CHUYEN BE: DI TRUYEN HQOC PHAN TU
CAC KY THUAT THAO TAC TREN ADN

A. Phan MO PAU

1. LY DO CHON DE TAI

Trong khoang 3 thap ky qua nhan loai da trai qua cudc cach vé mang sinh
hoc, nhitng van dé sinh hoc phan t (cac qua trinh lwu trit, truyén dat va biéu hién
thong tin di truyén & mitc d6 phan t¥) la mot bo phan trong cudc cach mang do.
DPac biét sinh hoc phan tit phat trién hét sitc manh mé trong nhitng na qua cung
vdi s phat trién cta cong nghé sinh hoc. Cac kién thitc cta sinh hoc phan ti cho
phép chiing ta giai thich dwgc moi quan hé gitta cau tric va chitc nang cua cac dai
phan t¥ sinh hoc cling nhw sy van hanh va kiém soat cac qua trinh sinh héa trong té
bao. Trong tam cua sinh hoc phan tir 1a viéc nghién cttu cac dai phan t* nhw ADN,
ARN va Protein cung cac qua trinh tai ban, phién ma va dich ma. Trong khuén kho
cta chuyén dé nay t6i xin duwgc trinh bay mot so ky thuat thao tac trén ADN nhu:

- Tach chiét va tinh sach ADN

- Pién di va phan tich axitnucleic

- Ky thuat PCR (Polymerase Chain Reaction)
Tuy dugc dé cap & cac phan tach biét, nhung thue té cac ky thuat phan tich ADN
déu dva trén mot s6 nguyén ly chung va thuong duwgc st dung phdi hgp trong cac
nghién ctru.
2. MUC PICH CUA BE TAI

Nang cao hiéu biét cho ngwoi day va ngwoi hoc vé cac ky thuat phan tich
ADN ttr d6 dinh hwéng hoc sinh tw nghién citu véi tai liéu dé thady dugc cac tng

dung to 16n cda sinh hoc phan ti trong nhitng nam qua va nhitng nam tiép theo.



B. Phan NOI DUNG

CHUONG 1. TACH CHIET VA TINH SACH ADN

Hau hét cac nghién citu phan tich gen déu bat dau bang viéc phai tach chiét
va tinh sach ADN tir cac doi twgng nghién cttu. Du la tach chiét ADN tw vi khuan,
dong vat hay thuc vat thi mét sé budc dau tién ctia quy trinh déu can ‘gidi phong’’
cac thanh phan cua té bao vao dung dich. Do vi khuan thwong ton tai & cac dang té
bao don, khong c6 cdu tric xwong, khong tich luy chat béo, it hgp chat sinh hoc thi
cap... nén viéc tach chiét ADN thwong twong déi don gidn. Nguogc lai, phan 16n cac
mo thye vat va dong vat thwong can phai nghién nhé trong nito 16ng thanh nhitng
hat min trwéc khi c6 thé taich ADN. Viéc tach chiét ADN twr té bao dong vat (vi du :
tir dubi chudt) doi khi can cac enzym phan huy cac mo lién két gitp tang hiéu qua
giai phong cac té bao va thanh phan cta ching vao dich chiét. Bac biét, cac té bao
thue vat co6 thanh citng, nén thwong phai st dung cac bién phao co hoc (vi du : s
dung may xay, nghién bang c6i) hodc sit dung mot so6 enzym dac hiéu phan huy
thanh t€ bao trwdc khi cé thé tdch ADN. Céc té bao thyc vat con c6 dac diém pho
bién la tich luy cac hgp chat sinh hoc thit cdp & ham lwong cao, nén dé loai bo cac
hop chat nay thwong phai bo sung vao dung dich chiét mot s6 hgp chat, vi du nhw
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) gitip tang hiéu qua loai bo cac hgp chat
polysaccharide va polyphenol. Cac quy trinh tach chiét ADN don gian nhat 1a & vi
khuan. Pau tién cac té bao vi khuan c6 thé duge xtr 1y véi enzym lysozyme gitip
phan huy 16p petidoglycan trén thanh té bao. Sau d6, mau dwgc x ly tiép véi cac
hop chat tay lam phan ra cac cau truc lipid trén mang té bao. Cac chat tao phitc kiéu
EDTA (ethylenediamine tetraacetate) cling thwong duoc sit dung dé loai bé cac ion
kim loai. Trong cac budc nhw vay, ADN dugc gidi phong vao dich chiét va sau dé
dwoc tinh sach.



Co6 hai phwong phap pho bién dugc dung phdi hop dé tinh sach ADN la ly
tam va chiét xuat béi dung moi. Nguyén ly cia phwong phéap ly tam 1a khi dich
chiét té bao dwgc ‘quay’’ & toc do cao thi lyc ly tam lam lang dong cac thanh phan
té bao c6 khéi lwgng va kich thudc 16n. Chang han, khi thanh phan cia vi khuan da
bi phan giai thi hau hét cac thanh phan t€ bao cia né ¢ dang hoa tan trong dich
chiét bai ching c6 kich thwéc nhé, con ADN va mot s6 chat cé khoi lwgng phan ti
16n sé lang xudng day ong ly tam. Luc nay, dich chiét mang cac thanh phan té bao
bi phan huy dé dang duwgc hiit ra va loai bo.

Hat két tia mang ADN sau dé dugc hoa tan tr@ lai trong dung dich dém phu
hgp. Tuy nhién, né thwong con lan ARN va protein. Cac hgp chat nay sau do6 c6 thé
duoc loai bo nho st dung cac dung moi thich hgp. Trong budc tinh sach ADN,
phenol la mot dung moi c6 hiéu qua cao va dugc dung rong rai, tuy né kha doc bai
kha nang hoa tan va gay bién tinh manh prtein. Viéc st dung phenol giip hoa tan
va tach bé protein khéi ADN. Khi bo sung phenol vao nudc, hai chat long nay
khong thé tron vGi nhau thanh dung dich dong nhat, ma thay vao do6 phenol sé tach
ra thanh 16p riéng & duéi 16p nuwdc. Tuy vay, khi lac manh, hai 16p dich nay c6 thé
hoa vao nhau thanh hon hgp ‘tam thoi’’ ; lic do, protein sé hoa tan vao phenol. Sau
do, khi dwa dung dich hon hgp vé trang thai tinh, hai pha phenol va nwéc lai tach
nhau ra. Luc nay, pha phenol mang nhiéu phan t¥ protein & dang hoa tan, con hau
hét ADN va ARN chi c6 & pha nwdc. Viéc hit nwde (16p & trén) ra khé hon hop sé
gito tach axit nucleic khoi protein. D€ gidm t6i da luwgng protein con sot lai, buéc
chiét xudt bang phenol c6 thé dwgc thyce hién lap lai nhiéu lan. Mot s6 quy trinh
tach chiét ADN gan day nham tranh phenol (vi tinh d6c ctia né) da c6 mot s cai
tién. Pho bién nhat la viéc st dung cac cot chira chat nén lién két dac hiéu ADN.
Trong dé, hai nhém chét nén thong dung nhat 1a silic dioxide va cac hgp chat trao
do6i anion. Cac chat nén dya trén silic dioxide cé kha nang lién két dac hiéu vGi

ADN & nong do mudi thap va pH cao. Trong khi d6, cac chat nén trao doi anion,



nhu diethylaminoethyl —cellulose, tich dién dwong lién két manh v&i khung duwong
— phosphate cta phan t* ADN. Khi st dung cac chat nén trao déi anion & nong do
muoi thap, ADN dugc ‘bat git?’’ trong cot ; nhung khi nong do mudi tang, ADN sé
duwogc rtra tréi khéi cot bdi nong do mudi cao lam pha v cac lién két ion gitta ADN
va chat nén.

