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13.1. Giéi thigu

Sy bién dbi can trong thong tin di truyén cua vi sinh vat bang cach thay doi truc
tiép bo gen cua chung duoc goi 12 ki thuat di truyén va su bién d6i nay ciing dan dén lam
xuat hién cdng nghé DNA tai t6 hop.

13.2. DNA

Cau truc cua deoxyribonucleic acid (DNA) cung cap ma di truyén phic tap dé ma
hoa cho sy téng hop protein. DNA 1a phan tir biéu hién nhiéu dic tinh tuyét voi. Mot dic
diém ctia DNA d6 1a sy gan két (anneal), nghia 13 phan tir DNA ty né thay d6i cac dic
diém lién két trong phan tng véi su gia nhiét va lam lanh.

Khi phoi nhiém DNA trong khoang nhiét ¢ 90 - 95°C s& Iam cho phéan tir nay bi
bién tinh tam thoi. Khi d6 cac lién két hydrogen vén gitr cho mach déi xoan lai véi nhau
bi pha v&, nén phan tir DNA s& duogc tach ra thanh hai mach theo chiéu doc. Mdi mach
biéu hién ma di truyén nucleotide. Vi vay DNA & dang mach don dugc sir dung cho cac
thir nghiém hoac sao chép. Khi nhiét cao dugc 1am lanh tir tir, hai mach don DNA tai néi
lai voi nhau nho cac lién két hydrogen tai cac vi tri b6 sung. Su gan két (annealing) nay la
dic diém can thiét cho phan &ng chudi polymerase (PCR) va cac mau do nucleic acid.
13.3. Ky thuat di truyén

K§ thuat di truyén 1a su 4p dung khoa hoc cho nhitng van dé can thiét cua xa hoi.
Trong nhitng nim gan day, k¥ thuat dua trén di truyén vi khuan da lam chuyén bién sinh
hoc. Cac doan DNA muc tiéu c6 thé dugc phan lap va khuéch dai va cac gen cuaa ching
duoc biéu hién & ham lugng cao. Bac tinh chuyén biét nucleotide doi hoi phai c6 su phan
cit bang enzyme cit gidi han, cho phép cac doan nay chtra cac gen hodc nhiéu phan cac
gen sau d6 duoc chén vao té bao chua vi khuan.

Khuan lac vi khuan hay dong (clone) mang cac gen dic hiéu dugc xac dinh bang
lai phan tu (hybridization) DNA hay RNA véi hda chat hoac sir dung mau do phdng xa.
Ngoai ra, cac san pham protein do cdc gen ma hoa dugc nhan biét hoic bang hoat tinh
enzyme hoic bang ki thuat mién dich. Vi vay ky thuat di truyén dwoc st dung dé phan

lap bat ky gen ndo c6 dac tinh sinh hoc dugc nhan biét.
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13.3.1. Chuén bi doan DNA bing enzyme cit giéi han

Sy da dang vé di truyén cua vi khuan biéu hién trinh tu dic biét dwgc enzyme cit
gidi han nhan biét va phan cét. Cac trinh tu DNA duoc enzyme cét giéi han nhan biét cha
yéu la palindrome - trinh tu Iap lai dao nguoc. GAATTC la mét trinh tu palindrome dién
hinh, dwoc nhan biét bang cach st dung enzyme cit giGi han EcoRI. Trinh ty l3p lai dao
nguoc nay vén di 1a cac cap base bd sung G - C va A - T, dan dén trinh tu 5- TTC c6
trinh tu b sung 1a 3' - AAG.

Hau hét cac enzyme cét giGi han nhan biét cac trinh ty gdm 4, 6 hay 8 base. Tuy
nhién ciing c¢6 cic enzyme cat gisi han khac nhan biét trinh tu gém 10, 11, 12 hay 15
base. Enzyme cit gigi han nhan biét 8 base sé& tao ra doan c6 kich thuéc 64.000 bp, duoc
st dung dé phan tich céc ving di truyén Ién. Enzyme cét gigi han nhan biét 10 base duoc
st dung dé xay dung ban d6 va dung dé phan kiéu (typing) phan tir bang dién di truong
xung trén gel (PFGE).

13.3.2. Phén tach vt ly cac doan DNA c6 kich thwéc khac nhau

Sy don gian hoa khi tién hanh k¥ thuat di truyén nam & ché dién di trén gel cho
phép cac doan DNA phén tach ra dya trén kich thudc cua ching. Cac doan cang nho cang
di chuyén nhanh hon. Tc d6 di chuyén va khoang tdi thich vé kich thudc dé phan tach
duoc quyét dinh nhd dic tinh tu nhién caa chat hoa hoc cua gel va muac do lién két chéo
cua chang.

