhan han ché
s6 ban sao 16t dugc tao ra boi phuong
phip nay. Khi PCR dugc ding dé cung
cap nhimg doan DNA cho viéc nhin
dong bang 1€ bao, thi cic dong thu dugc
s& dugc giai trinh tu dé chon ra c4c dong
mang cic doan cai khong chia 16i.

Puoc dua ra nam 1985, PCR tir
do6 da c6 tac dong 16n dén céc nghién
ctu sinh hoc va su phét trién ciia cong
nghé sinh hoc. PCR da dugc st dung
dé nhan ban DNA tir nhiéu ngu6n vat
liéu khiac nhau: cdc phan doan DNA
6 tir mot con voi Mamut déng lanh
da s6ng cach day 40.000 nam; DNA tir
cac ddu van tay hoéc tir nhimg lugng
rit nho ciia mau, cdc manh mo, tinh
dich tai hién truomg cédc vy 4n hinh sy;
DNA tir cac 1€ bao phoi duy nhat dugc
diing dé chéin dodn sai hong di truyén
trude sinh; va DNA cia cdc gene virus
tir cdc t€ bao bi nhiém virus vén rat kho
phat hién, ching han nhu HIV, Ching
ta s& quay tr(s lai vOi céc tng dung cla
PCR & phén cu6i chuong nly.
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Phan (g chudi polymerase (PCR)

UNGDUNG  Nho PCR, moi doan dic hiéu - céc trinh tu dich - trong mét mau
DNA ¢6 thé dugc sao chép (khuéch dai) nhiéu Idn hoan toan trong diéu kién

invitro.

KYTHUAT  pCR doi hdi DNA sdi kép chita trinh ty dich, mot enzyme DNA
polymerase chiu nhiét, cd bn loai nucleotide, va hai mach DNA dai khoang
15 - 20 nucleotide 1am méi. M&i méi cé trinh tu b8 sung véi mét ddu cda
trinh tu dich trén moét mach; méi th(r hai cé trinh tu b8 sung véi ddu con lai

trén mach kia.

DNA hé gene

@ Bién tinh:
Nhiét d6 cao trong
thdi gian ngén lam
téch cdc mach DNA
khdi nhau

@ Génméi:

Lam mét dé cac mbi
Chuky 1 hinh thanh lién két
thu dugc hydrogen véi cac ddu

57 ctia trinh tu dich.

phan tur

© Keo dai:
DNA polymerase
bé sung cac
nucleotide vao
dau 3’ cia mdi méi.

Chuky 2
thu dugc {
4

i

KETQUA  sau 3 chu ky, mét phan tu's8 phan tif khdp mét céch chinh xac vdi trinh
ty dich. Sau 30 chu ky, 99,99% s6 phén tif sé khdp chinh xac vdi trinh tu dich.

phan t

Chuky 3
thu dugc
8

phan td
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20.1

1. Vitrf giGi han ctia mot enzyme gidi han tén 1a Pyul

¢d trfinh wr nhur sau;

S“CGATCG-¥

> GCTAGC-5
Enzyme ndy cit chit chi trén mdi mach & giita T va
C. Loai lien két ndo b cdt bii enzyme?

2. [CISETH Mot mach ctia mot phan tit DNA soi kép
¢ trinh ty nhar sau:
S-CCTTGACGATOGTTACCG-3'. Hay vé trinh tu
mach b8 sung con lai. Enzyme Pyl ¢6 cit phan tit
ndy khong? Néu c6, hay viét san phdm hinh thanh.

3. Nhimg khé khan ndo ¢6 thé gap phdi khi ding cde
vector plasmid VA céc t¢ bio chii vi khudn d€ san
xudt mot lugng 16 protein do cdc gene sinh vat
nhan thye da duge nhan dong ma hod?

4. [CEIELTETA Néu ban mudn nhan dong doan
DNA duge v& & cau 2, thi trinh tr doan méi s& nhu
thé ndo véi gid thict méi mdi chi dai 4 nucleotide.
(Trong thye &, mdi phai dai hon.) Nhé dénh d4u

cicdiu 5’ va 3. I
20.2

Cau trd 13 ¢6 trong Phu luc A.
Cong nghé DNA cho phep nghién
cuu trinh tu, su biéu hién va chiic
nang cla gene

Mot khi ky thuat nhan dong DNA da cung cép dugec mot
lugng 16n cdc doan DNA dic th, thi chiing ta c6 thé 1am
sing 16 dugc mot s6 cau héi thi vi vé mot gene nhat dinh
nao d6 va chirc nang cia né. Vi du, liéu c6 phai trinh tu
cua gene B-globin & chim ruéi chi ra ciu triic cia mot
protein c6 kha nang van chuyén oxygen hiéu qua hon so
vdi loai protein nay & c4c loai vén cé hoat dong trao déi
chit y&u hon so vdi chim ruéi? Liéu mot gene nhat dinh
nao dé ¢ ngudi c6 khic nhau giita ngudi nay vdi nguoi
khic khong, va liéu cic allele nh4t dinh cta gene d6 c6
lién quan dén mot r8i loan di truyén kay khong? Mot
gene nhit dinh dugc biéu hién & dau trong co thé va khi
nao? Va, cudi cling, vai trd cia mot gene nhit dinh trong
co thé 12 gi?

Trude khi chiing ta c6 thé bit diu néi vé cic cau hoi
thd vi ndy, ching ta cdn xem mot s6 ky thuat phong thi
nghiém tiéu chuil duge dung dé phan tich trinh ty DNA
clia cic gene.

Dién di trén gel va thdm tach Southern

Nhiéu phuong ph4p nghién citu vé c4c phan tir DNA déu
lién quan dén dién di trén gel. Ky thuat ndy sir dung mot
loai gel dugc tao nén bdi cdc hgp chit polyme, ching han
nhu polysaccharide. Gel hoat dong nhu mot chiéc “ray
phan tir"cho phép phan t4ch céc acid nucleic va protein
ra khoi nhau dya vao kich thudc, d¢ tich di¢n hoic mot s6
tinh ch4t vat Iy khic chia chiing (Hinh 20.9). Do cdc phan
tir acid nucleic mang dién tich Am trén g6c phosphate ctia
chdng, nén chiing luon dich chuyén vé phia cyc duong

e

A4 Phuong phap nghién ciu.
Pién ditrén gel

UNGDUNG  pién di trén gel dugc ding dé phan tach cic
acid nucleic hodc protein khac nhau vé kich thuéc, dd tich
dién, hodc céc thudc tinh vat ly khic. Cac phan tir DNA
dugc phan tach bdi dién di trén gel trong cédc thi nghiém
phan tich cA¢ doan qidi han déi vdi ca cc gene duge nhan
dodng (Hinh 20.10) cing nhu DNA hé gene (xem Hinh 20.11).

KYTHUAT  pien di trén gel phan tich cic dai phan td
trén co sd téc do di chuyén trén dién truéing qua gel
polyme. Khodng cé4ch di chuyén cla mét phan ti DNA
ty 1& nghich vai chiéu dai cia n6. Mot hon hgp céc phan
tr DNA, thuéing hoéc la cac doan cdt gidi han hodc 13 san
pham PCR, dugc phan tich thanh cic bang. Méi bang
chita hang nghin phan tir c6 kich thudc giéng nhau.

© Mbi mdu, 1a mét hdn hap nhiéu phan t DNA, duge
tra vao céc giéng riéng biét gdn mét ddu cia ban gel
mong. Ban gel dugc ddt trén mét gid nhya va ngam
trong mot dung dich dém nudc chia trong mét khay
c6 c4c dién cuc d hai ddu.

o INguén|
' 1 dien [T

Catbt

H&n hgp
DNA khéc

nhau vé | g g
kich thudc

€ Khi bat dong dién, cac phan tr DNA tich dién am di
chuyén vé phia dién cuc duong, véi cic phan tl ngdn
di chuyén nhanh haon cac phan tif dai. Cac bang dién
di & day dugc vé mau xanh, nhung trén ban gel dién di
thuc sy, ldc nay chua quan sat thdy cac bang.

Céc phan
tlr dai hon

___»~Cacphan
t& ngan hon

KETQUA  Sau khi ngét dién, mot loai thudc nhudm lién
két DNA dugc b8 sung. Thuéc nhudém nay phat huynh
quang mau héng dudi ngudn sang cuc tim, cho phép phat
hién cac bang riéng ré da lién két véi thudc nhudm. Trong
ban gel minh hoa dudi day, cac bang mau héng tuong
ng vai cac doan DNA c6 kich thudc khdc nhau duoc tach
roi nhau trén gel dién di. Néu tat ca cdc mau dugc cat
truéc bai cing mét enzyme gidi han, thi cac kiéu bang
dién di khac nhau cho biét ching ¢6 ngudn gdc khac.
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trén tnromg dién tir, Khi chiing dich chuyén, ddm céc sgi
polyme ngan cin manh hon d6i véi cde s¢i dai hon, ddn
dén su phan tdch cia cdc sgi ¢6 chiéu dai khdc nhau. Do
vay, dien di trén gel gitip phan thch hén hgp cde phan
DNA mach thing thinh cic bang di¢n di, trong d6 mdi biang
s& bao gdm cdc phan tir DNA c6 chiéu dai giong nhau.

Mot (mg dung hitu fch ctia k§ thult ndy 1A phdn tich
cde doan gioi han, chiing ¢6 thé nhanh chéng cung clp
cic thong tin ¢6 fch vé cde trinh ty DNA. Trong kicu
phan tich ndy, ngudi ta cdt phan tir DNA bing enzyme
giGi han, sau d6 cde doan DNA duge phan tach trén gel
dien di. Khi hén hop cée doan gi6i han dich chuyén qua
trrdmg dieén di, n6 tao nén mot kicu cde bang dic tnmg
cho phan tir DNA gdc ban ddu duge cdt bdi loai enzyme
giGi han nhat dinh. Trong thye ¢, céc phi\n tr DNA k_fch
thude nhd clia virus hay plasmid c6 thé dé dang phdt hi¢n
bing kifu phan bo c4c doan gidi han cia chiing. Do c6
thé thu héi DNA nguyén ven trd lai tir gel dién di, quy
trinh k¥ thudt ndy con 1A mot cdch dé chuin bi cdc miu
tinh sach chia céic doan DNA riéng biét néu nhu1pnn’g
di¢n di duge quan tam ¢6 thé phan téch rd rang khoi cic
bang dién di con lai. (Nhimg phan tir DNA kich thudc
£t 16n. nhu DNA nhiém séc thé ctia sinh vat nhan thue,
thuong tao nén qué nhiéu bang dén miic ching xudt hién
thanh mot dai bang dién di lién tuc vdi cdc bang khong
tdch khoi nhau.)

Viéc phan tich cdc doan gi6i han ciing rdt hitu ich
cho viéc so sénh hai phan tir DNA khéc nhau, chang han
nhu hai allele ciia cing mot gene. Mot enzyme gidi han
nhan ra mot trinh ty nucleotide déc thu, va tham chi chi
cin mot thay déi & mot cap base trén trinh tu d6 ciing di
dé bio vé n6 khong bi cit & mot vi tri nhdt dinh. Vi vdy,
néu hai allele khic nhau vé cic nucleotide trong vi tri
giGi han, thi viéc xir 1y bang enzyme nhan biét ra trinh
tr d6 sé tao nén hai hon hgp céc doan khic nhau tuong
{mg vGi hai allele. M6i hén hgp nhu vay s€ c6 kiéu bang
dién di rieng. Vi du nhu: bénh héng cdu hinh liém gay
ra bdi mot dot bién don nucleotide duy nhat ndm trong
mot trinh tu gidi han cha gene B-globin (xem Hinh 17.22
va trang 278). Két qua 1a, viéc phan tich cic doan gidi
han bdi dién di c6 thé phan biét dugc cdc allele clia gene
B-globin, nhur duge minh hoa trén Hinh 20.10.

Vit liéu khdi ddu trén Hinh 20.10 1a cdc méu cla cdc
allele B-globin da dugc nhan dong va tinh sach. Nhung
néu nhu chiing ta khong c6 céc allele da duoc tinh sach,
thi chiing ta bat ddu thé nao? Gia sir chiing ta mudn xdc
dinh liéu mot ngudi c6 phai c6 kiéu gene di hop tir vé
allele dot bién quy dinh héng cdu hinh liém hay khong.
Trong trudng hop nay, chiing ta c6 thé so sanh tryc ti€p
DNA hé gene cita mot ngudi nhu vay véi DNA clia ngudi
bi bénh (tic 1a déng hop tir vé allele dot bién) va mot
ngudi déng hop tir vé allele binh thudng. Nhu chiing ta da
néu & trén, viéc dién di DNA hé gene ngudi dugc ct boi
enzyme giGi han r6i dugc nhuom bing thusc nhudm lien
két DNA thu dugc qué nhiéu bang nén khong thé phan
biét dugc ching. Tuy vy, mot phuong phdp dugc goi la
tham tich Southern hay lai Southern (con dugc goi
12 thdm tdch Nam, dugc phét trién bdi nha hod sinh hoc
ngudi Anh 12 Edwin Southern), trong d6 két hop giira dién
di tren gel va lai acid nucleic, cho phép ching ta phit hién
duoc nhimg bing dién di mang gene (3-globin, Nguyén 1y
gi6ng v6i phuong phdp lai acid nucleic dé sang loc tim ra
cdc dong vi khuan (xem Hinh 20.7). Trong phuong phép
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Allele B-globin binh thuéng

/,

o—fis ~ —/a—"y
fea7s bp~+f=—201 bp —+f—— Boanlén —

Ddel Ddel Dde! Dde|

Allele p-globin dét bién héng cdu hinh liém
N

{ 376 bp } Boanldn ——!

Ddel Ddel Ddel Ddel

(a) Cécvitrigiéihan cta Ddel & allele binh thudng va allele
@6t bién hinh ciu liém thudc gene B-globin. Minh hoa ¢
day 1a cac allele da dugc nhan dong, phan tach khéi nhay
nhé& cdc DNA vector nhung gém mét sé DNA & canh cac
trinh tu ma hoa. Allele binh thuding cé hai vi tri gidi han cga
Ddel trong trinh tu ma hod, trong khi allele dét bién héng
c4u hinh liém thiéu mét trong hai vi tri giGi han nay.

Allele Allele
binh thudng dot bién
|

)
L

|
1 o 4
| ==
| .
|
Poanlén || — —
|
i ‘.- S 376bp
201 bp | [EEEEE
175bp | —
| PR

(b) Pién di cac doan gidi han bat ngudn tif cic allele binh
thudgng va allele 46t bién héng cdu liém. Cic mau tur
méi allele tinh sach dugc U v6i Ddel réi dién di trén gel;
thu dugc 3 bang déi vdi allele binh thuéng va 2 bang déi
vdi allele dot bién. (Cac doan nhd thudc cac diu clia ca
hai phan tir DNA giéng hét nhau va khong dugc vé ¢ day.)

A Hinh 20.10 Si* dung phén tich cac doan cit gidi han

dé phan biét giita cac allele héng ciu liém va allele binh
thuéng ctia gene B-globin & ngudi. (a) Dot bién héng cau
liém |am m&t mot vi tri gidi han cta Ddel & trong gene. (b) Két
qua 13, khi x(r ly véi enzyme Ddel, cac allele dét bién va binh
thudng tao ra cac phan doan gidi han khac nhau.

Gid str cdc dong vi khudn tdi t6 hop mang cdc
allele ndy. Ban sé phdn lap DNA cta cdc allele nhu thé nao dé tao
ra cdc mdu tinh sach truéc khi chay dién di trén gel? (Goi y: xem ky
cdc Hinh 20.4va 20.9.)

lai Southern, miu do thudng 12 mot phan tir DNA mach
don ddnh ddu phéng xa c6 trinh tu bd sung véi gene duge
quan tam. Hinh 20.11 phic thao cic budc clia toan b0
quy trinh va chi rd bing cich nio ky thuat ndy c6 thé phan
biét durgc c4 thé di hop tir (& day 1a allele hong ciu liém)
s0 v6i mot céc thé déng hop i vé allele binh thuong.

Viéc xdc dinh cdc cé thé mang cic allele dot bi€n lien
quan dén cdc bénh di truyén chi 1a mot trong nhimg cich
ma phuong phap lai Southern c6 thé dugc ap dung. Tron2
thuc t&, k§ thut ndy 12 mot phuong phap sinh hoc phan W
chit luc trong nhiéu nam. Tuy vay, gin day né dugc thay
thé bdi cdc phuong phdp nhanh hon thudng lién quan dén
viéc sir dung PCR dé nhan dong cdc phan dic hiéu cu?
hé gene.
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Phéan tich cdc doan DNA bdng thim tach Southern

UNGDUNG  C4c nha nghién ctu ¢6 thé phat hién dugc cac doan trinh tu nucleotide dac thu trong hén hgp DNA

bang phuong phép nay. Thdm tach Southern rét hidu qua trong viéc so sénh céc doan gidi han dugc tao ra tir cic
nguén mau DNA hé gene khéc nhau.

K¥ THUAT Trong vi du nay, chiing ta so sénh cdc miu DNA hé gene tif ba ¢4 thé khac nhau: mét nguéi 1a déng
hop tir vé allele -globin binh thudng (1), mét ngudi 13 d8ng hgp tir vé allele té bao héng cdu hinh liém (I1), va mét
ngudsi di hgp t (111). Nhu da mé ta trén Hinh 20.7, ching ta sir dung mét mau do dénh du phéng xa; tuy vdy cing
¢6 thé sir dung cac phuong phép danh ddu va phat hién m3u do khéc.

DNA + enzyme gi6i han Shedoan -t Ui M3ng nitrocellulose YaL0g
— e ? o Tes o= em || {mang tham tach)
- » =, g
= — Gel
-, === 7
== s’ == 4
| = = = X6p tham %
1-Allele Il - Allele Il - Dj B = e i T s
p-globin té€ bao hop t'c: — - Dung dich— = thdm
binhthudng  hinh liém kiém
© Chuén bi cdc doan gidi han. Moi @ Diénditrén gel. Cic doan gidi © Chuyén DNA (tham tach). Véi gel dugc
* mau DNA dugc trén véi cung mét han trong méi mau dugc phan s&p xép nhu ma ta trén hinh, hoat déng
enzyme gidi han, trong vi du & téch khdi nhau bang dién di, tao mao dan sé hat dung dich kiém tir dudi
day 1a Ddel. Két qua x ly thu dugc nén mdt kiéu hinh cac bang dién Ién va di qua gel. Dong mao dan nay sé
méot hdn hop gém hang nghin cac di d4c thu. (Trong thuc té, sé bing chuyén DNA lén mang nitrocellulose,
doan gidi han. ¢6 thé nhidu haon so vdi hinh minh tao nén hién tugng thdm tach; trong
hoa, va khéng quan sat thay khi qua trinh nay, DNA ddng thdi bi bién
chua dugc nhudém.) tinh. (Mot cach cai tién cha phuang

phép nay la dung mot dong dién thic
day téc dd di chuyén ciia DNA). Cac
mach don DNA sé gan két vao mang
nitrocellulose tai cac vi tri tuong Ung vai
dang vi tri ctia chang trén gel dién di.

