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Thuc hién mot s6' diéu cua Lugt Gido duc, Bé Gido duc & Pdo tao vd B Y t&
da ban hanh chuong trinh khung dio tao Duoc si dai hoc. Bo Y 8 t6 chiic bién
soan tdi lifu day — hoc cic mon co sd va chuyén mon theo chuong trinh trén nhdm
tung buGc xdy dung bo sdch dat chudn chuyén mon trong cong tac dao tao nhin
Juc y &)

Sich SINH HOC PHAN TU dupc bién soan dua trén chuong trinh gido duc
cua Truong Pai hoc Y Dwgc Thanh phé”Ho Chi Minh trén co so chuong trinh
khung da dupe phé duyét. Sich dugc cic tic gid GS.TS. Nguyén Vin Thanh,
IS. Trdn Thu Hoa, TS. Trdn Cit Pong, ThS. H6 Thi Yén Linh bién soan theo
phuong chdm: Kién thuc co ban, hé thong; noi dung chinh xdc, khoa hoc cdp nhat
cdc tién b khoa hoc, ky thudt hién dai va thue tién & Vit Nam,

Sach SINH HOC PHAN TU ds duge Hor déng chuyén mén tham dinh sich va
tai licu day ~ hoc chuyén nganh Duoe st dai hoc cia B Y 6 tham dinh vdo ndm
2007. Bo Y t€ quyét dinh ban hanh I3 tai liéu day — hoc dat chudn chuyén mon cua

nganh trong giai doan hién nay. Trong thoi gilan tw 3 dén 5 ndm, sdch phai duoc
chinh Iy, b6'sung va cdp nhat.

BY Y & xin chan thanh cdm on cdc tic gid va Hoi dong chuyén moén tham dinh
da gidp hodn thianh cudn sach; Cim on PGSTS. Nguyén Van Ti v, PGS.T5. Dinh
Huwu Dung da doc vd phan bién, dé cuén sich hoan thanh kip thor phuc vu cho
cong fac ddo tao nhén luc y t6

Lan dau xudt bdn, chiing t6i mong nhan duoc Y kién diéng goép cda déng
nghiép, cdc ban sinh vién va cac doc gid dé Iin xuat ban sau dugc hodn thién hon.

VU KHOA HOC VA PAO TAO - BOY TE



LGOI NOI DAU

Niam 19809, Johansen W. xuit ban chuyén khao "Cac y&u t6 cia hoc thuyét
ding din vé bién di va di truyén" (Element de exakten Erblichkeitslehre), trong
dé ldn dau tién xuat hién tit gen. Nam 1953, Watson va Crick kham pha ra mé
hinh xoin kép ADN da thic ddy nhanh chéng su phat trién cda di truyén hoc 6
muc d6 phéin td. Nam 1965, J. Watson xuit ban sach "Sinh hoc phén ti cua gen"
day 494 trang va dén nam 1976, trong 1an tai ban l4n thi ba da day lén 739 trang.
Tiép sau d6, hang loat tai liéu vé€ Sinh hoc phén ti ra doi.

Cho dén ngay 26 - 06 — 2000, tai Washington D.C, e6ng ty tu nhan Celera
Genomics (Anh) va Du an Bé gen Ngudi (Human Genome Project) ciia Vién nghién
eltu Qude gia vé Stic khde cua Hoa Ky (National Institute of Health) da phéac thao
ban dé bé gen ngudi. Theo dé, bé gen ngudi cé 3,12 ti nucleotid va 97% tong
nucleotid da duge xac dinh trinh tu, trong d6 c¢6 85% s6 trinh tu da dat ding vi tri,
Khoang 3% ADN c6 chita gen, 97% con lai la ADN "khéng chiic ning". Trong téng
s6 3% ADN ndy cé khodng 30 — 50000 gen.

Ngdy 14-4-2003, TS chic Quéc t§ Dinh trinh ty Bo gen Ngudi
(International Human Genome Sequencing Consortium) tuyén bd di hoan thanh
nhiing cong doan cudl cing clia ban dd gen ngudi.

K& ban d6 gen, cac phucng phap tim gen ¢6 tinh chat tri liéu sé duge thite hién

¢ quy mé 1én va Duge 1y b6 gen (Pharmacogenomics) s& kham pha siu hon b gen
ngudi dé ting dung trong nganh Dude.

Séach "Sinh hoc phan ti" nhim giip cho sinh vién Duge khoa hiéu duge cau
tric cd ban va chiic nang ctia gen. Sach gém cac bai: Nhap mén; Sao chép ADN;
Cac loai ARN; Sy phién mé va ma di truyén; Sinh téng hgp protein; Piéu hoa hoat
ddng gen; BY gen t& bao nhan that; Dt bién gen — Cac phudng phap phén tich ADN,

Sach xudt ban lan dau nén khé tranh khdi thidu s6t. Cac tac gia rit mong
nhén dugc s gép ¥ ciia doc gia.

CAC TAC GIA
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ADN
AIDS
AP
ARN
bp

C
cADN
cds
CpG
CTF
DMD
DNase
dNTP
dsADN
eEF
EF

elF
eRF
EGF
FRET
G
GMO
Hfr

Hft
HIV
hnARN
lcr

IF

IGS
Kb
LINE
MALDI-TOF
mARN
NAAAF

CAC TU VIET TAT

Adenine

Acid desoxyribonucleic

Acquired immune — deficiency syndrome
Apurinic or apyrimidinic

Acid ribonucleic

Base pair

Cytosine .
Complementary DNA

Coding sequence

C phosphat G

CCAAT binding Trascription Factor
Duchenne muscular dystrophy
Deoxyribonuciease
Desoxyribonucleozid triphosphat
Double - stranded DNA

Eukaryote elongation factor
Elongation factor

Eukaryote initiation factor
Eukaryote release factor
Epidermal growth factor
Fluorescence resonance energy transfer
Guanine

Genetic modified organism

High frequency recombination
High frequency transduction
Human immunodeficiency virus
Heterogenous nuclear RNA
Insensitive to catabolite repression
[nitiation factor

Internal guide sequence

Kilobase

Long interspersed repetitive element

Matrix — assisted lazer desorption ionization time — of — fligt

Messenger RNA
N — acetoxy — 2 - acetylaminofluorene
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NAD
NER
NF
NF1
NMN
NMP
Ori
PCR
PDGF
PFGE
Pi

PKU
PR
Rad
rARN
RE
Rem
RF

RFI
RFLP
RNase
RNP
RRF
scRNA
SINE
snRNA
SPR
SRP
SSB
ssADN

tRNA
THE
THR
Tm

UTR

Nicotinamide — adenine dinucleotide
Nucleotide excision repair
Neurofibromatosis
Neurofibromatosis type 1
Nicotinamide mononuclectide
Nucleotide monophosphat

Crigin of replication

Polymerase chain reaction

Platelet — derived growth factor
Pulse field get electrophoresis
Inefficient promoter
Phenylketonuria

Photoreactivation

Radiation absorbed dose

Ribosome RNA

Restriction enzyme, restriction endonuclease
Roentgen equivalent man

Release factor

Replicative form |

Restriction fragments length polymorphism
Ribonuclease

Ribonucleoprotein

Ribosome release factor

Small cytoplasmic RNA

Short interspersed repetitive element
Small nuctear RNA

Surface plasmon resonace

Signal recognition particle

Single - stranded binding

Single — stranded DNA

Thymine

Transfer RNA

Transposable human eiement
Thyroid Hormon Receptor

Melting temperature

Uracile

Untransliated region



BANG DOI CHIEU THUAT NGU VIET - ANH

Tiéng Viét

Tiéng Anh

ADN b8 sung

ADN sdi doi

ADN sdi don

ADN vi vé tinh

Alkapton niéu

ARN nhan khéng déng nhat, hnARN
ARN nhan nhd, snARN

ARN polymerase phu thuéc ADN
ARN ribosom

ARN té bao chat nhd, scARN
ARN théng tin

ARN van chuyén

Base déng dang

Bénh héng ban lupus

Bénh loan dudng ca Duchenne
Bién nap

B6 ba két thuc

Bé gen

B6 suy giam

Bong béng sao chép

Chac ba sao chép

Chat cam img

Chat di nhiém sic

Chat dj nhiém sic co cau

Chat hoat hoa

Chat nguyén nhiém sac

Chat nhiém sic

Complementary DNA

Double — stranded DNA

Single - stranded DNA
Microsatellite DNA
Alkaptonuria

Heterogenous nuclear RNA
Small nuclear RNA

DNA - dependent RNA polymerase
Ribosomal RNA

Small cytoplasmic RNA
Messenger RNA

Transfer RNA

Base analogue

Systemic lupus erythematosus
Duchenne muscular dystrophy
Transformation

Stop codon

Genome

Attenuator

Replication bubble

Repilicating fork

Inducer

Heterochromatin

Constitutive heterochromatin
Activator

Euchromatin

Chromatin
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Tiéng Viét Tiéng Anh

Chat siéu e ché Superrepressor
Chét (rc ché Inhibitor, repressor
Chat (rc ché goc Aporepressor

Chip ADN DNA microarray
Chubdi xodn kép Double helix
Chuyén vi nghich Retrotransposition

Cd ché ban bao ton
Cao ché bao tén

Ca ché lan vong
Cong nghé di truyén
Cong nghé sinh hoc
Cobng nghé nana sinh hoc
D&u an ADN

Di xuc tac

Du an bé gen ngudi
Ba cistron

Da kiém soéat

Dau dinh

Pau tl

Piém goc sao chép
bién di gel

Bién di trudng xung
Bigu hoa &m

Piéu hoa duang
Pinh kiéu gen

Poan chén

Boan do

Boan Okazaki

P6i ma

Bon cistron

Dan vi phién ma
Ban vi sao chep
Dot bién cdm (ng
Dot bién cling nghia
Dét bién 1ang

Semiconservative mechanism
Conservative mechanism
Rolling circle mechanism
Genetic engineering
Biotechnology
Bionanotechnology

DNA fingerprint
Heterocatalysis

Human genome project
Polycistron

Multiple control

Cohesive end

Blunt end

Origin of replication

Gel electrophoresis
Pulse field gel electrophoresis
Negative control

Positive control
Genotyping

Insertion sequence
Probe

Okazaki fragment
Anticodon

Monocistron

Operen

Replicon

Induced mutation

Sense mutation

Silent mutation



Tiéng Viét

Tiéng Anh

Dét bién léch nghia

Dot bién ty nhién

Dot bién v6 nghia
Enzym cat gidi han
Enzym phién ma nguoc
Gay dot bién diém dinh hudng
Gen c6 thé cam (ing
Gen ¢6 thé (fc ché

Gen diéu hoa

Gen gia

Gen nhay

Gen tién ung thu

Gen ung thu

Hach nhan

Hat F

B& gen hoc

Hé protein

Hé protein hoc
Heterogenous nuclear ARN
Hoa mién dich

Hoc thuyét trung tam
Hép Pribnow

Hop TATA

Hop ti

Hgp ti khéng hoan toan
Kh& nap

Khudn mau

Kiém soat am

Kiém soat cam ing am
Kiém soat cadm (g duong
Kiém soat duong

Kiém soéat sau dich ma
Kiém soat (ic ch& am
Kiéu gen

Kiéu hinh

Missense mutation
Spontaneous mutation
Nonsense mutation
Restriction enzyme
Reverse transcriptase
Site - directed mutagensis
Inducible gene
Repressible gene
Regulatory gene
Pseudogene
Transposon

Proto — oncogene
Oncogene

Nucieolus

F - prime

Genomics

Proteome

Proteonomics

hnRNA
Immunochemistry
Central dogma

Pribnow box

TATA box

Zygote

Merozygote
Competence

Template

Negative control
Negative inducible control
Positive inducible control
Positive control

Post - translation control
Negative repressible control
Genotype

Phenotype
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Tiéng Viét

Tiéng-Anh
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K¥ thuat di truyén

Lai tai ché

Lai vét ADN

Lai vét ARN

Lai vét protein

Léng ghép

tuc lap

Luc tiép hop

M3 di truyén

Mang t& bao chat

Moi

Mai trudng ti thiéu

Ngoai nhiém sic thé

Ngbn tay kém

Nhan con

Nhiém sac thé

Nhiém sic thé da sgi
Nicotinamide mononucleotide
Nicotinamide — adenine dinucleoctide
Nut

Nut kep tée

Operon c6 thé cam ting

Phage 6n hoa

Phan ctia gen c4u tric khéng mang ma
Phan cta gen cau tric mang ma
Phan thira & dau

Phan img chudi polymerase
Phenyl ceton niéu

Phic hop khdi déng déng

Phitc hap khdi ddng md

Phitc hgp nhan dién tin hiéu xuat
Promoter vé tinh

Protein cang mach

Protein diéu hoa

Protein g3n chop

Genetic engineering

In situ hybridization
Southern blot

Northern blot

Western blot

Catena

Chloroplast

Matting force

Genetic code

Cell membrance

Primer

Minimal media
Extrachromosome

Zinc finger

Nucleolus

Chromosome

Polytene chromosome
NMN

NAD

Loop

Hairpin loop

Inducible operon
Temperate phage

Intron

Exon

Terminal redundancy
Polymerase chain reaction
Phenylketonuria

Closed promoter complex
Open promoter complex
Signal recognition particle
Spacer promoter

Single — stranded binding protein
Regulatory protein

Cap — binding protein



Tiéng Viat

Tigng Anh

Protein hiéu (ng
Protein {rc ché

Quang phuc hdi

S&n phdm khuéch dai
Sau dich ma

Sinh hoc phéan tir

Sinh vat chuyén gen
Sgi som

Sgi khudn sém

Sai khudn mudn

Soi muon

Su bién hinh dj lap thé
Su cit néi

Su da hinh d6 dai cac doan cat gidi han

Sif dj biét codon

Su ho bign

Su phién ma

Su sao chép

Su tu cat noi

Su tu didu hoa

Su {fc ché nguge

Stra chita bang cach cit nucleotid
Tac nhan gay dot bién
Tai nap

Té bao cho

Té& bao nhan

T& bao nhan nguyén thuy
T€& bao nhan that

Thanh t€ bac

Thé cat ndi

Thé da hinh

Thé khuyét dudng

Thé nguyén dudng

Thé nhan

Effector protein
Repressor protein
Photoreactivation
Amplicon

Post - translation
Molecular biology
Genetic modified organism
Leading strand

Leading strand template
Lagging strand template
Lagging strand
Allosteric transformation
Splicing

Restriction fragments length
polymorphism

Codon bias
Tautomerization
Transcription
Replication

Self — splicing
Autoregulation
Feedback inhibition
Nucleotide excision repair
Mutagen

Transduction

Donor

Recipient

Prokaryote

Eukaryote

Cell wall

Spliceosome
FPolymorphism
Auxotroph

Prototroph

Nucleoid
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Tiéng Viét

Tiéng Anh

Thé sao chép

Thé sinh dudng

Thu thé

Thuc khuan thé

Tién thuc khuan

Tién virus

Tiép hop

Tin sinh hoc

T8 chifc hach nhan

Trinh tu chung

Trinh tu diéu hoa

Trinh tu hudng dan ndi tai
Trinh tu két thic

Trinh to mé hoa

Trinh tuf tAng cuong

Ung thu giac mac di truyén
Vi tr{ AP

Vi tri diéu hoa

Vi trf khdi dau

V6 virus

Ving khdi déng

Vang khdng dich ma

Vung khdéng ma hod

Vung ma hod

Yé&u t6 di truyén dong nghich
Yéu tS di truyén van dong
Y&u té gidi tinh

Yéu td kéo dai

Yéu 16 két thic

Yéu t& khdi dau

Yéu t8 phéong thich ribosom
Yéu 13 tang cudng

Yéu t& tang trudng thuong bi
Y&U 18 tang trudng tir ti€u cau

Replicative form

Soma

Receptor

Bacteriophage
Prophage

Provirus

Conjugation
Bioformatics

Nucleolus organizer
Consensus sequence
Operator

Internal guide sequence
Terminator

Coding sequence
Enhancer sequence
Retinoblastoma

AP site

Regulatory site

Initiator site

Capsid

Promoter

Untranslated region
Noncoding region
Coding region
Retroposon, retrotransposon
Transposable genetic element
Sex — factor

Elongation factor
Release factor

Initiation factor
Ribosome release factor
Enhancer

Epidermal growth factor
Platelet — derived growth factor
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BANG DOI CHIEU THUAT NGU ANH - VIET

Tiéng Anh Tiéng Viét

Activator Chét hoat hoa
Alkaptonuria Alkapton niéu
Allosteric transformation Su bién hinh dj 1ap thé
Amplicon 8an pham khuéch dai
Anticodon D6i ma

AP site Vi tri AP
Aporepressor Chat (fc ché géc
Attenuator Bo suy gidm
Autoregulation Su tu diéu hoa
Auxotraph Thé khuyét dusng
Bacteriophage Thutc khudn thé

Base analogue Base ddéng déng
Bioformatics Tin sinh hoc

Bionanotechnology
Biotechnology

Blunt end

Cap

Cap - binding protein
Capsid

Catena

Cell membrance

Cell wall

Central dogma
Chloroplast
Chromatin
Chromosome

Closed promoter complex
Coding region

Cdng nghé nano sinh hoc
Cdng nghé sinh hoe

Pau ti

Chop

Protein gan chép

V4 virus

L.oéng ghép

Mang t& bao chét

Thanh té bao

Hoc thuyét trung tam

Luc lap

Chat nhiém sac

Nhiém sic thé

Phitc hgp khdi ddng déng
Vlng ma hoa



Tiéng Anh

Tiéng Viét

Coding sequence

Codon bias

Cohesive

Cohesive end
Competence
Complementary DNA
Conjugation

Consensus sequence
Conservative mechanism
Constitutive heterochromatin
Corepressor

De novo

DNA fingerprint

DNA microarray

DNA — dependent RNA polymerase
Donor

Doubie helix

Double - stranded DNA
Duchenne muscular dystrophy
Effector protein

Elongation factor
Enhancer

Enhancer sequence
Epidermal growth factor
Euchromatin

Eukaryote

Exon

Extrachromosome
Feedback inhibition

F — prime

Gap

Gel electrophoresis
Genetic code

Genetic engineering
Genetic modified organism
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Triph ty ma hoa

Su di biét codon

Dinh

DPau dinh

Kha nap

ADN bé sung

Tiép hgp

Trinh ty chung

Co ché bdo tén

Chat dj nhiém séc co ciu
Chat déng Uc ché

Mai

Dau 8n ADN

Chip ADN

ARN polymerase phu thudc ADN
Té& bao cho

Chudi xoan kép

ADN sdi d5i

Bénh loan duting cg Duchenne
Protein hiéu itng

Yéu td kéo dai

Y&u t6 ting cudng

Trinh tu tang cudng

Yéu t& tang trudng thugng bi
Chat nguyén nhiém séc

Té bao nhan that

Phan cla gen cau tric mang ma
Ngoai nhidm sic thé

Su (fc ché ngudc

Hat F

Khodang tréng

bign di gel

Ma di truyén

Cang nghé di truyén, ky thuat di truyén

Sinh vat chuyén gen



Tiéng Anh Tiéng Viét
Genome B& gen
Genomics B& gen hoc
Genotype Kiéu gen
Genotyping Binh kiéu gen
Hairpin loop Nut kep téc
Heterocatalysis Dj xuc tac

Heterochromatin
Heterochromatin
Heterogenous nuclear RNA
Human genome project
tmmunochemistry

In silico

in situ

In situ hybridization

In vitro

In vivo

Induced mutation
Inducer

Inducible gene

Inducible operon
Inhibitor

initiation factor

Initiator site

Insertion sequence
Internal guide sequence
Intron

Lagging strand

Lagging strand template
Leading strand

Leading strand template
Loop

Matting force
Merozygote

Messenger RNA
Microsatellite DNA

Chat di nhiém sic

Chat di nhiém sic

ARN nhan khéng déng nhat, hnARN
Duf an b gen ngudi

Hoa mién dich

Trén may tinh

Tai chd

Lai tai chd

Trong éng nghiém

Trén sinh vat

Dot bién cdm (ng

Chat cam {mg

Gen c6 thé cam (g
Operon ¢6 thé cdm (g
Chét (c ché

Yé&u t& khdi dau

Vi trf khéi dau

Boan chén

Trinh tu hudng dan nai tai
Phén clia gen cau tric khong mang ma
Sdi mudn

Sgi khuén muén

Sgi sém

Sdi khudn sém

Nut

Luc ti€p hop

Hdp t& khéng hoan toan
ARN théng tin

ADN vi vé tinh
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Tiéng Anh

Tiéng Viét

Minimal media

Missense mutation
Molecuiar biology
Monocistron

Multiple control

Mutagen

Negative control

Negative inducible control
Negative repressible control
Noncoding region
Nonsense mutation
Northern blot

Nucleoid

Nucieolus

Nucleolus organizer
Nucieotide excision repair
Qkazaki fragment
Oncegene

Open promoter complex
QOperator

Operon

Phage

Phenotype
Phenylketonuria
Photoreactivation

Platelet - derived growth factor
Polycistron

Polymerase chain reaction
Polymorphism

Polytene chromosome
Positive control

Positive inducible control
Post - translation

Post — translation control
Pribnow box
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Mai trudng t8i thidu

Dot bién léch nghia

Sinh hoc phan tir

Pon cistron

Da kidm soat

Tac nhan gay dot bién

Diéu hoa am, kiém soat am
Ki€ém soat cam (ing am
Kiém soat c ché€ am

Vung khéng ma hoa

DPét bign vo nghia

Lai v&t ARN

Thé nhan

Hach nhan

T8 chifc hach nhan

S(fa chita bang cach cdt nucleotid
Boan Okazaki

Gen ung thu

Phifc hgp khdi ddng ma
Trinh tu diéu hoa

Pan vi phién ma

Thyc khudn

Kigu hinh

Phenyl ceton niéu

Quang phuc héi

Yé&u t6 tang trudng tir tiéu cau
Da cistron

Phan (ing chudi polymerase
Thé da hinh

Nhiém sac thé da soi

Piéu hoa duong, kiém soat duong
Kiém soat cdm (mg duong
Sau dich ma

Kiém soat sau dich ma

Hop Pribnow



Tiéng Anh Tiéng Viét

Primer MQi

Probe Boan dd

Prokaryote T& bao nhan nguyén thuy
Promoter Viing khéi déng
Prophage Tiém thuc khudn
Proteome

Proteonomics

Proto - oncogene
Prototroph

Provirus

Pseudogene

Pulse field gel electrophoresis
Receptor

Recipient

Regulatory gene
Regulatory protein
Regulatory site

Release factor
Replicating fork
Replication

Replication bubble
Replicative form
Replicon

Repressible gene
Repressor

Repressor protein
Restriction enzyme
Restriction fragments length polymorphism
Retinoblastoma
Retroposon
Retrotransposition
Retrotransposon
Reverse transcriptase
Ribosomal RNA
Ribosome release factor

Hé protein

Hé protein hoc

Gen tién ung thu

Thé nguyén dudng

Tién virus

Gen gia

Bién di truong xung

Thu thé

Té bao nhan

Gen diéu hoa

Protein diéu hoa

Vi tri diéu hoa

Yé&u t3 két thuc

Chac ba sao chép

Su sao chép

Bong béng sao chép

Thé sao chép

Bon vi sao chép

Gen c6 thé (c ché

Chét (fc ché

Protein (c ch&

Enzym cét gidi han

Su da hinh dé dai cac doan cét gidi han
Ung thu vBng mac

Yéu t& di truyén déng nghich
Chuyén vi nghich

Y&u t& di truyén déng nghich
Enzym phién ma nguce
ARN ribosom

Yéu t& phéng thich ribosom
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Tiéng Anh

Tiéng Viét

Rolling circle mechanism

Self - splicing
Semiconservative mechanism
Sex - factor

Signal recognition particle
Silent mutation

Single - stranded binding protein
Single — stranded DNA

Site - directed mutagensis
Small cytoplasmic RNA

Small nuclear RNA

Soma

Southern blot

Spacer promoter
Spliceosome

Splicing

Spontaneous mutation

Stop codon

Superrepressor

Systemic lupus erythematosus
TATA box

Tautomerization

Temperate phage

Template

Terminator

Transcription

Transduction

Transfer RNA

Transformation

Transposable genetic element
Transposon

Untranslated region

Western blot

Zinc finger

Zygote

Cd ché 1an vong

Sy tu ¢t ndi

Cd ché ban bdo ton

Yéu to gidi tinh

Phiftc hgp nhan dién tin hiéu xuat
D6t bién clng nghia, dét bién 1an
Protein gan sgi don

ADN sdgi dan

Gay dbt bién didm dinh hudng
ARN té& bao chat nhd, scARN
ARN nhan nhd, snARN

Thé sinh duéing

Lai vét ADN

Promoter vé tinh

Thé cit ndi

Su cét néi

Dot bién tu nhién

B6 ba két thic

Chat siéu e ché

Bénh héng ban lupus

Hop TATA

Su hé bién

Phage 6n hoa

Khuén mau

Trinh ty két thuc

Su phién ma

Tai nap

ARN van chuyén

Bién nap

Yé&u t& di truyén van déng
Gen nhay

VUung khéng dich ma

Lai vét protein

Ngbn tay kém

Haop tir
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Bail
NHAP MON SINH HOC PHAN TO

-~ Trinh bay duge lich siz va phwrmg phdp 'ﬂgﬁiéﬁ et sinh hoc phén tiz. b
i Néu-d_,'wg‘c muc tiéu vddé'i tz:o’ng mﬁnhoc cut g e
= Trinh bay dugc cdc thanh twu hién dai do sinh hoc phén tiz dem lai.

1.1. LUGC SU

C6 thé phan chia su phat trién ctia sinh hoc phéan ti thanh ba giai doan chinh.
L.1.1. Giai doan hinh thanh cac tién da

Friedrich Miescher kham pha acid nucleic vio nim 1869, khi d6 éng chi 1a
mot bac si 22 tudi. Khi thuy phan ma bénh nhan bing pepsin va acid hydrochloric
r6i chiét véi ether, 6ng ta thu dude nhan t&€ bao. Khi xit 1y nhan t& bao véi kiém,
6ng thu duge mét chat tiia ma ong goi 1a nuclein va do tinh chat acid ctia né nén
dudc goi 1a acid nucleic. V& sau Miescher sit dung tinh trung ctia ca hdi dé chiét
acid nucleic cho nghién citu ctia minh.

Gregor Mendel kham pha quy luat di truyén nam 1865, khi nghién ctu sy
truyén tinh trang trén cAy dau Ha Lan.

Vao dau thé ky XX, Walter Sutton va Theodor Boveri da thiét lap méi quan
hé gitta Di truyén hoc va Sinh hoc khi quan sat sy phén ly cia nhidm sic thé & t&
bao. Nhuing vi nhiém sic thé chita ca protein 1in acid nucleic nén ngudi ta bat dau
nghién citu dé x4c dinh dau la vat lidu di truyén that su.

Frederick Griffith 14 mot nhan vién y t& & London véi nhiém vu chinh 14
nghién cltu cac con dich. Nam 1928 da nghién cdu sy nhiém phé cdu trong dai dich
cim sau Thé chién I, trong d6 ghi nhan su chuyén d6i kiéu hinh tix R sang S cua
phé cdu c6 thé x4y ra ngay ca khi dung t& bao chét.