Gel c6 dic tinh lién két chéo cao s& tdi thich dé phén tach cac doan DNA c6 kich
thuéc nho. Chat nhudém dang ethidium bromide, hay cac hoa chat nhuom dang khac co
tén thuong mai nhu: runSafe (Bromophenol Blue, Xylene Cyanol FF, and Orange G),
safeview, diamond... s& gin két vai DNA va phat mau huynh quang dudi tia cyc tim UV
va c6 thé ghi lai hinh anh trén gel nho thiét bi chup anh chuyén biét (vi du geldoc). Céc
doan DNA chuyén biét c6 thé duoc nhan biét bang cac mau do c6 cac trinh tu bo sung.

Dbién di truong xung trén gel (PFGE) cho phép phén tach cac doan DNA trén 100
kbp. Cac doan DNA 16n nay cho phép xay dung bang d6 nhidm sic thé cho mot sé loai vi

khuan.
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Ung dung cia miu do DNA: miu do DNA dung dé: (1). Phét hién truc tiép vi
sinh vt c6 trong mau thir nghiém. (2). Chan doan vi sinh vat khong qua nudi cay. (3).
Xéc dinh c4c chung phan 1ap. (4). Xac dinh chang cho phan kiéu mién dich hoc. (5). Xéc
dinh gen gay bénh cua vi sinh vat. (6). Xac dinh gen tao doc td.

13.3.3. Enzyme dung dé cit, ndi va phién ma ngwoc nucleic acid

Endonuclease cat gigi han: mach polynucleotide caa DNA ciing bi cat chir thap
(crosswise) tai vi tri chon loc bing enzyme cét gi¢i han endonuclease. Cac enzyme nay
nhan biét DNA ngoai lai va c6 kha ning phan cit va thay giai cac cau ndéi DNA. Su hién
dién caa enzyme trong té bao vi khuan bao vé vi khuan chdng lai cac DNA khong thich
hop cua bacteriophage hay caa plasmid.

Tai phong thi nghiém, enzyme cat gigi han endonuclease c6 thé duoc sir dung dé
phan cat DNA tai vi tri mong mudn va duoc &p dung trong cong nghé DNA tai t6 hop.
Cho dén nay hang trim endonuclease cit giéi han da duoc kham pha trong vi khuan. Mi
mot Kiéu duogc biét cd trinh ty muc tiéu tir 4 - 10 bp. C4c vi tri cit nhu vay c6 thé duoc
kiém soat. Endonuclease duoc dit tén bang cach két hop ky tu dau cua gidng vi khuan,
hai ky tw dau cua lodi vi khuan va sé tha tu cua endonuclease. Vi du, EcoRI la
endonuclease cit gigi han dau tién dwoc phét hién ¢ Escherichia coli va Hindlll la
enzyme endonuclease thir ba dugc kham pha ¢ Haemophilus influenzae.

Sw da hinh vé chiéu dai dean DNA cit giéi han: manh DNA duoc enzyme cat
gidi han endonuclease tao ra dugc goi 1a doan gigi han. Do céc bo gen cua nhiéu loai
tuong tuy nhau c6 thé thay d6i vé kiéu cat boi cac endonuclease chuyén biét, nén co thé
phat hién duoc sy khac nhau vé di truyén bang ki thuat da hinh vé chiéu dai caa doan
DNA cit giGi han (RFLPs).

Hang trim vi tri phan cét tao ra cic doan da hinh RFLP dugc phan bd khip bo
gen. Bai vi RFLP hoat dong nhu 13 kiéu chi dau vé di truyén (genetic marker), nén ching
c6 thé gitip dinh vi cac vi tri dic biét doc theo mach DNA. Vi vay cac doan RFLP nay
hitu ich cho su chuan bi 1ap ban db gen va xay dung hd so DNA va ciing duoc sir dung
trong phan tich vé méi quan hé di truyeén.

Ligase: 1a mot enzyme can thiét dé han gan cac dau cudi lai véi nhau bang cach
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tai ndi cac cau ndi phosphate - duong da bi cat boi endonuclease. Ung dung chinh cua
enzyme nay la trong viéc ndi ghép cudi cting cac gen vao trong plasmid va nhidm séc thé.