Céc cap base - mau do cung véi
cac doan chifa cac trinh tu DNA
quy dinh chudi B-globin dét

Dung dich t tai ié icbi .
béng d!:ia rzuoénugdg' bién hoac binh thuang. I O Im
danh d3u phéng xa | R e
cho gen B-globin | o= 3 / oy et
[ y S . ‘ /Doan t
B e allele B-globin
0 e té bao hinh liém T \Phim chup
- = —  mangthdm
! e lDoan t tach
‘.%J—'l*i— R allele B-globin
Mang tham tach nitrocellulose binh thuéng
@ Lai vdi mau dd phéng xa. Mang thdm tach nitrocellulose sau dé dugc © Phat hién mau dd. Mot tdm phim
ngém trong dung dich chifa méau dd danh déu phéng xa. Trong vi dy phdng xa ty chup dugc dat dé lén mang
nay, mau do la mét doan DNA mach dan ¢4 trinh tu b sung vdi gene thdm tich. Hoat @6 phéng xa cda cic
B-globin. Phan tir méu do sé gan két bai sy két cdp gilta cac base ctia né mau do & trang thii lién két sé boc 19
vdi tit ca cac phan doan chia mét phdn gene B-globin. (Trong thyc té, trén phim va tao nén mét anh tuong ng
ltic nay chua quan sét thdy bang thdm téch). vdi cdc bdng chita cdc doan DNA ma &

@6 c6 su két cip base vdi cac mau do.

. KETQUA Do kiéu hinh bing gitfa ba mau r6 rang khac nhau, nén phuong phap nay c6 thé dugc ding dé xac
dinh c4c ca thé di hgp t mang allele héng céu liém (I11), cling nhu nhﬂnq ca thé bj bénh mang c3 hai allele dot
bién (I1) véi nhitng c4 thé khong bl téc dong nhd cé ca hai allele binh thudng (1), Kiéu bing déi véi cdc mau 1 va :
11 tuong (ing giéng véi kiéu bdng ctia cc aIIeJe binh th‘udng va ddt bién trén Hinh 20.10b. Kiéu bing ctia mau dj
hop ti (I11) 13 sy két hgp ctia hai kigu bing déng hop tir (1 va I1).
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Tt -

i dideoxy

UNGDUNG  Trnh tu nucleotide clia cac doan DNA dai dén khodng 800 c3p base c6 thé
xac djnh duge nhanh chéng bAng may thyc hién cdc phan (g gidi trinh ty va tach céc |
s&n pham phan g dira vio chiéu dai chia ching.

& Té .__IT

Gial trinh ty DNA bdng phuong phap két thuc chu

KPTHUAT  piyyang phap ndy téng hop nén mot tap hap cdc mach DNA c6 trinh ty L
b6 sung vai doan DNA gbc. MBI mach déu bat ddu tir mdt méi gidng nhau va két thuc f
bdi mot dideoxyribonucleotide (ddNTP), tic 13 mot loai nucleotide dugce bién déi. Sy j
1&p rap ctia ddNTP 1am dimg phan ting kéo dai mach DNA bdi vi né thiéu ddu 3™-OH |a vj trf ;
@& nucleotide tiép theo ¢6 thé gan vao (xem Hinh 16.14), Trong tdp hgp cdc mach DNA .
dugc t8ng hep, mdi mdt vj trl nucleotide doc theo trinh ty géc duge thé hién qua cac

mach duge két thuc tai vj trf 6 nhd mot ddNTP. Nhy mdi loal ddNTP dugc gan véi mét
gd¢ phat huynh quang khac nhau, nén dé dang xac dinh dugc nucleotide két thuc & j
mdi mach dugc tdng hop mdi, tir do suy ra todn b trinh ty DNA géc. ;

@ Doan DNA cén gidi tinh i

loai dideoxyribonucleotide
duoc danh dau véi mét
phan t phat huynh quang
dac thu cho méi loai.

tu duoc gdy bién tinh DNA Mél > Cac deoxyribonucleotide  Cac dideoxyribonucleotiy
tﬁanhqmgacrx don, réi dugc (mach lam khubn) g' 3 (94n géc phét huynh CIua:g)
U trong 8ng nghiém véi S'g-c 1 dATP
cac thanh phén thiét yéu T ;- ’ - !
: 5 dcTp ddcTp!
cho phan ting tdng hop ,G\ ! ]
DNA: mot m6i duoc thiét c DNA dTTP ddTTP
ké bt cap véi ddu 3’ da T s ace T
biét ciia mach DNA khudn, T poly
DNA polymerase, bén loai g
deoxyribonucleotide va bén X
Cc
A
A

OH

)

Cac mach dugc danh diu

@ Quia trinh téng hop méi mach
mai bt dau tur ddu 3' cia méi
va tiép dién cho dén khi mét
dideoxyribonucleotide dugc cai
vao mét cach ngau nhién thay
cho mot deoxyribonucleiotide
binh thudng tuong ung. Luc
nay, su tiép tuc kéo dai mach
mdi dang téng hop bi ngan
can. Cudi cung, mét tap hop ‘
cac mach méi téng hgp dugc 3 T-
danh dau c6 chiéu dai khac Ngén nhat Dai nhit
nhau dugc tao ra, véi mau clia e ——
g6c danh dau dai dién cho loai Chiéudi | =
nucleotide cudi ciing ctia mach chuyén ;ua | €24 Mach dugc dénh déu dai nhat
mdi téng hgp. cacmach o sza '

DNA
(mach lam khuén)

!

>>N>an—H4n>a-N

© Cacmach dugc dénh diu trong hén hgp 2 Thiét bi do tin hiéu
phén tach khéi nhau khi ching di chuyén ~ememig :':‘: ———
qua gel polyacrylamide, véi cdc mach - 1 = 3 —
cang ngén di chuyén cang nhanh. Bé oy |
gidi trinh ty DNA, gel dugc tao ra trong Ngudn lazer
cac mao quan chd khong phdi trén ban

& =4 Mach dugc danh ddu ngdn nhat

: ’ Base cudi cung
gel nhu & Hinh 20.9. Kich thuéc nho ciia clia mach dugc
ey £ ¢

mao quan cho phép thiét bj do tin hiéu 0t
cam gién du‘qc‘r)nat? ctia mdi loai géc dénh diu dai nhat -
phét huynh quang khi m6i mach DNA di :
qua. Bing cach nay, thiét bj do phan biét
dugc cdc mach DNA chl khac nhau mét
nucleotide vé chiéu dai.

Basehcgdi cﬁ;ég rc}t'la
KETQUA  Mau ciia gbc phét huynh quan mach dugc dan
trén mdi mach chl loai ?sucleotlde & d4u tan 4 ddu ngdn nhé&t —
ciing c(ia n6. K&t qud sé dugc in ra nhu mot anh

phé, va trinh ty nucleotide b8 sung véi mach

1am khudn dugc doc 18n lugt tir dudi (mach ngén

nh4t) I&n trén (mach dai nhét), (Luu y trinh ty

duoc doc bt d4u tif sau trinh ty cia méi.)

NOX»>»0-AN>0
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Giai trinh ty DNA

Khi mot gene dd duge nhan dong, ¢6 thé xéc dinh duge
todn bY trinh tur nucleotide cta n6. Hien nay, ky thuat giai
trinh tr da duge tr dong hod va duge thye hign bing may
gidi trinh et dong. Quy trinh gidi trinh ty tr dong dya
trén mOt Ky thudt duge goi 18 Plucong phdp két thiic chudi
dideoxyribonucleotide (goi tit 12 dideoxy) theo nguyén tic
dirge minh hoa trén Hinh 20.12. Phuong phép nay duge
phdt trién bdi nhd hod sinh hoc ngudi Anh - Frederick
Sanger, ngudi duge trao gidi Nobel nam 1980 vé thanh
cong ndy. (Ong 1a mot trong bon nha khoa hoc duge trao
gidi Nobel 2 14n; nam 1975, Sanger con duge trao giai
Nobel vé vi¢e xdc dinh trinh ty amino acid insulin.)

Vi¢c biét ro trinh wr cia mot gene cho phép céc nha
nghién citu so sdnh tnre tiép gene d6 véi cdc gene & nhimg
lodi khéc da bi¢t vé chitc nang. Néu hai gene thudc hai
lodi khdc nhau rat gi6ng nhau vé trinh ty, thi c6 thé suy
luin ring sdn phdm do cdc gene ndy ma ho4 c6 1& thuc
hién cdc chitc nang giong nhau. Bang cédch ndy, viéc so
sdnh céc trinh tr ¢6 thé cung cdp cdc dAu mdi tim hiéu
vé chifc ning cia mot gene, mot chi dé sé& duogc ching
ta n6i t6i & phan sau. Mot tap hop céc dir lieu khic dugc
cung c4p tir cdc nghién citu phan tich thoi diém va vj tri
gene dugc biéu hién.

Phan tich su biéu hién cua gene

Khi dd nhan dong duge mot gene, céc nha nghién citu ¢
thé tao ra c4c miu do acid nucleic dugc ddnh ddu va sir
dung chiing dé ti¢n hanh lai véi céc phan tir mRNA dugc
phién m3 tir gene d6. Cic mlu do c6 thé cung cdp thong
tin vé thoi diém va vi tri gene dugc phién ma trong co thé.
Giai doan phién ma thuong dugc ding la bién phip xic
dinh su biéu hién cla gene.

Nghién ctu sy biéu hién cua cac gene don Ié

Gia sirchiing ta muén fim hiéu s biéu hién clia gene B-globin
thay déi nhu th€ nao trong qud trinh phét trién phoi clia
loai chim ruéi, cé hai cich dé thyc hién di€u nay.
Phuong phap thitnhat duge goi 1a thim tich Northern
(con goi l1a thdm tach Bic, mot cdch “choi chir” tiéng Anh
do phuong phép nay giong véi tham tich Nam- Southern).
Trong phuong phép nay, ching ta tién hanh dién di trén
gel cic miu mRNA t6ng s6 dugc tdch chiét tir phoi chim
rudi vao cic giai doan khic nhau trong qué trinh phét
trién, réi chuyén cdc miu d6 sang mang nitrocellulose va
cho cic phan tit mRNA trén mang tién hanh lai véi mot
miu do dinh diu nhan biét dic hiéu mRNA ciia gene
B-globin. Liic nay, n€u ti€n hanh chup anh, thi hinh anh
thu dugc s€ giong v6i anh thdm tich Southern trén Hinh
20.11 v6i mbi bang tuong tng v6i mot kich thudc nhit
dinh xuét hién & timg mau. Néu bing mRNA dugc t“m'l
thdy & mot giai doan phat trién nh4t dinh, thi c6 thé gia
thiét ring: protein clia gene biéu hién chifc ndng trong
cdc su kién dién ra tai giai doan d6. Gi6ng v6i tham tich
Southern, phuong phdp thdm téch Northern da timg 1a
mot phuong phap sinh hoc phan tir chi luc trong thoi gian
dai, nhung & nhiéu phong thi nghi¢m doi khi n6 c6 thé
dugc thay thé bing cdc ky thuat khéc. .
Mot phuong phéap nhanh va co_l.fnh chon loc cao (vi
vy ngay cang dugc dung rong rai hon)' 1a phan ing
chuéi tring hop phién ma nguoc, hay RT -PCR (H_Inl)
20.13). Viéc phan tich sy biéu hi¢n cua gene B-globin &

UNGDUNG  RT-PCR diing enzyme phién ma nqugc
(reverse transcriptase, RT) két hop vai PCR va dién di trén
gel. RT-PCR c6 thé dugc diing dé so sdnh su biéu hién cua
gene giifa cdc mau; chdng han gira cic giai doan khac
nhau cda qué trinh phét trién phéi, giita cdc mé khac nhau,
hodc cung loai té bao nhung & cac diéu kién khac nhau.

K¥ THUAT - Trong vi du ndy, cdc mu chiia mRNA cta siu
giai doan phét trién khac nhau cia phéi & chim ruéi dugc
xU ly theo cac budc dugc minh hoa dudi day. (Chi minh
hoa mRNA tU mét giai doan.)

@ Tdng hgp cDNA dugc ~
tién hanh bang viéc 4 LAEMERN et |
mRNA vdi enzyme reverse ,',
transcriptase va cac thanh
phéan thiét y8u khac. P

CicDNA - ==
© Nhan dong biing PCR — 77 = =F
bang cach sirdung dc ol ‘
mdi dic hiéu, chdng =
han véi gene B-globin .\ iy, N
cua chim ruéi. .
Gene —
B-globin

© bién di trén gel sé cho

thdy cac san pham DNA

dugc nhan dong chi cé &

cdc mau chia mRNA dugc

- n.

phin [nd titgene -gieh r.Céc giai doan phat trién phoi
KETQUA  mRNAcla 1 2 3 4 5 6
gene nay bat ddu dugc W
biduhintirgiaidoan2 | L
va dugc duy tri biéu hién |
lién tuc tdi giai doan 6.
Kich thudc cac phan
doan dugcnhandong | i
phu thudoc vao khoang & 4
cach gitfa cdc doan méi
dugc sur dung.

chim ru6i bang RT-PCR ciing bit ddu giéng nhu phuong
phap thdm tich Northem, nghia 1a mRNA dugc tich chiét
tir cdc giai doan phit trién khdc nhau clia phoi. Enzyme
reverse transcriptase sau d6 dugc bé sung dé tdng hop
cDNA; phan tif nay duoc ding 1am khuon cho cic chu ky
PCR ti€p theo bing viéc dung cap méi dic hiéu véi gene
ma hod B-globin. Khi sdn phdm PCR dugc chay trén gel
dién di, cdc ban sao ciia viilng DNA dugc khuéch dai duogc
quan sét thdy nhu cdc bang, nhung ching chi cé mat &
cdc mau ma ban ddu c6 sin mRNA B-globin. Ching han,
trong trudmg hop B-globin ctia chim rudi, chiing ta c6 thé
trong chd viéc quan sdt thdy mot bang vao giai doan cic
t€ bao héng cdu bit ddu hinh thanh, réi tit ca cic giai
doan sau d6 déu xudt hi¢n bang twong tu. RT-PCR ciing
c6 thé dung dé phan tich cic mRNA dugc thu thap tir cic
mo khéc nhau vio ciing thoi diém dé xic dinh xem mo
ndo phién md mot loai mRNA nhit dinh.

Mot phuong phép khéc dé xéc dinh loai mo hay t&€bao
nio biéu hién nhimg gene nhit dinh 1a tim ra céc vi tri nh4t
dinh trén mot co thé nguyén ven cé cdc phan tir mRNA
dic thil, bing viéc tién hanh lai v6i cic miu do danh d4u
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A Hinh 20.14 Xac dinh gene dugc biéu hién bang lai in situ.
Phoi nay cia Drosophila dugc G véi dung dich chida cac miu
dd cda ndm loai MRNA khac nhau. M&i mau do duge danh dau
bing mét gbc phat mau hinh quang khac nhau. Phéi sau d6
dugc quan sat bang kinh hién vi huynh quang. M&i mau cho biét noi
gene tuang img duge biéu hién qua phién ma thanh mRNA.

tai chd, e 14 in sine. Ky thudt ndy, goi 1d phuwong phap
lai in situ, duge ding pho bién hon ¢d cing véi cdc miu
do dugc ddnh dau bang cdch gin thém cic gbc nhudm
phét huynh quang (xem Chuong 6). Cdc miu do khdc ¢6
thé duge ddnh dau bing cdc thude nhuom khde véi cdc
két qua dep mot céch an tuong (Hinh 20.14).

Nghién aiu sy biéu hién ctia céc nhém gene tuong
tac voi nhau
Mot trong nhimg muc tiéu quan trong nhdt cua sinh hoc
hién nay 12 tim hiéu cdc gene phéi hop véi nhau thé nao
d¢ hinh thanh va duy tri hoat dong clia mét co thé. Dén
nay, toan bo h¢ gene clia nhiéu lodi da duoc gidi trinh tu,
cho phép c6 thé nghién citu sy biéu hién clia cdc nhém
gene 16n, noi cich khéc 1a cdch ti€p can hé thong. Cic
nha nghién citu ding cic trinh tu hé gene nhu cic miu
do dé tim hiéu cic gene dugc biéu hién thé nao trong cic
hoan cinh moéi trudng khéc nhau, ching han nhu & céc
mo khic nhau hoac vao cic thoi diém khédc nhau cha qui
trinh phit trién. Ho ciing tim cdc nhém gene dugc biéu
hién theo m6t co ché diéu phoi chung v&i muc tiéu 1a xdc
dinh duoc cic mang lu6i biéu hién clia cic gene trong
toan bo hé gene.

Chién luoc co ban trong mot nghién ciu biéu hién gene
mang tinh toan hé gene nhu vay thuong gém viéc phén 1ap

cic mRNA dugc hinh thanh & méi loai t€ bao nhat dinh,’

réi sir dung nhimg phan tir nay lam khuon dé tong hop
nén cic cDNA qua phién ma ngugc; sau d6, dung phép
lai acid nucleic dé so sdnh tap hop cic cDNA nay v6i mot
tap hop cic doan DNA dai dién cho tit ca hodc mot phén
ctia hé gene. Két qua phan tich sé gidp xdc dinh dugc cic
nh6ém gene trong hé gene dugc biéu hién dong thdi vao
méi thai diém, hoac trong nhimg diéu kién dic biét. Cong
nghé DNA cho phép thuc hién dugc nhitng cong viéc trén;
ciing véi viéc tu dong hod, chdng ngay cang dé thyc hién
trén quy mo 16n. Cic nha khoa hoc hién nay c6 thé phan
tich cing liic su biéu hién clia hang nghin gene.

Cic nghién ctu vé su biéu hién gene & mic d¢ toan hé
gene trd nén kha thi nho cdc phép thir vi day DNA (hay
DNA-microarray). DNA-microarray chita mot lugng nho
cia mot s6 16n c4c phan doan DNA mach don dai dién
cho c4c gene khic nhau duge gén trén cdc t4m kfnh mong
thanh c4c ddy chia cdc 0 kich thuée rit nho hay mot
mang luGi (xem Hinh 20.1). (Vi ddy DNA con dugc goi
1a chip DNA bdi n6 trong giong véi chip mdy tinh.) Ly
tuémg nhat 12 cdc doan DNA trén chip DNA dai di¢n cho
14t ¢4 céc gene ciia mot co thé, HInh 20,15 phdc thio cdc
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UNGDUNG | Bing phuang phap nay, cic nha nghién cuu ¢4
thé déng théi kiém tra hang nghin gene dé xac dinh gene
nao dugc biéu hién & mé nao, trong diéu kién mai trugng
nAo, hodc vao giai doan ndo cla qud trinh phét trién. Ho
cing c6 thé tim théy sy diéu phdi biéu hién cic gene.

KY THUAT
© Phan 1ap mRNA.

@® Taora cDNA
tir phan ung

phién ma Céc phan ti mRNA

nguoc, st dung
cAc nucleotide
danh ddu "“"
huynh quang. ,

Cac phan t cDNA
© Chuyénhdnhop cDNA (mach don) dugc dénh diu

lén ban vi day (microa'rIay),
d6 12 mot lam kinh hién
vi ma trén d6 cac ban
sao cac doan DNA‘mach
don tircdcgenecua
mét ca thé sinh vat nhat
dinh dugc c8 dinh san;

mdi gene chiém mot e o oR
diém. Cac cDNA sé lai vai s 7 or g
cac trinh tu DNA trén oo elee
microarray c6 trinh tu SCCooC

s

b sung tuong Ung Vi gan i day (chip) DNA

ching.

