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LOI NOI PAU

Khoa hoc di truyen dat dugce nhitng dinh cao nhét ngay ti déu
thé ky XXI, thé' ky cia sinh hoc, vdi edc thanh twu néi bt gici ma
hé gen nguvi, nhén ban vé tinh.

Sdch di truyén hoc dong vdt xudt ban dé cap tdi cdc co sd Iy
thuyét co bdn vé di truyén trén d6i tugng déng vét, gidi thidu cdc
thanh tuu nghién ciu va ing dung thuc tién trong cde linh vie di
truyén t& bao, di truyén hod sinh, cdc phdt hién mdi vé co ché di
truyén phan t tap tinh dong vét.

Vi nhitng phdt trién hién tei cuc nhanh cia di truyén phdn
tw, sdch danh wu tién cho cde hudng mdi trong di truyén hoc déng
vadt, cac phuong phdp phén tich phdn tir, dac biét di sGu vao linh
vic cong nghé di truyén déng vdt, cong nghé ADN tdi t6 hop, cong
nghé gen dong vdt tao dong vt truyén gen, sdn xudt sin pham
sinh hoc bang ky thudt gen ...

Phan mdi nhdt ciia sdch nhdm tiép can cdc thanh twu cdp
nhdt cua di truyén hoc nhing thding ddu nam cia nim 2001, vdi
cac linh vie nhan bdn vé tinh dong vdt, gidi ma hé gen nguoi.

Sach hy vong duoc phuc vu cdn bé gidng day, sink vién cde
truong dai hoc, cde hé dao tao cao hoc, thac si, tién si sink hoc, cdn
bo giang day, nghién ciu J cde triong, cdc vién, nghién ciu khoa
hoc mdt khdc nham gép phén tu boi dudng hién thie di truyén hoc
cua dong ddo cdc thay, cé gido ¢ cdc truong trung hoc phé théng,
cao dang. '



Sdch Di truyén hoc dong vdt ra doi, chde chdn con nhidu han
ché. Xin rdt chdn thanh cdm on nhitng y kién déng gép cua ban
doc.

Tac gid
GS. TS. PHAN CU NHAN



Chuong I
€O SO DI TRUYEN DONG VAT

A. GEN, ALEN VA DAY ALEN G DONG VAT

I. GEN

Y tudng vé gen bat dau xuat hién tir diu thé ky XX khi ngudi ta
can néi dén nhitng yéu t6 gia thiét. quv dinh cae bieh doi vé cac tinh
tranyg cu thé. trong thiv dudge. ¢6 d thye vat, déng vat.

Gregor Mende! di theo déi, x4c dinh cae bign déi el tinh trang
(nhu hinh dang. mau sace cac hat) & cav lai. ket quia giae phin gida cie
dong dau Ha Lan va xdy dung thanh cac dinh luit Mendel.

G thai gian nay, Mendel chua phan biét dude cac tinh trang quan
sat duge (ca1 ma ngay nay dude goi 14 kidu hinh 1-puciolip) véi cac yéu té
di truyén cé trong noan va hat phan, cang duge éng goi la tinh trang
(thyc té. day 1a kidu gen- genotip).

Phai dau nam 1900, vdi cic edng trinh duge phat hi¢n lai b Hugo
de Vries (Ha Lan), Carl Correns (Pdc). Erich von Tscherm:k (Ao) va
William Bateson (Anh). ngudi ta da dat vAn dé phai phan bi¢t kiéu hinh
vl cde nhan t§ vat chAt bén trong t& bao sinh duc eb chie ning quy
dinh céc tinh trang kiéu hinh.

Bar ddau tic déy ra doi khoa hoe di truyén va thuét ngz Di tr uven
hoc {Genetique, tir chit Hy lap "Genetikos") duge William - Baveson dé
xudt nam 1905. Thuat ngit "gen" (LU "genos". tlc =an sinh. npgudn gic)
va sy phan biét gitta kidu hinh (phenotype, tit "phainein”, biéu hién) va
kiéu gen (genotype) dude néu 1én tir 1909 boi nha di truyén hoc v thue
vat hoc Wilhelm Johannsen. Dinh nghia vé gen 1 mot y&u t& vat chit
quy dinh tinh trang duge gan vdi quan niém gen 6 hai dang. goi la
alen. ¢6 nguon goe ti b va ti me.



Chinh cap alen nay quy dinh cac kiéu gen khac nhau, duge biéu
hién qua kiéu hinh. 84n pham cudi cing ctua gen 1a protein hode ARN.

Clng v6i sy phat trién chia khoa hoe di truyén hoe, chitc nang cua
gen cung ngay cang duge lam ro.

Rendle va Tatum. qua cac thue nghiém di truyén hoc, da dua ra mé
hinh: “1gen - 1protein®.

Ngay nay, gen c6 thé quy dinh nhiéu tinh trang, ma hoa nhiéu
protein khiae nhau, qua e ché nhidu kiéu lién két khae nhau cta cac
exon nam trén gen ¢ sinh vat nhan chuan (eukarvote) trong qua trinh
eal nol sao mA (RNA- processing). Vi du thue nghiém dién hinh la gen
caleitonin / neuropeptide. Mot gen ¢6 thé quy dinh nhiu tinh trang con
quit ¢d ché td hap gen. Mot gen a, khi cung duge biéu hién vé gen b, ¢
thi 6 hiéu qua téc déng khac v khi duge biéu hién cing gen e, f.

Sy 16 hop ciia hang van gen trong genom cua con nguoi, rd rang
din t4i 86 huong khdng 14 cace tinh trang khac nhau.

M6t cd ché khac nda, din téi tinh chit gen quy dinh nhiéu tinh
trang khéc nhau la do trong tiing cap alen cua mdi gen, ¢6 alen trdi va
alen 1an. ¢6 nguén géc tit bo, hoiac 1 me. Sy biéu hién cta hal alen nay
trong mdi gen cé khi ¢6 khae nhau cing dan t6i cice tinh trang khac
nhau. Vi du thuc t€, dot bién gen P trong hemoglobin, gen Thalassemie
& ddng hop thé. gay hidu qua trim trong, khéc véi dang di hgp thé B-
Thalassemie, chi dan tdi ham luong hemoglobin F tang khac thuong.

Dot bién HbS, do dot bign gen 3 dan téi déi vi tri mot axit amin, &
dang ddng hdp thé 88 gay hiau qua nghiém trong, quai thai. chéi thai.
chét sd sinh, nhung 6 dang di hop thé Ss thi khéng biéu hién hau qua
bénh 1y.

¢} mitc phan tu, hidu qua trdi hay lin cia mét gen dot bién b thé
aidi thich bang cae cd ché phiic tap cua sy diéu hoa sac ma.

Vit chit di truvén d virut, duge phat hién nhitng nam gan day da
b6 sung nhiéu phat hién méi vé ATIN, ARN.

Virut ADN

ADN hai sdi: phan 18n 1a cae thue khuéin thé, nhu thye khuan thé
T.. % ADN 1 sgi : cae thye khudn thé kich thude bé. nhu ¢ x 174, S,..
oR. {d (vat chu chinh 14 E. coll).
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Virut ARN
ARN mét sgi : virut déng vat, poliovirut

ARN hai sgi : virut thye vat, virut kham thuse 14, virut ndm men.
reovirut (vat chG chinh 13 ngudi). Phan 1dn virut cé hé gen (genom)
dudng thdng nhu T,, A, virut kham thugc 14, poliovirut. Mot 58 virut cé
hé gen vong nhu ¢ x 174.

ADN thye khudn thé 2. Nhiém séc thé phage % 14 ADN chudi kép.

duong thing, dude két cudn trong hat virut, khong cé c&u tric protein
két hap.

ADN ctia A ¢6 hai ddu ty do. O mbi ddu dai 12 nucleotid. la mot
doan ADN sgi don. Trinh ti bazo & hai dau 8¢1 don nay tuong Wing nhau.
bé sung dudc cho nhau. Pha diu tién sau khi ADN cua 4 xam nhap vao
t& bao vat chi 1a sy chuyén déi phan ti mach thang thanh phan ti
mach vong (h.1.1).

Hai dau sgi Dogn cos
don nay duge két .
hgp nhau thanh e 4 f\.\
ADN sgi kép. O —- )
dau 5 cda mbi v —
diu sgi don ADN (oc ddu :f;jdﬂ 42 surg
duge tao ra nhiing Dong véng
sgi don nl.;mleom%. faf: ;;é’bz.ﬁ’f;
ching bd sung chd

chinh  x&c cho
nhau va déng
phén td ADN lai
va tao thanh dang
mach vong,
Enzym ADN ligaza tao ra lién két giita cic nhém photphat, déng cac
khe hd lai.

Hai ddu s0i don clia ADN A két hdp nhau tao thinh doan cos {cos
sequence)

Hinh 1. 1. Nhiém sic thé & Lambda (mach théng chuyén sang
mach véng khi lay nhiém vao t& bao vét chi).

II. ALEN VA DAY ALEN O DONG VAT

Nhu ta da thdy, trong céc thi nghiém di truyén, Mendel goi hai



trang thai tudng phan, déi lap nhau cua cang mét tinh trang (hat dau
Ha Lan, mau vang, mau xanh) la cap tinh trang tudng vung, duge quy
dinh bdi cac nhan t8 (factor) di truyén, sau nay da duge xde dinh la gen.
Voi su phdt trién cia khoa hoc vé sau. dic bigt véi hoc thuyét di truyén
nhidm séc thé cia Morgan, khai niém mdi. locut (locus) va alen {allele}.
Loécut 12 khai niém chi vi tri ctia timg loai gen trén chiéu dai nhiém sac
thé. Alen 1a cac mat bidu hién khac nhau cia ciing moL gen trong mét
l6eut.

Trong ting ca thé, thude thé ludng bdi. t& bac soma (soma) chita 2n
nhidm séc thé tén tai thanh ting cap nhiém sac thé tuong dbng
{(homologous).

Trén ting cap nhiém séc thé tuong déng, cé nhidu ldecul mang
nhidu gen khac nhau. ¢ méi locut nam trén mét cap nhidm sée thé, gen
trong lécut &y bao gid ciing ¢6 £ alen trén hai nhiém sic thé, vi du don
gian nhat déi véi mot gen A, sé ¢6 dang AA (dong hgp thé trdi), aa (déng
hop thé 1an) va Aa (di hop thé).

Nhu vav la & titng ca thé
ludng béi, tai mbi locut, mdi
gen 6 2 alen va chi 2 alen ma
thél, nam trén mol cap nhiém A A A a a a
sdc thé tuong déng (s¢ dd).
hai gen A va a chi 2 trang ! 2 3
thai dé1 1ap nhau cua cung 1
tinh trang. duge gol 1a 2 gen
tudng ang hodc 2 gen alen,  Hinh 1.2 S0 dd minh hoa don gidn cac khai niém
gen nay la alen cua gen kia [6cut, gen, alen d cac ca thé ludng bél.

(h.[.2).

Thé ludng boi 1, 2, 3 — Biéu thi cling nhiém sic thé tudng dong 6
ba ¢ thé ludng boi (cung loai, ¢ cing mét ldcut gen vé mot tinh trang,
vl cic cap alen ;

AA, aa : Thé ddng hgp
Aa - Thé dj hop

R& rang. khai niém alen tit thoi Mendel da duge phat hién, lam
sang L& va hoan chinh hon, qua phat hién tinh chdt cdp d6i nhiém sac
thé ¢ edc sinh vat nhan chuén ludng béi.



Di tru¥én hoc ngay nay di bé sung khai niém alen trén quin thé.
Trén méi quan thé, d51 v4i nhibu loai 16cut khéc nhau, méi 16cut cb
thé ¢6 nhidu alen, khong phai chi c6 2
nhu trong mdi ca thé. Trén ting l6cut
gen nhat dinh, ngoai alen tréi, alen lan, A
con ¢6 nhiéu alen trung gian, lam thanh

mot day nhidu alen (multiple alleles), / A, \
nim trén cing mdt cip nhiém sic thé e \

tuong dong, nhung & cac ca thé khac A —_—

nhau cQa cling mét quin thé, - =/
Ngay nay, ngudi ta thita nhan ¢6 thé \\\A ///

hinh thanh ddy nhiéu alen trong mét :

quén thé 1a do dét bién, & cac thoi diém

khac nhau trong qua trinh tién héa. Dot

bién xay ra rit da dang, c6 thé la dot Hinh . 3. S0 d dan gian vé cd

bién thuan nghich, vi du nhu gida alen A ché hinh thanh day nhiéu alen.

v3 a, ¢ thé la tir A d8t bién thanh A, A,,

Ayv.v... tita thanh a,, 2., a, v. v... (h. 1. 3).

-4

848 lugng cac kidu gen duge hinh thanh trong mot quin thé cé day
nhiéu alen 1a do s§ lugng cac alen quy dinh.

Néu chi ¢ 1 alen A thi hinh thanh 1 kiéu gen AA, vl 2 alen, A, va
A,. thi cé thé hinh thanh 3 kiéu gen, trong @6 c6 2 dong hop thé A, A,. A,
A, va 1di hop thé A A,

Véi 3 alen, A,, A, A, c6 thé hinh thanh 6 kiéu gen, trong d6 c¢6 3
dong hgp thé A A, AA,, AA, va 3 di hop thé A A, A A, AA,. Véin

nn+1)

alen, sé hinh thanh kiéu gen, trong d6 ¢6 n ddng hop thé va

P01 g hop thé.

Hién tugng déy nhiéu alen trong cac quin thé sinh vat 1a mét trong
nhiing hién tugng quan trong trong bién di di truyén cua sinh vat. Méi
gen c6 thé bién d8i rit da dang, anh hudng rit khac nhau 18n sy phat
trién cla tinh trang.

Div nhiéu alen lam ting 1én cac bién di t8 hgp cia cdc sinh vat,
duge hinh thanh khéng chi do sy phan ly cia 1 cap alen, ma do su té



hdp ctia nhi€u gen trong diy nhiéu alen, sy t& hgp v cung da dang gida
cac alen nay vdi cdc alen khac, ¢ cac lécut khac nhau, dn dén tinh da
hinh (polymorphisme) trong sinh gidi. Rd rang céc thanh phén khac
nhau cua diy nhiéu alen s& lam bién déi theo nhiéu huéng khac nhau
st phat trién ca cling mot tinh trang.

Bang . 1. S& lugng céc foai kiéu gen dudc hinh thanh ing vdi s ludng alen

S48 alen S8 loai kiéu gen 56 loai déng hop thé S48 loai di hgp thé

1 1 1 0

2 3 Z 1

3 [ 3 3

4 10 4 5]

5 15 5 10

n nn+1) n nfn-1)

2 2

Diy nhiéu alen d cAc quén thé sinh vat néi chung, va déng vt néi
riéng, ngay cang duge phat hién thém nhiéu, trén cac loai gen khac
nhau, tai cdc 16cut khac nhau, qua céc cdng trinh diéu tra co ban, va dac
biét nhd cac phat trién méi, trong phuong phéap, ky thuat va thiét bi
phén tich hién dai, ngay cang tinh t& va cuc nhay, chinh xéc.

1. Day alen tai 16cut gen hemoglobin nguéi va gia stc
1. 1. Hemoglobin nguoi

Nhu ta da biét, dai phan ti hemoglobin (Hb) ¢6 thanh phéan la
protein gdm 4 chudi polypeptit (chudi globin), dude lién k&t v6i nhém
hema. & ngudi, trong qua trinh phat trién ca thé, § giai doan phdi, dude
phat hién c6 hemoglobin phéi (HBE, hemoglobin embryonic), véi 2 kiéu
la Gower I, c6 cdu tric phan tit gém 4 chudi epsilon (g,), hodc gém 2
chudi déta va 2 chudi epsilon (g.&,), va Gower IT vii c&u tric phan ti 2
chudi anpha va 2 chudi epsilon (ct.€,).

Nguoi ta da x4c dinh hemoglobin nay xu&t hién khi phéi 40 ngay
tudi va bidn di dé duge thay thé bing dang khac ldc phéi 70-90 ngay
tudi.
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O cuodi thang thil hai cta thai, dd bat ddu xudt hién mét dang
hemoglobin khac la hemoglobin sg sinh hodc ¢dn goi 1& hemoglobin thai
(HbF, hemoglobin foetal), c6 cAu tric phan ti gdm 2 chudi anpha va 2
chudi gamma (o;y,.). T thang thd 2, 3 dén thang thit 9 cta thai, hau
hé&t toan bdé hemoglobin trong thai 14 thude dang HbF. Hai dang HbE va
HbF déu la cac dang hemoglobin td cung.

O doi séng ngoeai ti cung, ti khi tré sinh ra, lén 1én va trong toan
bo giai doan trudng thanh, c6 dang hemoglobin trudng thanh (HbA,
hemoglobin adult).

Sau khi sinh ra, ham lugng HbF giam rd rét va ty 16 HbA tang
nhanh chéng. Hon 80% hemoglobin t6ng s& ¢ tré ba thang tudi thude
dang HbA.

3 tré em binh thudng 5-6 thang tudi, chi con 2-3% hemoglobin téng
s 1a thude dang HbF. O tré em mét tudi trd 18n, chi con HbA. O nguoi,
HbA ngoai kiéu cé ciu tric phan tl a,P,, con co kidu HbA2, véi cdu trac
phan tl 2 chubi anpha va 2 chudi delta, (a,8.), chiém khoang 2% HbA.
kiéu o3, chii y&u c6 & cac khi nhan hinh (primates).

Cac chudi polypeptit trong cac dang hemoglobin néu trén déu do
cAc gen riéng ré kiém soat, thudc gen ciu tric.

Lacut gen anpha xéc dinh sy hinh thanh chudi anpha, gém 141 axit
amin, ndm trén nhiém sic thé 16, tdn tai va hoat dong sudt qua trinh
phat trién ca thé, ca giai doan phdi va hau phéi.

Lécut gen béta kifm soat su hinh thanh chudi béta, gm 146 axit
amin, ndm trén nhifm sdc thé 11, chi hoat d6ng & giai doar hau phéi.

1.2. Hemoglobin ¢ bo va lon

Trong qua trinh phat trién ca thé & bd va & mdt s& gia suc khac,
nguoi ta ciing phat hién thiy 3 dang hemoglobin.

Hemoglobin phai (HbE) 6 bd da duge phat hién 2 dang, xuit hién
lic 4 tuén sau thu thai va bi€n di lic 6 dén 10 tuan sau khi sinh.
(Kleihauer, Stoffler, 1968; Kitchen va ctv, 1970). Bang ky thuat lai
phan t, cac tac gia néu trén da xdc dinh ciu truc phéin td cua 2 dang
hemoglobin nay tuong Gng véi Hb Gower [ va Hb Gower 11 ctia ngudi.

Hemoglobin thai (HbF) & boé xuat hién lic 6 dén 8 tuan sau khi thu
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thai va mat di lic 8 dén 10 tudn sau khi sinh. Thdi gian nay c6 khac
nhau d cac giéng bo.

Ngudi ta ciing da thiy 6 sy thay thé cho nhau giita HbF va HbA
(trudng thanh) trong nhiing thing diu sau khi bé sinh ra. Thoi gian
thay th& HbF hoan toan bang HbA ciing khac nhau giita cac gidng bo.

K&t qua phéan tich hemoglobin trén bd Viét Nam cho th&y ¢ bé
thude cac giéng bo lai Sind va lai Ha - An, tit 1 - 80 ngay tudi, bén canh
dang HbA, con phat hién ca HbF (Phan Cy Nhén, 1970).

Phin tich mau qua céc thang tudi ¢ bé nudi & Viét Nam, da phat
hién 1a HbF gidm theo tudi tai cac thang dAu va duge thay thé dan bang
HbA.

V@ ciu tric phin ti, HbF etia bo cling gom 4 chudi a,f,. Phan tich
thanh phin axit amin ca HbF va HbA cua b cing cho thdy c6 sai khac
sida 2 dang nav. Chudi gamma cia HbF so v6i chudi béta ciia HbA thi
¢6 nhidu xerin, axit glutamie, va laxin hon, nhung d6i véi lizin, histidin
va metionin thi lai it han.

Vé cdu trdc phéan ti, HbA cliia bo ciing gdbm 4 chudi a,p,. Gan day,
ngudi ta ciing phét hién dude nhiéu dang khac nhau ctia HbA bo.

O ldn, trong cée giai doan phoi sém, cling gidp 2 dang Hb phot tuong
tu véi Hy Gower 1 vd Hb Gower II ¢ ngudi (Kleihauer, Stoffler, 1968,
Kitchen va ctv, 1970; Dang Hitu Lanh va etv, 1977).

Thyc nghiém phén tich & Viét Nam cho thay, & lgn I Ha Nam Ninh,
thoi diém xuat hién dang Hb ¢6 chuyén d6ng dién di tuong dng véi Hb
trudng thanh xAy ra lic phéi 24 ngay, con 6 lgn Dai Bach la 30 ngay.

Sy thay thé hoan toan ciia dang HbA cho dang Hb phdi 6 lon i Viét
Nam xay ra lic phéi 40 ngay, trong khi 4y, ¢ lgn Dai Bach, muén hon.
Ide 50 ngay. _

Hién tugng nay céd thé hgp vdi quy luat sinh hoc § cac dong vatl
nhiét déi, d lon cé dd thanh thuc sinh due sém hon (I Viét Nam) thi qua
trinh thay th& nay ciing sdm hdn so véi cac giéng 6n déi, nhu lgn Dai
Bach.

Bing ky thuat fingerprint, Kleihauer 1968 ciing phat hién HbF &
lgn ¢6 ciu tric fx.ngA
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2. Day alen tai lécut gen béta hemoglobin (B~ hemoglobin)

Day nhiéu alen c6 thé duge lam sdng thém qua trudng hop vé gen
béta. kiém soat sy téng hop chudi polypeptit B trong dai phan ta Hb,
Gen nay ¢6 téi 146 codon ma héa chudi polypeptlt béta gbm 146 axit
amin. V& mit 1y thuyét, méi vi tri treng s 146 axit amin nay c6 thé
dugc thay thé bang 1 trong 6 20 axit amin cé trong ty nhién. R6 rang,
néu cho rang 1 thay thé ¢cia riéng 1 axit amin la do 1 dét bién xdy ra & 1
trong s6 146 codon, thi t8i thiéu ciing da ¢é 20 x 146 = 2920 alen cta
gen béta trong ca quin thé ngudi.

Trong thuc té& khé cd thé phat hién du céc dang khéac nhau nhu vay
cua gen béta du ¢6 di diéu tra trén hang triéu ngudi 8 khap hanh tinh.

Pé chiing minh thuy&t tién héa trung tinh, M. Kimura, 1971 da
dua trén céc s liéu phan tich thuc nghiém 59 miu hemoglobin cua
ngudi, trong dé c6 sy thay thé 1 axit amin nao day, d4 phat hién 43 miu
cb xay ra d6t bién thay thé vi tri axit amin trén chudi B, nhung khéng
gdy anh hudng gi r6 rét vé sinh 1y 461 voi ca thé, it ra [ & thé di hgp.

3. Day alen nhom mau & ngudi va gia sic
3. 1. Ddy alen nhém méu O, A, B, AB ¢ nguoi

Cart Landsteiner, 1900 d& phat minh ra nhém mau 6 ngudi, dude
giai thudng Noben nam 1930, ¢6 ¥ nghia dic biét quan trong d6i véi v
hoe trong linh vue truyén mau.

Di truyén hoc ngay nay di cho th&y, nhiing sai khac giita ngudi nay
va ngum khéic vé 4 nhém mau O, A, B, AB 13 do day nhiéu alen trong
nhiém séc thé thuong, quy dinh st tao thanh khang nguyén trong héng
cAu.

Nhu ta da bict, khang nguyén (antigen) 1a loai protein ma khi cé
mit trong hong cAu, sé lam tao thanh mat loai khang thé(antibody). di
lap vdi protein 4y.

Thong thudng, khang nguyén la mét loai protein la, tite protein cua
mét loai khae, nhung khang nguyén nhém mau do Landsteiner phat
hién lai khong thuge toai nay.

Loai khang nguyén nhém mau c6 trong diéu kién ty nhién va dng
vdi m6i khang nguvén dv thi cé mét khang thé. cang duge tao thanh
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trong tu nhién, c6 nghia 1a khong phai do tiém khang nguyén la vao ma
duge hinh thanh khdng nguyén ndm trong héng cdu, con khdng thé ing
véi ching lai ndam trong huyét thanh. Néu ngudi ta tiém vao huyét
thanh nhiing t& bao mau san sinh mot loai khang nguvén nao dé, ma
trong huyét thanh trén cé chita khang thé d6i lap vai loai khang nguyén
Ay, thi dudi tac dong cia.khang thé, cac héng ciu tiém vao sé bi két tu
hoidc ngung két, gy hau qua rit tai hai.

Khang thé giy nén su ngung két hdng ciu dude goi 1a ngung két t6,
con khang nguyén cha hong cdu thi goi 14 ngung két nguyén ciung loan,
boi vi ngung k&t nguyén nay giy nén su tao thanh ngung két t6 d cac ca
thé clng loai véi nd.

O tirng ngudi mot, ching ta chi ¢6 thé thude 1 trong 4 nhém Q. A,
B, AB nhung xét trén cd quin thé ngudi, ca todn b loai ngudi, thi cd ¢a
mot hé théng gdm 4 loai nhém mau ké trén.

Di truyén mién dich hoc da cho thay tai 1dcut gen nhém mau thude
hé thong O, A, B, AB nay, ¢6 ca mét diy nhiéu alen.

Bang |. 2 Cac alen tai ldcut gen nhdém mau thudc hé théng O, A, B, AB

Nhém méau Cac alen quy dinh
{kiéu hinh) tkidu gem)
ii
I*1* hoac 1
1%18 hoac I8
AB 148

Gan day ngudi ta con phat hién 13 trong khang nguyén A cua ngudi,
khéng chi ¢6 1 loai, ma la 3 loai, duge quy dinh bdi 3 alen: 1%, 142 T4,
Nhu vay 1a tai l6cut gen v& nhéom mau O, A, B, AB 6 nguoi, cé ca mét
déy 5 alen: '

IA] I.—\2 I:\S IB i

Pay 1a mét vi du vé su da hinh cdn bing trong quan thé ngudi,
chiing minh cho qué trinh c¢ling 6 nhiing dét bién nglu nhién, trung
tinh, khong lién quan véi tac dung cha chon loe tu nhién, nghia 13
khéng cé 1¢i, cling khong ¢6 hai, mot luan diém trong thuyét tién héa
trung tinh cla Kimura, 1971 cho day 1a mdt nguyén ly ¢d ban cua sy
tién hoéa ¢ cidp phén ti1.
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Loai dot bién trung tinh nhtt trén di duge di truyén hoc phan ti
xdc nhén. Cac alen I*, I” 1a trdi so véi alen i 1a alen lan.

O ngudi ¢6 nhém AB, thuge kiéu gen I*I%, trong héng cdu duge téng
hgp ca 2 loai protein khang nguyén A va B, do d6 day 1a trudng hop dac
biét, dude goi 1a hién twong déng troi (codominance). Ca 2 alen k&t hop
nhau, nhung déu duge bidu hién ra kiéu hinh. M&i quan hé gita céc
alen I*, I® va i dugce biéu thi nhu sau:

F=18>4

Vé day alen nhém mau § ngudi, ngoai day alen vé hé théng nhém
méau O, A. B, AB c6n c¢6 day alen va hé thdng Rhesus (Rh) va hé théng
MN, d& duge xac dinh vé mat di truyén.

Nguoi ta da thily, hong cdu mét s6 ngudi bi ngung két boi huyét
thanh thé dugec mién dich bang mau khi Macacus rhesus- khang gen
caa hong cdu gdy nén sy ngung két, dugc goi 14 yéu t& Rhesus (Rh),

Mau cua ngudi ¢6 khang gen nay thudc loai mau Rhesus dudng.
Nhitng ngudi nay c6 thé 12 déng hop thé vé yéu t§ Rhesus (RhRh) hoac
di hgp thé (Rhrh).

Nhiing ngusi thude loai mau Rhesus 4m 1a déng hgp thé vé gen lan
(rhrh)

Di truyén y hoc dé lam rd hién tuong tidu héng nguyén bio ¢ thail
(Erythroblastosis foetalis) ¢6 co s6 di truyén vé yéu té Rhesus, din tdi
thi€u mau, gay ti vong cho thai hoac tré so sinh.

Lozi thai nay ¢ mau Rhesus dudng, me lai thude Rhesus am yéu td
Rhesus 14 do b§ truyén lai cho thai.

Do c6 sy luu théng mau giita thai va me, khang gen Rhesus nay
cita thai, trong nhidu truong hop, gy nén su tao thanh khang thé
Rhesus trong mau me. Khi khang thé nay dudc tich luy thanh lugng 16n
trong mau me, né s& di vao thai va huy hoai hdng cdu thai. Lic diu.
ngual ta thay day chi 1a 1 csp alen don gian, Rh va rh duge quy dinh bdi
phan ttng mau Rh duong va Rh am.

Sau nay, nguoi ta da xic dinh, mét s8 nhém méau Rh con bao gom
cac nhém phu, va didn dan ditge phat trién thanh mot ddy 8 alen thude 1
16cut.

Cho dén nay, ngudi ta da thay, lécut Rh ¢6 mét day nhiéu alen,
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trong d6 mét s6 alen phén Gng khong phai vél mét, ma voi nhiéu loai
khang huyét thanh khac nhau.

3. 2. Dday alen nhém mau & gia stic va gia cam

Nhiéu hdi nghi khoa hogc toan thé gidi vé chuyén dé nhém mau ¢
dong vat da 1am rd tinh da hinh phc tap trong cac day nhiéu alen vé hé
thdng nhém mau § gia siic, gia cAm.

(J nhiu nudce, cac tu lidu vé cd sd di truyén cua cac sai khac trong
nhém mau ctia dai gia suc ¢6 sting da dude su dung dé kiém tra ngudn
gbc chinh x4c cua gia suc duge bidu thi trong hé pha cua gia stc.

Nhém mau con duge st dung dé chdn doan vé trang thai dong hop
thé va di hop thé, cung tring hay khic tring trong cac trudng hgp sinh
d61 cling gidi tinh & dail gia stic cf sing.

Bang s6 liéu téng hop sau day vé két qua nghién cliu cua nhiéu tac
gid cho ta thiy rd tinh da hinh trong céc l6cut nhém mau d doéng vat
gbm cac day r&t nhiéu alen vé nhém méu (bang 1.3).

Bang 1. 3. Tinh da hinh trong cac I6cut nhém mau & dong vat
(Tuyé’n tap hoi nghi chuyén dé Vién han lam khoa hoc New York, 1961)

Loai ddng vt 8& {uong cac 16cut | Céc lbcut b trén 2 S8 alen 18n nhat dudc
alen phat hién trong 1 l&eut
Pai gia stc 11 7 300 {locut B)
cd simg 35 (l6cut C)
Ci 7 3 £2 {locut BY
Lon 10 4 5
Ngua 62 1 5
Cho 7 1 3
Tho 1 1 2
Ga mai 10 6 21

Day nhiéu alen vé nhém mau dong vat ngy cang duge phat hién
thém, trén nhidu loai gen, tai nhiéu l6cut khic nhau qua cac két qua
diéu tra cd ban trén quy md ngay cang 16n va dac biét nho cac ky thudt
va phudng phap, thiét bi phan tich ngay cang hién dai.
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4, Day alen vé gen mau 1é6ng & thé

Céc nghién citu diéu tra va phan tich di truyén da xac nhan ¢ tho
¢6 cAc mau long khac nhau, rat da dang, véi kiéu gen khac nhau, tho
binh thudng, 1éng cé mau sic thude kiéu gen C: gen nay guy dinh mau
hoang dai cua thé (mau ty nhién). Tho bach tang, thudc kiéu gen ¢ i
lan sovdi gen C la troi.

Ngoai dang c la dang bach tang hoan toan, ngudi ta con thay & tho,
c6 dang bach tang khéng hoan toan, dude goi 14 dang Hymalaya, long
trang nhu’ng & chan dudi, tai, dinh mai thi ¢6 mau den hoiic hung sdm.
thude kiéu gen c".

Cac phan tich di truyén cho thay ca 2 dang bach tang va Hy malaya
déu 1a alen déi véi dang binh thudng, déng thdi tinh trang nay déi vdi
tinh trang kia ciing la alen cGia nhau.

Alen c" d61 véi alen mau binh thudng C la lan, nhng déi vdi alen
bach tang ¢ lai 1a tréi.

Ngoai dang long néu trén, nguoi ta con thiy & tho cé dang long
Chinchilla, thudc kiéu gen ¢™®

Day 4 alen vé mau léng tho cho ra mét hé théng cde kidu gen via
kidu hinh nhu sau.

Bang I. 4, Alen vé mau 16ng cla thd

Kigu gen Kiéu hinh
CC Cc" Cc" ¢ Dang léng hoang dai
c"e" cc Hymalaya
clieh Chinchilla
cC Bach tang

Ngudl ta eling thav, diy nhidu alen vé mau 16ng ¢on 6 ¢ nhidu
dong vat ¢6 vi khie. nhu chudt nhat, chudt eéng. chudt lang, meéo.

N6t chung, ngudi ta thiza nhan. dat bicn bach tang (C »e) o6 & tit
cit cite ddng vat xuong song.

B. GEN VA SU BIEU HIEN CUA GEN

Nghien ciu thue nghiém vé gen da 6 nhiing bude phat trién s,



nhung van ¢dn nhiéu van dé chua sang r, nhu :

- ¥ nghia cia sy sap xép gen trén dudng thang:

- ¢Au tric phan ti ¢ta nhiédm sée thé sinh vt nhan chuin;

- chife nang vai tro cua mot ty 1é 16n cac ADN vé nghia, tic nhing
ADN khéng tham gia ma hoa protein. Nhitng ADN nay thudng dugc
phdt hién dudi dang cac doan nucleotit don lap nhiéu lan.

Hoéa hoc cﬁa gen, cic thanh tuu cit chudi ADN véi cac enzym cat
dac thu hay con goi 14 enzym gidi han (restriction enzyme) va ndi dudge
cac doan cit véi nhau, da duge thyc hién thanh céng trén sinh vat nhan
nguyén thuy.

Mgt linh vuc hdp din trong hoa hoc gen 14 kha néng cia k¥ thuat
di truyén duge tién hanh qua thao tac gen. Déi tugng cua thao tac gen
12 chuyén nhiing gen mong muén ti ¢d thé nay sang hé gen (genome)
ctia co thé khac, ti€n hanh trén vi sinh vat, gan day trén sinh vat bac
cao trong dd c¢6 déng vit cb xudng sdng.

1. CAU TRUC GEN

C4&u tric mot gen dién hinh néi chung déu c¢é promotor; site trong
dé ARN-polymeraza hoat dong d& khdi dong sac ma. Déi khi, rit xa gen
(200.000 cdp bazd), c6 thé thay cac doan -khuéch dai (sequences
amplificatrices): enhance s, hodic cac doan Uc ché (silencers) déi véi sao
mai. Do dai gen eukaryote bién déi chil yéu tuy theo s8 lugng va do dai
cac intron cua doan sao ma. Gen md héa chudi B- hemoglobin (3000 cap
bazo bao gom 2 intron, trong 1 polypeptide 146 Aa) 14 mét gen ngan

{petit).

Gen dystrophine, mét protein suy giam trong bénh Myopathie
Duchenne, 14 gen ldn nhdt hién biét, c6 2, 3. 10° cap bazd (79 exon Gng
11.000 cap bazd, trong 1 protein 3685 An) cling cac intron ¢d 2. 10" cip
bazo.

II. SAO MA

1. Sao ma tif cac gen ma hoa protein

1. 1. Sao ma ARN théng tin (m-ARN) d sinh vit nhén so

Mot gen ma hoéa protein {(gen cdu trie) d prokaryota (prokaryote) ch
thé dude chia thanh 3 trinh ty (sequence): &ng v4i chic ndng caa ching
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trong sao ma (h.1.4).

1. Promoter: trinh
tu khoi ddu sao ma la
trinh ty ding ké doan
dau gen cho thiy sao
méa bat dau t dau.

2. Trinh tu ma hoéa
ARN, gdm cac cap bazg
duge sao mi nhd ARN

polvmeraza, sao thanh
ban sao so1 don m-ARN.

Gen
Fromolor  Trink fg;rgg hoa  Terminafor
ADN [T z % .

Jite ké‘f‘ Jhuc

Site khai q’ﬁ}
fdo m§

Saqo ma

———

Agude ding gen

Audi dong gen

Hinh 1. 4. 30 d& ma hoa protein 4 prokaryota.

3. Terminator: trinh ty ké doan cudi gen cho thay diém két thic sao

ma.

Théng thudng, promoter duge xem 1a nguge dong gen, terminator 13

xud1 dong gen.

1. 2. Sao ma m-ARN 6 sinh vit nhdn chuén

Dudi diy la so do khai quat sao ma tong hop m-ARN § sinh vat
nhan chuan hay eukarvota {eukaryote).

. [
Ddn vi seo ma

Site khdi Viing ké} thae
IFG
ADN :_-:_'-% Exonf| Intron | Exon2 | | | ]::':.
5 Pean 3’ Doan ‘
a4 57 theo
dau sav
Bin sqo ban diy - ’-Wﬂ_y me
mARN mEpoph
’ l | Exomt [ Introm | Exen 2 | ] ] ]
r 3’
Fhén cat
M'Gf}np N ‘5!3 | Exon f | Tnfron | Exen 2 | ;} ox [ -]

88 ’sung pely (A)

Pre_ mARN
J ~N 0 | Faen ? [ Intron [ Exon2] ) A4A ...,
rep N - 3,
7och rnifron
Pre.mARN mGppp L | Front] Exen2 | | apa.....
chinh thie P 3
{ motore)

Hinh 1. 5. S d4 khai quat sao ma t8ng hop m-ARN & eukaryota.



2. Sao ma cac loai gen khong ma hoa protein

Qua trinh sao ma (transcription) duge md ta lau nay trong ciae giao
trinh dal cudng 14 sy sao mia cac gen cdu trdc, tie cac gen ma héa
protein. Sau day 1a ed ché sao ma cac loal gen khae, cac gen khéng ma

héa protein.
2. 1. Sao ma gen rARN o sinh vit nhdn so

0 prokaryote va eukaryote, cac ving ADN mang cac gen cua rARN
duge goi 1a ADN ribosome. (rADDN). G E. coli, 3 loai rARN ¢6 ty 18 bang
nhau 13 duge tao ra do sao ma 3 gen lién ké 16s, 23s va 5s nam trong
rADN, dudc sao thanh chi mot phan tl tién rARN (pre-rRNA). Méi don
vi sao ma rARN gém mdt trong ba loai gen rARN. E.coli ¢6 7 don vi sao
ma nhu trén. Sau diy 1a cAu tao chung cia mdt don vi sao mi. Trén moi
don vi sao ma, 3 gen rARN dudgc x&p theo thi tu 16s-23s-5s.

Phan ti tién p30s (gébm ca doan dém) dudc phan cit bdi ARN-
polymeraza III, tao ra cAc phan t{ tién p 16s, p23s va pbs.

90?" Im Doan dém Doan Terminafor
ro, 4
5! S Gen 255 rARN N9 e
Doan thod 2gen hoce Z 7.
FEm TARN S?frong j.'é = { ’oq; , '({‘M p P’f{RN
: Goan SEmnsy 33 cd Kki cing They 7rang
“"* s Ciran_:p dfm nay
- - S B 9
Gua frink cdf ndi cua E,L
T #iér r RN R
Dot vi 500 md fién RARN v 30
I — e . -
) A o V22 V2
Doan Doan 2 23s Poan 55 Doan
FEm /63 dém Py Fém déEm
5 frong < Prong 7
L
oA
_ w5 2
Ti€n r.ARN (dar hon 1. ARN) v T
T
19
16s R 235 53
cg.\‘?
-, {4,‘?;\' cAaran .*'.rf...r_’g; ‘..c,:l.: !
16 Ry P s
g 3 Lo 3 £

Hinh 1, 6. S0 35 ihai aat don w sao mi 1dng hap ~ARN d £ cari
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Sau d6, enzym dic thi tach cac doan dém ra, dé tao thanh rARN
thye thu (mature) 16s, 23s, 5s, khi t4t ca gen rARN da dum sa0 ma, thi
ban sao tién-rARN dude nhanh chéng gan vao céc protein ribosome.

Dudi day néu 1én sd d6 khai quat mot don vi sao ma téng hagp
r-ARN d vi khuén E.coli (h.1.6).

I1l. GEN VA SU PHAT TRIEN

G méi t& bao o thé. chi bidu hién mot s6 gen. M4i t& bao ddm nhan
nhing chtic nang nhat dinh, tit dé né chi c6 sy hoat héa ctia nhiing gen
tac dong dén trao ddi chat va dén cac hoat dong ctia né.

Vi du. chi nhitng t& bao gée, t& bao ban dau (cellules souches) caa
héng cAu (erythroblaste) méi san sinh ra hemoglobin, vi syt biéu hién
cia gen md héa protein nay bj kim ham trong céc t& bao khac.

Trong tuyén yén (hypophyse), méi loai t& bio san sinh ra mét loai
hocmon riéng. Ngudi ta néi, chinh cd ch€ didu hoa su biéu hién ctia gen
bdo dam cho su biét héa (differenciation) & bio. Trong thuc té, ngay tif
khi san sinh ra té& bao triing va trong qua trinh t&€ bio tritng phan chia.
da x4y ra sy phin hoa (biét héa). Ban than tritng (t& bao tring) 6 mot s&
loal, nhu rubi d&m Drosophila, da 1a khéng déng nhat, né da bao gém
cac vang chita cac ARN-théng tin khéc nhau, tit d6 ma san sinh ra
protein khac nhau. Cac lan phan bao tiép theo vAn con gilt tinh chat
khong déng nhat ay.

1. Sy diéu hoa biéu hién ctia gen

3 eukaryote, su diéu hoa biéu hién ctia gen (gene expression) dude
thuce hién @ cac miic 4o, cac khau khae nhau:

Diéu hoa sao ma (transcriptional control}; diéu hoa qua cit- néi
ARN (RNA processing control); d¢iéu hoa dich ma ARN (m-RNA
translation control); diéu héa qua thodi hdéa m-ARN (m-RNA
degradation control); diéu hoa qua thoai héa san pham protein. Cg ché
nay xay ra ca ¢ eukaryote don bio va da bao, phiic tap hon nhiéu so véi
d prokarvote, & eukaryote, khdng cé operon. Tuy nhién. cic gen vé
nhiing chlc nang, hoat dong cé lién quan nhau thudng duge didu hoa
phot hdp nhau (h.1.7).
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1. 1. Diéu hoa sao ma

Cac gen mi héa protein d
eukaryole c6 cd yéu t8 khdi
dong (promoter elements) va
gen tang cudng (enhancers).
Cé cac loail protein dic biét
bam vao promoter va
enhancer dé thic day sy khoi
ddu sao ma bang ARN
polymeraza‘ I}. ‘ Yéu té mARN
promoter nam ¢ vi tri nguge /
chiéu sao méa bat dau, \

AON
Diéu hda sao md
Tién mARh‘_.—:—-

Didv how cdt-ndi ARN

i

S - -
Di€u hog sao ma que

Enhancer nﬁm cach m{)t chon loc ribosome -ﬂif\u hoa gua
doan, hoac nguge chiéu hogc V4 Yhod/ hda mAR N
xudi chiéu. Mét sd protein Profein N\
diéu hoa duge phat hién o

hau hét hodc tat ca cac loal t& * mARN BGF o . ... ..
bao. Mot s& khéc chi duge  2iév hda gua hoat

phat hién & mot s it loai t&  7hed/ hea proteia

hhdo M4t sd protein diéu hoa, %

khi bam vao enhancer hoac Praofein Thoai hoa

promoter thi lam hoat héa _

sao mi, mdt 86 khac lai c Hinh 1. 7. Md hinh diéu hoa.

ché sao ma. Hiéu qué diéu

hoéa phu thudc vao su t8 hgp cac protein bam khac nhau. Néu co protein
diéu hoa dudgng tinh bam, thi hoat héa sao ma. Néu protein diéu hda am
tinh bam enhancer, v protein diéu hoa dudng tinh bam promoter, thi
két qua phu thudc tuong tac gitta 2 loai trén. Néu protein diéu hoa am
tinh tac dong manh, thi sé c ché gen.

Vi sy to hgp cac protein diéu hoa xay ra theo nhidu kiéu khac nhau,
nén sa0 ma ciing duge diéu hoa theo cac dang khac nhau, dAn dén nhidu
loai L& bao dugce biét hoa.

Ngudi ta goi day 1a su diéu hoa phdl hgp cha gen (combinatorial
gene regulation).

1. 2. Piéu hoa biéu hién cia gen qua cd ché cdt - néi ARN
(RNA-processing control)

C'6 ché nay didu hda sy hinh thanh ARN trudng thanh tu tién ARN
(precursor-RNA).



Cé 2 loai co ché diéu hda theo huéng néu trén:
1. Chon loat poly (A), tdc vi trf poly (A).
2. Chon kiéu lién két exon.

Cac hat nho ribonucleoprotein trong nhan (sn RNPs, small nuclear
ribonucleoprotein particles) dong vai tro trong qua trinh phin héa do
cAt-ndi nay, tao ra m-ARN khac nhau.

a. Chon loai poly (A). Vi tri dudi poly (A) duge bd sung. Vi du: su
téng hep immunoglobulin M (IgM)

b. Chon kiéu két néi exon. Vi dw: trong phan hoéa giéi tinh
Drosophila, théng tin vé ty sb i% duge chuyén qua cac gen xic dinh
gidi tinh, quy dinh kiéu két néi exon, thanh duc hoic cai.

1. 3. Piéu hoa dich ma

Cac phan ti ARN théng tin la do1 tugng cua didu hoa dich ma
théng qua chon loc ribosom trong sd cac trinh tu mARN (mRNA).

Sy dich ma phan hda (biét héa) c6 thé cé tac dong 16n dén biéu hién
gen. Vi dy, mARN duge tich luy trong tring chua thu tinh (khéng thu
tinh, unfertilized eggs). d trang thai nay, sy téng hdp protein xdy ra rit
cham... Nhung, sau khi thu tinh thi lai ting manh su téng hgp protein.

Sy tidng cudng tong hop nhiéu protein niy xay ra khéng ¢6 su téng
hdp cac mARN mdi, do d6 ¢6 thé két luan & day co su diéu hoa dich ma.
mARN tich luy dugc gin véi protein. dang dé vira bao vé mARN viua
kich thich dich ma, chinh dudi poly (A) khéi dong cho su bat dau dich
ma.

1. 4. Piéu hoa qua thodi héa mARN

Moi mARN déu 1a dé6i tugng trong diéu hoda thoai héa, trong d6 c6
st diéu hoa ty 1é cac mARN dit gay.

Thong thuong thi cd rARN (trong ribosom) va tARN déu kha &n
dinh.

Negude lai, mARN ¢6 d§ dn dinh r&t sai khac. Mat s8 n dinh. bén
viing trong nhiéu thang, mé: s6 khac lai thoai héa ngay sau hang phut.
D6 &n dinh cla ting loai ARN bi&n dong tuy theo phan ng véi cac tin

23



hiéu diéu hoa. Vi du. bd sung mdt phéan ti diéu hoa vao mat loai t& bao,
c6 thé dan téi tang su tong hgp mét loai protein hoac nhiéu protein nf‘io
do6. Diéu Ay xay ra do tang c‘erng sa0 mi cua gen tao ra loai mARN 8n
dinh. :

Thoai h6a mARN tré thanh mot véu t6 hang dau trong diéu hoa
biéu hién gen.

Mic sai khéc ldn trong thoai héa mARN 13 do dic diém ciu tric
trong ting mARN, thudng phu thudc tuong tic gnia nucleaza va cau
trac bén trong mARN.

Cac doan gidu AU trong ving khéng dich ma 3'(the 3'-untranslated
region UTR) cua nhiéu mARN c6 doi séng ngdn, la v&u t6 din t6i tinh
khéng én dinh trong trao déi ¢d ban, Nguoi ta chua that v vi sao doan
giau AU lai din tdi khéng én dinh mARN, nhung c¢6 thé 13 ching gay
nén sy khong 6n dinh cta poly (A).

1V. SU BIEU HIEN PHAN HOA CUA GEN

3 sinh vat nhan chuén, trong qua trinh phat sinh ca thé, tit mdt t&
bao hgp ti, dién ra ca qua trinh phéan chia t& bao va qua trinh phan héa
(biét hod). tao thanh mot cd thé da bao, trong dé c6 cac t& bao, cac té
chic (mo) cac ed quan khic nhau. Méi loai t& bao trong mébi loai t& chic
cua cing mot cd thé, déu cé trang thai hoat déng gen dic trung, én
dinh, di truyén, néi cach khac, ¢6 su biéu hién phan héa khac nhau cia
gen.

Té bao gan. qua bao lan phan bao, van 14 t& bao gan. T€ bao than
kinh & dong vatl cé xudng s6ng xudt hién tit giai doan phat trién phoi
sém, duge ¢gid nguyén nhu khong dé6i suot dai.

Cac & bao trong mit ed thé phian héa khac nhau, khéng phai do cé
thong tin di truvén khac nhau, ma la do ¢6 syt bidu hién khac nhau tu
cung mét théng tin di truyén, din dén cac chite nang, hoat déng khac
nhau trong céce 16 chiic (mo) dud{ téng hap mét loai protein dd(, thu khac
nhau.

Moi loai t&€ bao phan hoéa ¢6 san phim prolein dac trung, khac
nhau. do su bidu hién khac nhau cua gen, cua cung mét genom. Héng
¢u mau c6 hemoglobin. tuy ¢6 enzym proteaza, t& bao than kinh, t& bao
cd déu e6 protein khace nhau.
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Trong sy biéu hién phan héa cta gen (differential gene expression),
c6 sy sao ma phan héa. Méi loai t& bao trong mbi t8 chite ¢6 su sai khac
trong sao mi, tuy theo giai doan phat trién ca thé; loai td chite (md); vi
tr{ trong co thé; diéu kién sinh Iy.

Ngudi ta cing da ching minh duge ¢d ché didu khién (kim soat)
sa0 ma phan héa, sy sao ma trong ca qua trinh phat trién ca thé. Su
phén héa trong sac ma phu thudc: vang diéu hoa, cic doan ADN didu
hoa, gén vdi cac ving sao mé cua gen; cic doan ndi trén, tac ddng véi
protein diéu hoda, dan téi kich thich hodc kim ham sac ma.

Mot s8 protein diéu hoa dude téng hop, gidi ma tit m-ARN va cac
gen hoat hdéa trong mot s§ ving cia phdi dang phat trién. Mot s6
protein diéu hda khéc lai duge tdng hgp tit m-ARN clia hgp ti.

Ngudi ta da phat hién tritng - noén & mét s6 loai nhu rudi dam, ban
than né cling khéng déng nhat, chita cic ving mang cic m-ARN va
protein khac nhau cic 1dn phan bao lién tiép dlen ra trong dé ciing ¢6 su
khéng déng nhat (heterogenous).

Nhiéu gen chi sao mé trong mét s8 viing nhit dinh cda phai, trong
cac ¢d quan déc thh hodc @ nhing giai doan nhét dinh cia qua trinh
phat trién. Mgt s6 m-ARN chi thay trong gan, khéng c6 trong than, tuy.
Trong phdi, mét s6 m-ARN chi ¢6 d giai doan phdi vi (gastrula) ma
khéng thily ¢ cac giai doan khac trong qua trinh phat trién.

Ngudi ta da 6 thuc nghiém chitng minh véi enzym gi6i han Bam H,
da xdc dinh duge 2 gen globin 3 ga con: gen B, - globin, dude sao ma
trong t& bao mau phdi 5 ngay; gen B, - globin, duge sao mé trong t& bao
mau clia phdi 14 ngay.

1. Sy sao ma tao ra tién mARN

Ban sao ban dau cia ADN trong nhén, cing bao gdm ca exon va
mntron, chinh la tién mARN (tién ch&t mARN-precursor of mRNA) hoic
con duge goi la ARN khéng déng nhdt trong nhan (hnARN, hetero-
geneons nuclear RNA), ¢6 chiéu dai rat da dang, bién déng tir 50- 5000
nucleotid khi hinh thanh m-ARN.

Do qua trinh cdt- n6i, cde intron bi thoai héa, chi con lai céc exon,
nén tién mARN nay trong nhan c6 chiéu dai gdp hang 10- 100 l14n chiéu
dai m-ARN trong té bao chit.
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Loai hn-ARN hién chi dugc phat hién trong t& bao sinh vat nhéan
cbuéin. Loai nay chi 6 trong nhan, duge hinh thanh va thay thé nhanh
chéng, chuyén thanh m-ARN trong t& bao chat qua qua trinh cit néi (so
do).

Hn - ARN chinh 14 nguén dé hinh thanh m-ARN. Néi chung, dén
90% thanh phén ctia hn-ARN bi thoai héa qua qua trinh cét- néi sau

sao mi, chi con lai khoang 10% la duge chuyén thanh m-ARN trong té&
bao chit.

ADN

l 8a0 ma

Tién - mARN (hn-RNA)
l cét ndi (processing)
m- ARN
2. Sao ma phan héa va gen phan doan

2. 1. Exon, intron va sao md phén hod

2. 1. 1 Cdu triic exon-intron clia gen J sinh vdt nhén chuén. Nhidu
gen cta sinh vat nhan chuin va cia mdt s8 sinh v4t nhian nguyén thuy,
mang cac doan khoéng mé héa (noncoding sequences), goi 14 intron hosc
con goi 1a doan xen (intervening sequences), xen giilia va lam gian doan
ma hda (coding qequences), duge goi la exon.

Gen, bao gbm ca exon va intron, dugc sao ma téng hop ra tién-
mARN trong nhin té bao. Tu tién- mARN nay trong nhén, théng qua
quia trinh cét- ndi sau sao ma (RNA-processing hode pre-mRNA
processing), s& hinh thanh m-ARN t& bao chét, ¢é hoat tinh. Loai gen
nay, ¢ cdu tric gbm exon va intron, dude goi 13 loai gen phéin doan
(split gen), c6 trinh ty ma héa khéng lién tuc con goi 1a loai gen kham
(mosaic gene). Cho d&n nay ngudi ta cang chua hiéu that ré vé chie
nang cua cac intron, ciing nhu vé ly do vi sao cac loai gen nay bi gian
doan, khéng lién tuc.

Nguoi ta gid thiét 1 intron cé vai trd nhu cic khoang tréng xen
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gilta cac exon, tao thuan 1gi cho sy tai to hdp giita cac exon. Ngudi ta
ciing théy, khéng phai tit cd moi gen J sinh vat nhan chuéin déu mang
intron. Vi dy, gen histon nhim bién v& 4 gen s6c nhiét & Drosophila 1a
nhiing gen dau tién duge phat hién 14 khéng mang intron. Sau dé nhiéu
gen & ddng vat bac cao va thuc vat bac cao ciing duge phat hién 1a khéng
mang intron. Co6 it nhit 4 loai intron, mét loai trong d6 thudce 16p GU-
AG.

Thi nghiém cua Pierre Chambon phat hién ciu tric exon- intron
caa gen ovalbumin ga. Pierre Chambon (Phap) la mét trong nhing
ngudi ddu tién phat hién cac doan ADN du thita, ngay nay goi 14 intron,
qua nghién cftu sy diéu hoa di truyén trong sinh téng hdp ovalbumin
ga.

Ovalbumin la protein long tring tring, gdm mét chudi 386 axit
amin, dude téng hgp trong cac t&€ bao dac bidt clla 6ng dan tring cla ga
mai thoi ky deé tring. Sy diéu hda nay dac biét quan trong, tac dong lén
hoat dong hoemon ga mai.

St dung ky thuat ADN tai t§ hgp, ngudi ta tach m-ARN cla
ovalbumin tir t& bao dng dan trimg. Khi ga mai dé, m-ARN cia
ovalbumin chiém hon 50% ARN trong cac t€ bao nay.

St dung enzym sao ngude, ngudi ta da tac dude cac ban sao ADN
phong xa cua m-ARN ovalbumin. Ngudi ta da phat hién 14 cac phéan tu
m-ARN diu tién frong nhén, dudc sao ma tl gen ovalbumin, 14 nhing
phan td 16n hon m-ARN t& bao ch4t,

So sanh ADN trong nhdn va ADN phéng xa tao ra tit m-ARN # bao
chdt, Chambon thiy c6 cac doan nucleotid dai cé mdt trong ADN nhén
va trong mARN duodc sao md diu tién trong nhén, lai khéng th&y trong
m-ARN tach ti 6" bao chdt . Cac doan nucleotid .dai néi trén khéng ma
hoéa, lam gian doan méa héa trén ADN. Tk thuc nghiém trén, Chambon
dad ching minh la gen ovalbumin gd mang 7 doan xen dude goi 1a 7
mtron, xen ké vdi 8 doan ma héa, dude goi 1a 8 exon. Cac nghién cltu
t1ép sau da ching minh cé cac intron trong nhiéu gen cua cac sinh vt
nhén chuén khac.

Gen albumin huyét thanh chudt 13 intron. Gen «- 2 collagen ga
mang 50 intron, ¢6 38.000 bp nhung sac mi va qua qua trinh cdt- ndi
sau sao ma, cho ra m-ARN chi dai khoang 5000 nucleotid ngudi ta da
thu dude anh chup qua kinh hién vi dién td cac sao mi cua gen
ovalbumin ga sau khi cho lai v4i m-ARN ovalbumin trong té béo chét.
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8¢ d6 cho thay
chi cdc doan nhd claa
ADN genom dugc lai
vl m-ARN, tu day
duge gidi ma thanh
protein ovalbumin-
Day 1a cac exon.

Gida cac exon,
c6 cac doan ADN lén,
gol la intron, khéng
¢6 doan lai m-ARN
(h.1.8).

Ban sao ban dau

Hink 1. 8. So dd ADN genom lai vdi m-ARN.

cua gen
ovalbumin  duge
goi la tién m-ARN Pre.

tite pre mARN, ¢6 e e L

7700 bp, chita ca
exon va iniron.

m-ARN  duge
cat- ndl sau sao

ma (processed) titc

& exon:l ya 1-7

pre-mARN  nay 7 intren: A-G

chi con lai cac

exon, dai 1872bp Hinf 1. 9. So 86 m-ARN cét ndi sau sao ma.
(h.1.9).

2. 2. Cdt- néi sau sao ma (RNA - processing)

Qua trinh cAt- néi (procesing) dé chuyén tir tién m-ARN thanh m-
ARN bao gdm cac khau:

- Gén véi protein tao thanh cac hat mRNP (ribonucleoprotein).

- Gin thém mi1 7- methylguanylate vao 5'

- G4n dudi poly (A) vao 8' (gan mii va thém dubi polyadenylation c¢é
tde dung bdo v&@ mARN khéi bi céc ribonucleaza phan gidi nhanh
chong).

- Cat intron va két néi cac exon. Hau hét cac khau cia qua trinh
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néu trén déu la cac cd ché cho sy bidu hién phan héa caa gen.

Céc qua trinh di€u hoa néu trén cho phép cac t& bao 6 thé hinh
thanh 2 hodc nhiéu cdc mARN khic nhau tit cung 1 tién mARN, goi
chung 34 kiéu két néi khac nhau. Kidu két néi khac nhau nay kiém tra
su biéu hién clia gen & nhidu loai sinh vat, qua cac giai doan phat trién
cd thé néi cach khac, 1a kiém tra sy phat trién ca thé (control of
development by alternative splicing) kiéu két ndi khac nhau thudng tao
ra cac mARN vdi eac viing gidi ma khac nhau, t& d6 ma hinh thanh cac
loal protein khéc nhau. Tuy nhién mét s§ mARN duge két nér khac
nhau,

o Gdn vdi cdc protein. Tién m-ARN & eukaryote, sau khi hinh
thanh, duge gén véi cdc protein, tao thanh mét chudi cac hat sat nhau,
dudng kinh khodng 20nm, goi 13 ribonucleoprotein khéng dong nhat cta
nhén hoac 14 ribonucleosome. M&i ribonucleosome gébm khoang 700
nucleotid cia ARN quidn quanh cac hat protein (Beyer va Osheim,
1990}, . :

Kiéu sip. xép nay tudng tu nhu kidu sép xép ciia ADN trong
nucleosome (ADN quidn quanh octamer histon). Chitc nang cila
ribonucleosome dén nay vaAn chua that rd. C6é thé cho rang, chung gid
cho sgi dan ARN mdi sinh khéng thé cé hién tugng lai gifta cac sqi.

* Gdn mi (hodc chép, cap). Sau khi phén ti tién m-ARN duge téng
hop. dau &' cta né duge kéo dai, néi, gén them mét cdl mi, do téc dong
enzym. Diy 14 7- methylguanozin triphotphat (7- methylguanylate). Cu
thé¢ 1a 7m G,PPP. O day c6 su
methyl héa (methylation), gén
thém 1 hay nhi€u nhém methyl (-
CH.) vao bazo hodc thanh phdn

ARN polymerqza

dudng cia nucleoside. Vi du. _ " Tién m-ARN
guanosine vio 7- 5
methyvlguanosine. Guanin  duge /

methyl héa & vi tri 7 va (U, cua @

ribozn gan vér 3 ghe photphat % methylguanylare

(h.1.10y

N . . - Hinh 1. 10,
e Chue  ndng  cua  ma.

Nucleotid & dau ¢d cau trae dace
biét lam tanyg kha ning két hop m-ARN vai riboxom.



Mii béo vé cho ban sao tién m-ARN khéi bi cac nucleaza phan giai,

4 ddu 5' khong duge bao vé.

Sau khi duge cdt- néi (processing), mARN di vao t€ bio chét, mil
¢on lam nhiém vy khdi dong cho sy giai ma cua nhiéu phan tit mARN.
Mii (chép) van duge gilt lai 6 mARN trudng thanh.

e Gdn (b6 sung) dudi poly
fA) d déu 3
(polyadenylation). Dau 3' cua
phén 16n cac tién m-ARN
khéng phai chi don gian la
duge hinh thanh bdi viing sao
mai.

Tién m-ARN dugc cit boi
endonucleaza  (phic  hgp
enzym), tai mdt doan
nucleotid déc tha, goi la tin
hiéu polyadenylation, tin
hiéu nay ¢ ddng vat cé vu
gbm AAuAAA va mdt doan
GU ¢h.I.11).

Chitc nang dudi poly (A) :

- Dudi poly (A) : 100- 300
nucleotid adenin.

. YYLLL
mi — }

ARN polymeraxa
| {
» (at bav
7vén ARNWUF" endenucleqza
M / ,
./ J

Bg’ sung Aa’enyt’af b0y
poly (A ) polymerazya

Md o AAUAAA . . BAA ... A t00- 100

\ A’
Puéi poly (A)

Hinh I. 11, Sd dd tién m-ARN c3t bdi
endonucleaza d déng vat co vi.

. Hién tuong polyadenylation cua m-ARN la mét qué trinh dong

hoe, duge tiép tuc sau khi mARN di ra té bao chat va giit vai tré quan
trong trong diéu hoa giai mé, baa vé va diéu hoa hoat déng sao ma . Dai
vdl phén 16n mARN, dudi poly (A) cing cAn cho sy di chuvén qua lai
gita nhan va t€ bao chat va dé bao vé chéng bi enzym phan giai duge bé
sung vao dau 3’ cua hau hét mARN nhan chuén sau sac ma.

2. 8. Cét intron

M&i intron c6 ddu 5' goi 14 splice donor site v& d4u 3' goi la splice
acceptor site, ¢ 1 loai intron, ¢ mdi dau, c6 doan 2 nucleotid
(dinucleotid) r&t dn dinh dudge goi 1a doan chudn (consensus sequence).

5 QU -covseveeemeee— AG 3", Pay 10 loai intron GU- AG ftrong ADN ta GT-AG)
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Mbi intron bao gdm 102 - 104 nucleotid. Cac doan chudn nay rat
gidng nhau trong cac intron cua dong vat ¢6 xuong sdéng va clia cac sinh
vat. No6i cach khée, cac dinucleotid GU va AG & nhiing site ndy gin nhu
khéng d6i (trong pre- mRNA) ¢ moét s ARN nhan nhé (sn- ARN, small
nuclear RNA), trong thanh phan enzvm cdt- néi c6 cédc trinh tu
dinucleotid bd sung. tudng {ng véi cac doan chudn trong intron.

Enzym cat- ndi két hgp vdi sn- ARN, tao ra phitc hgp sn-RNP
(ribonucleotid protein nhan nhd). Mdt sn RNP bam vao diu &' (sphce
donor site), sn-RNP kia bam vao mét diém nhanh (branchpoint
sequence) gén ddu 3’ (splice acceptor site).

Ca 2 s»-RNP nay, cang véi cac snRNP khac va cac protein diéu
hoa, hgp thanh phic hgp RNP, goi 1a spliceosome.

Spliceosome tdch intron ¢ ddu 5° (donor site} va néi ddu tw do kia
(dau 3" cda intron vao diém nhanh. Két qua 1a intron duge hé cong
thanh hinh thong long (lariat formation).

Cubl cang, intron duge tdch ra tir ddu 3’ (acceptor site) va hai exon
lién ké véi intron trén sé duge ndi nhau.

N61 cach khéc, snRNP da gén diu 5' va ddu 3' cha mét intron va
tach intron ra hay con goi 1a ¢ét intron (intron removal).

Intron bi cit ra sé& thoai héa. Ngudi ta da chup duge qua kinh hién

vi dién td, cac spliceosome, tach bing sic ki cot, ¢ dinh véi
glutaraldehyd.

2. 4. N6i cdc exon

Cdc exon lién ké nhau (tdc ndm 2 ddu cla intron cit ra) dude néi
nhau, va theo cd ché nay, hinh thanh m-ARN (chi gdm exon ma théi) tir
tién- mARN (pre-mRNA).

Céc exon dude nét nhau vdi dd chinh xac cao, bdi vi chi cAn mat
hodc thém nucleotid s& dan dén thay déi khung doc (reading frame) cac
b4 ba 3 nucleotid trong m-ARN (h.1.12).

2. 5. Khdi quadt sao ma 0 eukaryota va cdt- néi sau sao mé
{eukaryote gene transcription and RNA- processing)

Ving giar ma (transcribed region) trai dai tir diém khéi dau sao ma
(transcription startpoint), xudi déng theo sau promotor (P}, cho dén
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Exon Infron

5" T
GU
(onsensus sequence Consensus sequence Sfor
for splice denor site . splice accepfor site
Splice donor site Spliee acceplor sife
Exon Intron Exon
o = W 5 Pre. m #8
sn RNP snRANP

O =/ 1. Hop thank

O Iplr'ceo:omc

37
Ay o ML s+ —=+ P2 >

! ”f: Kyt ra'c: ddo 3’ ﬂ.}’f Rﬁiﬁ

site) m:, 7g0 ﬂ“m.éf s (@cceptor sife) exon nd nhav

thong leng (larial formalien) P Bl &G (liguted roms)

Branch point Sequence (eron ligation)

Hinh I. 12. Ca ché cét intron ndi exon

diém két thic sao ma (transcription endpoint).

Pre- mARN c6 mii (cap) d ddu 5' va duge tach ra phia sau tin hiéu
polyadenylation, tit d6 dau 3' duge kéo ra gian thém duoi poly (A). Cac
intron A, B dudc tach ra va cac exon 1, 2, 3 duge né1 nhau.

Ving giai ma cia mARN trai dai tu diém khdi dau giai ma
(translation initiation site) cho dén diém két thuc gial ma (translation
termination site). Gitta mi1 (cap) va diém khdi dau giai ma c6 mot doan
ARN khong giai mé goi 1a doan dan dau (leader sequence). Cung nhu
thé, c6 mot doan theo sau khéng giai ma nam gifia_,dié'm két thuc giai
ma va phan dau caa dudi poly (A). _

Nhu vay, sau cit- ndi, mARN dude hinh thanh, bao gom:

- mot ma

- vang dan dau 5' khéng giai ma

- vung giai ma (translated region or coding region)

- vung theo sau 3' khong giai ma

- dudi poly (A)



Doan dan dau va doan theo sau c6 mét s chitc nang;
- dinh khu mARN (localisation)
- diéu hoa
- kiém soat gidi ma (h.1.13)
Diém k&} thue

) i ide ma
Di€in hhor dfy .
Jao ma e hibu
polyad enyla-
Lz 3 g LI . | Pron
Diém khdy diu Diém kdt thoe
grar ma giar ma

ADN r iz A I 8 7
20 ma v
1 o
r
. ! A 2 8
Pre _mARN MG 1 .
Gat ndr NN
| \\ \\ kY , Vo
4 N rs
mARN M-’:\ 7 ,._\iv \,-J\.,{.g/ﬂr.ra-" pot’g (A
_ A ab g
Doan  Ving giar  Dean infron ' A 8
oddn Fau ma theo squ exon 7, 2,3

Hinh |, 13. M6 hinh khai quat sao ma d eukaryota va cit- néi sau sac ma.

2. 6. Gen calcitonin/ neuropeptide va sao ma phén héa

Nguai ta da phat hién ¢ chudt gen md hoa cho 2 protein khdc nhau
@ 2 logi 16 chire, calcitonin & tuy&n can giap va neuropeptide ¢ nao.

Hocmon calcitonin dude téng hgp trong tuyén can gidp (parathyroid
glands). c¢6 chiic nang diéu hoa calcium va ca photpho trong mau.