Enzyme phién ma ngwoc transcriptase: day la enzyme ma vai tro cua né duoc
biét nhiéu nhat trong sao chép cua virus cd b gen RNA nhu virus gay bénh AIDS va &
cac retrovirus khac. Enzyme nay duoc cac nha di truyén hoc sir dung nhu 1a mét céng cu
c6 gié tri dé chuyén d6i RNA thanh DNA.

DNA bé sung: cac ban sao duoc goi 12 DNA bé sung hay cDNA, c6 thé duoc 1am
ra tir RNA thong tin, RNA van chuyén, RNA ribosome va céc dang khac cia RNA. Ky
thuat nay cung cap cac phuong tién c6 gia tri cho sy tong hop cac gen cua eukaryote tir
mRNA. biém thuan loi d6 1a gen duogc tong hop s& khdng c6 cac trinh tu xen vao goi 1a
intron, ¢6 thé lam phic tap cho sy quan Iy cac gen cua eukaryote trong ky thuat di truyén.
DNA b6 sung ciing c¢6 thé dugc sir dung dé phan tich trinh tu nucleotide cia RNA nhu
RNA duoc tim thay trong ribosome va trong RNA van chuyén.

13.3.4. Phuong phap xac dinh kich thwéc, tong hep va giai trinh tw DNA

Kich thudc twong ddi cua nucleic acid thudng duoc biét qua sb lugng cap base hay
nucleotide ma ching c6. Vi du, cac trinh ty palindrome dwgc nhan biét bing
endonuclease thuong dai tir 4 - 10 bp. M6t gen trung binh ¢ E. coli khoang 1.300 bp hay
1,3 kilobase (kb), bo gen E. coli c6 khoang 4,7 triéu bp (Mb). Virus Epstein - Barr, gay
bénh mononucleosis c6 mot gen kich thudc 172 kb. Con ngudi ching ta cd khoang 3,5 ty
bp (Bbp) phan bd doc trong 46 nhidm sic thé.

Oligonucleotide 1a doan DNA hozc RNA réat ngan. Ching cé chiéu dai dao dong
trong khoang tir 2 ¢én 200 bp, mac du hau hét thuong phd bién trong khoang 20 - 30 bp.
Oligonucleotide c6 thé duoc phan lap tir cac té bao hoic dang DNA tong hop c6 chiéu dai
giai han trong khoang 200 nucleotide.

Mau do lai thuong duoc sir dung trong tao dong DNA. Trinh ty amino acid cua
protein duoc sir dung dé suy ra trinh ty DNA tir mau do c6 thé duogc sir dung dé xay dung
va 4p dung phat hién khuan lac vi khuan c6 gen di duoc tao dong. cDNA do mRNA ma

hoa duoc sir dung dé phat hién gen ma héa cho mRNA.
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13.4. Cac kiéu lai phan tir

Lai phan ttr c6 cac kiéu sau: (a). Northern blot, (b). Southern blot va (c). Western
blot
13.4.1. Northern blot

Lai DNA véi RNA duoc goi 1a Northern blot, ki thuat lai ndy nham cung cap
thong tin dinh lugng vé sy tong hop RNA.

Ly trigh RNA
Mau do danh dau

00‘

Northem blotting
(chuyeén len mang)

RNA duge<0 dinh 1én o
o4 vo1 mau do da

AW UV hay nhict g :
duoc danh dau

Hinh 13.1. So' @ minh hoa k§y thuat lai DNA véi RNA con goi la Northern blot.

13.4.2. Southern blot
Lai DNA vai DNA duoc goi la Southern blot. Phuong phap nay duoc st dung cho

cac doan DNA chuyén biét trong cac doan gidi han dugc tach trén gel. Cac blot nay co
thé duoc sir dung dé phat hién cac doan giéi han bi chong lan.
13.4.3. Western blot

La ky thuat dwoc sir dung dé phat hién gen ma theo d6 khang thé duoc sir dung dé
phat hién cac gen da duoc tao dong nho tao cau ndi vai cac san pham cua protein nay.

Viéc tao dong cac doan nay tao ra kha nang phan 1ap cac vung bén hong (flanking) cua
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DNA bang k§ thuat goi la di doc theo nhiém sac thé (chromosomal walking).
13.5. Giai trinh tw DNA

Giai trinh tw DNA 14 k¥ thuat giGp biét dugc trinh tu caa cau tric gen, la cong cu
gilp cac nha nghién ctru tim ra cu trdc caa san pham gen.