O R troi cac cDNA
du thira; quét ban
microarray dé thu
tin hiéu phat quang.
Méi diém phat huynh
quang (mau vang)
phan anh gene tuong
ung dugc biéu hién
trong mau mé phan
tich.

_KETQUA | cuong dé phét quang & méi diém I thudc do
miic biéu hién cia gene & mau mo ma diém dé dai dién.
Theo cach phé bién han ¢a, hai mau khac nhau dugc kiém
tra déng thdi bang viéc danh diu cDNA thu dugc tir moi
m& vai mét mau khac nhau, thudng la do va xanh luc.
Mau thu dugc & mdi diém phan anh muc dd biéu hién
tuong d8i cia mdt gene nhat dinh trong ca hai mau: Mau
xanh luc cho thdy gene chi biéu hién & mau nay, con mau
dd cho thdy gene chi dugc biéu hién & mau kia; trong khi
dé, mau vang cho biét gene dugc bidu hién & ca hai mé_u.
codn mau den cho biét gene khong dugc biéu hién @ mau

nao (xem anh phéng dai & Hinh 20.1).

NA

Cac doan DNA

dai dién cac genel
dac thu

Ban vi day DNA
chda 2.400 gene
& nguai (kich
thudc thuc té)
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e Kiém tra cde doan DNA trén mot chip ma & d6 céc
shan 1 ¢cDNA di duge chudin bi tir cic mRNA ¢6 ngudn
goc tir loai t& bdo nhat dinh duge quan tam nghién ciru va
duge ddnh dau bang thuée nhudm phit huynh quang.

Nhd sir dung Ky thudt ndy, cde nhd nghién ciru da tién
hanh phan tich DNA-microarray vdi trén 90% céc gene
khdc nhau ¢ 1odi giun tron Caenorhabditis elegans trong
mdi giai doan clia qud trinh phét trién trong chu ky song
cua n6. KEt qua nghién ciru cho thay: s bidu hién clia
gin 60% s6 gene thay d6i rd rét vio cfc giai doan khéc
phau trong qud trinh phét trién va nhiéu gene duge biéu
hién theo Ki¢u dic timg gidi tinh. Nghién ciu nay tng
hd cho mo hinh duge ¢ xuat bai nhidu nha sinh hoe phit
trién: theo do, sy phét trién cia phoi lién quan dén mot
chuong trinh didu hod bidu hién cla cdc gene mot cich
hai hod va plute tap, chit khong phai chi 12 sy bi¢u hién
dom gian cta mot s {t gene quan trong. Vi du ndy ciing
gitip minh hoa cho kha nang clia DNA-microarray trong
viéc phan dnh dugc hé so biéu hién cla cdc gene trong
sudt cude doi cia mot co thé,

Bén canh vi¢e 1am sdng t6 mai trong tdc gilta cdc gene
vi cung cip cdc ddu maoi thong tin vé chiic nang gene,
DNA-microarray con ¢6 thé gép phdn lam tang cudng
hiéu biét vé cdc bénh ly khdc nhau va chi ra cdc phuong
php chdn dodn hay li¢u phédp diéu tri méi. Vi du nhu,
nhd viéc so sanh ki€u biéu hién ctia cic gene & kh6i mo
ung thu vii véi cdc khdi mo vii binh thudng da giip tim ra
cic phéc dd diéu tri hiéu qua va c6 ham lugng thong tin
cao hon. Cuéi cling, cdc théng tin tir cic phép thir vi day
DNA gitip cung cip m6t cdi nhin toan dién hon vé cich
toan bo cic gene tuong tic véi nhau dé hinh thanh nén
mot co thé va duy tri cdc hé thong séng cha ching.

Xac dinh chirc nang gene
Bing cich nao cdc nha khoa hoc ¢6 thé xdc dinh duwogc
chitc ning clia mot gene sau khi chiing da dugc tim thay
bang cic ky thuat da duoc mo ta dén day & chuong nay?
C6 &, cich phé bién nhat 12 1am bat hoat gene d6 va theo
doi hau qua trong t&€ bao hoic co thé. Theo mot hudng
vin dung nhu vay, dugc goi la phuong phap tao dot
bién in vitro, mot dot bién dac thu dugc tao ra trong gene
duoc nhan dong, rdi gene dot bién nay dugc dua vao mot
t€bao theo cdch 1am bat hoat (“knock out”) ban sao binh
thudng ciia gene d6 trong t€ bao. Néu dot bién duge dua
vio 1am thay déi hoic 1am hong chifc nang san phim cua
gene, thi kiéu hinh ctia t€ bao dot bién c6 thé gitip phan
anh chitc nang cta protein binh thudng da bi mat. Bang
viéc sir dung c4c ky thuat di truyén va phan tir vao nhimg
nim 1980, c4c nha nghién ctu c6 thé tao ra dugc nhing
chi chuot c6 bét cir gene nao bi bat hoat, nham nghién
cliu vai trd clia mbi gene d6 trong qua trinh pht trién va
& co thé trudng thanh. Mario Capecchi, Martin Evans, va
Oliver Smithies di dugc trao giai thudng Nobel Y hoc
nim 2007 cho nhitng thanh cong dau tién nhu vay. Mot
s6 dy 4n hién nay viin dang ti€p tuc duge trién khai nham
bat hoat moi gene trong s6 trén 20.000 gene ctia h¢ gene
chiigt. Nhitng né lyc ddy tham vong nay sé gidp ning cao
hiéu biét cha ching ta vé chitc ning cha cdc gene & dong
vat c6 vii. ) e AL
Mot phuong phdp méi hon 1am b.ﬁt hoat su biéu hién
clia gene dugc phét trién dua trén hién tuong RNA can
thiép (RNAi) dugc mo ta ¢ Chuong 18. Huéng thuc
nghiém nay sir dung cdc phan tur RNA soi kép duqc tong
hop hos hoc c6 trinh ty bt cap v6i mot gene nhit dinh

y

dé kich hoat sy phd huy ban phién ma RNA thong tin

ciia gene hoge dé e ché dich md. Dén nay, cong nghé
RNAi di duge sir dung thanh cong nham lam ngédn can
(“knock down”) su bi¢u hi¢n ciia nhimg gene ddc thi &
t& bao dong vat 6 wii, bao gém ca cdc 1€ bao ngudi nuoi
cAy, va dang duge dy kién tiép tuc thir nghiém trong diéu
tri mot s bénh nhat dinh & nguis, chang han nhu bénh
thodi hod diém vang ¢ mit. O mot s6 lodi khdc, chang
han nhut giun tron hay ruéi qua, RNAI d duge dung mot
cdch khé hiéu qua d€ phan tich chic ning cua cdc gene
trén qui mo rong. Trong mot nghién ciru, RNAI da duge
diing dé ngan can sy biéu hi¢n clia 86% cdc gene trong
giai doan ddu qué trinh phét trién phoi & giun tron, moi
gene vio mot thoi diém nhét dinh. Viéc phan tich kiéu
hinh ciia cdc cd thé giun phiét trién tir nhimg phoi ndy
di gitip cdc nha nghién cttu phan loai duge phén lén cic
gene vao cdc nhém dua theo chic nang. Kiéu nghién ctu
vé sur biéu hién gene & mic do toan h¢ gene nhu vay chic
chdn ngly cang trd nén phd bién trong cic nghién citu
tim hiéu vé tim quan trong cla cdc mo6i tuong tic giita
cdc gene trong mot h¢ théng chung - co s& cla sinh hoc
hé théng (xem Chuong 1).

Céc ky thuat va phuong phép thuc nghiém da dugc dé
cap dén day trong chuong ndy da gidp chdng ta hiéu nhiéu
vén dé lien quan dén cdc gene va céc chiic nang san phim
ctia chiing. Cédc nghién ctru vé DNA ngay cang dugc ting
cudng nhd su phit trién cta nhiéu ky thuat hiéu qua cho
phép nhan ban toan bo co thé da bdo. Mot muc tiéu cla
cong viec niy 1a dé thu duge nhimg loai t& bao dic biét,
goi 12 céc t&€ bao gbc, c6 kha nang phan bao va biét hod
thanh tét ca cdc loai mo6 khéc nhau. O c4p d6 nghién ciru
co ban, cdc t&€ bao géc cho phép cdc nha khoa hoc diing
céc phuong phip DNA di duge néu & trén dé nghién ciu
vé qué trinh biét hod cla céc t€ bao. O cdp do img dung
cao hon, cic ky thuat DNA tdi té hop c6 thé dugc ding
nhim lam thay déi cdc t€ bao gdc phuc vu trong y hoc
(d& diéu tri mot s6 bénh nhat dinh). Cdc phuong phap lién
quan dén viéc nhan ban cdc co thé va san xudt cic t€ bao
g6c 12 chii dé dugc néu & muc tié€p theo.

20.2

1. Gia sir ban tién hanh dién di trén gel mot miu DNA
hé gene duge phan 13p tir mot ngudi va da duoc xir
ly bing mét enzyme gidi han. Sau khi nhugm gel
véi thuéc nhudm lién két DNA, ban s& quan sét
thdy diéu gi? Giai thich.

2. Neéu vai tro cta su két cap base giita cic mach
acid nucleic trong cdc ky thudt sau day: thim tich
Southem, gidi trinh tt DNA, thim tdch Northern,
RT-PCR va phan tich microarray.

3. [CEMEINE Hay quan sét ban microarray &
Hinh 20.1, von 12 hinh dnh phéng dai tir ban
microarray & Hinh 20.15. Néu miu duge dinh
diu véi gbc phat quang mau xanh luc bit nguén
tir mo binh thudng, cdon miu duoc danh dau véi
goc phét quang mau do bét ngudn tir mo ung thu,
thi cdc diém mau xanh luc, mau do, mau ving va
mau den s& phan dnh tuong ting diéu gi? Trén co
s& phan tich kiéu biéu hién clia chiing, hiy cho
bi€t nhimg gene ndo ding quan tim khi nghién

citu vé loai ung thu ndy. I

Cau tra 1&i c6 trong Phu luc A
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Nhan pén cac sinh vat giup san
xuat té bao géc phuc vu nghién ctu
va cac ung dung khac

Song song vdi céc tién bo trong cong nghe¢ DNA| cdc nha
Khoa hoc cling da phét tri€n vi ngdy cing hodn thién hon
cdc phuong phdp nhan ban toan bo cde ca thé da bao tir
mOt 1& bao don 1€, Trong boi canh ndy, qué trinh nhan ban
tao ra mOt hay nhiéu co thé giong hét nhau vé di truyén
va giong vdi to thé “than sinh™ cho 1¢ bdo ddu tién. Qu4
trinh ndy thudng duge goi 13 nhdn bdn sinh vdr dé phan
bidt v&i qud trinh nhan dong gene va quan trong hon 13
phan biét v&i qua trinh nhan dong t¢ bao, tic 1a sir phan
bao ciia mot 1€ bio sinh san vo tinh thinh mot tap hop céc
t¢ bao giong hét nhau vé mat di truyén. (Dic diém cot 16i
chung ctia 1t ca cde qud trinh nhan dong va nhan bin 12
cdc san phim tao ra déu gidng hét than sinh vé di truyén.
Thuc t& thuat ngit nhan ban va nhan dong trong tiéng Anh
14 clone bt nguén 1 thudt ngit Hy Lap klon, c6 nghia Ia
“nhanh con™.) M6i quan tAm duong thoi vé cong nghé
nhan ban cdc co thé xuat phdt chi yéu tir tiém ning clia
k¥ thuat ndy trong viéc tao ra cic t€ bio gdc, tiic 1a cic t&
bao ¢6 thé tao nén nhiéu loai mo khic nhau.

Nhimg nd luc trong viéc nhan bin cdc co thé dong vat
va thuc vat duoc bit ddu khoang trén 50 nam trudc trong
cdc nghién ciru nhim tra 15 mot s6 cau hdi co ban. Vi du
nhu, cic nha nghién ctu mudn biét liéu tit ca cic t€ bao
trong mét co thé c6 cic gene giong nhau hay khong (mot
khii niém dugc goi 1a rinh nong duong ciia hé gene)
hoac liéu céc t€ bao c6 mét gene trong qud trinh biét hod
hay khong (xem Chuong 18). M6t cich dé tra 16i cac cau
hoi nay 12 quan st xem liéu mot t€ bao da biét hod c6 thé
tdi sinh thanh mot sinh vat hoan chinh hay khong - néi
cich khdc, liéu viéc nhan ban mot sinh vat c6 thé xay ra
hay khong. Chiing ta hay ban luin vé nhiing thi nghiém
ban du nay trudce khi tiép tuc xem xét cac tién bo duong
thdi trong cong nghé nhan ban céc co thé va cdc quy trinh
tao ra cac t€ bao goc.

Nhan ban thuc vat: nudi cdy cac té bao don lé

Nhimg thanh cong d4u tién trong nhan ban toan bo co thé
thuc vat xust phat tir cic t&€ bao don 1€ da biét hod hoan
toan vao nhimg nam 1950 bai E C. Steward va céc hoc tro
ctta minh tai Dai hoc Cornell, khi tién hanh cic nghién
ciu & ca rot (Hinh 20.16). Ho phat hién ra ring, cdc t€
bao biét hoa 1y tir ré (cay ca r6t) sau khi dugc nuéi trong
moi trudng c6 thé phat trién thanh nhiéu cay truéng thanh
binh thudng, mi cay déu giéng hét cay than sinh vé mat
di truyén. K&t qua nay cho thdy qu4 trinh biét hod khong
nhit thiét 12 nhimg thay déi khong thé ddo ngugc trong vat
chit di truyén (DNA). It nhat & thuc vat, céc t€ bao truong
thanh c6 thé “phén biét hod” va phit trién thanh moi loai
1€ bao c6 tinh chuyén hod cao ciia co thé, Nhimng t€ bao c6
kha nang nhu vay duge goi la c6 tinh toan nang.

Cong nghé nhan ban thuc vat ngay nay duge sir dung
rong rai trong san xudt nong nghiép. B6i véi mot s6 cay,
nhu cay phong lan, nhan ban vo tfnh da tré thinh phuong
phip sinh san duy nhat phuc vy thuong mai trong thyc té,
(3 mot s6 loai cay khac, nhan ban vo tinh duge ding dé
tao ra nhitng cay c6 céc dic tinh quy, chang han nhu kha
nang khdng mot bénh thyc vat nhét dinh. Trong thuc (€,
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Mot té bao thuc vat da biét hoa c6 kha néng phét
trién thanh cay hoan chinh khéng?

THINGHIEM Th( nghiém nam 1958, F. C. Steward va cic
¢ong su tai Dai hoc Cornell da kiém tra kha nang tao cly
hoan chinh ctia nhimg té bao tach rdi bat ngudn tir mét
¢ ¢a rét 33 biét hoa ddy du. '

LAt cat
© hgang
cu carét
/ ) |
Y ‘
Cécméu [ (
mbé2mg |
: I
[
—* —,- L |
J
Cacmiumd duge  Cactébao Cay dang phdi Cay con duoc !
nuéicdytrongméi  donlétrong  phét trién tit nuoitrén méi |
trudng dinh duéng;  dich huyén m¢t.té bao truéng thach }
Trong mbi trudng phubdtdiu  nudicdy. sau d6 dugc .
16ng, khudy déu phan chia. chuyén ra |
Iam téch cac té dat tréng. |
bao réi khéi nhau. .
-.-..?\ -
o
KETQUA Mot té& bao soma <@ W
(khong phai té bao sinh san) ‘
clia ca rét phét trién thanh ] ;

mot cdy ca rét trudng thanh
hoan chinh. Cay mdi nay la ban
sao di truyén (san phdm nhan
dong) ctia cdy me ban dau.

Cay trudng thanh \

KETLUAN  Cang nghé nhan ban thuc vat ngay nay dugc
st dung réng rai trong san xudt ndng nghiép. Dai vai
mot s6 cay, nhu cdy phong lan, nhan ban vé tinh da trg
thanh phuang phap sinh san duy nhat phuc vu thuong
mai trong thuc té. O mét sé loai cay khac, nhan ban vo
tinh dugc dung dé tao ra nhitng cdy c6 cac dic tinh quy,
chdng han nhu kha ndng khang mét bénh thuc vat.

NGUGN F.C.Steward et al, Growth and organized development
of cultured cells. Il. Organization in cultures grown from
suspended cells. American Journal of Botany 45: 705 - 708 (1958).

N&u méi t€ bao don chi ¢ kha nang phat
trién thanh mét loai mé chit khéng phai thanh mat cdy
hoan chinh, thl nhiing nha nghién cdu trén day c6 thé rat
ra két luan gi?

chinh ban ciing di c6 thé 1A mot nhi nhan béan thuc vat
néu nhu ban da timg tién hanh tréng mot cay méi xudt
phdt tir mot cinh cét hay canh chiét, thi ban di thuc hien
viéc nhan bin thyc vat roi ddy!

Nhan ban déng vat: Sur chuyén nhan té bao

Céc t€ bao dong vat da biét hoa cao nhin chung khong
phan chia khi nu6i cdy invitro, v khi nang phit trién
thanh céc loai t€ bao khdc nhau ciia mot co thé mdi cua
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chiing cOn 'ﬂ !um nhiéu. V1 vay, cdc nha nghién ciru ddu
ién da phdi su dung mot cdch ti€p can khéc dé trd 1 cAu
poi ligu cdc 1€ bdo dong vat di bi¢t hod ¢6 tinh todn nang
Khong. Nghi¢n etiu ctia ho durgre tién hanh bing céch loai
bo nhan ciia MOt & bao chira biet hod hoace da bict hod, rdi
thay th¢ n6 bing mot nhan ctia 1€ bdo di biet hod thong
quamot quy trinh duge goi 12 k¥ thudr rhu_w"n nhdn. Néu
nhin Cl'lq ( .h?u) cho da biét hod duy i dvrge tiém nang di
gruyén ddy i cua nd, thi n6 ¢6 thé diéu khidn su pht trién clia
& bdo nhan thanh 14t ¢ cdc mo va co quan ciia co thé.

Nhimg thi nghi¢m dau tien nhir vy duge the hién &
gch vdo nhimg nam 1950 béi Robert Briggs vA Thomas
King. vd sau d6 vao nhimg nam 1970 bdi John Gurdon.
Nhimg nha nghién ciu ndy da tien hanh chuyén mot nhan
r mot 1€ bao nong noc hoac phoi sang mot 1€ bao trimg
da duge Khir nhan (khong ¢6 nhan). Trong cdc thi nghié¢m
ctia Gurdon, cdc t& bao tniimg sau khi duge thay the nhan
thidmg duy tri duge Khi nang phdt trién thanh nong noc
binh thudng (Hinh 20.17). Tuy vay, 0ng ciing phat hién
ra ring tiém nang cua nhan duge chuyén trong viée diéu
khién qué trinh phét trién binh thudng ty 1¢ nghich véi
tudi cua t&€ bao cho: nhan cua t€¢ bao cho cang gia, thi ty
1é ndng noc phét trién binh thudng cang thap.