Neuropeptide. cung duge ma hoa, téng hgp ti cung 1 gen v
calcitonin, nhung lai 1a protein ¢6 trong cAc ndron nio va trong tuvén
dusdi d6i thi (pituitary gland). c6 chitc ning méi gidi thin kinh
(neuromediator). Hal loa protein néu trén duge giai ma tit hai loai
mARN khae nhau. nhung duge hinh thianh tit cting 1 loai tién- mARN.,
két qua cla qua trinh cdt- ndi sau sao ma (processing). trong dé ¢6 2 co
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ch& quyét dinh : b8 sung dudi poly (A) vao 3'-OH (poly adenylation) va
két ndl xen ké (alternative splicing).

(ien caleitonin/ neuropeptide, ciing nhu tién- mARN sao ma tit gen
ndy. gém 6 exon va 2 dudi poly (A} 3exon ddu (1, 2 va 3) duge sit dung
nhu nhau trong hai loai t6 chde. tuyén can giap va noron. Tuyén can
giap st dung dudi poly (A), ndm trong exon 4 va lién két exon 1 véi 2,

vih 3 va 4.

Ndron su dung dudi poly (A), ndm trong exon 6, va lién két exon 1,
vl 2. val 3 va vai B, 6.

Su b6 sung dudi poly (A) khdc nhau va su két néi exon theo cdch
khde nhau tie cing 1 tién- mARN da dan dén tao thanh 2 loai m-ARN

khac nhau, m,-
ARN
trong tuvén cén

calcitonin

giap va m,-ARN
neuropeptid
trong naron
(h.I.14).

Phat  hién
thuc nghiém vé
gen
neuropeptid lam
rd cd ché sac ma

calcitonin/

phan héa. RS
rang c¢6 sy phin
héa trong sao

ma, hinh thanh
2 loai m-ARN tu
cung 1 loat gen,

din dén téng
hgp ra 2 loai
protein khac

nhau trong 2 loal
to6 chuc cta ¢
thé.
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3. Cac kifu k&t néi khae nhau ena exon
3. 1. Sw chi phdi phat trién gidi tinh ¢ Drosophila

3.1.1. Ty s6 X : A. HAu hét cac loai dong vat déu c6 ed ché di truyén

quy dinh gidi tinh. O rudi dam va déng viit ¢6 vid. con cal ¢ XX va 2A
trong t& bao ludng bdi. Con duc co XY va 2A.

Nguoi ta ¢é thé hidu nham vé sU tuang Ung nay ¢ déng vat ¢6 vii va
rudi dam.

O dong vat c6 vi su c6 mit gen trén Y sé quy dinh phat trién thanh
con duc hay con cai.

O rudi dam Drosophila, nhiém séic thé Y chi ¢é vai tro thit véu. Y §
rudi ddm chi chita mét vai gen va khéng tham gia gi vao xac dinh dugc
g16i tinh. Ddu higu chd y&u quy dinh & rudi dam la ty s6 X:A, tiic sb
lugng X so véi A trong té& bao ludng béi.

("4 thé rudl ddm ¢6 1X va 2A, sé c6 ty s6 X:A = 0,5 va la con due.
Ca thé c6 2X va 2A s& ¢6 ty s6 X:A = 1 va 1a rudi cai.
Ty s6 X:A duge xac dinh qua san phidm ctia 2 gen lién két X.

sisterless- a+ va sisterless b+ (J.W Erickson va T. W. Cline, 1993). Cang
¢6 nhidu X thi san pham cua sisterless cang ldn.

Mat hé¢ théng cac gen diéu hda truyén diu hiéu vé ty s6 X:A sang
mot loat cac gen realizator (hodic gen effector). kiém tra sy phan hoa
gidi tinh & rudi d&m Drosophila va dan t6i hinh thanh hosc tring hodc
tinh trung.

Ty 6 X:A din t61 sy phat trién cac tinh trang gi6i tinh soma &
Drosophila, nhu: ¢o quan sinh duc: hinh thai phan cudi bung (con duc
den déu, con cai ¢é ngén ); gai gidi tinh é chan trudc con duc.

Cac gen diéu hoa chl y8u: sexlethal+ gene; transformer+ gen;
doublesex+ gene (Baker, 1989),

Céc gen nay hdp thanh mét hé théng diéu hoa, trong d6 protein
duge ma héa bai ting gen s& quy dinh kiéu két né exon ca tién m-
ARN. Béan sac ban dau (tién m-ARN) cda cac gen néu trén la gidng
nhau gida con duc va con cai. '

3.1.2. Gen doublesex+. Phan tich phan tit (molecular analysis) da
cho thdy, gen doublesex+ ma héa 2 loai m-ARN.,



- Mot loai m-ARN (e vt 157 poly (4)
dic thu 6 con cai, (e ché
huéng phat trién duc Gendovblesex 11 J2[ 3] [ s [14]
m-ARN ma hoat déng )
kém thi hinh thanh céc Car W
rudi cai dét bién, va dan

tdi trung gian tinh, vira Doc "\/’\/\/—\/-\

¢d ca ¢d quan sinh duc
duc vA cal, kém cac tinh Hinh 1. 15. Hai kiéu két néi exon quy dinh gidi tinh
) Drosophila

trang gidi tinh thu cap. . L
m-ARN con cai: do kétndiexon 1,2, 3, 4

Loai m-ARN kia m-ARN con duc: do két ndiexon 1,2, 3, 5,6
déc thl ¢ con due, thi dc

ch& huédng phat trién
cal1 m-ARN nay hoat déng kém sé tao ra con dyc dot bién va dan téi
trung gian tinh.

Hai loai m-ARN néu trén déu duge hinh thanh do kiéu két ndi khac
nhau (alternative splicing), vdi cac ddu hiédu poly (A) khac nhau (h.1.15).

C. DI TRUYEN GIOI TINH BONG VAT

I. THUC NGHIEM LICH SU XAC DINH GEN NAM TREN
NHIEM SAC THE G161 TINH

Bau thé ky XX, vdi t& bao hoe va di truyén té bao, cac nha khoa hoc
da 1am rd cd s té bao hoc ctia hién tugng di truyén, phat hién cd ché t&
bao hoc, gian phan. giam phén, thady rd bd nhidm sdc thé cace loai, trong
dé phat hién ra céc nhiém sdc thé gidgi tinh. phan biét due, cai qua X va

Y.

Thi nghiém cua Thomas Hunt Morgan, 1910, lai thuan va lai
nghich rudi dim mét dé va rudi d&m méat trang, da 1a oo sd thuc nghiém
diu Lién ching minh gen nam trén nhiém sdc thé. Rudi b va rudi me
khac nhau vé nhiém sdc thé gidgi tinh, XY va XX. Qua lai thuan va lai
nghich. mau mat cta rudi con F, khae nhau, tuy thube rudi mat tring 1a
bd hay me. Néu bé thude mat tring thi rudi con F, toan do. Néu me 1a
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mat trang, bd mét do, thi rudi con F, lai khong nhu trén, con duc ¢6 mat
tring va con cai c6 mét dé.

Sai khac v& mau mét caa rudi con F, gin lién véi sai khéc trong
rudi mat trang ding 1am b& me, tic gdn vdi sai khac v& nhiém séc thé
gidl tinh & bd, me. Su kién trén ching minh rd rang, mau sac mat do
gen ndm trén nhiém sic thé quy dinh, ¢ day la trén nhlem she thé X
theo ding sa d6 lai.

Lai thuan Me x Bd Lai nghich B x Mc
WW w W WW
b$  Trang bé Trang
r Ww W Duc- w  Cai- Ww
po bo Tring Do

11. GIOI TINH & DONG VAT

Khai niém vé nhiém sdec thé gidi tinh do Morgan phat hién diu tién.
Nhiém séc thé gidi tinh khac vdi nhi@m sic thé thudng khong chi vé
mat ban chat di truyén ma cdn ca 'vé mat t& bao hoc. Nhidm séc thé gidi
tinh thudng xép thanh cip néu s6 lugng trong bd nhiém séac thé cha loai
14 chan (XX, XY v. v...) va chi 13 mdt chiéc 1é néu s& lugng nhiém séic thé
cua loaila 1& (X0, v. v...)

Gidi tinh eting nhu cdc tinh trang di truyén khac trong co thé sinh
vat, duge quy dinh bdi nhiéu gen, ndm trén nhiém sic thé gidi tinh ciing
nhu trén nhiém sic thé thudng, va su phan ly gidi tinh duge tién hanh
c6 chiu anh hudng ctia cac yéu t6 méi trudng. (jmc}t sd it loai, gidi tinh
dude xace dinh trude thu tinh, tif trong syt phén héa ciia cac loai tring. 8]
mdt s loal khac, ngudi ta thay, trong qua trinh phat trién ca thé sinh
vat, ldc hop tl méi hinh thanh va phat trién, chua ¢ su phdn hoa rd rét
due, cai. do d6 ¢6 kha ning lam thay d61 duge hudng phan ly duc, cai,
tham chi c6 thé 1am bién déi ty 1& duc cai khi sinh. Kha nang diéu khién
tinh duc cai trong qué trinh phat trién ca thé ciing nhu kha ning lam
bién déi ty 18 due, cai ¢6 tAm quan trong 16n vé mat thuc tién, dii dude
ung dung réng rai trong chan nudi.
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1. Co ch& nhiém sic thé xac dinh gidi tinh _

Thuyét di truyén nhiém sic thé ra d6i da lam ro ban chit hién
tugng di truyén gidi tinh, phat hién duge cd ché bén trong quydt dinh
gi61 tinh va giar thich duge mdt vian dé quan trong bac nhat trong sinh
hac 14 hién tugng. trong tu nhién ty 1& duc cai néi chung déu theo ty 1¢
1:1.

Nhin chung trong cée lodi déng vat, nhiém séc thé gidi tinh ¢ hai
dang.

- Dang XX - XY: ¢ rudi dim. ngudi. dong vat cé vi va mot sd dong
val khae.

- Dang XX - XO: d chim. budm v. v...

Thuvét nhiém sac thé vé co ché xac dinh tinh dyc. cai d sinh vt cho
rang gen difu khién sy phat trién tinh duc, cai 1a nam trong nhiém sic
thé giéi tinh. Co ch& phan lv va 16 hop ciac nhiém sde thé giéi tinh 1a co
50 1€ bao hoe ctia sy hinh thanh tinh dye, ¢éi. Do c6 ché sinh hoe khach
quan nay. bt ky dang nao cua cac loai déng vat khac nhau, tao ra the
hé sau déu theo ty 1& duc, cai xap xi 1:1.

Ngudi ta thudng néu bing chiing vé cu ché nhiém sdc thé xac dinh
gi61 tnh qua cac dang due, c&i lan 19n va dang gidi tinh trung gian. phat
hién 6 rudi ddm va mdt s8 sinh vat khae. O day ¢ thé duge xem nhu
mot thé kham e6 ca tinh duc va tinh cai.

D& nghién e hién tugng nay. ngudi ta st dung phuong phap danh
diiu mdt 86 gen lan nam trén nhiém séc thé gidi tinh.

Mol dang duc cal 1an 16n da dude phat hién & ga Phmut. Trén mot
ed thé g plimut ¢6 van, thudn ching. mau 16ng nia bén phai co thé
sang hon nia bén trai, dng véi dang déng hgp thé vé gen mau long van
{BB) ¢ bén phai va dang ban di hop thé d bén wrai (B-)

Vé kich thude. phan bén phii vugt phan bén trai theo mie nhu £a
trong (XX) vugt ga mai (XY) vé sinh trudng.

O phia bén phai. phéat trién hon. c6 tinh hoan. 6ng dan tinh. Con @
phia bén trai. kém phéat trién han cé buéng Lriing. 6ng din tring va éng
dan tinh khong hoan chinh.

V¢ eo ¢hé, day 1a hién tugng & giai doan ddu cda sy phat trién, ca
thé nay phat trién theo hudng due (XX). sau do tiéu bién di mdt X, kéo
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theo dé 14 ¢4 gen léng mau cé van. Hién tugng nay xay ra d gial doan
phat trién rdt sém, dan tdi hinh thanh mdt sd t& bao c¢6 ban chat di
truyén giéng cail, cudl cung tao ra dang duc cai lan 1on dé1 xing hai bén.

2. Gidi tinh do d6 da béi

Sau bo thudc canh mang (ki€n, ong ..) c6 nhiéu loai khong <6
nhiém sic thé gidi tinh, trong dé con duc sinh ra trinh sinh tdc 12 sinh
ra tit tritng khéng thu tinh, ti dé co thé thude dang don bsi, nhu trudng
hdp ong mét, la ong duc thudc dang don béi n = 16.

Ong me (hoic ong chia) va ong thd déu la ong cdi, sinh ra ti tring
thu tinh, do d6 ¢d thé thude ludng bdi 2n = 32.

3 ong duc, chi hé t& bao sinh san 1a don bdi, hé 1€ bao soma duge
phuc héi trd lai s6 ludng boi, nén ¢6 kich thudce va sie séng binh thuong.
Khi hinh thanh té& baoc giao ti1, t& bao sinh san cua con dyc da la dan boi
nén khéng giam phan. Giéi tinh & day rd rang duge quy dinh bdi trang
thai don béi hay ludng béi.

Ong me (ong chia) c6 thé dé ra tring thy tinh hodic khéng thu tinh
14 tuy tinh hinh cu thé ctia dan, cho nén ty 18 ong dyc duge diéu chinh
theo yéu cAu sinh san ciia quén thé. vi du khi cAn nhan dan hay thay
ong chiia thi tang sé ong duc 1én.

Ong thg ciing 1a ong cai- sy khac nhau giita eng thg va ong chia a
do, tit nhitng ngay dau, sau khi tif tritng nd ra, ching nhan duge ché dé
thie dn khac nhau.

Trong mdi 16 triing do ong chua dé ra, trung khong thu tinh phat
trién thanh ong duc, con tritng thu tinh s& duge phat trién thanh ong
chia (ong cai), c6 kha nang sinh san binh thuong, hay ong thg. cling 1a
ong cat nhung khong c6 kha nang sinh san. 1a tuy thude diéu kién thic
an. Thile &n binh thudng cia ong la mdt chat keo trang nhat. do mét
loai tuyén dic biét d ddu ong thg tao thanh. Au tring cal, ma s phan sé
thanh ong thg, chi nhan dugde thic an dac biét trong 2-3 ngay va dat
dugc trang thai trudng thanh phai mat 21 ngay tit khi tring nd.

D61 véi ang chia tuong lai thi khic, tuy cing 1a &u tring cal, nhung
16 t6 ong cua chiing lai dude ong thg xay to ra. Trong giai doan &u trung.
ching nhin dude thitc an dac bigt sudt nam ngay lién. do do trg thanh
ong chia trudng thanh chi 6 ngay sau khi &u trang ng ra i trang. Ong
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chia ¢6 kich thude vugt hdn cac ong khic cung lia nhung phat trién
trong diéu kién binh thudng, do d6 ma ong chiia c6 kha ning sinh dé.
Ong chia ¢6 thé, trong mét ngay, dé ra mét s6 lugng tring bing trong
lugng cd thé ctia n6. Stc dé tring ddc bigt 1dn nay c6 thé cé 1a nhd trong
thoi ky deé tring. ong chia vén ti€p tuc nhan duge thite 4n dac biét.

Ong thg sé trudng thanh bat thy, nhung néu ti miy ngay ddu duge
chuyén sém sang khoang ong chua, chiing s& phat tridn thanh ong chia.

Ong duc chi giao phéi mét 1dn véi ong cai trong thai gian bay giao
hoan, sau d6 chét. Sy giao phéi nay dim bao du mét s lugng tinh tring
cho sudt doi ong chua, kéo dai khoang 4- 5 tudi.
3. Gidi tinh do méi trudng

Thuyét sinh 1y xac dinh giéi tinh cho ring sinh vat ¢é ban chat
ludng tinh, mang ¢4 hai tiém nang di truyén vé su phat trién theo hai
giti due, cai. O phéi dong vat, mam sinh duc 13 ludng tinh, trong qua
trinh phén hda gidi tinh, duge phat trién thanh hoéc loai mé sinh duc
cai, hoge loai mé sinh due dyc, 1a tuy huéng phat trién, hose Idp ngoai
cla mam sinh duc cortex, thanh budng tring, hodc ldp trong la
medulla, thanh tinh hoan. Qua trinh phén héa gidi tinh & nhiéu déng
vat chiu anh hudng cia hocmon tuyén néi tiét, etia hoemon 16p cortex va
medulla cas mam sinh dye, khae nhau vé tinh chat va thoi gian tac
dong 6 cit thé due, trdi thude vé hoemon medulla, & ca thé cai trdi thude
vé hoemon cortex. Hoat dong tiét cac loai hocmon nay duge kiém tra bdi
cac gen.

O mét s dong vat ha ding. sy phan héa gidi tinh tuy thudc diédu
kién méi trudng. Gen vé mit gidi tinh ctia con dye va con céi cdn bang
nhau va kich thich cua méi trusng sé din t6i st phét trién cho hudng
dyc hode cal. €6 thé néu vi du § mét loai giun bién 1a Bonnelia viridis.
Con due rat bé, kich thude chi bang 1/ 1000 ctia con cai, séng trong éng
sinh sin cta con cal. Con dyc sdng k¥ sinh, chi lam nhiém vu thu tinh
cho tring, do dé trit ¢d quan sinh duc ra, cac bd phan khée ciia con duc
déu ¢ dang thodi héa. Au tring no ra tit tring thu tinh, séng & dang boi
161 tu do. Khi mét 4u tring chuyén tir dang nay sang dang bam vao gi
thé, né sé duge phat trién thanh ca thé cai, cd kich thude 16n, voi dai va
to.

3 Y - + ~ . 1A . - .- - - n -
Néu du trung khac chuyén tix boi 161 sang bam vao vdi ca thé cai, nd
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sé phat trién thanh ca thé duc, s6ng ky sinh trong voi cla ca thé caj.
Néu dua ca thé duc nay chuyén sang cho bam Va0 gia thé, no lat dude
phat trién thanh ca thé cai.

Gidi tinh con c6 thé thay d6i ngay trong doi séng c4 thé. O mot loal
san day bién, mdi diu 1a thuge dang due, khi trudng thanh cho ra tinh
tring. Khi ¢6 trén 20 d8t né trd thanh con cai, dé tring. Neu do déi hay
ton thuong, s6 dot trd tal con dudi 20 d8t, thi né lai trd thanh con due. 4

day, rd rang gidi tinh thay d6i hai chiéu, phu thude s6 lugng d6t trén cd
thé.

4. Diéu hoa gidi tinh & déng vat

4. 1. Piéu héa gidi tinh 6 cd

6] mét $8 loai ci nhiét déi, trong cing mét lodi ¢6 thé e loai ¢6 ci
hai hé thong xac dinh gidi tinh. Ngudi ta c6 thé dung phucng phap chon
cap lai dé lam thay d8i ty 1& dyc, cai ¢ thé hé con. chon cip lai gitia cac
dong cé ty nhién, khac nhau vé tinh di giao ti1.

Ca Tilapia mossambica & chau Phi thude gidng di giao tit cai (99XY
va ddYY) con ca r6 phi Malaixia thude gidng di giao tit duc (SEXY va
9XX). Két qua lai gitia cie dong ca nay c6 khac nhau trong hai trucng
hgp chon eép lai

Trudng hop 1 ;

@ chidu Phi XY X d rd phi Malaixia XY
1 99XX 2 ddXY 133YY
Trudng hgp 2 ;
¢ rd phi Malaixia XX X d chau Phi YY
100% 33XY

Phép lai thit hai cho ra th& hé con toan ca duc rat cé gia tri kinh té&
Nubi toan ré phi dyc sé thu hoach san lugng cao hon, do ca duc lén
nhanh hon, déng thoi loai trit duge hau qua mat can déi giita mat dé
qua déng (do ¢4 sinh sdn qua nhanh) trong diéu kién séng d ao hé bé
hep.

4. 2. Diéu hoa gidi tinh ¢ tim

Astaurop da si dung phudng phép sinh sdn don tinh tao ra tam
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thudc gidi tinh mong mudn, tac dong 1én co ché phan ly rthiém sic thé
trong qua trinh tao thanh t& bao sinh duc.

Dé tao thm cai (XY) 6ng diing nhiét d cao (45°C) trong 18 phiit, tac
déng Ién qua trinh hinh thanh t& bao sinh duc (noén bao) & con cai, lam
kim ham sy phan ly nhidm séc thé, chuyén hai ldn giam phén binh
thudng thanh mét 1an nguyén phan. Két qua 1a trong cac t& bao tring
hinh thanh van con tron ven cap XY va toan bd nhiém sfe thé thuong.
Nhung té€ bao tritng nay phat trién khéng qua thu tinh, cho toan tdm
cai déu 1a bdn sao cuia mdt tAm cai ban dau. Dé tao tAm duc, Astaurop
ding tia Rongen vdi liéu lugng 16n va nhiét d6 cao (40°C) trong 35 phut,
tac dong 1én tring tam. Nhan cla t& bao tring nay bi huy hoai, khéng
tham gin vao tao thanh phoi. Khi thy tinh cac t€ bao triing nay, thudng
¢6 nhiéu tinh trang xim nhap (hién tugng thu tinh da tinh trung). Hach
cua hai tinh trang nao ddy sé két hgp nhau tao thanh hach thu tinh.
Sau d6, & bao tring van ti€p tuc phat trién va cho ra toan tim duc, ¢6
XX va 16 hop ludng bdi nhiém sic thé thudng.

Trong trudng hdp tao toan tim cai d trén, trong té bao phéi khong
xay ra giam phan. do d6 tim con nd ra mang
toan bd bé nhiém sic thé ciia me, hoan toan
gidng me. Dac tinh tét cla céc cad thé tim
~ gidng ddu dan sé duge nhan 1én trong vo s8 thé 3
hé. Phuong phap nay da duge st dung rong rai
trong chon gidéng tam.

29 |

VRE P4

\ | \

4. 3. Diéu hoa giodi tinh o déng vdt cé <
vi va gia cam

Q
Q
ee®
1?9?

D4y 12 phuong phap c¢é hiéu qua dé tdc ?
dong 1én ty 1 duc cai, tach ring hai logi tinh ~ [® 7 €9 @ Q
trung, luai\mang X va loai mang Y, sau d6 cho ? Q ? Q ? ? ?
thu tinh bang loai nay hodc loat kia theo yéu
cau dat ra vé ty 1& duc cai.

Hinh I, 16. Tach hai loai
tinh tring X va Y bang hé
théng gradient

Trude day, ngudi ta di dung phudng phap
dién di dé tach riéng hai loai tinh trung mang
X va mang Y ci;m lc}.n, nhung céc ti.nh trang loai tinh triing mang
dude tach qua dién di, dua vio thu tinh nhén X vaY: 2. Loai X bdi cham:
tao cho ty 18 thu thai thap. GAn diy, ngudi ta 3. Loai Y boi nhanh; 4. Tach
da sd dung hé théng gradient mic bién dai loai Y cho thy tinh.
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anbumin huyét thanh bé (bovine serum albumin, BSA) dé tach hai loai
tinh tring X va Y cha bo (h 1.16) (Ericson, 1982 Hagele, 1984) Ngugi ta
con diung phuong phap mién dich hoc dé phat hién mot y&u t& dic biét,
c6 trén b& mit t& bao ciia tinh tring mang Y, dé tach riéng hai loai tinh
trung X va Y. Yéu t§ déc biét 1a khang nguyén H, Y.

I11. XAC DINH GIGI TINH 3 BONG VAT CO VO

Ca ché xac dinh gi6t tinh & dong vat ¢6 v lién quan v8i nhiing sat
khac dic the trén bé mét t& bao. Ngudi ta da phan biét hai dang xéac
dinh gidi tinh & déng vat cé vit;

- Xac dinh gidi tinh so cdp hay xéc dinh qua tuyén sinh duc,

- Xac dinh giéi tinh thit edp hay xac dinh qua t& bao soma.

1. Xac dinh gigi tinh qua tuyén sinh dyc

Su phan héa cua tinh hoan hay budng tring ti mot tuyén sinh duc
non chua phan biét due, cai, duge thuc hién bdi nhlmg gen quy dinh
tinh duc nim trén nhidm sfc thé Y. Nhitng gen nay tong hop protein g01

&4 khang nguyén H-Y, ¢6 trén bé mat cia moi t& bao mang nhiém sdc
thé Y.

Sit ¢6 miit clia khang nguyén dac thu tinh dyc trén bé mat t& bao
nhu trén, diu tién duge phat hién qua cac nghién citu ghép da gitta cac
ca thé trong nhithg dong chudt can huyét mic d6 cao.

Ghép da gilia cac chudt cai va giia cac chudt duc trong cling mét
dong l1a duge chap nhén. Da chudt cai ghép lén da chudt duc cling dudc
ch&p nhan, nhung da chudt duc ghép lén chudt cai lai khéng dude chap
nhan. Nhu vay la chudt duc cb mot vai khang nguyén khéng ¢ trong

céac chudt cai ciing kidu gen.

Vi sy sai khée di truyén gitta chuét duc va chudt cai nay chi la do c6
nhiém séc thé Y & con due, do dé cé thé két Iuén khang nguyén néi trén
dude quy dinh bai cée gen trén nhiém sic thé Y. Trén Y phai ¢6 hon mét
gen quy dinh khang nguyén H-Y, bdi vi nguoi ta thiy § mét s trudng
hop ciu trae tai nhiém sac thé lidn quan dén Y dan téi ki€u hinh trung
gian tinh nhung van c6 khang nguyvén H-Y.

Gen khang nguyén H-Y hoat dong rat sém trong qua trinh phat



trién ca thé, khang nguyén nay xuit hién & phéi chudt 8 t& bao. Moi t&
bao clia co thé due déu ¢6 khang nguyén nay, chite nang cia né chi dé
kich thich hinh thanh tinh hoan trong tuyén sinh duc non chua phéan
héa gidi tinh. Khi thi€u khang nguyén trén, tuyén sinh duc sé& phat
trién thanh budng tritng.

2. Xac dinh giéi tinh qua t€ bao soma

Day 1a két qua cta sy phat trién tuyé&n sinh duc dudi anh hudng
cua két cdu nhiém sdc thé cua cd thé.

Tinh hoan phat trién, tiét ra hocmon steroid, chay khép cac t& bao
cua phéi, khdi dau cho hudng phat trién theo gidi due trong céc té bao
soma, bao gébm ca t& bao soma cliia tuyén sinh dyc. Khi khéng cé tin
hidu hoemon trén thi lai phat trién theo hudng cai.

Su phat trién hudng due tién hanh dudi sy ki€m sodt cha mdt gen
trén nhiém siac thé X (Tf,) quy dinh tdng hgp loai protein gén
Lestosteron, ¢6 trong L& bao chat cia moi té bao ¢ con dyc ciing nhu con
cdi. Pay la mdt loai protein diéu hoa, duge hoat héa khi gén vao
testosteron (méi phan td tde déng), di vio nhan t& bao va kich thich
hoat dong cac gen phin héda giéi due.

(‘ac dot bién cua gen Tf, nay dude phat hién ¢ nhiéu loai trong dé
¢6 ca ngudi. gay nén hél chiing 1a "chitng mai héa tinh hean”. Cac t& bao
ciia nhitng phoi dot bién Tf, /Y hoan toan khéng chiu anh hudng cua tac
dong gav phat trién hudng dyc cla testosteron. K&t qua la, thai duge
phat Lrién cdc tinh trang sinh duc thd cdp bén ngoai caa ca thé cai rd
nét hon so véi clia ea thé due. Tuy vay, bén trong thi tinh hoan van phat
trién rd nét hon budng tritng. Tinh hoan tiét ra loai hoemon duc khae,
kim ham sy phat trién cia voi Fallope va ti cung, dan dén hinh thanh
Am dao di tat.

IV. BA LOAI TINH TRANG GIOI TINH

Vé di truyén gidi tinh, ngudi ta phan biét ba nhém tinh trang thude
3 loa1 khac nhau.

1. Tinh trang gidi han boi gidi tinh

Péay 1a nhiing tinh trang chi dude biéu hién d ca thé duc hodc ca thé
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ca1, nhung khong phai do gen lién két gidi tinh. Néi cach khac, nhiing
tinh trang nay 1a do gen nim trén nhiém sic thé thuong, cht khong
phai nhiém séc thé gidi tinh. Hoat ddng cla cac gen nay. su biéu hién
caa ching thanh tinh trang da bi gi6i han bdi gidi tinh.

Trong ty nhién, ta thdy ¢6 su sai khac giita giéng duc va gidhg cai
vé kich thude, mau sic. Nudi ga thit thi g tréng 16n nhanh hon ga mai,
trong cting thoi gian va ché dé thic an gidng nhau.

Niam 1990. North M.O. da dua ra nhiéu s& liéu vé dic diém nay, hic
mdi nd ga tréng ning hon ga mai 1%. Tudi cang tang, sai khac cang 16n.
- 2 tuén tudi: hon 5%;
- 3 tudn tudi: hon 11%;
- 5 tudn tudi: hon 17%;
- 6 tudn tudi: hon 20%:
- 7 tuén tudi: hon 23%;
- 8 tudn tudi: hon 27%.

Chan nudi bo sita thi cén bé cai, trai lai, nudi bo thit thi lai cAn bé
duc, lién quan dén tinh trang da gen, chi dugc bidu hién g gidi kia, nhu
tinh trang san lugng sta, tring v. v... Nudi ga tritng ré rang phai tao
giong ga mai dé nhidu.

Céc tinh trang dé nhiéu tring, tiét nhiéu sita v. v... do nhiéu gen
trén nhidm sic thé thuong quy dinh nhung duge biéu hién d ca thé cai,
nhu vay cling khdng c¢6 nghia 1a cac ca thé due cua nhitng gidng tét nav
khéng mang céc gen quy Ay.

C6 nhing sai khac mang tinh chat di truyén gita gidng duc va
gidng cdi, nhu ga tréhg c6 cua, & mot 6 dong vat 6 vG, chi cé con duc
mdi ¢6 sling. Loai tinh trang nay trude day duge gol 1a tinh trang sinh
duc thit cip.

Hién tugng hep éng din tritng & ga mai va hep 6ng din tinh § ga
trong déu do gen quy dinh. Gen nay gay chét cho ga mai nhung lai
khong anh hudng gi nhiéu dén site séng cia ga tréng. Ga mai bi hep ong
din tring. tring khong di qua dudge doan hep. quav lan khoang bung.
tich tuy g day. kéo theo hién tugng viém mang bung. lam cho ga chél.



2. Tinh trang duge quy dinh, kiém tra bdi gidi tinh

Day la loai tinh trang ma sy biéu hién tréi hay lin cua ching la do
gidi tinh quy dinh, néi cach khac loai tinh trang ma su bicu hién cua
cung mét kiéu gen duge rd nét hon J gidi nay so véi gidi kia. O ngudi.
hién tugng héi tran mang tinh di truyén, thudng gap ¢ dan 6ng nhiéu
hon dan ba.

Gen H quy dinh tinh héi 14 tréi so v8i gen h, quv dinh trang thai
binh thudng. O dan ong, gen H hoat déng nhu gen trdi, con & dan ba. vi
b1 hoecmon gid tinh nd kim h&m, nén hoat déng nhu gen lin. Do d6. tuy
¢6 cung kiéu gen Hh, nhung & dan éng sé hoi, con & dan ba thi lai
khéng.

Tudng ty nhu trén, ¢ dé, tinh trang c6 rau dude quy dinh bdi mot
gen, ¢4 0 ca hai gidi, nhung chi 6 dé duc mdi c6 rau, dé cai khéng rau.

Hién tugng phat trién siing & ciiu ctng dude kiém tra bdi gidi tinh.
Néi cltu Dorset-Horns d My, duc hay cai déu ¢6 sitng. nhung sting d ciiu
duc to hon, dai hen va xodn nbiéu vong hon ettu cai. Ngudi ta cho riang.
dudi tac déng ctta hocmon sinh duc, & ca thé duc, gen c6 sitng hoat dong
nhu gen trdi, 6 ca thé cai bi kim him nén hoat déng nhu mét gen lan.

3. Tinh trang lién két vdi gidi tinh

Pay la loai tinh trang dude quy dinh bdi gen nam trén nhiém sdc
thé gidi tinh, tuan theo cac quy luat riéng, khong gidng cac tinh trang
do gen nam trén nhiém sic thé thudng.

Céc tinh trang do gen ndm trén X khéng ¢6 alen tugng tng trén Y
(6 dang duc XY). tudn theo quy luat di truyén chéo nhu gen léng van ¢
ga, gen vé toc do moc long ¢ ga v. v... O ngudi. da phat hién trén 150
tinh trang thude loal nay. nhu bénh mu mau, da phat hién hang tram
nim nay, chinh A do gen lin trén X

Bénh mau khé dong da duge phat hién it nhat ¢6 3 dang. trong do
6 2 dang do gen lan nim trén X va 1 dang. it gap hon. do gen lan trén
nhiém séc thé thudng. da duge phit hién va nghién cdu nhiéu d cho.

Vé ciae gen nam trén Y. ngudi ta phan biét 2 loai. 06 dae diém di
truven khiae nhau: ed nhiang ven chi ed trén Y: 6 nhiing gen 0 mal ca &
Y v X,

Nhiing gen chi o6 trén Y, khéng ¢6 alen tuong ang trén X. du {a trdi
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hay lan, déu dugc biéu hién ra kiéu hinh. theo cd ché ban di hop. Gen
nay chi duge truyén lai tit bd cho con trai, tuan theo quy luat di truyén
théng. Nguoi ta goi day la sy di truyén theo dong bd (holandric
inheritance}, chi duge biéu hién & giéng duc. '
3 nguci, gen quy dinh tinh trang ¢é tim I6ng ¢ tai, c6 "mang boi" &
tay, dinh ngon 2 va 3, gen v& mi médt thia ba ... déu 13 nhitng gen niam
trén Y. tudn theo quy luat di truyén thing. O rudi dam Drosophila
melanogaster, nhiém sic thé Y mang gen cdn cho su phat sinh tinh
trung. Cho dén nay, théng bao vé nhiing loai gen ndm trén Y con rat it

V. UNG DUNG TRONG TAO GIONG GIA CAM

1. Tao giong ga phan biét dudc tréng, mai tit mdi nd gua
mau séc léng

Mau i6ng van & ga Plimut xam, ga Ldgo va cta nhiéu giéng ga
khac, duge ddc trung bdi céc giai trdng la nhing vang khéng ¢6
melanin. N&u khéng ¢6 nhitng gidi 16ng thidu sic t6 nhu vay thi ga c6
16ng mau den. :

Mau l6ng van nay do gen trgi khong hoan toan B, nam trén X; ga
trong (XX) thudn chang, déng hgp thé (BB) thudc gibng Plimut van. cé -
céic gidi trang réng hon do d6 mau I6ng sdng hon ga mai (XY), ban di
hop thé (B-). o) ga tréng di hop thé (Bb), cac giai trang hep hon, do dé
mau long citng sdm hon gidng ga 16ng c6 mau.

Nguoi ta cho lai gitta gd méi (XY) ging Plimut xam. long van vdi
ga trong Rod-Island dé. Do die diém di truyén chéo, nhing ga tréng
mdi nd ra. ma sau nay sé bidu hién 1éng van, thi trén diu c6 vét tring.
O gi mai mé nd. khéing c6 ban chat di truvén lang viin, thi vél tring
nho kia khéng c6. Nha vay. ngudi ta phan biét duge nhitng ga lai nav vé
gidi tinh. ngay ¢ 1 ngay tudi.

Ro rang, ga trdng con F1 mang kiéu hinh me. ¢on ga mai con F1 thi
mang kiéu hinh ciia bd. O Anh, ngudi ta dung ga tréng Rod-Island dé.
nhung khong dua vao diac diém 16ng khong vian, ma can e vao anh
VANg cua mau 'lé.ng (ss). Khi cho lai ga tréng Rod-Island vdi ga mai Stit-
s¢e mau sang ¢6 long anh bac (8- ngudi ta cang thav ¢o U di truvén



chéo. O F,, tat ca ga trong (Ss) c6 anh bac, tAt ca ga mai ¢b6 anh vang,
phan biét dude ngay sau khi nd.

Hién nay, dugc phé bién rong rii mbt phudng phap nhanh va chinh
xac dé xac dinh gi6i tinh ga con 1 ngay tudi 1a can cd vao ciu tgo cla
huyét ga.

2. Phan biét ga con méi nd vé gidi tinh qua téc do moc long

T6c dd moc 16ng 12 tinh trang di truyén dude quy dinh bdi alen K va
k. lién k&t gidi tinh, ddu tién duge A. S. Xér8brépski ching minh.

o) ga con 8-10 ngay tudi, thude kiéu gen kk (d) hodc k- (9), i6ng dudi
moc dai 1,2 cm va 16ng canh moc dai tan mat dudi.

Ga con thude kidu gen KK, Kk (&) hodc K- (9). ¢ 1da tudi a4y vAn con
chua cé dudi, 16ng canh vén con rat ngin.

Cho lai giita ga trong moc long sdm vdi ga mai moc 1ong mudn, sé
cho ra ga tréng con moc long mudn (Kk) va gd mai con moc 16ng sém
(k-). Ngudi ta c6 thé phan loai ga con tréng, mai 8 ngay tudi chinh xac
trén 95%, theo d6 dai cia nhiing 16ng cAnh moc déu tién.

Ngudi ta da dua gen k vao nhiéu dong ga sl dung trong san xuit ga
dd (ga broiler), bdi vi gen nay bdo dam cho ga con khéng bi bénh "hing
tran” & tudi xult chudng binh thudng.

Vé mat di truyén hoc, cac alen K va k réit quan trong vi chiing anh
hudng d&n chie phan (sinh trudng) ro rét hon la déi véi hinh thai.

Ga lai trang nau (Goldline 54, Issa Brown, Babkob 380, Moravia),
c6 dic tinh phan biét gidi tinh lic mdi nd (autosexing) qua mau long
hoic tde d6 moc 1éng canh, 12 nhiing ga lai gilta 4 dong.

D. BAN BO DI TRUYEN

1 BAN PO LIEN KET HOAC BAN bO DI TRUYEN

_ Can ci s6 ligu vé tin s6 trao d6i chéo gilta hai gen mét, dé xac
dinh khoang cach va vi tri tuong d6i cua cac gen doc nhiém séc the.
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- Ban d¢6 di truyén d vi khudn ciing trén nguyén tice tiong Ly biang
cach dung ky thuat ngat quing tiép hep 4 E.coli.

1. Ban d6 di truyén t& bao

Ban db di truyén t& bao dua trén méi lién quan gida cic kiéu hinh
vGi cac bién d6i. sap x8p lai trén nhiém sac thé. cac chuvén doan. mat
doan.

2. Ban dé vi tri (ban d6 hinh thé, ban dé gidi han, physical map)
hoic ban dé phan tit (molecular map)

Dua vio cae vi tri cat danh cho enzym gidi han, tde dua trén da
hinh d§ dai cic doan cdt RFLP (restriction fragment lenght
polymormphism) sai khéc gita céc ca thé, cac ADN cta cia thé 1a do s
khac vé cac doan cat ra, tie vé dia diém vi tri cit. do enzyim it gidi
han. Ban dé di truyén eta vi rut, dua trén s6 liéu giai trinh td nueleotid
tiing ADN.

3. Lap ban d6 cac diém gidi han

Cat 1 doan ADN (vi du 15kb) bing mét s6 enzym gidi han (BamHlI.
E coRI. Pstl), riéng 1¢ hodc t& hop.

Cac doan sinh ra duge dién di trén gel agarose va dudge xac dinh
kich thude. T cac sd lidu trén, xae dinh vi trf tudng dél ciac diem eat.

Bang |. 5. Vi tri tuong déi cac didm cat

Loai enzym BamH1 Bam H1 EcoRI Bam HI l
gidi han Bam HI EcoRl Pstl + EcoR! + Pst | + Pst | + Eco Rl i
+Psti )
1
Cac doan 14 12 8 1" 8 7 6 '
dudc cat ra 1 3 7 3 6 5 5 ‘
1 1 3 3 ’
k

;

8¢ lap bin do didtm eit cta BamHL BeoRI v Ptsl déi vdéi dooan

ADN 15kb.

Vi mdi enzyvm riéng 1é cho ra 2 doan, ¢ the két luan doan ADN nay
¢6 1 diem cat do1 véi mol enzym. Néu cat boi td hop 2 enzym, thi ban Jdo
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€ ¢6 thém 1 diém cit (nhan duge 3 doan cit).

Néu cat bang 3 enzym phéi hgp, sé c6 3 diém cit véi 4 doan (h.1.17).

0 3 § g 12 15 kb
Bam HI | 4 g4,
_ 72 £ 2
EcaRI £
(dink hognghai 3 3 12 )
cathteg Bam Hr) -
Bam HI ) 3 E 'zs 8 ‘.
+ L -—
EcoRI
g " 7
Pst 1
(dink huang Tuy —_—_ 7 "? g .
thudec has engysm
" kig) 8
. £
Bdn 35 dvoc 3 © 5 F__ ¢ o1,
&p

Hinh L. 17. Lap ban d6 cac diém gidi han.

II. BAN DO GEN CUA VAT NUOI

Trén vat nudi, nhu lgn, bd, eitu, gia cAm v. v..., nhitng nam gén day,
da dudc tién hanh nhifu céng trinh thuc nghiém, xay dung ban d4 gen
{gene mapping).

Qua ban dé gen, ngudi ta sé nim dudgc cd ch& kiém soat di truyén
cac phic hgp tinh trang nhu sinh trudng, sinh san cla gia stc, gia cAm.
Xac dinh duge co s§ phén t cha ting tinh trang, cta ting kifu hinh.
Bén canh cac phuong phap héa sinh, sinh 1y, mét yéu cu dit ra 1a thau
hiéu cg ché sau xa hinh thanh cac loai kiéu hinh.

Phuong phéap xac dinh cac thdng s6 hoa sinh, sinh ly cla gia sie,
gia cim. cho dén nay da dude thay déi. phat trién, nhung ciing chi dap
ing nhiing yéu cu nhat dinh,

Nguge lai, cbng nghé di truvén phén td (molecular genetic
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technology) cho phép xem xét toan bé genom ddi véi cac vilng nhiém sic
thé (nhu cac l6cut tinh trang s6 lugng, QTL, quantitative trait loci). xac
dinh méi quan hé vdi céc kiéu hinh.

Do d6, xay dung ban d6 gen ngay nay di duce thita nhan rong rii la
mét phudng phap cht yéu dé nghién citu di truyén sinh vat, bao gém
cac loai vat nudi,

1. Ban do gen cta lon (Sus scrofa)

Genom cua lgn nhiing nam qua, da duge nghién cltu sau, rong qua
cac cong trinh hgp tac quéc té. Chuong trinh lap ban dé gen cua lgn gan
20 phong thi nghiém § chau Au hgp tac vdi cac phong thi nghiém d My
va Uc. Ngudi ta di xay dung ban d6 gen trén cac gidng da dang di
truyén.

Céc giéng lon da duge st dung dé tién hanh lai gdm c6 3 loai:

- gidng lon thue pham Au chau (nhu Dai bach, Large White hoéc
Pietrain).

- gidng lgn Trung qudc (Meishan)

- gibng lon ritng chau Au (Wild boar).

Nhu & mét s8 trung tAm nghién citu theo hudng ban dé gen, ngudi
ta di cho lai thudn nghich gitta Large White va Pictrain, tao ra Ign lai
F\, sau dé cho tu giao dé tao cac lgn F, dong x4y dung ban dé gen.

Nguoi ta cing da tao duge 3 thé hé F, tu giao gaia lgn ritng va lgn
thuong pham (Ellegren, 1993).

D81 v6i Ign céac thé hé duge tao ra nhanh, cung cip céce thuc nghiém
kha thuén 1¢i, s6 Ia de 16n, c6 thé trén 10, khoang cach thé hé tinh
timg ndm, mbi nam c6 thé trén 2 lita dé. S& lidu ban dau cho théy d6 dai
cta ban db di truyén cta lgn vao khoang 20 Morgans.

Lon c6 dac trung 1a c6 kiéu nhan rat phéan tan {polydisperse) gdm
18 cap autosom va cip XY, khia phi hgp véi ky thuat xay dung ban d6
hinh thé (ban dé vat 1y, physical mapping) nhu lai in situ (lai tai chd).

Céac nghién citu gan day vé ham lugng ADN trong céc nhiém sic
thé cho thay genom don boi clia lon dude ude tinh cé chidu dai vio

khoang 2770 mega bazd (megabase) (Schmitz, 1992).
Két qua thye nghiém xdy dung bdn dé gen qua lai in sifu hon 200
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doan ADN tng véi cic gen da biét, da lam cd s& khach quan dé xac dinh
cic vi tri gen trén moi canh nhidm sic thé.

T cic tu ligu thue nghlem rat ra dlIG(‘ nguoi ta da lap duge thu
vién gen ddc thi cho nhidm séc thé sb 1, 6 va 13 (Miller, 1992),

2. Ban do6 gen cua bo

Cang nhu 6 lgn. cac cong trinh x4y dung ban dé gen ctia bo (Bos
taurus, Bos indicus) duge hinh thanh qua hgp tac qudc t& rong rai.

Mot chudng trinh xay dung ban dé gen bo (BovMal’) & chau Au, do
EC tai trg, do cdc phong thi nghigm chi y&u 1a cia EC. hop tac véi cic
phong thi nghiém clia My, chdu Phi va Isracl.

Mgt ban d6 lién két ¢ bo da dude x4y dung tif cée s6 liéu phan tich
trong ciac quan thé ho d("3ng huyét ¢ My. chau Phi va Uc (Barendse.
1994). Ban d6 nay bao gdm 202 16cut da hinh. trong do 6 144 14 vé tinh

ede nho (microsatellite)

(Genom bo dudge wée tinh ¢6 28 Morgans, trong dé phat hién duge cac
I6cut da hinh wrong 86 24 trén 29 autosom va trén nhidm sac the gidi
tinh.

Qua fai in situ (11 cho), ngudi ta da dinh khu dude nhiéu 16cut tron
nhiém sic the, trong dé 167 thidu cho 55 gen, da xde dinh duge vi trf cua
gen quy dinh tinh trang ¢6 sitng, khong siing. ¢ nhiém sic thé 56 1. gen
quy dinh bé dayv ciia mong. DA xae dinh duge cd s6 di truvén cda cice hoi
chiing do don gen nhu gen double- muse ling d bo Bi (Georges, 1990) hoi
chiing weaver ¢ bo niu Thuy $i (Georges, 1993) khac véi lon va ga, bd
thudng 1a don thai (dé mét. monoparous), khoang cich thé hé dai.

II1. THU VIEN BO GEN

1. Khai niém chung

Thu vién b6 gen (genomic library) (hoic ngian hang bd gen, luu trd
bd gen) 1A tl[l hop t4t ca cac trinh ty ADN ciu thanh b6 gen (genome),
da dige gan vao vector, luu g1l trong thu vién bé gen ¢d thé duge thiél
lap tu bat ky loai té bao nao, 1a tap hop cde dong. md1 dong mang 161
thiéu 1 ban sao clia mdi trinh tu ADN,

Qua trinh thi€t lap thu vién bd gen:



- Tach chi€t ADN bé gen.

- CAt ADN trén thanh nhing doan cé kich thuée nhit dinh bing
cac enzym cit gidi han (RE).

- Gdn cac doan nay vao 1 vector tao ra vector tai t8 hop.

- Dua vector tai t& hop vao vat chii (¢6 thé 1a vi khudn, nhu E.coli.
nim men v.v...)

- T&€ bao chu nay duge nudi cdy, hinh thanh nhing dong, ddv 1a thu
vién b gen.

2. Phuong phap xay dung thu vién bé gen

St dung ky thuit va cong nghé ADN t4i t6 hgp dé tao thu vién bd
gen.

2.1. Gdn ADN vao vector

2.1.1. Ding vector la phage. Khi s6 méu it, cac doan ADN ngén, 10-
20 kb.

- Tao ra phage tai t6 hgp. va dua vao t& bao vat chil, nhu vi khuin,
- T€ bao vi khuin bi pha vd.

- Dong tai té hgp duge phat hién dudi dang eac dia phan gidi trén
mét tham vi khuan.

Vi du: Dung vector 1a thye khuan thé M,,. M,, la mdt thue khuan
thé cua E.coli, déac trung cho loai vi khuan F*.

Genom ctia phage nay thuée dang sgi dan ADN, vong, khoang 6.4
kb. Khi phage nay lav nhiém vao vi khuén. ADN sgi don ctia né duge
chuyén thanh ADN sg1 kép, dang tai ban (replicative form, RF). RF
duge hinh thanh vdi s8 lugng 16n cac ban sso cia né trong co thé vi
khuén chu, s& dude st dung lam khuén mau dé téng hdp ra cac thé hé
ADN phage. Ngudi ta cho cdc vi khudn da lay nhiém phage M,, phat
trién trén dia agar. Sau khi trén dia da phat trién nhiéu 1ap doan w1
khuén, ngudi ta boc dia vao mot mang loe. Vi khuan phat trién ti cac
tap doan. Cac phage xuit hién trén ban, sé bam vao mang loc va tiép
tuc tai ban. Mang loc nay duge xit Iy véi NAOH dé lam sinh tan vi
khuin va lam bién tinh ADN, Mang loc duge dat vao chian khéng
(vacuo) dé ADN bam vac cd chat.



2.1.2. Dung vector la cosmide thay phage. Khi cac doan ADN daj,
35-45 kb.

Cosmide chita 1a loai vector dé tao déng ADN doan dai. Cosmide
céc site cos ctia phage A, dude déng géi trong phin déu cla A, ¢6 1 goe
tai ban plasmid, do dé ¢6 thé tai ban nhu plasmid. Cos la doan tan cung
lién k&t ctia ADN mach théng ctia phage A.

2.2. Pua vector tdi t6 hop vao vit chi

2.2.1. Vao ndm men. Céng nghé luu tril gen nhidm séc thé trong
nam men YAC (yeast artificial chromosome). M6t luu trit gen YAC 6 bo
da dude thiét lap, ¢6 kich thuée trung binh doan xen la 750kb (Libert,
1993). :

D61 véi vat chi 1a ndm men, ¢6 mdt s6 kho khan:

a. Kho6 phan lap ADN tach dong, vi t€ bao ndm men c6 thanh & bao
cing, phan ti ADN dudng thdng dai, d& bi dit giy trong qua trinh tach
chiét tit t& bao ndm men.

b. Poan xcn lén, dan téi dang kham (Anderson, 1993), hay bi mat
doan.

2.2.2. Vao vi khudn. Céng nghé luu trit gen nhiém sic thé trong vi
khuan BAC (bacterial artificial chromosome). Ngudi ta da dung BAC
thay cho YAC, ¢6 thé duy tri n dinh cac doan ADN cla genom logi hon
300 kb (Shizuya, 1992). M6t hé théng BAC dya trén yéu t6 F cua
Escherichia coli.

Y&u t6 F ¢6 kha nidng duy tri on dinh va truyén lai cho cac thé hé té
bao cua quan thé vi khudn. Mic d6 dang kham ¢ BAC thé&p hon ¢ YAC
nhidu yéu t6 F thuan 1di cho viée tao dong cic doan ADN 14n, c6 thé
mang va duy tri ADN xen doan 16n hon 1 megabase (Low, 1987).

S6 lidu tit thu vién bd gen BAC & ngudi cho thdy hiéu qua bién nap
gdp 10-100 1an lén hon ¢ YAC. Thao tac vdi ADN tach dong ¢ BAC deé
hon d YAC vi ADN vong plasmid kho dit gdy hon. Nguoi ta da xac dinh
ADN ngusi trong hé théng BAC duge rdt 6n dinh sau 100 thé hé
(Shizuya, 1992). Hé théng BAC to ra 1a mot hé thdéng thuan Igi dé tach
dong cic doan ADN lén, dang lap ban db gen (ban db vi tri, physical
map).

Pé tao thu vién bd gen BAC & bo, ngudi ta dang miu mau, tach



bach cdu, phan lap ADN bang phén gidi (lysis), phan huy proteinaza va
ria sach ADN, cit doan bang Hind ITI va Hind I va dién di trén gel.

Cac doan ADN thich hdp duge tach khoi gel dé xay dyng thu vién
b gen BAC.

ADN c6 kich thuée phu hgp dude chon ra, gdn vao vector pBelo
BAC II (Shizuya, 1992) va bién nap vio cac t& bao Electro Max DH 10B
(Gibco BRL) qua xung dién.

Cac dong BAC nay duge luu gid trong cac dia phéan giai § -80°C.

3. Phuong phap phat hién cac dong can tim nam trong mot
thu vién bé gen (screening)

8. Phong xa 14 ghi Irén méng

{ Plasmid ADN 16i 16 hdp loc »40 Soch va pho's Kk
Kudf Aién cdc chim Jen
Trinh tv ADN .
tach déng
: .
Trink 1o veclo ploimid Méy oo ADN lor
hode cosmid Vi ADN frén
‘ * 7 Bé':.ry.vy dung dich mang Lo

. P mEy do phbng xa rae

2. Bién pgp cdc dong ADN mdng {ac

2 Klja&‘r’v lac colonies) moc frén
dra mai trvdng sinh Tridng chon

."“

167 16 hotp vdo E.(ol; . Wy ’:
[ - {
CRa=
| | Y,

6. ia’_{( méng loc ro khot
dia guds cdy ¥ khucn
Tas, ABN biés Hink ve
édm Irép mang {oc

-

5. C/wye‘.; cdc ban sae trong
The' vién lén mdng lac frén

4. Chugén vao khe méi trddng cink frutong

lvw giv

g i

(de khabn lac
MOt fridng

Hinh I 18. So d6 phat hign dong ADN trong thu vién bd gen
ding plasmid hosic cosmid tam vector.
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Tu mét thu vién bd gen di cé, dé phat hién mdét dong cin tim, tie
dong tai to hgp. ngudi ta cé the dang nhiéu phuong phap khac nhau.

Phuong phap théng dung hién nay 1a s dung mau do
oligonucleotide.

Phudng phap nay cho phép phat hién dong cAn tim ctia mdt bd gen,
khi da xac dinh duge mét ty 1¢ nho trinh ty axit amin cla protein do gen
11 trén ma hoa,

Protein nay duge tach chiét, lam tinh sach, xac dinh vai trinh tu
ngean (15-20 axit amin).

Trong s6 nhicu (rinh ty tuong {ng, chon ra mét trinh tu
oligonucleotide phi hgp nhat. Trinh t nav duge téng hgp ra véi sd
luong 1én. danh d&u bang dong vi phéng xa.

Mau do oligonucleotide duge cho lai véi thu vién bd gen qua phuong
phap lai in situ (Iai tai chd). Dong tai 186 hgp tie cae doan ADN duge bt
eip v6l mau do sé duge phat hién bang phéng xa tu ghi
(radicautography) (h.].18).

4. Lai tai chd

Hai yéu cau quan trong can dit ra trong ky thudt nay 1a: bao vé
duge toan ven thu vién b gen: bao toin dude cac trinh ty axit nucleic
dich (target sequences). tie cae dong cdn phat hién. Dé dua mau do vao.
phai xit Iy mang t&€ bao (néu 1a lai tai chd trén tiéu ban nhidm sdc thé t&
bao ky gitia), dé 6 thé tham thau. miu d6 khuyvéch tan qua duge, xU ly
t¢ bao véi paraformaldehvde. Dung cac nhiin td taoc bat eap nhu
cluteraldehyde. Hau nhu moy loai t& bao hodc mé, déu ¢é thé tién hanh
lai phiin 1 tai ¢hb, bao gdm cae t& bao biéu bi. t& bao thu nhan qua ly
tam hoae mau eat boe paraffine.

Trude khi cho lai tai chd (n situ hybridization). axit nucleic trong
t¢ bao phiy duge bién tinh: eae 1idu ban, slide phai dude xit 1¥ trude. sau
dé ma1 dun miu do vao t& bao.

Cac dicu kién cye thuin cho lai tai chd, nhu thdi gian, nhiét dé
v.v... duge xae dinh d61 véi ting d6i tudng axit nucleic dem lai. Vi du, dé
la1 axit nucleie eua virut, thudng phai qua dém, @ nhiét d6 37°C hoic ¢
nhiét do cao hon.
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V1. THU VIEN GEN TUNG NHIEM SAC THE

1. Thu vién gen nhiém sac thé (specific library) ctia lgn

Lgn 1a gia stc cho thit va hién nay 1d mét mé hinh trong nghién
cltu sinh y hoc (biomedical). Nhiéu thue nghiém di dude tién hanh phan
14p cac chi thi (marker) di truyén dé xac dinh sy di truyén ciia céc locut
tinh trang s8 lugng lién quan véi cac diac diém nang suit cha ydu. Mot
loai chi thi di truyén dang duge tap trung nghién eitu 1a cac trink tu vé
tinh nho (microsatellite sequence), bdi vi cac trinh tu vé tinh nhd nay
duge phan b8 ngdu nhién va ¢6 nhifu trong toan bé genom lgn
(Johansson, 1992; Anderson, 1993; Rohrer, 1994). Vé tinh nhd
(microsatellite): hodc con goi le yéu 6" ldp lai (repeat element) nhu dG-
dT)n (dC-dA)n, duge phdn b6 ngdu nhién trong genom nhiéu loai dong
vat (Slettan, 1993).

Cac yéu t8 lap lai nay c6 tinh da hinkh vé d6 dai rét lon, dé duge
phan loa), xac dinh qua PCR, diing thuan loi dé xay dung ban db di
truyén.

1. 1. Xdy dung thu vién gen nhiém sdc thé' sé' 6 cia lon

Dung bach ciu mau ngoai vi, duge kich thich bdi PHA
(phytohemagglutinin), Nudi cdy tach tiing nhiém séc thé sau khi nhuém
vG1 Hocchst 33258 va chromomyein A,. ADN dude tach tir nhiém séc thé
6. dugc phan cdt biang San 3A, tach dong vao pBluescript SKIII va
khuyét dai qua PCR.

Cac doan ADN 300- 600 bp duge tach ra tit ADN khuéch dai va
tach dong d¢ tao ra thu vién gen chia nhidm sic thé 6. Thu vién gen nay
mang 17 dong.

Hién da tach dugc (phat hién dude, screen) nhidu doan lap vé tinh
nhé (CA)n. d duge ding dé xay dung ban d8 gen chi tidt ctia Ign vé mét
vung mang cc gen ma héa cac tinh trang ning suit cao vé thit, trong
d6 da duge phat hién gen vé hoi chitng cang thang d lon (porcin stress
syndrome, PSS). ’

Gen P8S, gen ryanodine receptor (ryr 1), gen calcium release
channel (CRC, kénh thai canxi), thudc mét Iécut gén véi céc gen vé tinh
trang s& lugng & lon (Otsu, 1991),
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Hoi chiing stress con lam téang kha niang giy chét dét ngdt 6 lgn. Su
di truyén gen PSS ¢6 anh hudng dén mét loat céc tinh trang ning suét
nhu ham lugng thit nac cao cép, thit méng, thin (Welb, 1985).

Ngudi ta cho ring, cdc tinh trang thit & lgn 14 két qua ctia mét hodc
nhiéu gen lién két véi gen PSS. Gen PSS di dudge dinh khu trong nhiém
sic thé 6 clia Ign (6p11 - g21). (Harbitz, 1990).

2. Xay dung thu vién gen nhiém sic thé cha bé qua vi khuin
{bovine bacterial artificial chromosome library) - BAC

Céng nghé nhiém sdc thé nhén tao qua ndm men, YAC (Yeast
artificial chromosome) trude day da duge phét trién dé tao ra cdc ADN
xen doan 16n (Barke, 1987). M6t luu trit gen YAC 6 bo da duge thiét lap,
¢6 kich thudc trung binh doan xen 1a 750 kb (Libert, 1993).

Tuy nhién, d61 vdi luu trit gen YAC, ¢6 mdt s6 kho khan.

Dau tién, hidu qha tao dong cham (Smith, 1990).

Thd hai, khé phan lap ADN tach dong, bdi vi cac t& bac nAm men
¢6 thanh t€ bao cling va phin t& ADN dudng thing dai dé bi dat gay
trong qua trinh tach chiét ti t& bac ndm men.

Thit ba, cac dong YAC thudng 13 dang kham, bao gém céc doan

ADN ti cac ving khac nhau cia genom dich (target genom) (Greau va
Olson, 1990},

Doan xen cang lon, né cang thude dang kham (Anderson, 1993).
Cudil cing, 6 YAC con thudng bi mét doan (Anderson, 1993). Dang
kham va mit doan giy nhi€u khé khan 16n.

Dé thay cho YAC, thi BAC (bacterial artificial chromosome), tic
liu trit gen nhiém sdc thé nhén tao qua vi khudn c6 thé tao dong va duy
tri 6n dinh céc doan ADN cua genom hon 300 kb (Shizuya, 1992). Hé
thong vector BAC dua trén yéu to' F cua Escherichia Coli.

Yé&u t8 F 6 kha nang duy tri 8n dinh va truyén lai cho céc thé hé t&
bao clia quin thé vi khuén. _ '

Yé&u t6 F khong chi ma hod cac gen tu sao, ma cling gdm 2 gen,
parA va parB, kiém tra s6 lugng ban sao cho 1 t& bao (Villets, 1987). 8§
lugng ban sao cho 1 t& bao thip sé 1am gidm khi ning tai t8 hgp gidia
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cdc plasmid va bude dau nghién citu cdn cho thay mie do dang khdm o
BAC thap hon YAC nhiéu.

Yéu t8 F thuan lgi cho viée tao dong céc doan ADN 16n, né co thé
mang va duy tri ADN xen doan 16n hon 1 megabase (Low, 1987).

86’ liéu tie luu triz gen BAC & ngudi cho thdy bién nap c6 hiéu qud
10-100 lGn lon hon & men bia. Thao tdc véi ADN tdch dong & BAC dé
hon ¢ YAC vi ADN vi khuén xodn hon, ADN vong plasmid khé dit gdy
hon.

ADN nguoi trong vector BAC duwoc rdt 6n dinh sau 100 thé hé
(Shizuya, 1992). Hé théng BAC td ra 1a 1 hé théng thuan lgi dé tach
dong cac doan ADN 16n ding lap ban d8 gen.

Dé tao luu trit gen BAC & bo, ngudi ta ditng mdu mdu tit bd duc
thuén Angus. T€ bao bach cfu dugc tdch ra, phén lap ADN bdng phén
gidi (lysis), phén huy proteinaza K va rita ADN. ADN c6 trong ludng
phan tit 16n duge phan giai (digested) tirng phin béng cdt gidi han. Didu
kién phén giai cdc thuén duge xac dinh qua dién di trén gel triting xung
(pulsed field gel) va cac dogn ADN thich hop dugc tich khéi gel dé xéy
dung b6 luu triz gen BAC. C6 2 enzym céit gidi han duge dung dé xay
dung Iuu trit gen BAC: Hind III va Hind 1. ADN c6 kich thude chon lua
duge gin vao vector pBelo BACII (Shizuya, 1992)IM va bién ngp vao cde
té bao Electro Max DH 10B (Gibco BRL) qua xung dién.

Nguoi ta st dung cach chon dong xanh-tring dé€ phat hién cie dong
0 chita ADN plasmid va cac doan xen. Cde dong BAC nay duoc livu gits
trong cdc dia phén giai o -80°C.

3. Xac dinh vi tri gen somatostatin trén nhiém sic thé bo 1q*- ¢**
qua lai tai ché

Somatostatin ¢ tadc dong ién hoat ddng ti€t hocmon sinh trudng va
cac hocmon khae. Somatostatin di dude dinh vi trén nhiém sée thé cha
ngudi, nhiém sdc thé s§ 3. 3q 28 (Zabel, 1983). Tiéu ban nhidm sic thé
bo dugc thiét 1ap tit mau mét bd duc Charolais (59, XY  1; 29tt), tite mot
bd dyc déng hgp thé vé chuyén doan 1; 29. Cac slide ¢6 cac chi sd
nguyén phan tdt duge bdo quan & 4°C, t6i thidu 2 tudn.

09



Mot s6 ban trung ky duge hién biang R (Verma va Babu, 1989) dé
bao dam vi tri bang chinh x4c cta tin hiéu lai.

D€ lai phén ti tai chd, ngudi ta ding miu do genom somatostatin
cia ngudi, duge ddnh dau phéng xa véi tritium. K§ thuat lai tai ch®
dugc ti€n hanh theo phudng phap Pardue (1985), kém mot s8 cai tién.
Slide duge dat vao 2XSSC trong 30 phiit § 65°C, khit nude (dehydrated)
v6i alcohol, sau dé rua trong 2XSSC & nhiét do trong phong. ADN
nhiém sic thé bd duge bién tinh 0.07 N NAOH, qua 3 phit & nhiét do
trong phong, va khu nudc véi aleohol. Lai tai chd duge 1ién hanh trong 1
phong &m, 18 gid & 40°C.

Sau khi lai, miu duge ria 3 14n 7 phit trong 2XSSC & nhiét dd
trong phong, 1 1an 15 phiit trong 2X SSC & 65°C va 10 14n 10 phit trong
2XS55C, sau d6 khu nudc, trude khi cho vao phéng xa tu chup.

Slide duge phu mét 16p huyén dich nhay cam tia xa, dung trong
phdng xa tu ghi (autoradiographic emulsion) va dé & nhiét dé trong
phong 7-12 ngay. Cho tia xa tac déng 1én huyén dich.

Sau phéng xa tu ghi, slide duge phéng dai, nhuém Giemsa, dem
quan sat, phén tich duéi kinh hién vi, cic diém lai (points of
hybridization). tdc cac hat duge hién 1én, nam trong 1dp huyén dich,
ngay 6 cac vi tri ¢6 cic doan lai. Khi phét hién mét hat (grain), & day la
trén nhiém sdc thé 1; 29, hat nay dude ghi lén mot idiogram theo tiéu
chuén quéc t& ISCNDA (1989), theo vi tri ctia né doc nhidm séc thé.
Dung test Zmar (Eweus, 1992) dé xac dinh ¥ nghia théng ké.

Day la phuong phap duge st dung réng rai hién nay dé xay dung
ban dd vi tri (physical map) & nhiéu loai.

Nghién ctu sy ti€n hod clia cfu triic genom qua sc sanh cac ban dé
vi tri gen, qua mé1 lién quan cha cac gen tuong ddng (orthologous) & cac
toai khac nhau. Nguoi ta dd xac dinh gen uridine monophotphat
synthaza (UMPS) ndm trén nhidm sic thé s8 3 cla ngudi, 3q13
(Qumsiych, 1989). Ciing gen nay, nhung ctia bd, lai ndm trén nhiém sic
thé s61  1g31 (Ryan, 1994) va 1934- q36 (Friedd, 1994). Cac s8 liéu
néu trén cho thdy cé sy tuong déng (homology) giita nhidm sfc thé 1 cha
bo va canh dai nhiém séc thé 3 ctia ngudi.
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V& gen somatostatin cung la mét dan héu vé sy tudng déng néu
trén, gen somatostatin ¢ bo ndm trén nhidm sic thé s§ 1, cling gen nay
d ngudi 1a ndm trén nhidm séc thé s& 8.

Céac tu lidu thyc nghiém néu trén vé cac gen tuong déng cho phép
gia thiét 13 cé su dinh hudng dao ngu’dc (inverted orientation) cua
nhiém séc thé 3 cha ngudi v6i nhiédm séc thé 1 cha bo.
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Chuong 11
DI TRUYEN TE BAO PONG VAT

A. DI TRUYEN HOC TE BAO

Di truyén hoc t& bao (cytogenetics) 14 mét linh vue nghién ciu
trong d6 cac dac difm di truyén va dic diém phéan tit ciia gen dugc
nghién cdiu song song véi cac dac diém t& bao hoc cia nhiém sdc thé va
cia ADN nhiém sic thé, qua sit dung kinh hién vi.

Céc tu lidu song song vé di truyén hoc va t& bao hoc hodc cac théng
tin v& di truyén té bao hoc cung cap cho ta cac bang chiing déc lap qua
d6 moét s6 két luan, khang dinh vé hé théng di truyén c¢é thé duge minh
hoa khéach quan hon va chinh xéc hon.

Cac nguyén 1y bao trum di truyén hoc té bao sudt thoi ky hoang
kim ctia né, tit giGa 1920 dén 1940, ngay nay dugc van dung trong cac
nghién cttu hién dai, ¢ mic toan bd nhidém sdce thé, thay duge qua kinh
hién vi anh sang, va ¢ mitc ADN qua kinh hién vi dién td, cing cac ky
thuéit lién quan.

Sy héi sinh, phat trién lau cda di truyén hoc t&€ bao tir 1960, xuat
phat tir nhiéu phuong phap méi, cho phép di sdu quan sat, nghién ciy,
phan tich nhidm séc thé va ADN nhiém séc thé.

Céac r6i loan vé c8u trie va cac bién déi vé s6 luong trong genom la
ngudn cung cap cac dang chi yéu cha hé théng nhiém sdc thé trong d6
hoat dong di truyén duge boc 1o vA mé ta.

C4c bién d6i cta nhidm sdc thé lam co sd viing chic cho thuyét
nhiém séc thé cta di truyén va to d6 ma khing dinh duge gen 1a cac
doan nucleotid trong phan tii dai ADN xoan kép.

Nhiéu dang réi loan bt thudng cia nhiém séc thé hoac cac bién déi



vé 50 lugng duge xem 1 rat quan trong trong tién héa cac loai, cling nhu
giap cho ta xac dinh duge titng ca thé, co thé.