Nam 1944, Oswald Avery, Colin MacLeod, va Maclyn McCarty da cong bd
bing chitng thic nghiém ddu tién réing chinh ADN la vat liéu di truyén. Avery va
cac cong su doc bai bao ctia Griffith va ho ¢8 1ip lai thi nghiém véi y dinh tim kiém
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chit chiu trach nhiém cho su chuyén d6i nhung khéng thanh c6ng. Sau d6 nhd mét
phuong phap tach loai protein ra khéi dung dich cia M. G. Sevag ho da thanh
cdng trong viée chiing minh ADN chinh 1a tic nhan truyén tinh trang.

Nam 1951, Erwin Chargaff, da ching minh trong ADN ty 1& nucleotid Adenin
luén bang Thymin; Cytosin bing Guanin hay néi cach khéac ty 1& base purin bang
ty 1& base pyrimidin; trong khi ty 18 A + T # G + C va thay d8i theo loai.

Nhung d&n nim 1952, vai trd di truyén chia ADN méi duge xac nhan., Khi
Hershey va Chase st dung kj thuat danh diu phéng xa dé chiing minh ADN chi
khong phai protein 14 chat mang théng tin di truyén.

1.1.2. Giai doan Sinh hoc phén tif ra d&i

Niam 1953, mé hinh ciu tric ADN cua Watson — Crick ra doi, dude xem 1a
kham pha 16n nhat trong Sinh hoc cta thé ky. M6 hinh xodn kép ADN do James
D. Watson va Francis H. C. Crick x4y dung la su két hgp clia céng trinh vé ty 1&
nucleotid do Edwin Chargaff @& xudng va cong trinh nghién citu sgi ADN bing tan
xa tia X ctia Rosalind Elsie Franklin va Maurice Wilkins.

Niam 1961, M. Nirenberg va J. Matthei tim ra b mé di truyén nhan tao dau
tién. Dén giifa nhiing nim 1961, toan bd 64 codon (bd ba ma hoa) da duge xac dinh.

Dic biét nam 1961, F. Jacob va J. Monod tim ra ¢ ché di truyén diéu hoa
tdng hop protein.

Nim 1962, Warner Arber phat hién ra enzym cét giéi han trong t& bao vi khuén.

Niam 1967, enzym ADN ligase duge chiét xu&t. Ngudi ta xem enzym nay la keo
dan phén ti, ¢6 thé néi hai s¢gi ADN lai véi nhau.

Nam 1970, Hamilton Smith chiét dugc enzym cét gidi han.
1.1.3. Sinh hoc phén ti hién dai

Trong thap nién 70 cta thé ky XX, k§ thuat di truyén ra ddi tao nén cudc cach
mang mdi trong di truyén va sinh hoc phan ti. Viée xéc dinh trinh ty nucleotid
(ADN sequencing) ciia gen da nhanh chéng din dén ky thuit méi: gy dot bién
diém dinh hudng cho phép tao céc bién déi tuy ¥ trén gen.

Niam 1973, A.C. Chang va Herbert Boyer, ... da tao dugc nhiing plasmid ta1
t8 hop dau tién. Phuong phép nay duge md réong vao nim 1973 va ngudi ta da ndi
nhiéu doan ADN vao plasmid SC101 tach ra tit E. coli. CAc phén tit tai td hop
nay c6 thé tu sao chép khi dua vao t& bao E. coli khac. Nhu vay Sinh hoc phin
tit (SHPT) da thuc diy su ra doi cia mét nganh céng nghé méi 1a céng nghé
di truyén.
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Nim 1985, R.K. Saiki va K. B. Mullis d4 céng b6 viéc st dung PCR dé
khuéch dai cic doan gen B - globin in vitro. Tit ddy thao tac ADN (ADN
manipulation), x4c dinh trinh tu gen di phat trién rong rai va Ung dung trong
nhiéu linh vye khac nhau nhu chan doén, bién d6i di truyén, xac dinh pha hé, ...

Cé thé néi SHPT trong giai doan hién dai duge ap dung trong ba linh vye
chu yéu:

— Nghién ciiu cd ban vé ciu triic va chifc ning cha tiing gen.
— 8an xudt protein hitu ich bing phuong phéap méi.
~Tao ra céc sinh vat bién ddi gen (GMO).

Viéc hoan thanh ban do gen ngusi da giup giai quyét nhitng van dé 1én nhu
diéu tri ung thu, phat trién phéi, biét hoa t& bio.

Vao dau nam 1990, sy két hgp giita Sinh hoc phén ti va Tin hoc dua dén mot -
phuong phap méi 14 ir silico (nghién ciiu sinh hoc trén may dién toan).

Bang 1.1. Cac ¢6t méc quan trong trong su hinh thanh va phét trién cha SHPT

Thai gian Su kién

1830 Phat hién protein.

1833 Phat hién va phan Iap enzym dau tién.

1865 Di truyén hoc ra ddi: Gregor Mendel kham pha quy Juat di truyén cac tinh
trang.

1869 Friedrich Miescher kham pha acid nucleic

1879 Fleming phat hién chat nhiém séc.

1900 Drosophila (rudi gidm) duge sir dung trong céc nghién citu gen.

1906 Thuat nglt "Di truyén hoc" 1an d4u tién dugc sir dung.

1911 Rous phat hién virus gay ung thu dau tién.

1915 Phat hién thuc khuin (phage).

1919 Lan dau tién tir "Cong nghé sinh hoc" (biotechnology) dudc ding.

1938 Thudt ngir "Sinh hoc phan t" (molecular biology) duge dua ra bdi Warren
Weaver.

1941 Thuat ngir "Céng nghé di truyén" (genetic engineering) duge ding lan dau, béi
nha vi sinh vat hoc ngudi Ha Lan A. Jost trong bai giéng tai hoc vién ky thuat
Lwow, Ba Lan.

1944 Oswald Avery va cdng su chitng minh ADN mang théng tin di truyén.

1946 Phat hign rang vat liéu di truyén tir cac virus khac nhau ¢6 thé phdi hop dé tac
ra virus mdi, mét thi du vé tai t8 hop di truyén.
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Thdi gian

Su kién

1947
1949

1953

1955
1956

1958

1959
1960

1961 - 1966
1967
1969
1970
1971
1973

1976

1977

1978

Thap nién 70

McClintock kham pha yéu td di truyén van ddng "gen nhay" d bap ngd.

Pauling chimg minh bénh hdng cau Iudi liém & mét "bénh phan ti do dot bién
trong protein hemoglobin,

James Watson va Francis Crick cong bé cau tric xodn kép ADN, md ra thdi
dai mdi cla sinh hoc.

Phan lap dugc enzym chiu trach nhiém téng hop acid nucleic.

Kornberg kham pha ADN polymerase [, d&n dén viéc lam sang td cd ché sao
chép ADN.

Chimg minh hénh héng cau ludi liém chi do dot bign 1 acid amin.
ADN dugc tach ra trong 6ng nghiém lan du tién.

Cac budc trong qua trinh sinh t8ng hop protein dugc phac hoa.

S{t dung tinh chat bé sung cip base dé tac phan tir ARN — ADN lai.
Tim thay ARN thong tin.

Kham pha mé di truyén gém céc bd ba (codon).

May dinh trinh tu protein tv dong dau tién hoan chinh.

Téng hgp enzym in vitro 1an dau tién.

Phat hién enzym gidi han, mé dudng cho viéc tao dong gen.

Téng hap dudc gen hoan chinh dau tién.

Stanley Cohen va Herbert Boyer cét va ndi ADN thanh cong (ding enzym gidi
han va ligase) va tao ra ADN mai & vi khu&n.

Cac cong cuy tai td hgp ADN lan dau tien dudc ap dung cho ngudi ri loan di
truyén.

Lai phan tlr dudc ap dung dé chudn doan tién sinh bénh alpha thalassemia.
Gen clia nam men dugc bidu hién & E, coli.

Trinh tu ctia mot gen dude xac dinh.

Lan dau tién biéu hién gen ngudi & vi khudn.

Phat trién k§ thuat dinh trinh tv nhanh cac ADN dai nha dién di.

Xac dinh cac ciu tric chi tiét cla virus.

Chimg minh kha nang dua do6t bién diém vao vi tri d%c hiéu trén ADN.
Phat hién cac polymerase.

Hoan chinh ky thuét dinh trinh tu acid nucleic.

BDinh huéng gen.

Cat ndi ARN.
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Thai gian

Sy kién

1980

1982

1983

1984

1985

1988
1989
Thap nién 80

1990
1994
1995

1996
1998

Thap nién 90
2000

2001

Trao bang sang ché k¥ thuat tao dong cho Cohen va Boyer.
Phat trién may téng hap gen dau tién.
Giai Nobel Hoa hoc cho k¥ thuat tai td hop phan tir: Berg, Gilbert, Sanger.

Applied Biosystems, Inc., giéi thiéu may dinh trinh tu protein pha khi diu tién,
giam thi€u Iugng protein cén dé dinh trinh tu.

Téng hop nhidm sic thé nhan tao dau tién.

Céc dinh vi di truyén dau tién cho c4c bénh di truyén dudc phat hién.
Phat trién k§ thuat ddu 4n ADN,

Toan b bd gen cia HIV dugc tao dang va dinh trinh tu,

Tim thdy céc dinh vi di truyén clia b&nh than va xo nang.

PCR dugc phat minh. Va trd thanh cong cu chinh trang nghién ciu vé phat
trién s&n phdm khip thé gisi.

Két qua déu &n di truyén ddu tién dugde sit dung dé tranh tung tai toa.
Quéc héi My théng qua Human Genome Project.

Bat diu Plant Genome Project.

Cac nghién clfu ADN dude dung @& xac dinh lich st ti&n hoa.

Phat hién ribozyme va retinoblastoma.

Human Genome Project dugc khdi dong.

Gen ung thu va dau tién duge phat hién.

Trinh tuf bd gen hoan chinh clla mét sinh vat khdng phai virus dugc xac dinh:
Hemophilus influenzae.

Phat hién gen lién quan dén bénh Parkinson.

BG gen clia dong vat dau tién, giun C. elegans, duge dinh trinh ts.

Bén d6 su bg clia bd gen ngudi duge cong bd cho théy ¢6 hon 30000 gen.
Ban &n dau tién dugc tuyén dua vao bing chimg d&u 4n di truyén & Anh
Ban do gen hoan chinh cia thyc vat ddu tién: Arabidopsis thaliana.

Céng bé ban do6 so bd cha bd gen ngudi.

Hoan chinh ban dd gen cay luong thuc dau tién: cay lua.

Hoan chinh ban d6 gen cda vi khudn néng nghiép: Sinorhizobium meliloti, vi
khudn cd dinh dam va Agrobacterium tumefaciens, thudc diét sAu ray thuc vat,

27




Thoi gian Sus kign

2002 Béan dd proteom so bd dau tién clia ndm men.

Thanh 1ap t8 hgp quéc té dinh trinh t cac ky sinh tring gay sot rét va mudi sot
rét.

Céc nha khoa hoc lam sdng t6 cac yéu t6 ki€m soat sif biét hoa t& bao géc,
xac dinh trén 200 gen lién quan.

2003 Cdéng bd phién ban thé cla b gen ngudi hoan chinh.

2004 FDA lan dau tién cong nhan hé théng ADN microamay, Ampli Chip Cytochrome
P450 Genotyping Test, dé giip chadn doan bénh.

Gidi ma Bo gen Ga.

20/10/2004 Céng b6 ban mé td khoa hoc hoan chinh cla Bd gen Ngudi cho thdy co
khoang 20000 — 25000 gen ma hoa cho protein

1.2. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1.2.1. Pinh nghia

Sinh hgc phan ti 1a mdt bd phan cia Sinh hoc, khoa hoc vé su séng, vé dbi
tugng nghién citu 14 su séng & cAp dd phén ti, tap trung vao cac khia canh vé cdu
tric, su sao chép va biéu hién clia gen; su tudng tac va chiie ning sinh 1y cua cac
san pham ctia gen. Cac khoa hoc sinh hoc khac nhu Di truyén hoc hay Hoa sinh
cling nghién citu sinh hoc § mitc d6 phan td, tuy nhién thién vé chic ning sinh hoc
caa gen hay san phdm cta gen hon 1a chinh cac phan td nay (hinh 1.1).

i Chidc ning .
Ho4 sinh Di truén
hoe hoc
Protein Gen
Sinh hoc
phan tr

Hinh 1.1. Quan hé giira sinh hec phan tir véi cac khoa hgc sinh hoc khac
1.2.2, Hoc thuyét trung tim

Hoc thuyét trung tAm (Central Dogma) ctia Sinh hoc phén tit dudgc phat biéu
14n dAu tién bdi Francis Crick nim 1958 vé sy luan chuyén théng tin ctia sinh
vat: "Théng tin khi da chuyén sang protein thi khong thé 14y ra lai duge”. Nghia 1a
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théng tin khong thé chuyén nguge ti protein dén acid nucleic. Théng tin ¢ day 1a

trinh ty chinh xac cdc nucleotid cta acid nucleic quy dinh trinh ty acid amin caa
protein.

REERE

Hinh 1.2. Syt luan chuyén thang tin cla sinh vat
Theo d6 théng tin ¢6 thé duoc chuyén giiia cac phan ti ADN théng qua su sao
chép hodc gitia phan tit ADN va ARN thong qua su phién md hoic tit acid
nucleic dén protein nhé su dich md. Ngodi ra thong tin con c6 thé di chuyén giita
ARN dén ARN trong qua trinh sinh san cia cac ARN virus hay qué trinh xi ly
cdt néi cia ARN hodc nguge lai tir ARN dén ADN trong qua trinh phién ma

.ngugc cua retrovirus. Cac qua trinh nay nghién ctiu chi tiét trong Sinh hoc
phén tu.

1.2.3. Cac phuong phap nghién citu

Tit cudi nhiing ném 50 dén ddu nhitng nam 60 clia thé ky XX, cac nha Sinh
hoc phén tit da c6 duge cac ky thuat dé phan 1ap, xac dinh d4c tinh va thao tac
trén cac phan tit sinh hoec nhu ADN, ARN va protein. Céc k¥ thuat nay bao gém:

1.2.3.1. Tao dong biéu hién

Tao dong biéu hién duge sl dung dé nghién ciu chite nang protein. Doan ADN
¢4n quan tim dugc tao dong vao mét plasmid va dua vao t& bao dé bidu hién. Bang
cach thay d6i co cau bidu hién trén plasmid ho#c tinh c¢hé protein nguoi ta cé thé
hiéu duge cach thiic didu hoa hoat déng cua gen, quan hé clia né véi hoat déng cta
cac gen hay protein khac ciing nhu e&u triie va chiic ning cta no.

1.2.3.2. PCR

PCR 1a m6t k¥ thuat cho phép khuéch dai mft doan gen dic hidu dé thu duge
nhiéu ban sao phuc vu nghién ciru. Bén canh d6, PCR cling cho phép dé dang dua
cdc thay déi, 5t bién vao ADN g8 nghién citu.

1.2.3.3. Dién di gel
D4y 1a moét coéng cu phin tich chinh trong Sinh hoc phén t. N6 dua vao viée
phéan tach cac phan ti sinh hoc nhu ADN, ARN, protein trong dién trudng, trong

dé cac phan ti nay s& di chuyén duéi tac ddng cla dién trudng xuyén qua mét hé
gel, do d6 chiing c6 thé duge tach ra theo kich thude hay dién tich.
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1.2.3.4. Lai vét Southern va Northern

Ky thuat lai v&t Southern duge sit dung dé phat hién sy hién dién clia mot
trinh tu ADN d#c hidu trong mau bang cich chuyén cic phan tit ADN da dugc
phan tach bing dién di gel sang mét mang rin va cho lai dé phat hién nho mot
doan do dac hidu ¢6 danh ddu. K§ thuit lai vét Northern véi nguyén 1y tuong tu
nhung dude ap dung cho dd1 tugng ARN, dude sti dung dé nghién ciu sy bidu hién
cua cac ARN,

1.2.3.5. Lai vét Western va hod mién dich

Protein cling c6 thé duge phén tach trén gel va lai vét trén mang rin (ai vét
Western) va phat hién bing ky thuat hoa mién dich. Nhg d6 cé thé nghién citu su
hién dién cua protein trong t& bao va lién hé véi sit biéu hién cia gen tuong dng.

1.3. NHUNG PONG GOP LON CUA SINH HQOC PHAN TU HIEN NAY

1.3.1. Genomics: gidi ma bd gen va nganh hé gen hoc

Genomics (b§ gen hoc) 1a khoa hoc nghién ciiu mét cach hé théng cac trinh tu
ADN day du (genome) cha sinh vat. Genomics thiét 14p théng tin vé sy séhg bing
cac tiép cAn mdt cich hé théng va ¢ thé tién hanh & quy mé céng nghiép.
Genomics khac vé6i genetics (di truyén hoc). Genetics nham vio cac gen don 16, tai
mét thai diém, nhu 1a chup Anh nhanh. Genomics ¢ géng nhdm vao tat ca cac gen
nhu mét hé déng hoc, qua thdi gian, dé xac dinh chiing tudng tac nhau va anh
hudng nhu thé& nao dén cac con dudng sinh hoc, cac mang luéi va sinh 1y trong ngi
canh téng quat hon. Nhu vay, genomics chinh 14 mét nhanh khoa hoc giai théng
tin mat ma trong ADN va kham pha céc théng tin nhu s6 lugng gen, t& chiic va ndi
dung ctia bd gen. Thong tin nay ¢6 ap dung cuc ky to 1dn trong Y t& Néng nghiép,
Sinh hoc tién hoa va cac linh vuc khoa hoc khac.

C6 nhiéu loai genomics tuy theo khia canh va linh vuc ma né nghién citu ap
dung. Trong mdi loai genomics cling lai gdm nhiéu linh vuc, vi du nhu plant
genomics gom cdng nghé sinh hoe thyc vat, sinh hoc phén ti va cée k¥ thuat lién
quan dén thue vat (néng nghiép, 1am nghiép, lam vudn).

Khé ning giai trinh tu ddy da bé gen sinh vat di ddy manh viée xac dinh chie
ning cac gen ¢ muc d§ nghia réng cua bd gen. Vi cac gen ¢ chiic ning lidn quan
duge diéu hoa ciing nhau, cac ky thuat @€ danh gia su biéu hién toan bd gen sé
gidp nhan dinh co ché khdi ddu va cum cac trinh ty gen mdi 6 chiic ning lién
quan. Xé&p cic trinh ty gen thanh cac nhém chitc nang theo su biéu hién cia gen sé
cho huéng din cd ban cie thuyc nghiém bé sung, nhidm xic dinh dic diém chic
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nang chinh xac cha san pham cusi cing cia gen, Trong hai thip ky vita qua, cac
ky thuat d€ danh gia su hidu hién gen di c6 nhiing tién b, tit cae phuong phap
trén cac gen don 18 dac hidu (vi du lai vét Northern, slot va dot; phién mi ngugc va
PCR ban dinh lugng va dinh luong; phuong phap bio vé nuclease) dén céc ky
thuat tap trung vao nhan dinh tdt ca cac gen cé bidu hién khac nhau gitta hoac
trong cdc méu thi nghiém.

Cac phuong phap dé nhan dinh cac khéc biét ciia bidu hién gen gém c6 lai loai
tru (subtractive hybridization), trinh dién khac biét (differential display), phan
tich hang loat biéu hién gen (SAGE, serial analysis of gene expression) va lai vi
ban trdi (microarray hybridization).

Trude day, theo phuong phap tha ¢éng, moi tudn, mdi ngudi chi thuc hién duge
mét vai phan ing gidi trinh tu voi néng sudt 300 bp/phan tng. Ngay nay véi hé
théng may mao mach c6 thé xac dinh tit déng déng thoi 96 phan ung vél dé dai
trén 1000 bp/phan ung. Nhd dé dé an gidi trinh tu bd gen nguci dai 3,2 ty
nucleotid da hoan thanh vao thang 4/2003.

99% b6 gen ngudi da duge doc trinh tu véi ndi dung chinh xac 99,99%. Thanh
titu vé gidi ma bd gen ngudi va nhidu sinh vat khac nhu rudi gidm, giun tron,
chuét va cic vi sinh vat khac nhu E. coli, Saccharomyces cerevisae, C. briggsae,
Drosophila pseudobsura va gin day cua cdy lda nude, d53 md ra moét nganh khoa
hoc mdi 1a "Genom hoc — Genomies” chuyén nghién cttu v& cau tric va chite nang
clia toan b bd gen sinh vit,

1.3.2. Proteomics: phan tich bién ddng protein va nganh hé protein hoc

Proteomics 12 nghién cttu ¢ quy mé 1én vé protein nhim thiét 1ap cac dau hiéu
nhin dang, s6 lugng c&u tric va chiic nang sinh hoa va t& bao ciia t&t ca protein
trong cd thé, co quan hodc tiéu cg quan ciing nhu su thay d6i cac déac tinh nay theo
khéng gian, thdi gian va trang thai sinh 1y. T\ "proteomics” dugc dit ra dé tuong
dudng véi genomics. Proteome (bd protein) cla mét sinh vat la tap hgp cae protein
béi né trong thi gian séng clia né. Proteome ctia mét t& bao & tap hdp cac protein
trong né. TU "proteome” xudt phat ti "proteins” va "genome”, vi genome (b gen)
ma hoa cac protein.

Proteomics thudng dude xem 13 hude ti€p theo trong nghién ctu cac hé théng
sinh hoe, sau genomics. N6 phite tap hon genomics nhiéu, chli y&u 1a vi bd gen caa
sinh v4t on dinh hon, proteome khac nhau giiia cac t€ bao va thay déi lién tuc qua
cac tuong tac sinh hoi cta né véi bo gen va méi trudng. Mot sinh vat c6 su bidu
hién protein khac nhau hoan toan & cac phan khac nhau trong cd thé cda né. Mot
khé khin chinh niia 1a tinh phiic tap cia cic protein lién quan dén cac acid nucleic.
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Kién thic v8 proteomics sé gitip hidu sinh vat t6t hon nhiéu so véi genomics,
Céc phuong phap nhu phosphoproteomics va glycoproteomics duge dung dé nghién
citu cac bidn ddi sau dich mi (post — translational modifications). Cac nghién ctiu

proteomics bao gém nghién citu tudng tac ciia cac protein va nhan dién protein.

1.3.2.1. Tuong tdac cua cdc protein

Hau hét cac protein hoat dong hgp tac véi cac protein khac va mdt trong
nhiing dich cha proteomics 12 nhan dién tudng tac cha céc protein. Diy thuong la
d4u méi quan trong vé chilc ning clia cac protein méi tim ra. Da c6 mébt vai
phuong phap dé do cac tuong tac protein — protein. Phuong phap kinh dién la phan
tich Iai ddi trén nAm men (yeast two — hybrid analysis). Cac phudng phap moi gdm
c6 vi ban trai protein (protein microarrays), séc k& &l lic mién dich
(immunoaffinity chromatography), tiép theo la khéi phé (mass spectrometry), va
k&t hop céc phudng phap thuc nghiém nhu trinh dién phage va cac phuong phap
may tinh.

1.3.2.2. Nhén dién protein

Nghién ctu proteomics hién nay truéc hét 1a protein phai duge phan giai, d6i
khi 8 quy mé 1én. Cé thé tach protein béng dién di hai chiéu trén gel (two —
dimensional gel electrophoresis). K§ thuat nay diu tién tach protein theo diém
déng dién va sau d6 theo khéi lugng phén tit. Cac didm protein trén gel c6 thé
nhin duge bing cach dung cac chit nhudm hoa hoc khac nhau hoc cac ddu higu
huynh quang. Thudng thi cac protein c6 thé dinh lugng dya vao cudng dé nhudém
mau caa ching. Cac protein da duge nhan dién khi da duge tach riéng va dinh
lugng. Cac dom riéng ré dude cit ra khoi gel va cit thanh céac peptid bang cac
enzym thuy phan gidi protein. Sau d6 cac peptid nay dugc nhan dién bing khoi
phé, dic biét 13 khéi phd MALDI - TOF. Trong quy trinh nay, peptid duge dit trén
matrix lam peptid tao cic tinh thé. Sau d6 peptid duge ion hoa véi tia laser va su
tang dién thé & matrix duge dung dé ban cac ion vé phia dAu do (detector) ma thoi
gian ion dén ddu do tuy thudc vao khéi lugng cua né. Ion c6 khéi lugng cang cao
cang mAt nhidu thoi gian bay. Trong khéi phé MALDI — TOF, céc ion ciling c6 thé
bi lach hudng véi gudng phan xa tinh dién ciing 1am tap trung chiim lon. Nhu vay,
c6 thé xé4c dinh véi @6 chinh xac cao sy dén dau do thit hai cac kh&i cha cac ion va
céc khéi nay c6 thé phat hién chinh xéc cac thanh phan cta céce peptid, do d6 nhan
dién ching.
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Cac hén hgp protein c6 thé duge phén tich khéng cdn tach truée. Quy trinh
nay bét dau bing phan giai cac protein trong phic hén hop. Cac peptid tao thanh
thuong duge bom vao edt séc ky long hiéu ning cao (HPLC) lam tach cac peptid
dya vao tinh khéng ua nuée. Cac peptid tach rua tir cbt cé thé dudc nhan dién
bing khdi phd song song (MS/MS). Giai doan ddu tién cha khéi phé song song la
phan 1ap cac ion peptid riéng ré, giai doan thit hai sé pha v8 cac peptid thanh cac
doan va sit dung khuén miu ciia doan (fragmentation pattern) dé xac dinh trinh
ty acid amin cla ching. Cé thé dung danh dau véi cic nhan déng vi d€ so sanh
dinh lugng néng d6 cac protein trong hai hodc nhiéu hon hai miu protein.

1.3.2.3. Cdc ky thudt duoc sz dung trong proteomics

—Dién di mét chi€u va hai chidu trén gel (One - and two — dimensional gel
electrophoresis).

-~ Tinh thé tia X va cdng hudng tit hat nhan (X - ray crystallography and
nuclear magnetic resonance).

-Da khéi phé (Tandem mass spectrometry) két hgp véi sic ky dao pha
{reverse phase chromatography) hoic dién di hai chidu (2 - D electrophoresis).

— Khéi phé (khéng song song), thudng 1a MALDI - TOF.

—Séc ky ai luc (Affinity chromatography), k¥ thuat lai déi trén ndm men
(veast two hybrid techniques), chuyén nédng lugng cdng hudng huynh quang
(FRET), va c6ng hudng plasmon bé mat (SPR) duge ding d€ nhan dinh tudng tac
protein - protein va lién két protein — ADN.

- X —ray Tomography.

~ Phan mém.

Véi cac ky thuat sic ky, dién di, trude day ngudi ta chi nghién citu duge timg
loail protein riéng r&. Ngay nay, khi phéi hop séc k¥ da chidu va khéi phé ngudi ta
¢6 thé phan tich cting lde 5000 loai protein va k&t qua cho phép chin doan sdm
nhting bénh hiém nghéo nhut ung thu mau. Proteomics nhim tign ti gial ma chic
nang sinh hoe cua hé gen, song truée mét chi méi nghién cttu duge nhiing bién déi
hoat djng clia cAc nhém gen trong diéu kién bénh 1y, cung cdp théng tin cho viée
chidn doan sém, phong trit va diéu tri nhiéu loai bénh khac nhau.

1.3.3. Genomics, proteomics va sy phat trién thuée

Phat minh va phat trién thuse 1a mot qua trinh dai, d€ san ph&m ra thi trudng
c&n khoang 15 nam tit khi cé ¥ tudng cho thude c6 dich tidm nang. Céc giai doan co
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ban qué trinh duge minh hoa trong hinh 1.3. Di truyén hoc c¢6 thé tac dong dén
tiing pha ctia qua trinh nay. T4c dong cua di truyén hoc va bd gen hoc 1én xa hoi sé 1a
du doan di truyén vé d6 an toan va hiéu qua ctua thude sém nhit trong thuong trudng.