Budc tiép theo ctia viéc tinh sach ADN la can loai b6 ARN. Viéc nay thuong
dugc thyc hién nho cac enzym ribonuclease (vi du : RNaseA). Nhém enzym nay
c6 kha nang nhan biét diac hieu ARN ( qua nhém C2 - OH) va phan giai ching
thanh nhitng doan nho, ma hau nhw khong tac dong dén cac phan t&¢ ADN. Trong
buéc xt 1y ribonuclease, hon hgp ADN va ARN duwoc G & nhiét do t6i wu cta
enzym. Sau dé, dich chiét dwgc b6 sung mot thé tich twong dwong ctia alcohol
(etanol hay isoamylalcohol). Cac hgp chat alcolhollma két tua cac phan t&r kich
thwdc 16n ma ldc nay trong dich chi con cht yéu la ADN . Cac doan ARN nho &
dang hoa tan nén c6 thé dé dang hit ra va loai bd. Piém dang lwu y la cac alcohol
lam két tia cac dai phan t& mot cach khong dac hiéu, nén cac hgp chat nhw hydrat
carbon va protein c6 thé cung két tia vi ADN va ARN. Thé nén, budc két taa
bang alcohol thuwdng chi dwoc thuc hién sau khi cac thanh phan khac cuda té€ bao da
dugc loai bo khéi dich chiét nho ly tam va/hodc chiét xuat bai phenol.

Hon hgp ADN va ARN sau khi dwge xtt 1y bang ribonuclease r6i bé sung etanol
dugc ly tam dé thu két tia ADN, con ARN & dang hoa tan trong dich chiét dugc
hiat ra va loai bo. Hat ADN két ttia & day ong ly tam d6i khi rat nho (tham chi
khong nhin thdy bang mat thwdong), nhung da chita hang triéu phan t¢ ADN va
thwong la da cho cho cac nghién cttu tiép theo. ADN ltic nay c6 mitrc do tinh sach
cao, dugce hoa tan trd lai trong dung dich dém nuwéc va cé thé sit dung cho cac thi

nghiém phan tich ADN sau do.



CHUONG 2. PIEN DI PHAN TiCH ADN

C6 nhiéu phwong phap khac nhau c6 thé dung dé phan tich ADN, nhung dén
nay dién di trén gel 1a phwong phap duwgc dung pho bién nhat nhd wu diém nhanh
va don gidn. Nguyén tac cia phwong phap la : dwéi tac dong cua dién trudong, cac
phan tr axit nucleic (tich dién am) khac nhau vé kich thwdc, dién tich, mitc do cudn
xodn va dang phan ti* (mach thang hay vong) sé di chuyén qua hé mang cua gel tir
cuc am (cathode) sang cyc duong (anode) vai toc do di chuyén khac nhau. Vi vay,
ching dan dan tach nhau ra trén trueong dién di ; qua dé, ngwoi ta cé thé thu thap va
phan tich dugc ting phan doan ADN hodc gen rieng ré. Trén truong dién di, cac
phan doan ADN c6 kich thuéc cang nhé cang di chuyén nhanh. Sau khi dién di két
thic, cac phan tt ADN c6 thé quan sat dugce nhg st dung thuéc nhuém phat huynh
quang, nhw ethidium bromide (EtBr). Mo6i bang dién di thwong phan anh mét tap
hop cac phan tt ADN c¢6 cung kich thuéce.

Co hai loai gel dién di duwgc dung phd bién la agarose va polyacrylamide.
Trong do, gen polyacrylamide c6 do phan giai cao, nhung cung kich thwéc ADN co
thé phan tich hep. Cu thé, phwong phap nay c6 thé phan tach cac doan ADN khac
nhau tham chi chi mot cap nucleotide (1bp), nhung thuwong chi dung phan tich cac
doan ADN nho (tir 5 dén 1000bp). Trong khi do, gel agarose c6 d6 phan gia thap
do6i véi cac doan ADN kich thwdc nhé, nhung rat hiéu qua khi phan tach cac doan
ADN kich thuéc 16n (khoang tir 200bp dén 20kb ; 1kb = 1000bp).

Céac doan ADN kich thwéc 16n khong thé “lot’’ qua cac 16 nho trén cac ban gel, ké
ca gel agarose. Thay vao dé, chiing (thwong ¢ dang mach thang) ‘trudn’’ qua mang
lwdi gel bang cach dau nay ctia phan tir di tritoc, con dau kia di theo sau. Hau qua
la cac doan ADN 16n (tir 10kb dén 10mb ; 1mb = 1000kb) c6 tdc do dich chuyén
trén treong dién di gan twong duong va kho phan tach nho dién di théng thuong.
boi v6i cac doan ADN 16n nhw vay, ngudi ta c6 thé dung phwong phap dién di

xung trvong (PFGE). Trong phuwong phap nay, 2 cap dién cuc dwoc dat chéo goc



trén ban dién di. Viéc bat va tat luon phién hai cap dién cuc lam cac doan ADN 16n
thay doi chiéu dich chuyén. Cac doan ADN c6 kich thwéc cang 16n cang cham hon
trong qua trinh déi chiéu dich chuyén. Nho vay, cac doan c6 kich thwdc khac nhau
sé tach khoi nhau. Ky thuat PFGE trong thyc té c6 thé dung dé xac dinh truc tiép
kich thuwdc cia nhiém sdc thé (NST) vi khuan hodc NST sinh vat nhan that bac
thdp, nhv ndm men hodc mot s6 nguyén sinh dong vat. Kich thwéc hé gen cta
nhitng loai nay khoang vai Mb.

Do6i vai cac doan ADN c6 kich thwéc nhé chi khac nhau mot vai bp, vi du nhw
cac san pham PCR ctia cac alen thudc cung locut, ngudi ta c6 thé dung phuwong
phdp dién di bién tinh gradient (DGGE). Trong ky thudt DGGE, cac phan t&
ADN sgi kép dugc gay bién tinh béi nhiét hodc hoéd chat, nhu ure hay formamide
(doi khi phoi hgp ca hai phwong phap) dong thdi véi qua trinh dién di. Nhiét do
thwong duge duy tri cao (50 — 65°C) va 6n dinh trong khi ndng d6 ure va
formamide dugc tang dan theo chiéu song song (DGGE song song) hoac vuéng géc
(DGGE vubng goc) vdi chiéu dién di. Trong DGGE song song, két qua dién di hinh
thanh cac bang tach biét giong dién di trén gel agarose. Trong DGGE vuong goc,
hon hop cac phan tit ADN chi khac biét nhau mot hodc mét vai bp phan tan khap
béan gel va tao nén mdt chudi bang dang dwong cong sigma.

bién di khong nhitng c6 thé phan tach cadc doan ADN khac nhau vé kich thuwéc
ma ca vé hinh dang va cau hinh cta ching. Cac phan t* ADN & dang mach vong
dudi xoan hodc bi ‘dit gay’” & mot s6 nucleotide di chuyén cham hon trén trueong
dién di so v@i cac phan t¢ ADN & dang mach thang cé cung khoéi lwgng. Trong khi,
cac phan tit ADN & dang siéu xoan (kich thuwéce thu nho) thuwong di chuyén nhanh
hon trén trieong dién di so véi cac phan tit ADN dang vong duoi xoan hodc c6 mitc

do cudn xoan thap hon cé cung khéi lwgng.