" T nhimg két qua nghién ctu ndy, Gurdon da két luan
ring mOt yéu 8 ndo d6 trong nhan chdc hdn da bién déi
khi céc € bao dong vat biet hod. O &ch va phén 16n céc
loai dong vat khic, tiém nang cia nhan ngay cang trg nén
han ché ciing véi qud trinh phdt trién cta phoi va biét hod
cac t€ bao.

Nh&n ban sinh san déng vat co vu

Ngoai nhin ban ¢ &ch, cdc nha nghién citu tit 1au ciing da
nhan ban thanh cong cdc dong vat c6 vii nhd st dung céc
nhan hay t€ bao tir cic loai phoi sém khéc nhau. Nhung
ngudi ta khéng biét 1a liéu mot nhan tir mot t€ bao da biét
hod ddy du c6 thé tii lap trinh dé trd thanh mot nhan thé
cho hay khong. Tuy vay, vao nam 1997, cic nha nghién
cltu ngudi Scottish da 1am t6n nhiéu gidy muc khi cong
b6 su ra doi ctia Dolly, mot con ciru duge nhan ban tir mot
con ciru me bing k¥ thuat chuyén nhan tir mot t€ bao da
biét hod (Hinh 20,18, xem trang sau). Cic nha nghién ctu
nay da giai biét hod cdc nhan t€ bao cho bing cich nuoi
cdy cic t€ bao dong vat c6 vi trong moi trudng nghéo
d{nh dudng. Sau dé, ho ti€én hanh dung hop nhiing t€ bao
nay véi cic té bao trimg ciru da khir nhan. T€ bao ludng
boi thu duge da phan chia dé hinh thanh céc cdu tric phoi
som; nhiing phoéi niy dugc cy truyén vao cdc co thé me
nuéi. Trong s6 vai tram phoi dugc cdy truyén, mot phoi da
phit trién hoan toan binh thudng, tir d6 sinh ra ciru Dolly.
_ Cic phan tich sau d6 cho thdy DNA nhiém sic thé
cia Dolly thyc sir giéng v6i DNA nhiém séc thé cla co
thé cho nhan, (Trir ngoai 1¢ 1a DNA ty thé ciia Dolly c6
ngudn géc tir co thé cho tritng.) Vao nam 2003, khi 6
tudi, Dolly méc mot ching bénh phéi phc tap von thong
thudng chi thdy c6 & nhimg con ciru nhiéu nam tudi va
ngudi ta phai Jam n6 chét mot cach nhe nhang. Cdi chét
s6m ciia ciru Dolly, ciing nhu chimg viém khép ma n6
déng thosi mic phai, da din dén nhiing nghi ngd cho rang
0 g6c do nao d6 nhimg té bao cia ciru Dolly khong manh
khoé nhu nhimg t€ bao clia mdt con ciru binh thuong;
diéu nay c6 thé phan 4nh mot sy tai 1ap trinh hod khong
hoan toan ciia nhan géc duge chuyén.
K& tir nam 1997, c4c nha nghién ciu ciing di nhan
ban dugc nhiéu loai dong vat c6 vi khéc, bao gom chudt,

% 2
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| Nhan tif mot t& bao ddng vat da biét hos c6 thé
| @iéu khién su phét trién cia mot co thé khéng?

THINGHIEM John Gurdon va cic cdng sy tai Dai hoc Oxford,
Anh, tién hanh pha huy nhan cia tning éch bing cach chiéu
tia UV. Sau d6 ho chuyén nhan tir t& bao phéi éch va néng
noc vao tnimg da khdr nhan,
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Phén 16n phét trién Phin Ién dimg phét trién
thanh nong noc trudc giai doan nong noc

Khi nhan dugc truyén bat ngudn tir mét té bao phéi som,
tuc 13 té bao c6 muc d6 biét hoa thap, thi phdn Ién cac
trimg sau khi nhan nhan phat trién thanh néng noc. Nhung,
néu nhan dugc truyén bt ngudn tir mét té bao rudt clia
ndng noc da biét hoa hoan toan, thi chi ¢d it hon 2% s6
trdng phat trién thanh nong noc binh thudng; phén I6n
tring con lai ding phat trién & cic giai doan sém hon nhiéu.

KETLUAN  Nhan tir té bao éch da biét hoa c6 thé diéu
khién qua trinh phét trién ctia nong noc. Tuy vdy, kha
nang nay giam dén khi muc d6 biét hod cua té bao cho
nhan ngay cang cao, c6 I& béi vi trong qua trinh nay da cé
nhimng bién déi dién ra trong nhan.

NGUGN J.B.Gurdon et al, the development capacity of nuclei
transplanted from keratinized cells of adult frogs, Journal of

Embryology and Experimental Morphology 34:93-112 (1975).

IECETEERA Néu méi té bao trong phdi & giai doan bén

t€ bao da dugc biét hoa dén mutc khong con tinh toan
nang, thi két qua thi nghiém & nhanh bén trai ctia so 6
trén sé nhu thé nao?

meo, bo, ngura, la, lon va ché. Trong phin 16n truong hop,
muc tiéu chia cdc nha nghién citu 12 tao ra nhimg ca thé
mdi; qud trinh ndy duge goi 12 nhdn bdn sinh sdn. Ti
nhimg thi nghiém d6, chiing ta da hoc duge nhiéu diéu
mdi. Vi dy, cic cd thé dong vat dugc nhan ban thudc
cung mot lodi khéng phai lic ndo ciing c6 hinh dang va
hanh vi giéng hét nhau. Trong moét dan bd dugc nhan
bin tir cing mdt dong t& bao nudi cdy, mot s6 con bd thi
dit dan trong khi nhimg con khéc thi d& quy phuc. Mot
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UNGDUNG  Phuong phap ndy dugc dung dé nhan ban
cac dong vat c6 vii ma cdc gene trong nhén clia con vat
nhan ban giéng hét vdi cdc gene trong nhan cua ¢4 thé
cho nhan.

KYTHUAT  pugc mé td & day 13 quy trinh duge dung dé
120 ra citu Dolly, ddng vat ¢6 vi dugce nhan ban thanh
cong d4u tién bat ngudn tir nhan ca mot té bao da biét
hod,

Cathé cho
té bao vu
(biét hod)

) Nhan dugc
" loai bd
Té bao tuyén
vii nubi cdy dugc
“bd d6i" mot phén,
dan dén chu ky té il
bao dimg lai va gay -
phan biét hoa. l

Nhan tu
té bao vu

@ Tébaosinh trudng l

trong nudi cdy
T
L,
E5ER Phoi som
S G2

© Céytruyénvao
tlf cung mot con
cuu thrba

Cltu me nudi

@ Phoiphat trién

 KETQUA
.Clu (“Dolly”) cé hé

gen giéng hét ca thé
cltu cho té bao v

X—

C4u truc di truyén cta con vat nhan ban |a giong hét c4
thé& cho nhan nhung khéc vdi ca thé cho tring ciing nhu
c4 thé me nubi. (Trong hinh trén, cliu cho tring va cliu
me nubi | clru “mét den Scottish” dugc vé véi mat mau

den.)
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A Hinh 20.19 CC, con méo dugc nhan ban diu tién, va c§
thé than sinh duy nhat cta né. Cau véng (trai) cho nhan @&
ti€n hanh quy trinh nhéan bédn va thu dugc CC (phai). Tuy vay,
hai con méo khong gidng y hét nhau: Cu véng ¢6 mau long
‘tam thé dién hinh vdi mot s6 mang léng mau vang trén bo
16ng va c6 tinh cach “ryt ré”, trong khi CC chi ¢6 16ng mau xim
xen l1an mau tréng va tinh tinh “vui nhén”,

vi du khdc vé hién tugng khong dong nhdt trong cic cj
thé duogc nhan ban 1a con meéo dugc nhan ban diu tien,
duge goi tén 12 CC (Hinh 20.19). CC c6 kiéu hinh long
kiéu tam thé (calico cat), giéng véi cd thé me clia minh,
nhung mau sac va cdch phan b mau thi khong gidng béi
vi sir bat hoat ngiu nhién cha nhiém sic thé gi6i tinh X ¢
c4c t€ bao trong qué trinh phét trién cha phéi (xem Hinh
15.8). Tuong tu nhu vy, cdc cdp sinh doi cung trimg &
ngudi, cling 1a nhimg ban sao nhan ban ty nhién, ciing c6
déi chiit khdc nhau. RG rang, anh huong cua moi truong
va nhitng hién tugng ngiu nhién c6 thé gitr vai trd quan
trong trong qud trinh phat trién.

Su nhan ban thanh cong nhiéu dong vat c6 vi da lam
tang tiém nang nhan ban con ngudi. Cic nha khoa hoc
tir mot s& phong thi nghiém trén the gidi da dat dugc
nhimg budc thanh cong dau tién. Theo cdch phd bién
nhit, nhan tir t€ bao ngudi di biét hod duge chuyén vao
t€ bao tring chua thu tinh da dugc khir nhan, roi trimg
duoc kich thich phan bao. Nam 2001, mot nhém nghién
cifu & Massachusetts dd quan sdt dugc mot s6 lan phin
bao sém trong nhimg thi nghiém nhu vay. Vai nam sau,
cic nha nghién cttu Han Quéc cong bo da nhan bin dugc
phoi t6i giai doan phoi sém, dugc goi la phoi bi. Thanh
cong trong cdc ky thuat nhan ban & ngudi ciing da day Ién
nhiing vin dé vé dao diic vén chua c6 tién l¢, khéi nguon
cho nhiéu tranh cai quyét liét. Su huy b cong bé sau do
ctia Han Quéc da cho ching ta c6 thém thoi gian dé nhin
nhan lai nhimg vén dé nay.

Cic van dé lién quan vdi nhan ban déng vit

Trong phén 16n cdc nghién ciu chuyén nhéin dén nay,
chi mot ty 1é nhé cdc phoi duge nhin ban c6 thé phit
trién binh thudng dén lic sinh san. Nhung ciing giong
ciru Dolly, nhiéu cd thé dong vat nhan ban biéu hién cic
khuyét tat. Ching han, nhiing con chuot nhan ban ¢ XU
huéng méc chimg béo phi, viém phdi, hong gan v chét
s6m. Cic nha khoa hoc cinh bdo ring ngay ca cdc dong
vat nhan ban tréng c6 v& binh thudng ciing nhiéu kha
nang mang cdc sai hong kho phat hién.
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Trong nhimg nam gin day, chiing ta da bt du tim
tuede 1im sdng 10 mot 6 nguyén nhan gitip gidi thich tai
sa0 hidu qui nhan ban dong vir thudmg thap, trong khi
nguy ca sai hong bt thudmg thi cao. Trong nhan ciia ¢
bho da bi¢t hod ddy di, mot nhém nhd che gene durge
bicu hi¢n, trong khi sy biéu hi¢n ciia nhimg gene khac
bi wte che. Sy dicu hod bifu hien gene ny thiimg dAn
d&n nhitmg thay d6i v& di truyén hoc bicu sinh trong cou
tric chiit nhiém siic, ching han nhr sy acetyl hod histone
hay methyl hod DNA (xem Hinh 18.7). Trong quy trinh
chuyén nhan, nhiéu sy thay ddi nhu vay cAn duoe déo
nguge o cdc nhan thude giai doan mudn hon trong céc 1&
bio cla co thé cho nhan doi véi céc gene duoe bidu hien
cling nht bi 1 ché, sao cho tuong ving véi giai doan déu
clia qué trinh phdt trien phoi. Cde nha nghién ctu da phat
hién ra rang DNA trong céc ¢ bao phoi ctia cdc phoi nhan
ban, gidng véi cac t&€ bio da biet hod, thuimg cé nhidu
mifc dO methyl hod DNA cao hon so véi cdc & bdo phoi
binh thudng (khong nhan ban) cla cing lodi. Diéu ndy
cho thay viée tdi 1ap trinh nhan clia co thé cho cin dén su
tdi ciu tric cha chat nhiém sic ¢ vé xdy ra khong triét
dé trong cdc quy trinh nhan ban. Do su methyl hod DNA
gitip diéu hoa bidu hién cla gene, vic vi trf methyl hod
trén DNA sai ¢ nhan t€ bdo cho ¢6 thé dnh hudng dén
ki€u biéu hién cia cdc gene cin thiét cho qué trinh phét
trién phoi binh thudng. Trong thyc t€, thanh cong cla
cdc nd Iuc nhan ban & dong vat phu thudc nhiéu vao viéc
liéu c4u tric chat nhiém sic trong nhan t&€ bdo cho c6 thé
phuc héi tré vé trang thdi clia mot t€ bao tnimg vira thu
tinh hay khong.

Cac t€ bao gdc 6 dong vat

Muc dich chinh nhan ban & ngudi khong vi ly do sinh
san, ma dé€ san xudt cic t€ bao géc phuc vu diéu tri cic
bénh & ngudi. TE bao gac 12 t€ bao khong biét hod tuong
d6i vira c6 kha nang sinh san khoéng han dinh vira c6 kha
ning biét hod thanh mot hay nhiéu loai t€ bao chuyén
hod trong cic diéu kién phit hgp. Nhu vay, céc té€ bao goc
vira c¢6 kha nang tu bé sung quédn thé cna chinh né vira
tao ra duoc cic t€ bao c6 thé di vao cdc con dudng biét
hoé khac nhau.

Nhiéu t€ bao phoi sém & dong vat mang cic t€ bao
g6c ¢6 kha nang biét hod thanh cdc t€ bao phoi & moi
giai doan khéc nhau. C4c t€ bao géc c6 thé phan lap dugc
tir cic phéi sém & mot giai doan duge goi 1a phoi nang,
hay tuong img & ngudi dugce goi 1a phoi bi (Hinh 20.20).
Trong nuo6i céy, cic 1é bdo goc phoi (ES) thudng sinh
san khong han ché va phu thudc vao diéu kién nuoi cdy,
chiing c6 thé biét hod thanh céc loai t€ bao khdc nhau,
bao gbm ca c4c 1€ bao tritng va tinh tring. ) y

Co thé trudng thanh cling c6 cic t€ bao goc; chiing
Jam nhiém vu thay thé céc t€ bao da biét hod khong con
khi nang sinh san khi c6 yéu ciu. Khong giong véi cic
ES, c4c 1&'bao goc trudng thanh khong 6 kha nang tao ra
moi loai 1€ bao trong cd thé, mic dir chiing ¢6 thé tao ra
nhiéu loai (€ bao khéc nhau. Vi du, mot trong cdc loai té
bao g6c c6 trong tuy xuong c6 thé tao ra 14 cd cdc loai té
bao m4u (xem Hinh 20.20); cdn mot loai khdc ¢ the biét
ho4 thanh xuong, sun, md, co v 1€ bao biéuhbi 16t thanh
mach mé4u, Mot diéu ngac nhién doi vGi nlnéq ngudi 2
& ndo ngudi trudng thanh ciing tim thay cdic t€ bao goc;
chiing ti€p tuc tao ra mot s6 loai 1€ bao ﬂ’lﬁn kinh nhdt
dinh trong ndo. Gén day, céc nhi nghién citu di cong b6

T&bao g8c phoi Tébao g6c truding thanh
Phéi sém cha ngudst & Tronq vi du nay,
gial doan ti phdi (tueng phan [3p tr tuy xuong
g vdi gial doan phdi i g
nang & déng vat ¢ va) {2 -

Cic té baa nay

Céc t& bao nay

cothd taora chicothétaara

tat ca cac loai mot 54 loai té

té bao phoi bao nhat dinh
Nuél cdy céc . wile e J
té bao géc o= o
C4c didu T, P T e

kién nudi e o L @oe o Ve g
khéac nhau \\./ M Y __,,/

.

Cac té bao gan Céc té bao Cac té bao méu
Cacloai té than kinh
bao biét hoa
khéc nhau ) ; ;'/
8, J

A Hinh 20.20 Nghién cifu cic té bao gdc. Cac té bao géc
doéng vat c6 thé dugc phan Iap tir phdi sém hodc tif cdc mo
truéng thanh, réi duoc nuéi cdy; ching tu duy tri d trang thai té
bao khéng biét hod tuong ddi. Cac té bao gdc phdi dé nudi han so
vdi cac té bao géc truang thanh va vé ly thuyét chiing ¢6 thé phat
trién thanh tdt cd cac loai t& bao khac nhau ctia mét co thé. Phd
loai té bao ma té bao g8c trudng thanh cé thé biét hoa dén nay
chua biét day du.

tim ra cdc t€ bao gbc & da, téc, mit va tuy rang. Mic du
cdc dong vat trudng thanh chi c6 mot s6 luong it céc té
bao goc, cidc nha khoa hoc da va dang tiép tuc tim cich
xdc dinh va phan lap dugc chiing tir cic mo, va trong mot
s6 truong hop, nuéi cdy ching trong phdng thi nghiém.
Trong diéu kién nuoi cdy phi hop (chang han, bing viéc
bd sung cdc yéu t6 sinh trudng dac thi), cic t& bao goc
nudi cdy tir cic dong vat trudng thanh c6 thé biét hod
thanh nhiéu loai t€ bao chuyén hod khic nhau.

Ciéc nghién ciru & t&€ bao gdc phoi ciing nhur & céc t€
bao gbc truong thanh 12 mot ngudn dir lidu gid tri vé qua
trinh biét ho4, ciing nhu ¢6 tiém nang ing dung I6n trong
y hoc. Muc tiéu cudi cing ctia nhimg nghién ciru nay 1a
cung cip céc t&€ bdo nhim chita cic cd quan bi hong hay
bi bénh: vi du nhu, cdc 1€ bdo tuy sin xudt insulin cho
ngudi bi bénh ddi thio dudng hay mot s6 loai t& bio thin
kinh nhat dinh cho nhig ngudi mic bénh Parkinson hay
mua giadt Hungtington. Cdc t& bdo gdc truong thanh & tuy
xwong tir lau da duge ding 1am ngudn cung cdp cdc t&€
bdo h¢ mién dich & cdc bénh nhan ma hé mién dich ctia
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ho b thidu nang hay suy yu do ede roi loan di truyén
hode do vide chidu xg trong diéu trj ung thr,

Tiém nang phit trién cta cdc 1 bdo gbe truimg thanh
bj han ché & mot s6 mad nhat dinh. Che 1€ bdo ES cé nhidu
tridn vong g dung trong y hoe hon so véi cdc 1€ bao gbe
tnamg thanh béi cde 1¢ bho ES 1a da tiém nang, nghia 1a
chidng c6 thé biet hod thinh nhiéu loai t¢ bo khéc nhau.
Tuy vy, cdch duy nhat dén nay c6 thé thu duge cdc t&
bho ES 12 thu nhn ching tir phoi ngudi; tuy vay, diéu nay
ciing gy nén nhitmg van dé vé chinh tri va dao ditc.