Phat minh thuéc Tién 1am san Thif lam Phé chudn .
l ) sang |, 11, 1li, IV Tiéu thy

Cac gen Cac phan = 2 ]
Wenho Dan Thi Thr
thudc thubc trén nguol

Céac dich Thir
thubc té bao

Co hdi Hiéu vé bénh, dich wu tién, Genomic dy doan Thir dj an toap. Nhin 'dién ti 1€, cic
nhén dinh dich mai doc tinh trén nguwoi hiéu  qua, dau yéu to nguy co cho
hiéu sinh hoc sir an toan va sir can

thigp lam thudc an
todn hon trong tuong
lai

Hinh 1.3. Qua trinh phat minh va phat trién thudc
va céac co hdi tham gia ciia genomics, proteomics

1.3.3.1. Pharmacogenomics va chién luge phdt trién thuéce

Pharmacogenomics (dudc 1y bd gen) nghién cttu sy anh hudng cta di truyén
lén dap tng cta cd thé véi thude. Tt nay xudt phat tit pharmacology va genomics
va nhu vay né 12 su giao nhau ctia dudgc va di truyén.

Genomics tao ra su thay ddi co ban trong cach st dung thude va qua trinh
phat trién thudc. Su thay d6i quy mé nay co 1é sé xay ra trong 5 dén 10 nam téi.
Nguyén nhan caa su thay d6i 1a cude cach mang khoa hoc va ky thuéat trong linh
vic Bd gen Ngudi (Human genome, ban d6 da hinh ddn nucleotid
(single — nucleotide polymorphism, SNP), dinh loai gen (genotyping) va tin sinh
hoc (bioinformatics).

SNP la nhitng ddu hiéu dé do ludng va thi nghiém tAm soat hiéu ning cao.
Céac tién bd trong danh gié biéu hién gen ciing 1a diéu ky. Trong vong nam ném, sd
lugng cac gen, d6 nhay ctia cac thit nghiém, do 14p lai cta cac két qua cling da gia
ting dang ké kha nang phéan tich cac s6 liéu. Do su biéu hién gen dudc dung trong
di truyén ung thu va dudc hoc bd gen ung thu (cancer pharmacogenomics). Su biéu
hién gen gitp cach phan loai ung thu va liéu phap thich hgp t6t hon.

Céc loi ich ma pharmacogenomics dem lai gom c6:

— Cho cac thudc cong hiéu hon. Céc thupc méi dya trén cac phén ti protein,
enzym, va RNA lién quan dén cac gen va bénh dugc ché tao. C6 thé phat minh
thudc va cho cac ddu hiéu thude (drug maker) dé dua ra liéu phap c6 dich chuyén
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biét. Su chinh xAc nay khéng chi t6i da hoa higu qua tri liéu ma con 1am gidm sy
rha huy céc t& bao khde manh gin d6.

~ Cho cac thude t6t hon, an toan hon ngay ti ddu. Thay vi phudng phap chuin
thit — vA — sai (md mam) & céc bénh nhan phi hgp véi cae thude ding tit ban dau,
cac bic si c6 thé phan tich luge d6 di truyén ctia bénh nhan va ké toa thuée t&t
nhét dé c6. Day khong chi 14 cong viée tam thoi dé tim thude ding, ma c¢on cho
thai gian binh phuc nhanh va tdng d6 an toan vi cac phan ting phu c6 thé XAy ra sé
dugdc han ché.

— Xac dinh liéu thudc thich hgp bing phudng phap chinh xac hdn. Cac phuong
phép hién nay dé€ dinh 1iéu co s¢ theo khéi hugng va tudi sé& dugc thay thé bing
dinh liéu co s6 theo di truyén ctia con ngudi — cd thé xd 1y thuse va thoi gian
chuyén hoa né nhu th& nao. Pidu nay s& t61 da hoa gia tri ctia lidu phap va con
giam kha nang qua liéu xay ra.

- Tién xa trong sang loc bénh. Kién thic ma di truyén ngudi sé& cho phép con
nguoi tao 161 séng thich hgp va cac thay déi méi trudng sém dé tranh hoac gidm
mic d¢ trAm trong clia bénh di truyén. Tuong ty nhu vay, tién b trong hidu biét
tinh nhay cam ctia bénh, dic biét s& cho phép dua ra bién phap theo déi va diéu tri
cAn than § nhing giai doan thich hgp nhat d€ t5i da hoa liéu phap cho chiing.

- Cai tién trong phat minh, phat trién thude. C4c qua trinh thich hop lam dé
dang thit nhdm trén nhém dan s§ ¢é di truyén chuyén biét — cho mtic d6 thanh
cong lén hon. Gia thanh va nguy cd cla cac thi nghiém l4dm sang giam do chi
nhém vao nhitng ngudi c6 thé dap ling véi thude.

~ Giam chi phi trong chim séc sttc khée. Gidm & lugng céc phan iing phu cta
thudc, s§ lugng thit thudc that bai, thdi gian dé thude duge phé duyét, thdi gian
bénh nhéan can diung thude, s8 ludng thude ma bénh nhén phai dung d& diéu trj
hiéu qud, dnh hudng cha bénh 1én co thé (do phat hién sém) va tang khodng cach
dich c¢6 thé c6 cua thude sé day manh giam mang ludi gia thanh trong cham séc
stic khée.

1.3.3.2. Chién luac chemogenomics dé phdt minh thuée

Cac thanh tuu trong genomic va proteomic dé nhén dién céc dich méi cho su
can thiép cta thudc 1a cic cd hoi chua tiing ¢6 cho phat minh céc tic nhan mdi o6
cic kiéu lidu phap tac ddng méi.

Su ti€p cAn ciia "chemogenomics” dé danh gia dich dung théng tin cd ban cung
cdp bdi trinh ty dich dé 1am protein va rdi sau d6 phat minh "hgp chat cong cu"
phén tli nhé tuong tac véi dich. Hop chat cbng cu c6 thé duge danh gia trong mé
hinh bénh d& thi tryc tiép gid thuyst tri lidu. Sy tidp can nay cb thé duge thue
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hién nhu mdt qua trinh song song va déc biét thich hgp dé phat minh thué’p trong
nhiing ho 16n. Mét vi du ctia chién lude chemogenomics dé phan lap cac dich phan
ti duge phac thao trong hinh 1.4.
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a. Gen dich  b. Protein dugc biéu hién g. Tong hop song song

HTS: High Throughput Screening - Sang loc hiéu nang cao
SAR: Structural Activity Relationship - Lién quan céu tric tac dung

Hinh 1.4. Mét vi du thuc tién va kinh t& cha chién lugc chemogenomics

Trinh ty gen cta cac dich da dudc xac dinh bing cac tiép can genomics dudc
tao dong va biéu hién thanh céc protein dich (a, b) va cac protein nay thich hgp
cho viéc sang loc v6i mdt thu vién mau do gébm cac hgp chit giong thude (c). Cac
hgp chit nay dude sang loc dé tim céc phén tit ¢6 hoat tinh biing cach st dung mét
thit nghiém lién két c6 tinh phé quat va dinh lugng (d). Cac phéan ti ¢6 hoat tinh
ban dau hay cac dit liéu dinh lugng vé hoat tinh —c&u tric phat sinh tit thi
nghiém lién két dugc phén tich (e) va st dung dé thiét lap chién luge chon loc cho
su téng hop méi cac hgp chit véi cac dic tinh dude cai tién. Cac hop chit nay dude
chon tit mét cd s& dit lidu cac ddng ding cé thé téng hgp duge cia thu vién miu do
ban dau (f) dugc tong hgp bang cac phuong phap téng hdp song song (g) va dude
thit nghiém dé thiét lap profile hoat tinh — cfu tric ciia dich dang nghién ctu va
dé tinh chinh céc tiéu chi sang loc & cac vong tiép theo. Trong moi chu ky, uu thé
dudc gan cho cac ting vién tong hdp bing cach st dung cac qua trinh t6i uu hoa da
bién dugc thiét k& nham dam bao cac hgp chit khong chi dude t6i uu hoa vé ai luc
gin véi dich ma con c6 céc dic tinh giéng thude dé cho phép ching dude st dung
tryc ti€p nhu 1a cac hgp chiat miu trong cac moé hinh sinh hoc hay té& bao thich
hgp (h).
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1.34. San xuit va st dung chip ADN

Chip ADN c6 hinh dang giéng nhut mét con chip véi nhiing chim ADN thay
cho transitor. La mét ménh mang lién két cao ¢ kich thude 20 x 40 mm dudge in
trén d6 cac doan ADN. Vi du chip b$ gen ngudi duge in 20000 - 50000 gen 0 nhiing
diém ch&m vuéng cuc nhd.

Khi lai chip ADN nay véi sdn ph&m phién m3 cda bd gen co thé, cAc cham
ADN déi mau tuong ing v6i mitc dé hoat déng chia nhitng gen tuong ung trong cg
thé & trang thai va thoi diém nghién ctu. Tix d6 két luan duge tinh trang bénh ly
cta bénh nhén.

Chip ADN dang din dan trd thanh céng cu chdn doan trong ¢6ng nghiép lén
men vi sinh, trong y hoc dy phong, trong kiém dich va an toan thuc pham va trong
kiém soat méi trudng.

1.8.5. Chuyén gen vao cay tréng

Ngusi ta thyc hién chuyén vao cdy trong cac loai gen tdng cuong kha nang
khang sdu bénh nhu gen khang sdu nhém oxy/VIP, gen khang virus nhém CP/Nbi,
gen khang thutc diét ¢ nhém bar. Nhiing c6ng trinh chuyén gen la vio thude 14
cho thay thuc vat ¢6 biéu hién gen la gidng nhu E.coli. Vio nhitng nim 1996, cac
nha céng nghiép (Monsanto) da dua ra thi trudng nhiing san ph&m c4y chuyén gen
dau tién nhu bp (ngd), dau nanh va bdng vai. Nam 1996 trén thé gidi méi c6
0,5 ha cay tréng chuyén gen dugc dua vio san xuit. Dén nay (2003) dién tich trdng
ciy chuyén gen trén quy mod toan cdu di 18n téi 87 triéu ha. Ngay nay, ngudi ta
dang tim cach dua gen sdn xuat vacein, gen san xuét duge chat (cac pepetid nho),
cac chidt dinh dudng (vitamin A trong hat lua),... &€ ciy tréng tit luong thic thue
pham trd thanh cay san xuét duge liéu ¢6 gia tri kinh t& cao.

Trong s6 50 loai cdy trong mang gen la dang dude thit nghiém thi cac cdy bong
vai khang sau, cdy dau tuong, cay ngé khang siu, khang thudc diét cé chiém téng
56 trén 90% dién tich.

1.3.6. Tin sinh hoc

Cong nghé tin sinh hoc bao gém cac phuong phép khai thiac nhanh ngin hang
dd lidu, phan tich trinh ty va cfu tric ADN va protein. Tin sinh hoc dang cai tién
phudng phap xit Iy phén tich 8 liéu, cai thién kha nang dy doan vang hoat déng,
ving ngung nghi clia bd gen, cai tién kha ning phéng doan phan Gng t& bao d6i
v8i tac nhan ngoai sinh, thiét 1ap nén cac ciu tric phan t1i ¢6 hoat lyc cao va dinh
hudng phan hoa t&€ bao mét cach hiu qua. Trén the 161 hién ¢6 ba ngan hang di
liéu gen I6n nhit 14 GenBank (NCBI Entrez Nucleotide ~ M§), EMBL {European
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Molecular Biology Laboratory — Chau Au) va DDBJ (DNA Data Bank of Japan —
Nhat Ban) huu trii trén 9 ty dit liéu vé gen.

Mét s& thanh tuu ndi bat cta tin sinh hoc la: chudng trinh NMR da chiéu thiét
lap cdu tric khéng gian protein. Chuong trinh FASTA s0 sanh trinh tu gen va
protein ra doi trude 1990 cho phép so sanh ty déng, mién phi trinh tu mdt doan
gen dai khoang 1000 bp véi trinh tu da céng bd trong vai phit. Chuong trinh
BLAST, trung tam NCGR, chip ADN thiét 1ap trudc ndm 2000 va gan day la dé an
IBM Blue Gene duge bit ddu, hé chuong trinh tron géi EMBOSS duge ban, chip
ADN bb gen ngudi dude dua ra thi trudng. Pén thdi diém nay cé trén 60 cong ty
lé6n chuyén dich vu va kinh doanh trén linh vyc sinh tin hoc dang hoat dong.
DNAStar va GCG 13 hai trong nhiing cong ty thanh cdng nhit trong linh vic cung
tng phin mém phén tich gen.

1.3.7. Cong nghé nano sinh hoc

PAy 1a linh vuc da nganh, tap trung khai thac vat lidu, thiét bi hoic phudng
phap cta cac chat & pham vi kich thuéc téi han nidm gifia chiéu dai phan ti va
bude séng Anh sang kha kién tir 0,1 dén 500 nm. Céng nghé nano sinh hgc 1a:

— Phuong hudng méi cho phép thu nhén nhiing thong tin vé€ hé théng sinh hgc
& mtic cham lugng td, tao dAu do nano véi kich thuée phan ti ding trong chin
doan bénh.

— Phuodng phap in situ méi cung cdp théng tin tdt hon vé chitc nang té bao.

- Céng nghé thao tac cai bién 2 chiéu va 3 chiéu d6i vdi md va té& bao.

—Van chuyén va phén phéi thudc hodc gen vao md va t& bao thoéng qua viée
khong ché kich thude hat, hoat hoa va giai phéng hoat chit thudc théng qua cd ché
va thiét bj bom kich thudc nano, van té& bio va ¢d quan nhén tao.

Trong Y hoc, ngudi ta hy vong phiu thuat gen, phiu thuat t& bao, tri liéu t&
bao, tri lifu gen, téng hop gen chan doan dai t& bao, cac hé théng co khi dién tu
nano y hoc ~ d6 14 céc "cdng cu nano" théng minh, robot mé kich thuée nano,... sé
duge dua vao thue tién trong vai chuc nim téi.

CAU HOI
1. Aila ngudi xac nhan vai trd di truyén cia ADN?
a) Frederick Griffith b) Oswald Avery
¢) Hershey va Chase d) Erwin Chargaff

e) Watson va Crick
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Ai 14 ngudi dua ra mé hinh xoén kép ctia ADN?

a) Frederick Griffith b) Oswald Avery

¢) Hershey va Chase b) Erwin Chargaff

e) Watson va Crick

Ban d6 gen ngudi khi hoan chinh cho thay c6 bao nhiéu gen ma hoa cho

protein?

a) 10 000 - 15 000 d) 15 000 - 20 000

b} 20 000 — 25 000 ¢} 25 000 - 30 000

e) 30 000 - 35 000

Sinh hoc phén ti 1 khoa hoc sinh hoc nghién ctru vé

a) Hoa hoc ciia cae phan ti sinh hoc.

b) Anh hudng cta cac d4t bién di truyén.

¢) Chitc nang ciia protein.

d) Chitc nang ciia gen.

e} Quan hé gita gen va sidn phdm ctia né.

Né1 dung chinh cia hoc thuyét trung tam etia Sinh hoc phén ti:

a) Thong tin khi d4 chuyén sang protein thi khong thé 14y ra lai duge.

b) Thong tin duge luu trit trén ADN c6 thé chuyén sang ARN.

¢) Théng tin chi luan chuyén giiia cac dang acid nucleic khac nhau.

d) Su sao chép, phién ma, dich ma 1 céc qua trinh chuyén théng tin trong
t& bao.

e) Protein khéng mang théng tin di truyén.
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Bai2
SAO CHEP ADN

MUC TIEU

— Trinh bdy d‘wm qmi trmh sao chep ADN :
— Tom tdt dwaﬁc cacb, thie sao chep cua aczd nuclenqcua mms
~ Mo td duge qua trinh sita chita ADN-: s

2.1. KHAI NIEM

Mot t& bao vi khudn dién hinh c6 thé chita khoang 2000 loai protein, cac t& bao
nhéin that chia khoang 50000. Théng tin vé cac loai protein nay dudc ma hoa
trong cic phan ti acid nucleic. ) da s6 loai, vat lidu di truyén chii y&u 1a ADN, &
mot s6 virus 12 ARN.

Cac phan tit ADN c6 thé khac nhau vé thanh phén, trat tu sip xép cac
nucleotid, nhung d&u cé ciu tric ¢d ban giéng nhau. C&u tric xodn kép gém hai
chudi dudng — phosphat 6 mat ngoai cia phan tii, con cac base nitd ¢ bén trong
dude ndi v6i nhau béng cac lién két hydro (hinh 2.1).

Mic du cac base A, T, G, va C ¢6 kich thuéc khac nhau nhung phan tit ADN
van c6 thé tu diéu chinh dé c6 dudc cdu tric xodn kép ddi xting qua truc. Trinh tu
cua cac base nitd tao nén thong tin di truyén. Su khac nhau trong trinh tu nay tao
nén sy da dang cta sinh vat. Do d6, néu xét nghiém d&u &n hdng ciu thi c6 thé
biét dudc 70% bi mat di truyén, nghia 1a hang triéu ngudi méi c6 hai ngudi gidng
nhau, nhung néu xét nghiém ADN thi biét dugc 99% bi mat di truyén, nghia la
trén 70 ti nguoi méi c6 hai ngudi giong nhau.

Céac base néi véi nhau bang lién két hydro theo tiing cip bd sung. Nhg d6, khi
chudi xoin kép tach ra cho phép cac base dude sao chép tao nén hai mach méi, co
ban giéng véi phan tit ADN géc va day la su sao chép cd ban trong hé théng sinh
hoc. Cac enzym xtc tac qua trinh sao chép cia ADN 1a cac ADN - polymerase. Mot
s6 enzym khac ciling c6 vai tro nhat dinh trong tién trinh nay.

Céac y&u t& vat 1y, hoa hoc... c¢6 thé tac dong 1én ADN, lam pha huy ADN hay
gdy dot bién, su hu hai nay c6 thé dudc stta chita. Cac y&u t6 nay con cb thé lam
chét t& bao hodic 1am bién d6i bd gen (genome). T4t ca nhiing thay déi nay c6 thé di
truyén duge qua con duong sao chép ADN.
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Hinh 2.1. Cau trac phan tr xoén kép cia ADN
2.2. SUSAO CHEP CUA ADN

Nguoi ta dua ra hai co ché co ban clia sy sao chép ADN: mét cg ché bao tdn
(conservative mechanism) trong d6 phan tit ADN con gdm hai chudi hoan toan méi
hofic co ché ban bao tén (semiconservative mechanism) trong dé phan tit ADN con
gom mot chudi me k&t hgp véi mot chudi méi dugc téng hgp. Co ché sau duge
chitng minh bang thi nghiém Meselson va Stahl (1958).

2.2.1, Thi nghiém cua Meselson va Stahl

Néu té bao Escherichia coli duge cung cAp mét ngudn nitg 1a amoni, ching ¢
thé tao nén tat cd cac nucleotid thudc nhém purin va pyrimidin cin cho sy tong

hop ADN. Néu nitd duge chuyén thanh déng vi nito ning (N ADN dudc tao ra sé
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ning hon ADN duge téng hop bing cach ding nits nhe (N'*). Hai loai ADN ning
(N'®) hay nhe (N*) ¢6 thé dude tach ra bang ly tAm véi thang néng d6 cesium clorid.
Trong thi nghiém nay, vi khuan dude cho phat trién vai thé hé trong méi
trudng N'° dé ddm bao cho tdt cd ADN ctia vi khuin déu 1a loai ning. Sau 46
chuyén t& bao vao méi trudng c6 chua N, nhu 1a ngudn cung cip niteé duy nhat va
dé cho phan ¢hia trong méi trudng N'*, khi khéi lugng ADN téng 16n g&p déi, ADN
dugc chidt ra khéi t& bao va duge ly tAm trén thang néng dd cesium clorid. Néu ca
ché bao tén duge thuc hién, hai bang ADN phai duge thdy rd sau khi ly tAm: mét
bing nguyén thuy (N'®) va mét bing chita N' (hinh 2.2). Néu theo cd ché ban bao
tén thi chi c6 mot bang cé ty trong trung gian chta N*® xuit hién. Néu ADN duge
dun néng, rdi 1am ngudi nhanh d€ tach hai mach, ly tdm trén thang néng do

cesium clorid sé thay hai bang tuong tng véi ADN N'® va ADN N'*,

ADN nang N’
Thé bé O l ADN ngng N
l M6i trung / %\‘
The he 1 N ADN g g ADN
l M3i truong

N o ~
Thé hé 2 N? é % ADN % %
/=0 v W T2 J =2\

l Mbi truting

e EEEEEEEE

Hinh 2.2. Thi nghiém Meselson va Stahl

2.2.2. Cac yéu t6 can thiét cho su sao chép ADN

T4t cA moi sinh vat déu ddi héi nhiing yéu t6 sau day cho qua trinh sao chép:
khuon méu (phan ti ADN ban ddu), Mg?*, 4 loai desoxyribonucleotid triphosphat
(ANTP) va enzym ADN polymerase. Tién trinh nay cb thé duge tém tat bang
phudng trinh:

d(NMP), + dNTP - d(NMP),, , ; + PP1
Trong d6, ANTP la mét desoxyribonucleotid triphosphat va d(NMP), 1& mot

polymer cé n desoxyribonucleotid.

Viéc thém mét desoxyribonucleotid mét vao chudi ADN duge trinh bay 6 hinh 2.3.
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Hinh 2.3. Sy hinh thanh lién két phosphodiester gilra desoxy - ribonucleotid
va 3' - OH cia chudi ADN dang sao chép

Pyrophosphat tao ra s& dugde thuy phan thanh phosphat vd c¢g, 1am phan ting
xay ra theo chiéu phai, kéo dai chudi ADN. C6 ché tuong tu cling X3y ra trong viée

hoat hod acid amin, sinh téng hgp glycogen va hoat hoa acid béo dé tiang hidu suit
cta san pham.

2.2.3. Cac ADN polymerase

ADN polymerase I, II, III duge tim th&y & t&€ bao nhan nguyén thuy. Pac tinh
cta cac ADN polymerase khac nhau duge tém tat trong bang 2.1.

ADN polymerase I ctia E. coli 12 mét chudi polypeptid 16n c6 khéi lugng phan
t 109000. Trong mdi phan ti c6 chita mét nguyén ti kém. Enzym polymerase I
chi c6 thé xtc tac su polymer hoa theo huéng 5 — 3’ do su thém mdt nucleotid tit
mft deoxyribonucleotid - 5’ - triphosphat vao nhém 3’ - — hydroxy cua chudi ADN
(hinh 2.3).

T4t ca ADN polymerase ctia t€ bao nhan nguyén thuy ciing c¢6 hoat tinh
exonuclease, vi chung thuy phan mach dén ADN ciia chudi tit diu 3’ theo huéng
3’ — 5 (hoat tinh exonuclease 3' — 5'); hoac chiing ¢6 thé thuy phan chudi ADN tu
ddu 5 (hoat tinh exonuclease 5 — 3). ADN polymerase II caa E. coli rit gibng
ADN polymerase I nhung khéng cé hoat tinh exonuclease 5 — §. ADN
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polymerase III dugc cdu tao gdm 7 don vi nho: o, B, v, 8, €, 6, va ©. T4t ca 7 don vi
nho nay déu can cho sy sao chép cia ADN cua E. coli. ADN polymerase 111 ¢6 thé
la enzym sao chép chinh cua E. coli vi cac dot bién véi ADN polymerase 111 uva
nhiét khéng thé sao chép duge ¢ nhiét do 42°C. ADN polymerase 1 chiu trach
nhiém sua chiia cAc ADN hu hong. Vai tro cia ADN polymerase II chua rd.

Bang 2.1. Dic diém cla ADN polymerase tir E. coli va retrovirus

E. coli
Polymerase Virus
| Il 1

Khéi lugng phan 1 (Mr) 109 000 120 000 180 000 160 000
Cau tric, don vi nho (Mr) 1 1 3. o 140 000 2.« 65000

£ 25 000 [3 95 000

A 10 000
Hoat tinh polymer hoda 3" — 3’ + + + +
Hoat tinh exonuclease
553 + - + -
35 + + +

O t& bio nhan that ¢6 5 loai polymerase duge biét 1a a, B, 7, 8, va £ (bang 2.2).

Cac enzym nay cé cd ché tac dong tuong tu véi caec enzym cua t€ bao nhén
nguyén thuy. Polymerase o va & lién quan t6i su sao chép ciia ADN nhiém séc thé.
polymerase § céu tao ti mot chudi polypeptid don, déng vai trd sita chiia.
Polymerase y duge tim thiy trong ty thé va chiu trach nhiém sao chép ADN ty thé.

ADN ¢ polymerase mdél duge tim thiy gan day, ¢6 mét s6 diém tuong tu
polymerase 8 vé hoat tinh.

Bang 2.2. Dic diém ADN polymerase cla nhan that

Polymerase o B b4 o f
Khéi lugng 300000 45000 143000 180000 — 240000 280000
phan tir (Mr)
Bon vi nho 4 1 4 2 2
Vi tri Nhan Nhan Ty thé Nhan Nhan
Hoat tinh Sao chép Sifa chila Sao chép Sao chep ADN Saoc chép
polymer hoa | ADN nhiém ADN ty thé nhiém sic thé ADN
553 sic thé (s¢i sGm) nhiém sic
(sgi muon) thé
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2.2.4. Qua trinh sao chép ADN & E. coli
2.24.1. Chgc ba sao chép

ADN cua t&€ biao nhan nguyén thuy cé dang vong, xodn kép. Qua trinh sao chép
ADN thudng bit diu tit mét bong béng sao chép, day la chd phinh khdi diu sy
téng hop ADN. Cac nit sao chép chinh 14 cac chac ba sao chép (hinh 2.4.)

5 ¥
Rep PROTEIN ’ . .
Tt et ¢ FRIMOSOME
(HELICASIE) i
. Phire hop
Protein gan (@ dnal3-dnaC
mach don —
{551 protein) .
PRIMASL
-

'RIMER

ADN polymemsu
il PPPA

HOLOENZYME MNP
dNMP
Y‘ K ]‘\_
ADN
Pelymerase |
3 A LIGASE . 5
SOI S6M SGI MUON

Hinh 2.4. Chac ba sao chép trong qua trinh sao chép ADN

ADN ty thé c¢6 dang vong va cé hai chac ba sao chép. Su téng hop ADN ciia
nhiém sic thé vi khudn ludn luén bit ddu & cling mot diém. Piém nay dugde got la
vi tri Origin hay vi tri Ori, A mét ving gém 254 cdp base. Dung cac ching vi
khudn d6t bién, ngudi ta da chiing minh duge ring chi ¢6 mét s6 nhé trong 6 cac
base nay la can cho sy khdi ddu sao chép. O E. coli, qua trinh sao chép bat dau khi
protein B nhan biét duge diém khdi su sao chép nay (OriC).