Cac bign ddi cdu tric cha nhidm sic thé cung cdp cho ta céc hé
théng tu lidu dé xay dyng ban d6 gen cia ngudi trén ting nhidm sdc
thé.

Béi v6i y hoc, di truyén hoc t& bao y hoc 18 mét linh vuc rit quan
trong trong chiin doan, xét nghiém. 8t dung cic ky thuat tinh vi dé
phén tich ¢ mdc phan ti cac genom cla sinh vat nhin chuféin, ngudi ta
cé thé thu dude cac thong tin vé nhidu gen ma véi phuong phap phién
tich di truyén thi khéng bao gid cé dudge, bdi vi cac d6t bién hau nhu
khéng thé xac dinh duge trong nhitng lécut nay.

Phudng phép lai phan ti, phuong phép phan tich chudi kép di hgp
(heteroduplex analysis) bidng kinh hién vi dién tit va mét s§ phuong
phap hién dai khéac dé néu ra nhiéu trién vong méi dé c6 thd phéan tich
tinh vi hon cfu tric genom.

Tu d6, genom clia sinh vat nhén chuén ngay nay cing di cd thé
duge phan tich di sdu chi tiét, tinh vi, diéu ma trude ddy ngudi ta cho 1a
chi ¢6 thé tién hanh trén vi khu&n va virut. '

Céac nghién cttu phéat hién vé nhidm sic thé sinh vat nhan chuin
vao cubi 1800 da dén téi sy phuc héi, cdng nhan cac dinh luat di truyén
cia Mendel vao nam 1900, va tit d6 hinh thanh hoc thuyét di truyén
nhiém sdc thé cua Sutton.

Tinh chat song song gitta dic didm cla gen qua phén tich di truyén
va dac diém cla nhidm sic thé qua nghién ctu vdi kinh hién vi, da duge
thiét 1ap, 1am cho di truyén t& bao hoc trd thanh mét linh vige phat trién
di sdu cha di truyén hoc. |

B. DI TRUYEN TE BAO HOC PHAN TU

Phudng phap cht yéu cha di truyén hoc t& bao hoc phan tu
(molecular cytogenetics) la:

- lai phén ti (molecular hybridisation):

- cac ky thuat phat trién lai tai chd (in situ hybridization):
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- quan sat tryce tiép ADN va nhiém séc thé trén kinh hién vi dién

tu.

Phat hién gen viing tao hach nhan (NOR) cting nhu td chic cua cac
gen lap lai (repeated genes) r-ARN 14 mét vi du. '

Thanh tyu rd nhit caa di truyén hoc té& bao phan 4 1a nghién aiu
r-ADN mot b6 phén cua genom mi héa r-ARN,

Thé d6t bién da duge phat hién 1a dong xenopus mat hach nhin
{anucleolate) lam d81 tugng thye nghiém ching minh ving tao hach
nhan (nucleolar organising region) 1a mét site gdm gen r-ARN. Qua lai
phén td va lai tai chd trén xenopus va cac loai khéc, ngudi ta da dinh vi
duge r-ADN trong genom va tinh toan dude s6 cac ban sao cua gen r-ARN,

Cac nghién ctiu phén tich da titng bude lam rd cac van dé:

Gen r-ARN dude sap x&p nhu thé nao trong cac ADN lip lai § viang
tao hach nhin? Chiing sdp xép theo thit ty nao? Cac vang cua ADN c6
nim gilta cac gen lap lai 7-ARN khdng? Gen r-ARN c¢6 phai 12 mdt trinh
tu lién tue (continous sequence) cac théng tin ma hoa r-ARN khéng?

Oscar Miller, 1969, quan sat bing kinh hién vi dién td ADN cua
ribosom hoat hod ( tidc r-ADN, cling 14 gen r-ARN), trong qua trinh
dang xay ra sao ma r-ARN, di cho thay cic gen r-ADN duge sép xép
theo thit tu nhung bi phan doan bdi cac ving ADN khéng sao ma
(nontranscribing spacer DNA region, tdc noncoding DNA "spacers").
Cac ADN khong sao ma xen gida cac gen r-ADN trong ADN lap lal.
dugc Maller goi la ADN "spacer”, chitc ndng chua rd, nhung ADN spacer
cd dac tinh khac céace loai trinh ty ADN lap lai khac da dude nghién ciiu.
Ro6 nhit 14 ching khéng ¢6 chite ndng mi hoa va do dé6 khéng sao ma.
Donald Brown d3 phén tich c&u trdc cia nucleotid ADN trong rADIN
ctia xenopus, bang lap ban d6 bién tinh va lap ban dé c&u trac kép di
hop (denaturation mapping and heteroduplex mapping) qua kinh hién
vi dién t.

Ross Imman d& chitng minh 1a cac ADN virut ¢4 thé dude gial ma
qua bién tinh, trong d6 cdc vang giau A-T duge tich riéng vdi ¢ic vang
gidu G-C, vi cac viing A-T kém bén viing hon va duge tach thanh mach
don nhanh hon cac ving G-C. Cac cip A-T ¢6 lién két d6i hydro, con cac
cap G-C ¢6 lién két 3, bén viing hon trong diéu kién bién tinh.

Xd ly bang nhiét va alkali, dé gay bién tinh r-ADN cla xenopus.
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Brown da phat hién mét trinh ty #-ADN lap lai chita dong thoi cie vang
bién tinh va vang khéng bién tinh. Qua xic dinh kich thude cac vang
nay trén kinh hién vi dién tlt, da phat hién 1a cae vung bién tinh tng vdi
cac ADN spaces, trong kht ay cac vang sgi kép ang vii cae trinh 1y gen
r-ADN.

Kich thudc gen khoang 0,8 ym va kich thude spacer dai khoang
4um,

Tii day, ngudi ta chidng minh dude spacer 1A cac viing giau A-T naim
gitta cac gen rADN giau G-C hon.

Li¢u cae loai xenopus khie nhau o6 cuang nhing trinh td nucleotid
trong r-ADN khong? Ngudi ta dd phat hién la nhiing vang ma hoa dé
nhu nhau vi cac trinh tg r-ARN. cta cice loai khae nhau déu phai ¢o ciu
tritc thanh phén base nhu nhau hodc tuung ty, khi ngudi ta cho nong
chay bién tinh va sau dé cho két hgp lai thanh cdu truc kép di hop
(heteroduplex) gitta trinh tt r-ADN cua Xenopus laevis v Xenopus
mulleri, ngudi ta sé qua kinh hién vi dién 1 so sdnh true uép duge
nhitng sai khdce va tuong déng cia phan td kép lai. Nhu ta da bict. ¢
eukarvote, c6 4 loar ARN: 288 gdém 4500 nucleolid; 188 gom 1900
nucleotid; 5,85 gdm 200 nucleotid; 58 gom 200 nucleotid. (8 14 don vi hé
80 lAng, swedberg unit).

Di truyén t€ bao hoe phan ti di sU dung nhiéu ky thuat mdéi trong
ky thuat nhiém sac thé (chromosome engineering). Tiing nhiém sic thé
duge tach ra qua: hinh thai, kich thude hodce trinh tu ADN néng. nhu
trudng hop nhidm sie thé ngudi.

Phuong phap ¢6 hicu qua nhat dé tich riéng ting nhiém sic the
phuong phap Flow cytometry. Cac nhiém sdc thé trong & bao & pha
nguyvén phan cia chu ky t& bao, duge nhudm véi thude nhuém huynh
quang. Cae nhiém sdc thé tach ra, duge cho qua mét chum tia laser, ndi
v6i mot may do anh sang. Hé thdng nay sé phan loa va tach ving trén
nhiém séc thé dua trén cae sai khac nhudém miu va h¢é phan giai anh
sang.

C. NGHIEN CUU HINH THAI NHIEM SAC THE

Hinh than nhiém site thé duge xac dinh gqua eite tiéu ban ky gitia cua
PR s .- oz N 2 o .- JOR . .
¢ bao soma. Chiéu di nhiém sae thé, chiéu did tuong dé1 cae cianh de



e dinh v o hiat trang Gy (i dongd (eentromere location) v. v..
cing nhu eac dae diem chung cun gen eau tao nhan nho (hach nhéan)
trcleotar organiser) 1At ea lam thanh eae dic thu elia nhidém sdc thé.
Su phat trién cun phuong phap nhudm phian héa (hién bang, banding
techniques) lam hicn 160 cae bang chinh va bang xen (interband) trén
nhiém =ie the (6 bao soma. ¢ho ta kha nang xdc dinh chinh xac tung
nhicm snc thé riéng ve cta ca the, nhat )i khi gilta cac nhiém sae thé
khae nhaw i eo sy tudng dng. giong nhau vé hinh thai, kich thude.

Heonh thai nhiom sée the theo v tri tam dong teentromere location)

Tam ngon (¢ diu) Acrocentrie
Tam gita Metacentrie
Tam gim gilta, tam léch Submetacentric
Tt muat Telocontrie

CAC CHI SO DI TRUYEN TE BAO
Deé phitn tich hinh thiai nhiém sde the, ngudi ta di dua ra cée chi sé
di truven L6 bao, DUai day 1o eae ehi s6 quan trong.
L. Cic chi s6 dé thiét 13p nhiém sic thé dé (idiogramme)
1. 1. Chi s6'tdm déng (centromeric index)
I' e e dinh mot nhidm <ae (hé theo hinh thai

. chidu dii trung binh eanh ngin
I = THR R x 100

chicu dai trung binb toan bé nhidm sie thé

1. 2. Chiéu dai tuong dét ciia nhiém sde thé: LY

. chigu dai trung binh etia méi nhidém sae the
1LV = o R i T S - x 100

chicu dai trung binh toan b don boi nhidm sie the

1. 3. Vitri tam dong (centromere location)
dutge bidu thi qua ty =0 eianh dai teén einh NEAN clwi nlien e the

{tarm ratio) afp g eanh ding proinh ngan,
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1. 4. S6 lugng canh ciia nhiém sdc thé
Vidu: C6 16 NST tam can
A2 NST taim mut
thi NP =32+ 42 = 71 (NST: nhién sidc the)

2. Vi tri tam déng (centromere location} da dude xae dinh theo
Levan, 1964

M C"hinh g Median pome l
m Viung gita Medinn recon S
Sm  Viang gan gitia Submedinn region 1.7 -3
S, -t Viung gan tan Subterminal region
va 5 -
Vung tan Terminal reson

3. Cong thirc kiéu nhan

Céng thue kidu nhan can néu v trove 2 nhicim =ie 1he o6 bao

nhiéu :
M. Metacentric . Tam edn (o onin
Sm: Submetacentric T Téeh
St Subterminal Tam loch ma
T Telocentric T mul

D. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
NHIEM SAC THE DONG VAT

L. PHUONG PHAP NUOIL CAY TE BAO DONG VAT _.
(TISSUE CULTURE) DE LAM TIEU BAN NHIEM SAC THE
1. Diéu kién
B¢ <6 Lthé do. dém., phan tch. x&p loai nhidm séc thé tien 161 xac lap

kieu nhan. nguoi ta phai ¢d tidu ban nhiém sac thé ky g
(metaphase).
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Boi vai dol tugng 14 con ngudi, phuong phap nudi cdy duge Uién
hanh trén lvmpho bao méau ngoai vi, nhu mau lAy a tinh mach.

Trén do6 tugng gia ste, bo, trau. lgn v, v..., ngudi ta eling su dung
phudng phap nhu trén, nubi cAy méu in vitre.

O b, mau dude 14y & tinh mach ¢6 hav tim. Trén lon. § Viét Nam
chung ta da bat dau c6 cai tién, 14y mau 1 tinh mach ndm sau trong
mong mat. (Phan Pang Duong, 1993), hodc tif tinh mach tai, c6 nhiéu
wu diém hon so vdi cic phuong phap trude dav. thdi glan lav mau
nhanh, it chay mau sau khi thao tac.

Muc tiéu ky thuit nudi ciy 1a tao diéu kién ¢ kich thich su ding
b¢ hod (synchronisation). dé ¢6 nhiéu té bao nguvén phan d ky gita
trong moi trudng nudi cdy nhan tao.

Nguyén ly chung 13 cho t& baoe bach huyét (Iymphocyte) tiép xic véi
chat Phytohemagglutamin (PHA). ching sé dude Lang khd ndng phan
chia. I'¢ bao to ra, ua kiém, duge bigt hoa ving sang quanh nhan, day 1a
hién tugng lymphoblast hod (nguyén bao bach huvét). Khi t& bao dang
phan chia trong méi Lrudng nudi cdy. ngudi ta dung colchixin dé e ché
§ giai doun ky gitga. TE bao duge ¢é dinh, dua lén lam kinh, dé t& bao vo
tung, giai phéng lam bung cac nhiém sic thé, roi nhau ra. sau do 1
nhuém mau.

Tiéu ban nhiém sée thé duge phan tich, quan sat hinh thai, do.
dém. chup anh hién vi, d¢ trinh bay kidu nhin (karyotype), dong thot
at, xép loai, thigt lap nhin dd (karyogram, idiogram) theo quy uée qude
té.

2. Lam tiéu ban nhiém sic thé d t€ bao tuy xuong
Tiéu ban nhiém séc thé ¢4 thé tién hanh xéac 1ap trén t& bao tuy
xudng, vl cac ky thuat phu hop ting déi tugng.

Trén chudt nhat tring (Mus musculus), ngudi ta phii tiém
colchemid vao mang bung chudt trude khi lam ti1éu ban 2- 4 gig, véi tac
dung dé colchemid lam nging phén chia t& bao 8 ky gitia. Ngudi ta mé
lav xuong dti chudt, cit bé hai ddu xuong. ding bom tiém dung dich
Hanks qua dng tuy dé rit t& bao tuy.

3. Nudi cAy mau in vitro 0 bo

Ngudi ta kich thich sy déng bd hda (synchronisation) khi nuéi cdy
LI s P - - - N o
4¥co nhidu t& bao nguyén phan d ky gida.
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3. 1. Nguyén ly

Khi t& bao bach huyét clia mau tifp xie vdi chal phytohemag-
glutinin (PHA) thi ¢6 kh4 nang phan héa manh. T€ bao to ra, va kiém.,
biét héa viing sang quanh nhan goi 14 hi¢n tugng nguyvén bao bach
huyét (lymphoblaqt) héa. PHA kich thich cae lymphocyte trd lai dai lién
vong dé sinh ra khang thé. Khi t& bio phan chia, dung colchixin e ché
d giai doan ky gitfa (c¢An lugng colchixin hep 1y). C8 dinh ting & bao
trén phién kinh.

3. 2. Phuong phdp nuéi cdy mau bo vi luong (micro)

Bom tiém, trang heparin, iy mau tinh mach cé hay tim. Lay vao lo
nudl gom:

- Parker 6ml
- Serumbé 2ml
- PHA 1 giot
- Mau ba 6 got

Dua vao phich da (khi ¢in di chuvén) 1 - 1 gig 30 phit. Chuyén
vao tu &m 37°C - Nudi 72 gid. Nho vao mdi lo 2 giot colchixin dé nudi
tiép 2 gid. Ly tam 800 vong/ phut trong 5 phit. Hat bo phan trén vi gay
choang bang dung dich G.C (uéne d$ thich hgp). Hé td Am LR 10 phut,
ly t&m bo phan trén, thay bang 2-3ml dung dich ¢ dinh Carnov. Hé
nhiét d6 binh thudng 10 phat. Iy tam loai phin wen, (6 dinh timg (&
bao trén phién kirh di tam bang lanh. Nhudm Giemsa hay Bleuunna,

4. Nudi cdy t€ bao bach huyét ciu & dé

Lay 8 gigt mau ngoai vi, cho vio mét éng duyng 4ml RPMI hoac F,
medium, 1m! huyét thanh bé va 0.1m! phvtohemaggleunin, U & nhi¢t
dd 37C trong 72 hoac 96 gids. Pua xt 1v véh 0,404 colchixin/ 10m] nude
cat trong 30 phut va dem nhudn véi Giensa trong phut,

5. Nubi cly t& bao ngudi va lam tiéu ban nhiém sic thé dé
ti€n hanh lai tai ché (in situ hybridization)

Lay 1.0ml mau ngoai vi ¢6 xt ly heparin, cho vao 9.0ml RPMI 1640
medium, bé sung 15% huvét thanh be (CM) va 0.1ml phytohemagglu-
tinin (M form) ((ibeo laboratories, Grand Island. New York), Sau khi 0
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T2 wids ho sung methotrexate (107 M) (Lederle. Pear! River. New York)
vibu Dep 17 gidas uaa v tim 11200 rpm) trong 8 phut, ria 2 lan véi dung
dich muot ean bang Hank's (HBSS). va ¢ lai trong 5 gid trong CM 6
chua thimidime (1077 M) (Signmua. st Louis . Missouri). Bé sunyg colehemid
(1350 x5 107 My trong 15 phuat trade khi thu hoach. Chon loce (¢ hao, ly
time xu Iy L trong 0.075 M KCT trong 15phit ¢ 3700 vaed dinh 3 1an
trong methanol axit axetie (aeid aceticd tuvét dor (3:1). Hong nhiém sic
the de kha trong Khong khil duia vao 1as taa ché.

U1, NHLEM SAC THE O CAC DONG VAT BAC CAO
1. Nhiém sac thé ¢ mét s6 déng vat bac cao gia ste, gia cim

Bang l1.1. 86 lugng bdi (2n) nhiém sac (hi & mot s6 loai dong vat

Loa 2n
Nguar (Homo sapiens) 46
! Dong vat
| Tinh tinh [Anitropopithe.is) 48
' Bu (Bos taurus) 60
' Bu u tBos midius) 60
Lan {Sus scrofa) 38 hoac 40
tgua (Eqguus cabaltus) 66
! ChotCarns Fanuharis) 78
Meo (fels domesticus) 38
' Tho (Lepus cumcutus) 44
i GaGallus gailus) 78
; Ngan (Cairna maschala) B0
Wit nha (Anas phatyryncha) BO
8 B& cau [Colombia livia) 80
Ong mat (Apis meltifara) 32:16
Chudl nha (Mus musculus) 40
dch (Rana esculenta) 26
Rudi dam (Drosophila melanogaster) 8
: Rudi {Musca domestica) 12
Gian {Bfatta ornientalis) 48
! Giun dat (L umbricus lerrestris) 36
1 Giun daa {Ascaris megalocephala) 2-4

Bang =6 licu (rén day cho thay 16, s8 lugng nhiém sdc thé khéng
mang y nghia tién hoa.

Nguoi ta da th&y ciac loal sinh vat khac biét nhau vé mat tién héa,
Khong phai ta ¢ s6 lugng nhiém sac thé, ma chl yéu 1a vé ban chat vat
chat di truvén. thanh phiin gen chita trong bd nhidm séc thé.
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2. Nhiém sac thé g cac dong vat bac cao

Tinh tinh. (Chimpanzee, Pan troglodyvies) va ngua (Homo sapiens).
15 thude cie gidng (genus) Pan va Homo. nhung Gortlla Ovangutan el
giong nhau vé cae dae diém giin phau va sinh 1y, ctng nhu vo (thanh
phin ADN va protein. Khi so sanh bo nhiém sac thé hién b oua
nEual va cua mdt =0 dong vat bac cao, nhu tinh unh (Chimpanzecs
Gorilla Orangutan, ngudi ta thay ed nhing didm giong nhau khi ea bian.
kém theo mat <0 chi U6 vE edu trte 1a nhiém =i the.

S& nhiém sac (hé eus neudi I 2n — 46 6 cde dong val bae cao ke
trén 1 2n = 48, Npudi ta dd xae dinh duge ede cap eng ngudn, vi ci

true chung cua nhiém sace Lthé dude do clnon bang vaér bang gida eie cap

24l

Bo nhiem sice the hién bang cho ta thiv, hai nhiém sae the tin
ngon (nerocentric) cda cac dong vat biwe enn K& (rén ¢6 enmg e bhane v
nhiém sie the tam léch (Lde thm gan gitta, submetacentriel <6 2 caa
ngudi, dan 161 sy tuong duong ca con <6 16

Nhi¢m sfc thé 86 2 cla ngudi 1a dai. thude tam léch, ang vdi hai
nhiém sde thé tam ngon ctin Chimpanzee, Gorilla, Orangutan. ki hai
nhiém sde thé niy duge ket hop nhau. sé hinh thanh mot nlném sae the
gi6ng véi nhidm sac thd s 2 cla ngudl.

Céac bé nhiém =ie the hién bang con cho thilv, ngudi ¢o quan hé 1en
hos gan vér Chimpanzee han so vii Gorilla, v eon hon nhiéu =0 v
Orangutan.

2. 1. Nhiém sde thé ¢ bo

Nhiéu cong trinh nehién equ nhiém <ae thé va kiéu nhin cga cie
giong bo, bo on dé: (Bos tawr - ho u nhidét don (Bos tndicus). v.ov.. déu
xac nhan, bo ¢6 36 luong ber nhicm =ae the 2n = 600 trong do 29 cap
nhiém sdc the thudng (auto=ome) [ loai im neon erocentric). eon
nhiém sic theé X thude loal tam Téeh gida (ubmetacentrie). (Gupta,
1974: Benamin va Bhat, 1977: Ford. 19800, Nhidm sie thé Y 6 bo Bos
indicus thude dang tim mul va thm léch gita, con ¢ bo Bos taurus Lo
thude dang tam mda (mietacentrie) (Kwetfer va Cart wright, 1968),

0 Viét Nam, eong trinh nghien etin eita Pham Pae Loo 1886 cho
thay 6 be Viet Nan. Z2n = 60, Kidéu nhan dudge xép thinh 6 nhom nhiém
séc thé, L 16n dén be:
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Hinh II. 1 Nhiém sac thé clia ngusi va dong vat bac cao.
Trén moi cap, ti trai sang phai, la nhiém sic thé clia ngudi, Chimpazee, Gorilla, Orangutan.

-nhom A : gom 2 cap s6 1 va s6 2, ¢6 do dai bang nhau, 4,85 - 5,58

micromét (um) tAm diém dinh.
- nhom B : gom 6 cap tir s6 3 dén s6 8, ¢6 dé dai ngan dan, 3,8 -
4,55um, thude dang tam diém dinh.

- nhom C : gom 6 cap tit s6 9 dén s6 14, dai 2,95 - 3,7um, tim diém
dinh.

- nhom D : gbm 12 ciip, tit s6 15 dén s6 26 dai 1,94 - 2,77um, tam
diém dinh.

- nhom E : Gém 3 cap, ti s6 27 dén s6 29, nho nhat, dai 1,34 -
1.79um.

- nhom nhiém sdc thé gioi tinh, XX hoac XY; X thudec dang tdm
gita, dai 5,39 um. Y dai 1,5 um.

2.2. Nhiém sdc thé'd trau
Nam 1956, Bhattacharya va Datt la nhiing nguoi dau tién xac dinh
s6 ludng boi nhiém sic thé ¢ trau 1a 2n = 48.

-]
bo



Ngay sau do, 1974, Fisher, st dung k¥ thuat nudi cay t& bao, lai
phat hién d triu cé ca s6 ludng bdi nhidm sic thé 2n = 50.

Chakrabarti, 1977, ciing phat hién & trau ¢é 24 cap autosome, bao
gom 5 cap dang tdm léch gita va 19 ciip dang tdm ngon. Nhidm sic thé
X 8 trau 12 nhidm séc thé t4m ngon dai nhét.

Nhiém sdc thé Y ciing thudc dang tdim ngon, nhung vé hinh thai,
khé phan bigt véi nhidm séc thé thudng (autosome), cip bé nhat. Yadav
va Balkrishman, 1982, cho hién bang C, kha r6 nét & cac nhidém séc thé
tdm léch gida, phat hién mét dang thé kham (chimaeric) XX/ XY va mot
trau Murrah cé thé ba (trisomy) XXX, bi réi loan budng triing. Ngudi ta
cing phat hién duge mot trdu cé6 dao doan quanh tdm (pericentric
inversion) 6 nhiém sdc thé tAm léch giita 56 4.

2.3. Nhiém sdc thé'va kiéu nhén ciia lon

Lon nha c6 ngudn gée ti lon ritng Sus scrofa, 1a mot Lrong cac gia
suc da duge nghién citu phat hién cac dic trung cua nhiém sace thé va
kiéu nhén, théng qua phuong phap nudi edy bach cAu vi ky thuat hién
bang,

Nam 1972, Gustavsson, Hansen, Berger, da nghién citu kiéu nhan
hién bang cua lgn. Nhitng nam sau, nhidyu k§ thuat bang khac nhau da
duge ap dung trén nhiéu gidng lgn, va kidu nhan bing cta:lgn ngay
cang duge md ta chi ti€t hon, nhiéu sai léch, cdu tric 1ai trén nhiém sic
thé Ign da duge phat hién (Gustavsson, Popescu, ... 1984).

Kiéu nhan cta lon, duge nghién cdu chi tidt da 1am cg sd dé thidt
lap bén d6 gen ciia lgn, qua phudng phap lai t& bao soma (Gellin, 1980).

Niam 1988, mét tidu chudn quée t& vé hién bing kidu nhan cua lon
da duge edbng b (Committee, 1988).

Tir lau, nhiéu k¥ thuat hién bang da dude ap dung trén nhiém séc
thé lgn.

Bdng @ (Gustavsson, 1972), bang G (Berger, 1972) da dua ra dudc
cac dau hiéu dic trung clia cac cap nhiém sac thé Ign, nhu sé bang, vi
tri cac biing, gidp cho viéde sdp xép thi ty cac nhidfm sic thé trong kidu
nhin dudge chinh xac hon. '

Bdng T (Dutrillaux, 1973) da giup cho viéc phan biét duge nhiém
sdc thé s6 9 va nhidm sfc thé gidi tinh X, vi hai nhidm sic thé nay
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tuong déi gidng nhau vé hinh thai, kich thude (Fries. 1980: Hensen,
1980},

Bdng C (S8umner, 1972) véi cac hda chat nhudém déc hiéu. da gmp
phan bi¢t duge cac dang khace nhau d vung tdm ddng, glau di nhiém sic
chat. Ngoai tim déng ra. 6 vang xa tdm déng cua nhiém sic thé Y. ciing
bat mau dam véi bang C.

0 lon, k¥ thuat nhuém bac (silver staining). dung Ag\O cung phit
hién vang NOR (nuclear organiser region) ¢ nhiém sac thé lgn (Mayr.
1981),

e} Viét Nam, da ti€n hanh hién bang G nhiém sdc thé va kiéu nhan
lgn Méng Cai. lgn Dai Bach. va lon lai Da1 Bach x Mong Cai (T8 Cao .
Lé Minh Sit, 1998).

2.4. Nhiém sdc thé ctia gia cam

Tiéu ban nhiém sdc thé gia cAm (ga. vit,...) c6 thé dude tién hanh
trén t&€ bao phdi va té bao tuy long.

O ga (Gallus gallus}, vé bo nhitm sdc thé c6 nét ridng biét, 1a bén
canh s8 nhiém séc thé chinh (nhidm sic thé l1én, macro chromosomes).
con ¢b nhiéu cac vi nhidém sie thé, rit bé nhoé. khé dém chinh xac (micro
chromosomes). 8§ ludng bdi nhidm sic thé chinh & gala 2n = 78.

Hutt, 196/1 va Hutt, Jull, Card, Nesheim da xac dinh, ga trong ¢
78 nhiém sac thé, véi nhiém séc thé gi6i tinh la ZZ, ga mai ¢6 77 nhiém
sic thé, nhiém séc thé gidi tinh Z0O.

Sau d6, véi cac ti€n bo trong ky thuat di truyén t& bao, ngudi ta di
xac dinh con cai thude di giao tit, v6i cip nhifm séc thé gisi tinh 1a ZW.
Nhiém sdc thé Z thude dang can tdm (t&m gilia, metacentric), v8 kich
thude 14 Gng vdi nhiém sic thé sd 5 (theo trinh ty kich thuée tit 1dn dén
bé)
Hién bang C lam néi rd cac tam ddng trén tat ca cdc nhiém sic thé
chinh.

D61 véi vit nha (Anas platyrhynchus) va ngan (Cairina moschata),
Hutt. 1964 va Bloom, 1969, déu xac dinh, s6 ludng bdi nhidm sic thé &
vit va ngan la 2n = 80. Vit Viét Nam ciing ¢6 2n = 80 (Lé Minh Sit,
1995},
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[t PHUGNG PHAP NHUOM PHAN HOA NHIEM SAC THE
1. K¥ thuat hién bang

V61 sy phat hién nhiém sic thé khdng 16, di truvén t& bao hoce da
md rong duge kha nang kiém tra vé mat t& bao hoc cac qua trinh di
truvén. Nghién cfu t& biao hoe nhiém sic thé khéng 16 tuyén nude bot
rudi dilm di cho phép xic dinh ding vi tri cua hang loat gen trén nhiém
sae thé dé thict 1ap ban do t& bao hoe. M&i nhiém séc thé khéng 16 e
tuyén nude bot rudi dim Drosophila chia ADN nhicu gip hang 1000
lain =0 véi nhiém sac thé &€ bao sinh due trong gidm phan. Cae nhiém
sdc thé khéng 16 nay duge hinh thanh do su 131 ban cua timg phin ti
ADN (rong mdi t& bao sinh due. thudng dudge tii ban hang chue lan
nhung khong di kém sy phan ly ¢ia cace san plion tin ban ay chio nlhien
site thé khac. M&i nhidém sde thé khéng 16 chi khoang 210 hoae 2
phan ta ADN. dude hén k6t nhau theo ehcu doe, hinh thanh nlhndm sace
thé nhiéu sgi (polyiene chromosome). Vi ky thuat hién bang mdi ra doi.
ngudi ta da néu 1én gia thuvét "mot gen- mat bang thands™ 6 nlndm sae
thé khéng 16 tuvén nude bot rudi dim Drosophila,

Nhiéu phan tich v& di truyén hoc vi (¢ bao hoe ¢ae vimg die bies
cla nhiém sae thé tuyén nude bot rudi dim Drosophida melanopasier da
lam rd méi tudng quan 1:1 gilia cac gen va ciae bang (eon dude goi 1y cie
hat nhiém sdc. chromomeres).

3.H. Judd va cdng sy, trong mdt céng trinh nghién cttu vat chi tict,
da xac dinh duge mot s& 16n cde dét bién trong ving cua nhiem sic the
X, gom 16 gen irong mot doan cia nhiém sic thé chia 15 bang tach
bach nhau.

Ciing tuong tu nhu vay. nhiém sic thé s6 4 cia rudi didm
Drosophila chita 63 gen, thi ciing bao gém tir 33 - 50 bang phu hgp vai
gia thuyét "mét gen - mot biang".

Ky thuat hién bang (banding techniques) con dude gor 14 nhudém
phan héa duge bat ddu tir 1969, do T.C. Hsu néu ra 12 mét linh vue méi
cia di truyén hoc t&€ bao, bao gém cac phuong phap, ky thuit nhudm
mau hién dai déi véi nhiém sic thé, 1am néi rd cac bang (band). nhuém
mau dam, va cac bang xen (interband), nhuém mau nhat. bang phu
(subband). '

Bang duge xem 12 ting phan cba nhiém sac thé. duge hién lén, hodae
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dam hon, hodc sang hon so véi cac phan ké bén, do tac dung cua cac loai
thudc nhudm dic trung khac nhau tao ra cac gidi han dé phan biét dac
thit sai khac gitta cac nhiém sdc thé.

Ngay nay, phueng phap hién bang di phat trién, hoan thién, hinh
thanh nhiéu ky thuat méi, hién dai, véi nhidu kiéu bang khac nhau, tuy
theo titng doi tugng, vat liéu va tuy héa ch&t nhuém mau dac trung,
trong d6 thong dung va ra doi sém nhit, 12 bdng G, dude ding cho
nhiéu loai nh4t.

Tac dung cua phudng phéap hién bang 1&, trong cac trudng hop cé
cac nhiém sic thé khac nhau, nhung vé€ kich thude va hinh thai lai
gidng nhau, thi chi sau khi nhudém phén héa, ngudi ta mdéi phan biét
duge ching qua s6 lugng, thanh phin va vi tri cac ba ng duge hién lén.

Ngay nay, ky thuét hién bang duge sit dung nhidu trén cac dong
viit, viit nudi, so sanh cac kiéu bang trong cac déng vat c6 vi, chim, bo
sat, ludng thé, c4, rdt c6 y nghia dé nghién ciu vé di Lruyén gidng, vé
chung loai phat sinh. Mé&i quan hé di truyén gilia cac quan thé dong vat,
vat nudi, cb the dude xac dinh qua so sanh dic thu ca cac bang hién
trén nhiém sic thé,

Ky thuit hién bang cé vi tri dac biét quan trong dé nghién citu sau
sic hinh thai nhidm sic thé {chromosome morphology) va hinh thai
kiéu nhan (karyomorphology) cua céc loai déng vat, cac gidng vat nudi.

Cac bang hién lén trén nhiém sic thé, duge quy dinh ddnh s6 thir
1t tw tdm déng (centromere) di ra, doc cdnh ngdn (p) va cdnh dai (q)
cua nhiem séic thé.

1.1. Bing G

Bang G duge nhudm véi thudc nhugm Giemsa, c6 tac dung két
quanh cac viing ¢6 ADN, véi dic thi 14 phan tng véi HCI va NaOH co
khac so véi cac ving khong hién bang. Céc bang G hién lén, lam r6 cac
muc dd két cudn, cudn xodn khic nhau ciia ADN trong cac vung khac
nhau cla nhiém séc thé, gidp ta xac dinh chinh xdc tiing nhidm sic thé
va nhitng phan nao cua nhidm sic thé thude dién duge cau tric lai.

Bing G dugc st dung phé bién trén nhidm sic thé ngudi, véi cac k¢
thuat ngay cang cai Lién.

Tiéu ban nhiém sic thé duge giit ¢ th &m 1-2 ngiy, sau d6 cho vao
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dung dich hén hdp natricitrat 0,03 M va NaCl 0,3 M, ¢ nhiét 43 60°C,
trong 120 - 150 phut. Trang tiéu ban trong dung dich dém photphat pH
6,8-7,0, d nhiét d6 20- 25°C. Dung dich dém photphat 13 hén hgp dung
dich Na,HPO, 0,03 M va kbl,PO, 0,3 M. Sau d6, nhuém tiéu ban trong
dung dich Giemsa 4%, pha trong dém photphat [96ml sung dich dém
photphat (phosphate buffer solution) + 4ml Giemsa me {Gilemsa stock
solution]. Sau khi nhudém 5 phiit, tiéu ban duge trang va rua trong dung
dich dém photphat.

Nhiéu tac gia da 6 cdc cdi tién, thay déi cac chi tist nhé cing nhu
hoa chit khi hién bang
G trén rhiém sic thé
cua gia sic, lgn, bo.

Phudng phap hién
bang G chudn d bd cho
ra 310 bang (l.im, 1977;
Ford, 1980) '

O Viét Nam, cong
trinh nghién ciu kiéu
nhan (karyotype) céac
giéng lgn ndi va lon
ngoal nudi ¢ Viét Nam,
da tién hanh hién bang
G trén nhiém sic thé
lgn Méng Car (To Cao
Ly, I.& Minh 8at, Dudng
Thu  Huong, 1998)
(h.I1.2 va h.11.3).

1.2. Bing C

Hinh 1. 2. Bang G kidu nhan Ign Méng Cai.

Bang C thu duge bing nhugm Giemsa tiéu ban nhidm sdc thé, sau
khi duge xt Iy trude bang HCl va NaOH. Bang C c6 tac dung lam hién
Ién cdc vung quanh tdm dong (centromere) va cac vang chiia di nhiém
séc chat (heterochromatin), 1a nhiing viing chita ADN lap lai cao do.

Dé hign bing C, 1& bao duge xi 1§ vai 0.2 N HCI & 20°C trong 1 gid,
sau dé xu 1y vdi barium hydroxid bio hoa trong 10 phiit, d 25°C.

Tiéu ban duge 4 trong dém Strenseu, pH 6.8, trong 17 gid ¢ 20°C.
sau do nhudm Giemsa 2% trong 30 phuat.
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Hinh I1. 3. \diogram bang G nhiém sac thé lon Méng Cai.

1.3. Bang Q

Bang Q duge phat trién tif 1au, qua nhuém mau, nhiém sic thé véi
thuée nhudm quinacrine huynh quang. Cac bang Q giau cac cap A-T.
Qua hién bang G va bang Q, nguoi ta da xac dinh duge déac tinh riéng
cua tirng nhiém sic thé trong bo 46 nhiém sic thé cua nguoi.

1.1 Bing R

Trong ky thuat hién bang R, nhiém sac thé duge nhudom sau khi xu
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ly véi dém photphat pH 6.5 ¢ 87°C. dé 1am bién ddi ("lam tan"} ting
phan phén tit ADN thanh dang s6i don. Qua trinh nay lam giam d6
dam mau cua cac phan néi trén. Cac bang R dac trung cho cac ving
nhidm séic thé chita nhiéu cac cdp G- C nhit. Bang R ciing cho ra cung
kiéu nhu bang Q, nhung & dang 4m tinh. Cac bang Q Ung véi cac bang
xen R va cac bang xen Q iing céac bang R.

Céc bing R c6 thé dugec nhudém mau, hoac véi Giemsa, hoac vii
acridine orange, 1a loai thude nhuém cho ra. hodc mau lue, hoac mau
cam huynh quang, phu thudc trang thai ADN & dang chudi kép hay
chudi don. Ti nhiing nam 1980, phudng phap hién bing da duge cai
tién, hodn thién hon nhiéu, nhu trén b, lgn, ngua, ngudi ta ding ky
thuat hién biang RBA.

1.5. Bing RBA

D4y 1a bang R, duge bd sung thém BrdU (bromodeoxyuridine) va
Acridine orange.

BrdU cho vao mai trudng nudi cdy t& bio, sé lam tang kich thudc
clia nhiém sic thé & tién trung ky (prometaphase) (D. Di. Beardine,
Cytogeneties and cell genetics, 39. 1985) va (Leopoldo lannuzzi.
Gustavsson. ... 1989},

Trong phuong phip méi cal ti€n niy, ngudi la ciing nudi ciy mau
ngoal vi 72 gio trong madi trudng Me Cov's A, ¢0 thém huvél thanh
20, kem vén 18 ehong vi khuan va chong nion. cing nhua tiac nhan gay
phin bao.

Sau 72 gm0, ngudi ta cho tham vao lo nudi ey trong 14 gio (e qua
démi. hoae thymidine (03 pgf mb. hoae methotrexati (0.05 ngd mly, dé
kich thich sy dong b o tsvnehranisation (& b

B 10 bivo vivo nguyén phan vai BedU (20 nef mh. C dinh (& bao 3
L teong methanol acete aeid G sau do nhudm vii acevidine oranaee

TARCAY

Berardino, 19535, < dung phuonye phap ien oo RBA 1een bo (Ros
taurus Loy da dot ket qua ot 3 sy dong bo hoa 10 bao ngaven phian vis

thymidine hoae methotrexate, trong didu kién thi nghi¢in cun one. cho
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ra phan 16n cac t&
bao la & tién trung
ky (prometaphase)
va dau trung ky
(early metaphase),
chi c6 mot ty lé
thdp cac ban hau
ky (1 - 2%) (late
prophase).

So v6i cac
phudng phap hién
bing RBA truéde ¢
bo, thi pha tién
trung ky ¢ day da
cho phép ting gan
50% tong s6 bang,
ti 351 1én 521.

Néu so sanh
vol phudng phap
hién bang G
chuén & bo, cho ra
310 bang (Linn,
1977; Ford, 1980),
thi s6 bang trong
phuong phap hién
bang RBA méi va
cai tién nay dugc
tang lén la gan
70% (h.I1.4).
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Hinh Il. 4. Bang RBA & bo.

2. Phuong phap nhuém bac bang NOR (biang N)

NOR (nucleolus organiser region) la ving gen tao hach nhan, dudge
hién bang bang phuong phap nhuém badc (silver nitrate staining). Day
12 ving nhiém sic thé tdng hop ra r-ARN. r-ARN trude khi di ra

rib6xom dudce tap trung ¢ ving nay, con duge goi 1a nhan con.

D& hién bang nhiém sdc thé gigi tinh cua ngudi, phuong phap
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nhudém bac da duge s dung. Tiéu ban phoi khé khong khi, déu tién
duge xit ly dém borat, pH 9,1. Sau dé nhé 1én mdi tidu ban 3 - 4 giot
dung dich nude nitrat bac 50%, ¢6 chita 0,03% formalin.

Khi két tlia bac da 6n dinh, tiéu ban duge dé lanh, rita nude cit va
nhu¢m trong dém 1% Giemsa.

C. M. Tuck- Muller (My), 1984, d& dua ra phuong phap phéi hop
hién bang C va nhudm bac cac nhlem séc thé trung ky, sit dung trypsin
dé hién bang NOR cua nhlem sac thé,

DAu tién, ngudi ta nhing tiéu ban vao HCI loding dé tach cin t& bao
chit dinh quanh nhiém sic thé, sau d6 dem xi1 1y véi hydroxide Ba bio
hoa va G qua dém trong citrate Na. Sau khi xt 1y bang C, nguai ta dang
phuong phdp nhuém bac 2 bude dé nhuém NOR ctia nhidm sic thé.
Nhudm bac duge kéo theo xit 1y trypsin dé tach cac phén bac két tia
bén ngoi cac canh cia nhiém sde thé, 1lam cho céc bang C nhudém dude
véi Giemsa. .

Phuong phéap trén day déu cho két qua tét nhu nhau. Khi ding tigu
ban gidn phan nhidm sic thé méi chudn bi ciing nhu chudn bj tit trude.
va cho k&t qua nhudm thich hop ca véi di nhidm sic chat va ving NOR
hoat déng & trung ky trén tidu ban.

NOR ctia chudt den (R. rattus) duge phat hién o vung miut canh
ngan cac cap 3,8, 13 va ving muL cidnh dai nhidm sic thé 10 (R
Belcheva, 1984). NOR ctia gia siic ndm ¢ doan cling cuia 5 cap nhiém séc
thé thudng (autosome).

3. Phuong phép phan tich, xac dinh bang

Ngudi ta van phan tich, xac dinh s8 lugng, x&p loai cac bang va
bang phu (subbands), béng xen (interbands), cd ban theo hé théng
ISCN, hé théng quéc t& v& danh phap di truyén t&€ bao hoc
(International System for Cytogenetic Nomenclature).

Nhiéu héi nghi quéc t& da quy dinh théng nhat hé théng bang
chudn dé phan loai cac bang, cach x4c dinh vi trf c4c bang trén 2 canh
ctia nhiém sic thé. Mat héi nghi quéc t& v& tidu chudn héa kidu nhan
hi¢n bang cia vat nudi da duge tién hanh tai Anh nim 1976, da di sau
thdo luan va thdng nhat vé bang chuin G.

Trat td bang duge phén tich tryc tiép dudi kinh hién vi ho#c trén
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anh chup tiéu ban nhiém sdc thé. Khi cin so sanh trat tu bang trén tiéu
ban dudi kinh hién vi véi trat tu bang trén anh chup. ngudi ta c¢6 thé
dung Camera truyén hinh anh truc tiép tit kinh hién vi ra ngoai.
Phuceng phap do duge tién hanh bing tréc vi thi kinh va trac vi vat kinh
hoac do trén anh chup véi d6 phong dai tuong ng.

Cdu tric nhiém sdc thé duge xac dinh qua s lugng, kich thude. su
phan b& cac vang di nhidm sdc chat.

E. HIEN TUGNG DA HINH VA HIEN TUQNG Dj HINH
NHIEM SAC THE

1. HIEN TUONG DA HINH NHIEM SAC THE

Rat nhiéu cac thyc nghiém, diéu tra da phat hién tinh da hinh
nhiém sac thé (chromosomal polymorphism) & gidi dong vat.

Ngay trong mét loai, gita cac quan thé, cac ca thé va gitta céc to
chile (md) ctia mdt co thé, cling ¢é khace nhau vé s6 lugng nhiém sac thé,
d 3 mie do:

a. Sai khac gifia cac t€ bao trong mdt co thé; mue do ca thé hay thé
kham (chimaera):

b. Sai khae gida cac ca thé trong quin thé: mic d6 quin thé.

¢. Sad khie gita e quin thé hay 1oai phu trong pham vi mét loai:
mue do loai (Kirpichimikov, 1987).

Cang theo tac gia trén, hién tusng da hinh nhiém séc thé 14 do thay
doi =6 lugng nhidm sdc thé, nguyén nhan ¢é thé do cdc co ché lién két
(fusion) hay tich (fission) tdm ddng (centvsnire), do xay ra chuyén
doan Robertson (Robertsion translocation)

Da hinh nhiém séc the xay ra § cae loay déng vat ¢6 mie dé khac
nhau. Orlov, 1974, xac dinh muce dé da hinh nhiém sac thé ¢ dong vat cé
vu 1a 4% téng s6 loai, trong khi d6. ¢ ¢4 mite d6 da hinh nhiém séc thé
lai vt thap, 1% (ong =0 luai. O trau, Bhattachava va Dutt, 1956 phat
hien 21 = 48, sau d6 Fisher, 1974 I phat hiér 20 = 500 Nguoi ta cling
A phat hien the kham XX XY o trau Murrah ichimaeric in Murrah
butfalo),



[I. HIEN TUQNG DI HINH NHIEM SAC THE

Hién tugng di hinh nhiém sic thé (chromosomal beteromorphism)
da dude nghién cdiu va phat hién trén nhiéu déi tugng dong vat.

Nhiéu di dang nhiém sdc thé (chromosome abrniormality) dd duge
phat hién, kém theo tan s& xuat hién, c¢6 lién quan dén kha ning sinh
san, nhu dang thé kham In/ 2n (haploid/ diploid chlmaerlsm) d nhiéu
d61 tugng gia sie. 0 gla cam, ga, vit, nhiéu di dang nhidm sic thé cua
phéi. di duge phat hién, ¢6 lién quan 16 rét vdi ty 1& chét phéi.

Henrisson, Backstron, 1964 da phat hién c6 su chuyen doan nhié¢m
sac thé & lon Landrace Thuy Dién, ti nhidm sdc thé s6 4 16n nhidm sédc
thé sd 14, lam giam kha ning sinh san xudng 56%.

Boscher, 1982, cho thdy c6 céc sai bién nhiém séc thé di 1am giam
kha nang sinh san cia lgn xudng 50%.

Cac hién tugng dao doan quanh tdm (pericentric inversion), hién
tugng tam bl (trisomy) déu da duge phat hién trén cac gidng gia suc.

Trong nghién cttu kiéu nhan cha gia sdc, gia cAm, vat nudi, ngudi
ta chi ¥ nhiéu dén hién tugng chuyén doan Robertson, din téi cac bién
déi vé sd lugng nhim séc thé, ¢é lién quan dén kha nang sinh san cda
ddng vat, dong thdi rdt ¢6 ¥ nghia dé nghién ciu ching loai phat sinh,
ngudn gée. moi quan hé di truyén giita cac gidhg vat nudi, gia suc.

O ca. cac s6 léu vé sai hinh nhidm sic thé (chromosomat
aberations), cdc hién tugng chuyén doan nhidm séc thé. kém theo cac
tan s6 xuiit hign, da lam co s dé ngudi ta st dung ca nhu mét monitor
sinh hoc, d€ nghién citu hau qua cta cic tic nhan gay dot bidn tdn tai
trong moi trudng sdng cia ¢4, 8 séng ngdi, bién ca. Manna, Som, 1982,
Mukherjee, 1983, da sit dung ca Tilapia, nhu mét monitor vé tac nhan
gay dot bién trong méi trudng.

Cung tir cac co sd néu trén, da ra ddi mot linh vuc hoan toan méi va
hap dan 1 hudng nghién citu di truyén hoc t& bao ung thu & ca.

1. SUTIEN HOA CUA KIEU NHAN

Ngudi ta da néu 1én mét ¢ ch€ mdi vé sy bién déi s6 lugng nhidm
sac the trong qua trinh tién héa cta kiéu nhan cae loai.
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(Gia thiét néu lén bdn nhén t6 sau day.

1. Ngum ta da bat gap cac ca thé d1 hop thé vé 2 trao d6i doan gila
cac®anh cta 3 nhiém sic thé.

2. Co sy hinh thanh da tri (multivalent) trong céac kiéu nhan di hgp
trong qua trinh gidm phan giita cic nhiém sic thé c6 trao d6i doan va
céc nhiém séc thé tuong ddng khéng trao déi doan.

3. Su phan ly sai léch cta cée nhi®m séc thé tir cac da tri néu trén
dan t6i thé giam bdi (hypoploid) (n - 1) va cac thé du bdi (hodc siéu béi.
hyperploid (2n + 1}, xen ké& nhau,

4. Su két hgp céae giao ti n - 1 hodie n + 1 cho ra cac ca thé c6 kidu
nhén ddng hgp véi s§ lugng nhidm sdc thé bién d6i (2n + 2 hodie 2n - 2).

Ca ché néu trén khéng giap khoé khin nhu khi giai thich cac bi&n ddi
trén biang chuvén doan Robertson.

Cac giai thich nhu da trinh bay duge phéat hién qua thuc nghiém
irén Vicia faba.

Co ¢hé& dung hop tam da duge phat hién bang thuc nghiém cling gép
phAn trong nghién ctiu tién héa kiéu nhan. Ngudi ta da thay, di bdi thé
¢6 thé xay ra do c6 thém hodc mét di nhiém
sdc thé do qua trinh dung hgp tam (centric

fusion). #

Théng thutng xay ra hién tuong 2 nhiém
sdc thé tam mut duge hop tdm dé tao thanh
mot nhiém sdc thé 16n hon, hodc can tdm, hoac
léch tam, tuy truong hop 2 nhiém séic thé tam ﬁs
miit c6 canh 16n bing nhau hodc 2 canh 16n dai et /:\
ngan khac nhau, theo so d5 don gian héa sau /
day:

/

N6i chung, ca 2 hat trung tdm (centromere) cta 2 nhiém sic thé
tAm mut déu duge luu lai trong mot ving chung 2 hat trung tdm cua
nhiém sdc thé méi duge hinh thanh.

Trude day, mit thai gian dai, ngudi ta cho rang mdt trong 2 hat
trung tam néu trén bi tidu bién trong qua trinh hop tam. Gan day. bang
kinh hién vi dién td, ngudi ta xac dinh lai 1a ca 2 trung tAm van cén lai
va cing duge chita trong mdt viing hat trung tam clia nhiém sac thé 16n
mdi tao thanh qua dung hgp tam.
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Hién tudng dung hop tdm duge ching minh qua nhiéu phat hién
cua nhiéu téc g‘la cho thdy ¢ nhiéu loai déng vat khéng xuong song
. trong mét s8 quén thé, 6 cac ca thé c6 cung moét s6 htong nhiém sdc thé
nhu nhau, nhung lai ¢é s& canh nhidm sdc thé khae nhau trong genom.

Thuyc té trén chinh 1a do ¢6 dung hdp tAm xay ra, lam giam s& lugng
nhiém séc thé, nhung vin gilt nguyén s6 lugng canh cua nhidm sic thé.

Hién tugng dung hdp tdm cé ¥ nghia ln trong sy tién hoéa kiéu
nhan, thiy rd trong nhiéu nhém déng vat va mdt s8 thuc vat ¢6 hoa. Y
nghia tién hoa cia hién tuang di hdp thé xay ra do dung hgp tam biéu
hién & sy bién d8i tao ra cac td hop kidu gen méi va bién doi trong tan s§
tai td hap.

Trong cdc lodi 6 s8 nhiém séc thé 16n hon, thi chinh sy t8 hgp ngau
nhién da gidi thich vi sao ching c6 ty 1& cac t8 hop méi v& kidu gen cao
hon trong qudn thé. N&u cing cac gen nhu trén ciing ¢6 trong cac loai c6
s6 nhiém sic thé it hon, thi trac déi chéo & tao ra cac kidu tai t hgp vé
nhiing gen nay. Cho nén, céc loai ¢6 nhiém sic thé it hon. 6 xu hudng it
bién d6i hon so véi cac loai cung cb cac gen nhu trén nhung 6 nhiém sic
thé 16n hon.

Trong nhitng diéu kién nhAt dinh, sy bién ddng di truyén thap sé 6
wu thé hon. Dung hgp tdm néu cé xay ra, sé duge duy tri gitt lai trong
cac gquan thé nhu vay, vi uu thé chon loc hudng vé cAc bién dai di truyén
thap.

IV. KY THUAT NHIEM SAC THE

1. Tao toan ca cai bing miu sinh ludng bodi hoa, mét linh vyue
quan trong trong céng nghé nhiém sic thé

Ky thuat mét duge ing dung trong céng nghé nhiém sdc thé, cbng
nghé gidi tinh c4, vt nudi, 12 phuong phap trinh sdn, phu sinh va mau
sinh nhéan tao, dac biét ¢é vi tri quan trong trong di truyén chon giéng
vat nudi, trén cac doi tugng ca, tam, trong d6 ¢6 ci chép, ca chach, ca
trém ¢4, ca héi, ca bon.

Ky thuat nhiém sic thé (chromosome engineering) dic biét duge sit
dung trong nghe nudi tim, dude xem nhu mot cude cach mang vé gidng
trong nghé id tam.
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Trinh san (parthenogenesis) cé tit chii Hy Lap Parthenos 16 gai
trinh) va genesis (sy phat sinh), con dude goi 1a trinh sinh, bao gém
trinh sinh ty nhién (natural parthenogenesis) va trinh sinh nhéan tao
(artificial parthenogenesis), trong dé ¢6 phu sinh va mau sinh.

Phu sinh (androgenesis), tit chit Hy Lap Andros (ngudi dan éng).
con dude goi l1a don tinh sinh duc, 14 trudng hop sau khi thu tinh, nhan
clia t€ bdo tring bj suy liét, hgp tit con lai mang dac diém di truyén do
nhén cla giao ti1 duc quyét dinh.

» MAu sinh (gynogenesis) tif chit Hy Lap Gyne (ngudi dan ba). con
dudce goi la don tinh sinh cai, 1a truong hdp sau thu tinh, nhén cia tinh
trung bi suy liét, hgp ti chi mang tinh di truyén do nhan cta té bio
tring quvél dinh. '

Cac ky thuat trong hai linh vae néi trén bao ham ¢d viée cho phéi
hgp mét giao tu duc nay véi mot giao tit due khac hoic mét giao tit cai
nay vé mét giao ti cai khac.

Mau sinh ty nhién thudng thiy & ca tidu bidu la ca dife bac
(Carassius carassius auratus). trong ty nhién toan ca ciai va tam bdi .
Diée bac cai giao phdi véi chép duc, diée vang, mdt s6 ca khac, nhung
khoug bao g1 xdy ra lai gidng. Sau khi xAm nhap viao trdng dide bac.
nhdn tinh trang déu bi thoai héa, tidu bidu, chi ¢6 nhin nguvén cai dide
bac tham gia vao su phat trién ca thé, qua nguyén phan.

Dié: bac méu sinh thudng la tam bdi. trong qua trinh tac nodn.
khong c¢6 giam phin. do ¢6 ché giam phan bi r& loan, bd tam boi gil
nguyén qua cac thé h§ Trimg vin I3 tam béi. dude thu tinh bdi tinh
trung ¢a khac, nhung sau do nhén tinh trang bi loai thai, Moi ¢ con
sinh ra chi la ban sao cla ¢4 me. Trong mau sinh nhan tyo, ngudi ta cho
chifu xa tinh trung. Do d6 méan cam véi cac loal tia cta nhan cao hon
nhi€u so vol clia L€ bio chit, nén e6 thé lam huy liét nhan ma khong
anh huong gi téi kha nang thu tinh cGa tinh trang,

MAu sinh nhan tao duge tién hanh véi mue dich tao ra cac dong
toan cai, phat trién ti tring thu tinh béi tinh tring di bi loat b6 nhan.
Tinh trang chi con lai tac dung dé kich thich tritng phat trién, nguvén
liéu di truyén chinh cia tinh tring khéng con tham gia gi vio qua trinh
phit trién phoi. Ngudi ta con goi day 1a hink thde sinh sdn vé tinh d
déng vit, nhung ¢6 khace sinh san vo tinh & thuc vat, vi thé hé sau dudgc
phit trién Lt tritng da thu tinh, cho nén thue chatl day 1a bien dang cua
sinh san hiu tinh. '
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Dtng mau sinh nhan tao, ¢6 thé c¢hi qua 2-3 thé hé 1a ¢6 thé tao
duge cac dong déng hgp Lhé, trong khi dé, néu dang phuong phap can
ph&i thi phai téi 10-15 thé hé. .

Cac dong dong hgp thé nay rét quan trong, ean thiét khéng chi cho
chon gidng , nhu chon gidng ¢4 v. v..., ma con cho di truyén, nhu xav
dung ban db gen, xac dinh von gen (gene pool), tach cac thé dl bién,
xac dinh tdn s8 trao ddi chéo v. v...

M2u sinh nhin tac c6 hidu qua 16n trong coéng nghé gidi tinh ca,
difu hoa gidi tinh, tao cac dong ca toan cii, lam téng ty 18 ca cai trong
dan.

Trong k¥ thuat vé mau sinh, thi k§ thuat nhiém sde thé
(chromosome engineering), qua thao tac (manipulation) trén nhiém sac
thé, da duge phat trién tit cie cong trinh § dau thé ky 20, theo hudng
ding bifc xa ion héa, tac dong 1én tinh trung &éch.

Hertwig, 1911, cho thu tinh tring &h bang cac tinh triing da bij bic
xa, v8i mue dich nghién eftu méi tucng quan gitta Liéu lugng biic xa tac
dong lén tinh trang véi ty 1¢ phai séng s6t. Tritng dude phat trién don
déc, khong can vat chat di truvén ciia con duye.

Dung bitc xa ion héa dé tridt tiéu nhan cla tinh triang ca, thudng
can lidu cao, dung tia vy hoiic tia X. S8au nay, ngudi ta e6 tién bd k¥ thuat
dling tia tu ngoai UV (ultraviolet).

2. Ky thuit mau sinh ludng bdi héa ¢ ca

Nhiéu tdc gid dd xdc nhan, trong mau sinh, cic phdi séng duge
phin 16n thude don bdi, dude phat trién chi bing bé don bdi nhiém séc
thé trong tién nhan (pronucleus) ctia ca cai.

Chi mdt ty 18 nho ciac phdi 14 ¢d dang ludng bdi vdl trang thai bhé
ngodi binh thudng. Tan s8 thap cac dang ludng bdi c6 thé duge ning 18n
bing cach xi 1y tritng ngay sau thu tinh, véi cac ky thuat khac nhau,
nhu choang lanh.

Cac phéi (hgp ti) hinh thanh trong mau sinh ¢6 thé dude ludng bai
héa bang cd ché dung choang lanh (cold shock) kim ham giam phéan 1.
trong thdi gian choing lanh, mdt pha tugng (ng sau giam phan | duge
gilt nguyén, thoi v sic bién di, va sau choang lanh, hai b4 nhiém séc
thé hop lai thanh nhan ludng boi. C6 thé kim ham giam phén [ bing ky
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thuét pha huy thé cyc thit 2 trong giam phan I, Golovinskaia, 1968, da
ching minh sy kim ham thé cuc thi hai la nguyén nhéin dan téi ludng
bdi h6a trong miu sinh & ca.

Céng trinh luén 4n cba Tran Thi Thuy Nga, 1986, da thanh cong,
bang phuong phap choéng lanh, tao dudc ca chép va ca tré phi toan cai.
Nhiét dé gdy chodng lanh vdi ca tré va ca chép Viét Nam 13 5°C. Thai
diém 81 vu dé gy choang lanh déi véi ca tré 12 10 phit sau thu tinh,
déi véi ca chép 1a 15 phit sau thy tinh. Thdi gian kéo dai qua trinh gay
choang lanh, toi uu d&1 véi ca tré phi l1a 30 phat, d6i véi ca chép 1a 40
pht.

Nhitng ca4 mau sinh ludng bdi héa duge tao ra da duge tac gia ki€m
tra qua cac diu hiédu di truyén va kiéu vay, mau sic va cac chi tiéu hinh
thai khac cua ca, déu mang dic diém di truyén clia ca me va tat ca déu
la ca cai. -

Ky thuat choang néng (heat shock) duge ding c¢é hiéu qua trén ca
hoi. Pay 1a ky thuat ngay nay duge ding réng rdi dé gay miu sinh
ludng bdi va tao ra ca da boi.

Nhiét d§ gdy nong td1 wu dé1 véi ca héi 28°C. Dot vdi cac loai ca
khae, lai c6 cic nhiét do t6i vu thich hgp khac. Déi véi ky thuat mau
sinh ludng béi héa, con cé liéu phéap ap luc thuy tinh héa, duge dung dau
tién trén ludng thé, hién dang duge tham do trén ca.

Ngudi ta con c6 thé tao dang miu sinh ludng bdi qua thao tac
nhiém sic thé vdi héa chit cdn phén bao, nhu dung cytochalasin-B.
Phudng phéap nay cé hiéu qua déi véi loal tring bé nhu cia nhuyén thé,
hién khé st dung trén tritng ca, do triing c4 c6 mang phic tap, ngan can
su xAm nhap cta héa chat.

F. NGHIEN CUU DI TRUYEN TE BAO HOC NGUOI

1. PHUGNG PHAP DI TRUYEN TE BAO

Phudng phap di truyén t€ bao (cytogeneties) trong di truyén y hoc
vit di truyén hoc nguoi 13 phudng phap chidn doan bénh di truyén, trén
cd s& phén tich t& bao hoc phéi hop véi phén tich hé pha dé lam néi ro
hinh dnh t& bao hoc lién quan véi hidu qua kiéu hinh. Nhing nam gin
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day phudng phap nubi cAy méb, nubi cdy bach cdu mau, cing vdi phuong
phap nhudém déc trung hay nhuém phan héa, tic k§ thuat hién bang
{banding techniques) dé cho phép xac dinh chinh xac cac di dang nhiém
sic thé, cac hidn tugng léch béi 16 do khong phéan ly nhidm séc thé trong
giam phan, cling nhu céc hién tugng cau tric lai nhiém sdc thé, dan dén
nhiéu bénh di truyén da dang va hiém nghéo. Di truyén t& bao ciing ¢dn
cho phép nghién citu sy gia cia céc td chile (cade md) trén co sd nghién
cltu ddng thai theo tudi ctia cau trmic t& bao, xéc dinh tac dong giy dot
bién ciia cic nhan t§ méi trudng, phéng xa, hoa chat dde v. v..., tac dong
1én con ngudi.

Hién tugng 1éch bdi 18 cac nhiém sic thé giéi tinh & ngudi, ddn dén
nhiéu bénh di truyén nhu héi ching Turner, héi chiing Klinefelter v. v...
déu c6 thé duge phat hién nhd phan tich nhim séc chat sinh duc (sex
chromatin), tite thé Barr.

Di truyén t& bao y hoc chinh 1a4 mdt linh vue dac biét quan trong
trong y hoc thuc hanh. P& véi nghién citu ¢g ban di truyén hoc dai
cuong, di truyén phén t, cac phan tich v8 mat di truyén t& bao nhing
bién déi cau tric nhidm sic thé da cung cdp hé théng cac tu lidu quan
trong dé xay dung ban dd gen ctia ngudi.

Cac nghién citu hién dai trong nghién clu di truyén té bao nhu lai
t€ bao soma, lai phan td, phan tich chudi kép di hop (heteroduplex
analysis) bang kinh hién vi dién td, phudng phap hién bang v. v... da
m& ra nhiéu trién vong méi dé phan tich c&u trdc hién vi trong hé gen
cua ngus.

Gan day, qudc hoi My da tai trd cho dé an nghién citu hé gen cla
ngudi do J. D. Watson (giai Nobel 1962) chii tri.

II. NGHIEN ¢U'U NHIEM SAC THE VA KIEU NHAN

1. K¢ thuat hién bang

Kiéu nhin cda ngudi thudng duge nghién cftu trén céc tidbu ban
bach cAu nudi cidy hodc cac nguyén bao sgi (fibroblast) duge bao quan
hoac nudi cdy. Cac t& bao dua vio nubi cay dude kich thich dé phén chia
nguyén phan va dung colchixin dé 1am nzliing qué trinh phén chia & ky
giua,
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Ngay nay, néi chung ngudi ta vn dung phudng phéap lam tiéu ban
nhiém sdc thé ky giita nguyén phan ctia J.Tio va A. Levan, 1964 kém
theo cic eai ti€n thich hgp. Chinh céc phuong phap nay da gép phin cai
chinh con s8 ludng bdi nhiém séc thé ngudi, khong phai 14 48 ma 13 2n =
46, trong héi nghi t& bao hoc quéc t&€ 1956 tai Denver.

Trén cd sd hé théng phan loai ciia Levan, 1964, (ngiy nav di cé
nhiéu b sung), ngudi ta da di sdu nghién ciru hinh thai nhidm sic thé
va hinh théi kiéu nhan (karyomorphology), dua vio hé théng danh phdp
quoe 16 vé di truyén t& bao ngudi, 1978 (ISCN. 1978: International
System for Human Cytogenetics Nomenclature). Hién tugng da hinh
nhiém sic thé (chromosomal polymorphism), di hinh nhidm séc thé
(chromosomal heteromorphism) phan biét dang ludng bdi binh thudng
vt dang thé ba (trisomic), déu dude vice dinh trén cd sd cac chi tidu di
truyén té bio, cac chi s§ dé xiy dung nhiém sde thé dé (idiogramme),
chi s0 tdm déng I° (centromeric indice), chidu dai tudng d6i ca nhidm
sac the (L, relative length), ty s& canh dai trén cianh ngan cua nhiém
sic thé q/ p (centromere location), s& lugng canh nhidm séc thé (NF) v.
v.... dude xem la cac marker (chi thi) di truyén t& bao dé phat hién cac
di dang, cac chuyén doan, cac bi€n déi s6 lugng nhiém séc thé.

2. Cac quy dinh vé danh phap va ky hiéu-

Ném 1971, héi nghi quéc t& vé hé théng danh phdp chudn doi vai
nhiém sdc thé r.gudi da duge hop tai Pari ¢é cic quy dinh mdi. Tai hai
nghi nay méi xdc dinh duge vé mat t& bao hoce, toan bd 46 cip nhidm sic
thé ngusi.

2.1. 86'lugng nhiém sdc thé
86 lugng : hiém sédc thé thudng du thita duge dit sau téng s6 nhidm

séc thé va nhidm sdc thé gidi tinh dém dude, thém dau (+) hoic diu (),
dat trude tén cia nhidm sde thé du thira.

Vi du: 47 XX + 21 12 kiéu nhéan cda mot phu nit c6 thé ba ¢ nhidm
sfe thé 21.

- Dan éng ¢6 1 nhiém séc thé X du thua 47, XXY

Vi duy, cac dang Klinefelter
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47, XXY (@n+1)
48, XXXY (2n+t+2)
48, XXYY (2n+2)
49, XXXXY (2n+ 3)
- Phu ni bi Turner
45, X (2n-1)
2.2 Hién tugng canh ctia nhiém sdc thé
Hién tugng canh déai ra hodc ngén di, duge ky hiéu bang déu cong
(+) hodc diu trit (-) dat ngay sau ky hidu ctia nhidm séc thé.

Vidu: 46, XX, 1q+1a kidu nhan cia mdt phu nit 46 nhidm séc thé.
c6 canh dai ctia nhidm séc thé s6 1 duge kéo dai thém.

Vi du: 47, XX, +14p + 14 kiéu nhan cta mot phu ni, 6 47 nhié¢m
sde thé. do thém nhiém sic thé 14, kém theo ¢6 hién tugng canh ngan

.

ctia nhiém sdce thé nay kéo daira. (q: canh dai va p : canh ngan).
9.3. Cdc bién déi edu tric nhiém sdc the
Céc bidn d8i nay duge ky hiéu
- mél doan : def {deficiency)
- 1ap doan : dup (duplication)
- d4o doan : inv (inversion)
- chuyén doan : t (translocation)

- nhidm shc thé vong. Vi du 46, XX, r (18) biéu thi kiéu nhan mét
phu nit 46 nhiém shc thé. trong d6 ¢6 1 nhiém sic thé vong s8 18 (do ¢b
hai ch® dit va cac dAu dit ra cing gép nhau, tao thanh vong).

2.4. Cong thite 46, X, i (Xq)

Cong thice nay la I;8u nhan efia mot phu nit 46 nhifm séc thé,
trong d6 ¢6 1 nhiém séc thé X binh thitdng vd mot nhiém shc thé déu
(isochromosome, i: ¢6 2 canh gidng nhau vé di truyén va vé hinh thai)
doi vl canh did cua X, '

2.5. Cdc biang trong ky thudt hién bang

(ie bang nay dude quy dinh danh s6 thi tdg thé trung tam
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(centromere) di ra, doc cAnh ngén (p) va canh dai (g) cia nhiém sic thé.
2.6. Nhiém sdc thé tdi t6 hop

Nhiém séc thé tai td hgp duge quy ude nhu 46 rec (3) 1 kiéu nhan
46 nhidm sic thé c6 nhiém séc thé s 3 tai td hgp, (rec-recombination).

K¢ thuat hién bang duge st dung dé nghién citu kidu nhan cta
ngudi, nhat 13 céc loai bang G va bing Q, da gép phén lam ré dic tha
cac nhiém séc thé clia ngudi. Ngay nay, kj thuat hién bang ciing dude
ap dung trén cac dong vat, so sinh cac kifu bang trong cic quin thé
déng vat ¢6 vii, chim, bo sat, ludng thé, ca, rit »4 ¥ nghia dé nghién citu
ching loai phat sinh.