CHUONG 3. Ki THUAT PCR
1. KHAI NIEM CHUNG
Ky thuat phan ng chudi truing hgp (Polymerase Chain Reaction-PCR) do Kary

Mullis phéat minh ra nam 1985. Pay la phwong phap invitro dé nhan ban nhanh mot
doan ADN nao d6, c6 do nhay rat cao ma chi can mot khéi lwgng mau ban dau han
ché.
2. NGUYEN LY
Ky thuat tong hgp ADN ngoai co thé cling tuan tha nhitng nguyén tac co ban ctua
sao chép ADN trong co thé nhu: Poan can nhan m@ xoan thanh hai mach don, can
c6 cac cdp moi (mo6i xudi, moéi ngwgc), can nguyeén liéu va diéu kién moi treong
thich hgp va enzym ADN polymerase. Tuy nhién ky thuat PCR c6 khac la dung
nhiét d6 cao (94°C) thdo xoin thay cho helicase két hgp v6i enzym AND
polymerase chiu nhiét va hé thong diéu nhiét thich hgp cho tirng giai doan phan
tng tong hgp cung véi cac doan moi dugc thiét ké chu dong. Nho k¥ thuat PCR ma
véi mot lwgng nhd ADN ban dau ching ta c6 thé thu dugc du lwong ADN can thiét
dé tién hanh cac thi nghiém vé ADN.
3. CAC DIEU KIEN CUA PHAN UNG PCR:

Mot phan tng PCR dién hinh bao gom cac thanh phan sau:

- ADN (0,01-0,1png)

- Moi 1 (20pmol)

- Moi 2 (20pmol)

- Tris-HCI (20mM; pH=8,0)

- MgCl, n(2mM)

- KCI (25mM) hoic KCI (10mM) va (NH,),SO, (10mM)

- Deoxynucleotit triphotphat (50pg moi loai dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

- ADN polymerase chiu nhiét (2 don vi)

- Tong thé tich phan &ng 50-100pl



Khi phan ttng PCR dugc chuan bi xong n6 thuwong dwge phu mot 16p dau khoang,
hodc dung nap day may dugc dot nong dé ngan can s boc hoi cia mau trong qua
trinh gia nhiét. Chu ky nhiét ctia phan ttng PCR diém hinh thwong la:

-90°C, 30 gidy- bién tinh ADN

- 60°C, 30 gidy- gin moi.

- 72°C, 1 phut- t6ng hop.

Giai doan bién tinh va gan moi thuwdng ngan nhung phu hop dé pha huy va
tai tao cac lién két hydro gitta hai mach ADN. Cac protocol truedc day thuong co
giai doan bién tinh 94°C, 2 phiit d& dam bao ADN khuon hoan toan tich ra. Hién
nay thuvong khong nhw vay vi viéc xtt Iy nhiét do cao, 1au thuwdng gay ra cac vét dit
trén ADN khu6n. Chiéu dai ciua san pham PCR xac dinh thoi gian doan tong hgp
cta phan tng. Hau hét cac polymerase duwgc st dung trong cac phan tng PCR tai
ban invitro véi toc do khoang 500-1000bp/phit. Thoi gian ctia giai doan tong hgp
thay doi phu thudc vao do dai ctia sén pham PCR.

3.1. ADN khuén:

Gan nhu bat ky loai ADN nao, du la mach thang, mach vong, ADN plasmit,
ADN hé gen, cADN... déu c6 thé lam khuon cho phan ttng PCR. ADN lay tw
nguon nao khéng quan trong, yéu cau duy nhat la vi tri gan cadc moi va trinh ty giita
chiing con nguyén ven. Pa c6 nhitng mau ADN ma tu6i dén hon 7000 nam van
dwgc st dung rat thanh cong trong cac phan &ng PCR.

Chung ta hay xem xét viéc nhan boi mot phan to ADN dich. Khi lwgng phan
t ADN ban dau nho, sy nhiém (c6 mdt ADN ma ching ta khong quan tam) trd
thanh van dé chinh. Pac tinh nhan boi cua ky thuat PCR c6 nghia la, tham chi chi
nhiém rat it ADN ciing c6 thé pha hong thi nghiém. Nhiém c6 thé tir nhiéu nguon
goc khac nhau, ké ca tir nha nghién cttu thye hién thi nghiém, tir 6ng nghiém, tir
dau typ, tham chi tr enzym ma dung méi dung trong thi nghiém. Trong mot thi

nghiém PCR dién hinh, khodng 0,1-1g hé gen dugc thém vao phéan tng dé cé thé



thure hién PCR véi s6 chu ky it ma van c6 da vat liéu cho cac thi nghiém tiép theo.
biéu d6 cling gitp giam thiéu kha nang nguon nhiém dwgc nhan bgi. Lwgng ADN
nay twong ng vdi bao nhiéu ban sao trinh ty dich? Néu ban thém 1 pg ADN hé
gen ngudi thi né twong @ng véi 1x10° /(6,4 x10° x 650) = 2,4 x 10 "°mol. Vi ADN
nguoi chita khoang 6,4 x10° bp va khéi lwgng trung binh ctia mot cap bazo la 650
Da nén 1pg ADN ngudi twong @ng véi 2,4x10 " °mol x 6 x10° (s6 Avogadro) =
khodng 144000 phan tr. M6t doan ADN hé gen dai 1000bp nhan bdi 8 triéu lan
(sau 25 chu ky PCR) sé sinh ra khoang 10pg doan ADN dé. Lwgng nho dé du dé
nhan biét bang cach nhudém ethidium bromide sau khi dién di.

3.2. Moi oligonucleotit:

Thanh cong cda phan ¢ng PCR gan nhw co ban phu thudc vao moéi. Cac cdp
moi can dugc thiét ké dé moi nay nhan biét dugc sgi c6 nghia cia ADN ma ta can
tai ban, con mo6i kia nhan biét dugc sgi d6i nghia. Cac mo6i c6 nhitng dac diém sau:

- Dai khoang 17-30 nucleotit.

- C6 ham lvgng GC khoang 50%.

- Nhiét do & giai doan gan moi cda tirng cap moi (dwgc tinh tir phwong trinh
2(AT) +4(CG) trong moi thi nghiém phai nhw nhau).

- Trinh ty nucleotit phdi ddm bdo moi khong gan vao trinh ty 1dp lai trén
ADN dich.

- Tirng moi khong dwgc chiva cac doan trinh tw b trg. Vi du, cac trinh ty 5-
GAGATCGATGCATCGATCTC-3 c6 thé 1a mdi PCR 6t (vi dai 20 nucleotit, GC
chiém 50% va khong chita trinh tw ldp lai) nhwng né lai mang trinh tw bo trg & hai
ddu va sé tao cdu tric cdp téc néu dau 5 gin két véi dau 3. Khi d6 phan tng PCR
sé khong dién ra.

- Hai moi cua cap khéng duge bo trg nhau hoac dau 3 ctia hai moi khong

dugc bo trg nhau. Vi du hai moi :



5-GATCGATCGATACGTGATCC-3 va

5- CGTAGCTAGCTAGGATCACG-3 dudng nhv 1a cip mdi tot. Tuy
nhién, cc dau 3 cta hai mbi lai b trg nhau va c6 thé tao primerdime ro6i dwgc tai
ban trong chu ky 1 cua phan ting PCR:

5-GATCGATCGATACGTGATCC-3

3- GCACTAGGATCGATCGATGC-5

PCR |

5 -GATCGATCGATACGTGATCCTAGCTAGCTACG-3

3-CTAGCTAGCTATGCACTAGGATCGATCGATGC-5
3.3. Ghép doi sai ctia moi:

Cac moi oligonucleotit dung cho ky thuat PCR phai ghép d6i chinh xac véi
trinh ty dich. Diéu d6 dac biét c6 y nghia khi ching ta c6 tao ra dot bién hodc
nhitng bién do6i cé chu y & doan trinh tw ADN nhan boi, hodc khi ching ta mudn
tim trinh ty gen twong dong vdi trinh ty da biét. Vi tri trong moi phai ghép doi that
chinh x4c véi trinh tu dich chinh 1a dau 3. Néu dau 3 khong ghép dbi chinh xac thi
polymerase khong tiép tuc tong hgp hiéu qua duwoc va thi nghiém hong hoan toan.

Dbé hiéu bang cach nao c6 thé sir dung PCR dé gay tao dot bién & san pham,
ching ta can tim hiéu ki hon vé moi. Mo6i khong chi khéi dau qua trinh tai ban
ADN ma chinh chiing cling dugc 1o6ng ghép vao cac san pham cudi cung. Nhu vay,
bat ky su thay d6i bazo nao gitta mo6i va ADN khuon cling duwgc dwa vao san pham.
Vi ching ta khong thé giy tao dot bién ¢ dau 3 nén vi tri thich hgp dé bién d6i la
ddu 5 ctia moi.