Cac sgi ADN duge tach ra va mét sgi ADN 6 hudng 3' - 5' sé dude sao chép
truc tiép bdi ADN polymerase II1. Soi con bd sung vira tao ra dude goi la sgi sém
(leading strand). Soi géc con lai ¢ hudng 5' — 3, khéng dudge sao chép cho dén khi
mot phin cia sgi géc duge thio xodn. Ban sao nay duge goi 1a sgi mudn (lagging
strand). Sgi mudn duge téng hop bing mét qua trinh sao chép khéng lién tuc. Su
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sinh téng hop s¢i mudn va sdi sém dude diéu hoa bdi sy tao nit thit (loop) ctia sdi
mudn, nhé dé sgi mudn ciing dude tong hdp cing hudng véi s¢i sém.

Viée sao chép khéng lién tuc tao ra cac doan ADN ngén vao khodng 1000
— 2000 nucleotid goi 12 doan Okazaki (hinh 2.5). Cic doan nay sau dé duge ndi véi
nhau bdi ADN ligase dé tao ra s¢i ADN lién tuc.

Poan mdi ARN luén luén can
cho su téng hop ADN. ADN
polymerase doi hdl mét doan ARN
ngin c6 ddu 3' — OH tit do dé bit
ddu sy téng hop va gin dudge
desoxyribonucleotid vao mach con,
b8 sung duge véi ADN khudn.

Mdi ARN duge tdng hgp bdi mét
enzym dic biét cé tén goi la
primase. Chéng cé thé kéo dai su
khdi dong chudi de novo. Primase
nhian ra trinh ty dic hiéu trén
chudi ADN don. Ty ban thén
primase khdng hoat déng dugc, nd
phai tao phiic hgp véi vai chubi
polypeptid dé tao thanh primosome
chitc nang. Cac trinh ty ARN dude
tao ra bdi primosome la nhiing

doan ngan khoang 5 — 10 base dic

Cac doan
Qkazaki sau khi
\ loai bdé moi
. \ ARN
3, 59 Moi ARN 3, 5,

Hinh 2.5. Su hinh thanh cac doan Okazaki
clia s¢i mudn ADN do suf sao chép khdng lign
tuc cla sgi goc

hiéu. Cac protein nhan dién duge goi 1a N - protein, chon cac diém (origin) trén
ADN, tai d6 primase c6 thé hoat d6ng. Cac doan mdi ARN sé& bi ADN polymerase I
loai khéi chudi ADN. Enzym nay dong thdi 1am nhiém vu 18p diy cac khodng tring
bing cac deoxyribonucleotid thich hop do viée loai mdi. Cac doan ADN duge ndi lai
v61 nhau boi ADN ligase tao thanh sgi ADN lién tuc.

2.2.4.2, Céu triic theta (0)

Su sao chép ADN véng tao ra cdu tric theta, hinh thanh bdi hai chac ba sao
chép xuat phat tif mot vi tri Origin. Su téng hgp ADN duge tién hanh theo ca hai

chiéu thuan va ngude kim dong hd cling mét lic. D& tao ra cac sgi dén ADN, hai
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sgi ADN géc phéi vén xodn (quay). Cit méi 10 base dudc sao chép thi phan ti ADN
phai vin xoin 1 vong.

Chac ba sao chép cua E. coli cdn phai di chuyén véi tée d6 800 base/giay, doi
héi ADN géc phai thao xoén véi téc d6 80 vong/gidy. Su thao xodn ADN gay ra
hién tugng siéu xodn (supercoiling). Viéc thao xodn sgi kép dan dén siéu xodn am
(xoan nguge chiu va lam gidm s6 vong), trong khi d6, su xodn thém sé din dén
siéu xodn dudng (xoin kép ciing chidu, s6 vong ting) (hinh 2.6).

ADN di thio xodn

«—l Téng hgp
@ theo 2 hudng

Sgi gbc thdo
xodn ting din

ADNtichra O O

Siéu xo&n 4m Siéu xodn dwong

Hinh 2.6. Sy hinh thanh cau trdc theta do sy sao chép hai huéng cla ADN kép

Co ché sao chép ban bao tén elia ADN doi héi cac diém cit 3 mot sai hay & ca
hai s¢gi ADN dé tach chudi. Mot nhém enzym, goi 12 topoisomerase sé chuyén trang
thai topo cia ADN sang trang thai khéc. Topoisomerase IT con gol la gyrase tao ra
cac dang sidu xodn 4m (phai sang trai). Topoisomerase I gdn véi ADN, cét mot sgi,
cho phép ADN xoén kép quay quanh mét diém lam mat di sy xoén (hinh 2.7 - A).

Phén Tyrosin clia topoisomerase gin véi géc phosphat ty do trén ADN géc va
phitc hgp s& quay. Lic bdy gio, enzym tach khéi phitc hop va sgi ADN duge tao
thanh. Loai topoisomerase I tham gia vao qua trinh tao chac ba & vi khuan cting
duge tim thiy ¢ t& bao déng vat.

Hai sgi ADN long vao nhau duge goi 12 vong 16ng ghép (catena) hay ADN léng
ghép va thudng dugc tao ra khi sao chép ADN vong. Loai topoisomerase 11 thucng
lam mat di vong catena, cit sgi ADN va d€ phan ti ADN sdt kép di xuyén qua -
diém cét, tao phan ti ADN kép méi (hinh 2.7 — B).
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Hinh 2.7. Vai tré cla topoisomerase
A — Topoisomerase | trong thao xodn ADN (trai).
B - Topoisomerase |l (Gyrase) trong viéc tach hai phan tit ADN mach kép 18ng vao nhau (catena)
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2.2,4.3. Enzym helicase

Cac enzym helicase can thiét dé hé trg cho su thao xoén ADN géc vi hai sai
don ADN khéng thé tu nhién tach ra duge (hinh 2.4).

Helicase cAn ATP nhu mot cofactor. Helicase dung nang lugng ty do khi thuy
phan ATP @€ di doc theo soi ADN, lam tang téc d6 tach hai sgi ADN.

Cé hai loai helicase khac nhau: mot 13 Rep — protein gan véi ADN gée, truc tiép
tong hop soi sém va di chuyén theo huéng 8' — 5'. Helicase thit hai gin véi soi khudn
kia dé téng hgp sdi mudn, enzym nay tao phitc hgp véi primase dé tao méi ARN.

2.2.44. Cac protein khdc tham gia sao chép

Cac S8B - protein (protein gén mach dgn) giit cho cac sg1 don ADN do helicase
tao ra khéng chép lai v6i nhau. Nho sy hién dién cia SSB - protein ma ADN &
dang thao xoin rdi nhau va én dinh, ly tudng cho viée sao chép. Néu cac
SSB - protein bi tach ra sé lam xudt hién cac nit kep téc (hairpin loop) trong ADN
gdc va nhu vay sé ngan chian su sao chép.

Ba protein khac hé trg cho viéc gdn ADN polymerase va hiép déng tac déng
nhu ATPase, thuy phan ATP dé tao ning lugng tu do cho helicase hoat ddng. Tac
dong hiép déng clia cac protein nay trong hinh 2.4 va hinh 2.9 va chic ning cua

chuing duge tém tit trong bang 2.3.

Bang 2.3. Chirc ning cua cac protein sao chép quan trong ciia E. coli

ADN polymerase Il
ADN topoisomerase |
ADN topoisomerase ||
ADN ligase

Protein Chife ndng
Protein B Nhan biét diém Ori
N - protein Cho phép primase hoat dong
Primase Téng hop mdi ARN
Rep protein Thao xodn sgi sém
Helicase Théao xoén sgi mudn
SSB ~ protein On dinh sgi AND don

Téng hgp AND
CAt khia mot sgi don ADN
Cat khia c& hai sgi dan ADN

N&i cac dau cla polynucleotid da hinh thanh

2.2,4.5. ADN ligase

ADN ligase gém cac enzym xuc téc hinh thanh lién két phosphodiester giita
cac polynucleotid duge hinh thanh.
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ADN ligase lién quan téi viéc téng hgp ADN khong lién tuc bing cich néi cac
doan Okazaki sau khi thay thé& cac doan mdi ARN. Chung ciing cin thiét cho viée
sita chita cdc ADN hu hdng. Co ché tac dong cta cic enzym nay khac véi cac ADN
polymerase 14 do lién ké&t pyrophosphat caa NAD " tham gia (hinh 2.8).

NAD* ’
NMN l 31' 5
o0 I
ADNligase ———lys —N-—O—PB— O Ribose __ Adenine c S
€6 TC

ADN i - 5 MOH )J;
Igase tys — NHy ‘/1 o 3

3 5
e A
c G
TCG TCG
1, i
o VI°
Adenine ___ Ribose O—IL—O:)\O'
l ¥ l \ H S ADN ligase
t ALC
Adenine ___ Ribose _O_J-L_O' + TC6 o +Ht
SR R A

Hinh 2.8. Cd ché& hoat dong clia ADN ligase
(NMN = Nicotinamide mononuclectide)

2.2.5. Sao chép ADN & t€ bao nhan that
2.2,5.1. Co ché sao chép

Co ché téng hop ADN & t€ bao nhin that cing tuong tu nhu & t€ bao nhan
nguyén thuy. Diém khac biét cht y&u 12 ADN & t& bao nhan that déng cudn trong
nhiéu nhiém séc thé va dai hon. Téc d6 di chuyén ADN polymerase & t& bao nhén
that cham hon rdt nhiéu so véi t& bio nhén nguyén thuy (khoang 50
nucleotid/gidy). Nhung t& bao nhan that chiia téi 20 000 phan ti enzym. Do vay, &
nhiém sic thé t& bao nhan that hinh thanh médt ludng 16n chac ba sao chép,
khoang 2000 hay nhiéu hon. Cac doan Okazaki nhd hon, dai khoang 40 — 300
base. Do d6, tdc d6 sao chép ADN § t& bao nhan that nhanh hon rat nhiéu so véi
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E. coli. Piém khac biét co ban 1a ADN t& bao nhan thét c6 nhiéu replicon, vi du §
Saccharomyces cerevisiae c6 téi 500 replicon titc 14 ¢6 500 di€m Ori.

Co ché€ va sy diéu hoa sao chép 4 t& bao nhan that da duge nghién citu
béing mét md hinh ddn gidn, d6 1a nghién ctiu su sao chép ADN virus trong té& bao
déng vAt.

Hai loai virus, 14 Adenovirus va SV40 (virus linh trudng) dugde dung lam cac
md hinh nay. Co ché sao chép ctia nhidm sic thé vong cua SV40 ciing tuong tu véi
¢d ché& sao chép tit mot vi tri khdi diu (Ori) cia nhiém séic thé té bao nhéin that.

M5 hinh tao chac ba sao chép & t& bao nhan that dua trén cic nghién ctu nay
dudgc trinh bay ¢ hinh 2.9.

ADN
Polymerase - o

o

Helicase

PCNA

Polymerase - &

Hinh 2.9. Mé hinh sao chép & t& bao nhan that
(PCNA = proliferating cell nuclear antigen = khang nguyén tang sinh nhan t€ bao)

C6 hai loai polymerase tham gia vao qua trinh sao chép: Polymerase & tham
gia téng hop sgi s6m va polymerase o tong hdp sdi mudn. Sgi mudn duge thit nut
xung quanh polymerase 8, cho phép enzym di chuyén theo hudng chac ba sao chép,
gidng nhu su sao chép 3 t& bao nhan nguyén thuy.

2.25.2. Chu ky té bao

Sut sao chép ADN dién ra nhu mét phan cla
tién trinh phdi hgp ctia su phan chia t& bao.
Chu ky t&€ bao nhan that gom 4 pha riéng biét:

pha M, G, S va G, (hinh 2.10).

Pha G; 14 thoi ky trude khi ADN bit diu
téng hop, 46 dai clia G, thay ddi tit phit, gid,
tudn thAm chi dén hang nam. T& bao khéng bao —_—
gio phén chia 14 t&€ bao trong d6 G, bi ngung tré,
thuong duge coi nhu 13 giai doan Go. | Hinh 2.10. Chu ky t& bao nhan that
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Trong pha S, ADN dudc sao chép va lugng ADN ting gap déi (hinh 2.11). Cac
histone méi ciing duge tdng hgp trong pha nay, tao thanh 2 b nhifm sic thé. Tuy
nhién, cic nhiém séc t& van dinh chung cho dén khi phan chia.

Pha G, ngén hon pha G, trong pha nay ngudi ta biét duge it nhitng diéu gi
xay ra ¢ t€ bao. Pha G, két thuc véi cAc ddu hiéu diu tién cta su phan bao.

Pha M hay pha phén bao dan dén sy hoa tan mang nhan, sy tach nhidm sic
thé va sy phén chia t& bao.

b

Lugng ADN
W]
%

G, S G, M G, S

«——— Motchuky €bioc —s

Hinh 2.11. Lugng ADN dugc tao ra trong chu ky té bao
2.2.5.3. Su sao chép ctia ADN ty thé va lap thé

Ty thé va c6 khi ca lap thé, chita ADN polymerase. Cu thé 1a & ty thé c6 ADN
polymerase y. Su sao chép bit diu tlt viéc sao chép mdt sci cia ADN gée. Su sao
chép nay tién hanh chua duge nia dudng
thi sy sao chép cia sdi kia bat ddu. Két qua
tao nén ciu tric D. K&t qua cha qua trinh
sao chép 1a hinh thanh sy 1éng ghép ctia 2
vong ADN v topoisomerase II cin cho viée
tach déi 2 vong kép ADN ty thé (hinh 2.12).

~

2.2,6. Su sao chép & virus va phage

Su sao chép vat liéu di truyén caa virus
hay phage duge thyc hién binh thudng
trong trudng hgp bd gen 1la ADN dang vong
d6i. Tuy nhién, néu bd gen virus la ADN

dang thing hay ADN sdi don hay ARN thi
can cb cd ché sao chép dic biét.
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2.2.6.1. Sao chép theo kiéu dang thing

Néu c6 dang thang, bd gen virus sé trd nén ngin hon sau méi lan dudc sao
chep, trir khi virus ¢6 cd ché dac biét dé khic phuc diéu nay. Do ADN polymerase
can c6 méi ARN va chi hoat déng tong hgp ADN theo chiéu 5' — 3' nén né khéng
thé téng hop chinh xéc cac ADN thang (hinh 2. 13).

Dé tranh hién tugng nay, cac phage su dung mét trong hai cach sau: phage A
vong hoa b gen ctia né nhd céc trinh tu cos, con phage T7 thanh lap cac phtic néi.

5) 3’
B s D
e ) S 71

" 5

Hity moi

s b
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Hinh 2.13. Sao chép ADN theo kiéu dang thﬁng

Sao chép cua phage T7

Phage T7 c6 bo gen 12 dsADN théng, dai 39 937 bp. Su sao chép bit dau tai
mét diém cach dau tan 5’ khoang 5900 bp va dién ra theo ca hai huéng. Viéc sao
chép nay gap trd ngai ctia su sao chép ADN thang néi trén. Dé tranh trd ngai nay,
bd gen cua né c6 160 bp diu tién & bén trai giong hét 160 bp cudi cing & bén phai,
goi la cac phan thita & ddu. Sau vong sao chép dau tién hai phan ti con thu dudc
c6 mot dau dinh véi trinh ty cta phén thita (hinh 2.14).

Phan ssADN ¢ phia phai (3") ctia mét phén ti con c6 thé gin véi phan phia trai
(cing la 3') cua phén ti khéac. Khoang tréng duge 14p nucleotid bdi ADN
polymerase va dugc néi lai bdi ADN ligase. Phan ti nhi trang thu dudgc c6 thé duge
cat ra trd lai, nhung khi d6 sé tao ra ddu dinh 5’ thay vi 3", ddu dinh 5’ ¢6 thé dung
lam khuén mau dé hoan chinh ADN so1 do6i (hinh 2.15).
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Hinh 2.15. Phirc ndi dudc cét ra va tai tao bd gen cua phage T7



T7 ¢6 gen ma hoa cho ADN ligase (gen 1.3), SSB (gen 2.5) va ADN polymerase
(gen 5) cua riéng né.

2.2.6.2. Sao chép theo kiéu lin vong

Su sao chép theo kidy theta khéng phai 12 cach duy nhit dé sao chép cac phén
ti ADN vong. Mot co ché khac sao chép ADN theo ki€u lan vong mac di san phim
tao ra khéng phai la ADN vong ma 13 ADN dang thing.

Phén ti ADN véng duge cit khia & mét hay hai lién két phosphodiester, tao ra
dau 3' OH tu do, diu nay c6 thé ding nhu khuén miu 48 sao chép bdi ADN
polymerase. Khi dau 8' OH duge kéo dai, diu 5' bi ddy ra khéi vong duéi dang sgi
don, trong khi vong ADN lin dé tiép tuc kéo dai dau 8. Kiéu tdng hop trén vong
tudng tu nhu téng hep sgi sém. Trong lic d6 dau 5 bi ddy ra c¢é thé ding lam
khuén méu dé€ téng hgp sgi déi theo kiéu tuong ty s¢i mudn néu c6 sy hién dién
cua doan méi thich hgp (hinh 2.16).

5!

Hinh 2.16. Sao chép theo kiéu |3n vong

Néu kiéu téng hgp nay tisp tuc, su téng hop trén soi 5 bi ddy ra sé tao thanh
mdt sgi ADN phiic chita nhiéu ban sao lién tigp ctia phéan tit ADN véng. Nghia la,
nhiéu ban sao clia bd gen dudc tao ra.

Kiéu nay gip & phage lambda va tao ra nhiéu ban sao n6i tiép, trong khi &
phage M13 chi tao mét ban sao.

Sao chép ctia phage M13

Phage M13 (va cac phage dang sgi khac) ¢6 bé gen 12 mét phan tit ADN sg1 don
vong. Khi nhiém t€ bao E. coli, phan ti nay dudc bom vao va duge bao bdi cac SSB
protein. Vi phage M13 khéng c6 gen ma hoa cho ADN polymerase riéng nén phai
1¢ thuée hoan toan vao b may cha t& bao chi dé sao chép. Mic du bé gen 1a ADN
s¢1 don cua né rat thich hep dé lam khudn miu téng hgp ADN, nhung lai khéng
thich hgp véi viée tong hop ARN bdi ARN polymerase hay primase.

Tuy nhién, mét phén clia by gen c6 dang kep téc sgl d6i. Ving nay c6 thé déng
val trd promoter cho ARN polymerase ctia t& bio chi d€ phién ma mét doan méi
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ARN ngén. Su phién ma ciing 1am mét ciu tric kep téc. ADN Polymerase 111 bay
gid c6 thé tham gia va tong hdp phén tit ADN sgi déi, goi 1a thé sao chép I (RFI -
replicative form I}.

Viéc sao chép tiép clia RFI khong thuc hién theo kifu theta ma 1a lan vong.
ep2 endonuclease, duge ma hoa bdi gene 2 cia phage, cit khia ADN ctia RFI tai vi
tri dac hiéu (diém gée trén sgi dudng) va su sao chép lan vong dién ra nhung
khoéng tao phan td phitc ma gp2 endonuclease cit phéan tit mot 1dn nita dé hoan tat
ban sao. San phidm thu dudc gdm mét phan tit ADN vong don (s¢i bi thé ra dugc
néi lai thanh vong) va mot phén tu ADN sqgi déi 14 RF1. Phan tit ssADN vong liac
nay c6 thé dude sao chép bing cach lip lai tit ddu quy trinh trén.

Dé ¢6 duge ssADN nhu ban ddu dé déng géi vao capsid, cac phan tit ssADN bi
thé ra can dugc bao bdi cac SSB.

Sao chép ¢ phage Lambda

Phage lambda c6 bd gen 13 ADN soi déi thang. Tuy nhién, ¢ mdi tan cing caa
bs gen 1a mot doan sdi don goi 1a dAu dinh, hai doan & hai ddu c6 thé gén bé sung
véi nhau. Chung dai 12 nucleotid va dudge goi 14 vi tri cos.

Sau khi phage nhiém t& bao E. coli va tiém ADN vao, nhiém séc thé cta né
vong hoa nhd cac vi tri cos. Nhd d6 né tranh bi cit bdi cac exonuclease ena vi
khuan va ¢ thé duge sao chép theo chu trinh tidu giai tiém an. Qua trinh sao chép
cta phage lambda gdm hai giai doan.

Giai doan som

Phage lambda khdéi dau sao chép theo mé hinh theta. Diém gde sao chép (ori)
nim & gen O, c6 san pham tuong ti DnaA. Phan t nay gén trinh tu lap & diém
goc va khdi dAu vige tach hai s¢i ADN tai chd. Mot gen khac, gen P, ¢6 san phdm
v6i chifc nang tuong tu DnaC. San phidm nay giip DnaB gédn vao ADN da tach
mach. Sau dé, cac thanh phin khac ciia bd may sao chép cha vi khufén gén vao va
bit dAu viée sao chép. Kiéu sao chép nay kéo dai khoang 5 - 15 phuit.

Giai doan mudn

Sau 15 phit, phage lambda chuyén sang kiéu sao chép lin vong. Hién chua
biét nguyén nhan va co ché cla sy chuyén déi nay.

Hau qua cfia co ché lan vong 1a ADN ctia phage duge sao chép thanh m¢t ADN
kép dai chita nhiéu ban sao lién tiép cia b gen phage, cach nhau bing cac trinh
tu cos. Phage ¢6 gen mé hoa cho mét enzym 1a Terminase, enzym nay nhan dién vi
tri cos (& dang soi kép) va cét tai dé dé bi&n phan ti ADN dai thanh cac ban sao
don ctia bo gen phage véi cac vi tri cos & hai dau.

In vivo, qua trinh x{ ly ban sao 16n thanh bd gen don ¢ su tham gia cha cic
protein capsid. Céc protein niy nhan dién vi tri cos thit nhét va néu khoang cach
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dén vi tr{ cos th hai phai ndm trong giéi han 75 - 105% so v6i chiéu dai nguyén
thuy clia b gen phage thi capsid s& déng géi ADN tao thanh phage hoan chinh.

2.3. SUA SAI TRONG SAO CHEP VA KHI KHONG SAO CHEP

ADN duge sao chép bsi ADN polymerase véi d6 chinh x4c¢ cao (et khoang
10® — 10" base thi cé mot base sai dude gdn vao médi 14n sao chép). Sy sao chép
chinh x&c cia phan tit ADN ¢6 tdm quan trong séng con déi vdi hoat d6ng binh
thudng cua té bao.

2.3.1. Stia sai trong sao chép

Ngudi ta da ding céc nucleotid va ADN polymerase dé téng hdp ADN in vitro.
Sai s6t trong trudng hop nay 1a 10 72 tic 14 trong 100 000 nucleotid c6 mot sai sbt.
8 E. coli c6 3.10° cap base, vay mdi lan sao chép theo tinh toan nhu trong thuec
nghiém phai c6 t6i 30 sai sét. Tuy nhién, trén thuc t& sai sét trong ty nhién thap
hon nhiéu.

Bing cach danh gia tin s6 cac dot bién méi xuat hién trong quén thé 16n va
theo doi bién déi enzym nio d6 trong nuéi cdy mé t& bao, ngudi ta tinh duge sai sét
trong co thé sinh vat khi sao chép in vivo 1a 107? tie 1a mot sai s6t trén mét ti
base. Nhu vy t& bao ¢6 3.10? cip base méi 14n sao chép chi ¢6 3 sai sét.

Mic chinh xé4c cao cua sao chép trong cd thé sinh vat ¢6 duge nhd cic ¢ ché
sua sai:

Hudng sao chép bao gid cling ti ddu 5 — 3'dé viéce siia sai chinh xéc.

J t& bao nhan nguyén thuy ADN polymerase I va III vita polymer ho4, vita ¢6
hoat tinh exonuclease 5’ — 38’ va 3’ - 5. Néu trén dudng di chuyén dé polymer hoa
gap base sai, ADN - polymerase sé& li lai cét bé theo huéng 3 — 5 (heat tinh
3 — b).

O t& bao nhan thét, hoat tinh exonuclease chi ¢6 duge & polymerase § va «.
Khéng tim thdy hoat tinh exonuclease ¢ polymerase «, c6 thé do mét tiéu don vi
cfia né bi mat di trong qua trinh chiét tach enzym nay.

ADN ty thé d& bi dot bién, nhung polymerase y ctia né lai khéng ¢6 hoat tinh
exonuclease.

2.3.2. Stra sai khi khéng sao chép

Phén ti& ADN c6 thé bi bién d6i ngay ca khi khéng sao chép. Cac bién ddi dot
bién nay xay ra vdi tin s kha cao. Nhd co ché sita sai nén tin s dot bién duge duy
tri d mie thap.
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Cac enzym nhan biét gdn vao cac trinh tu sai va cit roi doan sai, réi diing
mach don diing 1am khudn méiu dé tdng hop lai ché bi sai cho ding.

Hang loat enzym déc hiéu lam nhiém vu dé tim va sia sai. Cé khoang 20
enzym ri soat doc ADN d€ do tim cac base bi bién d6i hoa hoc, mdi enzym c6 mét
chiic nang chuyén biét cho mét loai sai hong. Khoang 5 enzym khac dic hidu cho
cic 1én két cong hoa tri sai giita base véi cac chit hoa hoc khac hodc gilta cac base
ké nhau trén mdt mach. Mdt s6 enzym khéc phat hién su bat cip sai, nhu trudng
hgp mit purin. Téng cdng c6 khoang 50 enzym chuyén biét phat hién va sita céc
sai hong trén ADN,

Tém tat

Su sao chép chinh xéc ctia ADN nhiém sfc thé 13 mét su khéi ddu cin thist
cho sy sinh san. Sy sao chép theo co ché ban bao tén va mdi phan tit ADN méi bao
gbm mét mach ADN gfc va mdt mach mdi duge tdng hop. Su téng hgp ADN duge
thye hién bdi cac ADN polymerase chuyén hiét, ching dung ADN c¢6 sin lam
khudn mau. Chi ¢é loai ADN polymerase III 14 cdn thiét cho su sao chép ADN cua
té& bao nhin nguyén thuy. Tuy nhién, & cac t& bio nhan that c6 mdt s6 polymerase
tham gia vao qua trinh sao chép. M6t s6 protein khae cting tham gia vao qua trinh
téng hogp ADN 6 ca t& bao nhan that 14n t& bao nhan nguyén thuy.

Cac phan t ADN ¢6 thé bi hu hai béi cac tac nhan khac nhau va sy hu hai
nay c6 thé duge stia chita dé han ché cac dot bién c¢6 hai. Qua trinh sa chiia duge
diéu khién bdi cac hé théng cé su tham gia cla enzym.