Cic 1 bdo ES hien nay thu duge tir céc phoi duge cée
bénh nhan diéu tri vo sinh hi¢n 1ang hodc tir céic 1¢& bdo
nudi cdy lau dai bat nguén tir cde & bo duge phan 14p tir
cdc phoi hién tang. Néu cde nha khoa hoe ¢6 thé nhan bin
phoi ngudi ti giai doan phoi bi, thi trong twong lai ho ¢6
thé str dung cdc ddng 1€ bdo dé nhu chc ES. Ngodi ra, véi
mot nhan ctia t€bdo cho tr mot ngudi méc bénh nhat dinh,
ho ¢6 thé tao ra cdc 1€ bdo ES dé diu tri phd hop vGi bénh
nhan mA khong bi h¢ mién dich ctia chinh anh ta hodc co
ta loai bo. Khi muc dich chinh cua qué trinh nhan bén 12
d¢ 10 ra cdc 1¢ bao ES phuc vu cho diéu tri bénh, thi qud
trinh 46 duoc goi 1A nhdn bdn li¢u phdp. Mac du ppén I6n
moi ngudi eho ring qué trinh nhan bén sinh sdn & ngudi
12 vi pham dao difc, song c6 nhiéu quan diém khdc nhau
vé dao dic sinh hoc trong nhan bin liéu phdp.

Viéc gidi quyét cdc bét dong xung quanh nhan bin
dong vat gdn day trd nén ft quan trong hon bdi mot s6
nghién citu méi cho thdy ¢6 thé thu nhan duge céc t€bio
ES bing céch quay lai dong ho sinh hoc & cdc t€ bao da
biét hod ddy du. Thanh céng ndy, sau khi vuot qua hang
loat céc kho khan, duge cong bd vio nam 2007 bi mot
56 phong thi nghiém nghién ciu trén c4c té bio da chuot
va sau d6 13 véi céc 1€ bao da & ngudi. Trong tdt ca cdc
trudng hop ndy, cdc nha nghién ciu déu tién hanh ding
céc retrovirus dé tai nap cdc ban sao b6 sung ctia bon
gene diéu hoa chii chét cua cdc “t€bao gbc” vao t&bao da
biét hod 12 t& bao da va chuyén thanh cong cic t& bao da
thinh céc t€ bao ES. Moi kiém tra sau d6 déu chi ra ring
céc 1€ bao sau khi phan biét hod, dugc goi 1a céc té'bao da
tiém nang gdy tao (iPS, induced pluripotent stem cells)
c6 thé thuc hién moi chifc ning nhu céc té bao ES. Viéc
hoan thién céc k¥ thuat d& diéu khién cdc t& bao iPS tr&
thanh cac loai t€ bao dic biét 1 mét linh vuc dang dugc
tap trung nghién cifu da thu dugc mot s6 thanh tyu budc
dau kha quan. Nhimg loai t¢ bao nay cu6i cing c6 thé
dugc dang 12 ngudn cung cap céc t€ bao “thay the” tuy
theo yéu ciu doi vdi ngudi bénh, ma khong cén su dung
céc 1€ bao trimg hay phoi, nhdy vay c6 thé gidi toa phin
16n cdc ¥ kién phan déi vé mat dao difc.

20.3

1. Néu ban nhan ban cay ca rét, tit ca cdc cdy con
(“dong”) thu dugc c6 giong hét nhau khong? Tai sao?

2. Tirnhitg hiéu biét hién nay, hay gii thich tai sao
ty lé phin trim ndng noc phat trién tir hai loai nhan
clia hai loai t€ bao cho trén Hinh 20.17 lai khong
giong nhau.

3. Néu ban 12 mot bic s§ va mudn sir
dung cic t& bao iPS dé diéu tri cdc bénh nhan déi
thdo dudng c4p tinh, thi c4n phat trién ky thuat

méi nao? I

Cau tra 13 cd trong Phy luc A,
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Ung dung thuc tién clia cong nghe
DNA anh hudng dén cudc séng
con nguoi theo nhiéu cach

Hién nay, gin nhu ngay ndo cong nghé DNA ciing xyj
hién trén cc ban tin thoi sy. Trong d6, phd bién hon ci I,
c4c chit dé méi va céc trién vong (mg dung cua né trong :
hoc, nhung d6 chi 12 mot trong nhiéu Tinh v khéc nhay,
ma cong nghé DNA va ky thuat di truyén c6 thé man,
lai lgi fch. ?

Cac tmg dung trong y hoc

Mot tmg dung quan trong clia cong nghé DNA la dé x4
dinh céc gene & ngudi ma nhimg dot bién lién quan dén
ching gay nén cdc bénh di truyén. Viéc phit hién ra cic
dot bién nity c6 thé gidp dinh hudng chan dodn, diéu tr;
va tham chi phong trdnh cdc diéu kién phat sinh bénh

Cong nghé DNA ciing gidp ching ta hiéu hon vé c4c
benh “khong phai 12 bénh di truyén™, tir tiéu duimg ch
dén AIDS, do cdc gene & ngudi cd anh hudng dén mic do
min cam d6i véi nhimg bénh ndy. Hon nita, hiu nhu 15
ca cdc benh déu lien quan dén sy thay déi mitc do biéy
hién ciia c4c gene trong cdc t€ bao bi 1ay nhiém va thong
thudng cé trong cdc té bao hé mién dich cia ngudi bénh,
Bing viéc sir dung céic phép thir vi diy DNA hodc mot s
k§ thuat khic cho phép so sénh su biéu hién cla cic gene
& m6 binh thudng va moé bi bénh (nhu minh hoa trén Hinh
20.1) c4c nha nghién ctru hy vong sé tim thay cdc nhom
gene dugc “bat” hoac “tat” & nhimg bénh dic thu. Nhimg
gene nay va san phdm cla chiing c6 thé 1a nhimg dich tic
dong trong qud trinh phong bénh va chira bénh.

Ché&n doan bénh

Cong nghé DNA da m& ra mot chuong méi trong [inh
vie chdn dodn cdc bénh truyén nhiém, dac biét 1a vige
ting dung céc ky thuat PCR va cdc mu do acid nucleic
dé theo doi céc tic nhan gy bénh. Vi du: do trinh tu h¢
gene RNA ctia virus HIV da biét r6, nén ky thuit RT-
PCR c6 thé dugc diing dé nhan ban va dong théi phit
hi¢n ra RNA ctia HIV trong cdc mdu mau hay mo sinh
phim (xem Hinh 20.13). RT-PCR thudng la cich tot nhat
dé phat hién mot tic nhan 1ay nhiém khé phit hién.

Cic nha y khoa git day da c6 thé chan dodn hing trim
r6i loan di truyén & ngudi bang viéc ding PCR vdi cic cap
moi c6 gene dich lién quan dén cic réi loan di truyén nay.
San pham DNA sau PCR dugc gidi trinh tu dé phit hién
c6 hay khong cic dot bién gay bénh. Trong sd cic benh
gy ra do gene dot bi€n & ngudi c6 bénh hong ciu hinh
liém, mdu khé dong, hod xo nang, mia giat Huntington
va loan dudng co Duchenne. Cic ca thé c6 nguy co mic
nhimg chimg bénh nay thudng cé thé dugc xdc dinh trudc
khi cdc triéu chimg bénh xut hién, tham chi ngay tir trudc
khi sinh. PCR ciing c6 thé dugc dung dé xdc dinh cic cd
thé khong biéu hién bénh, song mang allele lan cé nguy
co gy bénh; trong thuc t€, PCR da thay thé phuong phip
thim tich Southern cho muc dich chdn dodn nay.

P6i v6i mot s6 rdi loan di truyén, cdc nha y khod
c6 thé phét hién ra mot allele gay bénh bit thuong bang
viéc kiém tra cdc ddu chudn di truyén c6 lién két gin véi
allele gay bénh. Dau chudn di truyén 12 sy bién di ci
mot trinh tv DNA c¢6 trong quén thé; trong pham vi mot
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gene, bi¢n di ctia tinh tr chinh 13 ¢ <& hinh thAnh cdc
allele kKhic nhau, Ciing giéing nhir cée t1inh 1 ma hod.
DNA thudce viing khong ma hod tai mot locus dac thi
grén moOt nhidm sac thé giita cde ¢ thé ¢6 Ihé khic nhau
Joi chit vé trinh tr cac nucleotide. Mite do bién di tron
trinh tf DNA duge goi 1 ede dang da hinh cha n6 (bat
pgudn tr ticng Hy Lap c6 nghia 12 “nhiéu dang™).

Trong s6 cdc dau chudn di truyén duge ding phé
bién nhat & cic quin thé ngudi 13 cde bieh di (dot bien)
dom nucleotide. Cdc dot bien don nucleotide dirge tim
(hdly trong quin thé véi tan s Ur 1% trd 1én duge goi 1A
cic da hinh don nucleotide, hay SNP (doc 1a “snip™).
Cic SNP xudit hién trong h¢ gene ngudi vdi mat do trung
binh khoang tir 100 dén 300 cdp base véi mdi SNP va
ching dugc tim thay ¢ ca cdc viing ma hod ciing nhir céc
viing khong ma hoi cia h¢ gene. (Nhu sé duge dé cdp &
Chuong 21, hé gene ciia ching ta ¢6 99% trinh tu khong
¢ vai trd ma hod protein.)

Mot s6 SNP lam thay ddi trinh ty nhan biét cua
enzyme gi6i han, chiang han nhur trudng hop khéc biét don
nucleotide giita cdc allele quy dinh chudi B-globin ctia t&
bao hong ciu binh thudng va t¢ bao hdng cdu hinh liém.
Nhimg bién di nay 1am thay d6i kich thuéc cdc doan cit
gidi han dugc tao ra sau khi DNA dugce xit Iy véi enzyme
(xem Hinh 20.10). Kiéu thay déi trinh tu nhu vay, c6 thé
xudt hién trong ving mé ho4d hoic khong ma ho4, duoc
goi 12 da hinh d¢ dai cidc doan gi6éi han - RFLP (doc
tit 1a “Rif-lip™). Tir khoang 30 nam trude, cdc nha khoa
hoc da mo ta céch ding ky thuat thdm tich Southern dé
phdt hién ra cic RFLP; qua d6, RFLP dugc nhan ra la
mot d4u chudn di truyén hiéu qua. D& phat hién ra cic
SNP, khong nhat thiét phai giai trinh tu DNA clia nhi€u ci
thé; hién nay, c6 thé phat hién dugc cic SNP bing viéc sir
dung phuong phip PCR hay cic phuong phép phan tich
microarray ¢6 d6 nhay rit cao.

Nhung bing cich nao cidc RFLP va SNP c6 thé gidp
ching ta chin doin mot r6i loan di truyén? Sy c6 mit
cua mot allele bat thudng c6 thé dugc chin doan véi mic
do6 chinh xdc ding ké néu nhu mot ddu chuian SNP lién
két chat v6i né dugc tim thay (Hinh 20.21). Cic allele
gay bénh mia giat Huntington va moét s6 bénh di truyén
khic ban dau dugc phat hién chinh bdi c4ch gidn ti€p nay
thong qua cdc ddu chudn RFLP. Néu nhu gene va ddu
chuén lién két du gén, thi kha ning trao doi chéo gilta
gene va d4u chudn nhiéu kha nang khéng thé xay ra trong
qua trinh phit sinh giao tir. Vi vy, gene va diu chuén s&
luon duge di truyén ciing nhau; du cho dau chuén khong
phai 12 mot phan ciia gene. Nguyén tic nhu vay dugc 4p
Gung cho t4t ca cic ddu chudn,

DNA

Allele binh thudng

Allele gdy bénh

A Hinh 20.21 Céc da hinh don nucleotide (SNP) |2 cic diu
chudn di truyén vé cac allele gay bénh, So dé nay minh hoa
Cac doan DNA tuong déng ti mot gia dinh ma mét s thanh
vién m&c mét bénh di truyén. Trong gia dinh nay, nhing thanh
vién khoé manh ¢c6 T & mét locus SNP nhat dinh, Néu mot
thanh vién trong gia dinh c6 C & locus d6, thi xéc suit c4 thé d6
ddng thei mang allele gdy bénh la rt cao. (Trén hinh chi minh
hoa mot mach déi véi méi phan ti DNA)

Liéu phap gene 6 nguoi

Li¢u phép gene, nghia Ia k§ thudt dua gene vio trong mot
co thé mic bénh vi muc dich trj lidu, c¢d tiém nang to Idn
trong viée chita tri cdc rdi loan do mot sai hong don gene
gy ra. V& Iy thuyét, mor allele binh thuimg thudc gene
bi hong ¢6 thé durge cai vao t& bao soma ciia mé bi ¢6 sai
hong d6.

Pé gene li¢u phdp trd nén én dinh trong cdc t€ bao
soma, cdc (& bao ti€p nhan allele binh thuimg phai Ia
cdc 1€ bdo ¢6 kha nang phan chia sudt dai sdng cd thé.
Céc 1€ bao tuy xuong bao gdm ca céc 1€ bao gdc tir d6
hinh thanh nén tat ca cdc (€ bao mau va hé mién dich Ia
cdc tmg cir vién ti€p nhan gene li¢u phdp phit hgp. Hinh
20,22 phic thao mot quy trinh chuyén gene liéu phip vio
mot ngudsi ma 1€ bao tuy xuong cua ngudi do khong con
kha nang tong hgp mot loai enzyme thiét yéu cho su sGng
gay ra do mot sai hong don gene. Bénh thiéu ning mién
dich két hgp nghiém trong (SCID) la mot bénh c6 nguyén
nhan gay bénh giong nhu vay. Néu qud trinh chuyén gene
lieu phdp thanh cong, té bao tuy xuong cla nguoi bgnh Sé
bat ddu téng hop nén loai protein bi thiéu va ngudi bénh
duoc citu sOng. .

Quy trinh dugc vé trén Hinh 20.22 da dugc sur }iung
dé tién hanh thit nghiém liéu phdp gene trong diéu tri

Gene dugc
nhan déng
Cllele binh Vo
eratsa. ! @ Caiban phién m3 RNA cia alen

phién ma RNA cua a
',‘,gﬁ';?,f,gf \\ ,’ binh thudng vao retrovirus.
bénh)

RNA virus

” @ Dé retrovirus 1y nhiém té bao
2 \ / tdy xuong dugc phan lap tf

Vo capsid ;¢ NQUGi bénh va nudi cay.

clia retrovirus \ )

© DNA virus mang alen binh
thuang cai vao nhiém sac
thé ctia té bao tuy xuong.

Té béo/\- =
tdy xuong
clia nguoi
bénh

@ Tiém t€ bao da dugc bién doi
di truyén vao ngudi bénh.

A Hinh 20.22 Liéu phap gene sif dung vector retrovirus.
Mat loai retrovirus da bién ddi trd nén vo hai dugc dung lam
thé truyén (vector) trong quy trinh liéu phap gene strdung

kha ndng cla retrovirus dé cai mét phién ban phién DNA tif hé
gene RNA clia né vao DNA nhidm sic thé ctia té bao chii (xem
Hinh 19.8). Néu gene ngoai lai do vector retrovirus van chuyén
dugc biéu hién, thi t& bao nhan gene va cic thé hé té bao con
ctia nd sé chiia san phim clia gene va bénh duoc chia tri.
Nhiing t€ bao sinh san sudt cugc doi, nhu cc t€ bao tuy xuang

chang han, 13 nhiing t& bao dich Iy tudng dung cho liéu phap
gene.
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bénh SCID. Trong mot thit nghi¢m bit ddu & Phip vao
nam 2000, mudi em bé mic bénh SCID duge dicu tri
bing mot quy trinh liéu phdp gene ging nhau, Chfn bénh
nhan trong s6 d6 c6 biéu hi¢n tién trién tich cure ro rang
trong thivi gian hai nam sau d6, 1A mot bing chiing thanh
cong ddu tien khong thé choi cii ciia li¢u phdp gene. Tuy
vlly, sau d6 ba bénh nhan bi mic chimg bénh bach cdu.
Trong mot thi nghi¢m gén day hon & chudt, sy thay the
fuong tif ciia gene furong déng ndy & chudt din dén nguy
ca mac cdc bénh bach huyét (con goi 1d méu tring hay
ung thir méu) cao. Nhimg két qua ndy cho thily mot chire
nang ndo A6 clia gene con chura biét ddy du c6 thé 1a
nguyén nhan gay bénh. ) - )

Li¢u phép gene ciing dat ra mot s6 chu hoi khdc vé
mat k§ thudt. Ching han, 1am the ndo dicu khién duge
hoat dong clia gene thay the d¢ 1€ bdo ¢6 the téng hop
duge mot lugmg phit hop sdn phim cia gene vao diing
thivi diém va diing vi tr? LAm sao chiing ta ¢6 thé khing
dinh duoc vide cai gene thay the vao h¢ gene khong gay
hai cho céc chife nang khdc ciia t€ bdo? Khi nhimg hiéu
biét vé cdc yéu 16 didu hod trén DNA vd m6i tuong téc
gilta cdc gene ngiy cang sdng to, thi cde nha nghién citu
s¢ ¢6 thé tra 101 duge nhimg ciu hoi nhu viy.

Bén canh nhiing thich thite vé mat kg thut, liéu phap
gene cdn day 1én mot s6 van dé vé dao die sinh hoc. Mot
s quan diém phé phdn cho ring su can thiép vao céc
gene & ngudi di bing cdch ndo ciing 14 trdi ludn thudng
dao 1y. Quan diém tng ho thi lai cho ring khong c6 sy
khéc biét can ban nio gitta viéc chuyén céc gene vio cdc
1¢ bao soma so véi viéc chuyén chiing vio céc co quan
cua co thé.

Liéu phip gene dugc thuc hién trén cic t&€ bao sinh
duc v6i hy vong c6 thé stra chita cdc sai hong trong cic
thé hé twong lai ciing ddy 1én mot s6 vin dé vé dao dic
sinh hoc. Ky thuat di truyén gid ddy da dugc thuc hién
thudong ngay véi chuot thi nghiém, va cdc vin dé vé mat
ky thuat lién quan dén liéu phdp gene & ngudi réi sém
muon sé dugc giai quyét. Vay, trong trudng hop nao thi
chiing ta nén 1mg dung liéu phdp gene & céc dong t€ bao
sinh duc? Liéu diéu nay cé chic chin din dén su hién
thuc ho4 ciia thuyét wu sinh, tiic 12 nhimng n6 luc c¢6 ¥ 1am
thay ddi két cau di truyén & cc quén thé loai ngudi? Tir
vién canh cta sinh hoc, su loai bd hoan toan nhimg allele
khéng mong muén khoi von gene c6 thé 1a loi bat cap
hai. Bién di di truyén 12 mt yéu t6 cin thiét gitip cho mot
loai c6 thé song sot ciing voi thoi gian va vugt qua dugc
cac bién c6 thay déi ciia moi truong. Cic allele c6 thé
gay hai trong mot s6 diéu kién nay nhung lai tré nén c6
lgi trong nhimg diéu kién khac (mot vi du chinh la allele
quy dinh hong cdu hinh liém, dugc dé cap & Chuong 14).
Liéu chiing ta da sin sang vdi c4c nguy cd tao nén nhiing
bién déi di truyén co thé gay hai cho su ton tai cia loai
ngudi trong tuong lai khong? C6 thé chiing ta s€ phai d6i
mat s6m véi nhimg cau hoi nay.

Cic loai dugc phdm

Cong nghiép dugc phdm thu lgi dugce nhiéu tir céc ti€n bd
trong cac nghién ctru di truyén hoc va cong ngh¢ DNA
khi chdng dugc tng dung d€ phét trién cdc loai dugc
phim hiéu qua trong diéu tri bénh, Tuy theo ban chat
chia san phim, c4c duge phdm c6 thé dugce t6ng hgp hoic
bing c4c phuong phép hod hitu co hodc bing cong nghé
sinh hoc.