Giai trinh tw DNA c6 nhiéu ¢ng dung sau:

(1). Théng tin thu nhan dugc nho giai trinh ty DNA s& giup hiéu duoc cac gen da
giai trinh tu hay thay ddi chic niang cua gen.

(2). Phan tich trinh ty DNA nham chang minh cac ving diéu hoa kiém soét su
biéu hién ctia gen va cac vi tri gen nhay cam dé dot bién.

(3). So sanh cac trinh ty DNA dé ching minh vé mdi quan hé tién hoa nhiam cung
cap thdng tin cho phan loai vi sinh vat.

(4). So sanh céc trinh ty DNA dé tao thuan loi xac dinh vang bao ton. Vung bao
tén rat hiru ich cho viéc phat trién méi phan tich PCR, mau do lai dic hiéu dé phat hién vi
sinh vat ¢6 trong mau thir.

K§ thuat Maxam - Gilbert va phuong phap Sanger (st dung dau cudi dideoxy) la
hai phuong phap dugc st dung thuong xuyén trong giai trinh ty. Ky thuat Maxam -
Gilbert phy thudc vao do tin cay cua hoa chat lién quan do su khac nhau vé cac cau ndi
nucleotide, nguoc lai phuong phap Sanger cat ngang sy kéo dai cac trinh ty DNA bang

cach gan céac dideoxynucleotide vao trong cac trinh tu.

Bién tinh Bat cap Keo dar San pham
En.:crn:e, ; t‘Iﬁu .
cudi gan chat mau A D
v <l B B0 /iR
y i s Cl® " e AC CG[TI®
Glo ACCG TA®
Tle ACCGTAT®

Hinh 13.2. So' @ minh hea chu trinh giai trinh tu tw déng c6 trinh tw cudi gan chat
phat huynh quang.
Chu trinh giai trinh ty ty dong dua trén su phéat huynh quang can ¢ mot mach

khudn DNA, mdi giai trinh tw, DNA polymerase bén nhiét, nucleotide, INTP va dém.
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Nhung khac véi phuong phap ctia Sanger thay vi sir dung chat phong xa, thi phuong phap
giai trinh ty ty dong sir dung chét phat huynh quang dé gin vao san pham kéo dai va cac
thanh phan duoc két hop véi nhau trong mot phan (ing bao gdm cac budc bét cap, kéo dai
va bién tinh trong may luan nhiét. Phan &ng giai trinh tu trong chu ky nhiét cao, khuéch
dai san pham kéo dai va ding lai khi lap rap mot trong bon ddNTP. Ty 18 gitta ANTP Vi
ddNTP dugc ti vu dé tao ra sé lwgng can bang cac san pham kéo dai c6 do dai va ngan
khac nhau (Hinh 13.2).

Chu trinh giai trinh ty tw dong c6 gan chat phat huynh quang bang céach sir dung
dideoxynucleotide triphosphate c6 gan chat phat huynh quang hoic moi gan chat phat
huynh quang. Ca hai dung bdn chat mau khac nhau. Vi vay khi nhan dugc anh séng kich
thich mdi chat mau chi phat ra mot buéc song duy nhat, chat phat huynh quang trén san
pham khuéch dai giup xac dinh ddNTP ¢ dau cudi 3’ 1a A, C, G hay T (Hinh 13.2).

Shotgunning: nghién ciu sinh hoc da tién hoa nhiéu do su phat trién cua cong
nghé cho phép giai trinh tu va phan tich bo gen sinh vat cua virus dén b gen vi khuan va
ca bo gen cia con ngudi. Viéc giai trinh ty d3 duoc dé dang hon nhd st quy trinh
shotgunning. Trong quy trinh nay, DNA bi pha v& thanh cac manh nho ngau nhién dé tao
ra thu vién manh ngau nhién.