CAU HOI
1. ADN sao chép theo cd ch& ban bao toan vi tit mét gen ban dau tao ra
a) 2 gen con chiia cac nucleotid cti va mé1 xen ké.
b) 2 mach ddn ADN chita cac nucleotid ci va mdi xen ké.
¢} 1 gen con hoan toan méi, 1 gen con hoan toan ci.
d) 2 gen con, médi gen chita mét mach méi, mét mach cd.
e) 1 gen ban diu dong thdi ton tai véi 2 gen con vita méi vita ci.
2. Chon t3 hgp sai
a) ADN polymerase a — Nhin — Sao chép sgi mudn.
b) ADN polymerase p — Nhin — Sao chép sdgi sém.
¢) ADN polymerase y— Ty thé — Sao chép ADN.
d) ADN polymerase & — Nhan — Sao chép sgi sém.
e) ADN polymerase ¢ — Nhan — Sao chép ADN.
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3. ADN polymerase déng vai tro sita chita ctia t& bao nhan that

a)l b) 11
c) o d) B
e)bvad
4. Bong béng sao chép con duge goi 1a
a) Nut sao chép b) Chac ba sao chép
¢) Vi tri Origin d) Vi tri Okazaki

e) T4t ca déu sai
5. Y nio ding véi doan Okazaki & t& bao nhan nguyén thuy?
a) Gém khoang 1000 - 2000 nucleotid
b) Puge ndi lai bing ADN ligase
* ¢) N&i véi nhau tao thanh 8¢i s6m
d) Con goi 12 loop

e)avab
6. Vi1 tri Origin
a) Diém khdi ddu su sao chép b) Pude nhan dién béi protein B
¢) Gém 254 cdp base dyavab
e)a, bvac

7. Primase la enzym
a) Tu ban than khéng hoat dong duge
b) Gém nhiéu N — protein gin
¢} Con goi 14 primosome
d) Lap day cac GAP bing ANTP
e)avac
8. Primase bit ddu hoat dong khi
a) N — protein duge nhan dién
b) N — protein nhén dién duge Ori
c} Protein — B nhan dién duge Ori
d) Tao phtic hgp véi cac chudi polypeptid
e) Tao phie hgp véi N - protein
9. Ban sao ADN vong méi dugc téng hep, tach ra khéi ban gée nhd

a) Topoisomerase I b) Topoisomerase 11
¢) Thao xofn am d) Phan Tyrosin cia Topoisomerase

e) Goc phosphat tu do ctia Topoisomerase

10. Phage lambda sao chép bd gen cha né theo kidu
a) Theta b) Theta va lan vong
¢) Sao chép ADN thing d) Sao chép ADN vong
e) Sao chép ngudc



Bai 3
CAC LOAI ARN

MUC TIEU

— M6 ta duge cdu tric cua ting loai ARN.
— Gidi thich duge chite ndng va vai tro ctia cdc loai ARN.

— Trinh bay dugc cdc cdch thite bién déi cdc bar; sao nguyen thuy ARN va
cdce chife ndng cua su bién doi nay.

3.1. KHAI NIEM

ADN mang théng tin di truyén cta té& bao nhung ban than né khéng truc tiép
chi huy qua trinh tdng hgp protein, vi ADN nhiém séc thé chi mang mot ban sao
duy nhit cho méi gen, trong khi t& bao c6 hang nghin phén ti protein cung loai
ton tai. Mat khac, khéng phai tit ca cac gen déu duge biéu hién thanh protein
cung ldc ma cac gen khac nhau sé biéu hién khac nhau tai méi thoi diém trong
vong doi ctia t€ bao va tuy theo diéu kién méi trudng. Do vay cin c6 co ché trung
gian dé khuéch dai théng tin di truyén tit ADN dén protein, déng thdi kiém soat
su biéu hién ctia gen theo nhu cAu ciia t&€ bao. ARN déng vai tro trung gian quan
trong nay. Tt mdi gen c6 thé c6 nhiéu ban sao ARN dé chi huy qua trinh téng hop
protein, déng thoi vong doi cia ARN ngén nén su biéu hién cta gen qua trung
gian ARN dé dang dudc kiém soat bdi nhu ciu cua t& bao va diéu kién méi trudng.

Ngoai vai trd trung gian trong qua trinh biéu hién gen, nhiéu ARN con c6 vai
tro ciu tric hay xuc tac.

O t&€ bao nhan that, ARN dudc téng hgp ngay trong nhan (chtta ADN), sau d6
di vao t& bao chét dé tham gia tdng hgp protein. Nhiing t& bao giau ARN téng hdp
protein nhiéu hon. Vi du: cée t& bdo tdng hdp nhiéu protein nhu & gan, 1a lach,
tuyén to ciia tdm chita ARN nhiéu hon so véi t& bao it tdng hgp protein nhu & than,
tim, phdi.

Vé ciu tric, ARN giong ADN: mach polyribonucleotid thing cia ARN cing
chia 4 loai ribonucleotid: Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) va Uracil (U) thay
cho Thymin (T).
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Tat ca ARN déu dude téng hgp tir cac gen tuong ing trén ADN va déu bao gém:
-~ Mach don polyribonucleotid

— Dudng ribose (5C)

— Cac base nito Adenin, Guanin, Cytosin va Uracil (6 ADN la Thymin).
ARN gém céc loai:

- mARN - ARN théng tin.

—rARN - ARN ribosom.

—tARN - ARN van chuyén.

—pre —-rARN (tién rARN) 12 ARN duge téng hop tir ADN, sau khi ching duge
cét néi sé trg thanh rARN.

~ pre — tARN (tién tARN) 1a ARN téng hop ti ADN, sau khi duge cit néi sé
trd thanh tARN,

—hnARN -~ ARN nhén khéng déng nhit, sé tao mARN sau khi dugc cAt ndi.

— snARN — ARN nhén nhd.

— scARN - ARN t€& bao chit nhd.

ARN c6 thé & dang td do hodc gin véi protein thinh cac phiic hogp
nucleoprotein gitt nhiéu vai tré quan trong trong hoat déng séng ctia té bao.

Cé t6i 7 loai ARN nho khéc nhau, trong dé c6 mdt s6 snARN c6 lién quan dén
viée xit Iy hnARN thanh mARN chite nang. Gan diy ngudi ta méi tim thdy mét vai

loai ARN ¢6 ¢4 6 t€ bao nhan nguyén thuy va t& bao nhan that 1a thanh phan cta
enzym c¢6 chife nang xuc tac tryc tiép.

3.2. CAC ARN VA VAI TRO CUA CHUNG

3.2.1. ARN ribosom

rARN la thanh phan cfu tao ribosom, chi€m phan nfia khsi lugng cta ribosom.,

Trong dich nuét cdy Escherichia coli dang & giai doan phan chia nhanh,
ribosom chiém téi 1/3 khéi lugng t& bao. Khoang 1/2 khéi lugng ribosom 13 ARN
nén rARN chi€ém dén 75% clia téng s ARN.

Mo6i mét ribosom ¢6 Mr = 2.5 - 4.5 x 10°. (6 3 loai ribosom khéc nhau, thudng
duge phén biét dua vio hé ¢ l&ng ctia chiing khi siéu ly tdm. Ribosom cna
Eubacteria va luc lap c6 chi s8 ling khodng 708. Ribosom ctia t& bao nhan that 1a
808, cta ty thé dong vat c6 via khoang 508S.
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T4t ca ribosom déu dude cfu tao bdi 2 tiéu don vi (subunit) ¢ chite ning va
cdu trac riéng biét, cic tiéu don vi nay cé thé tach ra va gin lai v6i nhau mét cach
thuan nghich tuy theo néng d6 cia Mg?* (hinh 3.1).

Ribosom 708 cla 1€ bao

nguyén thuy (Procaryote) Tiéu don vi Tiéu ddn vi 308
508

_Mg2+

e ol
+M gh

= 34 protein ég = 21 protein &_@

235 rARN 168 rARN
(* 3000 base) (= 1500 base)

:-‘: +
SSTARN
{= 120 base)

Ribosom 80S cila t& bao

han that (E t 2 i
nhén that (Eucaryote) Tiéu don vi Tiéu don vi 408

608

_Mg2+
e ————
™ I —

=45 protein % = 33 protein %

288 rARN 188 rARN
(* 5000 base) (= 2000 basc)
+

—Z

5,85rARN
{160 base)
+

S

58 rARN
(120 basc)

Hinh 3.1. Thanh phén cla ribosom 708 (t& bao nhin nguyén’thuy)
va 80S (t& bao nhan that)
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Cac ribosom ctia lue lap va ca t& bao nhan nguyén thuy c6 hé sé ling khi ly
tadm la 70S gém 2 tiéu don vi:

~Don vi1én 508 chia 1 rARN 23S va 1 rARN 5S va 34 protein.

— Don vi nho 308 chi chita 1 rARN 168 va 21 - 23 protein.

Céac ribosom ctia t& bao nhan that ¢6 hé s§ ling khi ly tim 13 80S gém 2 tiédu
don vi:

-DPon vi 16n 608 chita 3 loai rARN khac nhau: 1 rARN 28S, 1 rARN 5,88, 1
rARN 58 va 45 protein.

- Don vi nhé 408 chi c6 1 rARN 188 va 33 protein,
3.2.1.1. Ribosom E. coli

Ribosom ¢ E. coli dude nghién ciu diy da, cac chudi polynucleotid ciia 3 loai
rARN cling v6i cau tric bac 1 ctia 55 protein cta chiing d3 duge kham pha.

Cac protein ribosom (r - protein) ctia don vi nhé 30S duge dat tén tu S, - Sos.
Cac protein cia don vi 16n 508 dude dat tén ti Ly ~ Lyy. Hau hét cac r - protein cé
khdi lugng tusng d6i nho (trung binh Mr 17 000) va chda nhiéu acid amin base.

HAu hét r — protein cha ribosom E.coli ¢6 cic trinh tu bac 1 khéc nhau, ngoai
trit L;, Ly, va Lg. Céac protein Ly va L5 ¢6 nhitng trinh tu d3 dude xac dinh, L, Ia
mét dang aminoacetyl hoa Ly, (su acetyl hoa cén thiét cho hoat tinh GTPase trong
qué trinh dich mi). Lg 1a phic hop cha mét phan ti Lo lién két véi L, va L,,. Dai
khi trong qua trinh tinh ché, phitc hgp nay khéng tach duge.

3.2.1.2. Su ldp rdp ribosom

Céac thong tin cho viée tu l4p rap cha ribosom dugc chita dyung trong céc phan
td thanh phan rARN va protein. Cac tidu ddn vi ribosom c6 thé tai hgp lai in vitro
da duge su dung réng rai cho viéc nghién citu qua trinh 1ip rap cla ribosom. Cac
tiéu don vi dudc treo trong mét dung dich ¢6 néng d6 mudi cao (vi du LiCl 4 M va
urea 8 M) ngéin cin ai lyc y&u khéng hoa tri giita protein va cac phan ti ARN, 1lam
cho céc protein tré nén khéng bén vilng véi ribosom. ARN va céc protein khéng
lién két duge tach ra khoi nhau. Chiing duge thd&m phan dé loai bé muéi va urea,
sau d6 U v6i nhau. Dudi nhitng didu kién thich hop, cac tiéu don vi duge t6 hop lai
theo chitc néng clia ching va khéng thé phin biét duge v4i su t8 hop céc tidu don
vi ty nhién,

Khi dang sy t5 hgp khac nhau giita cac thanh phén riéng 1é cta ribosom,
ngudi ta cé thé xac dinh dudc cAc trinh ty lién két trong qua trinh 14p rap.
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Vi du, 6 r — protein ctia 308 cia E. coli ¢6 vi tri két néi déc 1ap va chuyén biét
vl rARN 168S.

3.2.1.8. Cdu triic cua rARN

Nhd tién bd ciia cong nghé di truyén, ngudi ta cé thé tao dong va xac dinh
trinh tu cGa cac rARN tit sinh vat khac nhau, tit ty thé va lap thé. Mac di ching
rit khac nhau vé kich thuée (bang 3.1) nhung d8u 6 thé xac lap duge ban d6 ciu
trac bac 2.

Bang 3.1. Kich thudc theo nucleotid cla ¢4c rARN khac nhau

Ngudn gbc ribosom rARN ciia ti€u don vi lon rARN ctia tiu don vi nhé

Té& bao chat chudt 4950 1859

T& bao chat ndm men

(Saccharomyces cerevisae) 3392 1787
Escherichia coli 2904 1541
Lap thé thudc la 2950 1846
Ty thé linh trudng 1559 854

Cau tric bac 2 chinh xdc ctia rARN ¢6 tAm quan trong trong viée l4p rap
ribosom va chiing dude luu trit t6t trong qua trinh tién hod. T4t ca clc protein cua
E. coli duge gin két vao rARN ciing ¢6 c&u hinh bic hai nhu vay va néu rARN bi
bién tinh thi protein khong gén két duge.

Mot déc tinh trong ciu tric bac 1 cia rARN la sy methyl hoa nucleotid. Sy
methyl ho4 nay xay ra sau khi phién ma va dugc thue hién bdi ARN — methylase
trong d6 c6 st dung S—Adenosyl Methionin (SAM) nhu la co chét cung cp
methyl. rARN ctia t& bao nhin nguyén thuy va cia céc bao quan thudng methyl
ho& & base khéi diu (5 — methyleytosin), con rARN cta t& bao chit t& bao nhan
that thudng methyl hoa & vi tri 2’ ciia duong ribose (2’ -0 - methyladenosyl). Cac
vi trf ctia phan methyl hoa trong chudi rARN dugce luu tri tét trong cac loai khéc
nhau. Ngudi ta cho ring su methyl hoa nay déng val trd bién ddi ban sao so cap
cna rARN.

3.2.1.4. Sy bién déi ciia rARN

HAu nhu & tit ca cac cd quan, nhiing rARN 1dn cta 2 tiéu don vi ribosom déu
dudc tao thanh tir sy bién ddi va x1i 1y cua cac ARN 16n hon, d6 1a cac pre —rARN.
Su stia ddi xay ra trong nhéan té& bao, dam bao cho 2 ARN 1én dugce tao ra cac ARN
trudng thanh 6 khéi lugng tuong tng véi tiing tiéu don vi.

Cach bign déi ciia rARN & t& bao HeLa (ngudi) duge minh hoa & hinh 3.2.
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Tiéu don vi 608

Céc r- protein

Ticu don vi 408

:LIRS

458 pre- tARN 208

Hinh 3.2. Qua trinh sinh téng hgp cac tiéu don vi ribosom & cac t& bao Hel.a

Pre — rARN 455 (gébm khoang 12000 nucleotid) 14 ban sao clia cac gen
ARN - ribosom. Cac pre — ARN ¢6 vai tram ban sao va tap hop lai tao thanh phan
diu trong mot viing nhiém séc thé va duge xem nhu vung thiét 1ap nhan. rARN
458 dude bién ddi do dua vao khoang 110 nhém methyl & cac nucleotid dac hiéu.
HAau hét nhiing phan dugde methyl hod déu duge bio tén & rARN trudng thanh.
Hang loat dién bién trong vi ngoai nhan da tao ra duge cac tién thé trung gian
328 va 208 tif pre — rARN 458, Sau dé, pre rARN 328 cit néi thanh 285 va 5,88,
con 208 thanh 188S.

Qua trinh stia déi ciia pre - ARN khac nhau vé chi tiét gitia t& bao nhan that
va t&€ bao nhAn nguyén thuy. O t& bao nhén nguyén thuy, chudi rARN 58S 1a thanh
phan clia don vi phién mi clia ¢ rARN 168 va rARN 23S. Han nda, gen rARN g 1€
bao nhan nguyén thuy lai ¢6 chia 2 chudi tARN hay nhiéu hon. Nhiing su phin

cdt dau tién cla pre — rARN dude xuic tac bi ARNse IT1 déc hidu cho ARN mach
kép (hinh 3.3).

LARN trung gian 58 tARN dudi
Hinh 3.3. Qua trinh cét néi cGa pre -~ rARN & E. coli dai khodng 5000 nucleotid.
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3.2.2. Cac ARN van chuyén
3.2.2.1. Céu tric

Nam 1950, F. Crick néu ra gia thiét vé chat néi. Ong cho ring trude khi gin
thanh polypeptid, cac amino acid phai gén qua chét néi trung gian, chit niy sé
bét cap dic hidu véi cac base trén mARN. Vao nam 1957, M. Hoagland va cac cdng
su dd tim ra tARN va chimg minh dude ring mdi phan tit tARN gén v6i mot phin
td amino acid vA mang chiing dén ribosom.

It nhat, méi loai tARN dic hiéu cho mét loai amino acid. Vi du: Arginine chi
gin dic hiéu vi ARN van chuyén arginine. Tuy nhién, t&t ci ciac tARN ¢6 mdt 8
dac tinh cdu tric chung: chiéu dai khoang 73 — 93 nucleotid, cau triic gdm mébt
mach cudn lai nhu hinh 14 ché ba (hinh 3.4). PAu mit 3’ ¢6 trinh tu két thic CCA.

/Ncri gan Alanin
©
(©)
5 @
@
ORO
® (U) “— Nhanh gén acid amin
© g
OX6.
Nhanh D m'c\ L) (0) e
o206 O-0©-@ I o0
OR-O® DO %
(O Q) WHOHHHQ G
Yoo 0, © DO
] \ S _ o @ Vong TeC
Vong D m’G @ o @
O \ _
o ) @ Anticodon
ORO
(U (%)
Vang anticodon {U) ()
' (1) © ® Sm'l

Ciéc base anticodon

Hinh 3.4. Cau tric alanin - tARN:
Cau tric hinh 14 ché ba ctia tARN - Alanin clia ndm men cho thay trinh tu nucleotid
hoan chinh. O tha, mét vai tARN thigu vang xoén dihydrouracil.
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Céc nucleotid thudong gip: I = Inosine
T = Ribothymidine
Y = pseudouridine
m'G = methyl guanosine
m?,G = dimethylguanosine
m'l = methylinosine
D = dihydrouridine
Cac enzym dic hiéu 1a aminoacyl tARN synthetase gin méi acid amin véi
tARN tudng tng nhd ning lugng ATP tao ra aminoacyl — tARN. Phiic hgp nay dén
ribosom gén véi mARN. tARN gén v6i mARN béng sy bit cip b8 sung nhd d6i ma.
3.2.2.2. Bién dé6i tARN

3 t& bao nhan nguyén thuy va t& bao nhén that, cac tARN déu dude tach ra tit
nhing phan ti ban diu dai hon nhé mot s6 phan ung xi 1y. 8 E. coli, cic gen cia
tARN thuong duge phat hién trong cac operon han hgp, cung lde ma hoa cho 4
tARN (tARNTyr, tARNThr, tARNGly, tARNThr) v& mARN cho sy tdng hop
protein — yéu t& néi dai Tu.

Qua trinh cit néi thuy gidi ddu tién ctia ban sao sg cdp duge xic tac bdi RNse,
tao cac diu tan 5 cla phan ti tARN.

RNse P 1a mét enzym, gdm 1 ARN ¢6 375 nucleotid va mét protein c¢é trong
lugng phén ti 20 000. Trong cic didu kién sinh 1y, cd 2 thanh phan protein va
ARN déu cén nhiing y&u t& dé hoat déng, nhung khi néng d6 Mg" * cao thi chi ¢6
thanh phian ARN ¢6 hoat tinh xtc téc. Theo sau hoat dong cua RNse P, mot s&
phén tng trong nhan va bign d8i base s& tao nén tARN hoan chinh.

O E. coli, tARN c6 trinh ty cudi 1a CCA - OH, phién ma tit cic base bg sung c6
trong ADN cua nhiém sic thé. Trong khi d6 & t& bao nhan that nhing base nay
dudc thém vao sau khi phién ma (hinh 3.5).

3.2.2.3. Cdc phdn itng trong qud trinh xi Iy tARN
- Mot s8 phan ung chil y&u clia ARN van chuyén trong qua trinh sinh tong hop
protein:
~ Aminoacyl hoa
— Formyl hoa tARN mé d4u (t€ bao nhan nguyén thuy)
— Gén nhitng y&u t6 néi dai
~ Gén ribosom

— Nhéan dién codon - anticodon.
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Hinh 3.5. Qua trinh bién déi clia tARNTyr & nam men
tARN c¢6 nhidu diém nhan dién enzym. M6t s6 diém nhan dién dic thu cho
tiing tARN riéng biét hay cho mét s3 loai dong déng (nhu aminoacyl hoa, formyl
hoa, nhan dién codon — anticodon). Trong khi d6, ¢6 nhiing diém nhan dién dic
hiéu cho tit ca tARN (d6 1a, sy tuong tac véi nhiing yéu td néi dai I, 11 va sy gén
két ribosom).

3.2.3. ARN thoéong tin

mARN dude téng hop khi enzym ARN polymerase II tiép xuc vdi trinh ty
promoter trén phéan t& ADN. mARN nguyén ven cua té bao vi khudn va cla té bao
nhan that chda trinh tu nucleotid nhiéu hon s8 duge diing dé ma hoa protein.

3.2.3.1. Cdu triic

Phan tit mARN gbém 3 phan:
1. Poan 5’ khéng ma hoa
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2. Vung ma hoa

3. Doan 3’ khéng ma hoa

ADN polymerase khdi dau su phién ma & mot doan ndm ngay trude viing ma
hoa cho phan tit protein duge goi 1a doan 5" khéng ma hoa. Do d6, mARN c6 doan
d4du mang cac tin hiéu cho ribosom nhan biét dé gén vao khi dich ma. )

O dudi 3, sau d&u két thiic c6 doan 3’ khong ma hoa 14 ndi gén poly A (t€ bao
nhan that).

Cac mARN cua t€ bao nhan nguyén thuy cé thdi gian ban huy ngan: trung
binh 2 phiit, ctia t& bao nhan that tir 30 phut dén 24 gio.

Intron

ADN o o] ]

Exon

ARN [

Hinh 3.6. Intron va exon & t& bao nhan that

Doan 5’ va 3’ la trinh tu khéi ddu va két thac khéng duge dich ma, do vay
mARN nguyén ven ctia t& bao vi khuan va t& bio nhan that chia trinh tu
nucleotid nhiéu hon s6 dude dung dé ma hoa protein. Cac trinh ty nay dudc phién
ma tif sdi ADN, ky hiéu 5UTR va 3'UTR. Tuy nhién, do 4i lyc khéng én dinh véi
enzym RNase, doan 5 hay 3’ c6 thé lam gia ting hay giam dd 6n dinh cta phan ti
ARN. Céac doan UTR gitip phan tit ARN tén tai 1au hon trong t& bao trude khi bi
thoai hoa, do vay sé téng hop duge nhiéu protein hon. Néu khong c6 cac doan UTR,
ARN sé& bi thoai ho4 nhanh hon va lugng protein san xu#t sé it hon. Hon niia,
trinh tu UTR c¢6 thé thuc day qué trinh dich ma hiéu qua hon.

3.2.3.2. mARN ¢ té' bao nhén that

O t& bao nhan that, sau khi mARN dugc téng hop tai nhan, chiing phai trai
qua 2 giai doan "h4u phién ma":

1. Giai doan gén chép (capping): diu tién, nhém triphosphat tai ddu 5’ caa
phan ti ARN méi téng hop sé bi cit nhd enzym phosphohydrolase cit lién két y
— phosphodiester, loai b6 o va phosphat. Tiép theo, enzym guanyltransferase gin
guanin va o phosphat vao  phosphat ctia dau 5 bing kién két 5’ — 5 triphosphat.
Sau d6, vi tri N7 cla guanin sé bi methyl hoda do enzym
guanin - 7 — methyltranferase. Cuéi ciing, enzym 2’ - O - methyltransferase sé
methyl hoa vi tri 2’ cia dudng ribose.

Phan ting methyl hoa chép c6 thé xay ra theo 1 trong 3 cach:
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a) Chép 0: nhém methyl gén vao vi tri G7 do enzym guanin — 7 — methyl
transferase xuc tac. Phan ng nay xay ra & tdt ca mARN t& bao nhéan that.

b) Chép 1: nhém methyl gin vao vi tri 2 — OH dudng ribose ctia nucleotid dau
tién. Phan i{ing do enzym 2’ — O — methyl transferase xic tac, xay ra & hau hét
mARN té& bao nhan that.

¢) Chép 2: phan tng methyl hoa tuong tu xay ra & nucleotid thi 2 véi ti 1&

10 - 15%.
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Hinh 3.7. G3n chép d mARN clia t& bao nhan that
1st base: base & cacbon vi tri s6 1; 2nd base: base & cacbon vi tri s6 2; 5'capping:
gan chép & dau 5'; 5’ - 5' triphosphaste linkage: lién két triphosphat 5’ - 5'.
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Ngoai ra, con ¢6 qua trinh methyl hoa néi phan ti x4y ra tai vi tri N6 cta
adenin, v6i tan suét 0,1%.

Giai doan nay bao vé phan tii ARN khéng bi cit lién két phosphoester do cac
phén ti hydro 1an can va chép 5’ 1a diu hiéu nhan biét vi tri gin ctia mARN trén
ribosom khi dich ma.

2. Giai doan gin dubi poly A vao diu 3" & ddng vat c6 vi khoang 50 — 250,
con 6 ndm men khoang 100 nucleotid Adenin duge gin vao diu 3. Dusi poly A gin
vao pre - mARN c6 trinh ty nhén dién AAUAAA. Qua trinh nay do enzym poly A
polymerase xtic tac. Chic néang dudi poly A tuong tu chép 5’ trong viéc bao vé phan
té ARN va gdn véi ribosom. Do vay, thai gian ban huy duge kéo dai va lugng
protein téng hop ciing nhiéu hon. Ngoai ra didu 3’ cling c6 vai trd trong viéc van
chuyén mARN tit nhan ra t& bao chat.

Y E——

4

| Sy
Chép gin diu §' Duoi Poly A gén vao ddu 3'

5‘ 3ll

Exon 1 Intron Exon 2

Hinh 3.8. Cau tric mARNcUa t& bao nhan that
3.2.3.3. mARN nguoc

mARN ngudc c¢6 thé ngin can qua trinh dich ma & nhiéu t& bao nhéan that khi
ching c6 trinh tu b8 sung véi trinh tu caia mARN. Diéu nay c6 nghia 12 mét gen
khéng biéu hién dugc thanh protein néu trong t& bao ¢6 mARN ngudgc. Day c6 thé
12 mét co ché chéng lai hién tugng gen nhay nguge hay virus; do ca 2 trudng hop
déu dung sgi d6i mARN lam trung gian. Trong sinh ho4, hién tugng nay duge dung
dé nghién cttu chiic ning cua gen bing cach thém vao mARN nguge.

3.2.4. Cac ARN nhan nho va cac ARN t€ bao chat nhé

T& bao nhan that ¢6 chita nhiéu phéan ti ARN nhé khac ngoai tARN va 5S va
5,85 rARN. In vivo, nhiing phan ti nhé nay phiic hdp véi cac protein dic hiéu tao
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nén cac hat ribonucleoprotein (RNP) dudgc goi 14 snRNP hoic seRNP tudng ving cho
nhin hay cho t& bao chit. Ching dai khoang 90 — 300 nucleotid.

Viéc bién d6i tién ARN thanh ARN dudge thuc hién véi sy tham gia cia nhiing
phén ti nho 1a cac spliceosom, dé6 chinh 1a cac snRNP. Ngay nay tim thay duge 7
loai snRNP tir U; dén U.. U, va U, ¢6 vai trd trong viée stfta déi hnARN thanh
mARN hoan chinh, cén Uy ¢6 vai trd trong sita déi pre — rARN thanh rARN té bao
chit. Cac ARN c¢6 kha ning xdc tac duge goi 1a ribozyme. Ngudi bi bénh tit mién
héng ban Lupus (systemic lupus erythematosus), do bénh nhan tao ra khang thé

gdn véi mét trong cac protein U; — U, snRNP.

scRNP ¢6 vai trd biét ro nha't Ja 7SI, ARN, mét thanh phan eta phidc hgp nhan
dién tin hidu xuat SRP. SRP cau tao bdi mdt scARN cé chida 294 nucleotid va 6
polypeptid c6 Mr tir 9000 — 72000. Khi mARN cua protein xuét bt ddu duge dich
mi, SRP tudng tac dic hiéu véi doan peptid tin hiéu xuit cua protein méi sinh va
véi ribosom, ngan chan sy dich mé cho dén khi ribosom tiép xic véi ludi ndi chil,
khi d6 né roi khéi ribosom va tin hiéu xu#t clia protein méi sinh gin vao bd may
chuyén vi protein trén méang luéi noi chit va su téng hdp protein dude tiép tuc,
protein sinh ra dude chuyén vao trong ludi néi chat.