Trong trwong hgp trén hinh, ching ta sir dung cac moi cé chita trinh ty bo
sung & cac dau 5. O' ' mdi 1, d6 1a trinh tw nhan biét cho enzym gi6i han EcoRI &
dau 5 ca doan trinh ty ding dé nhan biét gen GAL4. Trinh ty nhan biét ctia EcoRI
khong két doi chinh xac vai trinh ty dich nhwng cling khong da dé ngan céan sy két

hop dac hiéu ctia mo6i va trinh tw dé c6 mat & tat ca cac san pham PCR. Moi 2 chita
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trinh ty nhan biét cho enzym gigi han BamHI. Viéc tach dong san pham cudi cling
tré nén dé dang sau khi cat bang hai enzym gigi han. Thuong thi cac enzym giGi
han can doan trinh ty dai hon trinh ty nhan biét cia ching dé cat that hiéu qua. Vi
vay, nguoi ta thwong boé sung thém 3-6 nucleotit vao tredc trinh tw nhan biét cta
enzym gidi han. Cac nuclédtit do thuwong la G hodc C (dwoc goi la kep GC) dé tang
kha nang gan moi ctia hai mach va tang hiéu qua cat ctia enzym gi6i han.

Bat ky doi bazo ghép sai nao gitta méi va ADN khuon ciing dugc dwa vao
san pham PCR cudi cung. Vi vay, c6 thé tao ra nhitng dot bién mong mudn & san
pham PCR bang cach thay do6i trinh tw moi. Biéu d6 dac biét quan trong néu ta
muon thay doi trinh t ma héa cia gen dé thay doéi trinh ty axit amin, hodc, vi du,
néu ta muon thay doi codon ctia gen dé tao ra vi tri nhan biét ciia enzym gi6i han
ma khong lam thay d6i trinh ty axit amin caa protéin.

Loi ich th hai caa primer ghép doi sai la dé tim gen ma héa mét protéin cu
thé va tim cac gen twong dong. Viéc tach va dac trung hoa protéin la viéc pho bién
trong hoéa sinh hoc. Vi dy, ta c6 thé tach protéin ma ¢ dau amin cé trinh ty cac axit
amin: Met-Ile-Trp-Pro-Phe. Tinh thodi h6a ctia ma cho biét trinh ty axit amin dé
c6 thé duge ma héa bang cac trinh ty ADN sau:

Met - Ile - Trp - Pro - Phe
5-ATG — ATA - TGG — CCA — TTC-3

C C T
T T
G

Ching ta khong thé biét nhitng codon nao dwgc dung dé ma hda cac axit
amin trén. Vi vay, dé nhan doan trinh tw ma hoéa cac protéin do, chiing ta phai thiét
ké moi thoai héa, nghia la phai gan dugc véi cac t6 hgp cé thé cé ma hda dugce cho
cac axit amin. Moi duéi day c6 thé thye hién duwgc chire nang do.

5-ATG — ATA - TGG — CCA - TTC-3
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C C T
T
Trong d6 N la hon hgp A, T, C va G véi ty 1é mol bang nhau. Méi trén day sé
dwgc tao ra gom hon hgp 24 moi khac nhau. Chi mot méi trong s6 dé két doi hoan
hdo véi trinh tv ma hda protéin. Tuy nhién, cdc moi khac cling chi khac mot
nucleotit so v@i trinh ty dich nén ciing c6 thé PCR hiéu qua. Trong trwong hop
chiing ta dang xem xét can c6 moi bé sung nhan biét diu 3.

Co6 thé dung inosine dé thay cho viéc tron bon loai nucleotit. Inosine 1a mot
purine c6 mat trong cac tARN, cé thé két doi vGi C, T va A nén c6 thé dung trong
moi & vi tri thay thé nhau cuia 4 loai nucleotit. Dung inosine c6 thé lam giam luwgng
moi xubéng 4 lan. Sy két déi sai inosine — G c6 thé xay ra, nhung sw ghép doi chinh
Xac @ cac vi tri khac nhau trong moi c6 thé gitip khac phuc van dé dé. Trong truong
hop nay, polymerase sit dung cho phan ttng PCR phai cé kha nang tong hgp ADN
trén khuodn cé chita inosine. Taq polymerase cé thé thwc hién dwgc nhung mot so
polymerase khac khong thue hién duoc.

3.4. Cac ADN polymerase chiu nhiét :

La cac enzym xuc tac cho qua trinh lap rap cac nucleotit A, T, G, C vao mach ADN
méi dang tong hgp. Ngay nay ngudi ta dung nhiéu loai ADN polymerase: Taq
ADN polymerase, Pfu ADN polymerase, T4 ADN polymerase, Tth ADN
polymerase...nhwng phd bién la Tag ADN polymerase. Taq ADN polymerase dugc
tach chiét tir chung vi khuan su6i nwdc néng Thermus aquaticus. Vi khuan nay chiu
duoc nhiét d6 tir 50°C — 80°C va sinh tredng t6i wu & nhiét do 70°C. Taqg ADN
polymerase la enzym don phan, c6 khoi lwgng phan tit 90kDa. Ban than enzym
chiu dwgc nhiét, xuic tac tdi ban ADN @ 74°C va tham chi van duy tri kha nang hoat
dong chirc nang sau khi u & 95°C. Enzym nay c6 hoat tinh polymerase 5’ — 3’ va
hoat tinh exonuclease 5’ — 3’ nhung khong c6 hoat tinh exonuclease 3’ 5’ (doc

stra). Khong co hoat tinh doc sita nghia 1a, néu bazo sai xen vao chudi polynucleotit
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dang tong hogp thi cling khong bi loai bé va nhw vdy Tag ADN polymerase c6 xu
hwéng tong hop cé sai sot va sé sinh dot bién & cac san pham PCR. Trong céc thi
nghiém danh gia in vitro. Taq ADN polymerase ghép sai bazo véi tan so 1/104 -
1/105. Ty 1€ sai s6t xau nhat 1a 1/104, nghia la trong 1kb trinh ty dwgc nhan sau 25
vong tai ban thi khodng 10% san pham c6 chita dot bién. Tuy nhién, vi dot bién xdy
ra @ chu ky nay sé chi dwgc nhan 1én ¢ cac chu ky sau nén tan s6 dot bién thyc sy
sé khac nhau & cac thi nghiém khac nhau. Mac du vay, mic do sai sot d6 co6 anh
huwéng khac nhau dén dau ra cua cac sdn pham PCR. Néu thi nghiém PCR dugc
thiét ké chi dé xac dinh c6 hay khong c6 mot gen cu thé trong doan ADN dich thi
nhitng sai s6t trong qua trinh nhan boi khéng dnh hwdng. Tuy nhién, néu dé nghién
cttu chitc nang cua gen thi nhitng sai sét dé cé thé tac dong nghiém trong dén thi
nghiém. Mot khia canh khac vé hoat dong chitc nang ctia Tag ADN polymerase la
noé c6 xu hudéng gan deoxynucleotit (thwong la adenosine) vao dau 3’ cia mach méi
tong hop, khong phu thudc vao mach khuon. Két qua 1a, cac san pham PCR do Taq
ADN polymerase tao ra khong cé dau bang ma c6 mdt nucleotit A nhé ra ¢ dau 3 °.
Pac diém nay da dwogc khai thac dé tach dong cac san pham PCR. Sau Taq ADN
polymerase, nhiéu ADN polymerase khéac ciing dugc phat hién va st dung. Nhitng
ADN polymerase dé cé nhitng dac diém khac biét. Pfu ADN polymerase dugc tach
chiét tir Pyrococcus furiosis cé hoat tinh doc stra exonuclease 3’ — 5’ nén lam gidam
duwgc tan so6 dot bién. Cling véi tan s6 dot bién nhw trén (1/104), thi v6i Pfu ADN
polymerase, chi c6 0,1% san pham PCR chita dot bién. Mgt s6 ADN polymerase
khac sinh cac san pham PCR dau bang. Hoat tinh exonulease 5’ — 3’ cia Taq ADN
polymerase c6 nghia la enzym nay c6 kha nang phan huy cac moi oligonucleotit
dung trong phan tng. Diéu do6 dac biét c6 y nghia & budc gay bién tinh ctia chu ky
1, khi ma cac oligonucleotit khéng gan vao khuén ADN va polymerase con dang tw
do trong dung dich. Vao chu ky gia nhiét dau tién, nhiét d6 cia hon hgp PCR tang