Mbi quan hé gilta cac quin thé vat nudi c6 thé duge x4c dinh qua so
sanh cac dac thit nhiém sdc thé.

Véi k¥ thuat hign bang, cac nghién citu vé hinh thai nhiém séc thé
va hinh thai kiu nhén c6 ¥ nghia rdt 16n d61 véi vdn dé ching loai phat
sinh.

Tinh tinh (Chimpanzee, Pan troglodytes) va ngudi, (Homo sapiens)
vé mat phén loai 1a thude cac gidng (genus) khac nhau, Pan va Homo,
nhung rit gidng nhau vé cac dic diém giai phau va sinh Iy, ciing nhu vé
thanh phidn ADN va protein. So sanh vé nhim séc thé da cho thay cé
nhitng diém gidng nhau kha cd ban, kém theo mdt s6 nét c&u tric lai
cha nhiém séc thé,

S& nhiém sic thé cta ngudi 1a 46, tinh tinh 1a 48, Ngudi ta da xac
dinh dugc cac cap cing ngudn, va ciu tric chung cia nhiém sic thé
dude dbi chiéu bing véi bing giita cac cip. Hai nhiém sic thé tAm ngon
(acrocentric) cua tinh tinh c6 ciing céc biang vdi nhiém séc thé tam léch
(submetacentric, tAm gin gilta) clia ngudi, din tdi sy tuong duong cua
46 ¢ hai loai.

A. D. Stock da tién hanh so sanh rat chi tiét gitta cac bang nhiém
sdc thé cua hai loai va da phat hién ba sai khac vé cdu triic sau day:

1. Nhidm sdc thé s 2 ctia ngudi 1a dai va léch tdm, nhung lai dng
vé1 hai nhifm séc thé tam ngon ca tinh tinh khi hai nhiém sic thé cda
tinh tinh duge k&t hop nhau, gdn thé trung tim cta canh ngin cua
nhiém sdc thé nay va gin diém cudi (telomere) ctia cdnh ngin cla
nhiém séc thé kia, hinh thanh m6t nhiém sic thé giéng nhu nhiém sic
thé s8 2 clla ngudi.
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2. Cac nhiém sdc thé 4,5,9,12,17 va 18 cta hai loai sai khic nhau
bdi mot ddo doan don quanh tam.

3. Nhiém séc thé 1 va 9 cla 2 loai ¢ sai khéc nhd déc tha trong
thanh phan di nhiém séc chét.

Qua so sanh trén, chiing ta thay, § mdc loai, thi hinh thaii nhidm
sdc thé 1a mot chi tidu rat t6t dé nghién citu cac bién déi ching loai phat
sinh.

Trong céng tac giéng gia sic, cac chi tidu vé hinh thai nhidm séc
thé va hinh théi kifu nhan rat cin thiét dé kidm tra cc di dang vé sinh
san nh#t 1a khi st dung thy tinh nhén tao va kiém tra qua ddi sau. Mot
bd duc ¢6 thé st dung cho tinh cho hang ngan bo cai, kha ndng truyén
lai cac di tat di truyén, néu c6 1a vo cing 16n.

ITI. HIEN TUQNG BAT HOAT

Nhiém séc thé, v& mit c&u trdc, hinh thai cling nhu hoat tinh di
truyén 1a khong déng nhét gidta cdc doan trén chidu dai cta né. Trén
mot nhiém sic thé, c6 doan mang di nhiém sdc chét (heterochromatin),
doan khac lai mang déng nhiém sdc chat, hodc nguyén nhidm sic chat
(euchromatin). Doan di nhidm séc chit duge nhudm mau nhanh han,
git mau lau hon, két déng xodn trude cac doan khac, khéng mang gen
hodic mang it gen, hau nhu khéng c6 hoat tinh di truyén. Doan nguyén
nhiém sic chit bit mau cham hon so véi doan di nhiém séc chat, thuc
chit 12 bit mau binh thudng, ngung két déng xosn binh thudng, mang
gen, ¢6 hoat tinh di truyén.

Nhiém sdc thé Y va cac ving quanh tam dong trén nhiém sic thé
thudng gém dj nhiém sic chat.

Trang théi cudn xoan trong titng doan ctia nhidm séc thé, khéng c6
hoat tinh di truyén, duge goi la heteropycnosis. O vung di nhiém sic
chit, ADN khéng bao gi6 duge bidu hién va phin nay clia nhidm sic thé
xem nhu gidl vai tré ciu tric trong van déng cha nhidm sic thé trong
nguyén phan va giam phan.

Ngay nay, ngudl ta phan ra 2 loai : di nhidém sic chit én dinh
(constitutive). e6 6 moi cd thé t& bao (quanh tAm dong nhidm sic thé,
v.v..) vi di nhiém séc chat nhat thoi (facultative) § mét gidi va & mot s&
giai doan phat trién ¢4 thé.

93



Nam 1948, Murray Barr da phat hién, trong khoang 60- 70% nhan
gian ky cua phu nit va dong vat ¢é v la con cai, c¢6 cac doan nhu trén,
goi 12 vat thé gidi tinh, tic nhiém sdc chit sinh duc (sex chromatin), con
duge goi 13 thé Barr. Thé Barr khéng thiy & dan éng va dong vat c6 va
la con duc, dugde phat hién & hau hét cac loai t6 chiic (md) nhu mé thin
kinh, mé da, biéu mo, cd tron, gan, cac tuyén, dé phat hién thiy & t& bao
mang nhay khoang miéng, d& bit mau, ndm &p sit mang nhan.

Pé lam tiéu ban thé Barr, phuong phap don gidn nhat 1a dan té& hao
niém mac miéng, dung t& bao niém mac 4m dao thi ré hon, to hon va
nhiéu hdn, con c¢6 thé diing t& bao chan téc. t& bao da, t& bao nude 6i.

1. Gia thuyé&t M. Lyon vé nguén géc thé Barr

Nhiéu nghién ctu vé& bat thudng gidi tinh da ching minh 14 s8
lugng thé Barr kém mot so véi s& lugng nhim sic thé X ¢6 mat trong té
bao.

Dan éng binh thudng chi ¢6 mdt nhiém sdc thé X nén khéng cé thé
Barr. Dan ba binh thudng ¢6 2 X thi ¢6 mét thé Barr.

Bing phuong phap phap phéng xa tu chup, theo ddi qua trinh tu
nhén d6i ctia nhiém sic thé § gian ky, Conings, 1967 da thay 1a t& bao
ctia ndl binh thudng ¢6 1 trong 2 nhiém sic thé X duge nhan déi cham
hon tat ca cdc nhidm sic thé khac 1a 2 gid 30 phat. O t€ bao bt thudng
3X, ¢6 thé phat hién 2 nhidm sic thé X tu nhan déi cham. Nhu vay 1a sé
nhidm séc thé X tit nhan d6i cham ¢6 lién quan vdi s6 thé Barr.

Trén cd sé cac ddu hiéu lién quan giia s6 nhiém sdc thé X voi 86 thé
Barr, cac tac gia da k&t luAn ngudn goc thé Barr la tit mét nhiém sdc

thé X.

Trong céc thuyét v& ngudn goc thé Barr, thuyét cia Lyon, 1962.
duge thita nhan phd bién nhat, duge goi la gid thuvél vé qud trinh
Lyonisation (giai thich duge hién tugng thuc t& 1a thita nhiém sic thé X
chi gy hau qua tuong déi nho, trong khi 8y chi ¢in thia mét nhidm sac
thé khac (trit nhiém sic thé nhé nhat), lai ¢6 hau qua nghiém trong, ¢d
ca td vong.

Gid thuyét Lyon néu cac diém chinh sau day:

1. Thé Barr bt nguén tit mdt nhiém séc thé X. di nhiém sdc hoa
(¢ ché&), bat hoat di truyén, khéng c6 sao mi trén X nav.
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2. Nhiém séc thé X bat hoat nay, c¢6 thé hoic tit bé, hoac tit me. Sy
de ché dau tién trong mbi t& bao phéi xay ra mgt cach ngiu nhién, c6 t&
bao bi tic ch& nhiém sic thé X clia b, ¢6 t& bao lai bi de ché nhidm séc
thé tit me.

3. Hién tugng bat hoat nay xay ra sém khi phéi phat trién dén
khoang 12-14 ngay, trong cac t& bao phai, 1 trong 2 nhiém sic thé X bi
c ch&, trd nén di nhidm séc héa. Tit d6 vé sau, tat ca cac t&€ bio san
sinh ra déu mang 1 nhidm sdc thé X bit hoat. Gan day da cé tai liéu
céng bd, hién tugng nay xay ra ¢ ngay thi 3 sau thy thai. Thuyét Lyon
pht hgp vdi thuc t& l1a trong thoi gian diu c6 thai, trong nhan té€ bao
chua phat hién thiy thé Barr. Sau thai glan 4y, trong nhén t& bao thai
nit mdi xudt hi¢n thé Barr, tén tai ¢ gian ky, dang xoén chit, co ngan.

Nhu vay la phét ngay tit ngay tha 3 trd di, dd c6 thé phan biét nam
nit bing phudng phap t& bao hoc. Theo thuyét Lyon, 4 dan ba binh
thudng, chi 1X hoat déng va cac t3 chitc (md) trong cd thé déu thude
dang kham, trong mét s§ dong t& bao thi X ti me hoat ddng, trong cac
dong khae, lai X tit b& hoat déng.

G day. 6 van dé can bing di truyén 8 nam vi nit. Bentler ciing da
chiing minh, thé Barr 1a mét nhiém sdc thé X, khong ¢ hoat tinh sinh
ly. Nii ¢6 2X, nam chi ¢6 1X. néu tit ca nhidm sdc thé X déu hoat dong.
thi 6 nit, ham lugng enzym do nhidm sdc X san xust ra phai nhiéu gap
d6i nam. Trong thuc t&, lugng enzym do nhidm sdc thé X san ra d ca ha
gidi déu bang nhau.

Muller, 1963 da néu 1én 1a syt khéng can déu vé mat di truyén giGi
tinh nay (mit 2X, nam 1X) da duge khéic phue bing mét qua trinh lap
nén trong ti€n hoa, dude goi 1a "si bit ddp vé lidu luong gen”. (Gene
dosage compensation), trong qua trinh dy, mdt trong hai nhiém sic thé
X cua t& bao soma 6 ca thé cai 1a khéng 6 hoat tinh di truyén.

Trang thai khong hoat dong clia mét nhidm sic thé X chi x4y ra
trong té€ bao soma, khong xay ra 4 t& bao sinh duye, ¢6 thé 1a ké? qud cda
cde bién doi nhat dinh trong tién héa, trong qua trinh phan héa thanh
t& bito sinh dye va 1& bho soma 3 gia doan dAu cla su phat sinh pha
(Hansen, Melander. 1963y Hién tugng bat hoat cua X giai thich vi sno
trong cde trugng hop nit XXX, XXXX va nam XXXY. XXXXY it bi tiae hai
16n cho khit nang séng, bdi vi cde nhidm sic thé X thia déu bt hoat.
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nén khéng gay réi loan lén cho sy cin bing gen cia cd thé,
2. Chitng minh thuc nghiém gia thuyét Lyon

2. 1. Di truyén té bao hoc da xdc dinh tée dé tu sao
ADN cta cdc nhiém sdc thé

Trong hach té& bao nudi cAy cia than bé véi timidin danh dau (H*
timidin), da chitg minh mét trong hai X dugce ddnh ddu H® timidin dam
hon va c¢on tiép tuc hdp thu timidin xAm nhap vao, trong khi &y cac
nhidm sdc thé thudéng va nhiém séc thé X thi hai dd chdm dit qua
trinh nay.

3 nhitng ngudi c6 bénh dang X0/ XX/ XXX, thi cac t& bao 45 nhiém
sdce thé it khi chita nhidm sfc thé X hap thu timidin nhu trén, t& bao 46
nhidm séc thé khi nao ciing c6 1X, con t& bao 47 nhiém séc thé néi
chung ¢6 2X nhu trén.

Vé mat di truyén hoc, gia thuyét Lyon d& lam ro mét hién tudgng
quan trong trong ddi song 13 § dan éng, nhiém sic thé X bao gid cling ¢b
hoat tinh, & phu nit, 1X 1a tit me, 1X la ti bg, trong d6 cé 1X bat hoat
theo nguyén tdc ngdu nhién, do d6 ma con gai sinh déi cling trling phai
khéc nhau nhiéu hon 14 con trai sinh d6i cung tring.

2.2. Chizng minh vé héa sinh va bénh ly

o) phu ni di hgp thé v€ gen thi€u glucose-6-
photphatdehydrogenaza, ¢ 2 nhém héng cdu: mdt nhom c6 loal enzym
trén; mdt nhém khong.

Céc nghién citu héa sinh cho thay, hai loai enzym trén khac nhau
vé t&c db trong dién di, 1 nhanh 1 cham. Trong héng ciu dan éng cb loai
nay hodc loai kia, ¢dn 6 dan ba cd thé phat hién déng thai ca 2 loai trén
mdt nguol.

Nhiing d&u hiéu héa sinh nhu trén da ching minh, sy bt hoat cua
1X mang gen quy dinh enzym glucose- 6-photphatdehydrogenaza la
ngiu nhién, 3 dong t& bao nay thi chi ¢6 loai cham, & dong t& bao khac
chi ¢6 loai nhanh, trén ciing mét ¢cd thé nit (Davidson, 1963).

Sy di truyén cua bénh thifu gamma-globulin ciing Lién két giéi
tinh, gen nay nam trén X. O phu nit di hgp thé v& gen nay, khodng 2/3
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bach cdu nudi cdy cé6 hinh thanh gamma-globulin. e¢on 13 thi khong
(Hirschleorn, Firschein, 1964). B

Oarr, 1962 da phat hién & bénh nhin ¢ hé nhidm sic (hé
XO/XX/XXX, mét bd phan cac t& bao ¢6 mot thé Barr. maot bd phén cé 2
thé Barr, va 1 bd phan khac lai khéng c6.

Dray, 1964, phat hién 6 bénh nhan XXXY ciing ¢ 2 thé Barr & mot
sO té bao.

3. Ung dung

Cac thyc nghiém neu trén cho phép két luan 1a s§ lugng thé Barr
bang s6 lugng nhidém sic thé X trir di 1. R3 rang, nghién citu thé Barr
cho ta mét chia khoa dé phat hién ban chat nhUng Lrudng hdp rol loan
86 lugng nhiém séc thé X, dé suy ra duge 6 lugng X tir 8 lugng thé
Barr.

Thuyét Lyon vé thé Barr cé ¥ nghia 16n ca vé ly thuyét va thuc tién.
duge (tng dung dé xac dinh gidt tinh, xac dinh s6m gidi tinh clia phm dé
chén doan y hoc, xéc dinh cac gidi tinh cic bénh nhan réi loan vé ciu
tao b&n ngoai cua c¢d quan sinh duc, phan doan dang quai thai, di hinh,
di tat khi thai cén non thang.

Gia thuy8t Lyon giai thich dude ban chilt, ¢ ché hinh thanh mau
16ng méo tam thé. O méo. mau Iong den do gen Bl mau do vang do alen
b, ca hai gen alen nay déu ndm trén X (hén két gidgi tinh). Meo i h{ip
thé Bb c6 ca 2 mau trén. Méo cai o6 thé 1a dong hap thé BB (den). déngs
hop thé bb (vang). di hop thé Bb (tam Lhé). Meo due, trong Y khong
mang gen nay, thi khéng c6 dang dong hop thé hay di hop thé vé cac
gen nay, ma chi thuge dang ban di hgp thé {(hemizygous) vé gen B vi b,
Ngudi ta di thay, méo dyc tam thé rit it gip. néu c6 cang 1a hat duc.

Theo gia thuyét Lyon, méo tam thé ¢ meo eii 14 kél quia cua hién
tugng 1X bat hoat (thé Barr), tit giai doan sOm cua qua trinh phat trién
cé the, d mot s& dong t6 bao nay thi X nay bt hoat, ¢ dong khae thi X
kia bat hogt, Méo cai tam thé mang cd gen B va b, N&u X bat hoat mang
gen mau ving (b). thi moi t& bao bat ngudn tir dong t& bio nay déu c6 X
kia hoat déng binh thudng, mang gen B. hinh thanh mau den. Neguae
lai. néu X bat hoat lai mang gen mau den (B). thi moi t& bao sinh ra L
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dong nay lai ¢6 X kia hoat dong binh thudng, mang gen b, cho ra léng
vang.

Gia thuy&t Lyon cho ring, ca hai dang bat hoat ndy déu xay ra trén
mot ca thé, dAn dén mau tam thé cé & méo.

Trong chdn nuéi, ngudi ta dang thé Barr 1am mét chi thi (marker)
dé chan doan bé v6 sinh ngay sau khi méi dé ra. Trong truong hgp bé
sinh déi khéc gidi (1 duc, 1 cai), néu con dic ¢6 thé Barr, ching t6 c6 hé
ndi mach gitta 2 thai sinh déi nay {freemartin) va bé cai sé la v6 sinh. do
c6 ché trao d8i hocmon qua mau luu thong gitta 2 thai.

4. Nhitng phat hién méi vé co ché phan ti bat hoat X

Ngay nay ngudi ta th&y, hinh nhu hién tugng bat hoat X thuc chat
1a mot sy slta déi diéu chink (modification) cdu triic co s¢ (structure de
base) ctia nhifm sic thé.

Nhut ta bigt, nhidm séc thé bao gém cdu triic cd sd 14 nucleosome,
trong 46 ADN duge gdn (quéin quanh) véi histon, lam chitc ndng co bdan
la nhitng protein c&u trie. Céu tric ¢o s¢ ndy tao nén nhiém sée chit
(chromatin). CAu trdc nhiém séc chat c6 2 dang khac nhau: déng nhiém
sdc chit (euchromatin), dang md, dudi xoén va di nhidm séc chit
(heterochromatin), dang ke* xodn, ¢6 dac. Nhin chung, déng nhiém séc
ch&t gén v6i hoat tinh di truyén, di nhidm sic chat gin vdi bat hoat di
truyén.

Dang két xodn clia di nhiém sdc chdt lam cho gen khong hoat dong

duge, bang cdch ngdn cdn cde yéu t6 protein can cho sao md
(transcription).

Trong mét t& bao dién hinh c6 khoang 70% nhiém séc chét 1a thuge
dang heterochromatin, Ung vé1 phén bat hoat trong gen (genome).

Nhiém sic thé X bit hoat 1a mdt vi du vé van dé nay. Sy tu nhén
ddi (duplication) clia nhiém shc thé nay xay ra cham hon trong chu ky
phan bao. Chinh cde nghién citu lam rd hién tugng bat hoat cua X la
dya trén cac phat hién gin day vé ban chat ca di nhiém sdc chat.

O rudi ddm Drosophila melanogaster, thuong giap mét hién tugng di
truyén kha dic bidt, 1a sy bién déi mau sdc mat do hiéu qua vi tri, cu
thé la sy bién dé&i thé kham do hi¢u qua vi tri (position effect
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variegation). Hién tugng nay la do bat hoat clia mat s6 gen nam trén
ph&n dong nhiém séc chat, khi cac gen nay, do mot nguvén nhan nao
d6, lai nam ké ngay mét doan di nhidm sdc chat.

Trudng hgp nhu trén c6 thé xay ra do mét su sip x6p lai nhidm sic
thé, nhu khi ¢6 chuyén doan hoic dao doan nhiém sdc thé, mét doan
nhiém sic chit chuyén vi tri trén nhidm sdc thé, C6 thé néu vi du vé su
kiém soat di truyén déi v6i mau sie clia mét.

Ruoi thuong ¢6 mit do (kidu dai), nhung rudi dot bién mang gen
mat tring, & nhing rudi dot bién nay déi khi mat trang lai ¢6 cham do.
Ta 1955, B. H. Judd da phat hién cac chdm do trén la do sy sdp xép lai
nhiém sdc thé. dat gen ddt bidn méat tring ndm ké sat ngay doan di
nhiém sdc chat. Di nhiém sic chit lic nay c6 thé truyén lan sang doan
nhiém sdc thé déi chd, lam cho gen mét tring trd nén cé phan bat hoat.
Hiéu qua vi tri nay xay ra sém trong qué trinh phat trién cta mat, va
sut lan truyén di nhiém sdc chat c6 thé khac nhau giiia cac t&€ bao, din
dén mat phét trién c6 ca v&t mau d3 (kiéu dai) va tréng (kiéu d6t bign).

Dé lam r5 co ché hién tudng truyén lan cda di nhiém séac chat, K. D,
Tartof va cdng su ¢ Trung tAm ung thu M¥§. di nghién citu cac gen thue
day hoac kim ham qué trinh néi trén, nhu cac gen kiém soat sé lugng
vét d6 trong cac mat tring cia rudi ddt bién. Ho cling da phat hién mat
hé théng dic bigt cée protein tham gia tao thanh di nhiém sic chat,

Theo mé hinh ho néu lén. vao nhing nam 1980, thi su két xodn clia
di nhiém sdc chit duge xac tac béi sy hinh thanh lién tuc hé thong cac
protein néi trén, doc theo chiéu dai cia sgi nhiém sac chdt. M6 hinh con
néu lén la sy hinh thanh mét loai protein déc thi trong hé théng trén c6
vai trd thic day sy hinh thanh céc loai khac, din t&i sy truyén lan dan
vung két xodn cia di nhidm séc chét. Binh thutng, thi sy lan truyén
cua di nhiém séc chit bi ngan chan bdi mot "vat cin”, hién chua rd béin
ch4lt, ton tai trong nhiém séc thé.

Nhiéu edng trinh thue nghiém da thira nhan mé hinh ctia Tartof, Vi
du, mét loai protein dac thu trong hé théng protein néi trén. mang tén
protein 1 cua heterochromatin (HP,), dugc phat hién 1987 boi nhom
S.C.R.Elgins, ¢ Truong dai hoc Téng hgp Washington. Trong cac nhiém
sac thé rudi ddm, protein HP, gén lién hdn véi di nhidm séc chat.

(6 du thue nghiém (trén rudi dam dot bién mat tréng) cho phép gia
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thiét 1a hién tugng b&t hoat cia nhifm séc thé X duge hinh thanh va
phat trién tién héa ti cac co ch& bat hoat gen va sy tao thanh di nhiém
sfc chal ¢ sinh vat nguyén thuy. Quan niém nay duge khing dinh thém
nhé cdc nghién ctiu cia P.B.Singh, Cambridge, Anh, 1989 phat hién ¢
ddng vAt c6 vi cac protein gAn gidng protein 1 cha heterochromatin
(HP,) ctia ruéi dam.

Ngudi ta ciing ¢6 cic bang chitng truc tiép cho thay hién tugng bién
déi mau sdc mit & rudi ddm do hidu qua vi tri va hién tugng bat hoat X
d dong vat c6 v 1a ¢6 su tuong déng.

Nam 1963, L.B.Russell, My ciing B.M.Cattanach, Oxford dd quan
sat thdy chudt dét bién v& mau sic ciing tudng tu nhu & rudi ddm.

Do c6 sip xép lai nhiém séc thé (chuyén doan) méa ¢ sy trao doi
doan gita nhiém sic thé X va modt autosome, hién tugng bit hoat duge
lan truyén ti nhidm séic thé X sang doan ciia autosome gén lién.

Mot van dé duge dat ra dé gidi quyét, bang cach nao mét t& bao ¢b
thé tién hanh bién ddi déng nhiém sic chit thanh di nhim sic chat,
qua trinh nay xay ra trong qua trinh bat hoat X d nhiing ngay dau phat
sinh phéi.

Russell, 1965 dua ra gia thuyét c6 "mot trung tam bat hoat X" hodc
Xic. mang mét gen, diéu khién qua trinh bat hoat. Thye nghiém duge
tién hanh trén chudt, mang chuyén doan gitta X va mét autosome, do dé
trong t& bao ¢6 2 nhiém sic thé lai, mét mang mot phin cta X gan mot
doan ctia autosome, nhiém séc thé lai kia mang phén con lai clia X ctng
doan ¢on lai cla autosome. Nhung khi Russell tim cach phat hién trang
thai bat hoat X trong cac t& bao, thi chi thay xdy ra d mét trong hai
nhiém sdc thé lai.

bé&n 1978, sau khi nghién cttu ti€p mot s6 16n cdc chuyén doan khac
nhau, Russell di dén két luan 14 nhidm séc thé bat hoat ludn ludn 6
mét vilng bién dong, ndm & gida nhifm sic thé X. Vang nay mang mét
trung tim diéu khién su bat hoat. Hién tugng bat hoat lan toa ti diém
nay. theo hai hudng doc nhiém séc thé.

Binh thudng thi 2 nhiém sic thé X trong mot t& bao 1a o4 xae xudt
bt hoal bang nhau. Khi cho lai giita cic dong chuét thi nghiém, 1981,
(attanach da phat hién ¢o mot gen, thoi 4y con chua duge xie dinh ey
thé. ¢6 thé 1am chie niang dinh hudng bat hoat 3 mot X. Gen nay, dude
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dat tén la "yéu t§ kiém soat X" hoic Xce, v& sau duge xac dinh 14 nam
trong cling vi tri véi trung tdm bat hoat ctia Russell, néi cach khac Xe
v01 Xic la mét, ¢6 cling mbt gen.

Nhiéu thyc nghiém tiép theo. chiing minh cho su ¢6 mét cla trung
tAm bat hoat, qua nghién citu t& bao phoi cai ciia chudt duge nudi cay.
Cac t€ bao nay (duge goi 1a té bao phai goc hodac ES) con mang ca 2
nhiém sic thé X hoat héa, tite 1 nhitng t& bao dugce tach ra i phéi rat
non chua xay ra bat hoat X.

Trong mét s8 di€u kién nuéi cdy dac biét, nhitng t& bao nay cho ra
nhiéu loai t&€ bao, sy phan héa xay ra nay co kéo theo su bt hoat cda
mot X. Nidm 1985, S.Rastan. Anh hdp tac véi E.Robertsen, Cambridge.
da nghién ciu nhiéu dong t& bao ES, mdi dong 6 mot X di bi xén di 1
dogn. Ho da thdy ring su bat hoat khong hé xay ra trong cac t& bao cé
mét X bi xén mét vang trung tAm bat hoat. R6 rang sy ¢6 mat cua viing
trung tAm bat hoat trén 2 nhiém sic thé X 14 cin thiét dé ¢ thé X4y ra
bit hoat. Diéu d6 cang giai thich vi sao hién tugng bat hoat khing hé
xdy ra G cac t€ bao duc. H.F.Willards, Truong dai hoc Téng hap
Stanford, da xac dinh vi tri trung tam bat hoat trén nhiém sdc thé X
cia ngudi va tién hanh phan lap gen nay ti ngudi. Ho diing phuong
phap tach déng vi tri, khoanh nhé mét vitng nhiém sdc thé mang gen
cén nghién citu, xay dung ban d8 phan ti chi tiét vi cusi cung tach gen
ti viing nay.

Ném 1991, nhom cua Willards, da tinh ¢d phat hién 1a trung tam
bat hoat X & ngusi (ng véi mét gen da dude phan lap tu nhiéu nam vé
trude. Gen nay hoat héa (tic dude saoc ma thanh ARN, ngay trén mét
nhiém sic thé X bat hoat). Day 1a mét phat hién bat ngs, bdi vi binh
thudng thi chi nhiing gen ndm trén nhidm séic thé hoat hdéa mdi c6 kha
nang sao méa sang ARN. Gen dic biét nay c6 tén la XIST (X-inactive
specific transeript).

Chi sau d6 it thang, ngudi ta lai phan lap dude mét gen tudng tu ti
chudt, goi la Xist. Gen nay niim trong trung tam bat hoat, ciing chi hoat
dong trén nhiém sic thé X b4t hoat.

Céc thyc nghiém kiém tra lai di xac dinh hat gen nav, XIST &
ngudl va Xist d chudt, ddu ¢6 cau tric tuong tu nhau, déu dude sac ma
thanh mét phan tit ARN, 16n hon cic ARN sao ma tif cic loa gen khac.
Giai trinh ty nucleotid efia hai gen nay, cho thdy chiing gidng nhau dén
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70%. Cac nghién ctitu bé sung di phat hién cdc gen tuong ty § cac dong
vat cé v khae (bo. lon, khi. ettu va ché). Chi ¢6 khae 1a, néu néi chung
cée gen déu duge sao ma. dich ma. tong hgp ra protein, thi ARN cia gen
Xist nav khéng ma héa ndt protein nao ca. ARN nay nam lai trong nhan
t6 bao. con su téng hgp protein thi lai xay ra trong té bao chat. Ngudi ta
gia thiét rang ARN clia Xist ban thin né ciing 12 mét thanh phan cda
tin hiéu bat heat, lan tod doc theo nhiém sdc thé. N&u gia thiét nay la
dung. thi rdé rang con ¢é6 thém mot chie nang hoan toan mdi cua cac
phin tid ARN.

Nam 1992, J.Lawrence 8 Trudng dai hoc Téng hgp Massachuset
cung nhom Willard st dung mat ki thuat ding khang thé huynh quang
dé c6 thé tréng thay duge phdn td ARN dic biét nam trong nhén t& bao.
Bang ky thuat nay, ho da quan sat thiy ARN cta Xist. ndm trong nhan
t& bao, sat viing Barr cia nhiém sic thé X bat hoat.

G. CONG NGHE TE BAO DONG VAT

TE BAO LAI VA KHANG THE DON DONG

1. San xudt vacxin téng hop biang cong nghé t& bao
1.1. Ky thuat té bao lai

Ky thuit t& bae lai (hybridoma) di md ra mét con dudng mdi trong
mién dich hoe, dé san xudt hang loat vacxin.

Hybridoma dude tao ra trong phong thi nghiém bang cach cho Jai
gitta loai t& bao sinh khang thé vdi loai t&€ bao ung thu.

Trude day, phudng phap cd truyén dé san xudt vacxin ding tiém
ching 13 tiém khang nguyén vao co thé déng vat va thu duge khang thé,
tao thanh trong huyét thanh. 1am thanh khang huyét thanh. Chat
lugng khing huyét thanh phu thude ham lugng khang thé va cac tap
chdt con lal.

Gan dav, ngudi ta cang da tao khang thé bing nudi cdy & bao.
nhung theo huéng nay, phai dinh ky lam lai sau mdi 1lAn thu hoach, vi
trong didu kién nudi cay, do tinh trang cac té bao dé tiép giap nhau, nén
thutng ciac L& bao chi phan chia mot s6 1an sau d6 khoéng con tiép tuc
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nita. Hién nay, véi cong nghé di truyén, nguoi ta da giai quyét duge kho
khéan néu trén, da phat hién va sit dung mdt loai t& bao nudi cdy ¢ kha
nang phén chia lién tuc, khéng ngung.

Nhut ta da biét, su phan ly nhiém sic thé trong qué trinh sinh san §
t& bao nudi cay dude tién hanh qua nguyén phéan. Thudng thi mét dong
t& bao la con, chau sinh ra tit mét t&€ bao, do d6 duge goi la dong (clone)
hay tit mot 6 t& bao cha mot logi t6 chic.

Dé c6 cac dong t&€ bao ¢6 kha nang phén chia lién tuc, nguoi ta da
st dung loai t€ bao ung thu. Khé ning sinh san lau dai, phan chia lién
tuc ctia 1& bao ung thu nudi chy cb lién quan véi kha nang tédng sinh
(proliferation) cua t& bao ung thu trong ¢d thé séng.

Ngudi ta da lgi dung tiém néng phat trién lidn tuc nay cua t&€ bao
ung thu, cho lai t& bao ung thu véi mjt loa t& bao dong vat ¢6 vi cd
¢hitc nang san sinh khang thé, di tao dudc loai t& bao lai nudi ey, ¢
thé sinh san lién tuc, 1au dai, tao ra khéi lugng 1én khéng thé. So véi
cac loai khang thé thu dudce thong thudng qua cltu, ngya, tho..., thi loai
khéang thé nay tuyst déi tinh khiét.

Qua trinh nay dude goi la lai t& bao trong nudi ciy, duge khai quat
1& su dung hdp gitta mdt t& bao cb kha ning tai ban lién tye vl mot t&
bao khang thé. Hién nay, nhiéu phong thi nghiém da sd dung phuong
phap cho lai t& bao lach cta chudt nhit da duge mién dich chéng khang
nguyén chon hia (tao dudc khang thé) vai t& bao u ung thu "myeloma”
cua tuy xuong. T# bao lai tao ra, ¢6 kha nang phan chia binh thudng,
lién tuc, tao ra mét log1 khang thé véi khoi lugng 16n, déc trung cho mot
dong té€ bao, vi vay duge goi 1a khang thé don dong.

1.2. Khdang thé don dong

Khang thé don dong (monoclonal antibody) hién nay dude dung dé
chéng thu thai, Jam tiét sinh & gia sdc. 1a phudng tién rat nhay va don
gian dé chan doan co6 thai, lao, hii. va cén duge ding dé chan doan di
can ung thu néu cé gin thém dong vi phéng xa.

SU dung khang thé don ddng da nhanh chdng thay thé cac phudng
phap mién dich va huy8t thanh hoc théng thutng, trong cac xét nghiém
nhu:

a. Xac dinh mtic hoemon dé danh gia chitc nang tuy&n ndi tiét.
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b. Phat hi¢n mét s6 protein ¢6 ¥ nghia dé€ chén doan khéi u hoac
mét 88 dicu kién dae biét trude khi sinh deé.

¢, Xae dinh vi khuén va virut gay bénh,

d. Phat hién cac thude bi cAm trong mau nhu trudng hdp cidu thi
thi d&u. ki€ém tra néng d6 thuse trong mau va cde t8 chitc nhim dam
bao lifu thude diung khéng vt qua ngudng giy dée:

Khdng thé don dong con duge dung dé:

a. Ue ¢h€ phan ng thai loai khi ghép co quan (ghép than, truyén
tuy). :

b. Mién dich hoa thy dong chong lai khang nguyén tham gia vao
sinh =an (chong tha thai bing phudng phap mién djch).

¢. Dinh vi khéi u véi nhiing khing thé dac higu.

Nho tinh dic hiéu va chinh xac cao, sU dung dé dang, khang thé
don dong da tao ra mét hudng phat trién manh mé& nhit cha cdng nghé
t¢ bao. Khang thé don dong ctng duge ding dé chian doan va thi
nghiém diéu tri carcinoma gan nguyén phat. Sau khi phéat hién ra o-
foct-protein trong mau, ¢6 thé loai bo khéi u ngay tir gial doan rat sém
(Nouchi. 1985). Ngudi La dung i6t phéng xa gin vao khang thé don
dong, sau d6 cdng pha dac hidu t€ bao ung thu trong gan.

Khang thé ddn dong gin ddy nhat con duge dung dé phat hién
AIDS/ hoi ching suy giam mién dich (acquired immuno deficiency .
syndromo).

Ngudi ta da thanh cdng, tiém khang thé don dong cho bo céi, etru
cal, edu duge hang loat gia sdc sd sinh khéi chét do Colibacillus
enteritis.
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Chuong II1
DI TRUYEN HOR SINH PONG VAT

A. MOT SO PHUONG PHAP HOA SINH TRONG
NGHIEN CUU DI TRUYEN HOC DONG VAT

I. PHUONG PHAP DIEN DI AXIT NUCLEIC
1. Nguyén tiac

Pién di (electrophorebls) axit nucleic duge diing dé phan tich dinh
tinh va thu nhan mau axit nucleic, dua trén dic tinh ciu trde caa axit
nucleic. Axit nucleic 1a cac dai phan td tich dién 4m, déng déu trén
khap bé mat, do dé khi chiu tac déng ciia mét dién truong, chung sé i
chuyén vé cuc duong cua dién truong. Tinh linh doéng cia phan L axit
nucleic trong ban gel duéi tac dong cla mot dién trudng, duge tinh:

log U = log Uo - KrC
log Uo: tinh linh déng ctia phan ti trong méi trudng long:;

Kr . héng 56 lam cham (retardation coefficient) do ciu trac
gen va kh6i lugng phan ti axit nucleic quy dinh:

C . nong db cla gel.

Tinh linh déng cta phan ti axit nucleic phu thude 2 chi tidu: khéi.
lugng phan tit tic s6 lugng nucleotid hay cdp nucleotid (trong ADN
mach kép); néng d6 cac chat ciu thanh gel.

2. Dién di ADN trén gel agardse

San phim cit cia ADN dugc dién di trén gel agarose (hodc
polyacrylamid) s& tao thanh cic gidi bang khac nhau. Agarose 1a mét
loa1 polymer tach tit rong bién, ciu tzo bdi 2 monomer la D-galactose va
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3.6 anhydro-L-galactose. ADN mang dién tich 4m, di chuyén tit - dén + .
Tée dé di chuyén phu thude: kich thude phén tit; dang cdu tric ADN;
ndng dé agarose trong gel; dién thé ; nhiét do; thanh phén chat dém
dién di...

ADN ctia nhan rit 16n, c6 s6 doan cit rit nhiéu. Chénh léch vé
trong luong phan tit va kich thude cac doan rat nho do dé tao thanh giai
dai lién tue (smear).

Gel agarose duge ding dé phan tich nhiing doan ¢ kich thude 0.5

20 kb, duge dé trén mot gia thé ndm ngang. sau khi dun tan dé ngudi.
(3ia ¢6 14p luge. Rat luge ra sau khi gel da dong lai, dat gel nam ngang
trong huong dién di, chtta dung dich dém. Dién di duge thyc hién theo
phuong niam ngang. Cac axit nucleic trong gel agarose dlioc hién hinh
dudi tia 1 ngoal (UV) nho ethidium bromide, ¢ kha nang gin xen gitia
cac bazo cua axit nucleic vi phat huynh quang dudi tac dung cua UV.
Ethidium bromide duge cho vao gel trude khi d6. Sau dién di, gel dugc
¢hidu sang biang UV (A ~ 300 nm), axit nucleic hién vach do da cam.
D& ude luong kich thude cac trinh tu axit nucleic trong gel agarose,
ngudi ta ding yé&u t6 danh ddu trong lugng phén ti (molecular weight

marker - MWM) 12 1 tap hop nhiéu trinh tg ADN, ¢6 kich thudc da biét
(thang ADN tic ADN ladder). Théng thudng ngudi ta dung thang ADN
1a thuc khudn thé A duge thily giai béi enzym gidi han Hind I1L.

Dién di trén gel con dude dung dé 1am tinh sach va thu nhan mau.
Sau khi dién di, cc vach tudng ting véi ADN cin tinh sach, sé dugc
phat hién va thu nhan theo cac phuong phap sau:

1. Phan agarose chia cac vach do dugc cét ra, cho vao 1 dung dich
dém thich hgp. ADN s& duge thu nhéan sau khi da khuéch tan ti gel
agarose vao dung dich dém.

2. Mot giéng nho duge khoét trén ban gel agarose ngay Lrude vach
ch&m ADN. Giéng nay duge bom diy dung dich dém. Trong dién trudng,
ADN di chuyén vao giéng chita day dung dich dém va duge thu nhin.

3. Diing gel agarose déc biét (nusieve hay seaplaque) c6 diém ndng
chay rat thip (65°C). Sau dién di, vach ADN dugc cat ra, u trong 1 dung
dich dénr & 65°C. Khi agarose da hoan toan tan chay, ADN duge thu
nhan, sau cac cdng doan tach chiét va tua.

3. Dién di ADN trén gel polyacrilamid

Phuong phap nay duge dung dé tach cac doan kich thude nho. dudi

106



1000 c4p bazo, thao tac phitc tap hon so véi gel agarose, do dé chi ding

‘cho nhitng muc dich dic biéu. Cong dung cia phuong phap nay la: tinh
sach cac oligonucleotid téng hgp; x4c dinh trinh ty ADN; tach cac doan
ADN nhd dudi 500 cip bazd. Gel duge dé gilta 2 t&m thdy tinh. Phudng
dién di 14 phuong thing ditng.

B. DI TRUYEN HOA SINH BONG VAT

Nhu ta d4 biét, qua cac giai doan di truyén hoc Mendel, di truyén
hoc nhiém sic thd Morgan, dén ngay nay di truyén hoc duge di sau g
mic phan td. Ngudi ta da 6 d co sd thue nghiém dé thita nhan gen la
cde doan ciia phdn tiz ADN, ki€m tra sy tong hgp mét protein, mot
enzym tuong ng, qua diy tic déng lén trao déi chat, hinh thanh céc
tinh trang trong qda trinh phat trién ca thé, theo so dé chung nhit:
gen- protein-tinh trang.

Rd rang, qua thue nghiém va két qua theo ddi, phén tich, ngudi ta
da thita nhéin cd ch& xuit hién trong quén thé bé lang tring den, nhiing
con bé d6, 1a do két qua ca cic quéa trinh héa sinh do gen didu khién,
din d&n tao thanh, khéng phai 1a melanin den , ma 14 melanin do.

Co ché tac dbng cha gen dé hinh thanh tinh trang sinh gidi, cha
dong vat 1a van dé rat thoi su, da c6 nhiéu thanh tuu nghién ciu, nhung
cho dén nay cdn 1a van d€ dang phai ti€p tuc lam rb.

Khé khin chi y&u trong van dé nay 14 do chua va rat khé xac dinh
duge moi thanh phan, moi gen trong genom céc lodi, ngay ca trén cic
ddi tuodng da dude nghién citu 1au nhat va nhiéu nhat vé mit di truyén,

D61 véi cac loal gen trong sinh vat, ddng vit, quy dinh cac loai tinh
trang, ngudi ta chi ¢6 thé xéac dinh ching rd rét, cu thé, khi ching duge
bi€u hién ra ngoai, khi thue su c6 biéu hién gen. Vi duy, chi khi do dét
bién ma thay xudt hién mot sd con lgn chin khodo, hdu mén bit, hon ca
(dich hoan) an, vv... nhu da thay & lon i Viét Nam va mot s& dan lgn cac
nudce, thi ngudi ta méi theo dd1 qua nhiéu thé hé va xéc dinh duge day 1a
cac tinh trang di truyén, do gen quy dinh, nhiing gen nay néi chung
duge goi 14 gen gay chét.

M6t khé khan nita, 1a d61 véi nhiéu loai gen quy dinh sy phéat trién
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cac tinh trang quan trong, cic cd quan, cac td chifc trong cd thé, khi dot
bi€n, ching kéo theo nhiing hiu qua nghiém trong, nhung vi ¢é nhiing
ca thé mang dat bién nay bi chét ti khi con trong thai non thang (quai
thai, di hinh v.v...}), do d6 ngudi ta khong thé xéc dinh duge cu thé cac
loai gen néi trén.

Cho dén nay, n6i chung, dé1 v6i méi lodi, ngudi ta ciing chi méi xac
dinh duge cu thé mot phan trong toan bb kiéu gen, modt bd phan trong
toan b théng tin di truyén cia loai, phan 4y néi chung con chidm ty 1¢
rdt bé so véi toan bd théng tin di truyén cta cac loai sinh vat. Ngay tir
trude khi phat hién 1dn thd hai cac dinh luat Mendel (1900), da c¢6 mot
s0 cong trinh nghién cttu bude ddu vé di truyén hoc hia sinh.

Nam 1909, A.Garrod da xuit ban cudn sach "Sy réi loan bam sinh
vé trao déi chat" trén co sd céc bai giang & Truong dai hoc Téng hop
London. Trude dé mudi nam (1899) Garrod da nghién ciu mot bénh di
truyén, ma ngay nay ngudi ta goi 1a bénh Ancaptonuria, mét bénh réi
loan trao déi chit 6 ngudi, ¢é thé phat hién qua mau nau clia nude tidu.
Nuée tidu nay, khi ra khong khi, duge bién thanh mau den.

Nam 1902, Bateson va nim 1907, Garrod da ching minh la bénh
nay do mt gen lan, thudng xay ra trong mét s gia dinh c6 ngudi cling
dong mau ldy nhau. C6 5 gia dinh, trong 25% s6 ngudi mic bénh nay,
déu la nhing ngudi anh chi em ho 14y nhau, thudc dang déng hop thé vé
gen lin néu trén.

Bénh bAm sinh nay hic tudi con bé thi chua anh hudng nhiéu dén
sttic khoé, nhung 16n 18n thi ¢6 nhiéu bién loan cd thé, chit ancapton
tiét ra theo nudc tiéu. Chat ancapton khi ra ngoai, dude oxy héa bdi oxy
khong khi, bién thanh mét hop chit sim mau, khéng tan va két tla.

0 nguoi binh thudng, c6 di cac loai enzym trong c¢d thé, bién
ancapton thanh axit axetoaxetic, cudi ciing duge phan giai thanh CO, va
H,0. C6 thé néi, cac cbng trinh nghién citu cha Garrod di md diu cho
sy ra ddi cia di truyén hoc héa sinh.

Nam 1912, Goldschmidt da ¢é nhiéu céng trinh dit nén méng cho
linh vye di truyén hoc héa sinh, nghién citu phudng thite gen diéu khién
va dinh huéng sy phat trién tit tring thu tinh dén ca thé trudng thanh.

Nghién citu cha Goldschmidt trén ngai don (Limantria dispar) vé
cac dang trung gian tinh d3 cing mdt s6 cong trinh cla cac tac gia khae,
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x4c nhan sy phat trién ca thé {ontogenesis) 1& do gen diéu khién, théng
qua hé théng enzym, chinh nhitng enzym nay ciing dude téng hgp dudi
su kidm soat cta céc gen trén,

Di truyén hoc héa sinh-sinh ly lién quan kha chit ché véi nganh
sinh 1y hoc va phdi sinh hoc ca sy phat trién.

Nhiéu nghién ctu vé sau trén d6i tugng rudi Drosophila
melanogaster da gop phan Jam sang té ¢o ché di truyén va co ché& héa
sinh clia sy phat trién ca thé.

Céc cong trinh vé phéi sinh hoc trén céc dang dot bidn & chudt cang
dad dn téi phat hién duge ban chét tac déng gay hai cua cac gen dot
bién, vi tri va thoi diém cha hoat dong cac gen nay trong qua trinh phat
trién phoi, trong thai ky hau phéi, gdy nén réi loan trong cac phan dng
héa sinh cua qué trinh trao déi chat. Mot 8 gen @6t bién tac dong ngay
tr nhiing giai doan phat trién sém, mét s8 khac chi bidu hién & cac giai
doan vé sau. Nhitng dot bién gen nay lam kim ham su tong hop cac
enzym tudng dng, xic tac cho cic phan ng héa sinh trong trao déi
chit.

Céc rdi loai enzym, réi loan trat tu chudi phan tng héa sinh, néu
xXay ra trong cac giai doan phat trién sém cha co thé s& dan dén hau qua
nghiém trong va siu séc hon so véi cac truong hgp xay ra 6 nhitng giai
doan cudi ctia phat trién c4 thé.

I. DOT BIEN HOA SINH O VI SINH VAT

Vi sinh vat 1a déi tugng rat thuan lgi dé nghién citu di truyén hoc
héa sinh, trong dé déi tugng duge nghién citu nhidu nhit 1a Neurospora
crassa, do Beadle va Tatum, 1941 (giai Nobel nam 1958), sau d6 la dén
cac doi tugng khac nhu ndm (ndm men, Aspergillus, Ophiostoma). Gan
day, cdc cong trinh theo huéng trén duge tién hanh trén vi khuén, trong
d6 c6 cong trinh ndi ti€ng ctia Ledecbec, gidi Nobel nam 1958.

Dé sinh trudng, phét trién, néi chung vi sinh vat cAn cac ngudn
gluxit, nitd, mudl vé cd v.v..,Tir cac thiic &n ndy, vi sinh vat sé téng hop
ra axit amin, nucleotit, lipit va cac chat hitu co khac.

Trong trudng hgp mot vi sinh vat khéng c6 kha nang téng hop mot
loai chdt ndo d6, thi né chi c6 thé séng, sinh trudng, phat trién binh
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thudng néu duge b sung thém loai chit &y ti ngodi vao mdi trudng
thic an cia chidng. Cac nghién cdu thye nghiém trén Neurospora va
trén cac doi tugng khac, dd ddn dén phat hién cic loai dot bién nhu
trén, dude goi 14 ddt bién héa sinh.

Nhiing vi sinh vat c6 kha nang téng hdp nén cac loai chit trong co
thé, tit vd s6 cac chat vd cd, cic lién két don gian, tit d6 sinh trudng phat
trién binh thudng, thi dudc goi 13 thé tu dudng.

D&i véi cac thé dot bién héa sinh, ching chi ¢6 thé sinh trudng, phat
trién binh thudng néu dude bd sung vao méi trudng toi thiéu caa ching
cac loai chit ma tu ching khong tong hop duge, do dé duge goi 1a thé di
dudng. 0 Neurospora, ngudi ta da phat hién duge nhiéu thé d6t bién hoa
sinh di dudng. Céc thé dét bién nay mat kha nang tong hgp nhing loai
ch&t nhét dinh nhu axit amin, vitamin, bazd purin, pyrimidin.

Céac cobng trinh da ching minh co sd clia cic réi loan néu trén 1a do
d6t bién ctia hang tram gen nm & cac vi tri khac nhau trén 7 nhiém séc
thé ctia Neurospora. '

1. Cac dét bién hoa sinh trong chudi
sinh téng hdp acginin & Neurospora

Neurospora dugc nudi cdy dé dang trong 8ng nghiém va nhan lén
theo hinh thite vé tinh. Méi trudng téi thiéu ctia Neurospora gbm nudc,
mdt s6 axit va mudi vb cd, gluxit (nhu glucoza), ngudn nitd (nhu nitrat
amon) va mdt loal vitamin 14 biotin. Tu céc nguyén Léu trén,
Neurospora cé thé téng hgp nén 20 axit amin khac nhau, téng hgp duge
cac loai vitamin (trt biotin), purin,pyrimidin v.v..,

Trong cac thé dot bién cia Neurospora phat sinh dudi tac dong cua
tia Rongen hodc cdc tac nhan gdy dot bién khac, nhiéu c4 thé khéng moc
duge trong mbi trudng t&i thiéu. Mudn ching sinh trudng, phat trién
duge, phai thém vao méi trudng téi thidu cac chat dic thu ma ban than
thé dét bién khong tong hgp duge. Bang phudng phap nghién ciu dot
bién, ngudi ta da xéc dinh dugde cac gial doan khac nhau trong trao déi
ch&t binh thudng ¢ Neurospora. Ngudi ta da tao duge ¢ Neurospora hon
50 thé dot bién di dudng, khong c6 kha ning téng hdp acginin. Cac thé
d6t bién nay cAn duge b§ sung vio méi trudng téi thidu cac chit thude
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dang tién acginin, dé c6 thé sinh trudng, phat trién.

Béng thuc nghiém nhu trén, ngudi ta 4 lam rd chudi phan dng hoa
sinh téng hgp acginin & Neurospora.

Axit glutamic - Prolin — Ocnitin — Xitrulin — Acginin

Gen Gen . Gen Gen
1 2 3 4

Mbi phan Gng héa sinh trong chudi duge xie tac bdi mot enzym dic
thii, do gen tuong ting kiém tra.

Dot bién zen 4 1am r4i loan 6 khau cudi cting 13 khau dan dén hinh
thanh acginin. Gen 3 d6t bién 1am kim ham sy tao thanh xitrulin. Ciing
nhu thé, dt bién gen 2 1am kim ham sy tao thanh ocnitin, va d6t bidn
gen 1 lam kim hdm sy hinh thanh prolin.

Qua thuyc nghiém, ngudi ta ciing phat hién cac dét bién héa sinh
dan dén réi loan céc enzym xic tac cho cac phan Ung héa sinh trong
chubi sinh téng hgp tryptophan va axit nicotinic & Neurospora.

Phenvlalanin — Axit antranilic — Serin - Tryptophan
1 2 3

— Kinurenin — Axit oxyantraniic -+  Axit nicotinic

4 5 6

Qua nghién ctu cic d6t bién héa sinh 6 Neurospora, ngudi ta da
chitng minh, céc rdi loan di truyén, kim ham tdng hop enzym xuc tac
céc phan ¢ng héa sinh, c6 thé xay ra § 1 trong 6 khau cta chudi sinh
téng hap.

Vi duy, néu ¢ dong Neurospora phat sinh dot bign & khau s 3, thi
qua trinh t8ng hop sé bi dinh chi sau khi tao thanh serin, din dén
khong c6 kha nang tao ra trytophan, cing nhu axit nicotinic.

11. CHUOGI SINH TONG HOP MELANIN VA BENH BACH TANG
Cac thuc nghiém di truyén héa sinh d 1am v cac chudi phan ung

va cac dot bién hda sinh tuong ¥ing trong qua trinh sinh téng hgp
melanin ¢ ngudi va déng vat, theo so d6 téng quat:
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Axit phenylpyruvic

)

Phenylalanin — Tirozin - 3,4 dioxyphenylalanin  — Melanin
1 2 3
e} ngudi, bénh phenylxeton niéu, @ dong phenylalanin trong mau,
12 mdt bénh 1y di truyén, do dot bién gen 6 vi tri s8 | trong so dé, dan
dén thidu enzym phenylalanin hydroxylaza, la enzym xic tdc cho phan
ang chuyén héa phenyalanin thanh tirozin.

3 nhiing tré so sinh c¢6 triéu ching nay, gan khéng c6 kha ning
téng hop lugng enzym néu trén, va eé hién tugng thai nhidu xeton
trong nude tidu.

Enzym nay bi ré1 loan, lam kim hdm sy chuyén héa phenylalanin,
dAn dén tinh trang G dong phenylalanin trong mau, déng thai Iai lam
tang 1&n sy phan giai phenylalanin thanh axit phenylpyruvic. Haim
tugng axit phenylpyrruvic cling duge tang lén trong mau va ra ngoai
theo dudng nude tiéu. Phenylalanin va axit phenylpyruvic & dong trong
méau, khi 1én ndo sé ddu ddc t& bao than kinh, din dén si dan, ¢ trudng
hop trAm trong 1a trang thai dién do réi loan hé than kinh trung udng.

Phu hop véi co ché trong so dé néu trén, réi loan enzym nay do gen
dot bién ¢ vi tri s6 | ddng thdi cling con kéo theo ca trang thai réi loan
hinh thanh séc t& melanin.

Ngudi ta dd c¢6 phuong phap xét nghiém hang loat nudc tiéu tré mdi
dé & nha hd sinh qua chi thi mau, néu phat hién thay tridu ching néu
trén sé& cho tré mét khau phéan dac biét ., khéng cé phenylalanin, thi eé
thé han ché& duge hau qua cha dot bién.

1. Bach tang ¢ dong vit

Thuc nghiém di truyén héa sinh da 1am rd co ché& clia bénh nay, do
dét bifn cta gen kiém tra cdc enzym xic tac qua trinh téng hop
melanin. Sac td 16ng, da & cac loail dong vat c6 khac nhau. Riéng d dong
vat ¢6 vi, sdc t§ 16ng, da 1a do melanin.

O ga. ngoai sic L& néi trén. cdn c6 sée t& mau vang la xantophin,
duge tao thanh ti thdc &n. O céc lodi déng vat khéng deé tring.

xantophin c¢hi ¢6 ¢ mau, md (nhu d clu, thoy; mot 8 dong vat khac
xantophin ¢6 ¢ da.
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Qua thuyc nghiém. nglrdi ta thdy su hinh thanh sic t& melanin dién
ra sudt qua trinh phat trién ca the. khong tuy thuge vao laa tusi, Pay 1a
moét linh vye rat thuan lgi dé nghién citu di tuvén hoe hoa =sinh-sinh 1y.
vi trong chudi sinh téng hdp nay. mél quan hé Lt gen dén sin pham
cudi cng tudng déi dan gian.

Sic td melanin duge hinh thanh. nhu theo sd dé da néu & trén. Ia do
chat 3,4 - dioxyphenylalanin khéng mau. bl enzym oxv héa. Dich té bae
trong giai doan hinh thanh sac 16ng. phan ung val chat 3.1
dioxyphenylalanin va ¢6 mau den. Cac thi nghiém trén chudt eda
Russel, nam 1948, da ching minh. trong da chudt ¢6 enzym
dioxyphenylalanin-oxydaxa, enzym nay oxy hoa S.4-dioxyphenvlatanin
thanh melanin.

Thuc nghu,m cua Russel eling da cho thay.irong chiét xual cua
phan da trang d cic con vat lang den, enzvm hay khéng hoat dong. khac
vdi ¢ cac phan da ¢6 mau.

Nhiéu phan tich di truyén trén dong vat da xace nhan, bach tang o
dong vat 1a do gen lan (Cole. Peterson, 1941).Nhiéu trudgng hdp bach
tang da duge nghién cGu trén bo, thudng do c6 giao phdi can huvét,

O Viét Nam. dit thay ¢é nhidu trudng hgp, nghé bach tang <inh 1
tu cdc cap trau den.

1. €O SO DI TRUYEN HOA SINH MOT SO ROT LAN
TRAOQ DOI CHAT 6 DONG VAT

Dé lam vi dy v€ ede 10l loan qui trinh trao doi chat do gen didu
khién, ngudi ta da lam ro cd ché di truyén hénh pocfirin bim sinh ¢ gia
E’:U.C.

3¢nh nay do réi loan trao déi chit. hinh thanh qua nhidu sde 1 do
[)0([1111] tich 10y lai trong mau, xudng. rang. rang cd mau hdng. nude
tiéu ¢6 mau hung do, do pocfirin d(mg lal trong nga rang, ham luang
pocfirin tang tr ong phan va nudc tiéu

Jorgensen, Wich, 1955, phat hién trid¢u ching nay ¢ bo Ban M. el
Anh va xae dinh do gen lan trén autosom.

l\hfmg dong vat bi bénh rat nhay cam anh nang mal le do by
bong nang khi tiép xie anh nang mat teai. Nhuing ving da tr m;, khdng
16ng, chd bong cé thé loél sau, thanh sco, nhu xung quanh mét, hd mni.
doc lung v.v., .N6i chung, 6 dong vat long trang. da bi bong nang mal
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trdi niang hon so vél déng vat léng c¢d mau, 16ng den. Bénh nay cling
duge phat hién ¢ bd Socgoc (Nam Phi, Anh, Dan Mach), bo Honstein-
Friezian (My), bd den va bd d6 Jamaique. Bénh nay cing duge phat hién
trén lgn (Pan Mach. Niu Di Lan), nhung ¢6 khac & bo 14, biéu hién cham
han, it nhay cdm anh nang mat trdi hon.

Thue nghiém di truyén héa sinh clng dd phat hién cac sai khac
mang ban chat di truyén giiia cac gia stic, gia cAm vé kha nang su dung
thic 4n, néi chung 1a biéu hién cha nhiing sai khac trong cic qua trinh
trao doi cd ban do gen kiém soat.

Nhiing sai khac nay din dén cac dic diém sai khéac trong sinh
tridng, phat trién, trong kha nang chuyén hoéa thite an thanh thit, sia.
tring v.v.... khac nhau gitia cac dong, cac gibng gia stce. gia cAm, cac ca
thé. phu thoc khong chi ch& d6 khau phén, nudi dudng, cham séc, ma ¢é
mit quan trong 1a do ban chét di truyén.

Rat nhiéu thyc nghiém khao sat da phat hién sai khac di truyén
gilia cac gidng ga vé kha nang s dung céc loai thie an dinh dudng dac
thu, Hign tugng kim ham qua trinh st dung riboflavin (vitamin B.) 1a
mét réi loan vé trao ddi chat, & nhitng ga c6 36t bién gen dan dén khong
c6 kha nang truyén lai vitamin nay cho th& hé sau qua tring, vitamin
nay cd trong thie an cta ga.

M6t thue nghiém khac phat hién d nhiéu ga mai, cung an mét loai
khéu phan. nhung lai sai khac nhau vé ham lugng tiamin {vitamin B))
trong triing dé ra. Ngudi ta dd thiy, tiamin dy trit trong méau cua g
mai dé, sé di vao tring, do dé nhiing sai khac vé ham lugng tiamin
trong tring la chi tidu tric tiép danh gia kha nang su dung vitamin nay
cua ga, dua vao qua thiic 4n.

Nam 1964, Hutt da ching minh dugc uu thé& nay cua gidng ga Logo
so vdi cac gibng ga nang can khac.

Bang Hl.4. Ham lugng tiamin trong trimg cta mét sd gidng ga cao séan

Gidng ga S5 dong Ham lugng tiamin trong 100g r

nod@n hoang tring (mg) |
Léng trang 13 198 H
R6t 40 5 138 .
Plimut sag 3 14 |

Niu Gemsia 4 A4



Ngay gitta cac dong khac nhau cia ga Logo tring, ngudi ta ciing
phat hién cAc sai khac vé ham lugng tiamin. Cac s& liéu thuc nghiém
néu trén, rd rang chiing minh rang, dic diém trao déi chat sai khac giita
céc gidng va ddng ga la ¢ so di truyén, do gen difu khién. Ngudi ta
cling phéat hién nhiing sai khéc rd rét gitia cac giéng ga vé kha ning si
dung vitamin D va E. v€ nhu ciu d8i véi magié (Mg) cdn cho sy phat
trién binh thudng cua xudng va nhiing axit amin nhy metionin va
acginin, bao dam cho sy phat trién binh thudng cda cd thé.

IV. DI TRUYEN HOC HEMOGLOBIN
V01 CONG TAC GIONG GIA SUC

1. Cau trac, chitc nang di truyén cta hemoglobin

Hemoglobin ¢ ngudi va ddng vat c6 chite ning chd y&u la van
chuyén oxy, qua khé nang lién két thuén nghich véi oxy. Kha nang nay
cang ngay cang duge hoan thién trong qué trinh tién héa caa cic loai.

3 sinh vat nguyén thiy, kha nang ti€p nhin oxy cha méi trusing
dinh dudng (nhu nudc bién) 1a 0,5 ml/100ml. Kha Nang nay cua mau
dbng vat ¢6 vii, 1a mbi trudng dinh dudng tryc tiép cua t& bao dong vat,
da tang 1én 50 1an (25m1/100ml).

Chuc nang cua hemoglobin da duge phat trién qua sy tién héa, cha
yé&u qua cac bude phat trién cao ctia sfc td hé hap dé hinh thanh
hemoglobin, sau dé la bude dinh khu hemoglobin trong céc t& bao biét
héa, cu thé 1a héng ciu.

Dai phan tit hemoglobin ¢6 trong lugng phén tit khoang 66.700 (&
nguci), bao gdm 4 nhém hem, chita sit, gdn véi 4 chudi globin 1a phin
protein cua phén ti hemoglobin. Bén chudi globin gdm 2 nhi hdp, tde
cac protein dudi dang 2 cdp chudi o va 2 cap chudi p (6 nguot trerng
thanh).

Chudi polipeptit o gdm 141 axit amin, chudi B gébm 146 axit amin
va déu c6 trong lugng phan ti khodng 1700. M3i chudi polipeptit gin
vOl mét hem tudng ing tao thinh mdt monome, titc chat don phan, va
ca dai phan ti gbm 4 monome. tao thanh polyme, tc chit tring hdp
hoéc da hgp. Vi dai phan ti hemoglobin chita céc loai polipeptit khac
nhau, nén ngudi ta goi day 1a loai protein di triing hop.
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Trong cac dung dich hemoglobin, cac tetrame (a,B,) ¢ trang thai
can bang dong véi cac dime (20p) va cac monome (2a + 2p).

Trong thue nghiém, ngudi ta cd thé tach duge hemoglobin A (HbA)
cua ngud trudng thanh, binh thudng thanh cac dime riéng bidt va sau
d6 lai cho két hop lai, theo phan (ing thuan nghich sau day:

atPd <ol +p;

Su phan ly thanh cac dime ludn luén 1a déi xiing. Tetramer phan ly
thanh cac dimer d nhitng vi tri tip xde¢ o,p, va a,f,. Hem 1a ving
poclirin ¢6 nguyén td sit d giia. C&u tric cua hem khéng bién déi,
gidng nhau 6 moi phin tit hemoglobin.

Vi vay trong nghién citu di truyén hoc hemoglobin, ngudi ta chi dé
cap tdl cac hién tugng lién gquan dén phin protein cha dai phan tu
hemoglobin. ma ngusi ta goi 1a globin. Vdi tryvpsin 1a chiat xuce tae dac
thu cho sy thuy phan lizin va acginin véi cdc nhém amin cua céic axit
amin khac, ngudi ta co thé cdt doan dai phan ti hemoglobin dé nghién
eitu, nhiing doan polipeptit nhé con dude goi 1 peptit. Phuong phap sac
ky gidv sé cho phép xac dinh dude cac peptit néu trén, ¢é toc do di
chuvén khéc nhau trén @iy siace ky.

Bang phuong phap sac ky k&t hop cac phan tich khéac. ngudi ta da
phat hién ban chiit di truvén cie rél loan trong chite ndng hoat dong
binh thudng cia hemoglobin d nguai.

Mét loal bénh di truvén do dot bién gen dude phat hién ur nhiing
nam gitta thé ky XX nav. dé 13 cac bénh di truyén vé hemoglobin dj
dang. dién hinh la bénh héng cau hém (héng cau khuyét). Phan tich
hemoglobin mau cae bénh nhdn nay., nam 1949, L. Paulin phat hién
thay § day 1a dang Hb® khae véi Hb?® binh thudng vé toe do di chuyén
trong dién truong thay ré qua dién di.

Nam 1957, V.M Ingram da phin tich thanh phan héa hoe va xic
dinh dude sai khie vé eitu tide hoa hoe gita HB™ di dang nav var Hb?
binl thuong. Mot trong 30 duin eas chudi béta trong phian 1 Hb oo sy
iy dol vitei T axit amin, axit glutanie & vi il s 7 trong doan nay cs
HbY dude thay bang valin. Pav 1 bien doi & mae phan tl do dot bien

trong cau trde gen. T sai khae vé ban chitt haa hoeo valin ¢o tinh ek
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dién  khac véi axit glutamic, kéo theo cac bidn doi vé sinh 1y,
Hemoglobin ctta t& bao hinh liém bi kh( oxv, trd thanh khang hoa tan.
hinh thanh nhiing b6 s¢i hinh éng quanh dic. Nhing s¢i nay liium bién
dang hong cdu, lam héng cAu dé v3 va quan trong hon l1a Jam cho hong
cau khé luu théng trong cac mao mach. Kha ning van chuyvén oxv ctn
hemoglobin gidm di. Tridu ching nghiém trong nhat 1a nguy co Ui vong
cia b¢nh nhin do hién tugng tie mach tai cic diém ndi mach vii trong
cac ndi quan (nghén mach, trombosis).

Hong cau khuyét, khéng hoan chinh, d& bi phan hiv (v3 hong cau)l,
dan dén thi€u mau nghiém trong. T d6. sy tazo huyét phai tang 1én ga]
béi, budc ty phai hoat déng manh hon. do dé sung lén.

Trong thyc té, nhing ngudi déng hop thé vé gen troi dot bidn nay
(88) thuong chét sd sinh, trong giai doan 3 thang dén 2 tudi.

Bang II1.2. K&t qua phan tich sic ky, so sanh gitta Hb* va HbS

Trinh tu cac axit amin Hemoglobin Hemoglobin
mot doan Hb* Hb*®
1 Histidin Histidin
2 Valin Valin
3 Loxin Loxin
4 Loxin Laxin
=S Treonin Treonin
5 Profin Prolin
7 Axit glutamic Yalin
8 Axit glutamic Axit glutamic
2] Lizin Lizin

Mot s& liéu diéu tra trong cac cap vo chdng déu o6 kidu gen di hop
thé Ss (Ss x Ss) da cho thdy, trong s6 409 con sinh ra ¢ 263 tré bi hing
cau liém, 146 con lai binh thudng. O day. rang ty 1¢ 3:1 duge thay
bang ty 1é 2Ss : 1ss, chitng td gen dot bién trai o dang déng hop thé o6
tac dung gay chét, cic ca thé SS déu bi tit vong ti¥ khi ¢on non thing.

Nguoi ta cing phat hidn mét di dang hemoglobin khac 13 Hb®. 1a do
mét bién ddi phan td, axit glutamic clia Hb* dude thay bang lizin trong
Hb',
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Su thay d6i géc axit amin trong cac di dang hemoglobin & ngudi:

COO II‘JHa
| CH,
CH, CH, CH, |
! CH,
\ / |
CH, CH s
I | (I3H2
—NH—~CH—CO— —NH—CH-CO—  NH — CH — CO —
Axit glutamic Valin Lizin
Hb* Hb® ' Hb®

Vé di dang hemoglobin, ngoai Hb®, Hb® vita néu, cén nhiéu dang
khac, nhu dang Thalassemia, cén goi 1a bénh thidu mau vang bién, khi
& dang déng hop thé, thudng gay cho tré em bi thiu mau trAm trong, do
v3 hdng ciu, kéo theo sung ty, sung gan, s8 lugng hdng cdu gidm, ham
lugng hemoglobin giam, dé& chét sém. Gen vé Thalassemia dan tdi trang
thai 1a su téng hop hemoglobin dang sd sinh (hemoglobin foetal, HbF),
khéng cham ditt sau khi sinh nhu d tré em binh thudng.

3 Viét Nam, theo téng két ctia Vién huyét hoc va truyén mau, bénh
vién Bach Mai, c6 phé bién dang di hop thé.B-Thalassemia,thudc thé p-
Thalassemia véi F ting 14 chi y&u. Bénh nay di truyén theo quy luat
trdl, do gen trén nhidém séc thé thudng, khéng lién quan gidi tinh.

2. Di truyén hoc da hinh hemoglobin

2.1. Pa hinh hemoglobin trong phdt trién cd thé

Hién tugng da hinh hemoglobin trong qua trinh phat trién ca thé o
ngudh duge xac dinh qua 3 dang hemoglobin ¢6 ciu tric phan ti khac
nhau, xuat hién ¢ 3 giai doan, phéi, thai va trudng thanh.