Hinh 3.9 14 sd d6 m6 t4 phan Gng tu cit nol, trong dé trinh ty intron ti xuc tac
qué trinh tu cit roi khoéi phan td rARN § loai Tetrahymena. Phan tng dude bat
dAau khi nucleotid G gin vao intron, dong thoi cit mach ARN, dau 3’ cia ARN mdi
vita tao thanh gin vao ddu bén kia clla intron hoan thanh phan dng néi lién.

Chi ¢6 mét ti 18 nho cac ADN sinh vat t&€ bao nhan that ma hod protein. Cac
ADN du thua nhu vay duge phat hién giiia cac gen ciu tric. Trong s6 nhiing ngudi
dau tién phat hién cac doan ADN du thiia nay (intron) ¢ Pierre Champon va dong
sy ¢ Pai hoc Strasbourg (Phap) qua nghién cftu sy diéu hoa di truyén trong tong
hop ovalbumin long trdng tring ga. Ngudi ta thay trong nhén té& bao chi ¢6 nhiing
phan tu 16n hon mARN hoan chinh trong t& bao chat rat nhiéu va goi chung la
nhing ARN nhan khéng dong nhat, hnARN. So sanh ADN cua gen va ADN phéng
xa dude tong hop tit sao chép nguge cia mARN trong t& bao chit, Champon nhan
x6t ring cac doan nucleotid dai ¢6 mat trong ADN cua gen ban dau khong thdy
trong cADN phéng xa ctiia mARN t& bao chit. Cae doan dai nay khong dich ma,
xuét hién khéng chi & doan dau hofic cudl cua gen ma ¢ ca nhiing doan gitia, lam
gian doan cac doan ma hoa protein (exon). Gen ma hoa ovalbumin bi gian doan bdi

7 intron.
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Nucleotid

7o oUAA 5 Tien ARN

- _ ARN triing gian
3 P
chuyén tiép

3 ARN trudng thanh
' (hoan chinh )

Intron

Hinh 3.9. Phan img ty cét néi (self - splicing)
cla rARN 4 loai Tetrahymena

3.2.5. Tém tat cac qua trinh cét néi & ARN t& bao nhan that
3.2.5.1. Khdi niém
B gen t& bao nhan nguyén thuy 1a bé gen gian doan. Trinh tu khéng ma hoa

xen ké cac trinh tu ma hoa. Qua trinh loai bd cac trinh tu khéng ma hoa goi 1a qua
trinh cit néi ARN.

Exon 14 trinh tu biéu hién, ¢6 6 mARN hoan chinh. Tuy nhién, diu tan cung 5’
va 3’ ¢6 thé khéng dich ma thanh trinh ty protein, do vay trinh tu exon khéng
hoan toan 1a trinh tu ma hoa.
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Intron la trinh ty thudng khéng chita gen, xen ké cac exon, hién dién & hau hét
cdc phan tit ADN cia té bao nhan that bac cao. Chiing thudng c¢6 kich thuée 16n
hon cac exon. Intron c¢é rit it ¢ t& biao nhan that bac thip, ndm va hoan toan
khong c6 & vi khuan trit mét vai ngoai l8.

3.2.5.2. Cdt néi ARN

Qua trinh cit néi xdy ra § cac phitc hop ban sao nguyén thuy pre — ARN hay
hnARN védi protein nhan goi 1a hnRNP. Qua trinh nay dién ra trong nhéin t&€ bao
trude khi di chuyén vao té& bao chéat dé tham gia dich ma.

Nguyén tdc GU - AG

— GU ludn tan cung ddu 5 cha intron: vi tri cho.

— AG ludn tan cing dau 3’ cua intron: vi tri nhan.

Bt ky vi tri cho nao ciing ¢6 thé gén vdi vi tri nhan.

— Cd ché cit ndi théng thuong: 2 phan ting chuyén vi ester hoa.

— Phan Ung chuyén vi ester hoa I: nthém 5' - OH ua nhén cta exon gin vao vi
tri 5’P cua intron.

— Phan ting chuyén vi ester hoa II: nhém 3’ - OH wa nhan cta exon gén vao vi
tri 3'P cta intron

— N6t cac exon, loai bd intron. _
M&i buée 14 mot phan ting chuyén vi ester hod, lién két phosphodiester méi
duge tao thanh. Phan iing nay khéng cin cung c&p ning hugng.

Ba hé thong cit néi co ban xay ra theo cac cd ché chinh:
1. Tu cat néi

ARN déng vai tro enzym, goi l1a ribozym. Loal nay ¢6 ¢ 2 nhém intron: nhém I
va nhom II

~ Nhém intron I: tu cit néi § vong 9 clia cdu tridc bac 2. Qué trinh nay xady ra
6 gen rARN cua t&€ bao nhan that bac thap va nim.

— Nhém intron II: tuong tu co ché cit ndi bing spliceosom nhung dude xtc téc
béi cic intron ARN.

2. Intron dudc loai bé khdi tién tARN nhan ctia ndm men tuong tu qua
trinh x11 1y tién tARN.

3. Cat ndi nhd spliceosom

Spliceosom 1a phtic hgp chita nhiéu loai ribonucleopotein. Ching nhan dién
céc trinh tu exon — intron dé loai b intron va néi cac exon. Qua trinh nay thudng
xay ra ¢ ARN nhén cua t€ bdo nhén that bac cao

74



Bda sao mdi td ng
5 hgp va protein lién

ST

két
hnRNP protein Spliceosome
' (Thé cit n6i)
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3'-processing
complex g
Phitc hop ti€p néi Cit va polyA
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mRNP protein

a'w C\ f—o-5  mRNP € bio chat

PAQP mRNP protein
Protein gan duéi poly A

Hinh 3.10. Cac protein tham gia téng hgp va tao mARN hoan chinh
3.2.5.3. Cdt n6i mARN & té bao nhén that

Spliceosom

Spliceosom cdu tao bdi khoang 40 protein quy dinh cit néi va cac snARN. Cac
phtic hdp ribonucleoprotein nay dugc goi la snRNP hay snURP. Cac snRNP gébm c6
Ul, U2, U5 va U4/U6 chita snARN U1, U2, U4, U5, U6. Ciu tric nay én dinh &
cac t& bao nhan that.

Phan tng cit néi: gdm 3 giai doan chinh

1. Giai doan 1: vi tri cho bi cit, ddu 5’ gdn vao vi trf nhanh cta intron bing
lién két 5’ - 2’ phosphodiester tao sgi déi tam thai. Vi tri nhanh gém khoang 30
nucleotid ¢ nhanh 1én cta vi tri nhan, ¢6 trinh tu tuong déng.
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2. Giai doan 2: vi tri nhan bi cit, cic exon duge néi lai, intron bi loai bd khéi
sg1 d6i.

3. Giai doan 3: sgi ddi bi "bé nhanh" va thoai hoa.

Vai tro cua snRNP trong 3 giai doan:

—snRNP Ul gén vao vi tri cho.

—snRNP U2 tao lién két hydro v6i vi tri nhanh cia intron. Giai doan nay sd
dung ATP thuy phan va "y&u té trg gitip" snRNP (U2AF).

— SnRNP Ul tudng tac véi snRNP U2, gitap vi tri cho va vi tri nhan tién lai
gan nhau.

— Phiic hop UB/U4/U6 gén véi Ul va U2 st dung ATP thuy phan; U5 gin véi

i tri cho cua intron; U6 gin véi U2: day la spliceosom hoan chinh.

ATP cung cAp ning lugng cho mdi giai doan. U4 tudng tac véi UB bing lién két

hydro.

- U5 di chuyén tit phan intron sang phan exon cua vi tri cho, U2 thay th& U4
lién két vai U6 nhd lidn két hidro.

Cau tric bac 2 ciia snARN U khong thay d6i. Géc vudng 1a trinh tu lién két véi
snRNP protein: a)Vung 5 etta snARN U1 tao ciip base véi nucleotid tai ddu 5’ cua
intron v dau 3 ctia 5'exon ciua pre — mARN; snARN U2 tao céip base véi trinh tu
c6 diém nhanh A. b) Mét viing cia snARN U8 tao cip base véi didu 5 clia snARN
U4. ¢) Trong qua trinh cit néi, sy sip xép lai }am snARN U8 bt cip véi snARN
U2 va snARN U5 tuong tac vél 4 nucleotid ciia exon, thay thé snARN Ul tu
pre — mARN. snARN U2 con lai tao cap base véi intron gan vung gidu pyrimidin.

Lic nay, phan tng chuyén vi ester thi nhat xdy ra do phtc hgp U2 - U6
xuc tac.

- snRNP U5 tuong tac véi phan intron ctia vi tri nhan va U2, xidc tac phan dng
cat lién két intron — exon va néi 2 exon. Phan tng chuyén vi ester thit 2 xay ra.

— Spliceosom duge thao rdi, giai phéng U1, U2, U4, U5, U6.

- Soi d6i intron duge thao xoén va thoai ho4.

Intron nhém II: it gap

Day 1a phan tng tuy cit néi, intron déng vai tréo nhu mdt enzym -—goi 1a
ribozym.

Cit ndi chéo

Céc phan {ing cit ndl trén xay ra trén ciing mdt phan ti ARN, goi 1a cit noi
p . e s e, P
kiéu cis; néu xay ra giia cac phan tif goi 1a cit n6i kiéu trans.
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Dau tién, vi tri nhanh A § sgi lén tai vung giau pyrimidin diu 5’ ctia exon ma
hoa lién két véi ving 8’ cia ARN dén, giai phéng "tiéu exon". Sau dé, dau 3’ ctia
tiéu exon tu do lién két véi ddu 5 clia exon ma hoa, cét bé doan nhanh chia ving
3’ cia ARN din va viing 5 ma ho4 ctia ban sao nguyén thuy. Cac buéc nay tuong

ing véi phan ung chuyén vi ester hoa I, I trong cit néi pre — mARN & t& bao nhan
that bac cao.

Exonmahod  Poly-A site
%
5-_*___;\_::._' ——

Bdn sao nguyén thiy

|

e e 0 i M

iCa‘t vd gdn duéi poly A

| Bt SRl A,

4

/
Exon chwra hoan chinh Exon mi ho4

Hinh 3.11. C4t n&i chéo cia ARN din véi exon m3 ho4 protein & ban sao nguyén thuy
polycistron loai Trypanosoma nhd hai phan Ung chuyén vj ester hoa
3.2.5.4. Xut ly tARN

Pre - tARN dugc cét va loai bé intron dé trd thanh tARN trudng thanh.
Xt ly dau tan cung 5' va 3'
- Xt 1y dau 5’: enzym xtc tac 1a ribonuclease (RNseP)

- Xi Iy dau 3" két hgp endonuclease va exonuclease. Néu diu tan cung 3’
chua cé trinh tu CCA thi tARN nucleotidyl transferase sé& b8 sung trinh tu nay.

Ciat ndi tARN & nim men

— ARN endonuclease (RNse) cit tién tARN tai 2 dau cta intron, tao nhém
5 - OH va 2’3'P vong .
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— 2 ntia phan ti tARN cuing ton tai nho lién két hydro.
— Pi tit GTP gén vao nhém 5 — OH cta ddu 3’ exon nhd enzym GTP kinase.
— 2 ntta phan tit tARN sau d6 lién két véi nhau nho enzym ARN ligase.
—Vong 2'3’P dugec mdé nhé enzym cyclic phosphodiesterase (1a mét phan ctaa
phan ting két no1), giai phéng 2'Pi.
— Phosphatase loai bo 2'Pi.
Pre-tARN

5 @ ¥

ARN endonuclease (RNase) _

1

5 end . EoH
_E;a o\ e
-3 , (GTP)

GTP-kinase
' ppG (GDP)
Eou
Cyclic Phospho- :
diesterase ®\ :
. gase-(P)A
5 PPi
v
pp(p)A
Ligase

Ligase 20H
-
@A (AMP)

‘ 'ZOH + Ligase
®
Phosphulusﬂ &
®

Mature tARN

2’ on 2oH
6’ end

=(P) ] 3 end

s'

E:

Hinh 3.12. C4t ndi tARN & nam men

3.2.5.5. Xit Iy rARN
Cét néi theo cd ch& nhém intron I & t& bao nhan that bac thip, n&m va 3 gen
caa thuc khudn T4 & E.coli. Cé 2 tinh chat chung:
— Tu cét néi

— Calu tric bac 2 cua vong 9
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Cat ndi & loai tetrahymena

Tién rARN 358 duge xit Iy thanh 18S, 5,88, 26SrARN. G mét vai chiing
Tetrahymena, 26S c6 mét intron gom 400 base. Intron nay c6 thé tu cit néi nhung
do1 hoi su ¢6 mit clia céc ion va nucleotid G (GTP, GDP, GMP...)

Phan ng ty cat ndi: gdm 3 bude

1. G 3~ OH gén d4u 5 cta intron.

2. 3'— OH clia exon A gan ddu 5 clia exon B: cic exon dude néi véi nhau.

3. Intron mach thing véi dau 5’ tdn cung bang G (414) s& duge déng vong.

bong vong intron mach thfmg

4. Nhém 3’ - OH cua intron tai G (414) gin véi pA (16) hay pU (20), tac vong
intron va khoi ddu 5 15 hay 19 nucleotid.

5. Nude thuy phan vong intron tai cung vi tri.

6. Néu qua trinh déng vong dau tién xay ra tal pA (16) thi nhém 3’ - OH ciia
intron gén véi pU (20), tao vong intron va cit 3 nucleotid & mach théng.

7. Nude thuy phan vong intron tai ciing vi tri, tao L ~ 19ARN. L - 19ARN c6
hoat tinh enzym xtc téc phin ng cit va ndi cac oligonucleotid.

Vai tré cdu triic bic 2 ctia intron ARN, vong 9

8. Nhanh PI (exon 1 va IGS — InteARNI Guide Sequence) d6ng vai trd quan
trong trong bude 1 ciia phan ting ct néi.

9. Nhanh P4 va P7 déng vai trd quan trong nhét trong buée 2 ctia phan Ung
cét ndi, ngoai ra con 6 P3, P6 va 2 base & diy 3 cia intron.

Vai trd xic tac ctia L - 1I9ARN |

10. Gdn ARN v6i IGS — vi tri gén két.

11. Gan G (414) hay G tu do vao vi tri gin két.

Tém tat

ARN gom mét chudi don clia cac ribonucleotid néi véi nhau bdi cac lién két

phosphodiester. Trinh tu nucleotid cta ARN bé sung vdi trinh ty mét mach don
(mach khuén) cia ADN xoén kép.

C6 3 loai ARN chinh: mARN, rARN va tARN. Tat ca déu tham gia vao qua
trinh dich ma, nhung chi ¢6 mARN mang théng tin ma ho4 cho c&u tric cd ban cda
phan tu protein. rARN c¢é vai tro trong viéc cung cip ndi téng hgp protein,
ribosom. tARN lam nhiém vy van chuyén acid amin dén ribosom, tuong tac véi
aminoacyl — tARN synthetase dic hiéu va két hgp véi ribosom.
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T4t cd ARN déu dudc tao ra tit sit stta déi va biéh ddi cia nhiing tién ARN i6n.
Hon niia, t& bao nhan that con c¢6 mot s6 phan tit ARN nho véi nhitng chiic nang
khac nhau bao gém thanh phap cha enzym ribonuclease, di chuyén intron, két néi
exon va mét yéu td kifm soat viéc téng hdp clia protein bai tiét.

CAU HOI
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Tinh chat nao khéng phai cua tit ca ARN?
a) Mach ddn polynucleotid

b) Puong pentose (5C) 1a ribose

¢) Ngoai A, G, C thi uracil thay cho thymin
d) Puge tdng hop tit trong nhan

e) Cé lién két hydro gitia A="T

Cau tao tit 34 phan t protein, 1 phén ti1 rARN 23S, 1 phan tit rARN 58S 1a
tiéu don vi:

a) b0S b) 308
¢) 608 d) 408
e) 708

Cau tao tit 45 phan ti protein, 1 rARN 2885, 1 phéin ti rARN 5.8S, 1 phin
tlt rARN 58 1a tiéu don vi:

a) 608 b) 408
¢) 508 d) 308
e) 708

Tiéu ddn vi 408 cua t& bao nhan that cau tao t:

a) 34 phan ti protein + 1 rARN 23S, 1 rARN 55

b) 21 phin tu protein + 1 rARN 168

c) 45 phéan tu protein + 1 rARN 288, rARN 5,85, rARN 58
d) 33 phan tit protein + 1 rARN 188

e) 45 phéan td protein + 1 rARN 238 + 1 rARN 55

Tiéu don vi 308 ciia t& bao nhan nguyén thuy ciu tao ti:
a) 34 phan tud protein + 1 rARN 23S, 1 rARN 58

b) 21 phén ti protein + 1 rARN 165

¢) 45 phan tu protein + 1 rARN 28S, rARN 5.8S, rARN 55



d) 33 phén ti protein + 1 rARN 188
€) 45 phan ti protein + 1 rARN 23S + 1 rARN 58
Qua trinh methyl hoa nhs ARN — methylase chi x4y ra &:

a) mARN b) Pre - rARN
c) tARN d) scARN
e) snARN

Tinh chét nao khéng dac hiéu cho tARN?

a) Chiéu dai khoang 73 — 93 nucleotid

b) Mach don cusn hinh 13 ché ba

¢) Dau mut 3’ két thic CCA gén acid amin

d) Pau mut 5 két thie G

e) Mot loai tARN ¢6 thé mang nhiéu loai acid amin khac nhau
Phan ting nio khéng phai ctia tARN trong qua trinh sinh téng hop protein?
a) Aminoacyl hoa

b) Formy! hoa tARN mé diy

¢) Gén nhiing y&u t8 két thuic

d) GAn ribosom

e} Nhan dién codon - anticodon

9. Loai snRNP nao tham gita vao viée stia d6i hnARN thanh mARN hoan chinh?

a) U1, U3 b) U4, U5
c) U6, U7 d) U1, U2
e) U1, U4
10. 3 t& bao nhan that mARN sau khi dude phién ma phai trai qua:
a) Gén chép b) Gan dusi polyA
¢) Cit néi dé loai intron d)a, b
e}a, bvac.
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Bai 4
SU PHIEN MA VA MA DI TRUYEN

Muc TIEU

— Trinh bay dugc qua tnnh phwn ma g te bdo nhﬁn' nguyén thuy vd té bao.
: nh(in that. i

L Me ta du’w sztphwn ma ¢6 dzé .ho 1%

- Trmh bay dugec su phzén mé ngwp'c, né‘u d‘:tdd y ngh;a cua no trong chu
trinh séng clia Retrovirus.

— Néu d‘u’dc ban chdt ciia ma' da truyén va cdach nhdn b:,ét _
i Phdn bzét dwo;fc cac loaz ARN polymémse"'vé cau truc vd chu’c nang

4.1. MO DPAU

ADN trong nhiém sic thé déng vai tré luu trit théng tin di truyén cta t& bao.
N6 quy dinh trinh ty acid amin ciia hang ngan protein khac nhau. Tinh déng nhat
va s6 lugng cac protein nay quyét dinh tinh chét sinh hoa cin ban ctia t& bao. ADN
khéng truc tiép sip xép cac acid amin cho su polymer hoa thanh protein ma la
mARN, 12 ban sao b6 sung véi mdt mach polynucleotid ctia gen. Qua trinh tao ra
cac ARN duge goi 1a sy phién ma. Tin hiéu duge ma hoa trong ADN huéng dan
enzym thuc hién phién ma, noi md ddu, noi két thic.

Su diéu hoa ¢ miic dd phién ma la su kiém soat quan trong hang diu trong
biéu hién gen. ARN dudc phién ma tit gen phu thuf‘_)c vao mdt ving nhit dinh dudge
goi la promoter (ving khdi dong). Bén canh viung khdi déng, con c¢6 mot vai trinh
tu khac trén ADN ciing c6 vai trd quan trong trong viéc diéu hoa biéu hién gen.
Vin dé nay dude nghién citu k§ va biéu hién rd & t&€ bao t& bao nhan nguyén thuy,
con 4 t& bao nhan that chi méi duge nghién ciu tit khi ¢6 ky thuat ADN tai té hop
nhung cling thiy dude mot s6 khac biét véi t& bao nhan ngayén thuy.

Su nhén dién cac acid amin dé lién két ching véi nhau thanh chudi polypeptid
dugce xac dinh bdi céc trinh tu ribonucleotid trong mARN. D6 14 mARN dude dich
ma ti "ngdn ngi" nucleotid cia ADN. Ma di truyén mé ta mdi quan hé gita 2
ngoén ngu nay.
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4.2. NGUYEN TAC CHUNG

Qua trinh truyén théng tin di truyén tit ADN sang ARN duge goi 1a su phién
ma. Tham gia vao qua trinh phién ma cé hé théng enzym ARN polymerase, ding
ra, t&n chinh xac 1a ARN polymerase phu thugec ADN. ADN thé hién kha ning di
xuc tac tic 1 1am khuén dé téng hop nén mét phan tii khac.

Su phién ma thuc hién theo cac nguyén téc:

- Chi 1 trong 2 mach cfia phan ti ADN diung lam khuén dé téng hgp ARN
(hinh 4.1)

- ARN polymerase bam vao ADN lam tach mach va di chuyén theo huéng
3 — 5 trén ADN dé cho "ARN" dudc téng hop theo hudng 5 — 3.

~ ARN polymerase gin vao ADN gay ra hién tugng "chay" tai chd bén trong
chudi xodn kép ADN. Két qué lam ddt cac lién két hydro giita cac d6i base bd sung.
Co chét cho ARN polymerase 14 cac ribonucleotid 5 — triphosphat ATP, GTP, CTP
va UTP. M6t ion kim loai hoa tri 2 hodc 13 Mg®" hoyc 1a Mn®* déng vai trd
co — factor.

C4u tric cua phéan tit ARN thudng bt diu bang 1 nucleotid purin (ATP hay
GTP) bd sung cho nucleotid & diém bit diu phién ma ctia mach khuén miu ADN.
NTP thu 2 duge dua vao khuén mau ADN (lai theo nguyén tic bé sung ciip base)
va lién két 3’ - 5’ phosphodiester duge hinh thanh giita nhém 3’ — OH ctia NTP diu
t1én va nhém phosphat (o) cia NTP thit 2.

5' |ATGCARTGACCGACA| 3¢ S¢i khong phién ma
ADN
|TACGTTACTGGCTGT| So¢i phién ma
lPhién mi
ARN 57 |auGcAaUGACCGACA| 37
| Dich ma

Protein N-téan| Met Gln Ser Pro Thr [C-tan

Hinh 4.1. Qua trinh chuyén théng tin tir ADN dén protein

Phan tng xdy ra theo phia thuy phan pyrophosphat vita duge giai phéng.
Bang cach nay ARN dugc tiép tuc kéo dai va mét t8 hop lai ADN — ARN duge hinh
thanh. Chudi ARN kéo dii theo hudng & - 3’ va ARN polymerase ciing v6i viing sg1
kép ADN dubi xodn (con gol la bong bong phién m#) chuyén déng doc theo sgi
khuén miu theo huéng 3° - 5. Khi t6 hgp lai ADN - ARN dat dude chidu dai 12
base, diu tan 5 ctia chudi ARN méi hinh thanh duge tach ra tit mach ADN bé
sung v01 né va 2 mach kép caa ADN ban dau phuc héi lai. ARN polymerase tiép
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tuc di chuyén doc theo mach ADN khuén mau dén khi gap diém két thic, dé 1a tin
hiéu dude ma hoa trong mét trinh tu ADN quy dinh chidm diit su néi dai cia mach.
ARN polymerase va chudi ARN hoan chinh dude tach ra khéi khuén miu ADN.

ARN polymerase thuc hién su lién két cho 4 loal nucleotid triphosphat giéng
nhau, khéng phan biét loai nay, loai kia. Khac véi sy sao chép ADN, mdi khéng
cin thiét cho su phién ma.

Trong da s6 trudng hdp, chi c6 mdt trong 2 mach cua ADN duge phién ma va
s phién ma nay dude goi 14 phién mi bit d61 xing. Cing ¢6 nhiing trudng hgp
trong d6 su phién mi xay ra 6 ca 2 mach ADN, d6 1a sy phién ma déi xiing, vi dy,
su phién ma & ADN ty thé t& bao thy, trong d6 ca 2 mach ctia bé gen vong 16 kb
déu duge phién ma ra ARN. Tuy nhién, sau d6 1 trong 2 ban sao nay bi thoai hoa.

Khac v61 ADN polymerase, ARN polymerase khéng ¢6 mdt hoat tinh sua sai
nao, vi nhiing nucleotid nao két hgp khdng chinh xéc thudng duge thay th& ngay
bing nhiing nucleotid phu hop. Hon niia, néu c6 16 hi€m hoi nao x4y ra thi ciing
khéng di truyén dude vi ARN khéng phai 13 ngi luu trit théng tin di truyén.

Chubi ADN duge phién méa tao ARN dude goi la 1 don vi phién mé va san
pham 14 ban sao nguyén nguyén thuy. Ban sao nguyén thuy nay duge bién do6i
trude khi dam nhan vai trd chiic niang ctia né. T4t ca cic loai ARN t& bao (mARN,
tARN, rARN va cac ARN nhod) déu dude phién ma tit ADN.

4.3. SU PHIEN MA G TE BAO NHAN NGUYEN THUY

Su phién ma & t& bao nhan nguyén thuy ¢6 nhiing dac diém sau:

— Chi mét loai ARN polymerase chiu trach nhiém téng hop tat ca cac loai ARN.

- mARN thudng chita théng tin nhidu gen néi tiép nhau (polycistron mARN).

— Qua4 trinh téng hgp mARN duge tién hanh khi ARN polymerase ham véo
viung khéi déng (promoter). Khi gén vio, polymerase khéng tong hgp mARN ngay.
Su téng hop chi bit ddu tit ddu xudt phat, thudng 1a TAC nim cach 7 - 8 base phia
sau chd bam vé phia dau 5' cua mach khudn.

— & phén 16n t& bao nhan nguyén thuy, qua trinh tdng hgp tiép tuc dén khi
doc qua d&u két thic. Két thiic phién ma, ARN polymerase vd mARN tach roi
khoi ADN.

— Qua4 trinh phifn ma va dich méa x4y ra déng thdi véi nhau.

HAu hét su hiéu biét vé qua trinh phién ma & t& bao nhan nguyén thuy xuit
phat tir sy nghién cttu trén E. coli va thuce khudn ctia né. Co ché ctia sy phién ma 6

E. coli tuong tu ¢ hau hét t&€ bao nhin nguyén thuy, ngoai trit Archaebacteria
(c6 intron trong ADN).
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Nhiém sdc thé don béi cha E. coli 1a mt vong khép kin chita 4.10% bp (eap
base) cung véi protein vda ARN. ADN nay c6 cdu hinh thao xodn cuc dai
(negatievely supercoiled conformation). In vive, nhidm sdc thé 1a mét cAu tric 1éng
1éo goi 12 nucleoide va duge gén vao mang t€ bao chit. Bo gen ctia E. coli chia
khoang 3000 gen ciu tric khac nhau, hiu hét c6 mit trong mét ban sao duy nhat,
s&p xép thanh 100 don vi phién ma.

4.3.1. ARN polymerase cua E. coli

La mét protein phitc hop chia t6i 5 tiéu don vi gdm 4 loai va c6 trong lugng
phan ti khoang 450000. Toan b6 enzym dude goi 1a holoenzym chiia cac tiéu don
vi cafp's.