tir nhiét d6 phong (hoic tir 4°C néu phan ng dugc thiét ké trén d4) dén 94°C. Ditu
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do6 c6 nghia la, & maot thoi diém nao do, nhiét do bén trong 6ng nghiém sé la 72°C —
nhiét do toi wu cho polymerase — nhung enzym lai khong c6 kha nang tai bAan ADN
vi khéng c6 oligonucleotit nao gan vao khuon. Viéc di qua nhiét d6 dé6 ma khong
tai ban c6 xu thé dan dén phan huy moi va lam cho thi nghiém khong hiéu qua. Dé
giai quyét khé khan nay, va dé ngan ngira cac san pham PCR khong dac hiéu, cé
thé b6 sung Taq ADN polymerase vao hdn hop ngay tai 94°C. Nhu vay vira gitp
lam tdng sdn pham vira tang tinh dac hiéu cua phan tng. Cach khac la, Tag ADN
polymerase c6 thé duwgc tron vGi khang thé dac hiéu gan két véi enzym dé e ché
hoat tinh cta né. Phirc hé khang thé - enzym tc ché tdi ban ADN & nhiét do thap,
r6i lai tach ra & nhiét d6 cao nén enzym van hoat dong chitc nang dugc. Co thé st
dung hon hgp cac ADN polymerase véi cac dac tinh khac nhau trong cac phan tng
ddc biét. Vi dy, Tag ADN polymerase sinh ra nhiéu sdn pham PCR vdi kich thuéc
toi da la 5 — 7kbp nhung san pham lai cé nhiéu sai sét; Pfu ADN polymerase sinh
ra san pham it sai s6t hon nhuwng khong tao dwgc san pham tgi 7kbp. Hon hgp 2
ADN polymerase d6 (15 phan Taq: 1 phan Pfu) kha hiéu qua dé nhan chinh xac
doan ADN c6 kich thwéc dén 35kbp.

BANG 8.2. TINH CHAT CUA CAC LOAI ADN POLYMERASE CHIU NHIET

Dan theo Richard, 2004

Taqg ADN | Tfl ADN | Pfu ADN | Tli ADN | Tgo ADN
polymerase | polymerase | polymerase | polymerase | polymerase
Sinh vat Themus Themus Pyrococcu | Themococc Themoco
aquticus flavus S us ccus
furiosis litoralis gorgonari
us
biéu kién
PCR t6i vu:
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Thoi gian| 1 1 2 2 2
giai doan
tong hop/ kb
(phut)
Nhiét  d6| 70-75 70-74 70-75 70-75 70-75
giai doan
tong hgp
('C)
Magié(mM) | 1-4 1-4 2-4 2-4 2-4
pH & 25°C 7,0-7,5 7,0-7,5 8,0-9,0 7,0-7,5 7,0-7,5
dNTP 40-200 40-200 40-200 40-200 200
(mM)
Moi 0,1-1,0 0,1-1,0 0,1-1,0 0,1-1,0 0,1-1,0
Hoat tinh| Co Co Khong Khong Khong
exonuclearas
e5-3
Hoat tinh | Khong Khong Co Co Co
exonuclearas
e3-5
Ti 16 sai s6t | 5x10° 5x10°” 1,3x10° | 2,8x10” 2,0 x10™
vwoc tinh (sai
sot/bazo tai
ban)
bau san | 3-A 3-A bau bang bau bang bau bang
pham PCR

3.5. Cac deoxyribonucleotit triphosphat (ANTP)
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Cac dNTP gom 4 loai dATP, dTTP, dGTP, dCTP la nguyén liéu tham gia tao nén
mach ADN méi. Nong do t6i wu cia dNTP thuong dung la 100 — 200M. Tuy nhién,
¢ nong do dNTP thap (10 — 100M) thi Taq ADN polymerase hoat dong chinh xac
hon.
3.6. Dung dich dém (buffer)

Thanh phan dung dich cta phan tng PCR thudng phu thudc vao loai enzym
ADN polymerase st dung trong PCR, quan trong nhat la ion Mg2+. Vi du, thanh
phan dung dich dém 10X cho phan t&ng PCR khi stt dung Tag ADN polymerase

bao gom; Tris-HCI 100M véi pH = 8 ¢ 25 °C. KCl 500M. Gelatin 0,01%. MgCl2
2mM. Nong do ion magie c6 vai tro quan trong doi véi sy thanh cong cua phan wng
PCR. Magie can cho ADN polymerase hoat dong chitc nang nhung moéi phan ¢ng
PCR cu thé can nong do ion magie khac nhau. Néu nong dé magie thap, phan ting
khong thanh céng vi polymerase khéng dwgc hoat hoa thich hgp. Néu nong do
magie cao, phan tng mat tinh dac hiéu va qua nhiéu san pham dugc tao ra. Nong
do magie toi wu duwgc xac dinh dya vao kinh nghiém véi tirng b moéi nhung thwong
trong khoang 0,5 — 5mM. Dém va mudi cta phan &ng (Tris va KCI) thuwong duoc
gitt on dinh mac du mét s6 protocol giam bét mitc do KCI dé kich thich polymerase
bam trén mach khuo6n lau hon va tang s6 lwgng san pham.
4. CAC GIAI POAN CUA PCR:

Phéan tng PCR gom nhiéu chu ky lap lai, moi chu ky gom 3 buwéc chinh:
4.1. Gay bién tinh ADN:

Dung nhiét dé tach hai mach cia ADN dich. Nhiét d6 thuwong dung la khoang
94°C.

4.2. Gan moi:

Hai mach ctia ADN dich dwgc lam lanh trong sy c6 mat ctia cac méi. Cac
moi nhan biét va gan vao cac mach cia ADN theo nguyén tac bé sung. Cac moi
dugc thiét ké sao cho dau 3 dinh huwéng doan trinh ty can nhan nén qua trinh tong
hgp ADN sé dién ra trén ca hai mach, qua su6t vung trinh ty d6. Nhiét do dé gan
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moi phu thudc vao do dai, trinh tw ctia moi va mic do dac hiéu can thiét & moi
phan tng PCR cu thé. Nhiét d6 gin méi thuong dao dong tir 45-60°C.
4.3. Kéo dai chuoi:

ADN polymerase gin vao diu 3ty do ctia mdi va sit dung dNTP dé téng hgp cac
doan mdi theo chiéu 5-3. Nhitng thi nghiém PCR diu tién thuong ding doan
Klenow ctia ADN polymerase I lam enzym tai ban nhung do né bi phan huy béi
nhiét & giai doan bién tinh nén thwdng phéi bd sung enzym mdi. Viéc phat hién va
stt dung Tag ADN polymerase tir vi khuan chiu nhiét Thermus aquaticus la mot
buwdc dot pha. Tag ADN polymerase c6 thé git nguyén hoat tinh & nhiét do dén
94°C. Piéu d6 c6 nghia 1a s& khong phéi bé sung enzym trong qud trinh phan tng

xay ra. Tag ADN polymerase c6 hoat tinh t6i wu & 72°C.