2.1.1, Hemoglobin phéi (embryonic hemoglobin, HbE)

Nam 1954, H.Drescher, Kunger phat hién HbE 6 thai 3 thang tudi;
sau d6 nam 1956 J. Halbrecht eling néu 1&n két qua tudng tu.

Nim 1964 Huchns da di sdu, xac dinh ¢6 2 dang HbE khac nhau,
day 1a Hb Gower I va Hb Gower II.
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Hb Gower II duge xdc dinh rd hon, gdm 2 chudi polypeptit « va 2
chudi polypeptit ¢, v6i cong thic a, &,.

Hb Gower [ ¢6 thé c6 2 kiéu cfu tric phan tit, hodc la thudc mot
loai chudi ¢ (cong thyp £,), hode gém 2 chudi & va 2 chudi ¢ , véi cong
thie ¢, €,.

Vé sau, Hecht, nim 1967 va Capp, nam 1970, phat hién thém mét
dang hemoglobin dac trung cta giai doan phéi, goi 14 Hb Portland I, ¢6
cdng thic cdu tric 1a vy, @,.

Chuyén déng dién di ctia Hb Portland 1 rdt khé phan biét vai
hemoglobin trudng thanh.

0 gia sue (bo, lon, v.v...) ngudi ta ciing phat hién duge hién tugng
da hinh hemoglobin trong qua trinh phat trién ca thé.

Hemoglobin phéi (Hb®) duge phat hién & bd (Kleihauer, Stoffler,
1968 va Kitchen, 1970) vd1 2 dang, xuit hién d phéi bo lde 4 tudn sau
thu thai va bién di hoan toan khoang 6-10 tuan sau khi sinh.

Qua lai phén i, cac tac gia néu trén di xac dinh, v& mat ciu tric
phén tu, hai dang nay tudng tng véi Hb Gower I ( ¢, hay o, €,) va Hb
Gower II { o, £,) G nguagi.

s) Ign, ngudi ta cng phéat hién hai dang hemoglobin phdi, tucng tu
vél Hb Gower I va Hb Gower II ¢ ngudi. (Kleihauer, Stoffler, 1968:
Kitchen, 1970; Béng Hiu Lanh, 1977).

Céng trinh thye nghidm & Viét Nam, cho thay & lon I, cac dang
hemoglobin phéi khéng chi ¢6 & giai doan phéi 30 ngay tudi nhu & lon én
ddi (Pai Bach ...) ma con e6 tir giai doan sém hon (20-25 ngay tudi sau
thu thai). Cac dang hemoglobin phéi o lgn I Viét Nam dugc thay thé
hoan toan béi cac dang hemoglobin khac liic phoi 40 ngay tudi, trong
khi dy, 6 lgn Dai Bach 1a Iic phéi 50 ngay tudi.

Diy c6 thé 12 mét dac thit trong da hinh phat trién hemoglobin &
cac giéng Ign, phi hop véi quy luat sinh hoc nhiét dé, gia siac va dong
vat nhiét ddi c¢6 d6 thanh thyc sinh duc sém han, thi qua trinh thay thé
dang hemoglobin phéi cling s6m hdn so véi cac giong 6n ddi.

2.1.2. Hemoglobin thai hogc hemoglobin so sinh (foetal hemoglobin,

HbF)

O ngudi, trong thai & cudi thang thit hai, HbE gidm ro rét va HbF
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xuit hién. véi ty 1¢ phan trim ting nhanh. Td dau thiing thit ba dén khi
sinh. hau nhu toan bd hemoglobin téng & cla thai 13 HbE. chi khoang
2" thude hemoglobin trudng thanh.

Sau khi sinh, ham lugng tuong déi cua HHF giam nhanh va ty lé
phan tram hemoglohin trucng thanh tang ro rét. Hon 80% hemoglobin
tong =0 cua tre 3 thang tudl 1a Hb trudng thanh. O tré con khoe manh,
binh thudng, ti 5-6 thang tudl. ehi eon 2-3% Hb tong 6 1a thude HbE.

HbT bat dau duge biét dén 1 nam 1866, bai Korber, HbF ¢6 cau
trie phian ti o, v, trong dé chudi « giohg véi o caa hemoglobin trudng
thanh. Chudi v 1 dae lzu’ng(ho HbE. HbE ¢6 kha nang khang kiém cao
b Hb lttmng thanh, vé quang phé cue (im. chuvén déng dién di va
bicu hicn sée ky déu ed khiae Hb trudng thianh. Trong HbF truong thanh
khong e izoloxin nhu trong Hbh1

Nhut phan trén da thav, ¢ bénh Thalassemin, su ting hop HbEF
khong ¢hm dat sau khi sinh nhu tré em binh thuing. Qua kiém tra
miiu diay ron tré em binh thudng va kiém tra HbF § tré hi Thalassenia,
va 6 tré bi eae di dang HBEF, Schroeder. ndam 1970 di phat tién it nhat
¢4 2 gen edu trde ma hoa chudi polvpeptit y binh thuing. Tai vi tri axit
amin 136 cua chudiy . mdt dang v chiaa gly (G ) con dang kia chita Ala
(A ). Khitré sinh ra.eo ty 16 Gy 0 Ay vao khoang 3:1, ty 1& nay duy tri
cho dén 2-3 thang tuoi.

O gia sue ctng 6 HOE. HLF ¢ bo suat hién ldae thai 6-8 tuan tudi va
mat di lue 810 tuan sau khi sinh. Tho gl nay 6 sal khae gita cace
giong heo.

Sau khi sinh. IIbF giam dan vt Hb trudng thanh tang lén, ¢6 su
th.t\ thé dan HbE bing Hb trugng thanh trong nhiing thang dau sau
khr sinh cua bé. Tha gian thay the hoan toan HLEF bing Hb trudng
thanh e khiae nhau gitia cie gidhg bo, 6 bo lang trang den 1a 110 ngay
tudn, g bo Geesay 120 ngay (Mecurieva, Mikle. 1969, Ham higng Hbl g
be sat khae theo il 16n 1én va ca theo gidl tinh. Nhin chung, § giai
daan bé 2-45 ngayv tudi, ham luong HbE ¢ bé c¢ai 16n hdn be duie (Mikle.
1969). Két qua phin tich bé nudi 6 Viet Nam, da cho thiv, ¢ be lai Sind
v L }-i.-‘:-f&‘n. 1-80 ngav tudi, bén canh dang Hb trudng thimh, da phat
hiéen HbE, giam theo tudi 16n 16n eun bé va duge thay thé dan bing b
trudng thinh. Qua trinh thay thd nav ¢6 khae nhau gitta cie giong bho.
6 thé 6 lién quan véi thanh thue sinh due sdm. mudn. (Phan Cy Nhan,
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1970). Vé mat c&u trde phan t&, HbF ctia bo cling ¢6 céng thitc oys.

Thanh phan axit amin cia HbF va Hb trudng thanh ctia b cang c6
sal khac. C4u tric chudi cha HbF va ctia Hb trudng thanh 8 bd khéng
c6 sal khae gi trong trinh ty sdp x&p axit amin. HbF chi khac HbA
(trudng thanh) vé 1 chudi , d HbF 1a y . & HbA 1a B. So sanh véi chudi p .
thi chudi y ¢6 nhidu xerin, axit glutamic, loxin hdn, nhung lai it hon vé
hizin, histidin, metionin. Trong trinh ty axit amin cta chudiy va chudi p
6 20 gdc khac nhau. Khi dién di trén gidy v6i dung dich dém pH kiém,
HbF chuyén déng nhanh hon so véi HbA nhung chdm hon HbB mét it.
HbA va HbB la 2 dang Hb trudng thanh 6 bo. Cac thue nghiém trong va
ngoai nudc déu thita nhan, d nhitng gidng bd s6m thanh thuc hon. thi
qua céc 1a tudi 16n 1én cha bé, ham lugng HbA tiang nhanh hon dé thay
th& HbF. Nam 1964, S.Mikle khi so sanh bo Jecsay ¢6 db thanh thuc
sinh duc sdm hon bo Ha Lan, da xac nhan ham lugng Hb trudng thanh
tang va thay thé HbF nhanh hon & bé Jecsav so véi béa Ha Lan. Nam
1968, Pinco nghién citu qua trinh thay th& HbF bang Hb trudng thanh &
bo Castrom. dd thdy trong nhitng ngay diu sau khi dé, d bé c6 HbF
chiém hau hét khoy lugng Hb cia héng cdu, khodng 84%, dén 60 ngay
tudi giam xubng con 21,6%. dén 90 ngay tudi thi chi con lai mdt dau vét
nhé viv dén 105 ngay tubi thi mat hoan toan.

Nam 1963. Mikle cho 1A, trong nhiing ngay mdi sinh. HbF & bé
chiém 75.5%, sau do giam din va dén 110 - 120 ngay tudi thi khéng con
nda. Nam 1968. Kleihauer Stoffler cho rang HbF & bé bién mat khodng
lGe 10 tuan tudl sau khi sinh. Nam 1970, Phan Cy Nhan phan tich trén
ciae dan bé ¢ Viet Nam, G cac lita tudi 1 ngay (phén tich mau ngay sau
khi de), 6 ngay, 15 ngay, 1 thang, 2-3 thiang trén bé lai Sind, bé lai Ha-
An. bé lai gitta duc ndu Thuy si va cai lai Sind, da phat hién duge dang
HbF bén canh dang Hb trudng thanh trong mau bé 1-80 ngay tudi. O beé
mdi dé. HbF chiém 50-65% hemoglobin tdng s6, Hb trudng thanh chidm
35-40% (Phan Cu Nhan. Tap san di truyén hoc. Vién han l4m khoa hoc
Lién X6, t.6, 86 5, 1970). Hb trudng thanh & bé 1 ngay tudi lai Sind cao
hon 6 bé Ha Lan (chi 24%) cho thay qua trinh thay th& HbF biang Hb
trudng thanh 6 bé lai Sind 1a nhanh hon bé Ha Lan (giong én ddi).

Trén dé1 tugng lon (Sus serofa), két qua nghién citu thuc nghiém
cua céac tdce gia cdng b con c6 khac nhau vé HbF. Nam 1968, Kleihauer,
Stoffler dung ky thuat fingerprint, da néu lén két qua phat hién duge
HbLI® & lgn, cang ¢6 c¢ong thite cau tric 1a a,y,. P&én nam 1970. Kitchen
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lai thong bao 13 khoéng phat hién dude HbF & Ign. Cac thuc nghiém
nghién ciu ¢ Viét Nam, trén Ign I va trén lIgn Dai bach, phén tich
hemoglobin ph6i, 3 phoi 40 ngay tudi ctia lgn I va phdi 50 ngay tudi ctia
lgn Dai bach, d61 chiéu véi cac phén tich trén mau lgn s sinh va lgn
trudng thanh qua dién di trén gidy, trén gen tinh bot, trén thach déu
chua phat hién duge HbF.

Nam 1957, Robinson cho rang, bang dién di trén thach cé pH axit,
co thé dé dang phén biét HbF ( aty,) véi (a,).

Céng trinh thuc nghiém ¢ Viét Nam, theo k¥ thuat nay, véi dém
xitrat pH 6,2 cling khdng phat hién duge HbF.

Mot phuong phap khéc 13 huyét sic t6 khang kiém, so sanh dich
dung giai hong cau cac gidng lgn néi trén & Viét Nam, khéng dua trén
sal khac vé dién tich va trong luong phan tit cha cac chudi polypeptit v
va B. van dat k&t qua 4m tinh.

2.1.8. Hemoglobin trudng thanh (HbA)

HbA xudat hién tif trong thai va tén tai sust cho dén hét doi. HbA ¢
cfu tric phan td a.B,. Nhu viy, v8 mat phat trién ca thé clia cac chudi
polypeptit trong phan tit Hb, ta thdy chudi a 1a chudi hinh thanh va tén
tai subt qua trinh phat trién ca thé, ti trong phdi (a.e,), d&n thai (oy,).
dén tudi trudng thanh (a,p,). Chudi g, chi ¢ trong giai doan phéi, chudi
y chi xuit hién ¢ giai doan thal. Sau nay, ngudi ta con phat hién, Hb
trudng thanh, ngoai dang phd bién 13 HbA véi cdu tric phan tit o, B,
con cé dang HbA, véi cdu tric phin td o, 8, (2 chudi anpha va 2 chudi
delta).

Theo quan diém hién nay vé cac co ch& didu hda su tdng hop sinh
hoc protein, cé thé néu ra so db qua trinh téng hop cac dang hemoglobin
trong qua trinh phat trién ca thé. Theo cac loai cd ch& vé mét mé hinh
operon trong diéu hoa téng hgp sinh hoc protein, trong diéu hoa su biéu
hién ctia gen trong qué trinh phat trién c4 thé, ngudi ta cho rang d
trong sy tong hop va thay thé céc chudi polypeptit elia dai phan ti Hb
trong qué trinh phat trién ca thé, ciing cb vai tré cua céc chit cdm Ung,
cha't kich thich, chat fic ché& (h.I11.1).

3 ngudi binh thudng, qué trinh nay dién ra ¢6 tinh quy luat, phu
hgp vdi hoat déng cia cic operon trong hé théng sinh téng hgp
hemoglobin.
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Chi 0 mét s6 bénh
Iy, nhu Thalassemia @8 g4, ca0 #r0c € = ¥ B 8
néi & trén, thi quy lugt | | |
trén mdi bi vi pham, 8 (i polipeptit ¢

ngudi trudng thanh vin NN
tén tai mai HbF, c6 thé Pong Hb

—

at P P *2 <P w28y

do sy bat hoat cua cdc
. T, . Gower I Gowerll F A Az
operon va cac thanh ~ -
.. . R Ngoai 1

phan operon trong toan Trong 1 cung cung
bd hé théng. D& véi
chon gidng vat nudi, gia Hinh IiL.1. S9 d6 qua trioh t8ng hop cac dang
sic, nguol ta da van hemoglobin trang qua trinh phat trién ca thé

dung, xem cac dic diém ‘

sai khéc gilia cac gidng vé qua trinh tong hgp, thay thé cdc chudi
polypeptit hemoglebin 14 nhitng chi thi di truyén rit quan trong dé
danh gia pham gidng, qua dic thu trao d6i chit.

2.2. Pa hinh di truyén hemoglobin

3 phén trén, ta da néu 1én mot khia canh trong hién tugng da hinh
hemoglobin, ddy Ia da hinh trong qué trinh phat trién ca thé. Cac khdo
sat di€u tra trong ty nhién cing nhu cie thue nghiém phan tich, con cho
ta nhiéu dan ching thye t&€ vé nhitng khia canh khac ctia da hinh, ddy
14 da hinh di truyén, da hinh tién héa v.v..

C&u tric phan ti cac dang hemoglobin khac nhau, véi thanh phan
cac chudi polypeptit da dang, khac nhau da 14 ¢d s6 khach quan clia
hién tugng da hinh di truyén hemoglobin, ngady nay da dudc lam rd vé
nguyén nhin xuat hién céc ca ch& duy tri trong tu nhién.

Hién tugng da hinh di truyén hemoglobin phat sinh trudc hét 1a
dudi anh hudng cia dét bién, clia chon loc ti nhién, dong thoi d6i vdi cac
quén thé, con do tic ddng ctia chon loc nhin tao, trong d6 ¢6'vai tré cla
dich gen, tilc sy phan b& dot bién trong quin thé dudi dnh hudng cla
chac qud trinh di truyén ty déng, hinh thanh cac dong thai tin s gen
khac nhau.

R4t nhiéu loai hemoglobin di dang duge phat hién d ngudi cling 1a
mdt bing ching khach quan, trong d6 da phat hién rit nhiéu trudng
hop do dot bién diém, dot bién thay d8i axit amin trong cac chudi
polypeptit.
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Ngudi ta da phat hién va lam rd co ché, trong cac di dang, HhC,
Harlen c6 2 axit amin thay thé trén chudi § (o.,8,°*** *), HbX c6 2 axit
amin thay thé trén 2 chudi ( «,"**B,™"). D4t bién di dang hemoglobin &
ngudl ¢on de mat doan, mat mét hodc nhidu axit amin trén chudi
po]\[mpm Vi du: Hb Freiburg, bi mat 23 Val ¢ chudi 8, Hb Gun Hill,
mat hin 5 axit amin.

t}a hinh di truyén ¢én duge bidu hién d co ché tdp hgp mot loai
chudi thanh tetrame trong cau tric phin tit Hb, ¢6 thé do sy kim ham
cua mdt loai chudi polypeptit trong cac dang binh thuong, dan dén chi
con lar mét loai chudi dée nhat nhu Hb Bart's vy va HbH (B)).

2.2.1. Da hinh di truyén hemoglobin ¢ gia stc

Tinh da hinh di truyén hemoglobin da duge phat hién & dai gia sic
¢6 sung. d bo. ciru v.v.. noi chung khang lién quan dén bénh 1y (Pinco.
1968),

Trén d6i tugng bo, phan tich da hinh di truyén hemoglobin da cho
phép ¢6 thé dua vao day, xac dinh cac sai khac gita cac giong bo. Cho
dén nay ngudi ta xdc nhan, kiéu hemoglobin va tin s6 hemoglobin 1a
dédc trung cho céc gidng gia sic, ¢6 thé duge sit dung dé tim hiéu nguon
gbe gia stic, méi quan hé di truyén gitia cac gidng, m&i quan hé véi tinh
trang sitc san xu4t.

Trén cd sd cac két qua phan tich trén nhiéu gidhg bo, ngusi ta da
néu 1én thuyét vé 2 alen trong locut gen hemoglobin, thita nhan sy phéan
bd theo 2 gen alen, quy dinh 2 kiéu hemoglobin & dang ddng hgp thé, AA
va BB, va mét kiéu di hop thé AB (Cabannes, 1955; Grimes 1957).

Ba kiéu hinh Hb néu trén do st t6 hgp cha 2 alen trén 1 lcut nadm
trén nhiém sdc thé thudng, duge di truyén déng tréi.

Nam 1964, Carr phat hién thém alen tha ba & cac gidng ba chau
Phi ddy la HbC. Crockett, 1963 cting phat hién duge HbC & gidng bo An
D6, Nam 1965, Naik da phat hién 2 dang khac la HbX va HbA +
khillary & bo zebu An D6, HbX gidng véi kidu Hb ma Crockett, nam
1962, da phat hién & My, trén bd thit 6 nguén géc An Db, bd Braman.
Nam 1965, Osterhoff, Van Harden phat hién & bo chdu Phi cac dang
phu HbA,, HbA,, HbA, Nam 1966, Braend lai phat hién thém mot dang

mdéi nita, 14 HbD, chuyén dong dién di chim hon HbA. HbD c6 ¢ bo
Socgoce lun Tay Phi.
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Sai khac giita HbA va HbB la vé vi tri, sdp x&p cac axit amin trong
chudi polypeptit, tuy vé thanh phén axit amin thi déu nhu nhau. Sai
khac con duge biéu hién vé ham ludng cac loai axit amin, nhu § bd An
B, da phat hién ham luong xystein, lyzin, valin, alanin déu cé khéc
nhau gita HbA va HbB.

Gita 2 loai chudi o va B trong HbA ¢ bd, cling sai khac nhau vé s6
goc axit amin, § chudi B nhiéu hon chudi o . tuong ing véi sai khac nay
trong HbA 6 ngusi (o c6 141 axit amin, B ¢6 146 axit amin). Chudi B
chita nhiéu axit glutamic, axit aspartic, valin, leucin, prolin, nhiéu hon
80 véi & chudi «.

Khi so0 sunh chubi a trong HbA va « trong chudi HbB, nguai ta thay
déu ¢6 trinh tu axit amin va thanh phan axit amin gidng nhau. Giia
HbA va HbB chi sai khae nhau vé vi tri, thi ty axit amin trong chubi .
cu thé nhu:

Chubi Vitri 15 Vitri 18 Vitri 119
Bt glyxin lizin lizin
pe serin histidin axit aspartic

Cong trinh nghién ctu thyc nghidm trén cac giéng bo nudi & Viét
Nam cling cho thdy rd tinh da hinh di truyén hemoglobin. (Phan Cy
Nhén, 1972).

Bd lang trang den (gdc Ha Lan) chi cé kiéu HbA (100%), bo Sind
thudn chi ¢6 kidu HbB (100%). Bo vang Viét Nam ¢6 ca ba kidu, HbA véi
tin 55 gen 0,857, HbB 0,143. B lai Sind. 1a bb lai giita bo Sind (An Do)
v6i bo vang Vigt Nam, ¢ HbB 1a chii y&u 95% ctng HbA 5%. O bo lai
Ha-An Fy (1/2 mau bd Ha Lan) c6 ¢4 HbA, HbB, HbAB, véi tan sd gen
HbA 0,850 vt HbB 0,150. Bo lai Ha-An F, (3/4 mau Ha Lan) ¢6 tin s¢
gen HbA 0,850 va HbB 0,150. Bé lai Ha-An F,, véi 7/8 mau bo Ha Lan
thi 100% thude HbA.

Trén déi tugng lon nha (Sus serofa domestica), Borak 1958,
Kristjansson 1960, chi phat hién duge mét kidu Hb & lgn trucng thanh.

O Viét Nam, Tran Binh Mién, nam 1973, khao sat trén lgn Lang
Héng va lgn Landrace, Phan Cy Nhin, nam 1977 lam thite nghiém
phan tich trén lgn I Ha Nam Ninh, cling c¢hi phat hién duge mdt kidu
Hb trudng thanh.
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Nhung trén lgn ritng Chéu Au (Sus scrofa), Buschman, nim 1964,
d3 phat hién duge hai kiéu Hb trudng thanh.

Céc s8 lidu thuc nghidm & nhidu nuéc trén thé gisi va § Viet Nam
déu da thiza nhan, kiéu hemoglobin d gia siie, bd, lgn,v.v...1a nhiing tinh
trang di truyén 6n dinh, thudc loai tinh trang chat lugng. Ciing nhu céc
tinh trang v& nhém mau & nguoi va gia side, tinh trang héa sinh-sinh ly
khic nhu kiéu transferrin (Tf), albumin, postalbumin trong huy€t
thanh, v.v..., tinh trang kiéu hemoglobin héng cdu ¢6 ban chéit di
truyén, khong phu thudce thic an, diéu kién nudi dudng, chdm séc, khi
hau v.v..duge di truyén theo quy luat Mendel, tit d6 co th qua
genotype, qua biéu hién ctia céc tinh trang nay, ma danh gia, xac dinh
genotype, xac dinh phim gifng gia stic, vat nudi.

S& lidu thuc nghiém & Viét Nam trén cac dan bo Ha Lan, Sind
thuan, lai Sind va lai Ha-An F, da chiing minh cho ban chat di truyén
kiéu hemoglobin & bo.

Bang 111.3. Sy di truyén céc kiéu hemoglobin & bo nudi tai Viét Nam
{Phan Cy Nhan, 1970)

) ) Kiéu Hb g ddt con
Kidu Hb d bS me S3 ciip bd, me
A B AB
HbA x HBA 8 8
HbB x HbB 5 5
HbA x HbB 2 : 2
HbA x HbAB 2 1 1

Qua s§ lidu thuc nghiém trén ddy, ta cing thiy rd tinh trang vé
kiéu hemoglobin dude di truyén theo quy luat ddng trdi, nhu trong
truong hgp HbA x HBB —» HbBAB.

3. Ung dung trong céng tac gidng gia sic

Nghién ettu di truyén hoc hemoglobin duge Ung dung trong cong Lac
g1dng gia suc. dé tim hiéu ngudn goc dong vat, myc do gidng nhau va
khac nhau v8 mat di truyén gilta cac gidng, cac dong gla ste, cAu truc di
truvén cac quan thé gia sdc, theo mite db dong hgp thé va di hop thé.
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Nhiéu cong trinh phan tich kiéu hemoglobin & gia sic da gép phan
phat hién céc sai 14m ghi trong s§ gidng vé ngudn goe gia stic, tit d6 ma
kéo theo cc sai lam vé danh gia pham gidng, gia tri gay gidng cia gia
suc, gia tri cta cae ddng, hidu qua cta céc t& hop mau khi lai v.v...

Nam 1964, Mikle da céng b, khi kiém tra 159 bo lang tring den,
phat hién 154 con ¢6 HbA, 5 con 6 HbAB. Soat lai cén than hé pha da
1am rd céc 86 lidu trén, chinh 5 con c6 HbAB 1A cic con lai, khéng thuan.

Cho dén nay, ngudt ta thira nhan, phan tich kiéu Hb bo, gia suc la
phudng phap khach quan dé xac dinh nguén géc gia sie, ngudn gdc cac
giéng lai. Ki€u Hb va tdn s8 cac alen trong dé la d#c trung cho tiung
gidng bo, c6 thé gép phin xéc dinh méi quan hé di truyén giita cac
giéng. Nhiéu gidng bo chau Au chi ¢6 kidu HbA, nhu bd Holstein - Frise,
Aberdeen - Angus, d6 Dan Mach v.v...

Tan s§ alen Hb" cao duge nhan thay d b ¢ ngudn goc An D6, nhu
gidng bo Geesay. Gan day, ngudi ta phat hién alen HbC & cac giéng bo ¢6
nguén gde chau Phi va An Da.

86 liéu kiéu Hb cia bé vang Viét Nam cho thiy, b vang Viét Nam
¢6 kiéu Hb nga vé HbA, déng thdi c6 ca HbB va HbAR (tan s6 HbA =
0,857 va HbB = 0,143), d4t ra van dé cin tiép tuc di sau dé tim hidu
ngudn géc bd vang Viét Nam, 1am co sd khoa hoc viing chéce cho cdng tac
tao gidng bd mdi cua Viét Nam.

Nhiéu cong trinh thyc nghiém ciing da phat hién méi lién quan
gitia tinh déc trung kiéu Hb véi cac tinh trang nang suit. Nam 1968,
Pinco phat hién méi lién quan gitta kidu Hb véi st sén xuit sia & ba.
Bo ¢6 kiéu HbB va HbAB ¢6 ham lugng md sia cao hon & bo cé HbA. Bo
Dan Mach, bo Gecsay la nhitng gitng bd ky luc thé giéi vé ham lugng
md suia, déu ¢6 ki¢u HbB va HbAB.

O Vigt Nam, ndm 1972, Phan Cy Nhan ciing phat hién bo lai Sind
6 ham lugng md sia cao, 5-6%, ciing ¢6 dang HbB 1a chi véu, véi tin s6
gen HbB = 0,913,

Tuy nhién, vé mat phuong phap, ngay nay ngusi ta da tién lén.
danh gid mo1 lién quan véi nang sust, khong chi caa riéng chi tiéu caa
Hb. ma cua t& hop cong gdp véi mot s chi tidu hoa sinh khae, nhu s6
hicu caa Pineo, Sapire nam 1969, di xac nhan. gidng bo Castrom. ¢6 (o
hap HbAB v TIDD (transferrin DD), ¢6 san luong sita cao hon so vii bo
¢6 16 hap HbAA va TIAD.



V. D1 TRUYEN HOC ISOZYM

Enzym 1a nhiing protein c6 kha ning xuc tac dac bidt cho cac phan
{ing héa hoc trong hé théng séng. Enzym ¢é trong moi t& bao séhg, dude
goi la chat xic tac sinh hoe.

Isozym 12 cac dang khac nhau ciia mdt enzym (Hunter v Markert,
1957). Dd ta cac protein c6 hoat tinh ciing mét loai enzym. nhung lai
khéac nhau vé nhidu dac tinh 1y, héa. Cé thé néi isozym 1a bién dang
cha mot enzym, khac nhau vé cdu tric bac mét do cae locut gen khac
nhau cung xac dinh enzym &y, hodc do cdc alen khac nhau trén mét
locut cha mét enzym.

Allozym la cac bién dang tuong dng cua mét isozym (Prakash,
1969; Lewentin, 1969),

Céc phén ti enzym ¢6 nhidu bién dang trong cac quan thé tu nhién,
12 do d6t bién, din dén thay thé cac axit amin trong céu tric biac mot
caa chudi polypeptit.

Tt cd 80 néi trén, nguoi ta da si dung phudng phap dién di trén cac
loai gel (agarose, tinh b6t thuy phén, polvacrylamid). cung vai phudng
phap nhudm héa té bao dac trung, dé phat hién cac bién dang khace
nhau cua enzym, phait hién edc isozym, eic allozym.

Trudng hdgp mot enzym. mot protein dac biét do nhiéu locut khae
nhau quy dinh, hinh thanh céac isozym, ¢6 thé do hién tugng lap doan
ctia mdt locut ban dau, kéo theo sy phan hoa (biét héa) cta 1deut Ay theo
nhiéu hudng (Watts, 1968).

Cac isozym c¢6 thé hinh thanh do cae alen khac nhau cua cung mét
locut enzym. Cac isozym nay dudge goi la allozym. Nhiéu cong trinh
nghién citu da xac dinh dude tinh da hinh di truyén ca isozym & dong
vat, vat nudi, gia sdc, siu bo. Cac hé théng isozym da hinh la cic md
hinh rat thuan 1gi cho nghién citu, do ban chat di truyén tucng déi don
gidan va hdu hét duge biéu hién di truyén dong troi. T cac din ligu vé
da hinh isozym, ngudi ta co thé xac dinh kiéu gen cuia ca thé. phat hién
mite dé di hgp cia quin thé, St dung cac isozym. tite cac bién dang cua
enzym ngudi ta ¢é thé xem day nhu 1a mét chi thi cla gen. nghién ciiu
quan hé ho hang, ngubn gdc cac quan thé vat nudi. gia sic. Dua trén
tan s6 alen, ngudi ta xac dinh duge khoang cich di truyén, tuosng dong
di truyén gitta cae quin thé.
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Bing phudng phap dién di, cic cdu trie khae nhau cta CNZVIL cie
1s0zym, allozym ¢6 thé dugce bicu hién trén dién di d6.

Néu phin tlf enzym ¢6 cfu tric don phén. do 2 alen dong tréi xace
dinh. thi nhitng ca the dong hgp ti sé ¢6 1 cfu tir (A, hodc A,) con ca thé
di hgp ti ¢6 2 ciu tit (A;A,)). Néu phan tit enzym thude ciu tric nhi
phin, thi trén dién di d6, thé déng hop cb mot cdu tit AA, hoac ALA., va
the di hgp cé 3 ciu i (A,A,, ALA AA).

Cau tu c6 tdc o di chuyén trung gian 1a két qua cla su két hop 2
chudi polypeptit do 2 alen khac nhau clia mét lécut gen kiém soat.

Néu phan tll enzym ¢6 cdu trae td phin, tic do 4 chudi polvpeptit
tao thanh. thi cic ca thé dong hgp td ¢6 mét cdu ti (A,A,AA, hode
A.AAA) con ca thé di hgp td s biéu hién thanh 5 edu td (AAAA,.
AAALA, AAAA, AAAA, vLAAAA) (sodb 1),

0 mot s8 trudng hgp, phan tl enzym do | locut gen ¢6 2 alen quy
dinh, nhung trong d6 chi mot alen ¢6 hoat tinh, biéu hién mau binh
thudng trén dién di d9, alen tht 2 goi la "alen khéng". khéng biéu hign
hoat tinh enzym, khéng biéu hién mau trén dién di dé.

Nhu vay trong truang hgp nay, trén dién di dé sé ¢6 3 kiéu hinh. 2
kiéu hinh dong hgp thé gém mét kiéu hinh ¢6 mét cAu tit nhudm mau ro
nét va mét kidu khong ¢6 mau, mét kiéu di hop thé 14 mél cdu
nhuém mau nhat va manh, mong (so dd 2 cta h.11L.2.).

Cac cau tric da hinh di néu ¢ trén cha phan ti enzym & do eac ca
ché ¢6 s8 lugng locut khiac nhau. s6 luong alen khae nhau.

Tinh da hinh cva ciu tric phin 4 enzym con do cac cd ché bién déi
sau giai ma, tifc cac bién déi sau khi -cac chudi polypeotit cGa enzym da
dugc tdng hop. Cac chubi polypeptit chia phan tit enzym, ¢6 thé duge to
hgp vdi nhau, tao thanh cdu tit da phan. Trong cae cdu td da phin nay.
néu cée thanh phan déu gidng nhau. thi ching hop thanh edu td ddng
polime.N&u cac thanh phan trong céiu ti da phan khac nhau. tite do cac
alen khac nhau hode cac 16cut khéc tao thanh, thi san pham s& la cau ti
di polyme. '

Nhu trong s¢ d6 1. trong trudng hgp enzym e cdu td dime, thi hinh
thanh 3 cfu td gbém 2 déng polvme, va I di polvme, trutng hop enzym
thudce tetrame. thi hinh thanh 5 cdu ti gém 2 déng polyme va 3 dj
polvie.
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Bang phudng phap dién di, cic cAu tric khic nhau etia enzym. cac
isozym, allozym cé thé duge bidu hign trén dién di db.

Néu phan t enzvm ¢6 ciu trae don phiin, do 2 alen ddng tréi xac
dinh, thi nhiing c4 thé ddng hdp ti sé ¢6 1 cau tu (A, hoac A,) con ca thé
di hgp tu e¢6 2 cau ti1 (AA). Néu phin td enzym thube eflu tric nhi
phén, thi trén digén di d6, thé déng hop 6 mét cau tu A A hodace ALAL va
the di hap c6 3 c&u L (A A,. AAL AAL.

Céu tu c6 toe do di chuyén trung gian la két qua caa sy két hgp 2
chudi polypeptit do 2 alen khic nhau cua mdt 1dcut gen kiém soat.

Néu phan t enzym cé cau tric td phén, tac do 4 chudi polvpeptit
tao thanh, thi cdc ca thé déng hgp tit c6 mot ciu td (A,A,A,A, hoic
AAALA,) con cd the di hop tif s& biéu hién thanh 5 edu i (A,AAA,.
AAAA, AAAA, AAAA, vA AAAA) (s0db 1),

¢ mét s§ trudng hgp, phan tit enzym do | locut gen ¢d 2 alen quy
dinh, nhung trong dé chi mét alen c6 hoat tinh, bidu hién mau binh
thudng trén dién di db, alen thi 2 goi 1a "alen khéng", khéng biéu hién
hoat tinh enzym, khéng biéu hién mau trén dién di dé.

Nhu vay trong truong hop nay, trén dién di dd sé ¢6 3 kiéu hinh. 2
kiéu hinh dédng hop thé gébm mot kiéu hinh 6 mét cau ti nhuém mau ré
nét va mét kiéu khéng cé6 mau, mét kiéu di hop thé 14 mét cau
nhuém mau nhat vad manh, mdng (so d6 2 cia h.111.2.).

Cac cau tric da hinh di néu § trén ctia phin ti enzyvim 14 do cic co
ch& c6 s6 lugng locut khac nhau. s8 lugng alen khace nhau,

Tinh da hinh coa c¢du triac phan ti enzym con do cac co ché bién déi
sau g‘lal ma, tlc cAc bién ddi sau khi.cac chudi polypeotit cuua enzym da
duge téng hgp. Cac chudi polypeput cua phan td enzym, ¢6 thé duge td
hdp v01 nhau, tao thinh ciu tif da phan. Trong cic ciu td da phin nay.
néu cic thanh phan déu gidhg nhau. thi ching hgp thanh ciu i dong
polime Néu cic thanh phin trong cdu ti da phan khac nhau. tae do cic
alen khae nhau hogc cac 16cut khac tao thanh, thi sin phim s6 12 edu t
di polyme. '

Nhu trong s0 dé 1, trong trudng hop enzym ¢6 ¢iu ti dime. thi hinh
thanh 3 cdu tu gém 2 déng polvme, va 1 di polyme, trudng hop enzym
thude tetrame. thi hmh thanh 5 cfu ti gom 2 déng polyme va 3 di
polyvme.
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Hinh 1.2 a. Sd du 1-enzym cé | alen thudng va | "alen khang”.

b. S¢ da 2- dién di dd cac enzym, manome, dime, tetrame.

Trong tu nhién, phin 16n cac dong vat, vat nudi, gia sidc, siu bo
v.v...d8u c6 cAc hé isozym da hinh, dude phat hién qua dién di d6. Vi du,
trong cac mb (t8 chite) cua dong vat ¢ xuong sdng c6 2 lécut lactate
dehydrogenaza khac nhau. Mi 16cut ma héa cac chudi polypeptit. cac
chudi nay td hop véi nhau tao ra tetrame.

Nam 1972, Schmidt va Engel da ching minh d ca chép Cyprinus
carpio, enzym aspartat amonotransferaza do 2 lécut gen xac dinh la
16cut A va locut B. Locut A ¢6 3 alen A, A’ va A", ti d6 hinh thanh 3
kiéu gen chinh ctia loai ca nay 1a AABB, AA'BB va AA"BB.

O ca chinh bién Atlantic Anguilla anguilla, ngudi ta phat hién
enzym dime-photphoglucozd-isomeraza do | locut Pgi ¢6 4 alen la
A.B,C.D. Lit d6 ma hinh thanh 4 kiéu gen dbng hgp thé AA, BB, CC, DD
va 6 kiéu gen di hop thé AB. AC, AD, BC, BD va CD.
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Nghién ettu di truyén hoc isozvm tr lau da =@ dung dé di sau vio
¢dce linh vige héa sinh hoe va di truvén hoe, duge xem nhu mot phuang
tién di truyén hoe Ung dung trong déng vat hoe. Cac allozym duge st
dung nhu cdc chi thi di truyén dung trong nhiéu linh vue thue Lidn, Jé
xac dinh ban chat di truyén. danh gia von gen cua cae quan thé dong
vat. vat nudi, mic do thuan chiung. mie dé di hgp thé cla cic giong noi.
gidng ngoai nhap ndi, xac dinh cdu trde di truyén quan thé cda cac load.
nghién ctu phan loai, méi quan hé tién héa gida cac loal.

Nghién cuu isozym ciing duge si dung trong phuang phap lap ban
dé gen. Nhu di biét, mét trong cac phudng phip lap ban dé gen 1o lai t6
b&o soma khac loai. T'rong t& bao lai xa duge hinh thanh trong nuéi cav.
chi con lai nguyén ven sd nhiém sie thé caa mot trong hai loai bo. me.
nhiém sdc thé cta loai kia tidu bién hau hét, chi con lai mét hode mot sé
it nhidm séc thé.

Phan tich kiéu hinh enzym cé mit trong t& bio lai giip ta xac dinh
dugce thanh phéin va vi tri cic gen trén nhiém sfc thé tudng tng ¢on lai
trong té& bao lai.

Ngay nay. ban do phan bd cac ldcut gen & nhiéu loai déng vat ¢6 vi
dd dude thiét 1ap bang ky thuét néu trén.

Phuong phap dién di enzym bang xenluloza axetat dic bigt thich
hop véi thue nghivm lai t&€ bao soma vi chi cAn lugng rat it vat miu dé
phan tich.

Cac két qua dién di allozvm duge st dung trong viée xéc dinh quan
hé ho hang, do st c6 miit cua cac alen dong trdi. di truyén theo kiéu dan
gen. Két qua cac phép lal di truyén. trit cac truding hdp 6 dot biéh. déu
pht hgp véi sy phan ly Mendel thé hién trén phan bo tan sé alen va
phéan b kiéu gen d doi sau. Do dé, ky thuat allozym ¢6 thé dude s dung
nhu mét nghiém phap ¢é xac dinh su phd hop trong méi quan hé b me
va con cai. Nghiém phép nay c6 thé xét vé ca hai bd, me hoic chi riéng
bd hodc me va xét sy tudng hop gitta anh chi em.

Xac dinh quan hé ho hang nhu trén dude dng dung trong khoa hoe
hinh sy va trong nhiéu linh vue sinh hoc, rat can nhu trong cac truGng
hgp xace dinh ro mdi quan hé gitta cde bd me hd v con cai.

Trong sinh hoc, di truyén chon gidhg gia sue, val nudi, phuong
phap allozym duge st dung trong cae trudng hop thu tinh nhiéu lan thu
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tinh nhiéu tinh tritng, qua kiém tra trén con cai, xac dinh dudgce ngudn
goc con vt v.v...

Trong thé€ gidi sinh vat, thudng c6 nhitng loai, nhitng dong vat in
kin nhtt khé phan biét vé biéu hién hinh thai bén ngoai. Ngudi ta ¢é thé
tim cach phat hién, nhu nghién citu nhiém séc thé, xac dinh pheromon,
phén biét giong tiéng kéu, phat hién tap tinh v.v... Bén canh dé. ky
thuat dién di aliozym la mdt phuong phap cé hiéu qua, dude st dung
trong cac trudng hgp ma cac phuong phap xac dinh théng thudng khong
dat hiéu qua.
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Chuong IV

DI TRUYEN PHAN TU TAP TINH & PONG VAT

A.CO SO DI TRUYEN VA DI TRUYEN PHAN TUS
TAP TiNH O DONG VAT

L. CO 8O DI TRUYEN TAP TINH CHUYEN DONG HUGNG TRONG
LUC O DROSOPHILA MELANOGASTER

Hirsch vé\ Th. Dobzhanski, qua thyc nghiém, da chitng minh. rud;
ddm c6 ede tdp tink  di truyén rét khdc nhau, trong d6 rd nhat 1a phan
ung vdi trong lue (response to gravity).

Binh thUOng, trong cac lodl Drosophila nubi thi nghiém, hau hét
cac ca thé ddu 6 chuyen déng am tinh hudéng trong luc (negatlve
geotaxis), titc khi cho rudi vao mét 6ng nghiém thdng ding, rudi bay lén
cao, ngugce chiéu trong lue.

Riéng quan thé tu nhién ban diu Drosophila pseudoobscura duge
Dobzhausky tién hanh thyc nghiém tap tinh chuyén déng huéng trong
lyc (geotaxis) thi bao gém du cac ca thé thugc 3 trang thai: chuyén déng
huéng trong lyc 4m tinh (bay lén cao), duong tinh (bay xudng thap) va
trung tinh (bay ¢ lung ching giita 6ng nghiém), véi ty 1& 3 trang thai
gan nhu ngang nhau.

Dobzhanski cho phdi giita cac ca thé rudi chuyén dong ré nét duong
tinh vdi nhau va gitia cdc ca thé chuyén dong 4m tinh rd nét nhit véi
nhau. Sau qué trinh chon lo¢ va cho nhan gitng thudn qua 15 thé hé,

thu dudge toan bd cae ca thé, hoac chuyén dong dudng tinh hudng trong
luc,-hodc chuyén déng 4m tinh hudng trong lye.

Hirsch va Enleumeyer-Kimling, tién hanh cac thyc nghiém theo
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phuong phap nhu trén, ciing thu duge nhiing két qua tudng ty trén rudi
dam Drosophila melanogaster va da chiing minh ring, phdn iéng vdi
trong lee § rudi daém D.melanogaster ditge quy dinh bdi mét s6' gen ndm
trén 3 nhiém sdc thé X, II va 111 cua rudi dam!

Trong quan thé ty nhién rudi d&m, khéng chon loc, nhiém sie thé I1
va X quy dinh chuyén dong duong tinh hudng trong lyc va nhidm séc
(hé 111 quy diuh chuvén dong am tinh hudng trong hie. Co nhiing ca thé
¢6 chce muce do rat khae nhau vé chuyén déng hudng trong luc. tir rit am
tinh «én rat dugng tinh,

(Ae sat khace trén 132 mot vi du hiing hén vé tinh da dang sinh hoe
ty nhién (natunal diversity), tao cho eac loail kha nang bién doi linh
hoat. thich nghi véi cae bicn déi mudn hinh mudn vé cua méi trudng.

1l. CO SO DI TRUYEN PHAN TU VA DI TRUYEN TIEN HOA
TAP TINH BONG VAT

1. Tap tinh nhén biét mui d cac loai dong vat c¢6 va

(‘o ché& di truvén phan td cha tap tinh nhan biét mui ¢ cic loai dong
val 06 v da duge titng bude 1am rd qua thanh tyu méi. phat hién cae
gen thu quan khitu gide. gen nhan biét mui (olfactory receptor genes) d
cae loai thd thude cic bd an thit (Carnivore), bo gude le (Perissodactyl)
nhu nzua, bd gude chan (Artiodactyl), gam nhim, doi.Su tién héa cua
cac gen thu quan khitu gide gan lién véi mdce tinh vi, nhay bén caa kha
nang nhan bidl mai cua cde loat néu trén.

Nehién  ¢du gan  day  nhit  cua  Laurie-Issel-Tarver, 1997
(California). da phan tich so siinh 4 ho phu (subfamilies) trong ho gen
(gene family) thu quan khitu giae d loai ché, dét chiéu véi eac loal ¢6 vi
khie, di bude dau xae dinh dude cac bién ddi ciia ho gen nay trong qua
trinh (101 hoa cua dong vit ¢o va.

Tiae gin da mé L4 cu thé 4 gen thu quan khiu gide duge phat hien 6
ché (Canis familiaris) 1z CFOIF,, CIOIF,, CLOIF,. CfOlF, . mdi gen trén
thude vé mét ho phu gen thu quan khiu gide d chd. Cac ho phu gen nay
e quy md 2-20 gen. Ca 4 gen nél trén (va nhing thanh phan khac cua 4
ho phu) déu duge bidu hign d biéu bi khitu giac etia ché. khong phat hién
thav d phéi. gan, nodn sao, 1a lach, tinh hoan. ludi. Nhing he phu nay
dude xac dinh qua phuong phip Ial phan 1 axit nucleic. cu thé ¢ day ia
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phudng phap lai Southern blot (lai ADN, do Southern, 1975) ADN ctaa
genom, cho lai gida cac gen trong mét ho phu. Bén ho phu gen khitu
giac no6i trén duge xace dinh trong ban dé di truyén, thudc vé 3 nhiém sic
thé& khac nhau cta ché. Cac thuc nghiém di sdu phan tich phén td cling
da phat hién ¢ sy tudng Gng gitia cac gen ndu trén véi cac gen thu quan
khitu giac ¢ ngudi.

Cong trinh nghién cdu di s dung cac phucng phap lai phan ti véi
cAc mau dd i ché (dog probe), phudng phap tach bd gen luu trit cua
nguol, tic thu vién bd gen (screening human genomic libraries), da xac
dinh gen khttu giac ¢ ngudi HsOIF, tng véi gen CIOIF, 3 ché dén 88%.

nim trong nhiém sdc thé 11 ca ngudi. (Homo sapiens). Gen khiu giic
HsOIF, cua ngudi cung Ung vai gen CfOlF3 6 ché, tuong (ng 86%, nam
trong nhiém sic thé s6 7 ciia ngudi.

Khi lién h& so sanh cac gen thu quan khitu giac ciia ché véi cac loai
khéc nhau trong ddng vat cd v, cong trinh nghién citu eta Issel- Tarver
va Rice, 1996, di cho thay, s lugng 1én va su da dang ciia ho gen thu
quan khitu gidc bao dam cho déng vat ¢6 vii nhan biét va phan biét dugc
hang nghin chat mui khac nhau.

S8 lugng Ién va su da dang nay cing vdi vai trd quan trong cua
khitu giac trong lich sd ty nhién cia dong vat 6 va, lam cho cac gen
khitu giac tré thanh linh vuc hip dan dac bidt cac nghién citu phan tich
80 sanh.

R6 rang khitu gidc 14 mdt b6 phan rit quan trong trong ddi séng
ddng vat cé vi, ¢b vai trd trong tip tinh xa héi caa déng vat. tim kiém
thite &n, phan {ng véi mdi trudng bién dai.

Dong vat cé vii sai khac nhau vé mic d6 cam nhan mui. su nhay

cam va kha nang phéan biét mai vi cta khiu giac. (Moulton 1996:
Stoddart, 1996).

Sai khac vé mic d6 tinh té cia khitu giac phu thude nhiéu véu td
khac nhau. M8t yéu t& 1a cdu tao (vi tri va kich thude) ctta bidu bi than
kinh khuu gidc trong mi.

Trong s& dong vat cd va thi c¢ quan khtu giac dac biét duge phat
trién d hau hét cae thd &n thit, thd gude 1¢, gude chin. gam nhim va
ddgi. Co quan khitu gidc bi thu bé lai ré nhat 1a ¢ ngudi, dong vat cip cao
(primate). dong vat ¢6 v séng ¢ nude (Moulton, 1967). Ngudi ¢6 khoang



10cm? biéu bi khuu giac, trong khi Ay ché Dic Shepherd c6 95-169 cm®
{Moulton, 1967). Sat khac vé kha niang nhan biét mui con thé hién & ty
1¢ nde bd danh cho khitu giac.

Ciling vdi cac sal khac trén vé mat cdu tao, giai phau, thi gilta cac
ddng vat c6 vi con sai khac nhau vé sd lugng va mlc da dang cta ho

gen thu quan khdu gide trong genom.

Mot s6 sai khée di truyén vé mat nay ¢ thé 1a do chon loc ty nhién
dua trén kha niang khitu giace. Cac gen thy quan khiu giae thuong duge
16 chue thanh timg cum gen lién k&t chat ché vai nhau (Sullivan, 1996).

(16 hidén tugng trao déi chéo khéng déu (unequal crossing-over) gitia
¢iae gen trong ho, dan dén 1a tang hoac giam sd lugng gen trong ho, nhu
da thiy 6 cac gen @ - globin cua ddng vat cdp cao (primate) (Zimmer,
1980).

Cic hién tugng va co ché di truyén néu trén dude xac dinh qua so
sanh cae doan, s8 lugng va vi tri trong ban dé di truyén clia cac gen
tudng déng (orthologous genes), tde nhiing gen déng dang & cac loai
khae nhau.

Cae thue nghiém d6 gép phan tim hiéu cac bién ddi cia cac gen nay
trong qua trinh tién héa cua dong vat cd vi, lién quan véi chung loal
phat sinh va.sinh thai cac dong vat ¢é va khac nhau..

Khi so sdnh 4 ho phu gen thu quan khitu giac gida cac loai, nhiing
bién déi trong s lugng, ngudi ta cho rang hiu nhu toan bd cac ho phu
gen nay da duge hinh thanh ¢ trude khi ¢6 sy phén ly cua cac dong vat
cd va. cach day 60-100 triéu nam.

Tap tinh nhan biél mui cac chat hod tan trong nudc thdy rd & ca
hai. Ca hdi rat nhay cam véi hién tugng nhiém ban nude, ¢é thé phat
hién chit hoa tan khéng qua vai chue phan tridu gam trén mét lit nude.
Cac nha khoa hoe Phap da phat hién trung khu nhan dang mui trong
nio bo ca nay, nhat la mui trong cac chit doe hoa tan trong nude dong
nude thai edng nghiép. Can cl sy thay déi théng s6 cla cie xung dong
than kinh ghi nhan dude tai trung khu nay, c6 thé xac dinh loai chit
hoa tan kém néng d6 cla no.

Ngudi ta cAm san dién cde vao trung khu khGu giac ca hi. néi véi
mot miy thu ede nhay dat trén bo, kém mdt may tinh dién tit. Céac no-
ron khitu gide cua ca H3i ¢6 thé "théng bao" bidng cac xung dong cla
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ching vé sy c6 mat mdt chat doc nio d6 trong nude véi ndng d6 ma cac
phuong phap phan tich théng thuong khé phat hién (G. Grep 1983).

2. Tap tinh sinh san vé pheromon hydrocarbon biéu bi

Cach ly sinh san 14 mét trong nhiing nguyén nhéan dau tién din téi
hinh thanh lodi médi § d6ng vat, gén 1ién véi su chon loc gidi tinh.

Ngudi ta dd nghién cdu phat hién co s6 di truyén phan tit cia mot
tap tinh dan t8i cach ly sinh san d rudi ddm Drosophila, dua trén sai
khdc, trong mét loai pheromon la hydrocarbon biéu bi.

Ciang gidng nhu nhiéu loai siu bo, rusi ddm Drosophila c6 mot 16p
carbon trén bé mit biéu bi. Hop chat nay ¢é tac dung bao vé cho da cua
con vit khong bi khd; 6 mot s8 lodi nhu loai hai canh (Diptera), loii
canh phén (Lepidoptera) nhu budm, canh ciing (Coleoptera), (nhu bo
rua, xén téc, canh cam...). Chat nay ¢6 vai tro nhu mét pheromon clia
con cai, dang din du kich thich con duc ciing loai.

Nghién ciu thue nghiém gan day clia A.Coyne (1996) da phat hién
sai khac mang ban chét di truyén vé Idp hydrocarbon biéu bi cia rudi
cai thudc hal loar than thudc (siblings species} Drosophila sechellia va
Drosophila mauritiana. G D. sechellia, hgp chat nay 1a 7.11- hepta
cosadiene (7,11-HD, trong khi d6 ¢ D.mauritiana 1a 7-tricosene (7-T).

Ngudi ta da phan tich, xac dinh duge co s6 di truyén cta sai khac
nay vdi mot sai khac vé tap tinh sinh san, din tdi cach ly sinh san gita
cac loal. '

Cac nghién ctu v& tdp tinh qua thuc nghiém truvén ghép
hydrocarbon (hvdrocarbon transfer) da cho thay, loai feromon nay cé vai
tro Idn trong cdeh ly sinh san giita rudi due D. mauritioana va rudi cai D
sechellia.

Ngugdi ta da xdc dinh, sai khdc gida cdc loai vé pheromon
hydrocarbon biéu bi la do cac bién déi tién hoa, téi thidu cta 6 locut gen.
tit ca déu ndm trén nhidm séc thé s6 111 cha rudi dam. . _

Sy khu trd cia hé gen nay trén nhiém séc thé s8 I1I cang duoe xac
dinh qua cac phan tich di truyén khac trén rudi ddm Drosophila
melanogaster, vé cac sai khac hydrocarbon & rudi cai, qua nhiéu céng
thite lai khac nhau.
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Thyc nghiém truyén ghép hydrocarbon (hydrocarbon
transfer)

Covne, 1994 da tién hanh thuyc nghiém, nhét rudi cai thi nghiém
chung vdi rudi cai loai khae (Ioai "cho", tdc "donor" species) trong mét s6
ngay. K&t qua cho thay rudi cai thi nghiém da tiép thu mét lugng 1én
hydrocarben cta rudi cho. Ré rang, hop chat pheromon hydrocarbon nay
da dudge truyén ghép true tiép cho nhau gilia cac ca thé rudi. Ngudi ta st
dung phuong phap vita néu trén dé truyén ghép hydrocarbon gitia cac
rudi cii D.sechellia va D. mauritiana va quan sat két qua qua theo dai
xem cac rudi duc da thav déi hudng din du nhiing rudi cai méi duge
truyén ghép hydroearbon nay nhu thé nao, tir d6 ma xac dinh vai trd
cua su sai khac pheromon nay trong cach ly sinh san.

Ban chit héa hoe ctia cac pheromon néu trén dude phén tich qua
tich chiét hydrocarbon biéu bi va cho chay sic ky khi(gas
chromatography). Sai khac vé hydrocarbon biu bi giita cac loai cua rudi
ddm Drosophila, din téi cach ly sinh san, dd duge nghién citu ddu tién
héi Cobb va Jallon, 1990, qua thiét lap méi tuong quan giita tdp tinh
dén du khde loai vdi pheromon.

Cobb va Jallon phat hién thiy rudi due cta hai loai ludng tinh gidi
tinh (sexually dimorphic) vé hydrocarbon (rudi dyc cé 7-T va rudi cai eo
7,11- HD), d& din du, theo dudi rudi cdi ctia moi loai. Mot két luan duge
rut ra l1a rudi dyc thude cac loai ludng hinh cé tdp tinh vé phan wng voi
hydrocarbon & pham vi réng ldn so véi ruédi dyc thuéc loai don hinh
{monomorphic;.

(Gia thuyét néu trén cua Cobb va Jallon di duge xdc minh qua thudc
nghiém truyén ghép hydrocarbon gita cAc rudi cai clia cac loai khac
nhau, giia D. melanogaster, D. simulans va D.sechellia.

3. Tinh luéng hinh giéi tinh trong tap tinh i)hén ung tranh
benzaldehyde & Drosophila melanogaster

Cac thyc nghiém vé ¢o sd di truyén phan ti tap tinh déng vat da
bude dau cho thay, hé sé di truyén v& phan {ng v8i mui ¢ déng vat 1
thap vi diy 14 mét loai tinh trang hinh thanh do chon loc ty nhién.

M5i tuong quan gifta sdc sdng, stic hoat dong chua déng vat véi tap
tinh nhan biét mui 1a khong rd, c6 thé 1a do khdi luong cic lécut vé
phan ing véi mui it 1ién quan vdi s6 lugng cac lécut vé sdc séng.
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Thuc nghiém cho thdy, 16cut gen tac dong 1én cac bién déi tu nhién
vé phan ing véi mii cla benzaldehyde 12 khong nhu nhau giita rudi duc
va rudi cai Drosophila melanogaster. Cé cac gen khac nhau giGa rudi
dyc va rudi cai, chi phéi su bién doi trong tap tinh nhin biét mui.

Ngudi ta cho 1a cd thé cé su phan li trong tién hda, sy phin hoa,
biét héa (differenciation) vé tap tinh nhan biét mii & rudi duc va ruéi
cai. Tinh ludng hinh gidi tinh (sexual dimorphism) thé hién & quin thé
Drosophila malanogaster tg nhién, vé phan Gng vé1 benzaldehyde qua
hién tugng rudi duc phan ting tranh benzaldehyde manh hon rudi cai.

Vé dac diém nay. nhiéu loai sdu bo khéc ciing ¢6 tinh ludng hinh
gidi tinh vé hinh thai rau angten nhéan biét mai (Hildebrand. 1985;
Lofstedt. 1993) va vé cac protein bam pheromon déac thi, nhu & mat s
loal budm dém, (moth) (Vogt, 1990).

Vé mit di truyén hoc, ta thiy rd tinh ludng hinh giéi tinh vé phan
fIng véi mii vi ¢ dong vat. rat phi hop véi céc sai khac trong su biéu
hién gen, trong su biéu hién phan héa cha gen (differential gene
expression), thiy rd 6 nhiéu mit, trong d6 ¢6 cd hinh thai khac nhau
gita duc va cal, thay rd gida rudi dam Drosophila melanogaster duc va
cai, & Drosophila malanogaster, ludng hinh gi6i tinh vé tap tinh nhan
biét mii dude biéu hién rd & hién tugng, rudi due dang tap tinh cam thu
mii dé phat hién con céi, con rudi cdi lai dang kha nang nhan biét mui
dé chon vi tri dé triing thich hgp, hoac tranh noi khdng thich hgp.

N6i chung, ngudi ta thay rd, su bién dj di truyén va tinh ludng hinh
gigi tinh vé tap tinh nhan bift mai ¢ dong vat, gdn véi chon loc mdi
trudng, ndl ¢ va gin véi tap tinh sinh sén. chon 4déi giao phéi. chon ddi
lta, phit hgp véi sy tién héa trong cach ly sinh san bd phan.

4. Nghién cu di truyén tap tinh cam thu magie
cua Paramecium

Magie 1a mét véu t& cin thiét cho hoat déng binh thudng chia hiing
tram loai enzvm trong té bao séng. Ngudi ta cho ring, sy tham thau,
trao doi tu do clia magie gitia cac t& bao ¢6 thé 1a mot véu té diéu hoa
quan trong hoat ddng séng cua céc té bao trong ¢g thé.

Paramecium la mdt ddng vat don bao, mdt protist dong, c¢6 kha
nang hdap thu ham lugng tuong doi 1én Mg?' di vao té& bao, chi trong
vong phan nghin cba giay (Preston, 1990). Toc dé va chiéu hudng boi
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cia Paramecium phu thuée tiém ning cta mang t& bao.

Bing phuong phéap di truyén hoe, ngudi ta da tao duge thé ddt bién
"Chameleon" 8 Paramecium, c6 sitc cam thu manh d6i véi Mg, Neudi
ta lam thuc nghiém, chuyén Paramecium tg nhién (dang hoang, wild
type) tu dung dich khong ¢6 Mg* (OmM Mg*) sang dung dich 5mM
Mg**, Paramecium sé boi ngudge lai (nguge huéng chuyén déng tu nhién,
binh thudng, Paramecium boi vé cuc 4m) trong 10-15 giay (Preston,
1994). Thye nghiém nhu trén véi thé dot bién Chameleon (Cha), chiing
cang bai ngude lai, nhung lau hon, gan 30 giay.

Cac phén tich vé dién sinh 1y da dan d&n gid thiét 1a tap tinh nay
duge bién déi & thé dot bién Cha, do tac dong dac tha ciia ion Mg¥, kich
thich ting thdm thiu Mg* qua mang t& bao. Hién tudng nay ciing
tuong ty nhu trudng hgp thé dot bign Cha tang cAm thu véi niken, vi
Ni*" ¢ling ¢6 kha nang thadm thau vao t& bao theo cach nhu trén.

Céac phan tich vé tap tinh cho thay thé d6t bién Cha ciing ¢6 phan
Ung tuong ty véi Na’. C6 kha nang 1a locus Cha dd mé& héa mét yé&u to
di€u hoa dac biét, lam ting kha nang hap thu Mg? va Na’.

Phuong phap gy ddt bién duge sit dung cho Paramecium 1a xd 1y
héa chat N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) hogc x{ 1y chidu
xa.

Phuong phap phat hién va chon loc thé dat bién vé tap tinh tang
cam thu Mg* dudgc tién hanh qua ky thuit theo doi chuyén déng huéng
dién cuc (galvanotactic technique). Ngudi ta ding khodng 200ml t& bao
Paramecium da duge xi ly ghy dot bién, rita sach trong dung dich
khoéng c6 Mg, sau dé ly tam dé tach riéng t& bao.

Dua cac t& bao Paramecium nay vao mot éng cé 2 dién cue, chia
dung dich Mg*, cho dong dién chay qua doc 6ng. Binh thudng , trong tuy
nhién, dang hoang dai, thi Paramecium chuyén déng vé phia cde Am,
khi boi trong dung dich khéng ¢6 Mg*. Véi thi nghiém nay, trong éng ¢6
dung dich chita Mg*, Paramecium di phan ng vé Mg** bang cach boi
nguge lai va tién théng vé cue duong. Sau khodng 20 giay, hau hét mol
té bao Paramecium duge héi phue lai sau kich thich ctia Mg?, lai bét
d4u bai vé phia cuc 4m.

Céac nghién cltu di sau vé di truyén phén t di cho thay tap tinh bai
“cua Paramecium 1a do tiém ning ctia mang t& bao, duge kiém soat bdi
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su chuyén déng qua nhiéu ldp khac nhau ctia kénh ion.

Ngudi ta da phét hién ¢6 hon 20 alen diéu hoa hoat déng ciia céc
kénh nay. D6t bién cha céc alen nay din tdi hinh thanh cae kidu hinh
mdi giéng nhu thé dét bién Cha.

111. CO SO DI TRUYEN TIEN HOA TRONG TAP TINH PONG VAT

Trong qua trinh tién hoéa clia déng vat, chon loc tu nhién da c6 tac
ddng, bao ton nhitng kiéu tap tinh thich nghi nhat. Nbidu tap tinh dong
vat chju anh hudng ré clia cae bién di di truyén, cac dét bién gen, déng
thdi cling ¢6 rhitng sai khic, bién déi trong tap tinh cua loai 1a két qua
tryc tiép cua cac sai khéc, bién déi moi trizong. Chinh tae dong qua lai
gitta dong vat véi moi trudng da dan t6i két qua tién héa thich nghi lién
quan mat thiét vdi tién hoa co quan thu cém.

1. Tién héa trong tap tinh nhin bi&ét mui

Ngudi ta thdy rd tap tm'h ¢ ddng vat va ngudi c¢6 nhing bién déi,
phat trién, tién héa r rét trong qua-teinh lich su lau dol cua su phat
trién sinh gidi. Mot trong céc hudng tién héa ré nét nhat trong tap tinh
1a sy tién héa thich nghi.

Céc thyc nghiém theo nhiéu huéng, trong dé ¢6 ca thue nghiém di
truyén phéan tu gin ddy, cho thay rd hé gen thu quan khitu giac & dong
vat phat trién tién héa rat nhanh va rd nét, dan dén hién tugng phat
toa do thich nghi (adaptive radiation) xuat hién nhidu loai hoin toan
mdéi tit kiéu thich nghi. Trong qua trinh tién héa theo huéng nay, da
xudt hién cac dong vat cé xuong séng, véi méi trudng séng phan héa rd
rét, loai sdng nudc, loai séng can, véi tap tinh nhan bist mui (olfactory
behaviour) ciing duge phan héa, phat hién duge mui hoa tan trong nudc
va mui tir cac chit bay hoi.

Sy tién héa thich nghi duge biéu hién ré ¢ thu quan khiu giae cha-
déng vat. Mot vi du dién hinh trong linh vuc nay la su ton tai déng thoi
ca hai dang thu quan khitu giae § ludng thé Xenopus laevis, dang dudi
nudc va dang trén can (Freitag, 1995).

Kha ning nhan bi&, phat hién mui ¢ cdc loai dong vat dufdc hmh'
thanh, phat trién, tién hoa. gin lién vél-qua trmh blen déi, phat Lrlen
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tién hoa cla cac cd quan thu cam khitu gide, dac biét ré & cac loai dong
vat c6 xudng song.

Céc thuc nghidm gan day nhat vé phan tich di truyén phéan ti. da
cho thdy rd, su tién héa vé miic dd tinh t&€, nhay cam vé kha nang phat
hién miti & nhiéu loai déng vat c¢6 xuong séng gin lién véi mie d6 tién
héa cua thu quan kh(tu giae, cua cac gen thu quan khitu giac. Cac gen
rhén biét mii trong thu quan khitu gide (olfactory receptor genes) dd
dige xde dinh ¢ nhiéu loai thi khdc nhau, dién hinh 1a & ché. b an thit
. {Carnivore), & ngita, bd gude 18, ddi,bd guéde chan (Artiodactyl).

Sai khéc, mic d6 tién héa vé kha nang nhay cAm tinh t& cia khiu
gidc edén phu thude va gin vdi nhiéu yéu td tién héa khae nhiau. nhu sy
bign d6i tién héa trong ciu tao, vi tri, kich thudc ctia biéu bi thin kinh
khiu giac trong mii.

Cd quan khitu gide bi thu bé lai, ré nhiat 14 d ddng vat cd va =éng
nude, & déng vat bac cao (primate) va dac biét rd la ¢ nguoi (Homo
sapiens).

Ngudi ¢6 khoang 10cm® bidu bi khitu giac, trong khi &y & cac lo&i
ché, nhu ché san, ché qudc phong. chd dic cdp cé thé cé 95-169em® biéu
bi khitu giac (Moulton, 1967).

Sai khac vé kha nang nhan biét mai con thé hién d ty 1¢ dai nio
thude trung khu khitu giac.

Dac biét, cac phan tich phan ti v& hé gen cac loai ddng vat ¢6 vi
con cho thay gifta cac loal nay cé sai khac vé8 s6 ludgng va mic da dang
trong ho gen (families) trong thu quan khitu giac, trong genom, sai khac
nay trong tién héa c6 thé gin lién yéu t& chon loe ty nhién dua trén kha
nang khitu giac, lién quan dén chung loai phat sinh va sinh thai cac
loai dong vat co va khac nhau trong qua trinh tién hoa cia dong vat cé
va.

2. Tién hoa trong tip tinh chuyén dong hudng anh sang

Déng vat c6 tap tinh chuyén ddng quang huang huong anh sing
{phototaxis) vdi kha nang dinh hudng téi ngudn. sang. O cac ddng vat
bac thap. ¢ nguyén sinh déng vat (Protozoa), ddng vat dan bao, tap tinh
nay con rat don gian. Trung roi (Euglena) ¢6 tip tinh hudng anh sang
duong tinh (positive phototaxis), bao gig ciing bdi vé phia cd ngudn sang.
dé quang hop anh sang mat troi.
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Euglena viridis c6 mot co quan thu cdm 4nh sang & ngay go’c cua roi
(ﬂagellum) trén cd thé con vat. Euglena viridis khéng bdi thing dén
ngudn sang ngay, ma bdi theo dudng vong, di quanh hudng chinh cha
tia sang, di tim tdi ngudn sang. D&y 1a tap tinh chuyén déng vong téi tia
sang (klinotaxis).

3 nhitng ddng vat thap khac , c6 ca "déi mat" da tién héa & hai bén,
thi lai phan dng theo cach chuyén déng thing téi ngudn sang. Ca hai
mét déu tiép xdc véi nguon sang, cac thu quan quang hoc nhan kich
thich ngang nhau tit nguén sang . Ngudi ta goi day la Tropotaxis. Nguge
lai v6i Euglena c6 chuyén déng quang huéng duong tinh, thi 4u tring
rudi ddm Drosophila melanogaster, lai ¢6 tap tinh chuyen déng quang
hudng &m tinh (negative phototaxis). Au tring rudi ddm bao gio cling
quy tu xa ngudn sang. Cd quan thy cam &nh sang cha ching dude phan
b3 & ddu trude cua co thé.

Chuyén déng quang hudng duong tinh va 4m tinh 1a nhing dang
nguyén thiy nhat trong khd ning va tap tinh dinh hudng téi nguén
sang. Nhiing ddng vat ndi trén day chi cam thu duge tia sang & cac goc
0 va 180°.