Tiéu don vi ¢ (sigma) c6 thé tach ra thuan nghich tit holoenzym va duge phan
tach bing séc ky trén cot phosphocellulose:

cupf'c > aofp' + o
Holoenzym core enzym sigma

4.3.2. Promoter

Phan 16n promoter & E. coli vé co ban déu gidng nhau. Néu k¥ hiéu base ddu
tién phién ma thanh mARN (thudng 14 Adenin) 1a + 1, thi céc base theo hudng
ngudgc lai véi chiéu phién ma ky hiéu " —". |

Promoter gém hai trinh tu. D6 12 trinh tu TATAAT, tan cung ludn ludn 13 base
T, cAch diém xudt phat 6 — 8 base va c6 base trung tdm la —10. Trinh ty nay con
dugc goi 1a hop TATA hay hép Pribnow; trinh ty thi 2 TTGACA cé base trung
tam - 35 (hinh 4.2). Hai trinh ty nay chiu trach nhiém cho phép ARN polymerase
gén vao ving khéi déng phién ma. Viing —35 tham gia vao viée gin khdi dau ARN
polymerase (bang 4.1). Khéng phai promoter nio ciing c¢6 ciu tao gidng hét cac
trinh ty nay, ma cé mét it sai léch nhd, do d6 ngudi ta goi trinh tyf nay 1a trinh
tu chung (consensus).

Bang 4.1. Cac trinh tu chung -10 va -35 cla mét s promoter clia E. coli

Promoter ~-35 -10 Di€m xudt phat

Consensus TTGACA TATAAT

JacP TITACA « 18bp —» TATGTT «—6bp—oA

Gal P4 ((fc ch& déng hoa) TATGGT 6 A

Gal P, ((tc ché di hoa) GTCAC 16 TATGCT 6 A

AraC CTGACA 17 TGTCAT 6 G

AraBAD CTGACG 18 TACTGT 8 A

Trp TTGACA 17 TTAACT 7 A
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Bit ddu mARN D4u bat dau

> P
L -

Ving -35 Viing -10 +1

15-20 base 5-8 basc
¥ ' TTGACA TATAAT TAC M— &

Hinh 4.2. Cau hinh vang — 10 va — 35 trén ADN

Chitic ndng quan trong ciia hép ~10 va hép —35 dude phat hién tit hidu ting dbt
bién (mét base duge thay thé bdi mot base khac) trong qua trinh phién ma tir
promoter (hinh 4.3). Nhi€u d6t bién nhu vay tic ché tic khic su phién mé cia gen.
That ra, vai viing khai doéng (promoters) 6 E. coli cé trinh tu chung rit giéng véi
trinh ty chung 1y tudng. Do d6, dé phan biét duge ching 6 thé dua vao cudng do
(strength) hodc tan sudt khdi ddng phién ma. Vi dy, t& bao E. coli chiia khoang 12
phén tit eiia lac repressor (thé tc ché lac — operon) va gen cia né duge phién ma
chi mét 1an mdi 30 phat. Mt khac, ARN ribosom, do doi hdi =8 lugng lén, vi
khoang 10000 ribosom phai duge hinh thanh sau méi thé hé t& bao (khodng 20
phiit). Nén moéi gen - rARN duge phién mé khoang 2 gidy mdt lan. Su khac biét
nay do cudng d6 ving khéi déng.

-35 -10 +1
Promoler shock nhiét £ coli NGNC.CTTGA —— CCCCAT,TA '""l“
' +1

Promoter chudn cha E coli ————— TTGACA —— TATAAT —l

Hinh 4.3. Céc vi trf dat bign diém tac déng Ién chifc niing
vung khdi dong d E. coli

4.3.3. Cac promoter shock nhiét

Mai cho téi gin ddy, ngudi ta vAn cho rang ARN polymerase 6 E. coli c6 mot
loai holoenzym duy nh#t ¢6 kha ning phién ma tit ca cac gen khac nhau. Tuy
nhién, nhiing nghién ciu gin day trén sy dap Ung shock nhiét d4 cho thay rang
kha nang phién ma cac gen khéc nhau cé thé dat dude do sinh ra cac tiéu don vi ¢
khae nhau. Ngudi ta da chiing minh sit dap ing shock nhiét ¢6 lién quan d&n viée
téng hdp nhitng protein méi khi ¢6 sy gian doan nhiét méi trudng nudi cdy vi
khuén hay t& bao. Sy dap iing nay bién thién rit réng & t€ bao nhan that va t& bao
nhin nguyén thuy. Nhitng protein méi nay, dudc goi 13 protein shock nhiét, duge
xem 14 dé bao vé t& bao chdng lai su bién d8i nhiét.

O E. coli cb khoang 17 protein shock nhiét ma sy biéu hién cta ching dudge tao
ra bdi san phdm cta gen hptR. Gen nay dap ting véi shock nhiét va ma hoé cho
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chudi polypeptid 6 Mr 32 000, déng vai trd nhu mét yéu t8 o bién déi. Yéu t& nay
(duge got o%) két hgp véi phan 161 binh thuong cha ARN polymerase dé tao nén
holoenzym a,Bf'c*. Enzym nay chi bam vao nhitng promoter ctia gen shock nhiét,
chit khong bam vao promoter clia céc gen binh thudng va cé trinh tu viing — 35 dai
hon véi mét s6 khéce biét nhd.

Pidm bdt diu

phién ma
-35 -10 +
AG'["I'AGTA| TTGACA | TGATAGAAGCACTCTAC TATATT I CTCAAT AGGTC
. Ci4c thay d6i base
A 4 ¥Yy!vy
GT G AT|A
C
T l
k4
Céc tdc dong nhe rén ¢ C
sy phién ma l
G
\f \fJf\Nr Cdctdc djng manh ¥V v
GCAGT trén sy phi¢n ma GC C
A TC AT

Hinh 4.4. Cac trinh ty chung cla prometer séc nhiét & E. coli

Vi khuén Bacillus subtilis ciing st dung yéu t8 o dé bién tit dang sinh dudng
sang dang bao ti.

Nhiéu ADN thyc khudn thé ma hoa ARN polymerase dac trung cho riéng
ching. Mét s6 promoter nhu vay duge st dung trong viée tao dong plasmid nham
san xuit mot s6 lugng 16n mARN tit mét gen quan tim. Nhiing ban ma sao nhu
vay c6 thé duge sit dung nhu nhiing doan mdi hoiic ¢6 thé duge tdng hdp in vitro
thanh mét san phdm protein can thiét.

Trinh tu chung clia promoter séc nhiét duge sip x&p cho 6 gen s8¢ nhiét khac
nhau. Nhiing chii c4i § dong trén chi sy tuong déng manh, & hang dudi tuong dong
yé&u, n 12 nucleotide bt ky. Vi tri bt ddu phién ma ky hiéu +1.

Ngudi ta thuong dung hé théng promoter va ARN polymerase 18y tir thuc
khuin thé SPg. SPg 1a mot thue khuén thé ctia Salmonella typhimurium, ma hoa
duge mét ARN - polymerase virus dic hiéu. Cac promoter clia t& bao chti va cac
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promoter c6 trong plasmid ly trich tit E. coli déu khéng duge SPg polymerase nhan
biét. Promoter SPg dudc chén vao vector plasmid phia trude polylinker (polylinker
1a doan ADN nhén tao chiia nhiéu vi tri nhan biét duy nhat ca cac enzym cat han
ché). Poan ADN cén sao chép dugc chén vao polylinker va plasmid tai t& hgp duge
bién nap vao E. coli. Plasmid chia ADN la dudc "lam dudi thang" bdi mdt enzym
cit han ché. Plasmid dudi thidng nay dudc @1 véi SPg polymerase va cac NTP. Cac
plasmid — ADN dudc loai khéi cac ban sao mARN bang cach u1 véi DNase (hinh 4.5).

Polylinker Poan ADN la dugc cdt bdi RE

Plasmid vector
x Tao plasmid tdi t6 hgp

SP6 Promotor

Dudi thin
Plasmid tdi t6 hgp

Phién ma vdi
SP6 ARN polymerase
' $  mARN
Xit 1y véi DNase l
mARN tinh khiét

Hinh 4.5. Dung SP; promoter va ARN polymerase
cta né dé nhan ban sao ma cén thiét

4.3.4. Khdi diu va néi dai chudi ARN

Viéc gén cua holoenzym ARN polymerase vao promoter tao ra phic hgp khai
dong déng cé c&u hinh ADN xoén kép (hinh 4.6). Cac diém tiép xtc chu yéu giita
promoter va ARN polymerase nim & cic vung —10 va -35. Phiic hgp déng nhanh
chéng bién thanh phiic hgp md do céc lién két hydro bi enzym cit trén mdt vung
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bao gom 17 bp. S¢i ADN dudc tach ra nhd su thao xodn 1,6 vong ciia xoin kép
B - ADN. Nucleotid triphosphat d4u tién (thudng 1a ATP hoic GTP) gén vao tidu
don vi B ctia polymerase, hudng diing vao base bd sung & vi tri +1 caa sgi khuén
mau. Mot nucleotid triphosphat thit 2 ti€p theo dude k&t ndi va hinh thanh lién
két phosphodiester ddu tién. Nhu vay, chudi mARN phat trién mang triphosphat g
diu 5’ va theo hudng 5" - 3'. V& difm nay, phién ma gidng véi sao chép ADN.

+1 Piém xuit phat

ARN polymerase
-35 -10

w7 TR

O

Tiéu ddn vic l

+1 Difm xuat phdt
ARN polymerase
3 — 20 o s

, - L PPRL I :
5 " 3
(b) _ 5 _

Tiéu ddn vio P Chudi ARN tao tharh
P tdch ra khoi khudn
P miu ADN
_PPP NTP
35
3 : 5
5 : L 1L THTTITTTT 3

{c) /

@ Ti€u don viotdchra

Hinh 4.6. Sy khdi ddu va néi dai chudi ARN bdi ARN polymerase cla E. coli

(@) Holoenzym gén vao promoter tao thanh phirc hgp khdi déng déng. Céac trinh tu~ 10 va — 35
déng vai tro chil y8u cho su gan nay {b} ARN polymerase lam chay tai chd chudi xon kép hinh
thanh nén perc hgp khdi ddng md. Triphosphat nucleotide dau tién dugc két néi va hinh thanh cap
base tai diém xuédt phat + 1. Su kéo dai chudi ARN bét dau khi cac NTP polymer hoa vao dau
3’ - CH clia duong ribose chia chudi. Bong béng phién ma di chuyén doc theo sgi khudn ADN theo
hudng 3’ — 5. Khi da két dinh dugc khoang 12 nucleotide vao chudi thi tiéu dan vi o tach ra 48 Iai
phan I6i clia enzym hoan tit qua trinh ndi dai. Tiéu don vj o lai ¢ thé fién két véi phan 15i ty do
trong dich bao tugng dé tham gia vaa vang khdi ddu mai.

3 E. coli, hiu hét mARN c6 ddi sdng béan huy duge tinh bing phiit. Chung
nhanh chéng bi thoai hoa bdi hé théng enzym endonuclease va exonuclease. That
ra, phén 16n mARN c6 trong t& bao chat & bat ky thdt diém nao ciing déu la nhiing
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chudi méi sinh. Ching gin vao phic hgp ADN khudn ~ ARN polymerase. Ribosom
gén vao vi tri gén ribosom & gdn ddu 5 cta mARN vita méi rdi phic hgp ADN
khuén - ARN polymerase. Do d6, st phién ma va sy dich m# d t€ bao nhén
nguyén thuy duge thyc hién gin nhu song song véi nhau. Chinh difu nay lam xuit
hign mét dang kiém soat phién ma dudc goi 14 phién ma suy gidm.

4.3.5. Ké&t thic qua trinh tong hop ARN

Chudi ARN noéi dai cho dén khi gap phai mét trinh tut chuyén biét trong chubi
ADN. Chudi nay dung dé két thic qua trinh téng hop ARN. E. coli ¢6 2 ¢o ch& két
thiic: mdt eg ché€ phu thude vao protein phu kém dude goi la p (yéu t6 rho) va mét
co ch& khac khong phu thude vao cac yéu t6 nay.

4.3.5.1. Két thitc déc ldp vdi yéu té' rho

Qua trinh nay dic trung béi sy hién dién cia mot trinh tu giau GC trén ADN.
Trinh tu nay déi xting 2 bén (dyad symmetry), c6 thém 5 hodc 6 adenin kém theo.
ARN dugc phién ma tif trinh tu nay c¢6 thé hinh thanh mét mit vong hay mét ciu
tric kep téc do céc lién két hydro néi phén i giita cac base b8 sung (hinh 4.7). Cé
thé su hinh thanh xodn kép ARN trong c&u triic mit nay, thich hgp cho viée hinh
thanh ADN — ARN lai giiia sgi ADN phién ma vi chuéi ARN méi sinh. Nhu vay,
phan din 5 cta nidt kéo theo nia dudi 3° tit ADN, chi dé lai trinh tu oligo (U) tiép
tuc néi dai theo ADN. Cac dang lai oligoA — oligoU cho thdy su bat cap it bén viing
nhit va ARN c6 thé tach khéi ADN. Sau dé, sgi kép ADN dudge hinh thanh trong
"bong béng phién ma" va phén 181 cia enzym polymerase, ¢ ai lyc thap doi véi
ADN kép, duge phong thich ra.

5 9_(\: .......................................... 1
U-A-A-U-C-C-C-A-C-A-G A{U-U-U-UrOH

A—T—T—A~—G—G—G—T—G—T A—A—A—A—ADN

Hinh 4.7. Cau trac bac 2 dugc gia thiét cia ddu 3’ cia ban sao ARN
tir trp operon cda E. cofi
Nut vong hay kep téc va trinh ty UUUU tao nén diém két thic
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4.3.5.2. Két thiic 1é thuéc yéu t6' rho

Su két thic nay ciing cin sy c6 mit cia nit va vong ngay trude dau kéo dai
cua ARN. Nhung khéng ¢6 trinh ty oligo (U). Yéu t& p la mét protein gém 6 tiéu
don vi giéng nhau ¢6 Mr 46 000 va ¢6 4i Ivc cao véi chudi ARN don.

Khi bam dinh vao ARN, y&u t6 p thuy gidi ATP va nang lugng tu do duge gidi
phéng, gitip né di chuyén doc theo chudi ARN méi sinh, huéng téi bong béng phién
mi (hinh 4.8). Sau d6, y&u t3 p tach d6i ADN - ARN lai biing mot co ché chua 5,
phéng thich mARN vao té bao chit.

ARN polymerase

TN
AT LD LTI

Y&u td rho ADP + Pi
Tk

5
ATP + H,0

Hinh 4.8. M6 hinh gia thiét cho sur két thic phién ma & E. coli béi yéu té rho
4.4. SU PHIEN MA G TE BAO NHAN THAT

Phién ma ¢ t& bao nhén that cé cac dac diém sau:
— ARN polymerase II chiu trach nhiém t6ng hgp mARN, ARN polymerase I

tong hop rARN, ARN polymerase IIT phién ma cho ra cic ARN c6 kich thuée nhd,
tARN, ARN 58

- mARN chiza théng tin cia mét gen (monocistron mARN)

- Qua trinh phién mi phic tap hon. 3 dau 5 mARN c6 gin thém "chép"
(CAP) 1a 7 - methylguanosine, con cudi mARN phia 3’ ¢6 thém "dusi" polyadenin
dai 100 — 200 nucleotid

~ Ban phién mé d4u tién cdn goi 12 tién mARN khéng duge st dung trie tiép
ma phai qua bién dai.

4.4.1. Cac gen gian doan
Tu nam 1977, ngudi ta phat hién nhiéu gen ctia t& bao nhan that 6 tinh gian

doan. Trén gen, cac doan ma hoa cho protein duge goi 14 exon xen ké véi cac doan
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khong mé ho4 dude goi la intron. Ban phién ma dau tién tdc la tién mARN chiia ca
trinh ty phién ma cia exon va intron. Tiép theo céc intron tic cac doan khéng ‘ma
ho4 protein duge cit rdi ra, con cac exon méa hoa protein duge ndi 1ién lai véi nhau
dé tao ARN trudng thanh. Qua trinh nay dudc goi 13 cit nsi (hinh 4.9).

Khi mach mARN dang duge nét dai khoang 20— 30 nucleotid thi & ddu 5'P,
enzym sé ndt thém vao gde 7 - methylguanylate. Chép nay gin vao ddu 5P tao
nén lién két 5P — 5'P.

Mot doan ngén cla dudi 8’ pre - mARN, tai phan khéng ma hoa sau bd két
thiic, bi cit dé néi dudi poly A.

Phtc hgp ribonucleoprotein (snRNP) ctia nhin t& bao thuc hién qua trinh cét
ndi (splicing) tao cilu tric khéng gian thuan tién cho cac diu exon gn nhau va xic
tac phan ting két néi.

Sau splicing, mARN vita méi truong thanh khéng coén intron, qua 186 mang
nhan ra t& bao chit dé dich ma.

Khéng phai mARN cua t&€ bao nhan that nao ciing cin gin chép, ndi dudi va
cat noL.

Chi ¢6 mét t1 1é nho (khoang 10%) bo gen cla t& bao nhan that 14 phién ma
duge. Phan 16n con lai cua bd gen & trang thai s¢i nhiém sic dong xodn manh
(di nhiém sic) nén tro véi su phién ma. Phién ma chi xay ra § cac nguyén nhidm
sac xoén 1dng léo.

Mach ADN Boan khong Codon
khuén miu mi hod k&t thiic

Promoter l Intron Intron

!
3L NN 1000 T 101 O W

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Phi&én m3 va tao chép
v

Pre-mARN ¢ (@@ [ W

Cit n&i thém poly A
. A 4 .
mARN W ®@ @ T [ AAaaa--
Codon két
thiic

Hinh 4.9. Phién ma gen gian doan & t& bao nhan that
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4.4.2. ARN polymerase ciia t& bao nhan that
Nhan ctia t& bao nhan that ¢6 3 loai ARN polymerase (I, II, III) (bang 4.2).

Bdng 4.2. Cac ARN polymerase nhan ciia t& bao nhan that

Loai Vi tri Ban sao Higu &ng & - amanitin
Polymerase | Nhan con Tién rARN I0n Khéng nhay cam
Polymerase Il Dich nhén Tién mARN (hn ARN} | Rat nhay c3m
Polymerase || Dich nhan 95 rARN, tARN v cac | Nhay cam trung binh

ARN nhd khac

Polymerase I trong nhan, phién ma cac gen ARN ribosom. Bin sao chu yéu la
pre — rARN. Polymerase II tim th&y trong dich nhén, rat nhay cam véi su (c ché
cua oo — amanitin (khodng 50% ttc ché & nong dé 108 M). N6 phién ma cac gen ma
hod protein va cac bén sao s¢ cap khéng déng nhit (hnARN), 13 tién chit cua
mARN t& bao chat. Polymerase 111 ciing & trong dich nhén, phién mi cac gen 58
rARN va gen tARN. Né nhay cam trung binh véi st ¢ ché cla o — amanitin
(khoang 50% uc ché & 10 M). Phan tng duge xtic tic bdi cac polymerase t& bao
nhan that, v& mit hoa sinh ciing gidng véi cac phdn ing dude xtdc tac bdi céc
enzym & E.coli.

Ca 3 polymerase ctia t& bao nhan that déu c6 phén tu lugng 16n véi M vugt qua
500000. Chung ¢6 2 tiéu don vi 16n hon 100000, méi phdn 1a mdt polymerase
chuyén biét va ¢6 t6i 12 tidu don vi nhd hon, trong d6 cb téi mét vai phan khéng
gap & ca 3 polymerase. Chite ning chinh xéc ca céc tidu don vi khac nhau chua
dude biét hét. Khae véi cac polymerase vi khudn, polymerase nhan t& bao nhan
thét khéng c6 kha nang khéi ddu phién ma & cic viing tudng dng véi cac vi tri xuit
phat in vivo, khi G enzym tinh khiét vi ADN in vitro.

4.4.3. Sy phién ma do ARN polymerase I

Cac gen ARN ribosom thudng la cac gen duge sao chép manh nhit trong té&
bao, phdn anh nhu cdu cao v8 rARN. Sgi nhifm séc (chromatin) chita cac gen
ribosom, hoan todn khéng tao nucleosom. Céc trinh tu sao chép cac gen rARN
dugc bao luu § mic d6 cao trong céc chiing sinh vat, chinh vi th& that khéng la khi
tim thay ¢6 cac trinh tit chuyén biét cho ting loai phia trude cic diém xuit phat
phién ma. D6 1a mét ving khéng phién méi nim giita chc trinh ty duge phién ma
cla cac gen rARN cla Xenopus laevis (c6c chiu Phi) va céc trinh tu cdn thist cho
su phién ma bdi polymerase 1. Cac trinh tu cin thidt nay dudc xac dinh bing tac
dong xoa bo (hinh 4.10),
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Promoter thuc gdbm khoang 150 bp dugc tim th&y giia cac vi tri — 146 va + 6.
Tuy nhién, cc ban sao chép hoan chinh dat d& dai cha promoter nay duge lip lai ¢
cac vi tri — 1200 va — 2300 bp trong ving vé tinh (viing khéng phién ma) va cai rit
nhiéu ban sao 60 ho#c 81 bp ciia promoter thuc. Cé 1& diéu nay lién quan té mot
yéu t6 giéi han s hugng. Cac ban sao lap lai 60/81 bp kich thich rat nhiéu su phién
mé cua promoter thuc. Cac promoter vé tinh nay c6 kha néing khéi ddng qua trinh
téng hop cac ban ma sao rARN. Céac phén tu polymerase "x€p hang" trong viing vé
tinh trude khi chuyén d6ng téi promoter thuc.

Pau 3’ clia rARN 288

” Pic¢m bit dau saq mi
Promoter vé Promoter v¢ 5
tinh tinh Promoter
l 60/81 bp lp lail 60781 bp lap lai i Gen 185
- E]—l-l."—llll-lll—@-ll-llll—l-lll‘—_
[ | 1 | | 1 | 1 1
| 1 | | 1 | T
-4000 23000 2000 -1000 41

Cic clip base

Hinh 4.10. Cac phén tr promoter trong viing vé tinh khdng phién mé cta
cac gen rARN Xenopus laevis
O vudng den: cac trinh ty lap lai 60 ho#c 80 bp ¢ trong promoter thyc. Cac 6 8
vi tri — 1200 va — 2300 1a cac bin sao hodn chinh cta cac promoter thuc & vi tri
+ 6 dén - 142.

O ngudi, cac rARN duge phién ma bdi ARN polymerase 1. Ban phién ma dau
tién 13 tién rARN 458 (pre - rARN), sau d6 cit néi tao ra 3 loai 28S, 18S va 5,8 S.
Cac gen nay khong phan tan ma xép thanh cum, mdi cum c6 thé hon 200 ban sao.
& ngudi, cAc cum nay nim trén vai ngén clia cic nhifm séc thé tAm dau 13, 14, 15,
21 va 22. Cac nhém nay x&p quanh yéu t8 t§ chiic hach nhan hinh thanh eo thu
cAp va 6 gian ky tao nén hach nhan.

4.4.4. Su phién ma bdi polymerase II

Céac gen duge phién ma béi polymerase II dé tao ra mARN da dang hon nhiéu
50 v6i cac gen rARN dong nhit.

Trit cac gen ma hod cho protein histon, thi ciac gen duge phién méa bdi ARN
polymerase 1T déu ¢6 trinh tu duy nh#t hofic véi s6 it ban sao. Cic gen nay hau
nhu chi ma hoA cho mét loai protein.
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M6t s8 gen c¢6 ban sao thi 2 trong qua ‘trinh tién hoa. C4 2 ban sao ¢é thé
chuyén d8i b8 trg nhau, nhu trusng hop cic gen o - globine. Cac gen ma hod
protein nay biéu hién thudng xuyén & cac mé (gen giit nha) va cé thé chi bidu hién
6 mot md nao day ctia ¢ thé da bao (da phan 14 gen diéu hoa) hogc didu hoa boi sif
6 hay thi€u co chat riéng biét, nhu hormon ho#ic chat kich thich méi sinh. Céc gen
lién quan dén sy chuyén hoa galactose trong ndm men 13 mét thi du,

Cac promoter cia ARN polymerase II nim & phia 5’ clia diém bit diu phién
ma. Cac trinh tit tiép theo rat ¢6 ¥ nghia déi véi chie néng clia promoter (hinh 4.11).

E)jém
XUuit phat
-80 -25 l
—— CAAT — GGGCCGGG — GGGCCGGG TATA

Hinh 4.11. Cac nét chung clia promoter ciia ARN polymerase Il & t& bao nhan thit bac cao,
s6 lugng va vi tri clia céc hdp GC rat khac nhau

Hép TATA hay hép Goldberg — Hogness c6 nét chung, nhung khéng c¢6 nghia
12 phé bién va ¢6 mét trinh tu chung TATAAT. N6 nim cach khoang 25 bp ngudge
chiéu véi vi tri bit ddu sao ma & cc t& bao nhan that bic cao. Nhiéu hép TATA
gin kém vdi cc trinh tu giau GC. Cac trinh ty nay déng vai tro rat quan trong
trong viéc Iua chon vi tri bit ddu phién ma.

Hop CAAT (ndm céch vi tri phién ma 80 bp), ¢6 trinh ty chung 1a GGCAATCT.

Hop GC hay thay d6i vi tri, ¢6 trinh tu chung 1a GGGCCGGCG.

Ngudi ta cho rdng cac trinh ty chung nay c¢6 chitc ning lién két cac yéu t&
phién mi chuyén biét hon 1a gan truc tiép véi ARN polymerase II. Vi dy, cac té
bao cta ddng vat c6 vi chiia 1 protein goi la 8P, ¢6 Mr 100 000, cin cho su phién
mA cua clc gen ¢6 hop GC trong promoter. Cac trinh ty khdi déng khac nhau nim
rdt gan véi diém bit dAu phién ma la cAn thiét, nhung thudng vin khéng da dé
biéu hién cac gen ARN polymerase phién ma. Cé cic phéan t& duge dua thém vao,
g0l 1a cac trinh tu ting cudng. Ching khéng cé kha ning khéi déng chinh minh,
nhung lai ¢6 kha ning kich thich phién ma manh va ¢6 thé tac déng § cac khoang
cach déng ké (d&n vai kb ADN). Trinh tu ting cuong ¢6 hiéu qua nhu nhau déi véi
cac gen cdu triic do chiing diéu hoa va ¢é thé nim rit gan dau 3, 5 hodic nim ngay
trong mét cistron cua gen ciu tric.

Trinh tu tang cudng ludn thé hién tinh chuyén biét, do d6 khéng lién quan téi
viée diéu hoa biéu hién gen trong qua trinh phat trién clia cg thé, Vi du, trinh ty
tang cudng mién dich globulin chi hoat déng trong B — lymphocyte.
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Moét trong nhiing vi du vé hoat déng ting cudng duge nghién citu trong diéu
hoa phién ma gen dap ting v6i hormon steroid. Gén steroid vao thu thé protein tan
trong nude, dé cho phic hop nay lai gin vao cac trinh ty ting cudng lam gia tang
hoat ddng cac gen dap ding steroid (hinh 4.12).