(L
i

OMA .. i
Bitsry tirl ey l asfe
4 P pa ~80'C
Batl cap =
'_'_:'I
. = E
I o ddai e
T T s
- — |
Hiak minf foa kF hedl FCR (FT va FZ) Cac doan msi-Frmars
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Sau chu ky dau, hai phan to* ADN dugc tao ra. Vi tri gan két cia moi chinh la noi
khoi dau qua trinh tong hgp mach mdi theo nguyén tac bé sung véi trinh tw
nucleotit trén mach khuon. Qua trinh tong hgp mach méi sé két thiic nhw thé nao?
Néu nhin két qua ctia phan tng PCR trén ban gen agarose, ching ta sé chi thay cé
mot bang duy nhat, chitng t6 cdc doan ADN dugc phan tng tao ra la dong nhat,
nghia la ching dwgc bat dau va két thic & cung mot diém. Dé tim hiéu diéu nay,

chung ta hay theo doi vai chu ky ctia phan trng PCR.

Hinh: Cac san pham sau ba chu ky ctia phan &tng PCR
O chu ky dau, hai mach ADN tach ra va bat dau tai ban tir diém gin moi. Hai

mach méi c6 ddu 5 duwge xac dinh bdi mbi nhung dau 3 chua dugc xdc dinh. Qua
trinh tong hgp khong két thic ¢ diém xac dinh nhung sé dirng lai & giai doan bién
tinh cia chu ky 2. M6i mach méi dwoc tao ra & chu ky 1 cling sé thanh khuon dé
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gan mo6i méi va qua trinh tong hgp mach mai trén mach khuén nay sé dugc giGi
han béi ca hai dau 3, 5. Didu d6 xay ra 1a vi qua trinh tai ban s& ding lai khi
khong con trinh tu dé tai ban tiép. Vay la, chu ky 2 sé tao ra 2 phan tt ADN c6 dau
5 xac dinh va dau 3 chua xdc dinh chic chin. Cac phén ti nay tiép tuc lam khudn
dé g&n mdi & chu ky 3. O chu ky 3, qua trinh t6ng hgp sé tao ra 2 phan t ADN c6
trinh ty hai dau chinh xac nhw gen dich. Cac chu ky tiép theo sé nhan gen dich theo
cap sO nhan. Sau 25 chu ky, sé thu dwgc khodng 30 triéu ban sao gen dich. Tat ca
cac phan &ng PCR déu c6 chita mét lwgng khong dang ké cac phan tiv ADN c6 cac
dau chwa that ding. Tuy nhién, diéu d6 khong anh hwéng dén két qua cia phan
ung.

BANG . SO BAN SAO GEN PICH PUQC TAO RA QUA CAC CHU KY CUA CUA KY THUAT
PCR

Theo Richard, 2004

S6 chu ky Doan ADN dich, mach | S6 phan t*t ADN mach | Téng s6 phan t&

kép tao ra kép co6 kich thuwdc 16n | ADN
hon

1 0 2 2

2 0 4 4

3 2 6 8

4 8 8 16

5 22 10 32

6 52 12 64

7 114 14 128

8 240 16 256

9 494 18 512

10 1.004 20 1.024

11 2.026 22 2.048

12 4.072 24 4.096

13 8.166 26 8.192
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14 16.356 28 16.384

15 32.738 30 32.768

16 65.504 32 65.536

17 131.038 34 131.072

18 262.108 36 262.144

19 524.250 38 524.288

20 1.048.536 40 1.048.576
21 2.097.110 42 2.097.152
22 4.194.260 44 4.194.304
23 8.388.526 46 8.388.608
24 16.777.168 48 16.777.216
25 33.554.382 50 33.554.432
26 67.108.812 52 67.108.864
27 134.217.674 54 134.217.728
28 268.435.400 56 268.435.456
29 536.870.854 58 536.870.912
30 1.073.741.764 60 1.073.741.824

5. UU PIEM VA HAN CHE CUA KY THUAT PCR

5.1.Uu diém

- Thoi gian thwe hién cye nhanh : Chi can mat 3 gio dé khuyéch dai mot trinh ty
ADN dugc quan tam, so véi phuwong phéap tao dong cta ky thuat tai t6 hgp ADN
phai mat ca tuan hodc 1au hon. - Pon gidn va it ton kém. N6 dwoc thyc hién trong
ong nghiém plastic nhé gom céac thanh phan t6i thiéu dwgc st dung dong thoi.
Trong khi dé, phwong phap tao dong dién hinh can cac vat liéu dat tién nhw mang,
nucleotide triphosphate mang dau phéng xa va viéc thyc hién can cac thao tac khéo
léo ddc biét. - D0 tinh sach cia mau khong can cao: PCR c6 thé thie hién véi cac
mau nucleic acid th6. Vi du, mau nay hay cac dau vét trong phan tich phap y. Diéu
nay ngwoc vdi ky thuat tai t6 hgp ADN, doan gen hodc vector déu can twong doi
tinh khiét. - PCR c6 thé gitip phan biét dwoc gen d6t bién do mat doan, thém doan
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hay dot bién diém. - Dung dé dinh lwgng so sanh bang cach cho tién hanh khuyéch
dai dong thoi trinh tw dich va mot trinh ty chitng ¢6 nong dé da biét. Nho cac wu
thé trén, PCR da hap dan cac nha nghién citu ngay tir lic ra doi trong viéc khyéch
dai cac trinh ty nucleic acid dac hiéu va chan doan phan t. Gigi han duy nhat doi
vdi phwong phap nay la phai biét trinh tw nucleotit (hodc it nhat 1 phan) ctia doan
can khuyéch dai. N6 khong thay thé k¥ thuat tai to6 hgp ADN ma gop phan dang ké
b6 sung cho k¥ thuat nay.

5.2. Han ché

Do do nhay rat cao nén PCR vira rat don gian, c6 khuynh huwéng st dung rong rai
nhung lai gap khong it kho khan.

a. Trong thuwc nghiém kich thuwdc cda trinh tw can khuyéch dai la giGi han dau tién.
Trr mot vai trwong hgp ca biét, PCR khong hoat dong dwoc v6i nhitng phan t
ADN c6 kich thwéce 16n hon 3kb. PCR cho két qua t6t nhat ¢ do dai ADN dudi 1,5
kb.

b. Sy ngoai nhiém la van dé 1én dat ra déi véi PCR gan lién vGi kha nang khuyéch
dai ban sao cta phwong phap nay. Van dé cap thiét trong tng dung chan doan, dy
phong vi hau qua c6 thé rat nghiém trong. Nguon ngoai nhiém I6n nhat 1a cac san
pham khuyéch dai cia nhitng 1an thao tac trudc. Ngudi ta da chitng minh dugc rang
viéc m& nap cac 6ng nghiém sau moi lan khuyéch dai trong mot khoang khong gian
kin nhuw phong thi nghiém sé khién cho cac phan tir da dugc khuyéch dai thoét ra
ngoai bay lo Ittng trong khong khi va bam vao twong, ctra, cac thiét bi, dung cu thi
nghiém,...r6i nhiém vao cac phan &ng tién hanh sau d6. Cé thé khac phuc mat
phan van dé nay bang mot s6 bién phap sau.

- Céc cong doan thao tac khac nhau nhuv thiét 1ap phan wng PCR va phan tich cac

san pham khuyéch dai phai dwoc tién hanh & cac dia diém cach xa nhau.
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- Dung cu dé thiét 1dp phan ng (micropipette) khong st dung vao cac thao tac
khac. Dau tip st dung vGi micropipette phai c6 16p loc tranh sy nhiém dau
micropipette béi cac phan ti khuyéch dai khi hit dung dich phan tng.

- Dung tia t ngoai d€ loai bo cac phan t&¢ con lai ti cac lan khuyéch dai truéc.

- Tat cd moi thanh phan cua phan tng déu dwgc chia thanh nhitng lwgng nhd,

tinh toan sao cho dua véi 1, 2 lan thao tac.