Sy tién hoa cla cac loai dong vat vé mét tap tinh quang hudéng da
di theo huéng phat trién, di 1én theo hudng ¢6 kha ning cdm thu tia
sang ¢ nhiéu goc d6 khdc nhau, cé thé dinh hudng anh sang ¢ nhiéu gée
dd, chuyén dong téi ngudn sang theo nhidu hudng (menotaxis). Su tién
héa trong tap tinh nay ¢ déng vat la rat quan trong d61 véi hoat dong
séng, kha nang thich nghi cua dfng vat, vi trong thién nhién, nguon
sang thay d8i vi trf mudén mau muén vé. Pién hinh vé tap tinh nay ¢
mic dd ti€n héa cao 13 la ban dinh huéng mét troi (sun compass
orientation) ¢ nganh chan khdp (Arthmpoda) va chim (birds). La ban
dinh hudng mat trdi chinh 1a nhan t6 cAm thu méi trudng ngoal, dudc
két hgp véi nhan td bén trong, nhan té di truyén, tao thanh cog ché€ sinh
hoc, trong tap tinh quang huéng, chuyén déng hudng anh sang, din té
kha néng dinh hudng, dinh vi & nhiéu loai sinh vat. Trong tap tinh di cu
cua cdc loai chim, lodi c4, v.v..co ch€ dinh hudng, dinh vi duose hoan
thién trong tién hoa. d€n mdc "gdn nhu chinh xAc tuydt dai*.

Co ché trén day dugde tdng hop qua nio, tao thanh ban ning cua
sinh vat, tao nén la ban dinh hudng & mét s8 loai, gitp cho dong vat xac
dinh duge phuong huéng dé vugt duge cac doan dudng cue dai, hang
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nghin cay s6, di cu, Jam t8, dé tring, tranh rét v.v...

" Chim hai 4u, di cu ti Béc cuc xubng Nam cue dé tranh rét, xa hang
50.000 km dong da hang 6 thang trdi, chi cAn mét sai léch nho vé
phudng hudng ciing dtt 1am chim chét guc doc dudng.

Nhan bién Béc cuc (Slernes arctiques) song d cyc Bic, dén mua sinh
san thi di cu xuéng phia Nam, &m ap d€ lam t8, dé tring, vugt chang
dudng dai hang nghin ciy s8. Chim con nd ra, 1dn 1én, du léng canh, lai
ciing c6 kha nang vugt nhiing chang dudng dai, xa la déi véi chiing, theo
ding dudng bay cua bd me, tim vé noi dat t5.

Céac thuc nghiém véi ky thuat hién dai, stt dung thiét bi vé tinh,
theo déi cac chim duge deo vong . da lam ro va khang dinh kha nang ky
diéu nay trong tap tinh mdt & lodi, nhu chim, hudu, rua bién. ca v.v...

Chim rudi, mo rat dai, hit méat hoa, bay vé Nam Mehico, dudng dai
t81 6500km. Luon bién, tU ngoai khai, di cu vao dong nude ngot, sau dé
lai quay ra dai ducng noi qué huong. Ca trich, c4 moi v.v... tit bién di cu
vao séng dé tring, bdo ddm an toan, sau dé lai quay ra bién.

Ngugdc lai, lodi ca chinh (Anguilla) ¢ Tay Au, Bic My, s6ng ¢ nudc
ngot, trong sbng, dén mua dé triing lai quay ra bién, dé & tng nude sau,
"¢6 sin thde dn la tae bién. C4 con nd ra, 1dn 1én lai bidt tim vé qué
huong nuéc ngot cua té tién.Ria bién, vugt hang 3500km, qua Thai
Binh Dudng, tim ndi dé triing, de xong lai quay vé chdon cia. Cac loai
hudu, hé & Béic cuc Canada déng lai tré vé Nam, xa hang nghin
kildmet.

Vé mat tién héa trong tap tinh quang hudng, ngudi ta di xac dinh
12 gitta kha ning chuyén déng hudng anh sang thé so. chi phan tng anh
sang d cac goe do 0° va 180°, tite quang huang am tinh va duodng tinh,
tién lén muc khd ning phan Ung chuyén dong theo anh sang 6 nhiéu gac
d6 khac nhau (menotaxis), thi ¢6 mot dang phan dng anh sing trung
gian, tic chuyén dong phan dng véi anh sang xuyén qua (transverse
phototaxis), dude phat hién 9 nhiéu loai gidp xac (crustaceans). Thuc
nghiém cho thdy, phan Ung chuyén déng theo 4nh sing c6 thé bi anh
hudng béi trang thai va cubﬁg_d@ tia sang chiéu ngang qua.

- Nguai ta lam thi nghiém, cho Daphnia hoac Artenia hodc Mysis vao
“médt bé-kirih, chifu ngudn sang xugén qua; va che thay 461 ting nic .
mét, cudng dj tia sang, cac con vAt néu trén sé boi ra phia bé mat cda
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bé kinh, theo chiéu huéng khéc nhau. Néu ta ting cudng dé ngudn sang,
chiing sé& boi theo nhiéu hudng, di xudng day bé kinh.

3. Tap tinh & cac dong vat cao cip, linh trudng

Qua trinh tién hoéa cta tip tinh néi chung duge thé hién rd, khi
nghién ciu tap tinh cita con ngudi,

Téap tinh cua ngudi ¢6 nhitng dic diém riéng trong tién héa. Con vat

hanh déng chu yéu theo ban ning, con ngudi hanh dong theo tri tué, . -

Nghién citu tién héa cua tap tinh trén con ngudi c¢é6 nhiéu khé khan
khong thé ap dung déi véi con ngudi, nhing phudng phip nghién ciiu
tién héa cua tap tinh déng vat, Khéng duge phép tién hanh trén con
ngudi cac loai thi nghiém tryc ti&p trén déng vat, chi c6 thé dya vao cac
s0 liéu ngdu nhién, cac tu liéu thu duge mét cach gian tiép.

Nhiéu nha tap tinh hoc di theo hudng nghién cttu tap tinh & khi
nhan hinh, khi h&u, gan con ngudi, nhu tap tinh xa héi ¢ khi, méi quan
hé me-con, tinh thuong cta khi me d8i v6i con. Bude ddu, ngudi ta da
thdy, cac tap tinh khdi thiy & con ngudi, cac tap tinh don gian, chua
phic tap caa con ngudi, déu ¢6 d dong vat.

Céc loai et ddng duge giy ra do kich thich don gian ti phin xa diu
g6 clia thal. cdm gidc ngudi me thay thai dap. tuy theo tu thé cla thai,
ndm diu xudi hay nguge theo da con ngudi me, cac cu dong tix khi lot
long me, ngap, khée, nhay mit, van déng chan, tay, v.v...cho dé&n cac tip
tinh phic tap nhu dit thic 4n cho con da th&y ¢ nhidu loai chim, day
con idn, day con ddp mdi, v mébi v.v... déu di cé & bao, hé, su ti, kha
ning bit chude, hi t4p tam theo, da ¢6 & nhidu loai thi, nhat 1a linh
trudng.

Con nguoi, véi nén van minh, khoa hoc ky thuat tién tién, phat
trién nhanh, cé dinh hudng va dy bao cho tudng lai ctia minh, thi déng
vat cing da c6 nhitng tap tinh thudc dang khdi thiy cia sy lo xa nhu
con ngudi. Hién tugng nay thdy ré ¢ tap tinh du trd thic 4n cho mia
ddng cia nhiéu loai tha, tha mdi v& du tri trong t8 ong, t8 méi, t& kién
v.v...(nhu vudn ndm trong té méi).

Su tién héa cta Lap tinh c6 thé dude minh hoa ré nét qua qua trinh
phic tap héa dan cua nhi€u loai tap tinh. Tap tinh sinh sin, tap tinh
l¥a doi nhu nhiéu loai chim séng mdt tréng mét mai "thiy chung", tap
tinh giao phéi déu c6 & cac loai déng vat. chi v&u do nhu cdu bam sinh
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luu truyén ndi gidng, 1ién quan truc tiép véi sy tit hocmon sinh duc.
Con ngudi, ngoal cac yéu t6 nhu trén, cdn ¢é thém yéu td tinh cam, quan
hé tinh véu v.v...

Tap tinh ki€m an cia cac loai khi, ddu 1& khi nhan hinh, khi hau,
da vugt 1én so véi cac loai thu khac, nhung van 1a c¢dn ddn gian, chi 1a
hai lugm. cén, xé, bé canh v.v.. khéng thé chuyén nhay vot sang ché tao
cdng cy lao dong, cé thiét bi may méc hién dai dé nang cao ning suit
ché tao thic an.

Tap tinh con ngudi m&t din tinh bim sinh don thudn, do sy phat
trién diic tha ciia bd nio con ngudi, dat trinh dé vugt xa hin so véi cac
loai ddng vat, ngay ca so v61 cac loai khi gan nguoi.

Trong sy tién héa clia tap tinh, so vdi té tién thdi nguyén thay, con
ngudi da vugt 1&n xa hén, véi cic co ché di truyén xa hoi, véi cde cude
cach mang xa héi, cach mang khoa hoc ky thuat, véi cac bude tién hda
trong b nio, tit dé con ngudi da ngay cang lam chu trong tap tinh cua
minh, diu khéng thé c6 & cac loai dong vat, ké cd cac loai khi gin
nguoi. \

Gan day nhat, duge cdng bd mét phat hién mdi, dac biét quan
trong, giup khoa hoc lam rd thém qua trinh tién héa trong tap tinh dong
vit, tap tinh xa hdt cha cic déng vat cao cidp. B phim khoa hoc trong
tuyén tap phim "Wild lLife" {2ude sdng hoang da), da céng b6 moét cudn
phim mang tua dé "New Chimpanzees” (Nhiing loai tinh tinh méi phat
hién). Ngudi ta dd quay duge canh trong ritng sdu, cic con tinh tinh
ding ting khic gé chéc, dap cac hat ciy vo rat cing dé tach hat ra an,
dap hat trén nén 1a cac goc cay, ré cay to 16 trén mat dat, theo diing quy
cach dap bing bia, de. Nhiing hat cting nay, con ngudi ta thi dap vo,
tach hat cing mat hang 25 phat mdi thanh cong. M6t 86 con tinh tinh
khac, lai da biét nhit cic hon da sdc canh. to, du ning, dé dap hat cing.
Clng trong canh ty nhién nay, ngudi ta con quay duge hinh anh con
tinh tinh me day cho con, titng bude, bidt cach dap hat ciing nhu trén.

V& quan hé, tinh thudng me-con d cac loai déng vat xa héi, ngudi ta
cing di quay duge hinh anh, mét tinh tinh con bj chét, con tinh tinh me
ngdi canh d& cAm xac tinh tinh con, dua 1én hén, ding cl chi thudng
x6t, tir gid dda con bat hanh. TU nhitng thue té xdy ra trong ritng siu
hoang da, ngudi ta da néu 1én van dé tri tué cua lodi tinh tinh, cé 97%
50 gen gidng vdi ngudi. Cac nghién ciuu gin diy vé khi d6t Gornilla 6
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Trung My da phat hién nhiéu hién tudng vé loai khi ndy, gép phan dé€ cé
thé ngay cing lam sang to hon van dé tién héa trong tap tinh dong vat
_cao cép, dic biét tu cac loai linh trLIdng, tién héa 1&n con nguoi.

Céac khao sat vé nép van tay, chan cta khi dot, dac biét cac xét
nghiém, vé thanh phin mau, cho thay gitta méu cha khi dét Gorilla véi
cua ngudi, khéng c6 gi khac nhau.

Nhiéu thuc nghiém, nuéi khi con trong gia dinh, cing chung song
v31 con ngudi, cling nhu cac diéu tra, theo déi cude s6ng cac gia dinh khi
dét Gorilla trong rung hoang, cho thay, d khi dét Gorilla, khéng chi c6
tai bat chude nhu tir xua dén nay con ngudi da than phuc ma vé mat
thén kinh con ¢6 duge mdt mitc do cao hon bat chuée, thé hién trong cac
yéu t6 tinh cam, tinh thuong me-con, trong cac méi quan hé biéu hién
hang ngay gida khi véi con ngudi chung s0ng trong mét gia dinh.

Cac tu liéu thye nghiém vé hién bang (banding technique) bé nhidm
sic thé, so sanh giita ngudi véi cac dong vat cao cip, cac khi nhén hinh.
dé cho th&y ngudi c6 quan hé tién héa gin véi tinh tinh (Chimpanzee)
hon so v8i Gorilla va véi Orangutan.

Qua tién hoa, t4p tinh con ngusi da hoan toan ¢ méot, cap d6 khac
han va vugt 1én, do cac yéu t& hoadn toan mdi, yéu t& xa hoi. Ca sd sinh
1y va ¢d sd di truyén chiém ty 1& bao nhidu trong tap tinh cia loai ngudi,
cdu hoi nay chi ¢é thé duge lam rd titng bude qua cac nghién ciu tong
hgp vé€ cd hal mat, di truyén va méi trudng, ph01 hop déng thdi cac
nghién citu vé sinh hoe, tdm 1y hoe, xd hoi hoc v.v..



Chuong V

PHAN TiCH PHAN TU TRONG NGHIEN CUU
DI TRUYEN PONG VAT

A. PHAN LAP (TACH CHIET) ADN

I. CAC NGUYEN TAC VA PHUONG PHAP TIEN HANH
1. Tach tir san pham biéu hién. Phuong phap nay tach chiét ADN tu
m-ARN hoéce protein
L1. Tie m-ARN
- Dung enzym sao ngudc:
m- ARN — e¢ADN mach don (ss ¢ DNA)

- ¢ADN mach kép (ds ¢ DNA)

- CAc gen tdng hdp tit m-ARN goi 12 gen b6 trg, khac gen goc la
khéng mang intron.

1.2, T protein

- TU trinh ty Aa — trinh tu nucleotid
- Tao doan mdi (primer) dé dé tim doan gen mong mudn.

CAn chiét xuét th& nao dé ¥it nguyén ven cfu Lric nguyén cua né
va thu duge ADN tinh sach.

2. Trén déi tuwgng thuc vat

ADN téng s§ duge tach chiét bang nhidu phuong phép: ure.
perchlorate/phenol chloroform tuy déi tugng va diéu kién.
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2.1. Yéu cdu

- Thanh t& bao duge pha v3 dé gidi phéng cac thanh phin trong t&
bao: nghién mé trong nito 1éng,

- Mang t& bao phai bi pha hiuy dé giai phéng ADN vao dém chiét.
Diing cac chat tay (1)

- ADN phai dugc bao vé& tranh bj cit bdi cAc enzym nucleaza; dung
EDTA, 12 hgp chat ¢6 kha nang lién két vai ion Mg*™, mot y&u td can cho
hoat déng cua nucleaza (qua dé, nucleaza bj e ché).

Chargaff va Zaménop, 1948, diing Na xitrat 0,05 M dua vao t& bao
dé két dinh v6i Mg ++, dc ché enzym dezoxyribonucleaza.

- ADN sau khi chiét xuat, phai tinh sach, khéng 1&n cac chat ttc ché
enzym nhu polysaccharide.

D1 véi nhiing cdy ¢6 nhiéu hgp chdt phenol, ngudi ta loai bd ching
biing cho thém PVP (polyvinyl poly pyrellidine) trong dém chiét. ’

3. Trén ddi tugng dong vat

3.1. Dau tién, ngudi ta dung néng dd mudi cac dé so by tach ADN
ra khoi protein cliia sinh vat nhan chuén, sau d6 dung chloroforme alcol
isoamyl dé chigt ADN. Théng thutng dung mé chita nhidu ADN, loai rat
it ARN hay polysaccharide nhu: nhan tuyén e - Thymus cia bé, tinh
triang, dich hoan ca.

3.2. Loqi bo cic thanh phin khdng mong mudn trong mau, chi yéu
14 céc protein

- MAu dude l4c that manh trong dung dich pheno!: chloroforme. c6
tdc dung lam bién tinh protein, nhung khéng hoa tan axit nucleic.

- Protein bién tinh khéng con hoa tan trong dung dich c6 chita axit
nucleic, sau khi ly tdm s& tGa thanh mét 1dp ndm gifta pha nude va pha
phenol; chloroforme.

- Pha nude c6 chia axit nucleic duge thu nhan.

3.3. Lam sach, tinh khiét va tiia ADN;

Trudng hgp ADN tuyén e bé, cé cac bude sau day:

(1) Cac hén hop chit tay riay (detergent) phé vé mang & bao va mang nhén,
giai phong ADN ra mdi truéng ddng thai phan hily cac protein }ién két vdi ADN.
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- tuyén {c bé con tuoi:

- 1V NaCl 0,9%, nghién thanh dung dich;

- ly tAm 6000 vong/phiit - bé dich 14y cdn;

-1V NaCl 0,9% lip lai nhu trén.

3.3.1. Ky thudt tia ADN

-5 V NaCl 10%, khudy manh & 0°C, 48 gig;

- ly tdm 6000 vong/ phiit - 1dy dich béd cin; |

- 1V methanol chiét dich, bo cén, 14y taa;

- lam khé trong chan khéng & 25°C;

- nghién thanh bt |

- hoa tan vdi 10 V NaCl 10%, khué‘fy..manh;

- ly tdm cham, ph4 v3 nhii tuong.

3.3;2. Tao dich long _

- 1V chioroforme - alcol- moamyl lam di 1am lai 9 1an; loai protein, |

loat két tua.

- Methanol 1V, loai dich, 14y két tia. ADN kha tinh khigt va
nguyén ven.

3.8.3. Chii y

- N&u can ché& pham ADN, dung enzym rlbonucieaza dé lam tiéu
ARN trong ché& pham

- Néu can ché pham mARN dé t8ng hop cADN, ¢6 thé tinh sach tidp
mARN bang oligo (dT)-cellulose, chat nay bam vao cac dudi poly (\) caa
cac mARN nhan chuin. sé tang dude ham hugng mARN, con ADN,
rARN, tARN lan vao sé duge loai bé.

4. Nguyén tic va ky thuat chung trong tia axit nucleic

4.1. Muc dich: thu nhén axit nucleic dudi dang ¢6 dic

- m6t mat dé bao vé khéi sy phan huy cua enzym:

- mit khac dé hda tan trong dung dich theo néng d6 mong mudn.
Théng thudng ¢6 hai phudng phap tlia axit nucleic nhu sau:
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4.2. Tua trong éthanol (ethylic alcohol)

Thye hién trong mél trudng cé luc ion cao (néng dé mudi cao), va
ndéng d6 ethanol cao (2,5 dung tich ethanol trong I dung tich mau), nhiét
d6 thip tao thuan 1gi cho viée tua. Hau hét axit nucleic duge ta.

4.3. Tua trong isopropanol

- khéng can mu.c“)’i;

- thé tich isopropanol/thé tich miu : 1/1;

- ADN trong lugng phéan ti thap khéng bi tda, do dé c6 thé duge
loal ra theo phudng phap nay. Ca 2 phuong phap trén sé dude thu nhan

bang ly tdm. Cin tua duge rda trong ethanol 70% dé& loai bd cac mudi
hodc cac d&u vét isopropanel con dinh trén mau.

B. BIEN TiNH VA HOI TiNH ADN

1. BIEN TINH ADN

_ Khi ADN bi tac dong bdi cdc tac nhan khéc nhau nhu tde nhén vat
Iy(tac dong nhidt, dun néng) hodc tdc nhén héa hoe (dung dich kiém,
formamide, ure), ADN sé bi bién tinh (denaturation) cac lién két hydro
gida hai sgi dan ciia ADN bi dit giy va hail sgi don tach nhau ra. Hién
tugng bién tinh xay ra & nhiét d6 bién tinh {melting temperature, Tm).
Tm cao hay thap, tuy thude vao thanh phan bazo cta ADN va cac diéu
kién st dung trong bién tinh. Tm phu thudc ty 1 cac cdp bazd G-C.

M&éi cap bazd G-C ¢6 3 lién két hydro, do d6 bén vitng hon cip bazg
A-T, chi c6 2 lién két hydro. Do dé6 , loai ADN ¢6 nhiéu cip bazo G-C hon
thi cang cAn nhifu ning ludng hon dé tach sgi don cia ADN. Ham lugng
G-C tang 1%, thi Tm phai tang 0,4°C. '

Khi ADN & trong mot dung dich c6 cac diéu kién phu hgp vé sinh
ly, thi Tm thudng trong khoang 85-95°C. Loai ADN c¢6 40% G-C, tiéu
bidu cho genom clia déng vat ¢6 vi, thudng bién tinh ¢ Tm khoang 87°C,
trong cac diéu kién sinh Iy phit hgp. Loai ADN c6 60%C sé bién tinh ¢
Tm khoang 95°C trong cdc diu kién tudng tu.
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11, HOI TINH ADN

Né&u nhiét d6 ha xuéng cham dan. véi cac didu kién thi nghiém
thich hgp, thi phan tit ADN lai duge héi tinh (renaturation), cac bazo
trong hai sgi don lai duge 1ién két nhau theo nguyén 1y b3 sung dé hinh
thanh trd lai chudi xodn kép, N&u nhiét d6 ha dét ngét, sé khong xay ra
héi tinh. ‘

€& hai qua trinh bién tinh va héi tinh ADN c6 thé duge theo doi
bang quang phd k& (spectrophotometer) cho phép do lugng anh sang di
qua dung dich. Khi ADN bi bién tinh, n6 hap thu nhiéu anh sang hon
khoang vai budc séng so véi khi ¢on & dang sgi xoéin kép. ADN mach kép
hdp thu Anh sang y&u hon ADN mach don.

Trong phan tu ADN lai, sy giam mat dé quang hoc (OD, optical
density) 260nm tuong Gng vdi sy ting s6 lugng cac phan tit lai, do sy
bAt ciip trd lai clia hai mach don bé sung. Cic gia tri OD dude do bing
quang phé ké. | '

C. TACH RIENG NHAU ADN SOl KEP VA ADN SO! PON

Phugng phap nay t:én hanh bang cét hydroxyapatite (HAP) hoic
mang loc nitrocellulose. HAP 1a nhiing tinh thé photphat Ca, dudc st
dung nhu mét gia thé. O ndng d6 muéi cao, chi ADN soi kép mdi bam
vao cot HAP, con ADN sgi don thi khéng bam, sé& thu nhén tach ra.

Sau dé, néu tang néng dé photphat 1én, ADN da gén gia thé ciing
sé tach ra, duge thu nhan riéng. Trén nguyén tic nay, néu ta cho hdn
hop ADN sdi kép va ADN sgi don di qua mét cdt chida hydroxvapatite,
thi hai loai ADN nay s& duge tach riéng nhau. Vi du, néu ¢6 mét ADN
da hién tinh va sau dé bit ddu cho héi tinh, cac doan ¢ sitc bat cap cac
hdn sé bat ddu duge héi tinh trude va trd thanh sgi kép sém hon, trong
khi &y vAn con nhitng sgi don khéac chua hdi tinh, Vi ky thuat trén, sé
duge tach riéng ra sd¢i don va sgi kép. :

Nhu trén da néi, dung quang phd ké sé tinh dugc ty 1 phin tram
cac phan t@ ADN méi duge lai. Nitrocellulose ciing ¢é nhiing dac tinh
nhu dd néu d trén va cac mang loc nitrocellulose c6 thé ciing dude dung
dé tach cac soi ADN keép khéi sgi don.



D. ENZYM GIOI HAN VA KY THUAT CAT BOAN ADN

L. KHAI NIEM

Nho ¢6 enzym gidi han (restriction enzym, RE), cac vi khuén c6 thé
cat ADN cia virut ldy nhiém vao ma khéng anh hudng gi dén ADN cila

ban than ching. o ,
Trinh td 487 xung khoang

O phén 16n cac enzym cit, cdc Diémn cét diém giva
diém (site) cit ddu la doi xiing | l
nhau. Tr_inh tu bazd t 5' —» 3 trén &’ T 1T T 1 1 3
mdt mach ADN giong vdi trinh tu G AATTC

bazo tit 5' — 3' trén mach bé sung.

Vi médi enzym gidi han déu cét ]” ” “ ” ” ”l
ADN tai mét site cdt die thu cho
enzym Ay, nén s6 lugng cac diém
cit trén ting phan ¥ ADNtaphy 5 | L L [ | 1
thudc thdi gian enzym nay c6 mat ¢ |
ADN #y. '

Diém cak

Trong mét s6 trudng hop, ciing
mot site cit lai duge nhan bist va
cdt bdi nhidu enzym tir cdce vi khuan khac nhau, duge goi 1a isochizomer
(iso: etng, schizo : cit). C6 méi quan hé rd nét gitia s8 lugng cac cip
nucleotid trong site cit v4i tdn 6 diém cit ciia ADN.

Mét enzym nhan biét doan cat 4 cip nucleotid sé cé tan sb cit 16n
hon enzym nhan biét doan cit 6 cap nucleotid.

)

1 ..
{—-s0 vi1
256 4096

4 &
1 1
[4] ("J
Enzym gidi han ¢6 3 nhom: 1, I1, T11 tuy dac tinh ¢it; nhém II duge
stt dung rdng rai nhit, nhém duy nhit duge st dung trong cac thao tac

sinh hoe phan ti. RE ¢6 kha nang cdt ADN thanh nhifu doan trong
lugng phiin t va kich thude khae nhau,

» Nhom RE I. Khi enzym nhén biét duge trinh tu, sé di chuyén trén
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phan td ADN dén cach dé khodng 1000-5000 nucleotid va giai phéng
khoang vai chuc nucleotid.

¢ Nhém RE II. Enzym nhén biét duge trinh tu va cit ngay 6 vi tri
ay.

e Nhom RE III. Enzym nhan biét mét trinh tu va cit ADN & vi tri
cach d6 khoang 20 nucleotid.

I1. CAC KIEU CAT CUA ENZYM GIGI HAN
1. Mt enzym gidi han diu tién |

Enzym nay dude dic trung bdi site gidi han dudi ddy, goi 13 Hind II
tach tif vi khudn Haemophilus influenzae. Nim 1970, Hamilton Smith
da xac dinh site gidi han nay nhu sau:

\
T G
hodc hodce
5-G-T-C-A-A-C-3
3-C-A-G-T-T-G .5
hosc hoic
A C
T

Mili tén chi site cit. Chu y tinh d6i xiing cla site. Cac ddu tan cung
3’ cua hai s¢i 12 gidng nhau, ciing nhu cac dau 5'.

Smith phat hién sy slta déi cta site do methyl héa adenin, mot
bazag duge di chuyén tit site bj cét.

2. Mot enzym gidi han thi hai

Enzym nay tach cac dau dinh (adhesive ends), 1a ECoRI chiét tit
E. coli
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Ta can chu § d&n tinh déi xdng ciia site. Cac chd cit cia ADN do
EcoRI lam tach ra cac ddu tan cliing sau:

5 - G A-A-T.-T-C-3
~C-T-T-A-A G -5

Dang enzym gidi han nay la mét ¢éng cu quan trong trong cong
nghé ADN tai t8 hgp. Cac ddu dinh lai duge néi lai ciing nhau, néu cing
1 enzym gidi han duge diing dé cdt ADN tit hai ngudn khéac nhau, vi du
nhu tit hai loai, thi moi ADN bi cat déu sé c6 cung cac dang ddu dinh
nhu nhau.

Véi thao tac nay, ngudi ta b5 sung modt doan nucleotid adenin vao
mét sgt ADN thudc mot nguon nay va mét doan nuckeoud thymidin vao
mdt sgi ADN thude mét ngudn khac.

Theo cach nay, ddu dinh - A - A - A - s& két hgp mét cach tu
nhién véi1 ddu dinh - T - T - T -. Bing phudng phap nay, cac phan ti
ADN tai t8 hgp gilta hai loai bat ky c6 thé dugde sinh ra trong éng
_ nghiém. Vi cac ebng trinh vé enzym gidi han, da cé nhiéu giai Nobel.
nhu cho Hamilton Smith, Werner Arber, David Nathans.

Ngoai vai tro trong ky thuit di truyén, enzym gidi han coén la mdt
phuong tién dé phén tich t8 chitc cia ADN. Chiing dac biét dudc st
dung d8i véi sinh vat bac cao, trong d6 ham lugng ADN qua lén 12 mot
khé khin trong viée x4c dinh duge ting viing ctia ADN. '

Cdc enzym gidi han khac nhau cé thé dude dung dé cit cac site
khac nhau nhung rat dac thii, cdt ADN thanh cac doan rat dac thi va
c6 kha ning tai sinh. Khi mét doan nao dé cia ADN d3 duge xac dinh,
ngudi ta c6 thé phan lap va nghién ctu.

Mot phuong phap dé xac dinh 1a ding mau do (probe) ADN. Theo
ky thuat nay, qua trinh duge tién hanh qua cac bude, 1am tinh khiét san
pham m-ARN cila mét gen va tao ra mdt ban sao ADN danh diu phéng
xa (cADN) tt m-ARN véi enzym sao méa ngude. Ban sao cADN danh ddu
12 mau do dot vé gen ma tir d6 dd san ra m-ARN, bdi vi méi sgi 1a bé
sung v4i mot sdi cua ADN ban dau.

Bing cich lam bién tinh va hdi tinh déng thdi miu do cADN va
doan gidi han cua ADN mang gen nghién citu, cac s¢i bé sung clia ca hai
¢ duge lai nhau. ADN lai nay ¢6 thé dude xac dinh béing diu phong xa
do mau do cung cip. Cling can nhac lai phat hién lich st cla 5.Luria
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trén E.coli B/4 nhiém phage T,, cho thay E. coli B/4 ¢6 enzym gidi han,
- cht ADN ctia T, tit d6.%, khéng ¢6 kha nang phat trién ti€p sau khi xam
nhéap.

2.3. Tém lgi -

Tinh chit chung, chiic ndng di truyén cia RE la bao vé vi khudn,
chéng lai cac phage va ¢6 dac hiéu vi tri, ¢6 kha nang nhén biét va cét
cac ADN tudng ng tai cée site dic hiéu cho ra cac ddu dinh c6 trinh tu
nucleotid dac trung.

1II. UNG DUNG ENZYM GIOI HAN
1. Tao ADN tai t6 hgp
2. Nghién citu cac hé gen
- Lap ban d6 mét sd hé gen: nhut ban dé gen ©X174, SV 40
3. Ding enzym cit chin doan bénh trong y hoc

Phuong phéap nay dang dé phat hién bénh di truyén.

- Mgt 5§ @6t bidn di truyén anh hudng dén cac didm danh cho
enzym cat gidi han

- Phan biét duge kidu gen binh thudng (kifu dai) véi cac gen dot
bién bang cach:

+ C4t "miu ADN" ctia hé gen béing enzym gidi han thich hdp.

+ Phén tach céc doan ADN trén gen dién di (qua d6 dai ngén khéac
nhau clia cac doan).

+ Chuyén céc doan 1én mang loc.

+ Cho lai v6i mau danh dau (probe) thich hgp (ding ARN), nhu
danh dau phéng xa (thudng 14 32p).

+ Anh phéng xa tu ghi cho thdy vi tri cadc déng ADN bé trg véi miu
ARN.

+ Céc dong nay duge tach ra dé nghién citu.

+ Choc 81, 8y t& bao phéi, va phan tich chdn doan nhu trén, phat
hién cac khac biét trong mau xd 1y enzym gidi han.
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4. Tinh chat rat dic hiéu ctia enzym cit
~ Enzym nay duge sit dung dé tim hiéu méi quan hé di truyén, ngudn
gdc cac quan thé.

Bang V.1. Bac diém-mét s6 enzym gidi han

Tén enzym Cach doc Vi khuén mang enzym Boan nhan biet
v vi tri cét
Bam Rl "bam-H-m&t" | Bacillus amylofiquefacien H +
5 GGATCC ¥
Enzym cb doan K CCTAG(TB 5
ct 6 chp
nuclsotic EcoRI “echo-R- EcoliRY13 v
Zn GAATTC
mét
CTTAAG
T
Hind 11! "hin-d-ba" | Haemophilus influenzae Rd | !
AAGCTT
TTCGAA
T
Hae-Ili “hay-ba" Haemophilus egyptius 1
GGCC
Enzym cé doan CCGo
cét 4 cap N
nucleotid
Sau 3A "sow-ba-A" Staphyiococus aureus 3A ¢+
GATC
CTAG
t
Not | “not-mot” Nocardia otitidiscaviarum d
GCGGCCGC
CGCCGGLG
T

E. PHUGNG PHAP PCR

PCR (polymerase chain reaction) dau tién dude st dung niam 1985,
do Karl Mullis. Ddy li ky thult in vitro che phép nhan nhanh mét gen
mong mudn 1én hang triéu lan trong mét théi gian ngin (tao dong in
vitro, khéng can hién difn cta t& bao). Nguoi ta ¢6 thé khuéch dai s6
lugng ban sao cia mot trinh ty ADN dich, nhan in vitro mét viing ADN



nam gitta hai viung trinh ty ADN di biét khoang 100 l4n théng qua
nhiéu chu ky gém ba budc:

- bién tinh ADN;

- bat cap vii méi; .

- téng hgp mach méi nhd ADN polyneraza;

C6 thé xac dinh trye ti€p trinh tu mét ADN duge khuéch dai bing
PCR théng qua tao dong. PCR c6 uu thé, phan tich véi lugng vat chat di
truyén cuc nhé (s¢i tée, vét mau khé...) dude diing vao muc dich khac
nhau cua néng nghiép, y hoc, va cic nganh khoa hoc khac.

CAC YEU T6 CAN THIET TRONG PCR

Poan khuon (template) - ADN mau

- C6 thé 1a mach don hay mach déi cla chudi ADN hoic ARN
thudng dai hon 300 bp, duge biét trude trinh ty & hai ddu, dé thiét ké
mbi. .

PCR duge hinh thanh dya vao dic tinh sau day cta -ADN
polymeraza:

- M&i ¢6 kha ning bt cip b sung vdi mét ddu cha mach khudn va
ADN - polymeraza sé ndi dai mdi dé hinh thanh mach méi.

- Néu ta cung cip 2 méi
chuyén biét bat cap bd sung

véi 2 dAu clla mét trinh tu A cAl =l
ADN ta sé& chi téng hgp doan 7 T
ADN nim gita 2 méi (h.V.1). ‘ 1 ,

- PCR ¢6 phan itng khuéch B — S
dai t61 Wu xay ra trén ADN T F;
that tinh sach, nhung nhiéu 5 l 5
kj thuat chidn doan bing ( — T
PCR van dat két qua tot véi ¥ g

ADN thu nhén truc tiép tu
dich t& bao. Lugng ADN miu
c6 thé giam (1 pg - 100 pg)
néu su dung cac polymeraza . A:Biéntinh

hiéu qua cao. B: Bat cap mdi (lai)
i : C: Kéo dai (elongation): t8ng hgp mai

Hinh V. 1. Mot chu ky PCR
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Giam lugng mau ADN ban dau con ¢6 1gi:

- Han ché& cac khuéch dai "ky sinh", tao cac sdn ph&m phu khéng
mong mudn. ' '

- Uu thé PCR: cho phép khuéch dai ca cic méu ADN khéng bao
quan tét, da bi phan hiy timg phan (vét mau ldu ngdy, tinh dich khé,
hoa thach, téc, méng tay ngudi chét...).

Mic ddu kich thude ADN khuén khéng phai 13 yéu t§ quan trong,
nhung néu ding ADN hé gen ¢6 phén ti lugng cao, ngudi ta thudng cit
thanh ting doan nhé hon bang enzym gidi han nhu Not! hay Sfi L.

- Théng thudng Iugng ADN 1am khudn cho mot phan dng nén:

< 1 microgram dai v4i ADN téng s6.

< 1 nanogram ddi vdi ADN tach dong.
Poan méi

- Doan méi (primer) 1a chi tiéu quan trong nhé&t dé dat khuéch dai
dac trung va cé hiéu qua cao. Chon méi la giai doan quyét dinh cua
PCR, phai tudn thii mot sd nguyén tic:

- Mdi gbm mét mdi xudi (sens primer) va mét mdi nguge (antisens
primer). Xuéi va nguge l1a so véi chiéu sao mé cua gen.

- Trinh tu cia méi dude chon sao cho khong thé cé sy bat cap bé
sung gita mdi xudi va mdi ngude va khdng ¢ bat cap bd sung gilta cac
phén khéac nhau cia mot mdi (trinh tu cta chiing khéng duge bé trg cho
nhau).

- Tm caa mdi xudi va méi nguge khéng cach nhau xa.

- Méi chon phai dac trung cho trinh ty ADN cin khuéch dai, khéng
tring voi cdc trinh tu lap lai trén gen. Trinh ty nim giita hai méi xudi
va mdi ngude khong qua 16n. PCR sé té1 uu trén nhiing trinh tu <1 kb.

_ N6t cu thé hon: médi 1a nhiing doan oligonucieotid, mach don, dai 6 -
100 bp, ¢6 trinh ty b8 sung véi trinh tu bazd cia hai dau doan khuén dé
khdi ddu qua trinh téng hgp ADN. Méi cAn mang tinh diic thi, dé tang
tinh dic hiéu cha phan ung. Mdi cang dai, kha ning téng hgp chinh xac
doan ADN dich cang lén. 86 lugng 4 loai bazo nitd trong moi nén xap xi
nhau, tranh nhing vung trinh ty khéng binh thudng, nhu polypurin
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hodc polypyrimidin hay trinh ty lap di lap lai.
Cac nucleotid (ANTP)

- La hén hop 4 loai dATP, dTTP, dGTP, dCTP, lam nguyén liéu cho
phan tng téng hop ADN. Ngoai ra, ¢6 thé si dung mgt s6 nucleotid di
dugc thay d6i nhu gidn thém biotin hodc dioxigenin..., tuy thude mue
dich st dung sdn phdm PCR.

Néng d6 dNTP thudng ding khoang 100 puM (20 - 200uM méi chudi
nucleotid). Tuy nhién, véi néng d6 thap (10 - 100 puM) thi Tag ADN
polymeraza (Thermus aquaticus) hoat déng chinh xéc hon. NAng dé cao
dé xay khuéch dai ky sinh. Hon nita, néng d6 t8i uu cGa ching phu
thugc rit nhiéu yéu t6 nhu (phai xac dinh cho titng phan iing qua nhidu
thi nghiém);

- Néng d6 MgCl,, ndng d6 ion Mg**.

- Néng dé doan mai.

- D¢ dai sdn pham duge khuéch dai.

- 86 chu ky phan @ng PCR

Su mAat cAn bing trong thanh phin cac nucleotid lam ting 13i sao
chép cua polymeraza.

Enzym ADN polymeraza chiu nhiét

Giai doan d4u ctia PCR, enzym dude sit dung 1a doan klenow ctia
ADN polymeraza I. Enzym nay khéng chiu nhiét, nén thao tac phitc tap
va hidu qua th&p. Phai thém enzym méi vao phdn Ging sau mai ldn bién
tinh vi enzym c@i di bi nhiét phan hdy. Nhiét dé lai ha thap khién sy
khuéch dai ky sinh xay ra cao.

Giai doan sau nay da cé cai tién:

- Vi phan tng PCR c¢6 giai doan cdn nhiét d3 cao tdi 90°C, nén phai
s dung loai enzym ADN polymeraza bén vitng vdi nhiét d6 cao. Nguoi
ta dd phat hién mét ADN polymeraza chiu nhiét, duge tach chiét tit mot
vi khuén sudi nuéc néng Thermus aquaticus. nude sudi néng 94°C -
100°C (Tag polymerase)
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Tag ADN polymeraza khong bi pha hty ¢ nhiét dé cao, nhiit do
bién tinh va xic tac sy tdng hop tit ddu dén cudi qua trinh phin ung.
Tag ADN polymeraza ¢ trong lugng phian td 94 kDa. ¢d hoat tinh 5 - ¥
exonucleaza va hoat déng t6t nhat ¢ 70°C - 80°C. Trong | gidv. truny
binh né gin duge 75 nucleotid. Ngoai ra, con mbt 86 enzym dap dng you
cau trén nhu Vent™ ADN polymeraza, Pfu ADN, UIT ma™ ADN.

- Ngay nay nhiéu polymeraza chiu nhigt khic da st dung véi chie
nang chuyén biét hay hoan thién hon nhu T polymeraza. tich L
Thermus thermophilus, c6 kha nang hoat dong nhu mét enzym sao mi
ngudc khi eé mat ARN khudn va jon Mn*™.

Nhung khi ¢6 ADN khudn va ion Mg**, T pol lai xte tac phan Ung
khuéch dai ADN. Enzym nay cho phép khuéch dai bdn miu i ARN
théng qua sy hinh thanh cADN. '

Dung dich dém

Thanh phan dung dich dém (buffer) c6 Lthé thay déi tuy loai enzym
dude su dung, quan trong nhat 1a ion Mg*. Né hinh thanh mét phite
hgp hoa tan véi ANTP, rat cin cho qua trinh lién két cac ANTP, xidc tac
cho enzym polymeraza, 1am tang nhiét dé néng chay (Tm) cia ADN
mach kép. )

~ Nong dd MgCl, trong hén hdp phan tng cudi cang bién déi tix 0.5 -
5,0 mM, ndng d6 t81 uu 1a 1 - 1,5 mM. Trong mét 8 truong hgp, néng dé
nay cé thé thay dai.

Nong dé MgCl, 6 dnh hudng 16n téi hidu qua va tinh dac thi cta
~ phan ing. Ngoai Mg"', edn mét s& chal nhu AMSO, DMSO, formamide
duge thém vao nham tao san pham PCR ¢6 kich thuée lan.

S6 lwgng chu ki ciia phan wng PCR
Trong thuec té, khong vugt 40 chu ki cho mét phan Gng, vi phan ng
PCR dién ra qua hai giai doan:

- Giai doan dau: 88 lugng ban sao ting theo c&p s6 nhan, ti 18 véi
lugng mau ban diu.

- Giai doan sau dé, hiéu qua khuéch dai giam hén do:

+ Phan huy va can kiét cac thanh phén ctia phan dng.
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+ Xuét hién cac san pham phu c ch& phan ng.

+ Cac ban sao viia téng hdp khong két hdp véi mdi ma lai bat cap
nhau.

- 86 chu ki phan @ng tuy thude s6 lugng badn miu ban dau
+ S8 ban mau 1a 10° thi can 25-30 chu ki.
+ 86 ban méu 10° - 10° thi s6 chu ki phai la 35-40.

Thiét bi va dung cu cho PCR

Can dap dng yéu cdu thay déi nhiét dé that nhanh va chinh xaec,
tranh t61 da sy bdc hdi nude, cod thé tién hanh PCR ngay trén md va t&

bao.

M&i kiéu thiét bi c6 dic diém khuéch dai riéng nél} moi thi nghiém
cua modt nghién clfu ¢in tién hanh trén cling mét loai. Ong nghiém dung
ctia mdt nghién cttu phai ciing mét kiéu vi dac tinh truyén nhiét clia cac
fng ciing nhu nhiét dé tiép xic gita dng va bd phén téa nhiét cha thiét
bi ¢6 4nh hudng 1én dén qua trinh khuéch dai.

Dién bién mét chu ky PCR
Gdm 3 bude (h.V.2)
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! che ky
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Hiah ¥.2. Qua trinh thay d3i nhiét da trong phan ing PCR
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Buoc 1. Giai dogn bién tinh (denaturation)

ADN dugc bién tinh ¢ nhiét dé cao hon Tm ciia phan 1. thudng li
94°C - 95°C trong 30 gidv - | phait (93°C - 100°C).

Néuty1lée G+ C > A + T thi nhiét d6 cang phai cao.

Budce 2. Giai doan lai (hybridization)

Nhiét dé dude ha thdp (thap hon Tm ctia cdc mdi) cho phép cae méi
bat cap véi khudn.

Nhiét dé nay dao dong 40°C - 70°C (37°C - 75°C) tuy thude Tm cua
cac méi st dung va kéo dai 30 gidy - | phut.

Buge 3. Giai doan téng hop, kéo dai (elongation)

Nhié¢t dé tang 1én 72°C (72°C - 75"C) enzym Tag ADN pnl\amomm
hoat déng, qua trinh tong hgp ADN dién ra trén nhiing doan ¢6 mo1 gan
vao. Thoi gian tly do dai cua trinh ty ADN cdn khuéch dai.

Sau moéi chu ky. giai doan 72°C dude tang thém tit 1" - 2" vi lugng
primer ngay cang giam. trong khi lugng ADN lam khuén cang tang. hon
nia enzym polymeraza hoat dong ngay eiing kém do tac dong nhiét do.

O vong cudi cung, gial doan nay dude tdang thém vai phat dé tat ea
cac mach ADN néu bi tong hop thicu hut s¢ duge tong hgp hoan toan.
Sau mdi vong, lugng ADN dé lai tang 1én gAp dol, sau n w‘mg 8¢ ¢6 2"
phan tu ADN. Phai tinh toan va du doan trude lugng ADN cdn Long hoys
dé cho lugng primer vio pht hgp (thuong 10° phin 1 ADN. can 10"
phin td primer).

Uu diém cia PCR va ting dung

Chi cin thoi gian ngin (vai gid) da cho mét lugng ADN 14n.

1. Dung xdc dinh sy c6 mdt cua gen trong té bgo vii do chinh
X{c eao,

2. Tao mdu dé

- 84n xuiit nhanh mot lugng 1dn miu do danh ddu. khi thye hicn
phan dng véi cap mdi chuyén biét vi cae nucleotid danh diu.

8. Khuéch dai s6 luong cic ARN

- Do Tag polvmeraza khong hoat déng trén ARN nén ngudi la =i
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dung ky thuit phoi hgp véi RT - PCR (reverse transcriptase - PCR)

- Trude hét, ADN dugc chuyén thanh ¢cADN nhd enzym sao mi
nguge- Méi s dung trong giai doan nay ¢6 thé 1a mdi ‘nguge” cua PCR
giai doan sau, c6 thé 1a oligonucleotid ologodT (dé bit cap vdi dudi poly
A cua cac mach mARN) ma cling ¢6 thé 14 cac hexanueleotid (trinh tu
gobm 6 nucleotid) bit cp nglu nhién véi mét trinh ty ngén trén ARN.
Sau dé6 eADN duge khuéch dai nhd Tag polymeraza. Cang c6 thé su
dung T polymeraza cho ca hai giai doan

4. Dinh lugng so sinh mét sén phdm thu nhdn ti nhiéu

nguodn géc khic nhau

Ky thuat RT - PCR cho phép nghién ciu cic mARN tdn tai véi ham
luigng rat thap, khéng thé phat hién bing cac phudng phép ¢d dién nhu
Northern blot.

5. PCR c6 thé giup phén biét duoc gen dot bién do mdt doan

(deletion), thém doan (insertion) hay dét bién d;em (point
mutation)

6. Dung Jé dinh lugng so sinh bing cdch cho tién hanh
khuéch dgi dong thoi trinh tu dich va mét trinh tu ching
c6 néng dé da biét.

Ky thuat in situ RT - PCR

La kg thuat mdi phat trién, cho phép khuéch dai cac ARN, ngayv
trén mo va & bao, dude ti€n hanh trén lat cit md, t& bao, ¢d dinh trén
lame. Trong thiét bi in situ PCR ciing dung dé khuech dai trdc tiép mot
trinh tu ADN ¢l 1at cdt md va té bao.

Thu nhin két qua

San pham ADN thu duge qua PCR ¢6 thé duge phan tich bing dién
di (nhu cac gel agarose, 1% agarose pha véi ethidium bromid.0,5 pg/mi).
Sau do, dem quan sat trén deén cye tim UV.

Dung APN cta thyc khudn thé lambda, dude cit bdi enzym gidi
han Hind IIT 1am chudn dé so sdnh va udc doan s6 cip bazo cua cac
phin ti ADN dude nhan.
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F. GIAI TRINH TU NUCLEOTIT TRONG ADN

1977, Frederick Sanger, 1an ddu tién gai duge trinh tu nucleotit
cia mét genom hoan chinh cua thyc khuén thé ¢ X174, va duge giai
Nobel vé& cong trinh nay nam 1980. Ngay sau d6 mét théi gian ngin, sau
khi giai duge trinh tu ¢ X174, cac nha di truyén di théng bao tiép vé két
qua gial trinh @ mét doan nucleotit hoan  chinh trong AN
(sevuencing) coo virut Simian 40 (SV 40).

Su phat trién cla cua ky thuat di truyén (genetic engineering) cat
phan ti ADN thanh ede doan nho hon va tao dong no (cloning) thanh vo
s0 ban sao. vé nguyén téc la di cho phép c¢6 thé xae dinh trinh L cuy
bat ky mét gen nao tach ra.

Allan Maxam va Walter Cilbert da doat giai Nobel cling Sanger vé
thanh tyu dua ra mét phuong phap giai trinh tu ADN,

Sau day 1a phudng phip tiép theo sau dé tao duge mot tédp hop cac
doan ADN gifng nhau bang enzym gidi han (restriction enzym) v duge
danb dau tai mot ddu béng tach ra mot phoiphat va thay vao day 1a
mét phéng xa. Sau d6 hdn hgp cde ADN danh diu gié’ng nhau dude tich
ra thanh 4 phan riéng biét. M&i phan duoe m Iy vé mat héa hoe khac
nhau dé cho chi mét bazo nhu C {cytosine) ching han, bi tac déng va s
ADN bi cat d vi tri 4y. Quyét dinh trong phuong phap nay l1a ky thuat
xU ly héa hoe duge didu khién dé sao cho khong phai moi bazo téén soi
ADN déu bi tic dong va nhitng € bi téc dong cung la theo tinh chat
nghu nhién. Vi du. gia thiét cé mot doan 10 nucleotit, trong dé bazo &
dau 5' duge danh d4u phéng xa, biéu thi bang khoanh trén (trén hinh)

@®-A-T-C-A-G-C-T-A-CG¥
C bi cét nghu nhién, din t8i k&t qua sau:

@-A-T-C-A-G

T-A-G

G-A-T

A-G-C-T-A-G

Hén hgp cac doan nuclcatit trén diav duge dat 1én mot gel v cho
chay dién di, =& duge tach nhiou ra, do chiGu dai tueng 467 caa chung
khae nhau. Poan ngén hon sé di chuvén trén gel xa hon so vl doan dad
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hdn. Vi tri cac doan phong xa di chuvén 6 thé duge dé& dang xac dinb
qua ddnh ddu phong xa. $& cho ta biét sd nucleotit chda trong doan
~dénh dau,

Ciing phudng phap nay, lap lai dot véi 4 bazd sé cho ra mft thang
cic doan. tit dé ¢6 thé dé dang doc trde Liép trinh ty cie nucleotit trén
edc vach.

1. LAl PHAN TU ADN

Phuong phap lai phan tit ADN cho phép ude tinh duge mie do giong
nhau vé cic doan bazo cua ADN gida cdce loail khace nhau. Théng thudng.
ADN mdt loai nay duge danh dau bing chal dong vi, tron véi ADN mét
loai thi hai, bién tinh. U tron sé duge hinh thanh ADN lai tit 2 loai. Sy
hinh thanh cie phin tit ADN lai nay duge phat hién qua tinh chit caa
déng vi. Muc do lai phu thude sy gidng nhau cua cac doan bazd trong
ADN cuaa 2 load.

1. Phuong phap phat hién su ¢6 mit ciia gen qua lai phéan tu

1.1. Phuong phap lai axit nucleic (Southern blotting)

Day 12 ky thuat chuvén va ¢ dinh ADN da bi€n tinh tir gel agarose
I6n mang lai do Southern. 1975 thudng dung dé chi ed cong doan lai
ADN trén v miu do. ADN vain git duge vi b tueng déi cia né.

- Nguyén ly 1a: véi vu thé, phat hién gen la ngay ca khi chi ¢d mét
vai ban sao (copy).

- Tham thiu: dung dich dém tir phia dudi duge thAm 1én trén do
mao din, kéo theo ADN trong gel di chuyén 1én mang.

- (Cau trae dac biét cia mang gid lai ADN ma vin cho dung dich
dém di qua {gidy bat ADN).

- Hat loal mang thong dung:
+ Mang nvlon
+ Miing nitrocellulose

ADN duge lam bién tinh ngay trén gel, réi chuvén 1én mang lai nha
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dé, ¢6 thé lai duge mau do theo nguyén tic bd trg.

- ADN trudc khi chuyén 1én mang, duge depurinate nhdm cét giy
nhitng doan 16n hon dé chuyén dé& dang 1én mang.

- 8au khi chuyén 1én mang, ADN dugc ¢6 dinh 1én mang bing tia
UV, duge lai véi mau do danh dau phong xa.

- Sau qua trinh lai, ngudi ta ria mang lai dé loai cac miu do khéng
bit cap chuyén biét véi ADN ¢ dinh trén mang.

- Dung ky thuat phéng xa td ghi dé dinh vi cac phan ti lai (ADN bo
gen + mau do).

- Pat mét phim nhay edm véi tia ap sat mang lai. Cac phan tu lai
(c6 méu do danh d&u phéng xa) tic ddng 1én phim, thanh chdm den trén
phim. Mau dé (ADN probe) 1a doan ADN duge danh d&u trude khi dem
lal.

1.2. C6 hai phuong phdap danh dau

Cé hai phusng phap danh dau la dung déng vi phéng xa
(radioactive) va khong ditng ddng vi phéng xa (non-radioactive).

Ding dong vi phéng xa P* duge s dung nhiéu. C6 mat han ché la:
giy hai, nhiém déc. khé bao quan. P*? ¢ thoi gian ban rd ngén (14
rgay), do d6 probe khéng thé diing lai. Phai danh diu probe cho méi lan
lai.

Khong ditng dong vi phéng xg: dung dioxigenin, biotin, héa chit
huynh quang: khéng nguy hiém, d3 ton. b hiéu qua hdn. Dioxygenin la
moét loai steroit. chiét tit 14, hoa cay ho Mao dia hoang (Digitalis
purpurea) ién két véi AUTP tai vi tri s6 5 trong vong pvrimidine qua 11
cAu néi carbon, tao thanh phiic hgp Dig-dUTP. V8i nguyén ligu ANTD co
Dig - dUTP dudi sy xiic tac cua enzym klenow ADN polymeraza, mau
dd sau khi duge bién tinh sé tong hdp mach bé trg cé chida Dig- AUTP.

Nhu vay ching dude danh dau, dem lai véi ADN trén mang. Tu
khay, dung dich dém dugc hut 1én bdi ldp gifdy tham Whatinan day, di
chuyén theo lye mao din lén phia trén. Khi di qua gel agarose, dung
dich dém sé kcéo theo axit nucleic va chuyén ching 1én mang lai.

Hién nay, ngoail ky thuat chuyén nhd lye mao dan (nhu trén) con co
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ky thuat chuyén nhd dong dién va chuyén trong chdn khéng, c6 higu
qua cao hon nhung déi hoi ky thuat dac biét.

1.3. Ung dr,mg.c:ia phuong phap lai axit nucleie

- Lap ban dé gidi han ciia mot gen

- Phat hién da dang trinh ty (fragment polymorphism) ctia cung
mdt gen ¢ cac chung hay cic ca thé khac nhau, qua so sanh ban dé gisi
fran cua chung, _

- Phat hi¢n dge bién mat doan. dot bién diém, tai té hop trén mét
gen. vi ching 1am thay déi ban dé gigi han,

2. Phuwong phap Northern blot

Northern blot 1a phudng phap xdc dinh kich thude va ham lugng
mot mARN dice trung trong mét hdn-hgp ARN: 1a phuong phap chuyén
v ¢d dinh ARN ir gel agarose 1én mang lal; theo nghia réng, 1a ca cong
dogn lar ARN ¢d dinh trén mang lai véi miu dé.

Cic budc:

- ARN (dd dwye bién tinh) duge phan tich theo klch thudc nhd dlen_'

di trén gel agarose, ¢4 chita cde chdt lam bién tinh.

- Lac chat lam bién tinh ¢6 tac dung lam céac lién két yeu quy dinh
ciu tride bie hai cia ARN khéng thé hinh thanh trd lai, sau khi ARN da
bién tinh, do d6 khong cin trd st di chuyén va su phan tach cac ARN
trong gel.

- Chuyén ARN 1én mang lai. ARN c6 dinh trén mang lai, duge dem
lai véi méu do c6 danh dau phéng xa

- Cac phan td lai duge phat hién nhd phéng xa tu ghi.
Kiém tra sy c6é mit san phim protein ctia gen bi&n nap
3. Phuong phap lai thdm protein - kj thuat Western blotting

Ngudi ta dién di protein trén gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat
- poly acryvlamid gel electrophoresis) dé tach protein theo trong lugng
phan tu.
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+ Thdm protein sang gidy bit protein (nitrocellulose hosc CCA-
papier).

+ Lai véi khang thé don dong, c6 danh ddu phéng xa- phdn ang
duong tinh néi lén sy c6 mit cua protein do gen la tong hgp.

+ C6 thé sit dung ky thuat mién dich enzym (ELISA) hodc miém
dich phéng xa (RIA) dé phat hién protein cta gen la trong déng vat.

H. DAU VAN ADN

Nhu ta dé biét, ADN mang théng tin di truyén dic trung cho loai,
cho timng ca thé, rat 6n dinh subt qua trinh phat trién ca thé.

Trong khoa hoc hinh sy, d8i vdi con ngudi, ciing nhu nép van tav.
chi 88 ADN ¢6 tinh chuyén biét ¢a thé rit cao, duge st dung trong ti
phiéu di truyén hoc trong tang thu ADN,

Chi s§ ADN ¢6 uu thé hon hén cac chi tidu kidu thuong dung nhu
nhém mau, kiéu protein huyet thanh, enzym héng cAu, kidu
homoglobin, hé khang nguyén bach ciu ngum HLA (human leucocyie
antigens).

Xac suit dé chi s6 ADN cta 2 ngudi hoan tean giéng nhau con thap
han 10™, vi th& dau &n ADN duge di truyén rat én dinh (Jeffreys, 1956,
Ngudi ta cé thé thu duge d&u an ADN tit cae v& mau. tinh dich. tu e
mau: khﬁ\sié hang 4 nam van con hidu qua (Jeffreys, 1986).

Phuong phap loy ddu &n ADN hay diu van ADN (DNA.
-fingerprint) 12 phuong phap chinh xac hon nhidu so vdi cac phudng
phap di truyén hoc truyén théng d8 xac dinh ca thé, méi quan hé huvit
théng, dé chdn doan, phén tich cac bénh di truyén.
Bing nghiém phap ddu 4n ADN (DNA--fringerprint) nguoi ta 7
phat hién céc tinh trang siéu da hinh (superpolymorphic) trén tiéu ban
clia ting ngudi riéng ré rit sai khac nhau, chi trit trudng hgp déng sinh

- “cung tring (sinh d6i ciing tring, monozygotic twins) (Vassart, 1987).

Trong cling mét gidng bd, ngudi ta ciing qua phuong phap trén, phat
hién duge déc diém riéng timmg con.
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Tinh chit da hinh ciing da dugdc phat hién trén ADN cta ngua, ché
(Vassart 1987). Tinh chat dic thu cia ADN duge thé hién rd qua hién
tugng thuc t&€ 14 hAu nhu moi ngudi déu c6 nét riéng, khac nhau vé dic
diém thanh phdn ADN (vé b céc bang dudc tach ra cia ADN, qua dién
di), dic diém riéng nay duge di truyén theo dinh luat Mendel.

Chi s6 ADN nay c6 tinh ca thé rit cao va dudc di truyén rit on
dinh, c6 thé dé nhan dang ting con ngudi cu thé, dé xac dinh méi quan
hé di truyén, quan hé gia dinh.

Ngay nay, chi s6 ADN da dugc st dung khong chi trong khoa hoc
hihh su, dé xac dinh td1 pham, tim ra tha pham trong cac vu xay ra do
té nan xa hoi (cuép cua, giét nguoi, hi€p dam,...) xac dinh quan hé dong
mau, bénh di truyén, chinh xac hon nhiéu so véi cdc phudng phap di
truyén da cé trudc diay, ma con st dung trong cac vu tai nan may bay,
hang tram nghin nguoi khong con nguyén xac, nguoi ta ciing phai dung
dén phan tich chi s6 ADN dé nhéan ra nan nhén cu thé.

M6t thi pham giét ngusi, hiép dam, dé lai chut it ddu vét ( nhu
mau, tinh dich, téc v.v...) trén hién truong noi xay ra hanh dong toi
pham, phan tich ADN tit cac t&€ bao trén cac miu néi trén, déu c6 thé
xac dinh, tim ra t61 nhan..

St dung cac ky thuat
hién nay trong ky thuat di
truyén, ciat doan, chay dién
di, khuéch dai bing PCR
(phan Gng chudi dung
polymeraza), v.v...nguoi ta sé
xac dinh dude dac tha va chi
sO timg ADN.

Két qua phan tich dién
di ADN cuta 9 nguoi khéng c6
quan hé gi véi nhau, cho thay
ADN clia mdi ngudi c6 dén
trén 10 bang, nhung khoéng c6
bd bang ADN nao gidng nhau
(h.V.3) trong s6 9 bd bing tu
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B6 bang ADN clia 9 ngudi khéng cé quan hé gi
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s6 1 dén 9, nhung vé hai bo bang s6 10 va 11 1a cta 2 ngudi déng sinh
cung tring, thi lai gibng nhau.

Ngudi ta da néu 1én tu liéu thuc t& ding chi s8 cac bd bang ADN dé
xdc dinh tha pham trong mét vu hi€p ddm. Cé hai ngudi dan 6ng A va B
thude dién bi tinh nghi pham tdi, di duge 14y mau phan tich va déi
chi€u v6i miu cia ngudi phu nit bi hiép. Trong hinh V.4, bang 1, 5
va 9 la ADN chi thi (marker DNA s)jF 2 la cia ADN mau ngudi bi
tinh nghi A:' 3 14 ciia ADN tach tif mau tinh dich con dinh lai trén
quan ngudi phu ni, 4 1a cia ADN mau ngudi bi tinh nghi B; 6
la cua ADN tach ti vét lau trong Am dao ngudi phu ni, 7 1a cua
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Hinh V.4. K&t qua xét nghiém so sanh cac diai bang ADN dé tim ra thii pham hiép dam.
1. ADN chi thi

. Nguai bi tinh nghi A

. Tinh dich (dinh & quan ngudi phu niY)

. Nguoi bi tinh nghi B

. ADN chi thi

. Vét lau &m dao ngudi phu nir

. Nan nhan (ngudi phu nif bj hiép dam)

. ADN chimng

. ADN chi thi

10. Ching: khéng c6 ADN

w0 0 N OO ;O B~ N
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ADN maéu ngudi phu m"IJF 8 1a ciia ADN ching (control DNA),
10 14 ching khong ¢6 ADN..

Qua phin tich thuc nghiém, hién rd trén két qua khach quan, rd

rang bang s6 4 ¢ cac bang giéng hét. bangsé 3 6 tinh dich con
dinh lai trén quan ngudi nit va bing s6 6 trong vét lau ¢ 4m dao

ngydi nid- Xét nghidm nay khéng dinh B 1a thd pham.
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Chuong VI
CONG NGHE DI TRUYEN PONG VAT

A. KHAI NIEM CHUNG

I. CONG NGHE DI TRUYEN

Cong nghé di truyén (genetic technology) 1a giai doan phéat trién cao
nhit hién nay ca céng nghé sinh hoe (biotechnology), tiép néi cac giai
doan ¢ong nghé vi sinh, e¢ng nghé t& bao.

H. A. Fitzhugh, 1983 va R. Frankham, M. R. Gillings da néu lén
khéi niém chung vé cac linh vuc ly thuyét va Gng dung thuc tidn cla
cong nghé di truyén. Nhu ta da biét, trong cic hudng cdng nghiép hién
dai, dién tu, tin hoc, réb6t, thi céng nghé sinh hoc ¢4 vi tri mii nhon
trong toan bd cuge cach mang cong nghé nhiing nam gan day.

Cong nghé sinh hoc 14 linh vuc lién quan dén nhiéu ngdnh khoa hoc
tu nhién: di truyén, héa sinh, sinh ly, vi sinh va ky thuét, trong d6 c6 ky

thuat 1én men, tuy dong héa trong ky thuat san xuit, cdng nghé héa hoc,
vi sinh hoc v, v..

Cé thé nédu khai niém tém tit, cdng nghé sinh hoc néi chung 1a linh
vUc san xudt trén quy mo cong nghiép, trong d6 nhan t6 tham true tiép
va quyét dinh 1a cac té bao song, néi cach khac, day la linh vyc ing dung
¢d s6 sinh hoc hién dai vao cong nghiép.

o) day, mdi t& bao séng hoat déng nhu mét 16 phan ting nhd, sit dung
t& bao séng dé chuyén m{t chal nay thanh mét chit khae, tao ra san
pham nhd cac qua trinh sinh hoc xay ra trong t& bao séng. Tiém niang
trong cac t€ bao va té chic séng duge dung dé tao ra sin phdm ding
trong ky nghé,

Cong nghé vi sinh da qua cac giai doan cdng nghiép 1én men cé
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truyén, cho dén ngay nay la cong nghiép 1én men hién dai. da va dang
duge ttng dung rdong rdi, san xudt khéng sinh, vacxin, axit amin,
~ vitamin, enzym, dén t& phat trién hién nay cua thoi dai enzym.

Céng nghé té bao c6 lich sl ra doi tit nhiing nam 1930, vdi thanh
cdng dau tién cha White, nudi cdy manh mé thye vat trong méi trudng
nhéan tao. C6 thé hinh dung cu thé khai niém chung vé céng nghé té& bao
14 tit cAc mAu than, 13, ré, tir cic t& bao don, t& bao tran (protoplast), tif
hat ph&n, phéi v. v..., dem nudi cdy trong 6ng nghiém sé phat trién
thanh mé seo (callus), thanh phdi soma, sau d6 dude tai sinh thanh cay
hoan chinh. Céng nghé t& bao din té hidu qua thuc tién vé cang lén lao,
nhan giéng nhanh va kinh t€ cac giéng quy, vugt xa phugng phap nhin
gifng tu nhién, ¢6 truyén.

Cong nghé di truyén, hay con goi la cong nghé sinh hoc hién dai,
thyc t& chi méi ra ddi tit 1977, 1a linh vuc téng hgp chung cée k¥ thuat di
truyén (genetic engineering). Trung tdm cla cdng nghé di truyén la
cong nghé ADN tai t6 hop (recombinant DNA technology), téng hgp
cdc ky thuat tai t§ hgp ADN, cac ky thuat cu thé, vi thao tac gen
(micromanipulation), stia d6i, phan lap gen (isolation of gene), thuy
phan, cit gen (bing enzym gidi han, rectriction enzym), dung hgp gen
(gene fusion), chuyén ghép gen (transfer of gene), trite tiép hoac qua thé
tai (vector).

Vé ky thuat di truyén (genetic engineering), Rutledge, Seidel, 1983
da dinh nghia, "ky thuat di truyén 1a cac k§ thuat dan téi kha nang bién
d81 dinh hudng gen hodc tin s8 kiéu gen cta mét quin thé, hoac lam
ting v& ciin ban kha ning sinh san cua ca thé dé gép phan nang cao von
gen va von hdp td cia quin thé". K§ thuat di truyén ciing chi méi ra dai
ti nhitng nam 1970, ciing ¢6 thé quy vao cac thao tac gen, dé didu chinh,
sia ddi hodic tao ra cac gen md), tit d6 c6 thé tao ra cac cd thé méi. theo
cie phuong thite dic biét, phuong thite "short- cutting” (cach lam tat, dd
tén kém). V& vi tri, hidu qua, tic dung, ngudi ta da so sanh ky thuiat di
truyén, céng nghé di truyén véi ky thuat dién ti, hat nhén.

Véi cong nghé di truyén, ngudi ta da c6 kha nang diéu khién va diéu
héa, qua trinh tai t6 hgp ADN, tao nhiéu san pham ¢6 ich nhut hocmon
sinh trudng, vacxin, cac protein ti cac vi khuan (chu véu tit E.coli).
insulin, proinsulin, cac dbc t& cao cap nhu botulinum (cé botulin, chat
gdy ngd déc thit), noc doc ti con tring, rdn v. v...
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Né1 chung, céug nghé di truyén, trong d6 c6 ky thuat di truyén, ¢
cdng nghé ADN tai t8 hgp, dua trén cac thanh tyu Iy thuyét va thuc
nghiém cia sinh hoc phén td, sinh hoc t& bao, di cung cdp di tu liéu cho
phép cac nha khoa hoc c6 thé didu chinh cfu tric va chitc ning hoat
déng cha cac hé théng séng trong vi sinh vat, ciy trong, vat nubi.

Ngudi ta xem ddy la cudc cach mang xanh lan thé hai, vao gilia
nhiing nam 70, ¢6 uu th& 12 b3 qua duge lai chéo, khéng ¢on chi dua trén
la1 hitu tinh va thu phén chéo, vugt qua dudc hang rao sinh hoc cda cac
truong hgp lai khac loai, lai xa, khic phue dude sy tuong khéic sinh duc
(sexual incompatibility), lam tang tinh da dang di truyén (genetic
diversity), tinh da dang sinh hoc, da bi gidm sit do tinh trang pha huy
sinh canh ty nhién, gidm duge su de doa do sau bénh § mot s8 cay trong
¢6 nén di truyén qua don thudn.

3 day, duge st dung la céc ADN tai t6 hgp, tic ADN duge tao ra tit

cac doan ADN thudc cic loai sinh vat hoan toan xa nhau va duge tao
dong trong céc t& bao vi khuén.