13.5. Mau do nucleic acid

Mau do nucleic acid la nhitng phan doan DNA va RNA c6 gan dong vi phong xa
hay enzyme c6 thé lai véi nucleic acid c6 tinh dic hiéu cao. Mau do lai c6 gia tri thyuc
nghiém béi vi chiing c6 thé phét hién cac trinh ty nucleotide chuyén biét trong cac mau
khong biét. Cac mau do nay mang cac phan tir tin hiéu nhd gan ddng vi phat ra phong xa,
hoac gan cac chat phat quang hoa hoc c6 thé phat ra anh sang thay dugc. Cac phan tng
c6 thé 16 ra bang cach dit phan tng thir nghiém tiép xac véi phim chup. Mau do phat
huynh quang c6 chat mau cé thé thdy duoc bang anh sang tir ngoai. Cac mau do cé thé
duoc st dyng trong nhiéu quy trinh phan tich. Hai nucleic acid khac nhau co thé lai voi
nhau bang cach két hop tai cac vi tri bd sung cua chang. Tat ca hinh thic két hop co thé
la: DNA mach don c6 thé két hop véi DNA mach don hoic RNA khac va RNA c¢6 thé lai
v6i RNA khac. Day 1a dic diém co ban dé hinh thanh nén chat danh dau chuyén biét
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dang oligonucleotide cong thirc duoc goi la mau do gen.
Ung dung cia miu do DNA: miu do DNA khong phai 1a phuong phap khuéch
dai. chang chi phat hién DNA c6 trong mau thir nhung khong cé bt ky khuéch dai DNA
Ung dung miu do DNA .
nhi¢u ng dung sau:
—@—[Phe’nt hién tryc tiép vi sinh vit ¢6 trong mau thw ’ (1) Nhléu méu do DNA d3

| Chin doan/phat hién vi khuin khong thé nudi ciy ’ duoc phat trien d¢ xac dinh cac

r ] chang phén lap va duoc ap dung

Xic dinh cac chiing nuéi cay phan lip

P

\

dé phat hién vi sinh vat gay bénh

Xie dinh ching cho phéin kiéu (typing) mién dich hoe (@) phat hi¢n truc tiep vi sinh vat

.

T

co trong mau thtr (b) xac dinh vi

Xic dinh cac yéu té giy bénh ciia vi sinh vit

sinh vat sau khi phan lap (So do

1).
@—[ Xace dinh déc to ) )
(2). Mot so vung DNA ¢
ngudi biéu hién su bién dong dang ké vé sy phan b cac vi tri gigi han. Sy bién dong nay
duoc goi la sy da hinh vé chiéu dai cia doan DNA gisi han (RFLP). Mau do

oligonucleotide lai vé6i cac doan RFLP nay c6 thé duogc sir dung dé truy tim DNA tir mau

vat nho con sot lai trén co thé ngudi nhan. Vi vay ky thuat nay co gia tri ddi véi linh vuc
khoa hoc phap y.

(3). Nhitng ung dung cua RFLP di véi y hoc gom xac dinh vang di truyén co
quan hé gan vai cac gen cia nguoi bi rdi loan chirc nang, cung véi dé 1a bénh di truyeén.
Théng tin nay sé& co gia tri trong viéc hd tro tu van vé di truyén.

13.6. PCR - phan ing chudi polymerase
13.6.1. Giéi thieu PCR

Nam 1983, Kary Mullis da phat trién mot ky thuat méi nho d6 co thé tong hop
mot s6 lugng 16n DNA tir mot doan DNA ma khdng can qua tao dong doan nay. K¥ thuat
nay duoc goi la phan wng chudi polymerase hay duogc viét tit [a PCR va di c6 tim quan
trong dang ké trong thyc nghiém ciing nhu tac dong manh mé dén cong nghé sinh hoc.

Nho k¥ thuat nay, c6 thé chuan bi mot luong 16n DNA cua mot doan DNA cu thé.
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Trong PCR, céc trinh ty oligonucleotide gidng véi trinh tu doc theo trinh tu muc
tiéu duoc tong hop dau tién. Nhitng oligonucleotide tong hop nay thudong cé chiéu dai
khoang 20 nucleotide va dong vai tro 1am mdi (primer) cho sy téng hop DNA. Cac doan
c6 kich thuéc nam trong khoang nhé hon 100 bp dén vai 1000 bp c6 thé duoc khuéch dai
va chi doi hoi tir 10 - 100 pmol méi. Nong d6 cia DNA muc tiéu cé thé thap tir 10 - 15
uL. H3n hop phan &ng cho PCR c6 (a) DNA muc tiéu (b) mdi, (c) DNA polymerase bén
nhiét va (d) bén deoxyribonucleoside triphosphate. Chi c6 DNA polymerase cé kha ning
chiu duoc nhiét do cao co thé dugc sir dung cho ki thuat PCR. Taq polymerase duoc ly
trich tir vi khuan chiu nhiét Thermus aquaticus va Vent polymerase tir Thermococcus
litoralis I hai enzyme phé bién duoc sir dung trong PCR.

13.6.2. Chu ky PCR

Tién hanh trong ba budc nhu sau:

(1). Bwéc thie nhat: DNA c6 trinh ty can khuéch dai duoc gia nhiét bién tinh dé
tach cac mach bo sung cia chung ra. Thong thuong DNA muc tiéu ¢ chiéu dai trong
khoang gitra 100 va 5000 bp.