Téng hop cac phan tir nhé 1am thudc Mot su phit trién
thii vi g4n day Ia viéc t6ng hgp nén cdc phan tir nho dugc
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thiét k& nhim chira tri mOt s6 bénh ung thu nhat din, p;
vidc itc ché su biéu hién chiic nang clia mot logi Prmcr!g
thiét yéu cho sy tén tai clia cdc t€ bao ung thu, Mot dm”!
chat, ¢6 tén 12 imatinib (biét duoc 1a Glcgvcc), 6 ban Ch'er[
12 mot phan tir nho e ché hoat dong cta enzyme king,,
tyrosine thy thé dac hi¢u (xem Hinh 11.7). Sy bidy
qui mitc ctia thy thé ndy, gy ra boi mot chuyén
nhiém séc thé, 1a nguyén nhan co bian gdy nén benh
thu bach c4u thé tuy tnromg dién (CML; xem Hinh |5.|7;“
Cdc bénh nhan méi @ giai doan qzm cla hénh CML, néy
duge didu tri bang imatinib c6 biéu hién thuyen gidm gy,
nhir hodn toan ddi vdi cdc tri¢u chimg ctia bénh ung thie
ndy. Cic loai thudc ¢6 kiéu hoat dong twong w ciing ¢
duge diing thanh cong trong diéu tri mot vai dang cta ¢4,
benh ung thu phéi va ung thu vii. Hudng nghién ciu n,
chi kha thi d6i vai cdc dang bénh ung thu ma co ché phyy,
tir da duoc hiéu biét tuong doi ddy du.

Céc san phim duge phdm c6 ban chat protein cd the
duge san xufit & quy mo 16n bang viéc sir dung cic 1& hiq
hoac cdc co thé sinh vat hoan chinh. Hién nay, nuoi cgy
t& bao duge sir dung rong rii hon.

San xuét protein bang nubi t& bao Trong phin diu cig
chuong ndy, chiing ta da dé cap dén cong nghé DNA vj
cdc hé thong biéu hién gene dé san xudt mot luong lan
cdc protein ma trong ty nhién v6n chi ton tai & lugng nho,
Cic 1€ bao chi dugce sir dung trong nhiing h¢ théng nhy
vy c6 thé duoc céi tién dé c6 thé tiét ra mot loai protein
ma chiing téng hop nén, qua d6 lam don gian hod qui
trinh tinh sach san phdm bdi cdc phuong phép hod sinh
truyén théng.

Trong s6 cdc dugc phidm ddu tién dugc “san xuit”
theo cdch dé c6 insulin va hormone sinh trudng cia
ngudi (HGH). O My, khodng 2 tri¢u bénh nhan dii thio
dudng phu thugc vao insulin trong phéc dé diéu trj bénh.
Hormone sinh trudng clia ngudi cin duge b sung cho
nhimg difa tré mac chiing bénh lan sau khi sinh do thigu
luong HGH phu hop. Mot dugc phdm quan trong khic
duoc tao ra bang ky thudt di truyén la y€u 6 hoat hoi
plasminogene ctia m6 (TPA). Néu bénh nhan dugc ding
TPA sau mot con dau tim, thi dugc chit nay c6 thé giip
ho tan cdc cuc mdu vén va giam cic nguy co dot quy
sau nay. .

Cic t€ bao nuoi cdy ciing c6 thé dugc dung dé sin
xuit c4c loai vaccine thiic ddy hé mién dich bao vé co thé
chong lai cdc tdc nhan gay bénh dac thu (xem Chuong
43). Mbi tac nhan gay bénh thuong c6 mot hodc mét so
protein bé mat gay ddp img mién dich chong lai né. Loai
protein nay duoc tao ra béi cong nghé DNA tdi t6 hop c6
thé hoat dong nhu vaccine chéng lai tic nhan gay beénh.
Theo mot hudng khéc, k§ thuat di truyén c6 thé duge
ding nham lam bién doi hé gene cilia cdc tdc nhan sinh
hoc gay bénh, qua d6 tao ra cic dang tic nhin gay bénh
bi suy yéu (gidm dong luc); chiing duge ding nhu cdc
vaccine “song”.

Cac “nha may” ddng vat va thyc vat san xust protein
lam thudc. Trong mot s6 truomg hop, thay vi sir dung cic
hé théng t& bo invitro dé tao ra mot lugng I6n cdc sin
phdm protein, cdc nha dugc hoc ¢6 thé sir dung nguyén
mot ¢ thé dong vat hoan chinh. Céc ky thuit ma ho st
dung da dugc chiing ta néi béng gi6 khi dé cap dén kha
nang tién hanh cdc k¥ thuat di truyén & céc t& bao sinh duc
cua ngudi, nhung & day chiing dugc thuc hig¢n & dong vat
chi khpng phdi & nguoi. Bang viéc sir dung cdc phuong
phdp ndy, cdc nha khoa hoc c6 thé dwa mot gene tir mot
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cthéed ki€u gene ndy vio h¢ gene ciia mot co thé khic,
fhong thuimg 1d & mot lodi khdc, Céc thé dong vat nhr
vy duge gol Ia dong vat chuyén gene. D¢ thue hién
Junge viee do, ddu tien ho ti€n hanh thu tig tir mot con
c4i i lodi nh.’)n\gcnc I"l'S{l ti¢n hanh thu tinh trong Ong
aghiém. Dong thivi ho tieh 113111!1 nhin dong gene mong
muon 14y h‘r}'u the ch_n' gene. Sau d6, ho tiem DNA di
duge nhin dong tnfe GiEp vao nhan ciia céc ¢ bao tnimg
vira thy tinh. Mot s 1¢ bao tiép nhin DNA ngoai lai, duge
oi 14 gene bién nap, vdo he gene clia chiing ddng thdi
c6 thé bi€u hi¢n dwoe nhimg gene ndy. Cde phoi sau khi
Ji bign i di truyén duge cdy truyén vido mot ca thé me
auoi. Néu phoi phit trién binh thudmg thi s¢ thu duge mot
dong VAt chuyén gene mang gene ctia mot “than sinh”
(hit ba, cd the ndy ¢6 thé tham chf thude mot lodi khic.

Néu gia thi¢t gene bién nap ma hod cho mot loai
rotein c.’h) vai lugng 16n, thi cde dong vat chuyén gene
ndy €6 thé phuc vu nhur cde “nhd mdy"” sin xudt duge
phim. Vi du, mot gene bi¢n nap ma hod cho mot protein
méau ngudi 1d antithrombin ¢6 thé duge cii vio hé gene
cia dé theo céich ma sdn phdm cha gene bién nap duge
(iét vao sira ctia con vat (Hinh 20.23). Protein ndy sau dé6
duoc tinh sach tir sira, thudong thudn tién hon so vdi tir cdc
t€ bao nudi ciy. Cic nha nghién cifu ciing da tién hanh
cai tién cdc con ga chuyén gene nhim sin xufit duge mot
Juong 16n san pham cla gene bién nap c6 trong trimg ga.
Céc cong ty cong nghé sinh hoc cling di can nhéc c4c dac
tinh cia méi loai dong vat dé lua chon chiing cho cong
nghé di truyén. Vi du nhu, dé sinh san nhanh hon so véi
bd, va c¢6 thé thu duoc nhiéu protein tir sita dé hon so v6i
sita clia cic loai dong vét c6 vi khéc c6 t6c d¢ sinh san
nhanh hon so vdi n6, chiang han nhu tho.

Cic protein ciia nguoi duoc tao ra tir cic nha may thu6c
dong vat chuyén gene dugc ding cho ngudi cé thé khac
biét véi cdc san pham protein ma ngudi truc ti€p san sinh,
c6 thé 12 do nhimg bién déi khong dé& phat hién dién ra
trong qué trinh hoan thién protein. Do vay, nhing protein
ndy c4n dugc kiém tra cin than trudc khi khang dinh
nhimg protein nay (hodc céc nguon nhiém khdc tir gia stic)
s¢ khong gay ra cdc phan img di ing hodc céc tic dung
khong mong muén & c4c bénh nhan sir dung chung.

Theo mot hudng méi, cong nghiép dugc dang bit ddu
phét trién cac loai cay “san xuat thu6c”, tuong tu nhu cdc
dong vat “san xuat thudéc”. Mac dii trong tu nhién tir lau
cdc loai thuc vat da duogc ding rong rai nhu cic nguén

A Hinh 20.23 Dé nhu mét “nha may thudc”, Con dé bién

i gene ndy mang mét gene mé hod protein méau clia ngudi
13 antithrombin, va n6 cé thé tiét protein nay vao sfa. Nhiing
bénh nhan m4c bénh di truyén hiém gép thiéu protein nay
thuting méc chiing méu vén cyc trong cdc mach méu ca ho.
Nhér d& dang tinh sach tir sfa dé, protein nay dang dugc thi
nghiém nhu mét dugc phdm chéng méu vén cyc.

duwge lieu, nhimg gidr day cdc nha khoa hoc dang tao ra
céc cdy c6 thé dng hop nén céc protein ciia ngudi dé
ding trong y hoc va céc protein cla virus dé lam vaccine.
Nam 2007, Co quan Quén 1§ Thudc va Thue phdim My
(FDA) da thong qua mot k& hoach tréng gidng lda mang
céc gene ma hod cho protein sifa trén mot dién tich 3.000
mAu Anh (mdi miu = 0,4 ha) & Kansas. Protein thu dugc
¢6 thé duge diing nhu thue phdm bé sung nude trong di€u
tri bénh tiéu chay ¢ tré em, mot can bénh nghiém trong 0
céc nude dang phat trién,

Bang chimg phap y va tang thu di truyén

Trong céic vu 4n hinh sy, cic dich co thé hoac cdc manh
mo nho c6 thé bi bd s6t trén hién truémg hodc trén quin
40 hoic tai san ¢4 nhan clia nan nhan ciing nhu hung thu.
Néu nhu lugng mau, m6 hay tinh dich thu duge di 16n, thi
cdc phong thi nghiém phép y c6 thé x4c dinh duge nhém
mdau hodc mo dua trén viéc sir dung cdc khing thé dé phit
hién ra céc protein bé mat dic hiéu cia ching. Tuy vay,
nhimg phép thir niy thuomg cin mot lugng miu tuong doi
Ién va cdc miu thu duge phai con tuoi mdi. Ngoai ra, do
nhiéu ngudi thuoc cing nhém mau va mo, nén phuong
phdp ndy thudmg chi gitip loai b6t cac nghi can, chit khong
diing 1am béng chimg két toi thuyét phuc duoc.

Ngugc lai, phép thit DNA c6 thé gidp xdc dinh mot
nghi can 12 tdi pham v6i mirc d chéc chan cao, do trinh
tur DNA clia mdi ngudi 12 dic thit duy nhét (trir trudng
hop sinh doi ciing trimg). Cdc ddu chudn di truyén bién
d8i trong quin thé c6 thé dugc dem phan tich & mot
ngudi nhat dinh dé xdc dinh mot tap hop céc ddu chpin
di truyén dac trung duy nhit clia ngudi d6, hay goi tat la
tang thu di truyén. Thuat ngit nay duoc cdc nha phip y
ua diing hon “d4u van tay DNA”, c6 1€ bai vi ho thuong
quan tim nhiéu hon dén cdc khia canh di truyén clia cic
d#u chudn nay chit khong phai chi Ia kiéu hinh cic bang
dién di dic th dugc tao ra trén gel, gidng nhu “ddu van
tay”, dé c6 thé nhan biét dugc bang mat. Cuc dicu tra lién
bang My (FBI) bat ddu tng dung cong nghé DNA trong
phép y ké tir nam 1988 béng viéc sir dung phép phan tich
RFLP két hgp v6i thim tach Southern déP tim su giéng
nhau va khdc nhau giita cic mau. So véi cdc phuong phip
trude d6, phuong phép nay chi cin mot lugng cic miu
méu va mo rdt nho, chi cdn khoang 1.000 t€ bao.

Ngay nay, cic nha phap y tham chi con sit dung mot
phuong phdp nhay hon trén co s& tinh bién di vé do dai
clia cdc ddu chudn di truyén duge goi I3 cc trinh tu ngdn
lap lai keé tiép (STR). Day 1a nhimg don vi 13p lai ké tiép
nhau, moi don vi 1ap lai gdm tir2 dén 5 nucleotide, & nhig
vung dic thd trong hé gene. S6 luong cua don vi lap lai ¢
nhimg ving ndy c6 mifc d6 bi€n dong 16n (c6 tinh da hinh
cao) giita nhiing ngudi khic nhau. Ching han, mét c4 thé
c6 theé ¢6 trinh tu ACAT lap lai 30 ldn & mot locus trong
h¢ gene, trong khi d6 mét cé thé khdc & locus ndy chi c6
18 1an 13p lai clia trinh ty ACAT. Bing sit dung cic cap
moi dugc ddnh dau v6i cdc géc phat huynh quang c6 mau
khdc nhau, ngudi ta ¢6 thé nhan dong cdc STR nhat dinh,
r6i sau d6 phan tich chiing bing dién di. Do khong c4n sit
dung phuong phdp thim tich Southem, nén phuong phap
ndy nhanh hon so v4i phan tich RFLP. Va nhd ¢ budc
PCR, phuong phdp ndy c6 thé sir dung ngay ca khi chat
lirgng DNA tinh sach khong cao hoac khi lwong miu thu
duoc rdt nhd. Mot mdu moé chi cin chita khoang 20 t& bao
c6 thé 13 di cho viéc nhan dong bing PCR.

Vi dy nhu, trong mot vu trong dn giét ngudi, ngudi ta
¢6 thé dung phuong phdp ndy dé so sinh miu DNA thu
duge tir ke bj tinh nghi, ciia nan nhan véi mot luong méun
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nho thu duge tai hién tndmg. Cdc nha phédp y chi cin
kidm tra mot phin nhd DNA ctia h¢ gene - thudmg 1 13
locus STR. Mac diy vy, chi céin lugng nho cde dau chudn
ny ciing da cung cap mot hé so di truyén phép y hi¢u
qua, bdri vi khd nang hai ngudi khdc nhau (tnr trneomg hop
sinh doi cling timg) ¢6 ciing mot 1p hop céc ddu chudn
STR giong hét nhau hau nhur chdc chin khong thé xady ra.
Mot du én duge tien hanh béi mot 16 chire phi lgi nhudn,
©6 1én goi 12 Dy &n Vo 10i, nhim tim ra cdc vu két dn oan
sai @ M§, da ding k¢ thuat phan tich STR vdi céc miu
méu trong tAng thu thu dwge tai cde hien trudmg vu dn d¢
xem xét lai cdc vu 4n cii. PEn nam 2006, 18 ngudi vo 10i
di duge gidi phong kKhoi nha i trén co s cde bang chimg
phéap y va phép 1y clia dy 4n ndy (Hinh 20.24).

Tang thu di truyén ciing con ¢6 the duge dung cho
mot s6 muc dich khic nira. Ching han, viéc so sinh DNA
ciia mOt ngudi me, mot dira tré vd mot ngudi cha nghi
vin ¢6 the gidp ket ludn vé ngudi cha dé thyc su cua
dia tré. Doi khi, vide xdc dinh huyét thong nhu vy ¢6 §
nghia lich sir: Chinh tang thu di truyén di cung cip bang
chitmg cho thy Thomas Jefferson (Téng théng thi 3 clia
My) hoac mot trong nhimg ngudi dan Ong sinh ra Ong (b6
hoic ong noi) 1a cha ctia mét trong nhiing difa con clia
6 ngudi hiu ciia 6ng c6 tén 1a Sally Hemings. Tang thu
di truyén ciing gitip xéc dinh cdc nan nhan trong cdc vu
tai nan hodc thién tai gay tir vong hang loat. M6t nd luc
nhu vy 16n nhat dén nay da dugc thuc hién 1a sau vy tdn

(a) Nam 1984, Earl Washington bj
két an tir hinh do pham tgi hiép
dam va giét Rebecca Williams
vao nam 1982. An tir hinh anh
ta sau dé dugc gidm xudng n
chung than vao nam 1993 do
6 nhitng nghi ng& maéi vé cac
bang ching. Bén ndm 2000,
ky thuat phan tich STR duoc
thuc hién bdi cac nha khoa hoc
phap y phéi hgp vai Du én Vo
t6i da khdng dinh ro rang la
Earl Washington vé can. Hinh
nay la anh chup Washington
ngay trudc ngay anh dugc tra
tu do vao nam 2001, tuc la sau
17 nadm bi cAm tl1 oan.