- Ngoai ra cac hang san xuat con dwa ra thi truong nhiéu hé thong sao chép cho
phép loai bé hoan toan sy ngoai nhiém.
Vi du: Perkin — Elmer — Cetus dé suat stt dung dUTP thay vi dTTP, viéc thay
thé nay khong anh hwdng dén phan tng. Trudc moi lan phan tng ké tiép, ngudi ta
cho thém vao dung dich phan &ng uracyglycosylase; enzyme nay sé phan huy tat ca
cac ADN c6 mang dUTP nhiém ti lan trwdc. Dong thoi, enzyme sé phan hay béi
nhiét ngay tr lan bién tinh dau tién. Cac hé thong nay gap phai bat lgi 16n khi pho
bién la gia thanh rit cao. c. Cac sai sét gay ra do Taq polymerase. Sy sao chép béi
Taq polymerase cho ty 1é sai kha cao (10 - 4 nghia la c@ 10.000 nucleotit thi
enzyme gan sai 1 nuclédtit). Pac tinh nay khong nghiém trong néu ta chi can xem
xét kich thuéc hay sy c6 mat ctia mot sdn pham khuyéch dai, nhwng cé y nghia 16n
néu can xac dinh chinh xac trinh tw nucleotit cia ADN. Ta khong thé loai bé hoan
toan cac sai s6t nay ma chi c6 thé gidm bét; Vi du nhuw sy can bang nong do
nucléotit trong phan ng, xac dinh trinh ty ctia nhiéu san pham khuéch dai tir nhiéu
thao tac riéng biét, so sanh trwdc khi dén trinh ty chinh thitc...va nhat la st dung
cac ADN polymera chiu nhiét c6 tinh trung thyc cao nhw: VentTM, Pfu, Ultma
ADN polymerase.
6. UNG DUNG CUA KY THUAT PCR
6.1. PCR trong viéc chan doan bénh di truyén

Kha nang nhan bdi cac trinh ty ADN ddc hiéu da giup no tré thanh mot cong cu co

gia tri trong viéc chan doan cac di tat di truyén va dot bién. Vi can phai biét trinh tw
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ADN sé dwge nhan béi truedce khi tién hanh PCR nén vi tri dot bién ciing phéi dugc
biét trwdc. Uu thé noi troi cia PCR 1a chi can mot lwgng nhé ADN dé chan doan.
Cac t€é bao mau, niém mac la nhitng vat liéu thich hgp dé chan doan ¢ nguoi 16n ;
do6i vdi bao thai (goi la chan doan in utero), chi can mét lwgng nhé 16ng to mang
dém. PCR duwoc st dung dé phat hién dot bién xen/mat doan va cac dot bién diém.
Nhiéu k§ thuat phét hién dot bién nhd st dung PCR da dugc phét trién. O day,
ching ta chi ban dén vai ky thuat trong s6 do.

6.1.1. Dot bién xen/mat doan

Ho6i chitng Waardenburg la mot bénh di truyén trgi trén nhiém sac thé thuwong,
duwgc dac trung bai tat diéc va sy hinh thanh sac té khong binh thwong. Khodng 2%
sO6 nguoi diéc la do bénh nay. Dau hiéu kem theo thwong thdy la tim toc trang
trwde tran va 16ng mi trang. Mot s6 dang hoi chitng Waardenburg 1a do dot bién &
gen PAX — 3 gen quy dinh mo6t nhan t6 phién ma tham gia diéu hoa sy phat trién
pho6i. Mot trong nhitng dot bién dau tién dwgc phat hién ¢ bénh nhan mac héi
chitng Waardenburg 1a mat doan 18bp & vung ma héa noi gan két ctia nhan to
phién ma. Bang PCR c6 thé phat hién mat doan nay & cdc bénh nhan mac héi
chitng Waardenburg khac. PCR doan trinh twv ADN binh thuvong cua gen nay cho
san pham la doan ADN gém 156bp con trinh ty dot bién sinh ra doan ADN ngan
hon (138bp). Dé dang tach hai doan ADN nay trén gel poly Acrylamide hodc
agarose. Nhu vay, c6 thé phat hién dot bién dwa vao kich thwdc ctia cac san pham
PCR. Trong treong hgp nay, vi bénh biéu hién trdi nén hau hét nguwdi mac bénh la
di hgp tt, mang mdt ban sao gen binh thuong va mdt ban sao gen dot bién. San
pham PCR cua thé di hgp tir sé sinh ra hai doan ADN kich thwéc khac nhau (156 va
138bp).

6.1.2. Dot bién diém

Phwong phép trén day khong thé dung dé phat hién cac dot bién diém. Cac moi sé

tao ra nhitng doan ADN c6 kich thwéc nhw nhau, cd & nguwdi mang dot bién va
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ngwoi binh thuong. Khi d6 can phai phan tich trinh tw ADN nhuwng sé rat ton thoi
gian. Vay, bang cach nao c6 thé sit dung PCR dé phat hién cac dot bién diém?
Phuong phap PCR alen dac hiéu khai thac mét dac tinh 1a, dé tong hgp ADN hiéu
qua nhd ADN polymerase thi moi phai ghép doi chinh xac & dau 3’. PCR alen dac
hiéu phat hién dot bién & gen - globin gay bénh hong cau hinh liém. Dé phat hién
dot bién diém, phai thiét ké 3 mo6i tham gia vao hai phan ttng PCR. Mot mo6i chung
cho ca hai phéan @&ng, hai m6i con lai (m6i 1 va moéi 2) dung dé phat hién trinh ty
binh thwong va trinh ty dot bién. PCR trinh tv ADN binh thwdng dién ra véi moi 1
va moi 3. V6&i mai 2 va 3 thi phan ttng khong thanh cong do ghép ddi sai giita trinh
tw binh thuwong va dau 3’ ctia moi 2. Twong tw, PCR vdi trinh tv ADN dot bién sé

that bai v6i mo6i 1 va 3 va thanh cong véi moi 2 va 3.

Hinh:
Dung
PCR

phat
hién
dot

bién

diem

o)
day, ching ta so sanh trinh tw ADN binh thwong véi ca thé dong hop tit vé dot bién
nay. Néu ca thé la di hgp tr thi hai phan ttng PCR ciing dién ra binh thuong. Dé
dam bdo rang cac phan &ng PCR dugc thyc hién chinh x4c, nguwdi ta thwong dwa
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vao thi nghiém bd méi doi chitng — b moi nhan ving ctia mét gen khong lién
quan. Vi vay, luén c6 mat mot bang trén ban dién di — bang PCR ddi chitng. Cong
viéc con lai la tim xem c6 hay khéng c6 bang b6 sung.

6.2. Tach dong cac san pham PCR

Ching ta da thay, c6 thé tach dong cac san pham PCR bang cach xen thém cac
trinh tw cho enzym gigi han nhan biét vao dau 5’ cua moi. Ciing c6 thé tach dong
trie tiép cac san pham PCR bang cach 1gi dung wu thé hoat tinh tranferase két thiic
chuoi ctia Tag ADN polymerase dé b6 sung a vao dau 3’ ctia san pham PCR. Két
qua 1a, hau hét cac phan tt ADN duge nhan boi nhd Taq ADN polymerase déu co
dau 3’ — A so le. Trong qua trinh dwoc goi la tach dong TA, cac dau so le dé duoc
gan vdi vecto mach thang T mang dau so le 3’ — T & ca hai dau nham tach dong
true ti€p véi hiéu qua cao cac san pham PCR. Diéu nay khong xdy ra v6i cac phan

tt ADN dau tu.
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Hinh : Tach dong TA cac san pham PCR
7. RT-PCR:

Nhuw ching ta da biét, PCR la k¥ thuat nhan boi ADN mach kép. Tuy nhién,
vat liéu khéi dau cho PCR khong nhét thiét phai la ADN. Phan tng chudi trung hgp
—phién ma nguwgc hay goi tat la RT-PCR (revserse transcription — polymerase chain
reaction) da dugc phat minh va dugc st dung nhw mot phwong phap nhan ARN va
phan tich sau khi chuyén n6 thanh ADN nho phién ma nguge. RT-PCR c6 thé dung
dé tach dong, xay dung thw vién cADN va tong hgp mau do. Ky thuat dé6 gom hai
phan : Tong hgp ADN tr ARN nh¢ phién ma nguge (RT) va nhan boi phan t
ADN dac hiéu bang phéan tng PCR.