(2). Bwéc thir hai: nhiét do dugc ha thap xudng dé moi c6 thé gan két véi DNA
trén ca hai dau cua trinh tu muc tiéu. Do mdi c6 mét lwong du thira nén cac mach DNA
muc tiéu thudng gan két vai moi hon 1a gan két vai nhau.

(3). Buéc thir ba: DNA polymerase kéo dai moi va tong hop cac ban sao cua trinh
DNA muc tiéu, st dung deoxyribonucleoside triphosphate. Tai thoi diém két thac cua
mot chu ky phan tng, cac trinh tu muc tiéu trén ca hai mach duoc sao ra. Khi chu trinh ba
budce dugc lap lai, s& c6 bdn mach tir chu ky dau tién duoc sao ra dé tao ra tam doan. Chu
Ky thir ba tao ra 16 san pham. Vé Iy thuyét, 20 chu ky s& tao ra mét triéu ban sao trinh ty
DNA muc tiéu va 30 chu ky s¢€ tao ra khoang mét ty ban sao.

K§ thuat PCR hién da duoc tu dong hoa va duoc tién hanh nho thiét bi co thiét ké
dic biét duoc goi 1a may luan nhiét (thermocycler). Hién nay may luan nhiét hay thiét bi
PCR c6 thé tién hanh 25 chu ky va khuéch dai DNA gap10° lan chi trong vong 57 phut.
Trong mét chu Ky dién hinh, DNA dugc bién tinh ¢ 94°C trong 15 gidy; sau d6 moi duoc

gan vao va mé rong ¢ 68°C trong 60 gidy.
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Ky thuat PCR dang cai tién lién tuc va trai qua nhiéu thay d6i nhu sau:

1. Ngay nay, RNA cé thé dugc sir dung mot cach hiéu qua trong cac quy trinh
PCR. Tth DNA polymerase, mot Thermus thermophilus DNA polymerase tai t6 hop s&
phién ma RNA thanh DNA va sau d6 khuéch dai DNA. RNA té bao va RNA virus c6 thé
duoc nghién ciu ngay ca khi RNA hién dién mét lugng rat nho chi khoang 100 ban sao
cling ¢6 thé duoc phién ma va khuéch dai.

2. Ciing c6 thé sir dung PCR dé dinh luong cac san pham DNA ma khdng can sir
dung ddng vi. Piéu nay cho phép no tim kiém mét luong DNA muc tiéu ban dau trong
thoi gian it hon mot gio nho str dung thiét bi ty dong. PCR dinh luong rat cé gia tri trong
nghién ctru vé virus va biéu hién gen.

3. Nhu da dé cap o trén, DNA muc tiéu thong thudng dugc khuéch dai co kich
thudc nho hon 5000 bp. Ky thuat PCR khuéch dai kich thudc dai (long PCR) di dugc
phat trién, khuéch dai cac trinh tu co kich thudc trén 42 kilobase. N6 phu thudc vao viéc
st dung polymerase khac phuc 18i bai vi Taq polymerase dé b 15i.

4. Multiplex PCR la mot bién thé cua PCR theo d6 ¢6 hai hodc nhiéu hon céc trinh
tu muc tiéu co thé dugc khuéch dai ddng thoi co trong mau thir nghiém tai cung thoi
diém. Phuong phap nay sir dung hai hoac nhiéu hon hai cap mdi dugc thiét ké dé khuéch
dai cac muc tiéu khac nhau. Multiplex PCR dugc sir dung dé ching minh c6 hai hoic
nhiéu hon hai vi sinh vat gay bénh c6 trong mau tht.

5. Real-time PCR la k¥ thuat duoc phat trién mai nhat. K§ thuat nay duoc dic tén
nhu vay Vi cac san pham PCR (amplicon) c6 thé duoc phat hién theo thoi gian thuc
(realtime). Nhung trong thyc té thoi gian thuc Ia chi sy phat hién cac san pham PCR
(amplicon) ngay sau mdi chu ky nhiét phan @ng. Mot sé thiét bi thuong mai két hop
khuéch dai DNA muyc tiéu véi viéc phat hién cac amplicon trong cung mét dng nghiém
kin. Cac hinh thic phat hién bang mau do phat huynh quang s& thu duoc két qua ban dinh
lugng va thoi gian phan tich c6 thé ngan hon khi tién hanh biang phuong phap PCR
truyén théng.