11. CONG NGHE ADN TAI TO HOP

1. Ky that plasmid (plasmid engineering)
1.1. Khdi niém vé plasmid

Plasmid la nhiing cAu tric di truyén nim trong té bao chat vi
khudn, ndm ngoai nhiém séc thé, c6 kha ning tu sao mdt cach doc lap
v6i nhiém sdc thé. ADN ctia plasmid dang véng, mach kép. Plasmid
thudng tai ban déng thai véi sy phén bao bing cd chd theta, gol thé vi
cac phén ti tai ban gidng nhu chit Hylap theta (8). Tai ban bit ddu tir
mét diém md ddu va di theo hai chidu quanh vong trén, do d6 ¢on goi la
tai ban hai chiéu (bidirectional). Plasmid duge truyén lai cho th& hé sau
3 mét trong hai trang thai:

- Déc lap trong t€ bao chat hoic

- Cai xen vao nhiém séc thé clia vi khu&n theo cd ché trao déi chéo
don nhut 6 E.coli H™ cac plasmid nay duge goi 1a mot episom (h,VI.1).

Yéu t8 F 6 E.coli 1a mét episom, Khi da gdn vao nhidm sic thé, né
khong con tai ban doc lap, ma duge tai ban cing nhidm sic thé vi
khun. Plasmid ¢6 kha néng cho ra nhitng thé hé sau, véi cic tinh chat
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ddc biét, khéang
chidt khang sinh
.va  nguyén to
néng. Cac plasmid
¢6 ich thuong
mang gen- khang
chat khang sinh
véi nhiing site
enzym cat gi6i
han, ¢6 thé mang
tit 2 dén 30 gen. C6 khoang 12 loal plasmid khac nhau da duge phat
hién & E.coli. \

Hinh VI.1. Cd ché xen cai cta plasmid vao nhiém séc thé
E.coli H™ qua trao déi chéo don.

Nam 1973, 1an dau tién ngudi ta kham pha in vitro c6 su két hap
gitta mot ADN la v6i ADN plasmid, khi ca hai loai ADN nay déu bi cit
bdi ciing mot loai enzym cét gidi han va sau d6 dude néi lai nhd enzym
ligaza T,, tao ra plasmid t4i t6 hgp, mang ADN tai t6 hop.

2. Vecto tach dong (cloning vector) va
tach dong ADN (cloning of DNA)

- 2.1. C6 3 logi vecto chu yéu |
Céc loai vecto dung dé tach dong cac trinh tu ADN Lrong té bao vi
khuﬁn nhu sau:

- plasmid; thuc khuén thé (bacterlophage) cosmid. Ba loai trén sai
khéc nhau vé hai dac diém:

- cach thic thao tac dé tach déng mot doan ADN;

- ham lugng tGi da ADN c6 thé duge tach dong trong dé méi loai déu
dugc thiét ké ciu tao theo cach riéng trong cac phong thi nghiém.

2.2. Vecto tach dong plasmid E.coli

Loai nay cé ba dic diém:

2.2.1. Doan ori cho phép plasmid tai ban trong E.coli vi né cung cap
trinh ty ADN duge nhan biét bdi enzym tai ban cta té& bao.

2.2.2. M6t déu chuén dé chon loc (selectable marker) dé phan biét té&
bao c6 plasmid véi cac t& bao khéng mang plasmid.
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Mot ddu chuidn dé chon loc thudng dung la gen Amp" khang
ampicillin.

Khi cho bién nap plasmid mang gen Amp" vao moét t& bao E.coli
man cam ampicillin (Amp®), vi khudn nay sé trd nén khang Amp. rat dé
nhan biét khi ching vin moc duge trong méi truong c6 thém ampicillin.

2.2.3. Cdc site cat chi bdi 1 enzym gidi han dé gin cac trinh tu ADN
tach dong. _

Tach dong duge thyc hién qua bude cat plasmid tai mot site néu
trén véi enzym gidi han tuong dng va gian vao d6 doan ADN dudc cit béi
cung loail enzym trén. ;

3. Plasmid tai t6 hop

Mot ky thuat da thanh cong va quan trong vao bac nhat trong cong
nghé di truyén la kha nang lip ghép ADN la vao ADN vong cua
plasmid. D& tach dong (cloning) mot doan ADN la, doan dé6 phai dugc
dinh vao vector tach dong. Plasmid la loai vector tach dong ly tudng.

Cé6 hai phuong phap dé.gan ADN la vao plasmid:
- phuong phéap st dung dau dinh;
- phuong phap téng hdp cac dau b trg & cudi cac phan tit ADN.

ADN ngoai . Plasmid
lai
A ()
i g 3=
Engm W fﬂzym cit
& 3 5
A-A-A- s 5' T_T_.T_..Trr
] S TV S J BN V1T o
’ - iMe Véag
—_ -
< T
) L -
& - <8,
%TT‘W ﬂz_a}tg %,_ﬂ
A véng A
Plasmid ADN fai
1’5'##}0

Hinh VI. 2. Cd ché hinh thanh plasmid tai t6 hop.



Van dé 14p ghép, xen mdt ADN ia vao ADN vong cua plasmid phu
thude vao hoat ddng clia endonucleaza cét gidi han. Khi chon dude mot
enzym thich hgp va mét plasmid chi c¢6 mét doan ADN duge nhan biét
bdi endonucleaza cit giéi han, ngudi ta ¢é kha nang lam md vong ADN
plasmid d& hinh thanh ADN sq1 dai.

Sau khi ADN la duge két hgp vao ADN plasmid tao thanh plasmid
tai té hop, ligaza cla t& bao vat chi s& dong vong bang cach hinh thanh
cac lién két photphodieste dong hoa tri (h.V1.2).

4. Co ché& tai ban ctia ADN plasmid tai t3 hop
trong t& bao vi khuéin cha

Plasmid tai t6 hgp sau khi tao thanh, dugc bién nap vao té& bao vi
khudn, hién nay thudng dung nhat 13 E.coli. Cac t& bao E.coli phai duge
xt 1y CaCl, 1am chiing h&p thu duge plasmid. Cong trinh cta Mandel va
nga 1970 da cho th&y cae mudi Ca gitp nhitng doan ADN tudng d6i 16n
vAn ¢6 thé xdm nhap dé dang vao E.coli. Su ton tai clia plasmid trong té
bao vi khuan c6 thé duge phat hién nhd tinh bén viing véi chat khang
sinh cla t& bao vi khufin do cac gen dic hiéu ma plasmid mang dén. Khi
dd xadm nhap vao t& bao vi khuan chii, plasmid tai t6 hop ¢6 kha nang
tai ban, duge truyén lai cho thé hé sau cla t& bao vat chii qua co ché
phéin bao va diéu khién téng hgp ra céc polypeptit plasmid dac tha, cac
loal protein dd duge ma kéa trong doan ADN tai t& hop duge chuyén
ghép.

Cd ché tai ban ADN plasmid tai t8 hgp trong t& bao vi khudn chi
khong khéc gi cd ché tai ban caa ADN vat chd, ciing ban bao toan, ciing
hinh thanh cdc phan doan Okazaki, néi cAch khac la phu thude vao
ADN-polymeraza caa t&€ bao vi khudn chd. Sy sac ma cia ADN plasmid
tai td hgp cung duge thuc hién bdi ARN-polymeraza ctia t& bio vi khuan
chQ va sy téng hop protein duge mé héa trong ADN ndy ciing dugc tién
hanh do b$é may phién mi (giai ma) cda vat chld. Su kién nay cang
chiimg minh cho mét van dé rdt ¢g ban trong sinh hoc, 1a tinh phé bién
(universal) caa ma di truyén. Do d6 ma ngudi ta da thdy bat ky loai
protein nao dugec ma héa trong gen ctia plasmid téi t8 hogp, déu c6 thé
duge tong hgp trong t& bio vi khuén chi.

Chinh sy sinh san cta vi khuan E.coli dd din dén s\ tu sao (tach
dong) clia ADN t4i t6 hgp clia plasmid- Qua trinh nay sdn sink ra nhiéu _
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bén sao cua phan tw ADN tdi t6 hop va duoc goi la tdach dong phan tu
(molecular cloning). T8 bao nhan duge ding phé bién che dén nay 1a té
bao vi khudn dudng rudt Escherichia coli, phan chia rdt nhanh, cd
khoang nlia gid lai phan doi, tit dé c6 thé san sinh hang ngan triéu t&
bao trong ting thdi gian ngén,qua dé plasmid tai t& hop xam nhap vao
chting cting duge nhan Ién rat nhanh va san xufit ra mét khéi lugng 1dn
cic chit tudng ing vai cac gen la da duge xen vao ADN plasmid.

5. Ung dung cita c¢6ng nghé ADN tai to hap

Ung dung 16n nhét caa plasmid trong cong nghé di truyvén 1a cac
doan ADN tach dong tif cac co thé khac nhau, cé thé dude 1ap ghép vao
ADN plasmid va ADN plasmid ta t& hop nay lai ¢6 thé tai ban trong té
bao vi khudn ¢hti- Bang k¥ thuat nay ngudi ta ¢ thé tao hang loat cac
loai ADN dé san xudt cac protein cAn thiél. Viée sian xudt dai tra nhiéu
loai sdn phdm quan trong, ngdy nay da ban trén thi trudng, bing cong
nghé di truyén. lai duge thyc hién trong hé théng cac nha may "ty hon".
tife chc t& bao vi khuén, hién dung phd bién la E.coli, va dic biét nhit la
lai c6 nang sudt "khéng 18”. tao sén pham hang loat theo kiéu cong
nghiép hién dai.

5.1. Sdn xudt insulin bang ky thudt plasmid

Insulin ban trén thi truong hién nay dé chita bénh dai thio dudng
(diabetes)chinh 14 duge sdn xudt bing ky thuat di truyén, ky thuft tai th
hop ADN.

Insulin 1a loai heemon ctia tuyén tuy ¢é chite nang diéu hoa glucose
trong mau, tac déng lén t&€ bao gan dé tang cudng chuyén héa glucose
thita trong mau thanh glucogene l1a dudng dy trd. khi néng do glucose
trong mau tang lén qua ngudng. Trudng hgp insulin ty nhién trong cd
thé khéng dG s& bi bénh diabetes, glucose phai thai ra qua dudng nude
tiéu.

Gen phy trach san xuit insulin trong cd thé nguai duge tach dong,
chuyén ghép vao t&€ bao vi khudn E.coli théng qua vector la plasmid-
Gen tai t& hgp ca plasmid hoat déng binh thudng, san sinh ra trong t&
bao vi khuin Coli loai insulin giéng nhu loai sinh ra trong cd thé nguo
(Goeddel, 1979). Su bidu hién clia gen insulin trong E.coli doi héi phai cé
thém promotor €, ciia gen mé héa alcoholdehydrogenaza. Tai Hoi nghi
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di truyén hoe qude t& Jan thi 15 hop & Niu Deli, An do. ti 12- 21 thang
12- 1983, Sarang Narang da théng bao. téng hap duge 2 gen ma hoa 2
chudi polypeptit A va B cda insulin ngudi va dua vao t& bao vi khuin
E.coli d¢ san xudt insulin, théng qua ky thuat tao plasmid tai t8 hop.

5.2. Diang plasmid tdi té hop sdn xudt somatostatin

Itakura. H.Boyer, 1977 da thanh c¢éng téng hop hocmon
somatostatin trong t& bao vi khuén.

Somatostatin 1a loai hocmon déc biét, binh thudng thi duge tong hop
trong néo déng vat va ngudl, tai ving dudi ddi thi (hypothalamus) véi
mét ham lugng cuc nhd. Sematostatin ¢é vai trd diéu hoa hoemon sinh
trudng va insulin di vao mau, kiém tra su téng hdp 2 loai hoecmon néi
trén. '

Gen ma héa somatostatin dudge téng hdp invitro, duge gan vao ADN
vong plasmid, sau d6 dua vao t& bao vi khuén E.coli. Cit 7,5 it vi khuin
nudi cay c6 thé cho ra 5 milligam somatostatin nguyén chat. Khéi ludng
nay truée ddy mudn 6, doi hol phai tién hanh hang nam trén nguyén
lidu 14y ti gan nia triéu nao clu.

Plasmid tai t6 hgp ciing duge dng dung san xudt hocmon sinh
trudng ¢ bd dé tang luong siia. tao ra sinh vat "dn can dau", xit Iy phé
thai eé dée té.

5.3. Sdn xudt interferon

Interferon duge phat hién ti 1957 nhung phdi dén 1982 méi 1a thoi
ky san xuat interferon ban trén thi trudng bing ky thuat di truyén.

Nam 1957, Ideks va Linderman, ngudi Anh, da phat hién § cac t&
bao mac bénh do virut, moét hop chat dac biét mang tén interferon. T dé
nguoi ta déu phat hién trong co thé méic bénh do bat ky virut nao cling
déu cd interferon.

Interferon 14 mét loai protein dic biét, dudc téng hgp trong cac t&
bao dong vat co xuong sdng. c6 vai trd bdo vé co thé dong vat khi bi
nhiém bénh do virut, chéng lai sy xAm nhép cla virut. Interferon la loal
protein tudng déi ddn gian, chiu duge nhidt d6 cao 65°% la san pham cha
& bao s6ng nén ban than né khong déc. Chuong trinh sinh téng hop
interferon duge ma hoéa trong gen. nhung su tong hgp chi xay ra khi c6
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virut xAm nhap co thé hay dudi tac dong cua mot s0 hgp chit hoba hoo
dac biét.

Ngudi ta phan biét 3 loal interferon:
- Interferon anpha (a): do bach cau san sinh khi ¢ virut xam nhap.

- Interferon béta (B): do té bio mé trang san xuit khi ¢6 virut xam
nhap.

- Interferon gamma (y): do bach ¢Au. qua phan ung cua hé mien
dich,

Interferon khong tac dong tryce tiép lén virut ma tic dong 1on cie te
bao, dé cic L& bao nay téng hap ra mét loai protein ¢6 kha nang kim ham
su phat trién cia virul xAm nhap cd thé, Hi¢én nav. ngudl ta phat hién
ra dugce 5 loai protein nay, khi virut xam nhap & at vao cd thé nhu khi ¢6
nan dich virut, thi interferon tu nhién khong du dé chéng lai virut.

Trude day, interferon duge tich tit bach ciu dé chéng cim. chia
viém gan, nhung rat dét. Néu tach t mau ra dé 1ay interferon. thi du ¢
tach ti mau todn bd loal ngudi clng khéng di dé chita bénh cho mdt
ngusi trong 1 nam.

Cac thanh tiu cua ky thuat di truyén, thao tac trén gen bach eau.
gen cua té bao nguyén sgi. gen he mién dich v. v... di md ra cude cich
mang trong nghién citu ¢iu tric va hoat dong cua interferon va dén nay
di 6 interferon ban trén thi trudng, san xuit bang cong nghé di truyén.

Nguoi ta di tach dong gen interferon tir trong co thé séng va ghép
viio ADN tryc khuan E.coli dé vi khuin nay san xuit interferon .

Tach dong va tao dong gen interferon g ngudi 1a viée cde ky kho vi
m-ARN chi khoang 0,1% téng s6 m-ARN mi hoa cac logi protein khic.
Tuy vay. ngily nay ngudi ta cling da tach duge cac gen cua cace chat kich
thich mién dich gém interferon- y va intokulin- 2.

Interferon gen la cong trinh cua C. Welssman {Thuy si).
5.4. Cong nghé ADN tdi t6 hop trong y hoc
5.4.1. Stz dung RFLP nhu cdc marker (ddu ch udn) di truvén

Mot dét bién diem cb thé lam méat di hoac tang 1én mot diém cat cia
enzym gidi han; xen doan. mit doan ¢6 thé lam thay déi vi tri tuong do
cta diém cat cua enzyvm gidi han.

Néu RFLP niam gita hoac ké sat mot gen giy bénh. thi 6 thé theo
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déi gen khuyét tat bang nhin vao RFLP. Ding Southern cling méu do dé
lai vé1 vang ADN can quan tam.

RFLP giip xac dinh vi tri nhiéu gen:

- Huntington: nhidm sdc thé 4

- Teo ca; 7

- Hong cau liém: 11

- Retincblastoma: | 13
- - Alzheimer: 21

5.4.2. Diing méu do oligonucleotid phat hién duge khuyét tat do
doan xen, doan mat va dot bién diém. nhung khéng biét chinh xac ban
chiat khuyét tat gen.

5.4.3. Liéu phap gen ¢4 hai phuong phap:

- Dua gen lanh vao t& bao soma cia md bi tdn thudng, van dude
chap nhan.

- Pua vao € bao phoi (dong phot). Nguy co co thé lam bién d6i von
gen cua loal ngusi, khong duge chap nhan.

Mét vai nude nhu Anh, My chudn bi van ban phap 1y cho phép thao
tac gen trén t& bao phdi vil muc dich nghién ettu va phue vy chia bénh.

H1. CONG NGHE GEN DONG VAT
1. Truyén gen qua vectg virut Lambda

1.1. Lambda la mét thuc khudn thé 6n hoa

Thuc khuin thé (bacteriophage) niay da duge nghién citu nhiéu
nhit. cé nhidu diac diém quan trong, déc dao. Vat chat di truyén néi
chung cua virut 1a ADN hoac ARN. Nhu ta da biét. virut sinh sin bing
cach chudi axit nucleic eiia ching vao té bao vat chuy, trong dé ching
sinh san.

Trong trudng hgp 1a virut ADN, thi ADN duge dung lam khuén mau
cho ra ADN mét va khuén mau dé sao chép ra m-ARN,

Trong trudng hagp 1a virut ARN, thi ARN dung lam khuén mau hinh
thanh thém ARN va ca ra m-ARN. m-ARN ¢ day ma hoa cac protein vo
cla virut, vo nay ¢6 thé chi gdm mét loai protein Lip di lap lai, nhu virut



kham thudc 14 TMV, hodc nhidu loai khac nhu cde thyc khudn thé T, véi
cac dudi phic tap (tail). )

Virut diing céc vat chit tho cta t& bao vat chd, nhu nucleotit va axit
amin, ATP cha t& bao va cac ngudn nang lugng khac, cing nhu bd may
trao d8i chit ciia t&€ bao, vi vay bat bude virut phai ky sinh, khéng thé
sbng ngoai té bao.

S lugng gen trong virut dao ddng 16n gida cac loai. Thye khudn 1hé
nhém T (16n) mang khoang 100 gen, chi®m khoang 1/100 kich thudc t&
bao E.coli. Thyc khudin thé loai bé nhu ¢ x 174, chi chita khodng 1/100
ADN ctia T4. Cé nhiéu thyc khuén thé ARN con bé hon, vi ching ¢4 céc
gen trum nhau (overlapping genes}), cho nén ¢6 trudng hgp chung ma
héa cho 4 protein chi vdi 3600 nucleotit cua sdi dan ARN.

Trong mét s6 virut ARN déng vat, ciing nhu thuc khuén thé ARN.
ARN ciia ching dude dung lam khudn méu, 48 6 thém ARN vA ca dé
tdng hop ra m-ARN.

Trong mot s6 virut ARN khac, thi ARN nay lai ma héa mét enzym
goi la transcriptaza ngudc (enzym sao chép ngudge). no téng hop ra ADN
tit khuén mau ARN. Transcriptaza ngudc nay chi duge phat hién trong
ty nhién ¢ cac loai retrovirut (tit chil Latinh retro, la quay ngugc lai, sao
nguagc).

Véi ca virut ADN va virut ARN, chu ky lay nhidm két thue khi cac
axit nucleic duge bao lai trong vo protein mdi dude téng hop va hat virut
dudge giai phéng khoi t& bao vat chl. sin sang dé bat dau tiép tuc mot
chu ky 1ay nhiém tiép theo.

V& dac diém gy tan cta thuc khuén thé, ta thiy c6 nhiing dgt lay
nhiém virut c thé xudt hién dot ngdt trong mdt dong té bao vi khudn.
b& ngoai khong bi lay nhiém. Nhing dang nay duge goi la tiém tan, do
khé nang clia virut cé méi quan hé ldu dai vdi t& bao vdt chu, ton tai
tiém tang qua nhidu thé hé t& bao, trudc khi bdt ddu mét chu ky ldy
nhiém. Nhitng virut nay dude goi 1a virut 6n hoa.

Nhiing phage nhu trén dude goi 1a prophage (tiém virut). Prophage
thoat ra tu t& bao vat chi mot cach ty phat & 1 trong s 10.000 lan phan
bao. Vat chu khi bi iay nhidm, ADN ciia ching dut tisng dogn va khi
virut roi khoi té& bao vat chu, chiing ¢6 thé mang theo mdt s§ doan cua
ADN vat chi thay cho ban than ADN caa ching. Né&u thue khuén thé
thudc loai khuyét dudng thi ngudi ta cb thé phat hién céc tai to hgp nay.
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ADN lambda ¢6 mét 56 dac diém doc dao. Dau tién. khi chudi kép
ADN cua virut duge két cucn trong hat virut, thi né la deng duong
Hmng tie ¢6 2 diva Wy do khi duge giai phong ra khéi t6 bao vdt chu, thi

2 dau dong lai, ¢ ddu 5’ ciia mdi soi don ADN dude fao ra nhirng soi dun
nucleotit, ching bo sung chinh xdc cho nhau va déng phan ti ADN lai
thanh dang vong. 0 day. enzym ADN ligaza. tao ra lién két giia cac
nhom photphat, déng cae khe hd lai.

Su xdm nhédp va gian cia ADN lambda vio nhiém séc thé vi khuin
phu thude 2 vi tri (site) gAn mot trén nhiém sac thé E.coli va mat trén
ADN lambda. Qua trinh gan duge xue tae boi mot enzym dac biét,
fambda integraza, nd nhan mat ¢i 2 doan. dua cd 2 mach xoédn ADN
vong di vao vdl nhau vi tién hanh cac phin ang cit va déng. Enzvm nay
duge ma hoa bdi virut lambda.

ADN lambda gom mét s& operon hoat déng theo timg doan, Operon
déng khi lambda dang ¢ trang thai tién virut. khi mé operon thit nhit 1a
hie ma diu chu ky tan. Lambda cting ma hoa mot protein de ché khi né
g trang thai tién virut. Sau day, 1a so do chuvén ghép gen t& bao vi
khuan qua vector 12 virut lambda.

Nguoi ta cho ADN lambda va ADN t& bio cho (ADN la) ciing bj cat
bt enzym han ché ECoRL

bé thu  dudc
ADN tai to hap. l; —L—]'[T:, |

ngual ta tron lan

hfn Jloai f‘_\[)k trén J\«H (ot b
cung vdr  enZzym T~ Efe k]
no ligazii. T -

Phaa hé  gen | — SRR srer
tAl 16 hop nay vio | o 1‘9"“‘_" - __I

16 hiwo vi khuin
Eeoli. khi  thav
trin dia Petrl e6

vol tan. chiing 6
vi khuin K coli da
¢O he gen ot 16

hop xim nhap vao Hinh V1.3. So d8 thyc nghiém chuyén ghép ADN vao £.colf

(h V1.3). qua vector 13 virut lambda.

1=1



1.2, Vecto lai phage- plasmid

Céac ADN sdi don cung cap mdt loai vat chéit di truyén cue thuan cho

cAc thue nghiém giai trinh ty ADN. Mt s8 vector duge xAy dung dé

cung cAp mét ¢o ché sinh hoc gian don dé tinh ché ra mdt lugng 16n cac
sdi ddn cla cac gen tach dong.

Vecto (vector) duge st dung tot nhat la vector lai, gdm céc thanh
phin cta ¢a plasmid v ADN phage. Nhiing vector nay tai ban trong té
bao E.coli nhu 1a cac plasmid ADN sgi kép binh thudng. Dé hiéu thém
vé cic vector lai phage-plasmid. ta néi lai vé cic phage bé mang ADN
sdi don, trong d6, dién hinh 1a M. f, va fd,

Vat chat di truyén cda chung 1a ADN sdi ddn gitng hét nhu d ¢x
174. Genom ciia cic phage nay tai ban theo cd ché lan dai thing gidng
nhu ADN cta ¢x 174. Cac virion (hat virut) cha M,,, f; va {d day, dang
sgl, gidng ¢x 174.

Céac phage ADN sdi don 1y nhiém céc t& bao bing cach chudi vao
qua 1éng F. Nhiing phage nay chi lay nhidm céc t& bao F+ hoac Fitir,
khéng lay nhiém té bao F .

1.3. Chuyén ghép gen vio té bao ngudi nubi cdy
qua vecto la virut lambda

Nam 1972. Merril, Geler va Petriccian da cong bd cong trinh chuvén
ghép gen tif t& bao vi khuin sang t& bao cia ngudi, loal t8 bao nudi cav.

Ngudi bl bénh galactosemia, khéng 6 kha nang dong héa galactose.
do ddt hién gen vé enzym o« D- galactose- 1- photphate uridyl
transferaza (GPUT). Gen nay la mét phén trén operon galactose. tong
hgp ra enzym GPUT, ¢6 chitc ning bién galactose-photphate thanh
uridyl-diphotphate-galactose.

Enzym néay ciing cé trong té bao E.coli. Cac chung E.coli cing co
chiing dét bién, khéng ¢6 GPUT. Nhiing chung djt bién nay, d mue do
ddng ké, ciing c6 nhitng réi loan trao d6i chat tuong ti nhuw o ngudl bénh
galactosemia (galactose- huyét).

Thi nghiém dude tién hanh qua cic bude sau déy:

- Biing tai nap, cho thie khudn thé lambda ldy nhiem vao # bao
E.coli, 1a t& bao von c6 enzym GPUT. Lambda xAm nhép vao t& bao
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E.coli, qua tdi t6 hop di truyén vdi té bao vdt chi, sdn sinh nhitng thé hé
lambda mdi mang ADN tdi t6 hop, tite bao gom cd vét chdt di truyén cua
E.coli, cu thé' li ¢6 cd gen téng hop enzym GPUT. '

- Cho lambda mdi tao nay vao méi tritdng nudl cdy cde xd nguyén
bao cua bénh nhdn galactose huyét. Nguoi ta chon xd nguyén bao,
nhitng t& bao cia mé lién két, vl trong diéu kién phong thi nghiém, cdc té€
bao nay phdt trién manh ngodi co thé nguoi.

- K&t qua cho thay, cac # bao nudi cdy cua ngudi bénh ¢é duge cde
tinh chdt mdi, déng héa duoge galactose, hoat tinh cia GPUT trong dé
con lai déu hon 40 ngay, trong thoi gian &y, c6 8 lan phan bao. Ngudi ta
da lam thye nghiém kiém tra, cho liy nhiém v6i lambda thudng va véi
lambda dang dét bién, bi bat hoat vé transferaza, két qua 1a cho ra ARN
dac tha ctia lambda binh thuong, khong thiy ¢6 hoat tinh transferaza.

Thuc nghiém trén cho thay ¢rién vong ding virut nhén tao dé chita
cdc bénh di truyén do réi logn cde enzym ddc thi.

1.4. Si dung ky thudt di truyén dé chiza cdc bénh di truyén
bdng bién phdp gen (gene therapy).
Nguoi ta diing hai phudng phap:
1.4.1. Phuong phdp ex vivo
- Nubi cay t€ bao tif mb ngudi bénh.

- Chuyén gen dé sita vao md nudi cdy, thong qua virut (retroviral
vector)

- T& bao da dudc sita, lai dude dua lai vao md co thé qua tiém. Kha
nang t& bao nay bi dao thai mién dich 1a bé.

- La phuong phap hién duge sut dung chinh.
1.4.2. Phuong phdp in vivo
- Dua trc ti€p gen "lanh" vao ¢o thé, & dang duge boc trong tii mé

(liposome) théng qua retrovirut; hosc tiém dich ADN da cai bién vao cg
thé.

- Kha nang vat lidu di truyén nay dua vao bi co thé dao thai kha lén.
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2. Truyén gen 6 déng vit

2.1. Bién nap gen ¢ dong vit c6 vu

Dua vao triing § giai doan tién nhan (prenucleus) (giai dogn nhén
tinh trang va tring chua hoa hop, t& bao chua phin chia va phén héa).
Gen la s& c6 mat & tat ca cac loai t& bao, ké ca t&€ bao sinh san.

2.2. Cdc céng doan

2.2.1. Tdch chiét, phan lap gen bién nap (gen cGu triic)

- tif sAn ph&m biéu hién : m-ARN hoac protein

2.2.1.1. Tu m-ARN

- diing enzym sao ngugc:

m-ARN — cADN mach don (ss cDNA)

— cADN mach kép (ds cDNA)

Cac gen tong hap tit m-ARN goi 1a gen bé trg, khdc gen gée khong
mang intron.

2.2.1.2. Tu protein

-t trinh tu Aa - trinh W N

- tao doan mdi (primer) dé do tim doan gen mong mudn.
2.2.2. Tao t6 hop gen biéu hién duge

- Gdn gen cdu tric vdi promotor thich hop

2.2.8. Tao ra va thu nhdn triing tién nhén

- St dung kich due t8, gay rung nhiéu triing hoac nuét cay trimg aé
tao hang loat tring chin. Thu tinh nhén tao d8 ¢6 tring tién nhan.

2.2.4. Bién nap t6 hop gen (gen cdu tric + promotor).

8. Cac phuong phap bién nap gen
3.1. Phuong phdp vi tiém (microinjection)

Day la phuong phap tiém ADN mét cach cd hoe vao t& bao phdi trin
hoac té bao nguyen Phuong phap nay co uu diém: ADN dudge dua vao
chinh xac, 6 thé vao tan nhan. C6 thé quan sat duge qué trinh tién
hanh nhung phuodng phap nay cling c6 han ché: mbi lan tiém, chi duge
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mot t& bao, thao téc kha tinh t&, doi hoi ky thuat tinh xao. Phuong phap
méi chu yéu thanh céng trén dong vat.

Hég théng may vi thao tac gém: kinh hién vi sof ngudc Olympus, hé
vi thao tac, hé vi tiém. Hammer, 1985, d3 tiém lugng eye'nhd ADN vao
cdc té bao phan hda, cac phéi cia mét s8 lodi, nhim bién (sea urchin),
rud dém, chudt nhat. Mot 6 gen da dude tiém vao chubt nhat thanh
cong, bao gébm ving promotor/ regulator.

Methallothionein- I (MT), dung hgp vdi gen cau triic ciia hoemon
sinh trudng hodc clia chudt déng, hoac cia ngudi. Cac chudt nhat duge
chuyén gen nhu trén da duge mang gen biéu hién binh thuong, 6 lugng
hocmon sinh trudng la trong huyét thanh va chung sinh truong tot, Cac
gen trén duge nhap én dinh vao dong t& bio phoi, 1am cho kiéu hinh
dudc di truyén laj.

Do ¥ nghia khoa hoc va gia tri kinh t& etia cac ddng vat duge tao ra
do chuyén gen, ¢6 thém gen la, g1ip cac nha khoa hoc da bat dau nghién
cltu t1ém vao cac dong vat lén lugng cuc nhé gen dung hgp (MT- hGH),
tiém vao tién hach hodc hach tring cha thd, ciru, lgn, duge giy rung
tring. Cac tac gia da théng bao dat dude su chuyén gen & ca 3 lodi néi
trén, ¢é sy biéu hién gen (gene expression) trong tho, lgn dudc chuyén
gen,

Nguoi ta cling da tiém lugng cuc nhé nhiing doan ADN tai td hgp
vao chudt, cu thé 1a ADN virut SV40 tinh khiét (simian virus 40), vao
xoang phdi non cua chudt ¢ giai doan tui phdi (blastocyst), két qua cho
thay. khoding 40% s t§ chite ciia co thé chudt duge tao ra tir phéi néi
trén, ¢6 chia cac doan ADN dac thi cha SV40 (Jaenish, 1974).

Nguoi ta ciing di thanh cong chuyén ghép gen cua chudt viao vi
khuan, tir d6 vi khuén ¢6 kha nang san sinh ra enzym ¢ hoat tinh sinh
hoc. loai enzym nay théng thudng 1a do co thé chubt tdng hop nén. Ngusi
ta cling da chuyén ghép gen téng hgp hemoglobin 6 thé vio t& bao than
cua khi non. Nhitng t& bao nay ctia khi, théng thudéng khong téng hop
duge hemoglobin, nhung sau khi duge chuyén ghép gen ndi trén, di cé
kha ning tao ra hemoglobin.

T. Sakata, Nhat, 1985, da théng bao, gen interferon ctia ngudh (Hul
FN) - a, va B,, duge tao dong vao plasmid vector pBR32, sau d6 duge
tiém truc ti€p vao nhin cla noan bao Xenopus laevis. Hoat tinh khang
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virut cia Hul FN da duge phat hién & cac noan bao trong méi trudng
nhan tao, sau khi tiém 48 gid.

Thanh céng thye nghiém nay chitng té ky thuat tiém lugng cuc nho
ADN cua vector plasmid, ¢6 chita ADN tao dong vaoe nhan ctia noin bao
Xenopus, 14 mét k¥ thuat quan trong dé xac dinh ADN tao dong, chda
cae doan nucleotit da dé chiing t6 ¢6 hoat tinh sinh hoe.

3.2. Bién nap bding sing bdn gen

ADN dude tao quanh céc vién dan bing kim loai nang va dude bin
théng vao cac md té& bio. Day la ky thuat tuong d81 hién dai, c6 hiéu qua
ddi véi cay mot 14 mam. da thanh cong trén: laa (Christon P, 1995), ngo
(Oard J, 1993), dau, thude la (Kabuta H, 1992), huong dudng (Vallejos
RH... 1990). hoa héng (Hsia CN, 1996).

Han ché cha phuong phap nay 1a: tdn s6 bién nap thap: thudng
nhan duge cdy bién nap d dang kham: doéi héi kinh ph1 l6n. Ngu ta
thu’dng su dung phuong phap nay dé nghién ciu su bidu hién tam thai
cia gen, ¢b thé ap dung dude cho moi loai t& bao. Hidu qua cda né phu
thuge vao y&u td vat 1y, sinh hoc, héa hoc. méi truong, Vi du: dac tinh
héa hoe va vat ly clia vién dan kim loal. qua trinh boe ADN vio dan,
ludng khi thdi v.v... Kha nang xdm nhap caa gen la vao t& bao dich phai
khong gay anh hudng t6i sinh trudng, phat trién ciia ching. Nguoi ta da
¢6 cal tién, dung thiét bi helium véi tinh nang dong cao. thay vién dan
wolfram bang dan vang.

3.3. Ky thugt dién bién nap (electroporation)

Mot dong dién c6 dién ap cao, c6 kha nang tao cac 16 thing trén
mang té bao, 1am ADN tit méi trudng x4m nhép duge vao bén trong.

3.4. Ky thudt canxi photphat

Dua trén sy hinh thanh mét phic hgp ADN-canxi (DNA-calcium).
dé duge t& bao thu nhén qua co ché thue bao.

4. Tao t6 hop gen biéu hién duge trong t& bao déng vat
4.1. Gen cdu truc phdi dieoc gin thém promotor

Promotor (doan gen khdi dau); dé tao ra td hOp gen biéu hién dude
trong t& bao déng vat. Gen promotor cé ngudn géc ti¥ déng vat. nhu
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metallothionein (MT) thymidine kinaza (TK), hoac tir virut dong vat
nhu SV40 (simian virus). Promotor phai thich hgp véi hé théng hoat
déng cha gen cdu tric, do dé6 mbi gen cau tric ¢6 mét promotor nhat

dinh.

4.2. Céng trinh vi tiém trén déng vat cua Palmiter (1982)

Céng trinh nay st dung t6 hgp gen hormon sinh trudng gdm:

- gen cAu tric hormon sinh trudng (ngudi hGH, chudt)

- gen khdi dong promotor metallothionein chudt

- plasmid (vector)

4.2.1. Mét 56 loai promotor da duge dicng hién nay la:

- mMT : mammalian metallothionein

- 8V 40 : simian virus

- AFP. antifreeze protein
promotor.

4.2.2. Cdc diéu kién co
ban dé vi tiém gen

M6t s8 diéu kién cuc
thuan dé ning cao tin s& xam
nhip gen:

- Néng d6 ADN tiém vao
cd thé 1&2 mdt yé&u t6 dé nang
hidu qua xam nhép gen.

Cuyc thudn la:

- néng dé 1-2 ngpL” ADN
hoac:

- 100- 1000 ban sao cua
doan ADN.

Mot phdn td dai ADN sé
dat hiéu qua hon khi tiém vao
néu duge cat ra vél
endonucleaza.
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Tiém vao nhan dat hiéu qua hon 13 vao t&€ bio chat. Tiém ADN vio
hach nhan (nucleus) cia phéi 2 t& bao ciing dat két qua tao déng vat
truyén gen, Déng chuét duge tiém cling anh hudng t6i hiéu quad tiém
(chon dong).

4.2.3. Cdc sw kién xdy ra ngay sau khi tiém

- D4u tién: sac ma caa gen la ¢6 thé xdy ra d giai doan d4u cda phan
cét, kéo theo gidm it ADN la trong 24 gio sau khi tiém (Chon 1986).
Hoat dfng enzym chuyén cac doan ADN tiém vio sang dang xoén.

Géay déng duc dong thoi:
Cho an '\rogestin tdng hdp ¢6 hoat tinh (altrenogest: nong d4 15mg

cho 1,8kg thiic 4n mébi ngay, mdicon). 5- 9 ngay bat du vao ngay 12- 16
caa chu ky déng duc (estrus cycle) (Webel, 1978)

Rung tring xay ra ngay 5 ngay sau lan cho an progestin cudi cling,

Gdy siéu bai tring:

2000 don vi gonadotropin huyét thanh ngua cai c6 chia (PMSG.
pregnant mare's serum gonadotropin) tiém duéi da 24 gid sau 1an cho &n

altrenogest cudi ciing. 78 gid sau, tiém tiép vao bip 1000 don v1
chorionic gonadotropin cua ngudgi (HCG).

Su dung bién phap trén, sé c6 trung binh: 14- 28 tring rung, Gng
vol: truong hdp tu nhién va trudng hop giy siéu bai noan. Thu tinh
nhan tao 24, 36 va 48 gio sau khi c¢6 HCG.

Chudt dude truyén gen sé tao somatostatin trong tuyén yén sau
(Low, 1985).

Phéi dude vi tiém phai truyén ciy ngay cho cac con céi déng duc
dong thdi dé tranh lam giam s sdng cta phdi cdy (Ebert, 1986). Déi véi
Ign, phéi duge vi tiém, lgn sinh ngay 116 ngay sau cdy phéi. LAy mau
méu & tai dé tach ADN va phan tich dot blot dé xac dinh con vat nao c¢é
mang gen vi tiém. Sonthern blot duge tién hanh trén ADN tach tif héng
cau ngoai vi dé xac dinh c&u tric t6 hgp gen vi tiém. Northern blot duge
tién hanh trén m-ARN dé xac dinh sao ma dic thit & mé ciia gen vi tiém.
Nubi Ign truyén gen dé nhan déng, xae dinh céc bién déi kidu hinh do
truyén gen, |
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5. Tinh é6n dinh cta cac té hop gen (fusion genes)

Sy bidu hién cha gen truyén chua phai l1a duge on dinh tif thé h¢
nay qua thé& hé khac d déng vat truyén gen. Hién tugng nay duge phait
hién ddu tién & chudt truyén gen mang t6 hop gen metallothionein-
thymidine kinaza (Palmiter, 1982).

Nhidu tac gid da cho ring hién tugng thiéu én dinh trong biéu hiégn
clia gen truyén c6 thé c6 lién quan véi cac bién ddi ¢d thé xiy ra trong sy
methyl héa cla gen truyén tit the h¢ nay cho thé hé khae. Thém vao dé.
ciing phat hién duge hién tugng sap xép lai (rearrangemen) cua gen
truyén (Palmiter. 1982), ¢ thé dAn tGi sy da dang trong biéu hién caa
gen truyén, tit thé hé nay qua thé hé khac. Cac biéu hién néu trén da
dude khao sat qua:

- tao cac ddng vat truyén gen gidng hét nhau bing ky thuat ché phoi
(embryo splitting techniques) qua modt thi nghiém mai diy vé truven gen
¢ lgn.

Hop ti thy tinh cba lgn duge Liém mét s8 t& hgp gen gom:

- gen cAu Lric hoemon sinh trudng lgn (pGH):

- promotor moloney murine cua virut leukemia (MLV), bénh bach
cau. '

Hop ti trén duge cay vao mdt con ¢al nhan. sinh ra duge 2 lgn con
duc. Ca 2 lgn con nay déu mang 16 hop gen truyén trong genom. Dude
phan tich dot blot, di cho thiy ¢6 khoing 20 ban sao ciia td hgp gen
truvén., Moi con vat dude truyvén gen déu mang cic site khac nhau
truyén vao (Palmiter, 1986).

Southern blot tir cac con vat khac nhau néi trén déu ¢b cing tinh
chat, khi st dung enzym thuy gidi cit té hgp gen truyén. Hai con duyc
truyén gen mang td hop gen MLV- pGH déu c6 Southern blot gidng
nhau khi ADN duge thuy giai bdi 7-endonucleaza khac nhau (3 trong s6
d6 khéng cb cic site c6 trong doan tiém vao). Hon nita, ca hai con vat
trén déu c6 su sép xép lai gen truyén theo cing mdt kiéu.

Ngudi ta thu dude cac thai Ign giéhg nhau (Marrable, 1971):

- ¢6 thé do sau khi vi tiém td hgp gen v sau khi xAm nhap duge vao
genom, thi phéi duge che (split) va cho ra cac ca thé ¢iéng hét nhau;
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- nhiing sa1 khae kiéu hinh giga 2 eq thé iy oo the phan anh e
bién doi trong sy bidu hién caa td hap gen truvén,

Mot van dé can tiép tye nghién citu 12 mite 6n dinh ngdn hoae dar viy
<u Didu hién cua gen la truvén vio,

6. Chuyén gen hoemon sinh trudng vao dong vat

Gen hocinon.(hormnn) sinh trudng ngud trong to hop MThGH da
duge tach dong 6 chung E.eoli. Chung vi sinh E.coli mang 10 hop
MThGH: cua cic phong thi nghiém nhu Trung tAm qude 1& ky thuil pen
va cong nghé sinh hoec New Dehl,

Tach chiét va danh gia té hgp MThGH tach dong & E.coli

* Chang vi sinh E.coli dong kho

* Puge hoa tan trong nudc AL VD tring,

* Cdy vio 2 dia thach vdi 2 méi trudng khic nhau:

- [SP1:
Bacto trypton H gl
Bacto veast extract 3 g/l |
H,O et 11 ¢/l
- LB: (Luria Berton)
I?:u-tn trypton 10 g/l
Bacto yeast extractl bl
Na(l 10 g/l
H,O cat 950 ml
pH 7.0

* U qua dom 37°C
* Dung que nudi cdy vé trang, 14y 1 khuan lae (colony) trong din
trén. nhang vio 10 ml dung dich 1SP1 hode LB chida ampicillin.

* U trong nhiét d6 37°C qua dém, véi may lae 200 vong/ phiit

*Riang ngay sad, 14y 25 ml mdi trudng 1SP1 hoae LB, dua vao binh
g Nl A 3

dung tich 100 ml chaa ampicillin + 0,1 m! dung dich nuéi ¢y trén
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* U nhiét 46 37°C, ldc 200 vong/ phit cho dén khi dung dich nudi
cay dat 0Dy = 0,6

* Lay 25 ml dung dich nay cho vao 500 ml mdi truong ISP1 hoje
LB. U ti&p, 1dc 200 vong / phit 37°C cho dén khi 0Dy = 0.4

* P§ 2.5 m! dung dich chloramphenicol vao dung dich nuo cAly,
nong dd cudi cung la 170p /ml.

* J 37°C, 14c manh 12- 16g.
Thu sinh khéi, tach va tinh sach ADN plasmid

* Thu t& bao vi khudn bing ly tam 4000 vong/ phiit, trong 15 phit. d
4°C.

* Ria t& bao vi khuin bing héa sinh khéi trong 100 ml dung dich
STE lanh

- Dém STE

NaCl 0.1 M
Tris HCI 10 mM
EDTA 1 mM

* Ly tam 5000 vong/ phiit, trong 15 phut, ¢ 4°C d€ thu lai t& bao vi
khuén.

* Hoa toan bo sinh khét vi khudn tit 500 ml dung dich nuéi cay
trong 10 ml dung dich I ¢6 chda 5 mg/ ml lysozym. (Tach plasmid bing
phan huy kiém va lysozym: pha mang t& bao bing lysozym).

* PDé ¢ nhiét dd trong phong 5 phut dé lysozym pha huy mang té
bao.

* Thém 20 ml dung dich II- ld¢ nhiéu 1an. Dé trong da 10 phut dé
pha ADN bd gen nhén cla té bao.

* Thém 15 ml dung dich lanh. lic manh. Dat trén da 10 phut dé pha
huy protein,

* Ly tam 20.000 vong/ phiit, 20", 4°C. Thu dich trong, bo cén.

* Lay mdi 6ng 18 m! dich trong + 12 ml sopropamol trén déu. nhidt

do trong phong 15 phiat.

* Ly tam 12.000 vong/ phat, 30 phut, nhiét do trong phong dé tach
lipit.
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* B6 phén dich, thu phan két tua.

* Rita bang ethanol 70%, nhiét 48 trong phong. Loai hét ethanol
bang 1am khé nhe trong binh chan khéng

* Hoa tan lai trong 8 ml dung dich TE (pH 8,0)

-Dém TE
Tris HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM.

* Tinh néng d6 ADN bang mat dd quang hoc OD

* P§ tinh sach ADN dudge xac dinh bing ty 18: OD im0
Danh gia té hop plasmid bing dién di agarose

* Cho 0,8g agarose vao 100 ml dém 1 x TAE

* Dun trén bép cach thuy dén tan agarose. Han ché bay hdi nuéc khi
dun dé tranh tang néng doé agarose. DY day gel 5mm, sau 30- 40 phut
khi gel da déng ciing thi 46 TAE ngap khudn réi gd luge ra.

* Pat miu ADN vio giéng _
* Gigng dau tién eho 1 w ADN chuén (ty 1& 1/10 dung dich mau)

* Cac giéng ti€p theo cho cic mau ADN (¢6 ty 18 1/10 dung dich
mau)

* Cho nhe nhang mau ADN vao tiing giéng
* ADN mau phai pha loing véi dém TE + dung dich mau
Ché d6 dién di U=40V
[ =80 mA
t=1- 1,5 gio
* Nhudém ADN bing EtBr (ethidium bromide)

* Ban gen dudc 14y ra nhe nhang khoi khuén. Ngdm vao dung dich
chita EtBr nong 46 0,5 u/ ml trong 30- 45 phiit.

* Rita ban gel bang nude sach 2 14n, mdi 14n 15- 20 phit.

* Quan sat, chup anh dudi anh sang tit ngoai UV: soi trén dén cuc
tim UV dé xac dinh d6 tinh sach ctia ADN.,

* 8o sanh véi mAu ADN chuén dé xac dinh kich thude clia ADN téch
dudgc,
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* Chup anh bang phim dac hidu cho anh sang td ngoai.

M6t eoéng trinh dién hinh da duge cong bd 1a thanh comg vi tiém
ADN tinh khiét ctia khi SV40 vio xoang nodn bao cia chudt va da
chiing minh 1& cac ban sao ADN tiém vao da c6 mat trong cac cd quan
¢ta co thé chudt.

Cong trinh tiép do 12 di vi tiém loal plasmid tai t& hgp. gdm cac
doan ADN cua virut Herpes, virut SV40 gian trén vector 1a plasmid vi
khuan pBR,... tiém thdng vao trimg thu tinh cla chudt. Chudt con sinh
pa LI cie hop td néi trén, e cae doan mang ADN la déic tha méi chuvén
VA, _

(ong trinh vi tiém gen insulin ciia ngudi vao cho chudt, tiém thing
viio tring thy tinh cua chuét, duge tién hanh qua vector plasmid.

Plasamid duge tao dong nay gom mdt ving ca genom ngudi ¢b kich
thudge 125 kb, gdm toan bd gen insulin eling vector plasmid vi khudn
pBR .. ¢0 kich thude 1.3kb. Phéi dude vi tibm ndi trén da phat trién
trong ta cung chudt cai nhan nudi,chuét nay mang thai chita dé binh
thudnge,

Nd1 chung, ADN duge vi tiém phai tién hanh trén phdi cac giai doan
sdm. gini dogn phat (mén ddu tién cua phdi, hoidc trén giao td, tinh
reung trude khi tha tinh 26 din dén kha nang moi té bio ctia cu theé. moi
t¢ biao sinh due <& tép thu dude ADN Ia tiém vao. Bién nap gen. vi tiém
ADN trén dong vat ¢6 vi cang da md ra kha ning truyén cac gen khang
bénh san ¢6 trong genom mét s6 déng vat cla cace loai dong vat. nhat 1a
cae dong vat hoang da. vugt qua dudge hang rao sinh hoe gitia cae loai xa
nhau v¢é mat phan loai.

St dung cac gen ma héa cie khang thé dan dong (monoclonal
antibody). s¢ din té lam bat houat vice tae nhin gav bonh (rong co tho
dong vat, g1 sue.

Nhing doan ADN duge chon ra. tix thanh pbhan cda gen =inh vt
nhiin chuan, dude zan vio mdt doan eda plasmid vi khudn, da duge v
Uém vao 1én nhan (rronuchus) et g 1G ehadt,

Cac thi nghiém Jdau Gen cun Gurdon va edng sy 11920 J3 chang
minh 1a ede phan ta ADN Lo 16 hop, kb duoe truvin vhe tidn nhin
(pronueleas) et phor chuadt, s¢ duge gni dar trong phor doog phat tnién,

Chuven cfiv hop g A3 duge vi Uem vao cne ean e neds bo {eon vl
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nhén) khéng nhiing sé tao ra cac dong vat truyvén gen ma con tao dudge
nhing con vat ¢6 kha niang sao ma ADN tiém vao dé san sinh cac san
phdm protein nguyén (autheutic) nhu herpes thymidine kinase
{Brinster, 1981).

Cac phong thi nghiém di thira nhan viée st dung ky thuit vi tiém
dé tao ra dong vat truyén gen ¢6 cac gen mdi duge bidu hién nhu:

- gen P-globin (Stewart, 1982; Wagner., 1981):

- hoemon sinh truong chuét (Palmiter, 1982);

- transferrin ga (MC Knight, 1983);

-1mmunoglobulin (Brinster, 1983):

- insulin ngudi (Van der Putten, 1984);

- a- fetoprotein (Krumlauf, 1985).

Két qua cae thi nghiém trén da ching té ro 14 vi tiém gen 1a vie tién
nhén cia tring thu tinh chudt dem lai két qua 1a gen duge chuvén vao
va duge biéu hién trong cac té chde con vat.

7. Cong nghé gen tao gidng vat nudi mai

7.1. Nganh chdn nudi trong thé ky XXI c6 nhiéu
gibng vit nudi maoi sé ra doi bdng céng nghé gen

Trong tao gidng vat nudi. gin sic cf truyén. ngudi ta chi véu si
dung phudng phap lai tao. chon loe dé cai tao ngudn gen, nang cao niny
sufit, hiéu qua chian nudi. Tuy nhién, do qua trinh lai tao ty nhién. cic
déng vat lai nhu trén van con mang ludn ca cac gen khéng mong muén.
do t& hgp 2 bo nhidm sic thé nguyén ven cua tinh tritng con b vi t& bao
tring con me. Mot han ché nita 1a lai tao tu nhién nhu trén chi tién
hanh duge gitta cac ca thé trong loai: lai xa. lai khac loai gip nhidu kho
khén, thuong batl thu do sai khic nhau vé bd nhiém sic the, ca vé so
lugng lan hinh thai, gita b va me, do ciu tao co quan sinh due, tap tinh
sinh duc v. v... gita cac loi khong pha hgp nhau.

Cong nghé gen dong vat ra di. cho phép vugt qua dude eie kho
khén trén. C6 nhiéu ky thuat, phudng phap khie nhau trong céng nghe
gen dong vat. dé cii tao cic nguim gen. tao ra giéng maéi e6 cace dac tinh
di truyén mong mudn, trong dé phdo bidn i k§ thuat truvén gen, vy tiem
ADN (tien Tugig cue nho ADN tinh khiéty, Ngudi ta phai thu nhian
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{ritng & giai doan tién nhén (pronucleus) bang k¥ thuat cho rung nhiéu
triing (sidu rung tring, siéu ba tring). Bang ky thuat vi tiém, nguol ta
dua gen la, gen mdi viio nhén cta tinh triing trong hgp td.

Nu#i cdy hgp tlt trong 6ng nghiém cho dén giai doan phdi dau hoéc
phéi bao (blastocyte), réi chuyén cay vao td cung con vat nhan, duge gay
chita gia. Véi cac ky thuat tién tién néu trén cua céng nghé sinh hoc
hién dai trén vat nudi, cu thé 1a cong nghé gen vat nudi, ngudi ta da tao
duge cac vat nudi, gia sic cb tdc d6 16n nhanh, hiéu suit st dung thic an
cao, tao cAc gidng gia stic vat nudi ¢b sie chong bénh.

Hién nay cé nhiéu trién vong hon ca 1a céng trinh vi tiém Mx vao
lon. tao duge gidng lgn mién dich véi bénh cim (influena).

Ngudi ta cling di thanh cong, vi tiém gen IgA vao Ign, cliu, md ra
kha ning tao dude cac gidng vat nud mién dich duge v6i nhiéu bénh.
Mat hudng mdi, day trién vong, 1a vi tiém mot 5@ gen cta vi sinh vat vao
co thé vat nudi, nhu dua gen ma héa enzym xuc tac téng hgp axit amin
cystein vao ciltu, dé tao gidng mdi cho nang sudt 16ng cao géip nhidu lan.
Ngusi ta cing da ti€n hanh dua gen téng hop threonine va lysine c6
ngudn goe vi sinh vat vao vat nudl, lam tang hiéu qua su dung thic an.

7.2. Tqo giéng vdt nudi cung cdp néi quan ghép cho nguoi

Truyén gen o dong vat. vat nudi sé co vi tri ddec biét quan trong
trong chan nudi ¢ thé ky XXI, ¢o thé tré thanh mét hudng tao cac gidng
déng vat c¢6 cac dac tinh di truyén méi, ma trong chon gidng thong
thudng, phai trong chd vao dot bién ty nhién khong phai ludn ludn cb
duge.

Hién nay. trén th& gidi dd hinh thanh mot thi truong mdi, kha doc
dao, mua, ban, kinh doanh cac dong vat thi nghiém duge truyén gen. tao
ra cac dong vat mo hinh 48 nghién ctiu cac bénh cia nguol. Péi tuong co
trién vong nhat vé mat nay, hién nay la con lgn. Lon duge truyén gen
méi 6 tré thanh mot gidng vat nudi doc déo, cung edp ndi quan ghép cho
ngudi. Ky thuat truyén gen da duge stt dung thanh eéng trén nhiéu doi
tugng déng vat. Trén 10 loai dong vat da dude ing dung nghién cliu vé
cong nghé gen: bd, lgn, citu, d&, tho, ga. ca héi, cé loc.

Ngudi ta da c6 kha nang truyén cdy gen la vao cd thé dong vat, d cac
pha khac nhau cua giai doan phdi, giai doan thail, va ca o glal doan
trudng thanh,
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D4u tién, ngudi ta thanh céng tiém lugng cuc nho ADN tinh khiét
cua virut khi SV40 vao xoang phéi bao caa chudt va da phat hién sy ¢
mat cAc ban sao ADN néi trén trong cac ¢d quan ca chudt. Chudt con dé
ra cling ¢6 chda cac doan dac thi cia ADN la tiém vao.

Ngudi ta cang da thue nghiém thanh cong, truyén gen insulin cua
ngudi vao cho chubt. Phudng phap cu thé 1a vi tiém phéan td ADN tai to
hgp mang gen insulin cia ngudi vao hgp ti cua chudt. Sau d6, ngudi ta
tach phdi tit ed thé chudt va chuyén ghép vao ti cung mot chudt cal nudi
hb.

Cho dén nay, trong k¥ thuat truyén gen d dong vat, thi k¥ thuat vi
tiém dung dich ADN viao méat trong cic tién nhan cha phdi 1a phuong
phép ¢6 hidu qua nhit trén déng vat ¢é v, cdc loal thu, va hi¢én la
phudng phap doc nhat dude su dung. '

Ngudi ta phan 1ap gen, tach gen khéi cg thé song, vi tiém vao cac
phdi ctia vat nudi, thudng 14 phéi thu nhan duge qua k¥ thuat gay rung
nhidu tring. sau d6 chuvén cay cac phdi nay vao ti cung cac me nudi.

GAn day, ngudi ta cing da thi nghiém thanh cdng, truyén gen tryc
ti€p ADN vio tinh trung trude khi cho thu tinh. D ¢ thye nghiém, chy
don gidn cho hdn hop dung dich ADN véi tinh trung, két qua cho thay,
ADN da xam nhép dude vao tinh trung.

Céc k¥ thuat truyén gen trén dong vat. vat nudi da thu duge nhiéu
k&t qua thyce tin. Vi tiém hoemon sinh trudng cua chudt ¢dng vio chudt
nhét, da tao duge chudt nhit "khéng 16".

Lon dugc tidm gen vé hocmon sinh trudng, sé giam md, nhung lai su
dung c¢6 hiéu qua hon khau phin an. Ngudi ta cing da thanh cdng.
truyén gen tac to nhén vao tim, s dung td nhén nay § tam dé lam quén
4o cach nhiét, bén, dep. Nguot ta ciing thanh ¢dng vi tiém gen insulin
bo, giong hacmon sinh trudng, dua vio gia sde tao duge gidng gia stc cho
thit khong dinh md (dua vao lgn, ctiu, dé, ga). Diung néi quan lon ghép
cho ngudi, giai quyét duge khé khan mua ndi quan ngudi sdng qua dat
(than, v. v...), 14y ndi quan tit tif thi ngudi bi nan khong ¢6 nhiéu,

Ky thuat ghép ndi quan cho bénh nhén, ghép than, truyén ghép tuy.
ghép da v. v... da trg thanh k¥ thuat phé bién trong y hoe hién dai, dugc
tién hanh thanh céng kha nhiéu ngay o Viét Nam, tai cac bénh vién ldn.
cAc vién quan y. D& khéc phuc khé khin néu t-én. trong vige tim kiém,
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chay mua ndi quan cda nguai sing dé ghép khi can thiét. ngasi ta da o6
phiicng hudng, dung ndi quan caa ddng vat. Viée ghép cic cd quan ciia
dong vint cho ngudl. giap kho khan 16n I su khong dung nap cua cac o
SRER do su khong phu hgp nhau vé mat 16 chire haoe.

})m tugng e6 trién vong nhat dé cung ¢ A ndi quan ghép ¢ o ngusi la
con ](Jn Ky thuit truyvén gen mdi cho lgn ¢o thé din téi "nhan hoa" cace
cd quan eda lon. qua dé ed the loai trir edc phin Uung loai thai sau khi
ghép eo quan. Phudng hudng eaa chan nudi va cGa v hoe hién dai thé ky
XXLIA edt tao mot =0 vat nudi nhu lgn, ciru, trong dé lon 1 dé tughg
thuan g nhat cho ky thuit truyén gen, dé bién lgn thanh mot doi tuong
cung eip en quan dé shép cho ngudi . e con lgn fun di tugng dong
Vit dé su dung udi quan cqa chung ghép cho ngudi, ¢6 nhitng mat uu
thé, ngay ea ki =o sinh véi nhimg dong vit gan nguaol nht linh trudng.

Lom T vt nudi pha bidn. 6 $6 lugng chan nudi ral nhidu & cac nuée,
kich thude phu tang cua lgn tuong dudng vai phu tang caa nguai. Cac -
eony trinh (i nghiém bude ddu da cho thav phi tang cua tgn phi hgp
v eong vice elty ghép hon so véi cac dong vat khae, Gan day nhat, & My
divcay ghép thin lgn da duge “truvén gen” cho mét bénh nhan suy than,
kL qui thu duce kha khid quan. :

Mot kho khan 1dn vé mat sinh hoe, 1a trong mang t& bio cla tat ca

we boan ding v, trt g khi v & ngudi, déu ed galactose. Hé thang mién
dick cua ngudi khit 16 nhan galactose t néi quan ghép, 18y caa dong
vat, =¢ e6 phan Gng lom that - )

Ngav nay, ¢ mot =8 nude nhu My, Anh, Phap, Nga, dang cé hudng
fao giong lon khing o6 galactose trong mang té bao, dé loai trit phan ing
dao that mien dieh khi cAy ghép ndi quan lgn cho nguci. Nguot ta con
phan. e T, tao dudge su trung hoa mién dich. cho phép c¢ thé ngudi
aép nhin phu ting ghép 18y 6 lon, biing cach "nhan héa® {humaniser)
con it ey ghép vao lgn cie gen eta ngudi. dé triét bo phan dng loai
thal e quan ghép xiv ea ¢ bénh nhan, sau khi ghép. tir da cg thé bénh
sharn mad dung nap duage not quan ghép.

G day nhat, ngudi ta Jdi eéng bd réng rdi trén théng tin dai
chaine thanh tau to raomdt mdng lon méi mang gen eua neudi, tie da
A "nhan han™ wong b nawe dung vao hudng cung cap ndi quan dé
s cho nesety B
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7.3. Céng nghé gen ding vit san xudt cac logi
protein quy, ddc hiéu

Céng nghé gen déng vat da c6 nhiéu thanh tuu san xuat cac loai
protein quy, dic higu, théng qua tuyén sda cia cic déng vat bac.cao.
Nhiing loai protein quy nay khong thé san xuit bing con dudng vi sinh
vat hodic qua sinh vat thdp, do céc sinh vat nay khéng di hé enzym dé
san xudt ra nhiing loai protein quy, phie tap, cic loai protein tai té hop.

Bing ky thuat di truyén, gén gen cdu trdc vé promotor la f-
lactoglobulin, didu khién su biéu hién ctia gen 0 tuyén siza, ngusi ta di
san Xudt qua sia dé, chdt hoat hda plasminogen mé ngudi (human
tissue plasminogen activactor). chat 1am ting déng mau. Chat nay duge
tiét ra qua tuyén siia nthd promotor - lactoglobulin. Hang Genetech My
hang nam thu duge 196,4 triéu USI) qua san xuatl protein nay.

Phudng phap sit dung tuyén sita dong vat béc cao d8 sdn xuilt ra cac
protein quy, dau tién duge Clark, 1989, dé xudt. Khi dua t6 hgp gen viu
truc etng vé promoter f3- lactoglobulin vao citu, chudt, Clark thay ching
dude biéu hién rat cao & tuyén sita. Bang phudng phap trén, ngudi ta
cling da téng-hop duge a,- antitrypsin nguoi trong sda cua cttu cal (ndng
do 35mg/ ml).

Hién ngudi ta dang ¢6 hudng san xudt hocmon sinh trudng nguii
qua sifa tho, gidm dudge gia thanh so véi téng hop qua vi sinh vat, chu ky
sinh san cha tho ciing ngan, lugng protein sita cao. Theo phusng phap
trén, yéu 16 lam déng mau IX (bloat clotting factor IX) cang di duge san
XUt qua siia cla cttu, chudt (bmg/ ml). Cac edng Arinh thue nghiém vi
céce thanh tyu san xufit thuce tién néu trén cho thay sia cace dong vin
truyén gen Ja mot hé théng c6 wu thé dé san xuit cic protein quy trong
cd thé sdng, md ra mét linh viuc e6ng nghé hién dai st dung cac gia =ac
nhu tho, cttu. dé cai, Ign, bé dé san xuét protein dac hidu.

8. San xuat vacxin bang céng nghé gen

Cac vacxin (vaccin) thé hé méi da duge sdn xuét, hoac ti riboxom
tdng loai vi khuan gay bénh. hoiic t cdc manh cla virui. LU
glycoprotein cua virut. _

Mot hudng san xuat vacxin bang cong nghé di truyén, ky thuit gen.
day 1a vacxin ché' tir vi khuan (hay ndm men) tdi t6 hop, cd mang gen mé
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héa téng hop mét protein khdng nguyén ciia mot virut hay mét vi khuéan
nao day.

Treng céc loai vacxin san xudt bang cdng nghé di truyén. c6 vacxin
viém gan B, vacxin dai kiéu méi, vacxin ta kiéu méi, vacxin sét rét,
phong.

8.1. Vacxin viém gan B

Virut viém gan B (HBV) 12 virut 4i gan (hepatotropic) c6 vo ngodi la
liporoptein, gém 3 protein, vé trong (capsid) gém 1 protein.

Khdng nguyén bé mdt la protein chinh cia vé ngoai, khdng nguyén
nay duge phadt hién trong mdu ngudi bi nhiém.

Liy gen téng hop khang nguyén cta virut viém gan B ghép vao
E.coli, sau d6 nhan 1én & quy mé céng nghiép céc vi khuin mang gen tai
té hop. Hé gen cta virut dude boc trong capsid, chiia 3200 gdc nucleotit.

ADN cua virut HBV cé cdu tgo chudi kép chi trén mot phan chiéu
dai ctia né, con nita la ADN sgi dun. Sau khi virut xAm nhép vao t&€ bao
gan, ADN virut sé sao ma trong nhan té& bio, tao ra rat nhiéu phan ti
ARN nh& ARN- polymeraza cua té bao cha.

ARN nay goi 1a tién hé gen chita 3500 nucleotit, mdt ARN khac gém
2100 nu leatit ciing dugr téng hdp. C4 hai ARN trén d¢éu ma héa protein
cia virut. Cac protein capsid bao quanh tién hé gen va ADN-
polymeraza va dude van chuyén vao bao tudng t& bao gan. ARN tién hé
gen duge dich ma, tao ra ADN, nho mdt enzym ADN- polymeraza, tac
dung nhu mdt transcriptaza nguge cua retrovirut. ADN virut cé thé duoc
bién nap vdo nhiém sdc thé té'bao chil.

8.2. Sdn xudt vacxin chéng bénh Newcastle ¢ gia cam

Newecastle 14 mdt dang bénh toi ga (Foul pest), do virut gay ra ¢ gia
cam, chim, dac biét la ga.

Virut nay thudéc nhém Paramyxovirus, bao gém ca virut quai bi.
thude ho Paramyxoviridae. Ho nay bao gém ca virut giy bénh Ign gao.
Paramyxovirus 13 virut mang ARN sdi don. Mdi hat virut (virion) duge
bao boc bai it ra la 6 protein dic trung ctia virut.

Cé 2 glycoprotein k&t hgp véi lipit trong vo virut, ddy la
haemagglutinin va fusion protein (F). Glycoprotein thugc loal
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haemagglutinin clia virut ¢6 thé tim dude cac thu quan (receptor) & bé
mi#t hdng cAu nhiéu loai chim va gia cAm. lJam ngung két héng cdu. Nam
1986, ngudi ta di gan duge gen ma héa téng hop protein F véi lipit vo
cla virut va diing dé san xudt vacxin, loai protein nay ¢6 kha nang gay
mién dich.

8.3. Sdn xudt vacxin chdng bénh ld mém long méng

Bénh 16 mém long méng (foot and mouth disease) 1a loai bénh do
virut, 1ay lan rdt nhanh , gdy bénh cho khoang 30 loai déng vat méng
gudc, dic biét nguy hiém déi véi trau, bo, ciru, lgn.

Khi ¢6 dich, dé tranh bénh lay lan, ngudi ta phai tiéu diét hang loat
gia suc bi nhiém bénh va thuc hién cac bién phap cach ly nghiém ngit.

Vacxin hién ¢6 ia c6 hiéu qua, nhung sin xuét theo quy mé cong
nghiép c¢6 nhiéu khé khan, dd1 hoi sit dung mét s6 lugng 1én cac virut cé
dde lye:

- Nhiéu chling (strain) virut khong thé nuéi s6 lugng 16n dé cung cap
khang nguyén lam vacxin.

- Virut nay rat khong én dinh, nhat 12 ¢ pH nhd hon 7, vi vay phai
tudn ludn gidd trong lanh.

- Su da dang cua céac typ virut nay (7 typ) va cac typ phu (65 typ
phu) budc phai san xuit cic vacxin da tri, nhu tam tri (trivalent
vaceine)

Virut gay 16 mém long méng (FMDV- foot and mouth disease virus)
1A virut c6 dang hinh cau, duéi kinh hién vi dién td 6 duong kinh
28nm, trong lugng phan tu 7 x 10° dalton, virut ndy mang ARN soci don.
gdm 8000 nucleotit, duge bao bdi mdt vo (capsid) gébm 60 mAu protein
thudc 4 loai VP, VP,, VP, va VP,..

Nam 1969, theo t¢ Tin tdc c¢dng nghé di truyén (genetic technology
news, 5- 1983), Wild, Burranghs va Brown (Anh) da ding enzym trypsin
xu ly vo protein cua virut nay, nhan thay cé mét trong sé cde protein cia
né c6 thé tao duge mién dich, kich thich sdn sinh khdng thé.

Nam 1973, Laporte (INRA, Phap) di tinh ché thanh cong loai
protein nay va xac dinh diige gen md hoa protein VP,.

Kleid, dd dua vao plasmid pBR,,, chia E.coli, méL ADN b6 sung ma
gen cua mot ARN dai 2000 nucleotit md héa protein VP,
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Nguoi ta tach dong (cloning) dude gen nay trong té& bao E.coli, nhd
d6 tao dugc lugng dang ké protein virut gan véi mot phén protein cta vi
khudn, khang nguyén la protein tdi t6 hgp nay to.ra 6n dinh, gitt dum
hiéu qua tao mién dich ca sau khi dun 100°C.

Bo, lgn duge tiem protein nay tré nén mién dich d6i vdi loai virut
nay.

Néi chung, san xudt vacxin téng hgp 1a mdt linh vuc phat trlen
manh cia céng nghé di truyén va ky thuat di truyén.