Ngudn mau Diuchudn ' D3uchuin D4&uchuin
STR1 STR2 STR3
Tinh dich dé lai 17,19 13,16 12,12
trén nan nhan
Earl Washington 16,18 14,15 : 11,12
Kenneth Tinsley 17,19 13,16 12,12

(b) Trong phén tich STR, céc ddu chudn STR chon loc trong mau
DNA dugc nhan dong bing PCR, réi cac sén pham PCR dugc
phan tach trén gel dién di. Quy trinh phan tich s& cho biét c6
bao nhiéu l4n don vi I3p lai xudt hién tai mdi locus STR clia
mau. Moi ngudi déu c6 hai allele tai moi locus STR, trong dé
mbi allele chia mét s6 nhat dinh don vj 1ap lai. Bang s6 liéu trén
cho théy s8 don vi I3p lai tal ba locus ddu chudn STR khac nhau
¢6 trong ba mau phan tich, gém mau tir tinh dich dé lai trén
nan nhan, mu cta Earl Washington va mau tif mét ngudi dan
dng khéac c6 tén |a Kenneth Tinsley cling la mét tU nhan song bj
két an vi toi khac khong c6 lién quan. Nhing sé liéu nay cling
nhiéu s liéu STR khac (khdng néu & day) da gitip minh oan cho
Washington déng thdi lam Tinsley phai thd nhan da pham toi
giét Rebecca Williams. )

A Hinh 20.24 K§ thuat phan tich STR d3 gltp minh oan va
gidl phéng mét ngudi vo tdi khdi nha tu,
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cong khiing bé Trung tam Thuong mai Thé gigi g My
nam 200]:gh(m 10.000 miu sinh pham c()%m lai myh‘fg"
trromg ciia cde nan nhan da duge luu giir va so sinp :,“
cde mAu DNA thu duge tir d8 ding ¢d nhan, vi du nhy b;"
chﬁi dédnh rang, cia cdc nan nhan duoge gia dinh éung c&n
Bang cdc phuong phép ndy, cdc nha phip y di nhan danp'
thanh cong 3.000 c4 thé. T
Vay, do tin cay cla tang thu di truyén nhu thé nyg
Khi s6 ddu chudn duge kiém tra trong mot miu DN
cang nhiéu, thi do tin cdy vé viéc khdp mot ting thy ;
truyén vdi mot cd nhan nhat dinh cing cao. Trong diéxz
tra hinh sy, viéc phan tich déng théi 13 dau chudn SR
¢6 xdc suft dé hai ngudi khdc nhau 6 tang thy di truyé,
giong hét nhau sé roi vao khodng gitta mot trong s6 1) ¢y
(10"'%) d&n mot trong s6 vai nghin ty nguai. (Dé so q;inhy
chiing ta biét dan s6 thé gi6i vao nam 2007 la khoing ¢ ¢
ty ngudsi). Xdc suat chinh xdc s& con phu thuoc vig
s6 cha cic ddu chudn nay trong quin thé. Thong tip vg
mitc do phd bién ctia céc ddu chudn trong cic ching 1,
ngudi khdc nhau ciing ¢6 § nghia quan trong, bai vi 14,
s6 cia cdc dfiu chudn nay c6 thé bién dong ding ké gig,
cdc nhém chiing toc nguoi khéc nhau, ciing nhu giita my
chiing toc nguoi nhit dinh vdi toan bo quin thé chupe
Khi s6 liéu vé tin s6 céc allele cang ddy di va phong phg
cdc nha phdp y cang c6 céc s6 liéu tinh todn vé xdc szt
théng ké chinh x4dc hon. Nhu vdy, mic dit vin c6 thé ¢4
nhimg sai s6t (16i clia con ngudi) khi phan tich tir cic di
liéu khong ddy di hodc tir cac bang chimg thi€u xac thyc,
song tang thu di truyén hién nay nhin chung duge cong
nhan 12 nhimg bing chimg c6 tinh thuyét phuc cao béi
cic chuyen gia phap Iy ciing nhu céc nha khoa hoc.
Lam sach méi truong
Theo mot xu huéng ngly cang tang, kha nang dang chi y
ctia mot s6 chiing vi sinh vat c6 thé chuyén hod cic hop
chit hoa hoc cang dugc khai thic nhiéu hon vao viéc xu
Iy cdc 6 nhiém moi trudng. N€u nhu ciu cin cho sinh
truong ciia nhig vi sinh vat dé can trg viéc chiing c6
thé duoc sir dung truc tiép, thi cdc nha khoa hoc c6 thé
chuyén cdc gene quy dinh kha ning chuyén hod c6 gid
tri ciia chiing vao cic loai vi sinh vat khdc; nhimg vi sinh
vt chuyén gene mdi duge tao ra nay s& dugc dung dé
xir ly cdc van dé moi truong. Vi du, rit nhiéu vi khudn
c6 thé chiét xuat dugc cdc kim loai nang, nhu dong, chi
vA niken tir moi trudng séng cua chiing va két hop nhimg
nguyén t6 kim loai nay vio cdc hgp chat nhur sulfate dong
hay sulfate chi; tit nhimg trudng hop ndy, cic nguyén 0
kim loai c6 thé dugc thu lai mot cdch dé dang. Nho vay,
cdc vi sinh vat dugc cai bién di truyén ¢ thé trd nén
quan trong trong cong nghiép khai khodng (dac biét 0
cic mo da duoc khai thic gin can kiét) déng thoi ching
gitip 1am sach cdc chat thai doc hai con lai tir hoat dong
khai khodng. Cic nha cong ngh¢ sinh hoc ciing dang c0
géng cai bién di truyén cac vi sinh vat c6 kha ning phan
gidi cdc hop chat hydrocarbon chifa clo ciing nhu cdc hop
chat gy hai khédc. Nhimg vi sinh vat nay c6 thé ducc
diing trong cdc nha mdy xir Iy nudc thdi hodc trong cac
co sd cong nghiép khic ma céc chat thai & d6 cin dugc
xtr ly trude khi thai ra méi trudng.

_Theo mot cdch tmg dung cong nghé sinh hoc “C_d
dién” hon, cic dang nhién liéu sinh hoc c6 nguén goc
tir cdc loai cdy tréng nhu ngo, dau tuong va sin, dudc
ding 1am ngudn nhién liéu bd sung hodc thay thé cho cic
dang nhién li¢u hod thach. Trudng hop ndy khong nhat
thiét lién quan dén ky thuat di truyén. Dé c¢6 thé tao 1
“ethanol sinh hoc”, tinh bot dugc cay trong tong hop
nhién dugc chuyén hod thanh dudng, tir day chiing dudc
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len men boi vi sinh vat mot qud trinh twrong ty ciing ¢6
(hé tao ra “ddu diesel sinh hoc™ xudt phét tir du thue vat.
(i hai dang san phnn} ndy déu c6 thé tron v xnué hodc
dang rieng 1am ngudn nhién licu cho cde phuong tién
van tdi. Nhimg ngudi & xuit y tieimg ndy thi cho ring
cic dang nhién licu sinh hoc nhar vay ft anh hudmg dén
moi trutmg hon so vai cde nhién liéu hod thach: tuy vy,
mot 80 y Ki€n khéc thi khong ddng tinh vi cho ring 4nh
mromg tOng the doi véi moi tnrdmg khi tréng nhimg 1oai
¢dy ndy s& Iém hom nhién liéu hod thach.,

Ung dung trong ndng nghiép

“ic nhd kKhoa hoc dang 1i€p tuc nghién ctu 1am sdng td he
gene cia cde lodi vt nudi va ¢y trong quan trong tron
nong nghi¢p. Trong moOt s6 nam qua, ho di ¢6 nhiéu n
lre st dung cong ngh¢ DNA nhdm cdi thi¢n nang suat
nong nghiép.

Nganh chan nubi

Cic cong tdc chon, tao va nhan gidng dong vat, hay nganh
chan nudi, da khai théc tinh bién di va tdi (8 hop di truyén
tr nhién qua nhi¢u the ky. Nhu ching t6i da néu & trén,
cong nghé¢ DNA cho phép cdc nha khoa hoc tao ra cdc
dong vat chuyén gene gitip tang nhanh hiéu qua cha cic
cong tdc chon, tao va nhan giéng vat nuodi. Muc tiéu cla
viéc tao ra cdc dong vat chuyén gene ciing giéng nhu muc
tiéu cua cdc qud trinh chon, tao gi6ng dong vat truyén
thong, chang han nhu, d€ tao ra nhimg con ciru ¢6 chat
luong long t6t hon, hodc Ion ¢6 nhiéu thit nac hon, hodc
mot giéng bo s6m thanh thuc sinh duc. Mot vi du la cic
nha khoa hoc ¢6 the xdc dinh va nhan dong mot gene gitip
tang cudng phat trién cla co (co 12 thanh phén chinh trong
thit ma chiing ta an) & mot gia siic nao dé, réi chuyén né
sang gia stic khdc, hay tham chi chuyén sang ciru.

Tuy vay, cdc van dé chang han nhu giam kha ning
sinh san hay tr& nén man cam hon véi cdc tic nhan gy
bénh khong phai hi€m gap & cdc dong vat chuyén gene
mang cic gene bi€n nap tir ngudi hay céc loai dong vat
khic. Sitc s6ng va viéc cham séc sitc khoé vat nubi 12
nhimg vin dé quan trong cdn quan tam khi phat trién céc
gidng dong vat chuyén gene.

Ky thuét di truyén o thuc vat

Céc nha khoa hoc nong nghiép da dugc thién nhién “ban
tang” nhiéu.loai cay tréng mang céc gene quy dinh cdc
tinh trang mong muén, chang han nhu chin cham hay
khing bénh. Mot dic diém ndi bat 12 nhin chung cic do6i
tuong thuc vat thudng dé cai bién di truyén hon so véi cic
déi tugng dong vat. V6i nhiéu loai cdy tréng, mot t€ bao
hoac mo6 duy nhat dugc nuoi cay trong moi trudng c6 thé
phat trién thanh mot cay trudng thanh (xem Hinh 20.16).
Vi vay, cic thao tic di truyén c6 thé tién hanh & céc t&€
bao soma binh thudng va cic té bao nay sau dé duoc sir
dung dé tao nén mot co thé (cay) hoan chinh mang cic
tinh trang mdi. . ,

Vector dugc sir dung phé bién nh4t dé chuyén céc gene
mdi vio c4c t€ bao thuc vat 1a mot loai plasmid c6 tén goi
1a Ti plasmid c6 nguén goc tir vi khudn dat Agrobacterium
tumefaciens. Plasmid nay c6 kha nang két hop mot phin
doan DNA ciia n6, dugc goi 12 T-DNA, vao DNA nhiém
sic thé cia c4c t€ bao cay chi. DE dung lam vector, cic
nha nghién citu sir dung “phién ban” plasmid da dugc bién
ddi nham 1am mat kha nang gy bénh (khong con giong
V6i dang kiéii dai) déng thoi da duge cdi bién mang gene
mong mu6n nim giita hai viing bién clia doan T-DNA.
Hinh 20.25 ph4c thao mot phuong phép sir dung Ti plasmid

S T IPIUONED

e e B

Dung Ti plasmid tao cdy tréng chuyé

UNG DUNG . C4c gene quy dinh cdc tinh trang c6 gié tri,
nhu khang sdu, khang thudc diét cd, chin cham, va ting
gié tri dinh dudng, ¢6 thé dugc chuyén tir mot gidng hay
mot lodi sang mdt gidng hay mét loai khac nha st dung
vector Ti.

KY THUAT

@ Tiplasmid dugc
phan 13p tir vi khudn
Agrobacterium
tumefacfens. Boan
plasmid két hgp vao
hé gene cla té bao chii
dugc goi la T-DNA

Agrobacterium tumefaciens

© Gene ngoai lai c6 gia Vi tri cat

trj dugc cai vao gilta cua enzyme \@

viing T-DNA bsng cach ~ 9idi han

sttdung phuong phap

dugcmo td g Hinh 204, iggme— T-DNA

DNA mang gen
dugc quan tam
l

Ti plasmid YRS

taité hgp =

© Céacplasmid tai t6 hop
¢6 thé dugc bién nap
vao té bao thuc vat nudi
cdy nhd xung dién.
Hodc, cac plasmid dugc
chuyén trd lai vi khudn
Agrobacterium, réi dung
dich huyén phu chura
vi khudn nay dugc cho
lay nhiém vao |4 cla cac
cdy c6 khd nang bién
nap cao. Khi plasmid ctia
vi khudn da xam nhap
duoc vao té bao thuc
vat, thi T-DNA clia n6 sé
két hop vao DNA nhiém
sdc thé cta té bao.

__KETQUA | Cactébao
mang gene bién nap c6
thé ti sinh thanh cay
hoan chinh biéu hién
tinh trang mdi dugc quy
dinh b&i gene bién nap.

Cdy trong c6
tinh trang mai

dé tao cay chuyén gene. Cic nha khoa hoc 6 thé chuyén
cdc Ti plasmid tdi t6 hgp vao t€ bio thuc vat nhdy xun

di¢n. Theo mét cdch khac thi plasmid tii t6 hop c6 thé
dugc chuyén nguoc trd lai Agrobacterium; réi chiing vi
khudn mang plasmid tdi t6 hgp ndy dugc tién hanh lay
nhiém vao cdc t€ bio thue vat dang duge nuéi ciy hoic
1ay nhiém tryc tiép trén cdc ciy cé mic dé min cim cao.
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K¢ thudt di truyén dang nhanh chéng thay thé céc
chuong trinh chon, tao giong truyén thong, dic biét doi
vGi cdc tinh trang c6 gid tri cao, vi du nhu khéng sau bénh
hay thudc di¢t co, néu chiing dwge quy dinh bdi mot hodc
mot s6 ft gene. Cic cy trong bién d6i di truyén mang
gene ctia vi khudin cho phép chiing khéng thudc di¢t co
¢6 thé sinh trudmg t6t trong khi cc loai co dai lai bi ticu
diét, hojc cdc cAy trong khdng duge véi cdc lodi sdu hai
s¢ gitip giam nhu céu st dung thudce trir sdu hod hoc. ¢
An DY, nhd viee cdi mot gene chiu man ¢6 ngudn goc
tr mot giéng xodi moc ven bién vio h¢ gene ctia mot 6
giong lia nén cde cdy lda ¢6 thé sinh tnromg duge trong
diéu kién nude c6 ham lugng mudi cao hon ba ldn so vdi
nude bién. T chirc khoa hoc thye hi¢n nghién ciru nay
ude lugng khodng 173 dién tich dat duge wéi nude co do
man cao do viée sir dung vA tu6i qué mite cde loai phan
hod hoc, 12 mot nguy co d6i véi ngudn cung cip luong
thue. Vi vly, cfc cAy trdng c6 kha nang chiu man s co
gid tri trén toan thé gidi.

Ky thuat di truyén con c6 tiém nang I6n gidp cdi thién
gid tri dinh dudng ciia cdc lodi cdy trong. Chang han, cic
nha khoa hoc di pht trién dugc mot giong lda chuyén
gene tao ra cdc hat gao miu vang chita B-carotene ma
co thé chiing ta sit dung dé tdng hop vitamine A (xem
Hinh 38.18). Giong lia “vang” ndy c6 thé giip phong
chong chimg thi€u hut vitamin A xay ra véi mot nira din
s6 the gidi von phu thudc vao gao 1a ngudn luong thue
chinh. Hién nay, mét s6 16n tré em & viing Dong Nam A
dang mic chimg thi€u hut vitamin A c6 thé din dén suy
gidm thi lyc va tang mic d6 min cdm véi mot s6 bénh
1y khéc.

Cac van dé vé an toan sinh hoc va dao dur lién
quan dén cong nghé DNA

Nhimg quan ngai ddu tién vé cdc nguy co tiém tang lién
quan dén cong nghé DNA tdi t6 hop huéng vio kha nang
phat sinh nhimg mim bénh nguy hiém méi. Chang han
nhu, diéu gi s& x4y ra néu nhu nhiing gene cilia cic t€ bao
ung thu dugc chuyén vao vi khudn hodc virus? D€ phong
tranh nguy co phat sinh cic vi sinh vat doc hai nhu vay,
cic nha khoa hoc da xay dung mot ban huéng dan vé
quén ly an toan sinh hoc va da dugc théng qua ¢ My va
mot s6 nudc. Mot bién phap an toan sinh hoc 12 tap hgp
cdc quy trinh ky thuat phong thi nghiém nghiém ngat
duoc thiét k& dé bao vé cdn bd nghién ctu khoi nguy co
bi lay nhiém bdi c4c vi sinh vat duge bién déi di truyén
va dé ngan ngira kha ning ching phat tin khoi phong thi
nghiém. Ngoai ra, cic ching vi sinh vat dugc ding trong
cong nghé DNA tii t8 hop thudng dugc bién déi trd nén
“suy yéu” vé di truyén nhdm dam bao viéc ching khong
thé s6ng trong diéu kién ngoai phong thi nghi¢m. Cudi
cung, mot s6 loai thi nghiém nhét dinh c6 nguy co nguy
hiém cao bj cAm trién khai hoan toan.

Ngay nay, phin 16n m6i quan ngai clia cong ching vé
c4c nguy co gay hai c6 thé khong phdi 1a vé c4c vi sinh
vat t4i 16 hop, ma vé céc co thé bién doi di truyén (GM,
genetically modified organisms) dugc ding lam thyc
phdm, Theo nghia rong, mot co thé GM 1a co thé dugc
chuyén gene nhan tao tir mot loai khéc hodc tham chi tir
mot giong khic trong cung lodi. Vi du nhu, mot gidng cd
héi duoc bién déi di truyén bing cdch tién hanh chuyén
mot gene ma hod hormone siph trudng hoat dong manh,
Tuy vAy, phin 1én cdc co thé GM déng gbp vio nguén
thuc phim ciia chiing ta hién nay khong phai 1a dong vat,
ma 12 c4c loai cdy tréng.

422 PHAN3  Ditruyén hoc

Cic cy trong GM phd bién nhat & My, Achenting .
Brazil; tdng cong dién tich trong cdy GM & ba nyge n;a
chigm trén 80% téng di¢n tich trong nhimg giong cay
tréng nhu vay trén toan thé gidi. O My, phin I6n c4e cay
ngo, dau twomg va cdi ddu canola 1a cic cay tréng big, ddy‘
gene, va cdc san phdm GM tir nhimg cdy trong nay khonI
cin dén nhan. Tuy vdy. cdc loai thuc phdm tuong 1y vz
dang 1iép tuc 12 chii dé tranh cdi 0 chau Au, noi mgl'cuﬁ'f
“cdch mang” vé GM gap phai nhiéu ¥ kién phdn da; Mar];
mé. Nhidu ngudi chau Au quan ngai vé tinh an toan Clig
thuc phdm GM va hau qua co thé gay ra bai viéc trong ¢4
ciy tréng GM. Ddu nam 2000, cdc nha thuong thuyg tir
130 quéc gia (gém ca My) di dong ¥ vGi ban Nghi djpp,
thu vé An toan sinh hoc doi hoi cdc nha xuat khiu ph;;
xéc dinh rd cdc co thé GM c6 trong cdc 16 hang thyc phip,
xudt khdu, déng thoi cho phép cdc quéc gia nhap khdy g
xiic dinh liéu cdc san phdm GM c6 nguy co gay hai cho s
khoé hay moi truong hay khong. Ké tir do, thinh thoing
cdc nuée chau Au lai tir ch6i nhip khau cay tréng tir My
vi cdc nuée khic, din dén céc tranh chip thuong my;
Mic dit chi c6 mot s6 lugng nho cdc cdy GM hign dilr'IE.
duge tréng & chau Au, nhung sy tiéu thu nhimg san phim
tir chiing trén thi trudong thuong that bai, va “tuong [ai”
clia cdy tréng GM & chau Au dén nay con chua r5 rang.

Nhimg ngudi ung ho quan diém phai than trong vei
cdc cay trong GM lo ngai ring cdc cay trong chuyén gene
c6 thé truyén cdc gene mdi clia chiing vao cic dang cay
hoang dai trong vung 1an can. Chang han, chiing ta bié
ring c4c loai co va céc cay hoa thio thudng trao ddi cic
gene véi cic dang ho hang hoang dai cua chiing qua qui
trinh giao phin. Néu cic ciy trong dugc chuyén gene
khing thuéc diét co, khdng sdu hoac khang bénh, giao
phin v6i mot ciy hoang dai, thi thé h¢ con cia chiing
c6 thé trds thanh “cdc siéu ¢6” co6 thé phdt trién rit kho
kiém sodt. Mot nguy co tiém tang khic, do mot nghién
ciru trong phong thi nghiém chi ra, 1a mot gene bién nap
ma hod cho mét protein trir sau lai c6 thé 1am cho cay
san sinh ra nhimg hat phin giy doc déi v6i mot s6 loai
buém. Tuy vay, cac nha khoa hoc ciing véi Co quan Dich
vu Nghién ctru Nong nghiép da két luan tir mot diéu tra
trong vong hai nam ring cac loai buém khong thé phoi
nhiém véi céc hat phin téi mic giy doc dugc.

Péi v6i nguy co giy hai cho sitc khoé con ngudi
clia cdc cdy GM, mot s6 ngudi lo so ring cic san phim
protein ctia gene bién nap c6 thé din dén cdc phan ing di
tmg. Mic du c6 mét s6 biang ching vé diéu niy, nhung
nhimg ngudi iing ho cic cdy GM cho ring nhitng protein
nay c6 thé duoc ki€m tra truée nhim trdnh tao ra cic san
pham gay ddp uing di ing.