13.6.3. Ung dung cia PCR
PCR va cac k¥ thuat sinh hoc phan tir khac that sy dem lai gia tri ngoai su mong
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doi trong nhiéu linh vyc caa sinh hoc phan tir, y hoc va cdng nghé sinh hoc. Nhiing
phuong phap nay hitu dung dé:

(1). Khuéch dai mot lwong nho DNA dic trung va cung cap vat liéu dé giai trinh
tur truc tiép doan DNA, hoic qua tao dong bang cac ky thuat tiéu chuan.

(2). Phat hién vi sinh vat chua duoc nhan biét trude d6 hoic vi sinh vat khong thé
nudi cay.

(3). Phat hién cac gen khang khang sinh. K§ thuat nay ciing hé tro cho thir nghiém
nhay cam khang khang sinh theo phwong phap truyén théng phat hién gen khang
methicillin & Staphylococcus, gen khang rifampicin & M. tuberculosis, hay da khang do
nhiéu gen khang ¢ vi khuan gay bénh, ... .

(4). Dy doan va giam sat phan ang caa cac ca thé bi nhiém man tinh virus viém
gan B (HBV), virus viém gan C (HCV), hay HIV dé dua ra liéu phap khang virus hiéu
qua.

(5). Cung cap thong tin hitu ich dé co thé du doan tién trién caa bénh. Vi du xac
dinh ham lugng lugng virus HIV-1 dé du doan tién trién bénh AIDS.

(6). Chan doan cac bénh nhu AIDS, Lyme, bénh do nim chlamydia, bénh lao, so
gan do virus, virus papilloma ¢ nguoi va cac yéu td xam nhidm khac.

(7). Phat hién bénh di truyén nhu bénh thiéu mau do héng cau hinh ludi liém, bénh
phenylketone ni¢u va bénh loan dudng co.

(8). Phat hién virus trong thuyc phim nhu virus siéu vi gan A (HAV) hay
norovirus; vi khuan gay bénh co trong thuyc pham nhu: Salmonella, Listeria
monocytogenes, ...

(9). Chan doan/phat hién virus vat gay bénh cho vat nudi trén can ciing nhu dudi
nudc nhu: WSSV, YHV, TSV, IHHNYV, ....

13.7. Cong nghé DNA tai té hop

Trong cong nghé DNA tai t6 hop, diéu trudc tién la phai xac dinh va phan lap
duoc trinh ty DNA ma hoa cho kiéu hinh cu thé nao d6 can sir dung. Sau khi tinh sach,
gen duoc dung hop véi cac doan DNA khac dé hinh thanh phan tir DNA tai to hop. Cac

phan tir tai t hop nay dwoc nhan 1én bang cach chén vao mot sinh vat dé tao dong.
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13.7.1. Vector tao dong va té bao chi

M6t vat chuyén tai t6 hop tét phai c6 hai dic tinh rat can thiét:nd phai c6 kha ning
mang mot doan dang ké DNA cho va vector ndy phai dé dang duoc vat chu tao dong
chap nhan.

Vector tao dong: cac vetor duoc st dung trong tao dong gom: (a) plasmid, (b)
thuc khuan thé va (c) vector lai (hybrid vector).

(a). Plasmid la nhirng vector tuyét voi bai vi ching cé kich thudce nho, c6 dac tinh
t6t, dé thao tac va chiing co thé duoc chuyén vao trong té bao chi théng qua sy bién nap.
Plasmid E. coli mang cac gen danh dau (genetic marker) ma hda cho tinh khang khang
sinh, mic du plasmid nay twong d6i bi gidi han va chi mot luong nho DNA ngoai lai
duoc chap nhan.

(b). Thuc khuan thé ciing 1a vector tot béi vi n6 ¢d kha niang tiém DNA vao té bao
chu 1a vi khuan DNA théng qua su tai nap. Phage Charon2 dugc bién ddi tir vector phage
thiéu di mot phan I6n bo gen cua ching; vi vay nd ¢ thé mang mot doan twong doi lon
DNA ngoai lai.

(c). Vector lai duoc phat trién bang cach ndi ghép hai vector khac nhau lai voi
nhau. Cosmid la mét vi du vé vector lai ndy, nhd su két hop gitra mot plasmid va mot
phage va c6 kha ning mang cac trinh tu bo gen lén hon. Vector lai giita E. coli va nam
men c6 thé chén ca phan 16n bo gen vi khuan va nam men tao dong vao trong té bao chu
tao dong.