Hién nay, ngudi ta dang tao cac chiing vi khuén san xuft khang the
mién dich. O Anh, ngudi ta da tao dude cée chung vi khudn tong hop
khang thé mién dich ciim.

9. San xut cac loai hocmon sinh trudng béng céng nghé gen

Somatotropin (STH) 13 hocmon sinh trudng & ngudi (human growth
hormone}. Day 1a kich thich t& sinh trudng, duge tao ra tir t& bdo o cla
tuyén yén. Bénh lin 1a do thidu STH. Nam 1980, ngudi ta ti€n hanh tai
16 hgp gen nay, méi lit dich 1én men thu dude 2,4 mg. Trude day, dé chita
bénh Jun, phai 1dy t td thi, méi ti thi chi cho dude 4- 6 mg.

Sinh téng hap cdc hoecmon sinh trudng ciia gia suc bdng cdc
loai vi sinh vgt

- Gen hocmen sinh trudng ga da duge dua vao t& bao vi khudn, téng
hop ra hoemon nay. Pa san xuat da dé thit nghiém ¢ My, lam tang 15%
sdc ting trudng cua ga.

- Hoemon sinh trudng bo (bovine somatotropin) dudc san xudt nho
E.coli, bang k¥ thuat di truyén, tiém hing ngay vio co thé bo, ting duge
10- 12% san lugng sita ma khéng cdn ting kh&u phan. Pa duge san xuit
ban rdng rai ¢ My.

- Hoemon sinh trudng Ign (porcine somatotropin) dude tong hgp
biang ky thuét di truyén do hiang Biogen (M¥), c6 tac dung khi tiém vao
Ign, tam lugng md giam 70%, trong khi &y lon chi cdn s dung 70%
lugng thie an nudi binh thudng.
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IV. LAl PHAN TU-KY THUAT MO1 DE
CHAN DOAN NHIEM KHUAN

Mot thanh tyu mdi trong chdn doan bénh nhidm khudn mang tinh
dac hiéu, dd dugc phat trién rat nhanh nhiing nam gin day, la vige su
dung khang thé don dong (monoclonal antibodies) va su phat trién cac
mdu db gen (gene probes)

Khang thé don dong c6 thé duge su dung dé klem tra bat ky loai
bénh gi d gia stic va ngudi. Mét vi du dién hinh 13 st dung khang thé

don déng chdng lai loai truc khudn E.coli giv doe 16 duding rudl. ¢6 long
{pili) k.99.

Trong nhiéu hé thong md hinh phong chita bénh mdi st dung ky
thuat di truyén. ngudi ta di cho tach dong, lam tinh khiét cac hoat chat
dac hiéu nhu interferon, interkeulin, cic y8u t8 lam hoai sinh ung thu.

Cac kiéu Héu phap trén day chinh la theo hudng si dung ngay ed
ch& chéng bénh ty nhién cta déng vat dé phong ngita va chong lai
nhiém khuan, vdi bién phap kich thich ban than hé théng mién khang
ty nhién cua déng vat dé chong lai nhiém khuan.

1. Lai phan t17 axit nucleic

Lai phan tr axit nucleic duge dung dé chan doan cace trudng hop
nhiém tring ma nhing phudng phap ¢8 truyén. kinh dién khéng thé
phit hiégn duge gen gy bénh.

Bé chan doan nhiém tring qua lai phdn td, ngudi ta dang mét mau
do axit nucleie die trung. cho lal vdi axit nueleic gen gay bénh, truc tié)
trén tidu ban.

Trong cie loan phusng phiap truvén thdng dé chan dodn nhiém
trung. thi ngoar phuong phap chan dean huvét hoe ra, nguol ta van Lien
hanh tich gen gay bénh, khuéeh dai ching trong mét hé théng sinh hoc
VA U6 ngay sau dd 1 xiae dinh tae nhan gy bénh qua phén tich cac dic
tinh kiéu hinh,

Be chan dodn nhiéne triong bang cdch xde dinh truc ticp gen gay
hent trén (iéu b bonkongay nay ngudi ta dung réng ral hal kv thuat:

- phit Iuén khang ngayén bang ky thuat mién dich hoce.

- phat hién avit nucleic qua lai phdan ti. Lai phan ti cho phép chin
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doan cac trudng hgp nhiém triing ma khong thé phat hién duge khang
nguyén.. Vi du, d61 véi cac axit nucleic ctia gen giy bénh ndm ngodi
nhiém sdc thé hogc loai hoa nhdp, khéng dudc biéu hién ré qua kiéu
hinh, thi phuong phap lai phén tit vin cho phép chén doan duge.

2. Mau do trong lai phan t@

Nhu ta biét, ngay nay c6 hai phudng phap dung miu dé, phudng
phap mau do danh dau phéng xa va phuong phap mau do khong dung
phéng xa. .

Madu do ddnh ddu phéng xa voi hoat tinh dic biét cao duge dung dé
phdt hién axit nucleic ddc thi: cua gen gdy bénh truc Hiép trén tilu ban.

Céc miu do nay duge dung rong rai dé xde dinh mic giéng nhau
gitta cdc genom: gen giy bénh cda virut, cac doan gen nam ngoai nhiém
shc thé va doan gen cua virut hoa nhap trong té bio, qua dé chian doan
nhiém trung va cac bénh di truyén,

Nhung phudng phap lai ding mau do danh dau phdong xa 6 nhiing
han ché& nhu di néi & phan trén, nhiéu loai déng vi phéng xa ¢é théi gian
ban rd ngin (short half- life), khd bao quan 1au, nén chéng phai huy bd.
khong thé diung tiép cho nhifu 14n lai, khéng an toan cho ngusi va gia
thanh dat. |

Mdu do khéng ddnh déu phong xa. Ngudi La dung biotin, tao céc
méau do biotin. Sau khi lai, biotin gdn vao méu do cé thé duoe phdt hién
bang enzym qua phitong phdp mién dich hoc hoac bing mién dich huynh
quarh mau do biotin duge dung réng rai dé phdt hién gen gdy bénh ngay
trén tiéu ban bénh, qua lai tai ché (insitu).

Hé théng miu dd biotin ¢6 nhiéu lgi thé:

- duge bén viing, én dinh mét vai nam d nhiét d6 4°C;

- ¢6 thé phat hién axit nucleic d ham luong rat thap, mie picogram:

- ¢6 thé phat hién rat nhanh qua lai phan tu;

- cAc nghiém phap lai nay ¢6 thé st dung trong diéu kién bénh vién.
€O 80 san xuit.

3. San xudt mau do

bé chan dodn nhiém triing qua lai phan t. ngudi ta cé 3 phuong
phéap chinh dé tao ra miu do.
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- Cac doan gen hodc ADN bd trg, hoge ARN cla gen giy bénh ¢6 thé
duge tao dong, gan vao mét vector. Tuy theo hé théng vector duge dung,
c6 thé cho ra miu do ADN hoac ARN.

- Ban than gen gdy bénh ¢6 thé duge khuéch dai, ¢6 thé tach chiét
axit nucleic ra va danh dau dé 1am méau do.
Né&u da biét trinh tu doan gen cin nghién ciu, thi ¢6 thé téng hgp ra

‘Au dd bé trg. Ngay nay, ngudi ta di cé céng nghé tong hop cdec doan
dong rhdt (oligomer) chita 20- 50 nucleotid (Kerschner, 1986).

Viéc tao ra cac mau do duge tao dong, tién hanh qua cac budc sau
day:

- phan 14p doan axit nucleic cAn phan tich:

- tao dong doan trén trong mét hé théng vector thich hop:

- khuéch dai doan nay trong hé théng vat chi;

- danh ddu:

- thé hién hiéu qua ctia mau dd qua lai phén ti.

Vige tao dong cac dong axit nucleic dé lam miu dé trong chdn doan
bang lai phan tu. ngay nay dude tién hanh qua st dung cdng nghé ADN
tal td hap, trong d6 cnzym cat gidi han déng vai tro trung tam.

Cho dén nay. genom ctia hiu hét céc gen gdy bénh déu chua dudgc
xc dinh trinh ty hoac thiét lap thanh ban d8, phuong phap dién hinh
hién nay 1a cho khuéch dai thanh s& lugng can thiét céc gen gay bénh.
lam tinh khiétl cic axit nucleic va cdt doan véi cac enzym cat gidi han
dac thua.

Cac doan ADN thitong duge gin vao vector, dita vao vi khudn, & day
ching duge tai ban va dé dang duge khuéch dai va lam tinh khiét.

Céac phan i ARN khong thé dige true tiép tao dong, tdch dong. Dau
t1én chung phai duge chuyén nganh ADN uUAa cnzym sao ngude, tach tix
retrovirut. Ban suo cADN nay dude chuyén thanh ADN sgh kép dud xic
tdc cua ADN- polymeraza, va sau dé dugce tao dong. tach dong nhu Lhé.
V61 ky thuit mau do. 1ai phan ti axit nucleic da duge st dung rat co
trién vong trong chan doan lay nhiém ky sinh tring,

Ngay nay, cac m:iu do ADN da dude téng hop dé phat hién va xac
dinh edc nhan t6 gi: Lénk ‘rong nhiém ky sinh triang J ding vt oo



xuong va ¢ sdu bo truyén bénh, nhu sét rét (malaria), trypanosomasis
(tripanosom), filariasis,

Ky thuat mau do da c6 thé phat hién truc tiép Plasmodium trén
tiéu ban méu.

Trong hé théng miu do nay. ngudi ta da st dung cong nghé ADN tdi
té hop teo ra thu vién bé gen (genomic library) cie Plasmodium
falciparum (Barker, 1986).

K&t qua kiém tra cho thaAy mite d6 chinh xae cao cia miu do. Mau
do chi duge lai vdi tiéu ban mdu 1y ti ngudi bi bénh do Plasmodium
falciparum, chit khong lai voi tidu ban mdu ldy tie nguoi bénh do mot ky
sinh trung khac la Plasmodium vivax.,

Trong &ng dung chin doan nhiém trang s6t rét hé thang mau do
eon 6 thé giap phat hién cace dong khang thude va dong man cam thude.

Cac phuong phip phan tich genom hién dai eon dudge ticn hanh ngay
trén ADN thai, duge tach ta té bao thai bong ra trong dich 61, dé c¢han
doan trude khi sinh cace triéu ching bénh 1y nhu thidu mau do-héng ciu
liém, thalassemia. Mgt vi du thuc tién la site cat gidi han Hpa | thuing
lién két vdi gen hong cau hém trong genom ngusi My da den (Kau va
Dozg, 1978},

Trong cic thanh (gu sd dung lan phiin (i dé chan doan nhiém trang
g gia sae. phai ké dén thue nghicdin dang lai phan ta (Dot-blot
hybridization) phat hién cac axit nucleic caa virut herpes bo loat 1
(bovine herpes virus type- I BHY- 1),

Axit nuclele dich (Larget nueleic acid species) pha duge phan 1ap (0
cac té chie (md) cua vat chi trude khi dua lén mang loc nitrocellulosc.
Cic mo hoac (8 bao nay duge 1am v@ bang ciae ky thuit cd hoe hoae duoe
xti 1y hoa ch&l, véi enzym 1am tan mang tir dé tach axit nuclewe bang
phenol. diloroforme.

4. Diing vecto la thyc khuan thé M,

M,, 1a mét thue khuan thé cta E.coli, dic trung cho loai vi khuan
I'+. Genom cua phage nay thude dang sgi don ADN vong, khoang 6.1 kb,
Khi phage nav lav nhiém vio vi khudn, ADN svi dun ctia né duoc
chuyén thanh ADN sgi kép, dang tdi ban (replicative form, RF).
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RF duge hinh thanh vdi s6 lugng 16n cac ban sao ciia né, trong cd thé
vi khuén chi, sé dugc st dung lam khudén mdu dé tong hdp ra cde thé hé
ADN phage.

Vi khuin bi nhiém phage M,, khong bi huy tiéu (sinh tan) ma lai
tiép tuc san sinh céc th& hé phage mdi qua hinh thic "ban" cac hat
phage méi sinh qua thanh t& bao cta vi khuén.

Ngudi ta da st dung ADN s¢i don cia phage M,, dé sdn xudt cde
mdu do ADN dic hiéu. Qua lai phan tii, ngudi ta c6 thé tao ra cac ciu
tric tai td hgp mang gen giy bénh dac hidu. Ngudi ta cho céc vi khuén
da ldy nhiém phage M,, phat trién trén dia agar. Sau khi trén dia da
phat trién nhiéu tap doan vi khuan, ngudi ta boc dia vao mét mang loc.
Vi khudn phat trién ti cic tap doan, hodc phage xuéit hién trén ban, sé
bdm vao mang loc va tiép tuc tai ban.

Mang loc nay duge x 1y bdi NaOH dé lam sinh tan vi khudn va lam
bién tinh ADN. Mang loc duge dit vao chan khong (vacuo) dé ADN bdm
vao co chdt. Mdau do thiét ké iz genom gen gdy bénh dude ddt vao mang
loc dé cho lai. Sau qua trinh lai xdy ra, cic phan tit lai mang gen gay
bénh dudec tach ra va dua khuéch da.

V. CONG NGHE TANG SINH SAN
1. Cay truyén hdp ti

Cay truyén hgp tit 6 dong vat c6 vi da dude dua vio cong nghé ting
sinh san (reproductive technology) tit 1970. Céng nghé ciy truyén hagp
tld (embryo transfer) 14 két qua ciia nhitng budc tién lén trong sinh hoc
phat trién va sinh hoc phén ti. Céc vi thao tac trén phdi cac loai vat
nudi déu duge tién hanh trong 6ng nghiém (in vitro), sau khi 1dy phéi ra
tt dong vat cho (donor) va trude khi cdy phéi vao déng vat nhéan
(recipient), bao gém céc thao tdc nhu:

- phudng phap tach phéi thanh hai hay nhiéu phan;

- phudng phap phéi hgp hai hay nhiéu phéi thanh mét thé kham
(chimarea);

- phuong phép lam bién d6i cac thanh phén trong t& bao cia phéi
khi m@i phat trién.
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Ky thuat vi thao tac phéi bt ngudn tit cdc fhao tac trén ddng vat thi
nghiém (Mont, 1987), trén nén cac phat hién vé co ché phan héa phai
sdm; céc co ché phat trién ca thé duge phat hién & dong vat khéng xudng
song, sau dé dén dong vat c6 xuong sdng bac thap va cudi cang duge dng
dung trén déng vat c¢6 vui.

Cac thyc nghiém déu tién da ching minh dude 14 nhitng t& bao phéi
(blastomere) tach tit phoi hai t& bao c¢6 kha nang duge phat trién thanh
phéi hoan chinh, déng thdi cho két hgp 2 hgp ti & chudt ¢6 thé hinh
thanh mét cd thé dang kham. Thuc nghiém vi thao tac phéi dong vat c6
v duge tién hanh dau tién trén tho.

2. Bao quan phoi

Day la cong doan ti€n hanh trude khi cdy truyén phéi vao con vat
nhan, tao difu kién bao dam c6 thé van chuyén phéi di xa, va khéng cin
phéi gdy dong duc ddng thdi cho con vat nhan ngay sau khi vi thao tac
18y phéi ra tit vat cho. Trong thye tidn cdy truyén phdi, béo quan lanh
phéi duge tién hanh trong nitd léng (-196° C) déi véi tat ca cac vat nudi,
trit lgn. O bo, ky thuat dong lanh phdi c6 thé din téi két qua thu thai
khoang 80% (Leibo, 1986), trong dé d&i vdi phéi nguyén, két qua cao hon
d6i véi phoi thao tac do tac déng clia cac y&u td thao tac khi tach phéi
(Picard, 1985).

3. Tam th&i nuéi ciy phdi trong cd thé séng
Nguo: ta da tién hanh nudi cdy tam thoi phéi cée gia ste, vat nudi
trong cac loai hé théng séng khac nhau:

- 6ng dan tring cua citu, chudt, the; tit cung caa bé cai; xoang mang
bung (phde mac. periton) etia chudt; xoang 6i phéi ga.

Hau hét cic hé théng néu trén déu duge sit dung ciing vdi cac vi
thao tac, néi chung déu cin dén ky thuat boc phdi trong mét loai chat
bao vé. thudng 1a agar, dé bao vé mang trong sudt khong bi thudng t6n
(zone pollucida).

4. Ky thuit boc phéi bang agar

Ngudi ta diing dung dich agar trong 0,9% NaCl. Trude khi thao tac.
cho nong chay agar, sau d6 1am ngudi agar g 39'C, vita khéng qua néng
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d61 vdi phéi, nhung con c6 thé nhd giot qua éng nhé giot. Viée boe agar
quanh phéi phai tién hanh rdt nhanh, dé agar chua kip déng lai.

Trudce khi boe vio agar, cac phdi di mdé mang trong <udt phai duge
nhung vao huyét thanh bé da duge dun Am. Muc dich cia thao tac néu
trén 1a dé khéng lam ton thucng t& bao phdi.

5. Ky thuat nudi cAy tam thai phéi trong 6ng din tring citu, tho

Ngudi ta 14y mgt hodc hai khdi agar boc phéi. chuyén vao éng dan
tritng cta cltu cai, kém mot lugng t&i thi€u méi trudng. Ciru cai phili
duge tam nging sinh duc (anestrous), khong ddng duc (diestrous) hodc
khéng chita trong thai gian nudi ciy. Céc didu kién néu trén cd thé xay
ra néu trudc ngay thao tic cdy phdi, ngudi ta tiém vao tu cung
progestagen. Cac phéi binh thudng sé di véwo tit cung ¢ giai doan & dén”
16 t& bao.

Pén day, nguoi ta da cé thé tach phoi khéi agar. Ong din trung ctia
thé da duge slt dung réng rai dé ciy phdi dong vat, cdy cac hop ti da
duge thu tinh trong 6ng nghiém. Dé c&y 6ng din tritng thd, cac phdi can
dudgc boc bt mét I6p mong muxin. Thudng, ngudi ta dung éng dan tring
evia thd dé nudi ciy tam thoi phdi lgn. Ky thuat nubi cay tam thdi phéi
trong tiX cung cia bé duge sit dung dé nghién ctiu cac pha sdm trong qua
trinh hinh thanh thé kham & phoi bo. Xoang & etia ga duge sit dung dé
nudi cay phéi cia chudt, dé. méo, boc trong cac khéi agarose, chuyén vao
xoang 81 cia phdi ga.



Chuong VII
DINH CRO KHOR HOC = DI TRUYEN HOC 2001

A. NHAN BAN vO TINH BONG VAT

I. KHAI NIEM CO BAN

Vén d€ tao dong v tinh duge phat trién ngiy nay trong cdng nghé
sinh hoc hién dai, cdng nghé di truyén, cdng nghé gen, xut phat tit cac
khai niém cd ban trong sinh hoc. Nhu ta biét, tir xua, ngudi ta da néu
1én va phan biét hai hinh thitc sinh san trong sinh gidi.

Sinh sén v tinh 1 sy sinh san trong tu nhién, khéng kém theo tai
td hop di truyén, duge thuc hién véi co ché t& bao hoc 13 phan bao
nguyén nhiém (mitose), trong &6 genom dude tai ban nguyén ven.

Hinh thiic sinh san ti€n héa hon, wu viét hon va phiic tap hon, day
ia sinh san hitu tinh, 1a sy sinh san 6 kém theo tai t§ hop di truyén, véi
co ché t& bao hoc 14 c6 cA phan bao nguyédn nhidm va phén bao gidm
nhiém (meiose). Phan bao gidm nhidm bdo dam cho tinh én dinh, dac
trung cua ting lodi sinh vat, bd nhiém sic thé duge 6n dinh & dang
ludng bdi 2n (d6i véi sinh vat nhan chudn, eukaryote). Tai t6 hgp di
truyén dén dén tinh da dang sinh hoe (biclogy diversity), da dang trong
loai, tao ra mét phé thich ng rong cha céc loai, tit dé bdo dam cho su
ti€n héa clia loai. Sinh sdn hitu tinh 1a hinh thdc sinh sin phé bién
trong sinh gidi, trong khi dé, sinh san v6 tinh chi tdn tai & nhitng cd thé
6 clu tric tuong d6i don gidn, th&y nhiéu § thuc vat, nhu hinh thic
sinh san sinh dudng, gidm canh, v. v...

o] déng vat bac cao, sinh san vd tinh chi tén tai d giai doan phat
trién sém, hodc dudi hinh thite bién dang chia sinh san hiu tinh. nhu
hinh thie don tinh sinh.

212



II. TAO DONG VO TiNH G DONG VAT

Néi mét cach don gian, ddy la k§ thuat nhan nhidu cé thé tit nhiing
té& bao vd tinh (non- sexual cells).

Nam 1952, Robert Briggs va Thomas King di thanh céng trong thi
nghiém sau diy. Hach cla mét tritng (nodn bao) cla éch c6 thé duge
thay bang hach 14y tit mjt t& bao phdi cia mét phéi nang (late blastula)
ctia mdt con &ch khac. Tring duge ti€p tuc 1én 1én, phat trién ra mét con
&ch trudng thanh, v& mit di truyén, gidng hét con &ch cho hach. Bang ky
thuit nay, ngudi ta c6 thé san xudt ra s§ lugng 1dn nhing con &ch giéng
hét nhau vé mit di truyén.

Thanh céng thuc nghiém néi trén chitng minh cho gia thiét 1a mbi t&
bao phéi s6m khi hinh thanh, da chita dung moi nhan t& cAn cho sy phéat
trién ddy du ciia mdt ca thé. Véi ludng cu (Ech nhai), k§ thuat nay cho ra
két qua, véi cac diéu kién thao tac chinh xac khéng lam t6n thuong cic
t&€ bao d giai doan phéi nang, rdi 14y hach clia chiing dua vao mét triing
(nodn biao) da rit hach ra, hoat héa ching. Cac nodn bao dd phat trién
thanh nong noc binh thudng. Nhung vdi déng vat bic cao, déng vat cd
vi, thi vAn dé con khé khin, khéng phai don gian nhu 481 véi ludng cu,
ciing nhu khéng dé dang nhu ciy ca rét, cdy phong lan, v. v... moc lén
duge tif mot t&€ bao nudi cdy.

Vé mit cd ban, nhu ta da biét, sinh san vo tinh la su sinh san khong
kéo theo tai t8 hgp di truyén, cd s t& bao hoc & day la phan bio nguyén
nhiém. ‘

Sinh san hiiu tinh la su sinh sén kéo theo tai t& hop di truyén, ¢d sd
t& bao hoc 1a phan bao giam nhiém. Hinh thic sinh san nay c¢é tinh vu
viét hon, 12 dang phd bién trong sinh giéi , qua tai t6 hop di truyén bao
dém tinh 8n dinh clia loai, déng thdi tac ra tinh da dang sinh hoc
(diversity) trong loai, tao mdt phd thich {ng rdng cha lodi, do dé day
chinh 13 nguyén liéu, cho tién héa.

Sinh san vb tinh chi tén tai d nhitng sinh vat, cd thé ¢6 c&u truc
tudng d6i don gian, cdn 6 dong vat bac cao, sinh san hitu tinh 14 hinh
théc sinh s&n phé bién, cdn sinh san vé tinh chi thdy & giai doan phat
trién sém ho#c 12 bién dang cia sinh sén hitu tinh.

$ thuc vAt, trong sinh sin sinh dudng, sinh san vé tinh, nhu gidm
canh, v. v...,dong vé tinh (clone) 1a tip hgp cée ciy c6 xulit xi tit mdt cay
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(clone la tir ch@ Hy Lap "klon" la canh), hinh thanh qua sinh san vo
tinh. '

N61 cach khéc. ¢6 thé tit mét co thé ban dau, tich ra mot hay nhiéu
phin va méi phan sé phat trién thanh mét ca thé méi.

Phan tach ra dé ¢6 thé 1a mét phén co thé, mot co quan, mot cum 1é
b#o. hoiic chi 1a mot t& bao.

Tao dong (cloning). tiic tao clone, hay cu thé hon la tao dong vo tinh.
bac ham toan bd cac ky thuat néu trén, 13 tao ra mdt tip hop cd Lthé
giong hét nhau vé mat di truyén.

Kha ning tao dong v tinh dua trén quan diém cho riing moi té bao
(hang tngu, 1y v.v.) cia mdt co thé da bao déu xuit phat tir mét & bio
hgp td ban dau qua phin bao nguyén nhiém, do dé nhan ctia ching
hoan toan gidng nhau vé mat di truyén.

Trong tréng trot, trong nghé tréng hoa, ky thuat nay duge dung
nhiéu. cho ca cac loai thue vat bac cao.

Nhung d6i véi dong vat. dac biét déng vaf bac cao. thi ¢dn qua phtic
tap.

Sinh san vé tinh ¢ dfng vat cling xay ra trong tu nhidn.

Dang sinh cling tring ¢ ngudi va dong vat la mol vi du, phél ¢ gim
doan sém da tdch ra thanh 2, hoae 3, 4.... titc sinh 2. 3. 4 con (déng sinh.
cung tring).

Mot 50 load ¢dn trung, chi sinh san vé tinh. Con cai dé ra cac tring
khong giam phan. cac tring d6 phat trién trinh san thanh con cai. qua
nhi¢u the hé, Mau sinh tu nhién ¢ ca dide bac 1a mdt vi du dién hinh {(di
néu trong miu sinh ludng bdi héay.

Tuy nhién, ¢ day ¢6 khac ¢ thuc vat, sinh san v6 tinh nav i wr
tring da duge thu tinh, do dé thyc chal diy 14 sy bién dang cta sinh san
hiu tinh.

Cong trinh tao todn tam cai cta Astaurop (da noi trong di truven
g1d1 tinh). chinh 1 su dung ky thuit néi trén, tac dong tim vo tinh. K
thuat tach che phot, cat phoéi  giai doan dang phan chia (blastonmcres),
2. 4 hoac 8 té bao. roi ghép vao vat "nudi h¢" di ¢6 thé cho ra nlucu i
thé tit mot phai.
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111. VE CONG TRINH TAO RA CON CUU DOLLY

DAy 1a thanh céng ctia Wilmut va Campbell (Ecosse, viing Bic nudc
“Anh).

D&i tugng nghién cdu & day khéng con 14 nhing té€ bao phdi nang.
ma 1a nhing t& bao 14y ra tif tuyén vd mét citu cai Finn Dorset, siu ndm
tudi, 16ng tring, d thai ky 3 thang cudi ti khi ciru mang thai, 1a théi ky
t& bao tuyén vi da duge biét héa (differenciation) cao db va phat trién.

Pem nudi cAy in vitro cic t& bao tuyén vii, dé 5 ngay mét méi trudng
nudi cdy rat nghéo huyét thanh, véi muc dich lam cho chu ky t&€ bao
giam tir tif cho tdi khi ngling hoan toan. Giai doan nay dude goi 1a G,
Sau d6, 1am gia lanh trude khi dua méi t& bao tuyén vi vao mét noan
(trting) chua thu tinh, da rat nhan cia mdt clu cai khac, dau den
(blackface). Két qua, mot t& bao mdi di duge hinh thanh, phat trién, tao
thanh phéi.

& day c¢6 sy phéi hop cta hai kg thuat, mét 12 hoat héa tritng da 13y
nhén ra cta ctiu den, va hai 1a lam ngung chu ky séng cua té bao tuyén
v citu trang, tdc 14 nhiing t& blo soma di biét hda cao dd, tach tit mot
co thé trudng thanh, & day da thanh cong trong k¥ thuat dung hgp &
bao (fusion). Thanh céng nay vugt 1én cac cdng trinh trude do, ti 1992
da that bai, chi yéu la do céce t& bao phdi st dung dé chuyén nhén khong
dude dinh vi d giai doan G, (nhu trudng hgp tao citu Dolly) ma da phﬁt
trién téi G, (pha tang trudng) hodc S (pha tal ban, tong hdp ADN) can
trd sy dung hgp té bao.

Ciru Dolly sinh ra ngay 5-7-1996. ¢6 trong lugng binh thudng. khéng
¢é biéu hién di dang nhu cac thyc nghiém trude day. Séng trong ti cung
chia "me nudi ho” 16ng den, nhung citu Dolly vin 6 lang trang. Cac phan
tich, kiém tra di truyén da xac nhan Dolly la ban sao cua ciru Finn
Dorset, ciru da cung cip t& bao tuyén vi.

Sau d6, Wilmut va Campbell, ¢on tao ra 3 cliu con ti nhing té bao
mot bao thai 26 ngay va 4 cifu con ti¥ nhitng t& bao mdt phdi mdi hinh
thanh dugc 9 ngay.

Thanh céng néu Lrén ching o, trong thue nghié¢m, da c6 mot dong
viit ¢6 v 16n ¢6 thé duge nhan ban tir t& bao soma ma khéng can ¢6 tac
dong gi cua t& bao sinh due, ngodl sinh ¢hit cia mot noan bao. Ngudi ta
cing di thanh céng nhan ban khi va lgn, va gan day 1A ca trén nguol,
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duing cac phéi non (14 ngay) cung cdp nguyén liéu ciy ghép, chita bénh..

Vé chét lugng, néi chung nhan bén tit t& bao soma c6 thé tao dugc ca
thé dyc hodc cai wu viét theo ¥ mudn. Tuy nhién, vin cén mdt van dé
cén tiép tuc kiém tra, 1a vai trd cha bao chat cha tritng (nodn) khi dung
hgp véi t&€ bao soma (tuyén via). Bao chat cla tring, nhan nhén chuyén
vao da khdi dong cho su phat trién phdi, trong d6 s& phai lam rd su
chuyén genome me vio genome phdi d didn ra nhu thé nao. Vai trd ctia
bao chit cua noan trong thuc nghiém dung hgp nay, hién nay con cén
duge lam rd, trong dé cé sy chuyén ddi phan ti gita bao chit cta nodn
v6i nhén chuyén dén.

Véi sy phét trién cia cong nghé sinh hoe hién dai, cong nghé di
truyén, thuit ngit clone va cloning bao ham khai niém md rong, dong
gen, tao dong va tach dong gen (molecular cloning), 14 cac ky thuat phan
lap cac gen quan trong, cén thiét, qua vector dua cac gen nay vao cd thé
vat chi, vi khuén, nAm men v. v... bién cic vat chil nay thanh cae nha
may, téng hgp cac sin phim cla nhitng gen trén nhu enzym, hoemon,
dé san xuat cac san ph&m sinh hoc nhut insulin, interferon, somatostatin
V. V...

B. HE GEN NGUO!I

Ngay 12-2-2001, da céng bd chinh thiic, hé gen ngudi ¢6 30.000 gen
it hon nhiéu so véi dy kién trude day (hang tram nghin gen), ¢ong bd
trudc d6 6 thang (thang 6-2000), cong trinh do tap doan da qudc gia My,
~ Anh, Phap, Nhiat, Dide, Trung quéc), cling tip doan tu nhdn Celera
Genomics (My) dd phat hién sai khac quan trong gilta nam va nif: nam,
¢6 Y, mang nhiéu gen dot bién hon X, do d6 nam giéi méc nhiéu bénh
han nit.

Ngudi ta da xac dinh hé gen ngudi giéng 98% so vdi tinh tinh. Hé
gen loal ngudi c6 dén 99% la gidng nhau giiia cac dan te, cac ¢4 thé, do
d6 van @& hinh thanh, phat trién nhan cach, théng minh, phai cha yéu
trén cd s6 xa héi, méi trudng, tu bdi dudng, dao tao, rén luyén clua ting
ngudi dé phat trién tiém nang sinh hoc cla ban than. Thanh tyu dau
tién duge cong bd trong 2 tap chi, Nature (Anh), 12-2-2001 va Science
(My) 2-2001.
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Di truyén hoc ngudi chi duge phat trién nhanh sau khi cé sy ra doi
cla di truyén Mendel, cho thiy cic dinh luat Mendel ¢6 thé duge ap
dung trén ngudi. Budc phat trién quan trong sau d6 13 sy xufit hién di
truyén hoc héa sinh ngudi, vao 1908 vdi cdng trinh cha Garrod, ngudi
thay thuéc hoang gia Anh, phat hién cac dj tat nhu khuyét tat bam sinh
vé trao ddi chat, trong d6 dién hinh 1a Alcaptonuria.

Garrod néu 1én thuy&t mét gen- mét polypetid, xac dinh nhidu dj tat
héa sinh 1a do gen lian, nhd kham pha eGa Garrod, ma ngay trude 1910
da ¢6 phuong phap ché&n doan sém, phuong phap phong bénh va tri
bénh, chén doan enzym va ngay nay tién dén sinh hoc phan ti1.

Hang vai tram dj tat 6 ngudi da duge xac dinh vé mat di truyén la
do réi loan enzym diic thi. Hé gen clia ngudi (hoéic v8n gen, gene pool)
mdi duge nghién efu tiy 1970, dau tidn trén autosome.

Trong hgi thao & Pari, 1971, bit diu xac dinh vé mét t& bao hoc, tit.
cé nhidm sic thé clia ngudi. Sau d6, da c6 nhiéu phucng phap dé nghién
ciiu, lap ban @8 gen ngudi:

-'lai t& bao soma;

- loai bd phan héa nhidm sic thé trong cac t& bao lai khac loai:
- lai ADN-ARN;

- suy dién (deduction) tit cac axit amin trong protein;

- mit doan nhidm séc thé;

- lap ban dé nhéan lap doan.

Ngay nay, d& phéi hgp cac phudng phép di truyén t& bao dé 1ap ban
d6 gen ngudi. Nam 1978, trong suu tap cia Mckusick's, néu duge 2811
gen trdi, gen lan va gen hién két gidi tinh.

I. CAC PHUONG PHAP LAP BAN PO DI TRUYEN NGUOI

1. Lai t&€ bao soma & ddng vat khéac loai

Nam 1960, ngudi ta da chiing minh, khi nudi cfy chung t& bao thude
hai déng khac nhau, chiing c6 thé két hgp nhau tao thanh té& bao lai,
chita by gen cta hai t& bao ban ddu. Nhiing t& bao lai thu dudc trong céc
thi nghiém diu tién 1a do két hdp trong nubi ciy t& bao cla céc dong
khéac nhau trong co thé chudt. Sau d6, ngodi cac t& bao lai trong loai,
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ngudi ta von thu duge ciic t€ bdo lai khac loai, nhu lai giita chudt nhéat
voi chudt dong (Cricetus cricetus), chudt nhat véi ga con va cd gidia chudt
nhat (tic chudt nha, Mus musculus) véi nguoi.

0 thue vat. khi nuéi cily hai dong t& bao soma khac loai, ngud ta
cling thay ed sy két hap ngau nhién eha hai hodc mét s8 t& bao khac loai.
Qua ky thuat t& bao tran (protoplast), su dung hop hai t& bao tran khac
loai & thye vat da tao ra t& bao lai chita bd nhiém séc thé cua hai t& bao
gho.

Trong thye nghiém lai t& bao ngudi véi t& bao chudt trong dich nudi
cAy, nguol ta dua thém mot s chit dé xir tace cho su dung hop. nhu
polyetilenglycol, mdt loai keo hiu ¢d hodc dua thém mot loai virut da
khu hoat tinh. Virut thudng duge dung trong thi nghiém nay la virut
Sendai, 6 mét hosic mdt s& tiéu phan dic tha, nhd d6 virut ¢6 thé dé
dang k&t hgp véi thyu quan t& bao vat chi. Theo cach 4y, tiéu phan nay
cua virut vira két hgp véi t& bao nay, vira két hdp vdi t& bao kia, tao
thanh cau ndi gitta hai t& bao néi trén. Do kich thudc clia tiéu phan nay
qua bé, nén hai t& bao gan nhu 4p sit nhau, chiing tao ra mét cAu néi
mang nguyén sinh gita hai t& bao, va tit d6 da hinh thanh thé ludng
hach, hai nhén (dikaryon). Sau d6, hai hach nay hoéa vae nhau, tao
thanh nhan hgp (syncaryon), chia nhiém sic thé ctia hai t& bao gée, ban
dau. Gan day ngudi ta con dung xuﬁg dién cao ap dé thuc day sy dung
hdp cua hai té& bao.

Qua thuc nghiém lai néu trén, ngudi ta da phat hién, qua mdt s6 1an
phin bao cua té bao lai, vi nguyén nhan gi thi hién nay chua rd. té bao
lai bi mat di mot cach rdt nhanh chéng nhiém séc thé ciia mét trong hai
loai. O t& bao lai chudt nhat- chudt dong, thi mat di nhiém sde thé cla
chudt nhat. O & bao lai giita chujt nhét va ngudi. thi mat di nhidm séc
thé ctia ngudi.

Thudng sau 30 thé hé t& bao, ¢ dong 1& bao lai chudt nhat- ngudi.
con lai toan bd nhiém sic thé cia chubt, chi con 7 nhidm sic thé cia
ngudi, day 14 con s8 trung binh, 6 mdt s6 t& bao, chi con 1-2 cap nhiém
sac thé ngudi. nhung ¢ mét s6 khac, con laj dén 20.

Dong t&€ bao ma nhidm séc thé mat di gol la dong cho dong kia la
dong nhan. Hién tugng mat di nhiém sic thé néu trén rd rang khong
theo quy luat nao ca. Ngudi ta da (ng dung két qua lai xa té bao soma
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dé 1ap ban dé gen. Nguyén tic lap ban dé gen qua lai t& bao soma. 13 =y
¢6 mat san pham cla mdt gen nao ddy, cb tudng quan vdi sy c6 mat cua
nhiém sic thé trong t& bao.

Trudng hop don gian nhat 14, t& bao lai mat di tit ca nhidm sic thé
cus nguoi, chi con lai d6c nhat mot nhidm sic thé. Ti dé. bt cd mit
enzym hay mot protein nao khéc cia ngusi ma dugc phat hién trong (&
bao lai, déu phan anh su ¢6 mdt caa gen quy dinh protein néi trén. trén
nhiém sdc thé déc nhat con lai clia ngudi.

Dé 1ap ban dd gen cha ngudi theo phudng phap nay, phai ¢é hai diéu
kién sau day:

1) Pau tién. tinh trang nghién citu duge ma héa bdi gen trén mat
nhiém sdc thé cla ngudi, phai duge phan bidt rd nét (& mc t& bao) véi
tinh trang tudng ing cua chudt. Vi du: dong t& bao ctia ngudi chia
lactadehydrogenaza A dét bién (LDH- A). Enzym ndy dude phan biét vdi
protein, ma héa boi mt gen tuong \ng ctia chudt. Hai dang nay dé dang
duge phin biét bang dién di trén gel.

2) Kha nang c6 thé xac dinh nhidm séc thé clia ngudi con lai trong
dong t€ bao. Vi du. gen LDH- A ctia ngudi dude phat hién trong cac déng
té¢ bao lai. ma trong d6 chi con lai déc nhat mdt nhiém séc thé ctia ngudi.
vi du 1& nhiém sac thé s& H. thi r6 rang lécut LDH- A nidm trén nhiém
sac thé 11 nay.

O diy. con phai cé diéu kién nita 1a ddng t& bao lai sau khi da mat
mot 56 nhiém sac thé, phai duge 8n dinh, tie 1a khong tidp tuc mat thém
nhiém sac thé nao khac nia.

2. Dung phuong phap lai phan t axit nucleic
dé lap ban dé gen ctia ngudi

T 1& bao ngudi dude nudi cav, ngusi ta lam tiéu ban nhiém sace the
ky mida (metaphase). Dang nhiét tae dong (85°C trong 10 phat). ngudi 1a
lam bién tinh ADN trong nhiém sdc thé. gili nguvén dude hinh dang
nhiém sic thé dé tién hanh lai phan t axit nucleic (ai in sifw). Nguai ta
dimg mot vat do (probe). tie mét gen duge tach dong. ADN di tach dong
nav due danh dau phong xa. duge lam bién tinh. sau dé cho 1 vdi tiéu
b nhiém sae the da bi én tink. Cae 01 don da danh dau eta gen tach
dung (et probe) 88 bat cap véi gen trén nhiém sac thé, e6 cae trinh t
tazd phi hop (bo teg theo nguvén ly ho sung).
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Dung phéng xa tu chup, ngudi ta xdc dinh dude vi tri ciia gen trén
nhiém séic thé. Sau khi lai, nhidm sdc thé trén tidu ban kinh hién vi
duge dit vao phim nhay cdm tia X. Do tac déng cha déng vi phéng xa
(nhu *P), trén mit phim xufit hién cac vét den & vi tri cha vat dé (probe)
ADN déanh déu.

8. Phuong phap ding doan khuy&t d€ lip ban d6 gen clia nguai

Phuong phap ding doan khuyét (annealing of homologous
sequences) ndy dya trén nguyén téc 13 sy ¢6 mit cla bat ky mét doan
nao trén nhidm sic thé, déu phai c6 lién quan véi sy biu hidn cha mot
s8 gen trén doan &y. ' '

Trén rudi ddm Drosophila, ngudi ta lam thye nghiém, phat hién
nhitng doan khuyét trén nhidm sdc thé, qua kinh hién vi. O nguoi, cang
da phat hién nhing doan khuyét trén nhiém sic thé, {ng véi mdt hoic
mét 38 gen nhit dinh. Trén cd 83 nay, ngudi ta xac dinh duge vi tri cha
chc gen trén nhiém séc thé.

4, Dau van di truyén

In d&u van di truyén (genetic fingerprinting) 6 ngudi dua trén dic
diém 1a hé gen ngudi c6 cac locut da hinh, ving siéu bign di
(hypervariable regions HVR), ¢6 s6 lugng 1dn céc doan lip lai trong mét
trinh ty 151 ngén.

Hiéu qua cda bién ddi 88 cac doan trinh tu 151 lip lai 1a sy bién dsi
nay c6 thé xem nhu mét kiéu RFLP, tng dung trong ddu van di truyén,
khae biét vé chiéu dai cac doan giéi han duge phat hién béing Southern
blotting véi méu dd thich hgp, duge {ing dung trong sinh thai hoc phén
td.

II. DOAN LAP ADN

Doan lap dai (variable number of tandem repeat; VNTR) tut vai chuc
dén vai trim nucleotid; doan 13p ngdn (short tandem repeat: STR), déu
duge phat hién ¢ hu hét cac loadi, ngudi, déng vat, thuc vat, ¢6 tinh dic
trung riéng cua loai.

Giiia chc ca thé mét loai, doan lap ADN ciing khac nhau va 1a bdi s§
ctia doan 13p ban diu, nhu (G-C)n, (A-T)n v. v... Trong mdt ¢ thé, mot
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‘nita doan l4p ¢6 nhudn géc b6, mot niia tit me, 13 co 8§ dé xac dinh dic

trung ca thé va quan he huyét théng, néi cach khac 13 tinh da hinh cla
cac locut.

86 14n lap lai cha cac doan lap ¢ titng ca thé- la khéc nhau, tao ra
chiéu dai khac nhau, tao ra cac alen khac nhau. Day la co 86 dé xac dinh
dude chinh xac dic trung cé thé va quan hé huyét thdng & mic d6 ADN
‘thé hién trén cac vét cha bang ADN).

Trinh ty genom ngudi (draft human genom sequence) ¢6 khoang
trén 30.000 gen, trong d6 22.000 da dugc xac dinh tu lau. Céng bd 1dn
thd nhét vé& trinh tu nay 13 vio thang 6-2000. Cé trung binh khoang 12
gen trén 1 trieu bazd (base) cia ADN ngudi (0 rudi ddm 1a 117, § giun
tron la 197, 8 Arabidopsis 1a 221).

Mét nguyén nhén dan dén tinh trang gen ngudi khé phat hién so véi
cac loai gen khac 14 do cac gen ¢ ngudi phan doan nhiéu.

O cac sinh vat phtc tap hon vi khudn, gen ¢6 xu hudng duge phan
doan thanh exon va intron. Néi chung, gen 4 ngudi ¢6 nhidu exon ngin
va cée intron dai hon ¢d trung binh, mét s dai hon 10.000 base. Gen 16n
nhat d ngudi dai 2,4 tridu base, ma héa protein "dystroplin” cia cg (va
cac rél loan dystrophy cd), nhung phén 16n trong d6 13 ADN khéng ma
héa. Intron & ngudi bién déng nhiéu hon. Phan 16n dai khodng 87 base,
nhung & mét s& lai rat dai, lJam cho chiu dai trung binh 1én tdi hon
3.300 base. Nguge 1ai, exon nguoi lai rat bé, ¢é exon chi 19 base.

Hon 91% trinh ty phéc thao duge tip doan céng bé 12 chinh xac dén
99,99%, tic chinh xac dén 1 base trén 10.000. Hién tuong phén doan
cha gen nguoi din dén c6 thé téng hop nhidu protein khac nhau tit cung
nhitng gen nhu nhau, do cé két hgp nhiéu exon khéc nhau theo nhiéu
cach khac nhau. T8i thifu c¢6 35% gen ngudi, khi biéu hién, c6 thé doc
theo nhiéu con dudng.

Tit d6, gen ngudi ¢6 thé ma hoéa nhidu protein gip 5 14n so vdi
genom it uyén chuyén hon cia rudl ddm hodc giun trén. Hon mét nia
genom ngudi, bao gdm trong d6 da biét 47 gen, 1a ¢6 mang yéu td van
dong.

Genom nguoi nhiéu yéu té van déng hon va nhiéu cac trinh ty ADN
1ap hon so véi cac genom khac da biét, mat dd cac doan lap bién dong
13n. M6t viing 525.000 base ctia nhidm sde thé X ¢6 89% trinh ty lip, la
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viing két cum nhat. Ngugc lai, cum "HOX" lai khéc hédn, didu héa phat
trién, c6 dudi 2% yéu té lap lai. Ngudi ta kha ngac nhién khi phit hién
¢ st truyén tryce tiép céc gen vi khudn vao ngudi.

Genom ngudi gitp ta hiéu sau vé mic d6 phiic tap trong ciu tric,
tAp tinh, hoat ddng tinh than, hoc tap, tri nhd. tinh nhan dao & con
nguo.

Cenom vi khuén ¢6 khoang 1,5% doan lip. Poan déng nhiém sac
chit genom rudi dAm khoang 3% doan lap.

Genom ngudi, ngude-lai, rat nhiéu doan lap, trén 50% hao gdbm cac
doan lap xen doan tif yéu t& van dong. Nhiéu vung genom lip xen doan
noi tiép. gap déi déi xiing (palindromic) hoac dang phén tan. trong do co
doan lap dai (50- 500 kb) véi do gibng nhau cao trong trinh tu (98-
99,9%), ¢b cAc ghép d6i sa1 trong téai t6 hgp. tao ra mat-doan dan téi cac
hoéi chimg di truyén.

Ngudi thude genom lap doan nhiéu (large repeat- rich genom).
Ngude lai & virut, vi khudn, rudi dadm lap doan it (repeat- poor genom)

1. Vé van dé doan lap trong genom ngudi

Sinh hoc phan ti1 dd chiing minh, kich thudc genom khéng tudng
quan véi do phiie tap, hoan thién cua cd thé, clia cac loai. Vi du Homo
sapiens ¢6 genom 1dn hon nim men S. cerevisiae 200 1an, nhung lai nho
hon Amoeba dubia 200 lan. Nguyén nhan 1a do genom ngudi c6 s6 luony
16n céac trinh ty lap. 8. ngudi, cée trinh tu cé mé hda protein chiém dudi
5% genom, cac trinh tu lap tdi thidu chiém 50% va con nhiéu hon.

2. Cé 5 1oai trinh tu lap

Céc trinh ty d6 nhu saw:

2.1. Cac doan lap xuit phat tif transposen. thudng la cac doan lap
xen (interspersed)

2.2. Cic ban sac ngude bat hoat (ting phin) cia gen & bao thao
gdm gen ma héa protein vl cde trinh ty ARN cau trae nhaoy thudng 1a
che gen gia et noi.

2.3. Ciac trinh 1 lap don, bao gdm ede lap trde tiep eua o doan
turing doy nean nhu tA, (CAn. hode (CGGM,



2.4. Cac lap doan, gbm khoang 10- 300 kb, duge sao lai tit mot ving
nay cia genom sang mét vang khée.

2.5. Tung cum céc doan 1dp theo trinh ty, nhu § hat trung tam, tam
mut, canh ngan ctia nhidm séc thé tAm mit va cac cum gen ribosom.

Cac doan 1ap 12 mét kho tu liéu vé cd sinh hoc, 12 cac ddu méi quan
trong v cac sy kién tién héa va cac luc tién hoa. Cac doan ldp cung cap
cac phan tich dé nghién ciu qua trinh djt bién va chon loc, cung cép

cong cu dé nghién cdu di truvén y hoc va di truyén quan thé. Genom
ngudi 14 genom dau tién ¢6 nhidu doan lap duge duge giai trinh tu.

I11. BAN b0 BO GEN NGUOI

Ban dé bd gen ngudi véi 1,42 triéu nucleotid don da duge cdng b la
cong trinh duge phat hién ddu tién bédi 2 du an: ¢éng ty vé€ hé da hinh
nucleotid don (single nucleotide polymorphisms, SNP) va cac phéan tich
vé cac dong 1ap doan (clone overlaps) do eéng ty quéc t& giai trinh tu bo
gen ngudi. Ban dé tich hgp moi trinh ty da hinh nucleotid don da cong
b8, 6 mo ta céc gen va dic diém khac cla b gen.

Du tinh ¢6 60.000 trinh ty da hinh nucleotid don ndm trong exon
{cac vang ma héa va cac ving khéng dich ma). va ¢6 85% exon li nim
trong 5kb cha trinh ty da hinh nucleotid don gan nhat. Su da dang
nucleotid rit bién déng trong genom, hoan toan phu hgp vé1 mé hinh &
truyén quén thé chudn cha lich st lodi ngudi.

Mat d$ eao caa trinh ty da hinh nucleotid don trong ban dé cho ta co
s6 d¢ xie dinh bién dong chuin don (haplotype) trong genom va sé giip
ta xiac dinh duge cée gen quan trong vé v sinh hoc dé chan doan va didu
tr bénh. Cong trinh duge cdng bd trong Nature 15-2-2001 409, 928. 933
(20015 1A map of human genom sequence variation containing 1.42
milhon siugle nucleotide polymorphisms. The International SNP Map
Work:inir Group), Tham gla vao du 4n e6 khoang 20 trung tam t 6 quéc
gia (M, Ant. Phap. Dac, Nhat, Trung quéce).

Bude dau gias trinh wg va phan tich b gen ngudi da cho thay 14 bo
gen nguoi cung cap mdt khdi lugng khéng 16 cde thang tin vé phat trién
loal ngugi. sinh 1§ con nyudi. v hoe va tién héa. Ngudi ta di cong b e
két qua cda tap doan qudc t& xav dung phae thao trinh i cua genom



ngudi, cic phan tich ban ddu vé céc dy lidu, md ta mét sd hiéu bist sau
thu thap duge ti trinh ty hé gen nguadi.

Sinh hoc, di truyén hoc ciia thé'ky XX trdi qua bén giai dogn:

1. Phat hién o 83 t& bao cla hién tugng di truyén: nhim sic thé.

2. Cd s8 phan tit cha di truyén: chubi xoén kép ADN.

3. Co s8 théng tin cha tinh di truyén: phat hién cd ché sinh hoc qua
d6 t&€ bao doc duge thong tin trong gen va phat minh ¢dng nghé ADN tai
t8 hagp, tao dong, giai trinh ty.

4. Giai ma céc gen dau tién va sau d6 1a cac genom.

Trinh tu genom cta 599 virut va viroid (dang virut, tac nhan gay
bénh chita doan ngan ADN). 205 plasmid ty nhién, 185 cd quan tl, 31
eubacteria, 7 archaea, 1 n&m, 2 dgng vat va 1 thyc vat.

Hé gen nguoi

Trinh tu phac hoa c¢lia genom ngudi, duge rit ra tit ban dé vat 1y
(physical map) v8i hon 96% phén déng nhiém sic chit cha genom ngudi,
ddng thdi vdi trinh tu b8 sung, choan khodng 94% genom ngudi.

Trinh ty genom ngudi c6 tAim quan trong nhiéu mat, 14 genom 16n
nhat duge gidi ma sdm, genom diu tién trong dong vt cb xuong sdng
dugc gidi mé, 12 genom cta ban than loai ngudi ching ta. Trong genom
c6 su bién dong trong phin bd mot sd y&u t§ trong d6 1a cac yéu td van
déng (transposable elements), ham lugng GC, céc dai CpG va tan s tai
t8 hgp (recombination rate), cung c&p cho ta cic ddu méi quan trong vé
cac hoat dong, chilic nang trong co thé. Vi du, cum gen, HOX quan trong
d6i véi phat trién, 1a ving l4p ma c6 it lip nhét trong genom ngudi,
phan 4nh mdt sy diéu hda phdi hgp rét phic tap caa cic gen trong cum
gen.

Ngudi ta phat hién khoang 30.000 gen maé héa protein trong genom
ngudi, chi gép 2 1dn giun (worm) hodc rudi (fly).

Thuc ra phic tap hon, véi nhiéu két néi tao ra sd lugng lén cac san
pham protein. Todn bd protein (proteome) dugc genom ngudi mé héa la
phitc tap hon so véi cac dong vat khong xuong song. Ddy la do sy c6 mét
ctia cac khu vue protein dic thi cha déng vat cé xuong song. Hang tram
gen cha ngudi xuit hién 13 két qua tit su truyén gen tit vi khuén sang 8
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mdt s méc trong cay dong vat cé xuong séng. Nhiéu gen xuat hién 1a tix
yéu td di truyén van déng (tranSposable elements). Cac lap doan d nguoi
hay gép hon d nAm men, rudi d&m, rudi hoac glun Tan s& dot bién trong
gidm phan & nam gip 2 14n & nit, cho thay sd 1dn dét bién 1a xay ra &
nam gidi.

Phén tich di truyén t& bao cac dong dugde gidi trinh tuy cho thay céc
vang nghéo GC lién quan nhién véi cac bang G dam trong kidu nhéan.
Tan s8 tai td hdp 6 xu hudng cao hon tai cde viing xa tdm (distal) cta
nhiém séic thé (trong véng 20 megabases (Mb) va néi chung 1a trén cae
¢anh ngin, cho thay t61 thidu c6 1 bit chéo d8i véi 1 canh nhiém sic thé
trong méi l4n gidm phén. Phat hién hon 1,4 trigu trinh ty da hinh
nucleotid don (SNP,, single nucleotid polymorphisms) trong genem
nguoi.

Giai trinh ty genom ngudi. Do nhiéu tién by cong nghé trong
hinh thanh va phan tich s6 liéu trinh ty. Cac bién d6i mdi trong thue
nghiém bao gém: phat hién trinh ty dya vae huynh quang 4 mau, thude
nhudm huynh quang (fluorescent dyes); terminator danh diu thude
nhudm (dye- labelled terminator); polymeraza dic thu cho giai trinh tu;
giai trinh ty chu ky (cycle sequencing) va dién di gel mao dan (capillary
gel electrophoresis).

Cong trinh phat hién hé gen ngudi di sit dung céng cu may tinh,
phudng phap tu ddng, cac hé thong robot.

Xy dung phéac thao trinh ty genom ngudi da qua 3 giai doan:

- chon lya céc dong BAC dé giai trinh ty;

- gial trinh i cac dong;

- tAp hgp cac dong riéng ré da duge gial trinh ty vao mét phac thao
toAn cuc cua trinh ty genom.

Cac déng duge chon lya tir 8 thu vién gen mang BAC (bacterial
artificial chromosome). Cac thu vién gen dudge xay dung bing phéan giai
titng phéan (partial digestion) ADN clia genom bang enzym gidi han.

Thoi gian ddu cla dy an, ciing ding cac thu vién gen ti cac loai
vector khac, nhu cosmid. Céc thu vién gen duge thiét lap tit ADN ctia
nhitng ngudi tinh nguyén cho mau {donor) dau tén (anonymous), theo
thoa thuan. Cac miu duge 14y sau khi tham khio céc nha tu van di
truyén, duge danh dau. Mot ghi chép vé danh d4u, sau dé déu duge huy.
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- T mau, chuin bi ADN va cac dong t& bao nudi cdy, ADN tir mébi
dong BAC duge phédn giai v6i enzym gidl han Hind III va kich thudc cac
doan cat ra dudc danh gia qua dién di trén gel agarose. Céc doan duge
cit ra do enzym gidi han sé cho ta "d4u van" (fingerprint) déi vdi mdi
BAC, cho phép phan biét cac trinh tu BAC khae nhau va muic d6 trim
g6i gen (overlaps). Dung ddu véan céc doan cét ra dé xac dinh cac dong
triom g6 va tap hop cac trinh ty BAC vao mét td hgp dong diu van.

Trong pha pilot (thii nghiém). ngudi ta da thay cic site cla cac trinh
tu mang gen danh diu (sequence tagged sites, STS) trong cac ban dé di
truvén va ban db vat ly da thist lap, c¢6 thé duge dang dé tim lai cac
trinh tu BAC tit cac ving dac biét. Téng hop dong dau van duge dinh vi
- doc nhiém séc thé bang cach gan ching véi cAc marker STS tir ban d6 di
truyén va ban dé vat 1y. T6 hop dong diu van dude gin véi cac STS, dic
thii trudc tién qua lai véi mau do va sau dé qua truc tiép tim do cic dong
da giai trinh tu. Cac dong dai dién ciing dude dinh vi bing lai tai chd
huynh quang.

Chon cac dong tit td hop dong ddu van dé giai trinh tu 1a theo cac
tiéu chuan déi thay 6 trung tim, phdn Ién déu tap trung vao ting
nhiém sdc thé riéng ré, hoac tap trung vao cac vung }én cta genom. Do
dé. cac chi tidt thi nghiém c6 thé khac nhau gitia cac trung tam. Vi du,
c6 khac nhau trong kich thudc trung binh cac doan xen cua thu vién
gen, khac nhau qua dung vector tach dong sgi don hay soi kép, va qua
gidl trinh tu d 1 ddu hay ca 2 dau cta doan xen.

Gitta cac trung tAm con khac nhau vé viée ding huynh quang danh
ddu {fluorescent labels) vA qua mic d6 dung primer nhuém hay
terminator nhudm.

IV. YEU TO VAN DONG O NGUOI

O déng vat c6 vd, phan 16n cac y8u td van déng (transposable
elements) 12 1 trong s 4 loai: 3 loai 1a tif cac ARN: 1 loai true tiép ti
ADN. Chiing gdm céc véu td xen dai, y&u t6 xen ngén, cac transposon
d&o nghich va transposon ADN. Cac yéu t& xen dai 1a nhiing phat hién
xua nhit va c6 hidu qua nhit trong genom sinh vat nhan chudn va &
ngudl, ching dai khoang 6kb. ma hoa 2 khu{lg doc md (open reading
frame) déng nhiém sic chat. Cac doan trong genom ngudi ¢6 mat do yéu
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té van dong lén hon ADN ddng nhidm sic chat cha rudi. giun. o6
transposon xuat hién ¢d xua hon nhiéu so véi cac loai khac.

0 ngudi, 2 ho doan jép LINE, (long interspersed 1) va Alu chiém
khoang 60% cac trinh tuy 1dp xen, cac loai khic khéng c6 cac hg doan lap
vugt 1én nhu thé, Mgt sé ving ¢6 mat dé lap 16n la thudng, nhu viing
Xpll 525- kb, v8i mat d6 yéu td van déng trung binh 89%.

V. NHIEM SAC THE Y CUA NGUGI

Tinh chat doan lip xen ¢6 thé dude sit dung dé nghién citu lich su
tién héa clia nhiém sfc thé Y. Cac doan lap xen trén nhidm séic thé Y ¢6
thé duge st dung dé ude doan tdn 8 dot bin 1ién quan. Mét s6 tac gia
thay tan sé dot bién ¢ dong sinh duc nam cao hon 6 ni (germline) qua so
sanh tién héa cta cac gen lién két X va lién két Y & ngudi va vugn
{(primate) chimpanzee, gorilla.

Nhiéu thuyét da cho réng tin s& dot bién ¢ dong sinh duc nam cao
hon, do s6 14n phan bao dé hinh thanh tinh trang nhiéu hon so vdi
tritng, va cac ¢d ché stia di khac nhau gida tinh trung va tring.

C. NHUNG VAN PE DUCC DAT RA

Thanh tyu giai ma toan bd hé gen ngudi cling dat ra nhiéu van dé
rdt cd ban.cAn di sdu thém v& mat 1y thuvét, dong thai lam nay sinh
nhiéu hudng Ung dung rat méi mé va vé cliing quan trong, dang dude thé
giGi quan tAm dau tu nghién clu. déng thdi ciing 1a nhing mai nhon ma
nén edng nghé sinh hoe, cdng nghé gen mdi mé cua Viét Nam chung te
can ddu tu khai thac, dé tit cac hudng dng dung hién dai nay ma di lén
duge nhanh trong nén e¢dng nghé mdi. V& mit ¥ thuvét trong di truvén
hoe, tir 1au nguoi ta da biét la ty 16 ADN khong tham gia ma héa protein
trong ¢ac loai rdt lan. Van dé dat ra doi véi hé gen ngudi 1a 97% ADN
khéng tham gia ma héa protein trong cd thé ngudi, lidu phai ¢6 nhing
val tro. tac dung nhat dinh trong co thé théng nhat, div 1a van dé di-
truvén hoc thd ky XXI phai lam ro.



NHUNG VAN DE XA HOI HOC TRONG PHAT TRIEN DI
TRUYEN HQC THE KY XXI

Céac nha khoa hoc clia nhiéu nudc di déng thanh canh bao va kién
nghi cac chinh phd nhanh chéng céng bé cac dao luat, hé théng luat
phap di kém céc tién bd sinh hoc méi, dé chan ditng cic muu d3 1gi dung
cac thanh tuu giai ma hé gen ngudi, cic thanh tyu nhan ban vd tinh
ngudi vao nhiing huéng phi phéap, trai dao lf sinh hoe, phan nhan vin,
phuc vu cdc &m muu chinh tri den td1, chéng nhan loai.

Uy ban van héa gido duc ctia lién hiép qude (UNESCO) da choe ra doi
mdt Uy ban qudc té vé dao 1i sinh hoc (international commitee of
bicethics, IBC), phéi hgp giita cac nude dé b cac bd luat qudce t& vé céc
vAn dé néu trén, nhu cac vin dé bao v& hé gen ngudi, khong thé lgi dung
hé gen ngudi duge giai ma dé di dén c6 su phin biét phan nhén van _
v.v...nhén ban vd tinh ngudi dang 13 van dé tranh cai trén thé gidi, vi dé
thit nghiém thanh c¢éng nhin ban v6 tinh cttu Dolly, da phat trai qua
biét bao that bai, 177 phéi cltu ¢4 bi hy sinh dé dua dén thanh céng mét
con cttu Dolly ra d3i, va con phai tiép tuc theo ddi su biéu hién gen' & cac
thé hé dong vat nhan ban vd tinh ma cac nha khoa hoc cang chua lam
cht duge, lidu c6 cae biéu hign khong binh thudng, cac phat trién bat lgi
din dén khuyét tat, di hinh bam sinh v. v... Moi v&n dé thit nghiém nhu
trén ¢6 thé tién hanh trén ddng vatl, nhung d6i v6i con ngudi thi khéng
cho phép.

"~ M6t s6 nha khoa hoc My va Y da ¢dng bé chuong trinh khoa hoc
nhan ban vé tinh ngudi dé tao nhiing dda con cho cac cap vg chéng vé
sinh, tinh nguyén tham gia chudng trinh. Nghi vién Anh di théng qua
dao luat cho phép nhan ban vd tinh phoi nguoi phuc vu nghién ciu,
chita bénh. L .

Theo quan difm va phuong huéng khéac, Nhat Ban lai cong bd
nghiém c&m moi thit nghiém nhan ban vé tinh ngudi, nghiém cidm cay
phéi nhan ban trén phu nd.

Van dé can dat ra la khoa hoe ndi chung, di truyén hoc néi riéng.
eua thé ky XXIwa cia moi thé ky-tiép, 1a khong thé ding budc. khang c6
- “chan tudng”, nhung khoa hoc phai duoc phat trién theo hudng van
minh nhan loai, phu hop van hoa dao li con ngudi.

Ngudi ta da déanh gid thanh tyu gidi ma hé gen ngudi 1a dinh cao



trong khoa hoc, khong riéng ciia thoi dai ngay nay, ctia thé& ky XX, thé
ky XXI, ma c6 thé la thanh tuu xuat séc cia toan lich sd nhan loai.

Nhung ciing vé1 phudng hudng di 1én tich cue, rd rang nhan loai, cac
chinh phu sé phai kip thdi ¢6 cac bién phap dé chan diing cac mat tidu
cyc, phan chinh tri nhu di néu trén, ddng thdi cdn phai giai quyét cac
vén dé tdm ly xa hoi ndy sinh, lam dung cac théng tin vé b gen ting
ngudi dé c6 phan bidt d6i xi, khi tuyén dung ngudi lam viée, phan biét
trong bao hiém sdc khoé, trong danh gia cong viée, nhiing van dé tam 1y
xa hoi phai giai quydt khi chan dodn sdm phat hién gen giy bénh, huéng
gial quyét trong hon nhan, trong sinh con v. v...

Thanh tyu gial ma hé gen ngudi md ra nhiédu hudng tng dung hoan
todn mdi, gan lién véi kinh doanh, phat trién cong nghiép dude pham.
l1am co s6 khoa hoc chic chdn dé ché& tao nhiéu loai thude méi, diic biét
theo hudng méi 1a ca thé hoa cach dung thude, dang thude phu hop dac
trung ca thé bd gen cia tiing ngudi bénh, vin dé ma nhiéu ngudi cho
ddy la cude cach mang ca thé hda y hoc.

Theo hudng mét duge hé md qua thanh tuu vé hé gen ngudi, ngusi
bac si, cac thay thudc sé chin doan bénh, khéng phai chi qua bit mach
nhu déng y, khong chi qua cde xét nghiém hién dai nhat hién nay cb
(chup et ldp, dién nio dd, dién tim, sidu 4m, lazer v. v...) ma s8 phai
qua khéu doc b gen ngwdi bénh, qua PCR, qua RFLP, qua cac phén tich
phén t d& nhén dang c4 thé bénh nhan, nhu qua cac doan ADN lap, céc
alen cua ting doan lap, tan s6 alen trong doan lap, sai khéc ré nét giita -
nguoi nay vdi ngudi kia, lién quan dén cac triéu chitng l&m sang. céc
biéu hién kiéu hinh ctia bénh 1y.

Trong hudng dng dung cac thanh tuu ndi bat cha thé ky vé bd gen
nguoi, Viét Nam ching ta can nhanh chéng nhép cude, trong cac diéu
kién sinh thai nhiét déi doc ddo cita dat nude, ching ta ¢6 thé cé nhing
déng gbép nhit dinh, khéng chi cho thye tién dit nude, cho y hoe Vidt
Nam, cho khoa hoc hinh sy Viét Nam, cho cic nghién eftu dan tde hoc
Viét Nam, ma con cho ea cic phat trién ctia linh vye nay trén thé gidi.

Bude dau ching ta, véi eac thiét bi duge dau tu ban dau, da cd cac
cong trinh mé dudng, nhu ding ky thuat multiplex PCR phat hién, chin
doan nhanh, sém, chinh xac cac dét bién mat doan d cac bénh nhéan teo
¢¢ (duchenne muscular dystrophy, DMD) & Viét Nam, dung k¥ thuat
multiplex PCR phat hién dét bién & cic bénh nhan p- thalassemia & Viét
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Nam, g6p phan rdt quan trong bdo vé di truyén ngudi Viét Nam, ngan
chin hoic lam giam sy lan truyén gen gy bénh, qua chén doan phén ti
dé ¢6 tu v&n di truyén y hoc, tu van hén nhan va sinh dé d Viét Nam.

Dé md dudng cho hudng nghién citu di truyén ngusi Viét Nam,
nghién citu cac dan toe d Viét Nam, chiing ta cling d& c6 cac cdng trinh
thuc nghiém ban dau, ding PCR phéan tich phan t 2 ldcut D17S5 va
DIS80 dé nhan dang ca thé va xéc dinh quan hé huyét théng (1.& Pinh
[atang va ctv, 2000), xac dinh dude sai khac alen va tan sd alen cia hai
ldcut néu trén, sit dung ky thuat ddu van ADN (DNA- fingerprint) trong
nhan dang dac trung ca thé, theo huéng tién 1én c6 tang thu ADN nhu
mot 86 nude da tién hanh.

Nganh cong an Viét Nam, khoa hoc hinh su d Viét Nam ciing da mo
ra hudng diéu tra, truy tim, két luin tdi pham qua phan tich ADN, su
dung déu van ADN. nhu trudng hgp gan day nhéat, trong mot vu bat
tréom tré em ¢ Nam Dinh dem vé nudi d Thanh Héa 7 nam sau méi bi
phat hién, da phai ¢é sy hd trg clia xét nghiém, chin doan phan tich
phan L miu mau va téc cha dda tré doi chifu véi cia b6 me dé. Dé
nhanh chéng hoi nhap quéc té, bat kip cac huéng phat trién mai nhon
ctia di truyén hoe thé ky XXI nay, Viét Nam ching ta ean khing dinh ¢6
dau tu ca vé nghién cdu ¢ ban, dic biét ddi vai cae nghién ctu (ng dung
trén diéu kién riéng cua ching ta; khai thac cac thé manh cia dat nudc;
nhanh chéng dao tao ddi ngl cdc nha khoa hoc tré, b6 sung va k& can
hiéu qua, co6 kha nang tiép thu, khai thac cac thanh tyu dinh cao cta
thé gidi, dua di truyén hoc Viét Nam ¢é cac bude di nhanh trong thai da
cimg nght sinh hoe va céng nghé thiéng tin hién nay.
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