T * AL~

S —
MSi 1
RT RT

(4]}

wa

Mai 2
5 3*

PCR: Chu ky 1 l Fha

aw

|'—— - MSi 1
S

W
wau

PCR: Chu ky 2

5' —— 3

B MSi 2 l

San phd&m nhan bdi

Hinh: RT - PCR
Phén ttng RT st dung khudén ARN (ARN téng s6 hodc poly-A"ARN), moi
(ngau nhién hodc oligo dT), cac dNTP, dung mo6i va enzym tai ban ngwoc dé tong
hop phan t&¢ ADN mach don b6 trg véi ARN (cADN). Sau d6 cADN lam khudn
cho phan tng PCR. O chu ky dau, ADN mach kép dugc tao ra tit ADN mach don
thong qua sy gan két ctia moi bo trg khac va Taqg ADN polymerase.
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Giong nhu cac phuong phap phan tich mARN khac, RT-PCR ciing c6 thé
dwgc dung dé dinh lvgng mARN & mau ban dau. Kiéu phan tich nay dac biét quan
trong dé kiém tra nhitng bién doi trong sy biéu hién ctia gen. Tuy nhién vi san
pham PCR tang theo cap s6 nhan nén nhitng sai khac rat nho & ti I1é mau ciing dugc
nhan lén nhue vay. Vi vay, RT-PCR can dugc téi wu hoa can than khi st dung dé
phan tich dinh lvgng mARN. Sy dinh lwgng thudng ¢ hai dang: twong doi va tuyét
doi.

8. REAL-TIME PCR:

Trong sinh hoc phan t, real-time PCR (PCR dung thoi diém) la ky that
phong thi nghiém dya trén phan ng PCR dung dé nhan boi va dinh lwgng dong
thoi phan t ADN dich. N6 c6 kha nang vira phat hién vira dinh lvgng trinh ty dac
hiéu trong mau ADN.

Quy trinh nay ciling giong nhw nguyén tac chung cua ky thuat PCR; dac diém
co ban cua real-time PCR la ADN nhan boi dwgc dinh lvgng ding thoi diém sau
moi chu ky phan tng. Hai phwong phap dinh lwgng pho bién la dung thu6c nhuém
phat huynh quang xen vao ADN mach kép va dung mau do ADN oligonucleotit
duwgc bién doi dé phat huynh quang khi lai v6i ADN b trg. Thong thwong, phan
tng PCR dung thoi diém dwgc két hgp véi RT-PCR dé dinh lwgng mARN c6 ham
lwgng nhé, gitip nha nghién citu dinh lwgng mic do biéu hién gen mot cach twong
doi tai thoi diém cu thé hoac & nhitng té bao hodac mo cu thé.

ADN c6 thé dugc dinh lwgng bang thuéc nhuém ADN mach kép. Thuoc
nhuém ADN mach kép gan vao tat ca cac phan ttt ADN mach kép dugc tao ra trong
phan tng PCR va phéat huynh quang. Ham lwgng ADN tang 1én trong phan tng dan
dén s tang ciong do phat huynh quang do dwgc sau moi chu ky phéan tng, nho dé
c6 thé dinh lwgng nong do ADN . Tuy nhién, mot s6 loai thuéc nhuom ADN mach
kép, nhv SYRB Green gan vao tat ca cac phan to* ADN mach kép, ké ca méi va cac

san pham PCR khong dac hiéu, lam cho viéc dinh Iwgng kém chinh xac. Dé dinh
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lvgng, phan tng PCR duwgc chuan bi theo cach thong thwong va b sung thém
thuéc nhuém. Po mitc do phat huynh quang sau moi chu ky phan &ng ro6i so sanh
vdi thang nong d6 ADN pha loang chuan dé dinh lwgng.

Ngoai ra, ngudi ta ciing c6 thé st dung mau do phat huynh quang dé dinh
lvgng ADN chinh xac hon, nhung gia thanh lai cao hon. Mau do thuong dwgc st
dung la TaqMan”, loai miu do dya trén sy lan truyén nang lugng cong hwéng
huynh quang khi lai. Mau do TagMan la oligonucleotit c6 chita thuéc nhuom phat
huynh quang, thuwong gin vao bazo diu 5 va thudc nhudém dép tit, thuong gin vao
dau 3. Mau do dugc thiét k& dé lai vi viing gitta ctia san phdm PCR. Khi phat xa,
thuéc nhudém phat quang bi kich thich, truyén nang lwgng cho phan tir thuéc nhuém
dap tat bén canh cht khong phét sang, tao nén co chat khong phat huynh quang.
Trong qua trinh PCR, khi enzym polymerase tai ban khuon c6 mau do gan vao,
hoat tinh 5 -3’ clia enzym cit bd miu do. Pong thai d6 tich thudc nhudm phat
huynh quang khéi thudéc nhudém dap tat va su truyén nang lwgng cong huwdng huynh
quang khong xay ra nita. Sy phat huynh quang tang lén trong moi chu ky PCR, ty

1é v&i toc d6 mau do bi cat bo va c6 thé do lwong duge.

Hinh: Real — time PCR sit dung TagMan dé dinh lwgng
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C. Phan KET LUAN

1. Két luan nhirng van dé quan trong caa deé tai
- Hau hét cac nghién cttu phan tich gen déu bat dau bang viéc phai tach chiét va
tinh sach ADN tir cac do6i twgng nghién cttu. Khi ADN c6 mitc do tinh sach cao,
dwgc hoa tan trd lai trong dung dich dém nuwéc thi c6 thé st dung cho cac thi
nghiém phan tich ADN sau do.
- C6 nhiéu phurong phap khac nhau c6 thé dung dé phan tich ADN, nhung dén nay
dién di trén gel la phwong phap dugc dung pho bién nhat nhd wu diém nhanh va
don gian. Nguyén tac cua phwong phap la : duédi tdc dong cta dién tredng, cac phan
twr axit nucleic (tich dién am) khac nhau vé kich thwdc, dién tich, mic d6 cuén xoan
va dang phan t& (mach thang hay vong) sé di chuyén qua hé mang cta gel tr cyc
am (cathode) sang cyc duwong (anode) véGi toc do di chuyén khac nhau. Vi vay,
ching dan dan tach nhau ra trén treong dién di ; qua dé, ngudi ta cé thé thu thap va
phan tich dugc ti'ng phan doan ADN hodc gen riéng ré.
- Viéc dé suat ra phwong phap PCR da tao ra mdt budc tién mang tinh cach mang
trong sinh hoc phan tr noi riéng va sinh hoc néi chung vi nho viéc cho phép phan
1ap, xac dinh cac gen, di sau nghién cttu chitc nang ciing nhw biéu hién cta gen
trong qua trinh phat trién hodc phan ng ctia gen doi vdi cac diéu kién moi tredong,
né cho phép ching ta tién hanh cac nghién citu ma trwedc day khong thé thyc hién
dugc. Ky thuat nay da dugc tng dung trong nhiéu linh vic caa sinh hoc phan tw
nhw chuan dodn cac bénh di truyén & ngudi, di truyén quan thé, phan tich phap y
trong an ninh hinh sv,...cho két qua cao.
2. Kién nghi, dé xuat

Trén day la mot s6 k¥ thuat thao tac trén ADN ma qua doc tai liéu toi trinh
bay dugc, co thé chwa day da va con thiéu so6t, rdt mong nhan dugc sy danh gia va

gop y cua quy thay co.
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