Vit chii tao dong: E. coli 1a vat chi tao dong truyén thong van con duoc st dung
trong phan 16n céac thuc nghiém. Bai vi vi khuan nay la vat chi tai to hop dau tién va
nhitng hudng dan sir dung duoc thiét 1ap tot, twong dbi dé hiéu va tin cay. Theo d6 hang
tram cAc vector tao dong di duoc phéat trién. Nhirng diém bat loi chinh ddi véi E. coli do
la khuan nay thiéu di tinh linh hoat dé biéu hién chinh xéac cac gen eukaryote.

N4m men Saccharomyces cerevisiae 1a mot té bao cha khac duoc lva chon. Té bao
chu nay duoc str dung cho mot sé qué trinh cong nghiép va nghién ciu. Vat cha nay 1a té
bao eukaryote ludn c6 nhitng co ché dé ché bién va bién doi cac san pham gen cua

eukaryote. Mot sé k§y thuat nay ciing duoc st dung cho cac vi khuan khac vi du nhu
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Bacillus subtilis, nudi ciy té bao dong vat va tham chi cho dong vat va thuc vat séng
dung lam vat cha tao dong.
13.7.2. Cac san pham sinh hec cia cong nghé tai té hop

Cong nghé tai t6 hop DNA duoc st dung trong linh vue dugc hoc dé san xuat
dugc pham ma khong can bét ci phuong tién nao khac. Cac bénh nhu tiéu duong va bénh
lun do thiéu mot hormone thiét yéu, nay dugc diéu tri bang céch thay thé gen khiém
khuyét hormone.

Insulin bo va heo chi 1a mot dang san pham tai to hop ding dé diéu tri bénh tiéu
duong type 1, mac du nhiing san pham nay gay phan tng di ang & mot sé ca thé nhay
cam. Nguoc lai trang thai 10n c6 thé khong duoc diéu tri bang hormone ting truong lay tir
dong vat ma chi duoc diéu tri bang hormone ting truong ¢ nguoi (HGH) bang cach thu
nhan tir tuyén yén cua tir thi. Chinh vi vay nén nhiéu Iic khong da HGH dé diéu tri cho
hang ngan tré c6 nhu cau. Tuy nhién hién nay tinh trang nay da duoc cai thién nho HGH
tai t6 hop. Cong nghé tai t6 hop da lam thay doi bang cach san xuat ra mot luong Ion
hormone va enzyme ¢6 ngudn goc tir ngudi da gop phan giai quyét duoc mot sé van dé
nan giai trong diéu tri.

13.8. Sinh vit bién ddi gen

Qué trinh nhan tao dua cac gen ngoai lai vao sinh vat dugc goi 1a su chuyén nap
(transfection) va sinh vat tai to hop tao ra trong truong hop nay duoc goi la sinh vat
chuyén gen (transgenic) hay sinh vat bién do6i gen (GMO).

CAac gen ngoai lai duoc chén vao nhiéu vi sinh vat, thuc vat va dong vat nho k¥
thuat DNA tai t6 hop nhu nim men, thuc vat nhu gao, ca chua, khoai tay. Sinh vat
chuyén gen I cac hinh thirc doi séng doc ddo, duoc tng dung trong cong nghé sinh hoc.
13.9. Liéu phap gen

Liéu phap gen 1a mot k§ thuat thay thé gen bi khiém khuyét bang mot gen binh
thuong. Loi ich thira huong cua lidu phap nay rd rang 1a phuong thirc diéu tri 1am thay
dbi hoat dong sinh ly do stra chira khiém khuyét di truyén.

C6 hai chién lugc cho liéu phap nay do6 1a: (a) liéu phap ngoai co thé séng (ex

vivo) va (b) liéu phép trong co thé séng (in vivo). Trong liéu phap ngoai co thé sdng, gen
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binh thuong duoc tao dong trong vector, nhu retrovirus (Vi du virus gdy ung thu bach cau
& chuét MLV) hay adenovirus 1a nhitng virus xam nhiém nhung twong ddi vo hai. Cac
mod lay tir bénh nhan dwgc U Vai virus bién doi gen nay dé chuyén nap véi gen binh
thuong. Té bao qua gay nhidm sau d6 duoc dua vao co thé bénh nhan qua duong truyén
vao. Nguoc lai ddi véi lidu phap trong co thé séng khong co budc trung gian o mé duoc
Xén tir bénh nhan. Thay vao d6 1a DNA tran hay vector virus dugc dua truc tiép vao md

bénh nhan.
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