Hién nay, céc chinh phii va co quan quén 1y trén toan
th€ gi6i dang trin trd v6i viéc 1am thé nao vira thic day
viéc tmg dung cong nghé sinh hoc trong néng nghiép,
cong nghiép va y hoc, vira dam bao cho viéc cdc san phim
va quy trinh méi duge tao ra an toan. O My, nhimg ung
dung cong nghé sinh hoc nhu vay duoc dinh gid vé nguy
co an toan sinh hoc bdi cdc co quan quan 1y khac nhav,
bao gdm FDA, Co quan Bdo vé Méi truong (EPA), Vién Y
hoc Quéc gia (NIH) va Bo Nong nghiép. Ngoai ra, nhimg
co quan quan ly ndy cling véi cong chiing con phai can
nhic cic khia canh dao difc ctia cong nghé sinh hoc.

Nhimg ti€n by cia cong nghé sinh hoc gi ddy cho
phép ching ta c6 thé gidi trinh ty hoan toan hé gene
ngudi va nhiéu loi sinh vat khic, qua d6 qung cap mot
kho thong tin khéng 16 vé cic gene. Chiing ta c6 the hol
nhimg gene nhét dinh khdc nhau nhu thé nio giita €3¢
loai, ciing nhir cdc gene va cu6i ciing 14 céc hé gene da
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iién hod nhur (he ndo trong qué trinh phét trién cia sinh
gidi. (DAy I nhimg chit dé s¢ duge dé cp dén & Chrong
21.) Cang lic d6, toe 4o ngdy cdng tang va gid thanh ngay
chng ha trong céc k§ thudt xdc dinh trinh ty h¢ gene cla
mdi ca thé ngudi lai lam ndy sinh cdc cAu hoi vé dao dire
sinh hoe. Ai s€ ¢6 quyén durge theo doi thong tin di truyén
ciia mot ngudi Khic? Thong tin d6 nén duwoc sit dung nhu
(h¢ ndo? Li¢u he gene cua mOt ngudi ¢6 tréy thinh mot
& 10 xic dinh ticu chudn tuyén dung lao dong hay bio
h¢ cu the hay khong? Céc moi quan ngz_li vé mat dao dirc
ciing nhu cdic nguy co doi vdi site khoé va moi trnuomg ¢6
(h& 1am chdm mot s6 hurdng tmg dung clia cong nghé sinh
hoc. Cling luon ¢6 mot nguy co rang cdc quy trinh quan
Iy qud hd Khac s€ 1am cdn (rd cde nghien citu co bin va
cdic lgi ich tiém nang ctia né. Tuy vdy, sitc manh clia cong
nghé DNA i t0 hop vi Ky thudt di truyén - nghia 1a kha
pang cia ching ta trong viée 1am bién ddi nhanh chong
cfic 10di von da tién hod qua nhiéu thién nién ky - ciing
ddi hoi ching ta phai trién khai mot cdch than trong va
¢6 tinh nhan van,

TOM TAT CAC KHAI NIEM THEN CHOT

TN 20. 1

Nhan dong DNA nham thu dugc nhiéu ban sao ciia mét

gene hoac cac doan DNA khac (tr. 396 - 405)

P Nhan dong DNA va (ing dung cia né: Khdi qudt Nhan
dong DNA va cic k¥ thuat khdc, duge goi chung 14 cong
nghé DNA, duoc diing dé thao téc va phan tich DNA nhim tao
ra cdc san phim va cdc co thé c6 nhitng dic tinh hitu dung méi.

P Sitdung enzyme gidi han dé tao DNA tai té hap Cic
enzyme gidi han clia vi khuén cit cic phan tir DNA thanh
céc doan ngén tai c4c trinh ty nucleotide dic hiéu va thudng
120 ra mot tap hop cic doan DNA sgi kép c6 cdc ddu dinh
mach don. Cic ddu dinh trén cic doan DNA ldy tir mot
ngudn c6 thé bat déi bd sung véi dau dinh trén doan DNA
tir nguén khéc; DNA ligase c6 thé tao lién két ndi cic
doan vdi nhau tao nén cdc phan tir DNA téi t6 hop.

P Nhan dong gene ciia sinh vat nhén thuc bing
plasmid vi khuin

\ Céc doan DNA tif DNA hé gene,
Vector "7 hodc cDNA, hodc tif cdc ban sao DNA
= thu dugc ty PCR

Cat bdi cing enzyme gidi han,
trén va néi

000

Plasmid DNA tai t6 hgp

I 20.4

1. Ui diém ctia viée sir dung cdc 1€ bao goc trong liéu

phdp gene la gi?

2. Liétkeé it nhat ba dac tinh khdc nhau ma cay tréng
bién ddi gene c6 thé c6 duge thong qua k§ thuat di
truyén.

I Néu ban 1a mot bic s§ va c6 mot
bénh nhan ¢6 triéu chimg nhiém virus viém gan
A. Tuy vy, c4c triéu ching ldc dn lic hién, va
ban khong phit hi¢n duge protein virus trong
mdu b¢nh nhan. Biét rang virus viém gan A 12
mot virus RNA. Hay cho biét phan tich nio trong
phong thi nghiém c6 thé gitp chdn dodn chinh

xdc? Gidi thich cdc két qua c6 thé thu duoc.
Cau tra 16i c6 trong Phu luc A. I

k]
-

Cic plasmid t4i 8 hop dugc chuyén trés lai c4c t€ bdo chi; cic
t& bao chi phan chia hinh thanh nén céc dong t€ bao. Tap hop
cdc dong t€ bao nhu vay duge luu giir goi 12 thu vién gene.

P Biéu hién cac gene cia sinh vat nhan thuc sau khi da
duogc nhan dong Mot s6 kho khan vé mat ky thuat d han
ché su biéu hién clia cic gene sinh vat nhan thuc sau khi da
duge nhan dong trong t& bao chi vi khudn. Viéc sir dung cdc
t& bao sinh vit nhan thuc nuéi cdy 1am t€ bao chi va sir dung
nhiém séc thé nhan tao cia nim men (YAC) 1am thé truyén
(vector) gitip khac phuc cdc van dé trén.

P Khuéch dai DNA trong diéu kién invitro: Phan itng
chudi trung hgp (PCR) PCR ¢6 thé tao ra nhiéu bin sao
ctia mot doan DNA dich nhd sir dung cic mdi bit déi bé
sung véi hai doan diu cia trinh ty dich va enzyme DNA
polymerase chiu nhiét.

I 20. 2
Coéng nghé DNA cho phép nghién ctu trinh ty, su biéu
hién va chirc nang clia gene (tr. 405 - 411)

P Dién ditrén gel va tham tich Southern Cic doan DNA
duge cdt bing enzyme gi6i han c6 thé phan tich dugc bing
dién di trén gel. Cic doan dic thit ¢6 thé nhin biét bing thdm
tdch Southem nhd diing cdc mau do duge dénh diu c6 trinh
tut DNA lai duoe v6i DNA duce ¢6 dinh trén “mang thim
tich” ctia gel.

P Gidi trinh tw DNA Cic doan DNA tuong d6i ngén c6
thé duge gidi trinh ty nhd phuong phip két thiic chudi
dideoxygen, hién nay phd bién duoc thuc hién bing cc may
gidi trinh tu tr dong.

» Phan tich subiéu hién ctia gene Su bidu hién ciia mot
gene ¢6 thé phin tich duge bing sir cdch dung phuong phip
lai gitta mot miu do ddnh diu v6i cde phan tr mRNA dic
thi, hodc trén gel dién di (thim tdch Northern) hodc tnyc tiép
trén co thé séng (lai in situ). Theo mot cdch khdc, RNA duogc
phién md nguge thinh cDNA nhd reverse transcriptase rdi
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¢DNA duge nhan dong bing cdc méi dic hi¢u (RT-PCR).

K¢ thuat microarray (vi diy) cho phép so sdnh déng théi mifc
biéu hién cha nhidu gene & cdc mo khdc nhau, vdo cdc thoi
diém khéc nhau, hoac trong cée diéu kién moi tnromg khdc
nhau.

P Xéc dinh chic ndng gene D6 vii mot gene ¢6 chire
ning chura biél, viée gy bat hoat gene d6 bing thye
nghi¢m r6i quan sdt hi¢u qua kidu hinh ¢6 thé cung c4p
din chimg cho biét chitc nang gene,

e 20.3

Nhan ban cac sinh vat gitip san xudt té& bao gdc phuc vu
nghién clu va cac img dung khac (tr. 412 - 416)

P Cic nghién ciru cho thay sy tuong déng clia he gene (tic
1A cdic t& bao khéc nhau ctia mot co thé c6 hé gene gidng
nhau) 12 vf du d4u tién vé nhan ban co thd sinh vat,

P Nhén ban thuc vat: Nudi cdy cac té bao don 1é Cic €
bao d biét hod 1 cc cdy trudng thanh c6 kha nang tdi
sinh thAnh mot ¢4y hoan chinh méi.

P Nhén bdn dong vét: Su chuyén nhan té bao Nhan tir
mot t& bao dong vt di biét hod doi khi c6 thé hinh thanh
nén mot co thé dong vat méi néu né duge chuyén vao mot
trimg da duge khir nhan.

P Cactébao gbc clia ddng vat Céc t&€ bao gdc nhat dinh
tr céc phoi ciia dong vt hoic céic mo trudng thanh c6
thé sinh san va biét ho4 trong diéu kién in vitro ciing nhu
trong diéu kién in vivo; dy 1a co sd cho céc tiém nang
ing dung trong y hoc.

EITEE 20.4

Ung dung thuc tién ctia c6ng nghé DNA anh hudng dén

cudc séng con ngudi theo nhiéu cach (tr. 416 — 423)

P Cacingdung trongy hoc Cong nghé DNA ngay cang
duoc sit dung rong rii trong chdn dodn céc bénh di truyén
va cic bénh khéic, déng thdi cung cdp nhimg phuong phép
diéu tri cic r6i loan di truyén hiéu qua va triét dé hon. Cic

da hinh don nucleotide (SNP) va cic da hinh chiéu dai cdc

doan gi6i han (RFLP) dugc diing 1am cdc d4u chuin di
truyén hiéu qua lién quan dén cic allele gy bénh. Viéc
san xudt & quy mo 16n cdc hormone protein ciing nhu
céc loai protein khic sir dung trong y hoc, bao gém ca
céc vaccine, trdf nén kha thi nhd cong nghé DNA. Mot s6
protein dang diing trong diéu tri hién nay dugc sin xuét
boi c4c "nha mdy thu6c” dong vat va thuc vat.

P Bing chimg phép y va tang thudi truyén Viéc phan
tich cc d4u chudn di truyén nhu céc trinh tu ngén 13p lai
k€ ti€p (STR) trén phan tir DNA phan 1ap dugc tir céc mo
hoic dich co thé dé lai tai hién trudng cdc vu 4n c6 thé
cung c4p c4c bing chiing xéc thuc ching minh mot nghi
.can 12 vO t6i hay pham t6i. Nhimg phan tich nhu vdy ciing
r4t hiéu qua trong viéc x4c dinh huy€t thong cling nhu xdc
dinh danh tinh cta c4c thi thé con lai tai hi¢n truong cdc
vu 4n hozc sau cdc tham hoa.

B Lam sach méi truéng Cic vi sinh vt dugc bién ddi di
truyén c6 thé dugc ding nhim chiét rit cdc khodng cht tir
moi trudng hoac gitip phan huy céc loai réc thai gdy doc
khéc nhau. ,

P Ung dung trong néng nghiép Muc dich cia viéc phit
trién c4c dong vat va thuc vat chuyén gene 1A nhim nang
cao sin lugng v chat lugng ciia luong thyc va thyc phim.

424 PHAN3  Ditruyén hoc

>

Céc vin @é vé an toan sinh hoc va dao dic lién quap,

dén cdng nghé DNA Loi ich tiém tang cia k¥ thuat g;

truyén cdn duge ddnh gid ddy di va tham chiéu véi c4c
nguy ca gdy hai cho con ngudi va méi truimg trong qug
trinh tao ra cdc sdn phdm va phit trién cdc quy trinh ky
thult.

KIEM TRAKIEN THUC CUA'BAN

1.

TU KIEM TRA

K§ thuat ndo dudi day thugc cong nghé DNA khing phi

hgp vé6i Gng dung cia n6?

a. enzyme gi6i han - tao ra cic ddu chuin RFLP

b. DNA ligase - enzyme cit DNA, tao ra cic ddu dinh ¢g,
cdc doan gidi han

c. DNA polymerase - dugc sif dung trong phan img chyg;
polymerase dé nhan dong cdc doan DNA

d. reverse transcriptase - tao ra cDNA tit mRNA

e. dién di - phan tdch céc phan doan DNA

Ph4t biéu ndo dudi day khong ding khi n6i vé cDNA dugc

tao ra tir nguén vat liéu ban ddu 12 m6 nio ngudi ? )

a. N6 dugc nhan dong (khuéch dai) bing PCR.

b. N6 dugc diing dé tao ra mot thu vién hé gene diy du.

c. N6 dugc tao ra tir mRNA nhds sir dung reverse transcriptase.

d. N6 c6 thé duge ding 1am miu dd dé pht hién cic gene
duoc biéu hién & cdc t€bao nio.

e. N6 thiéu cdc intron so v6i cdc gene & ngudi.

K¢ thuat di truyén thyc hién & thuc vat thuan loi hon so

véi & dong vat, bai vi

a. cdc gene & thuc vat khong chita intron.

b. c6 nhiéu loai thé truyén sdn sang cho viéc truyén DNA tii
t8 hop vio t&€ bao thuc vat.

c. cic t&€bao soma & thyc vit c6 thé phit trién thanh cay
hoan chinh.

*d. cdc gene c6 thé duoc cai vao té€ bio thurc vat nhds vi tiém.

e. cdc t&€ bao thuc vat ¢6 nhan 16n hon.

Mot nha cd sinh vat hoc phét hién dugc mot mau mo tir da
hod thach clia mét loai chim (tén goi 1a "dodo”) da tuyét
chiing khoéng 400 nam trudc. Nha nghién cifu ndy mudn
so sdnh mot viing dic thu trén DNA cua dodo v6i DNA
cua cic loai chim dang s6ng. Ky thuat nio duéi day 1a
hiéu qua hon ca dé 1am tang lugng DNA ctia chim dodo
phuc vu cho viéc phan tich?

a. phan tich RFLP

b. phan tng chudi polymerase (PCR)

c. xung dién

d. dién di trén gel

e. thdm tach Southern

Su biéu hién cia mot gene sinh vat nhan thyuc da duoc
nhan dong trong t& bdo vi khudn gip nhiéu tr& ngai. Viéc
ding mRNA vi reverse transcriptase 1a mot bién phdp
nhim han ch& bét trd ngai lién quan dén

su bi€n déi sau phién ma.

. Xung dién.

st bién déi sau dich ma.

. lai acid nucleic.

ndi ghép cic doan giéi han vdi nhau.

opoop
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6.

cong ngh¢ DNA c6 nhiéu iing dung trong y hoc. Ung

dyng ndo dudi ddy hi¢n nay Khdng duge thye hign thudmg

xuyén?

a. sidn xudt czig hoocmon dung trong diéu tri tidu duimg va
be¢nh lan bam sinh

h. san xullt cde protein cua virus 1am vaccine

¢. chuyén cdic gene duge bign ddi di truyén vdo cée & bao
giao tit & ngudsi

d. xdc dinh truede sinh céc gene gy bénh di truyén

¢. xétnghi¢m di truyén cdc cd thé mang allele gy bénh

Trinh ty ndo durdi day trén mach DNA s¢i kép nhidu kha

nang 12 vj trf ¢t cha enzyme gidi han hom cd?

2. AAGG b.AGTC ¢.GGCC d.ACCA e AAAA
TTCC TCAG CCGG  TGGT  TTTT

Trong cdc phuong phép DNA tdi t6 hop, thudt ngit vector
duoc dang d¢ chi

. enzyme cit DNA thanh cdc doan gi6i han.

. ¢dc ddu dinh ctia mot phan doan DNA.

. mot dau chudn RFLP,

. plasmid ¢6 téc dung chuyén DNA vio trong t& bio.
miu do DNA ¢6 tdc dung xdc dinh mot gene nht dinh.

o an os

Gid sir ban dang cdn tao ra mgt thu vién h¢ gene cho

mot lodi lon mimg trén co s§ sir dung vector 14 plasmid vi
khuén. So dé mau xanh duéi day biéu dién vector, theo d6
n6 ¢6 mot vi tri cdt clia moOt enzyme gidi han da duoc sit
dung & Hinh 20.3. Phia trén plasmid ndy 1d mot viing trinh
tu DNA mach thing chia lon rimg. Hay vé mot quy trinh
nhan dong doan trinh ty DNA ctia lgn rimg gém cdc budc
cén thuc hién d6i v6i ci hai phan tir DNA ndy. Dung hai
biit mau khdc nhau dé phén biét c4c nucleotide trén DNA
clia lon rimg v trén plasmid. Ghi chi c4c thong tin cdn
thiét & médi budc.

5 _TCCATGAATTCTAAAGCGCTTATGAATTCACGGC 3
3 _AGGTACTTAAGATTITCGCGAATACTTAAGTGCCG: %

DNA lgn riing

Plasmid

10. Gi4 sir ban mudn nghién cttu vé crytallin 12
protein thuy tinh thé & ngudi. Nhdm thu duge mot lugng
protein dit 1ém, ban cdn phdi nhan ddng gene crystallin. Dé
1am diéu d6, ban s@ thiét 1ap mot the vién hé gene hay mot
thu vién ¢cDNA? Vat li¢u ndo ban sé dung 1am ngudn cung
cip DNA hodc RNA?

Ddp dn cho cdu hdi trde nghiém cé trong Phu luc A.

LIEN HE VOI TIEN HOA

11. Néu cong nghé DNA ngay cang duge trién khai rong rii,
thi con dudmg tién hod sau ndy sé cé nhimg thay déi gi so
véi cdc co ché tién hod ty nhién vén di tdn tai va dién ra
trong 4 ty nam qua. ’

TiM HIEU KHOA HOC

12. Ban hy vong sé nghién ciru mot gene ma hod cho mot
protein 12 chit din truyén thdn kinh trong céc t€ bao nao
ngudi, va ban da biét trinh tu amino acid ctia protein nay.
Hay giai thich bing cich nao ban c6 thé (a) xéc dinh dugc
cic gene biéu hién & mot loai t&€ bao ndo nhit dinh, (b) xdc
dinh gene nao mi ho4 cho chat din truyén thin kinh dugc
quan tam, (c) tao ra nhiéu ban sao cia gene dugc quan
tAm va (d) tao ra mot lugng 16n ch4t din truyén thdn kinh
dé c6 thé (ing dung trong y hoc.

KHOA HOC, CONG NGHE VA XA HOI

13. C6 hay khong nguy co vé phan biét d6i xir khi ap dung
rong rii cdc xét nghiém di truyén nhim xéc dinh cic gene
“gay hai”? Chinh s4ch gi ban c6 thé dua ra nhim ngin
ngira nguy co c6 thé bi lam dung nay?

14. Sy tai trg cho cdc nghién citu t&€ bao gdc ludn nhan dugc
céc ¥ kién chinh tri trdi chiéu. Tai sao nhiing y ki€n bat
déng vé chi dé nay lai néng bong nhu vay? Hay tém tat
nhiing quan diém tng ho va phan déi ddi véi cic nghién
citu lién quan dén t€ bao géc, va néu quan diém cla riéng
ban d6i v6i méi van dé dugc dua ra.
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