T T I I
Enhancer Promoler T

~

Phiic hop hormone - receptor

A

LY | | |

Enhancer d3 hoat hoa

Tdng hgp ARN

Piém xuit phdt
sa0 ma

¥

Enhancer hoat hod kich
thich sit gdn cdc yéu 18
phién mi vao promoler

Hinh 4.12. Hoat hoa qua trinh phién ma cha céc gen
dap Ung hormon steroid {glucocorticoid)

Céac ban ma sao ctia ARN polymerase 1T déu 13 nhitng ARN nhéan khéng dong
nhat (hnARN). Ching c6 phan td lugng rit 16n (d€n 10 kb), vi chia cac intron
trong ADN. Da phén céc bin ma sao déu chiia trinh ty AAUAAA gdm 20 nucleotid
tit ddu 3. Trinh ty nay rit quan trong vi: né duge nhéan biét bdi mét endonuclease
d#c hidu dé cit ARN méi sinh khdi polymerase II va né 14 ddu hiu duge nhan biét
bdi mét enzym poly(A) polymerase nhim gén dudi 3 ARN.

4.4.5. Su phién mi bdi ARN polymerase 111

ARN polymerase I1I chiu trach nhidm phién ma ra rARN 58, tARN va mét s§
ARN nho ctia nhin va ciia té bao chit. Cac gen do ARN polymerase III phién mi
thudng chtia dudi 300 nucleotid. Gen 5S rARN khéng chiia intron, trong khi do,
nhiéu gen tARN chita cac intron nho.

Tham gia didu hoa téng hgp cic rARN 58 cila nodn bao X. laevis, ngoai ARN
polymerase III, con ¢6 cAc y&u t8 phién ma khac la TFIIIA, TFIIIB va TFIIIC. Hal
y&u t& TFIIIB va C ciing cdn cho su phién mé cac gen khac bdi ARN polymerase
TII (chéng han céc gen tARN), trong khi dé TFIIIA (mot protein ¢6 Mr 40000) thi
chuyén biét cho noan bao va gAn véi ving noi kiém soat cua gen rARN 58. Sau ds,
huéng ARN polymerase III tdng hgp khoang 50 nucleotid (hinh 4.13).
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408
Phie hgp 75 RNP chiga 5SrARN va -
TFHIA: bt hogt trong phién mi

Hinh 4.13. Kiém soat qua trinh téng hop rARN 58 noan bao X. laevis

TFIIA thudng gdn bam vao rARN 58S tu do trong t& biao chitl noan bao hinh
thanh nén phiic hgp 78 ribonucleoprotein (7S RNP). Néu viée téng hop cac thanh
phan khac clia ribosomnhu cac ARN 288, 18 S va protein ribosom dién ra sau qué
trinh tong hop rARN 58, thi gin nhu tit ca TFIIIA da gin trong phiic hgp 7S RNP
va do d6 khong con TFIIIA cho sy phién ma. Chinh vi vay, su téng hop rARN 58 bi
giam xudng cho dén khi TFIIIA dudc gidi phéng trd lai. Do d6, c6 thé xem sy téng
hgp rARN 58 nodn bao hoin toan 1a qua trinh diéu hoa.

4.5. PHIEN MA NGUGC G RETROVIRUS

Retrovirus 1a cac virus ma vat lidu di truyén cta ching 1la ARN, vi du virus
lam suy giam mién dich (HIV) gay ra héi chitng suy gidm mién dich méic phai &
ngudi (AIDS). Su téng hop ADN ti khuén mau ARN duge xiic tac bdi cac enzym
phién mi nguge. Enzym nay bat ddu qua trinh phién ma bang cac ANTP nhu la
chat nén (hinh 4.14). Khac véi ARN polymerase, enzym phién mi ngude phai diing
t61 moi. Poan méi 1a moét tARN cta t& bao chl, gin két vao diu S'clia retrovirus.
Chubi kép dau tién lia chudi lai ARN - ADN, ARN virus trong chudi lai bi huy béi
RNaseH. Sau d6, mdt mach ADN vita duge téng hgp dé tao ra chudi kép ADN,
Chudi kép lai tich hgp vao ADN ky chil.

Enzym phién m& nguge ciia HIV 1a mét protein gom 2 tiéu don vi. M&i tiéu
don vi chita 560 acid amin. Enzym phién ma ngude ¢6 mét vai trd quan trong trong
viée téng hgp ADN bd sung (cADN) trong qua trinh diéu khién gen. Su tich hgp
clia virus vao bd gen t& bao chu thudng duge 6n dinh (cac provirus khong bao gid bi
ciit roi nhu prophage). Hién nay, nhiéu ngusi cho rang cac virus c6 thé tac dong
dén sut biéu hién cha cac gen ung thu.
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3’ Sgi don ARN virus 5
s° (L tARN clia

A 1€baochi Polymer hod ANTP
Primer (méi)
3 5’
ol 3
Thuy gidi chudi ARN
v Bin sao sgi don
Sl — 3" ¢Ba ARN (cADN)
Polymer hoa dNTP
3’ \ 5’
§ — £ . Sdikép ADN

MGoi cho sy tdng hdp/sdi thif 2

Phdi hdp vio bd gen k¥ chil

Hinh 4.14. Sao chép ngugc sgi don ARN cua Retrovirus thanh sgi kép ADN
4.6. MA DI TRUYEN

Ta d& biét, cac acid amin trong phan tit protein dugc mé hoa bing nhém cac
nucleotid trén phan ti ADN. C6 tdt ca 4 loai base, néu cac base ¢6 nhém déi, tic 2
nucleotid méa hoa cho mét loai acid amin thi t&t ca chi ¢6 16 t6 hgp, khéng du cho
20 loai acid amin. Nhu vay, don vi ma hoa hay con goi 1a codon phai gbm 3 hay
nhiéu nucleotid hon. '

Nam 1961, F. Crick d3 lam thi nghiém ching minh rang nhém nucleotid méa
hoa ¢6 3 hay néi cach khéac codon gdm 3 nucleotid k& tiép nhau. T4t ca s8 c6 4° = 64
t8 hop.

M. W Nirenberg va H. Matthaei (M§) dd ding enzym theo phudng phap cia
Ochoa téng hop ARN nhan tao. Khi chi dung mét loai nucleotid 14 Uracil s& nhan
duge ARN 14 polyuracil, néu chi Adenin s& nhan duge polyadenin.

Nim 1961, khi ding polyuracil thay cho mARN téng hop protein trong hé
théng v6 bao (c6 acid amin, enzym, nhung khéng ¢6 ADN...), sdn phdm nhan duge -
12 mach polypeptid polyphenylalanin. Diéu d6 chiing té codon UUU mi hoi cho
phenylalanin. Pay 13 codon ddu tién dudc xac dinh. Nirenberg va Matthaei cling
chitng minh duge AAA m& cho lysin, GGG cho Glycin, CCC cho prolin.

N#m 1964, H. G. Khorana tim ra phudng phap tao mARN nhén tao véi trinh
tu lap lai (nhu AAGAAGAAG..)) va nhd d6 giai quyét cac van dé chua ré.
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Béng ma di truyén (bang 4.3) cho thay trong 64 codon ¢6 3 codon UAA, UAG,
UGA khéng ma hoa cho acid amin duge goi 1a codon vb nghia (non — sense), déng
thai 14 codon két thic (stop) tiic 12 "d&u chdm ciu", ch&m dit mach polypeptid.

M3 di truyén c6 tinh "suy thoi" tic mét acid amin ¢6 nhiéu codon m3 ho4, chi
trit methionin va tryptophan chi ¢6 mét codon.

Céc codon déng nghia titc 1A méa hoa cho cung mét acid amin thudng c6 2 base
dAu tién gidng nhau, nhung khac nhau 6 nucleotid thit 3. Vi du: CCU, CCC, CCA
va CCG déu mi hoa cho prolin. Trén thue t& U va C ludn ludn tudng déng nhau 3
vi tri thit 3, con A va G tuong déng nhau trong 14 cia 16 trudng hogp.

Tri mét s6 ngoai 1¢, ma di truyén ¢é tinh phé bin cho tat ca sinh vat.

Mbt codon chi ma cho mét loai acid amin, trudng hgp ngoai 18 14 AUG vita ma
hoa cho Met ndi, vita méa hoa cho acid amin mé ddu N - formyl Methionin trong t&
bao t& bao nhan nguyén thuy hodc methionin trong t&€ bao nhén that.

Bang 4.3. M di truyén gém 64 codon

Vi tri ther i
Vi tri thir ! U c A G Vi tri ther I
Phe Ser Tyr Cys )
U Phe Ser Tyr Cys
Leu Ser stop stop A
Leu Ser stop Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
c Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser u
lle Thr Asn |. Ser Cc
A lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
val Ala Glu Giy G
Tém tdt

Qua trinh phién mi trong t& bao nhin nguyén thuy va t& bao nhan that cé
mét vai chi ti€t khéc nhau dang ké. T¢ bao nhan nguyén thuy chi chita mét loai
enzym nhin ARN polymerase, ma khi tuong tac véi mot tiéu don vi didu hoa
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(sigma) s€ tao ra holoenzym quy dinh tinh dac hiéu cia promoter. Promoter gém 2
ving chiia cac trinh tu ndm & trung tdm — 10 va — 35 ké tix vi tri bit ddu phién ma.
Céc trinh tu nay tucdng tac véi holoenzym ARN polymerase lam cho su phién ma
¢6 hiéu qua va chinh xac.

Nhan té€ bao nhén that chia 3 loai ARN polymerase khae nhau. Polymerase I
phién ma cac rARN; polymerase II phién ma cac gen ma hoa protein; polymerase
II1 phién mad rARN 55, tARN va cdc ARN nhd khac. Cac promoter cua nhiing
nhém gen trén cé khac biét dang ké. Cac gen duge phién ma bai poltymerase II ¢é
trinh tu nhén biét 6 ngay trong cac promoter clia chiing, nhung ciing ¢6 nhiéu su
khac biét. Cac promoter thufc ARN polymerase III khac thudng 1& nidm ngay
trong trinh tu cua gen dugce phién ma.

Khéc véi cac promoter ctia t& bio nhan nguyén thuy, cic promoter t& bao nhén
that khéng la cac vi tri gén trye tiép ARN polymerase, ma thuc hién chite ning két
dinh cac yéu t& phién ma (protein) lam cho nhiém sic thé thio xoén, cho phép toan
b6 ARN polymerase xdm nhap vao. Ngoai ra, nhiéu gen t& biao nhan that can duge
hoat hoa bdi cac yéu t& gan vio trinh ti ting cudng (enhancer element) trude khi
phién ma ¢ hiéu qua.

Ma di truyén gom bd 3 cac base (codon) trong mARN. Ching chuyén biét cho
viée két hgp acid amin vao mach polypeptid. Ma duge tinh theo chiéu 5 - 3’ caa
mARN, lién tuec, phé quat va suy thoai, trong d6 nhiéu loai acid amin duge quy
dinh bdi 2 hodc nhiéu hon 1 codon.

CAU HO1
1. Phién ma d6i xing c6 thé xdy ra &
a) Vi khudn b) Lap thé
¢) Ti thé clia rudi gidm d) Ti thé cén tring

) Ti thé t& bao thu
2. Tiéu don vi o tach ra‘khéi phiic hop phién ma khi ARN mdi sinh dat chiéu

dat:

a) 4 base b) 6 base
¢} 8 base d) 10 base
e) 12 base

e}

Vi sao ARN polymerase khéng can c6 hoat tinh stia sai?
a) Nucleotid két hop khong ding dude thay thé ngay

b) Sai sét hiém hoi khéng di truyén dudge

¢) ARN khéng phai 1a noi luu trit théng tin di truyén

d) ARN khéng tao ra chinh né

e)a, b, e
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10.

ARN polymerase 3 prokaryote 1a mét holoenzym chiia céc tidu don Vi

a) aoffo © b) od'Bpo

c) aafific d) aa'BB'c

e) ao'BR'c’

G E. coli, promoter gém céc viing:

a) Ving TATAAT b) Hop TATA
¢) Vang TTGACA d) Vung -35
e) Tat ca

Chtic néng quan trong cua hop 10 va hop —35 duge phat hién nha dot bién:

a) Mat base

b} Thay base nay bing bhase khac

¢) Thém base

d) Dao vi tri mét cap base

e)a,c

Sy kign khéng ding véi hién tugng phién ma nguge:

a) CAn mdi

b) Doan méi 1a tARN ciia t&€ bao chit

¢) Doan moi la ARN do primase tdng hap

d) Poan méi gin vao diu 3’ clia Retrovirus

e) ARN virus trong chudi lai bi phan huy bdi RNaseH

Dic diém nao khdng thudc sy phién ma & t& bao nhan that?

a) mARN chuia thong tin mét gen

b) Dau 5' mARN ¢6 gén chép 7 - Methylguanosine

c) Ban phién ma ddu tién (pre - mARN) duge si dung ngay cho viée téng
hgp protein

d) €6 thém dudi polyA dai 100 — 200 nucleotid

" e) Cé 3 loai ARN polymerase I, II va III

Acid amin nao chi ¢6 mét codon?

a) Leucin b) Methionin
¢) Tryptophan d) Alanin
e)bvac

Tinh chat nao khéng phai ctia ma di truyén?

a) Co6 ngoai 1é

b) Mét chiéu, khong chdng 16n nhau

¢} Phé bién & moi sinh vat 12 ma bo 3

d) Bic hiéu, mét codon chi ma hoa cho mét loai acid amin
e} Suy thoai, nhiéu bd ba ma hod cho mét loai acid amin
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Bai 5
SINH TONG HOP PROTEIN

5.1. MO PAU

Giai doan cudi ctia sy biéu hi¢n théng tin di truyén xay ra khi théng tin dugc
m3 hoa béng trinh ty nucleotid trén mARN dugc dich mé thanh trinh tu acid amin
tuong tng trong chudi polypeptid. Qua trinh nay dugc goi 1a qua trinh téng hgp

“protein. Mic du, vé cd ban tién trinh dich ma x4y ra nhu nhau 8 moi sinh vit,
nhung van c6 nhiing chi tiét khac nhau giita t& bao vi khu&n va t& bao nhan that.
Nhin chung, qua trinh nay & t&€ bao nhan that phic tap hon. Phan 16n qué trinh
tong hgp protein x4y ra trong t& bao chat. Mot s6 bao quan caa t& bao nhan that
cling c6 b6 may di truyén riéng (luc lap, ty thé) va ciing ¢6 kha ning téng hop dudc
protein ma hoa bdi chiing. B6 may dich ma ctia cac bao quan nay giéng té& bao
nhén nguyén thuy hon 14 t& bao nhén that.

5.2. CAC YEU TO CAN THIET CHO SU TONG HOP PROTEIN
5.2.1. Ribosom

Ribosom 1a xudng téng hop protein ctia t& bao. Tuy ¢6 su khac nhau trong ciu
tao va kich thudc gitia cac gi6i sinh vat, nhung' déu gbém 2 tiéu don vi. Va chi c6 cac
ribosom hoan chinh, gém mét tiéu don vi 16n va mét tiéu don vi nhd méi c6 da kha
nang dich ma mARN.
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Khi khéng thuc hién téng hop protein, méi tiéu don vi ton tai tach roi trong t&
bao chat (hinh 5.1). Tiéu don vi 16n cta t& bao nhéin nguyén thuy gém 2 phan ti
rARN va 35 phan ti protein, tiéu don vi nhd c6 1 phan ti rARN va khoang 20
phén ti protein. rARN c¢6 c&u tric khong gian phic tap do nhiéu doan bét cip véi
nhau nho c¢6 trinh ty nucleotid b8 sung.

® Acid amin 1

'd

Padn vi 16n

(a) mARN

® Acid amin 2
(b)
3!

55

Codon xudt phdt  Codon thi 2

Hinh 5.1. Cac ti€u don vi ribosom va sy dich ma
(a) 2 tiéu don vi ribosom véi mARN; (b) su dich ma ctia ribosom

0 t& bao nhan nguyén thuy, ddu 5 ctia mARN gin trude tién vao tidu don vi
nh6 va hic d6 c6 kha niing gén thém vao tiéu don vi 16n. Khi don vi 16n gén xong
thi su dich ma bit dau. |

Vi t& bao nhan nguyén thuy khéng c6 mang nhan, qué trinh phién méa dién ra
trong t€ bao chat, cac ribosom cé kha ning gin vao mARN dang dugc phién ma va
dich ma tao ra protein trong khi ARN polymerase van tiép tuc phién ma tit ADN.

O ca t& bao nhan nguyén thuy 1an t& bao nhan that, khi ribosom dau tién dich
ma mARN dude mét doan, thi cac ribosom khac cé thé gin vao phia trude dé dich
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ma. Do dé, cac ribosom xé&p thanh chudi trén mARN tao nén cdu tric polyribosom
hay con goi la polysome (hinh 5.2). Kheang 15— 20 ribosom c¢6 thé gin cung ldc
trén mARN. Nha vay, toc d6 tdng hdp protein tang nhanh dang ké.

5

ADN 4.
—

Hudng phién ma

-~

0

Ribos
ithosom —— Hudng dich ma

MARN 5°

Hinh 5.2. Polyribosom
5.2.2. ARN thoéng tin

Cau trie cia mARN dién hinh duge minh hoa ¢ hinh 5.3. Théng tin di truyén
14 mét trinh tu thing ctia cAc base nucleotid. Trinh ty trong viing mi hoa cua
mARN chiia cac codon quy dinh trinh tif acid amin cua protein. Trinh tu nay duge
doc theo huéng 5 dén 3’ trén mARN duge md dau bang mot codon md dau (thuong
1a AUG). Két thie 14 mét trong cac codon két thiic (UAA, UGA hoac UAG).

Phén tit mARN cham dit tai mét trinh tu khéng ma hoa va cing ¢6 mét ving
khéng ma hoa & ddu 5 duge goi 14 trinh tu din bao gdm mét trinh ty gin ribosom
& t& bao nhan nguyén thuy. Cac trinh tu din diu 5 rat khac nhau vé dd dai trong
cac loai mARN khéc nhau, nhung nhin chung, ¢ t& bao nhan that déu dai hon & té&
bao nhin nguyén thuy. Cac trinh tu 3’ va & khoéng méa hoa con duge goi 14 cac vung
khéng dich ma (UTR).

Ngoai cac trinh tu khong ma hoa ¢ dau 5 va 3, cAic mARN té bao chit té& bao
nhan that c6 gin thém "chép” (CAP) 7 — methy! Guanosine Triphosphat ¢ dau 5
(hinh 5.4). Dic diém nay lién quan dén su tuong tac gitta mARN va ribosom. Cac
trinh tu khéng dich ma & dau tan cing 3’ cé chiéu dai rat khac nhau. Hau hét cac
phan ti mARN té bao nhan that & ddu 3 ¢6 thém duoi 100 - 200 Adenin sau khi
phién mi. Chic nang cua dudi poly(A) chua duge rd rang. Chung dong vai tro
quan trong trong viéc bao vé mARN khoi bi thuy giai cua exonuclease, nhung lai
khéng can thiét cho su dich ma. Mot vai loai mARN nhu histon - mARN va mARN
vi khudn khéng ¢6 dudi poly(A).
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Khung dich Khung dich

mi 1 {ORF) mai 2 (ORF}
. |
Ving mé hod, Vung mi hod,
| " cistron 1 " cistron 2
5| i . f Y K
S S S S
T T T T
A O A O
R P R P
T T
Md ddu Ket thic \
| - k|
Viing 5’ Ving xen giifa Ving 3° khong
@) \hang dich khong dich ma dich md (UTR)
ma (UTR) (UTR)
Khung dich
mid (ORF)
7- methy? " Viing mi hod (
guanosine ® é [§ AAAAAAAA
T T
A O
R P 3 5
T
Y A " L ) i
Y T 1 r T . 1
b Chép 5’ Ving 5° khdng Ving3® khéng Bubi
(b) dich mi (UTR) dich mi (UTR) poly A

Hinh 5.3. Cac cau trac chi tiét cda cac phan ti mARN
(@) MARN vi khudn c6 chira 2 cistron; (b) monocistron mARN t& bao nhan that

0 0 QO 57
/I\ \> CH,-0— ﬂ’ Oo— ﬂ’—O 1!’—0 CH; Base 1 (= A hay G)
HpN

g (5 Thudng bi
rnclhyl hod
CH

Liénké15’ - 5
7- Methyl Guanosine 0_%:_0_(;1412 Base 2
B Cé thé b
O methyi hod
b O CHs)

Hinh 5.4. Cau truc chép {CAP) clia t& bao nhan that
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5.2.3. ARN vin chuyén va cAc enzym tong hgp tARN - aminoacyl

Cac ARN van chuyén hoat déng nhu mot chit két néi gitta thdéng tin
base — nucleotid cia mARN véi trinh tu acid amin clia phén tit protein tuong Gng.
Mai tARN dic hiéu cho mét loai acid amin riéng biét, mic di né ¢6 thé giai ma cho
hon mét codon, s6 lugng cac tARN bién dong theo loai: t& bao nhan nguyén thuy
30 — 40, t& bao nhan that 50. Do d6, caec tARN phai duge nhan biét chuyén biét
d6ng thdi bdi mARN va bdi enzym gdn acid amin vao tARN tuong iing (enzym
tARN - aminoacyl synthetase). Di€u nay giup giai quyét trd ngai khéng gian trong
gqua trinh dich ma. Kich thudc cua codon 16n hon nhiéu so véi acid amin, nén néu
mot acid amin nhan biét va gan truc tiép 1én mot codon trén mARN thi né sé cach
xa véi acid amin tuong ving véi codon k& can dé hinh thanh lién k&t peptid. Vi ¢é
tdi 20 loal acid amin khac nhau ciu tridc nén ban dich, do dé, cin phai ¢6 té1 20
loal aminoacyl - tARN synthetase khac nhau. P4 14 Alanyl - tARN synthetase,
Arginyl - tARN synthetase, Asparaginyl - tARN synthetase,... Mic du, ¢é thé c¢é
tdi mot vai loai tARN khac nhau cho méi mét loai acid amin (dé gidi ma cac codon
khac nhau tuong ding véi acid amin d6), nhung chi c6 mdt aminoacyl — tARN
synthetase cho méi loai acid amin. VAn dé mét aminoacy! — tARN synthetase nhan
dién duge vai tARN khac nhau nhu thé nio hién van chua rd rang. Dudng nhu, su
nhén dién chinh xac tARN cua synthetase thong qua viéc nhan dién anticodon.
Enzym aminoacyl — tARN synthetase phai phi hgp va chon ding tARN: tARN chi
ding cho mot synthetase thi duge goi 14 tARN duy nhit (cognate tARN). Cac loai
tARN lién quan dén ciing mét acid amin thi dudc goi 14 tARN ddng nhan
(isoaccepting tARN),

Vin d€ mau chét 1a cic bude aminoacyl hoa phai chinh xac. Bdi vi, néu mét
tARN chip nhan mét acid amin sai dan dén viéc gin két khong ding vao protein
va s€ khéng c6 "bude doc sua sai" theo sau sy aminoacyl hoa. Bude doc stia sai chi
duge thiuc hién & giai doan aminoacyl hoa bdi chinh enzym aminoacyl — tARN
synthetase. Qud trinh aminoacyl hoa cung lde thuc hién 2 chiic nang. Trudc tién,
né cung cap si lién hé dau tién ciia ma di truyén (dua vao acid nucleic) va cau trae
protein (véi cac acid amin). Tiép dén, né hoat hoa acid amin trude khi két ndi vao
protein. Lién két ester aminoacyl giita acid amin va tARN du trii mdt nang ludng
thuy giai tu do tuong dé1 cao, nang lugng nay rit cin thiét cho viéc hinh thanh
lién két peptid trong qua trinh dich ma.

5.24. Aminoacyl hoa

Qua trinh aminoacyl} hod xay ra theo 2 budc:

106



5.2.5.1. Hinh thanh aminoacyl - adenylate hoat hod

Acid amin phan ing véi ATP ¢6 enzym xuc tac dé tao thanh aminoacyl
adenylate hoat hod. Pyrophosphat tao ra bi thuy giai thanh 2 phin ti phosphat v6
¢d. Phan {ing nay tao ra mét ning lugng thuy gidi tu do tuong do cao, ddy phan
ing theo chiéu tao aminoacyl - AMP trung gian:

ATP + Acid  amin (____’ Aminoacyl -AMP + PPi —Hg) 2Pi

Aminocacyl
synthetase O O
Acid amin /-\ »  Adenosine —O—ﬂ—O—&—CH(R)NH +
ATP PP
(Acid amin hoat ho4)
H,O
2Pi

5.2.5.2. Hinh thanh aminoacyl —tARN

Aminoacyl - AMP dugc chuyén t6i phan ti tARN tuong ting biang synthetase:
Amino acyl - AMP  + tARN (T Aminoacyl -tARN +  AMP
Synthetase

C6 hon mot codon trong ma di truyén cho timg loai acid amin, ngoai trix
methionin va tryptophan. Nhiing codon déng nghia (synonym) nay thuong lién
quan dén cac tARN khac nhau. Cac tARN lai ¢6 trinh ti d61 ma (anticodon) khac
nhau. Thi dy, trong trudng hgp cla serin, mic dit ¢6 téi 6 codon (UCU, UCC, UCG,
UCA, AGU, AGC) déu c6 y nghia nhu nhau, nhung khéng phai tat ca déu duge st
dung thudng xuyén nhu nhau. That vay, ¢c6 mdt vai codon cho mot acid amin duge
st dung va c6 mét vai phan td tARN cho méi codon. Hién tugng nay duge goi 1 sy
di biét codon va day 14 diém khac nhau quan trong nht gita loai nay va loai khac,

5.2.5. Cac tARN va cac codon khéi diu

Trinh t4 ma cua phin tit mARN duge khdi ddu véi codon AUG, mic da d vi
khudn cén ¢6 codon GUG duge st dung cho mét s6 mARN (khoang 4% trinh tu ¢
GUG khdi dau da duge bidt). Rat hidm khi cac codon khac (AUU, UUG) hoat dong
nhu codon khdi dau.

Dau hiéu khdi dau 1a codon AUG, cing 14 codon méa hoa cho methionin (Met).
Mic du, chi ¢6 mdt codon ma hoa cho Met, nhung trong t& bao chat lai hién dién 2

107



loat tARN ¢6-kha ning mang Met d&n k&t hgp véi codon d6 & t& bao nhan nguyén
thuy:

(1) tARNm™®* két hop véi codon AUG ndm giita phan ti mARN, c¢6 nhiém vu
gan Met vio chudi polypeptid dang hinh thanh.

(2) tARNiM®" k&t hop véi codon AUG khéi déng, gén Met md ddu vao chudi
polypeptid.

O vi khudn, tARNiY" khéi ddu khéng chi van chuyén methionin ma con vén

chuyén formyl - methionin: tARN nay duge goi 1a tARNfMe (vist tit 1a fMet)
(hinh 5.5).

0
0

SC—-NH—CH_&
H

&112
Nhém formyl (]:H 2

CH,

Hinh 5.5. Formyl| — methionyl — tARN

tARN ¢

Nhém methionyl

Su téng hgp tat ca protein & vi khudn déu bit ddu bing formyl — methionin,
mic dit nhém formyl, cling nhu nhém methionyl, thuéng bi leai bé sau khi téng
h¢p xong phén ti protein. Vi du, 6 E. coli, chi ¢6 45% céc protein hoan chinh bit
dau bing methionin. Mic dt codon khéi ddu khéng phai AUG (GUG ching han)
van dudc giai ma bdi fMet — tARNFY®*, Con phan t& tARN lién quan téi codon AUG
bén trong mARN lam nhiém vu van chuyén methionin dugc viét tit 13 tARNm™e,

O t& bao nhan that, cac tARN chuyén biét cho cac codon AUG khdi dau va
AUG bén trong mARN, nhiing tARNM** mg dau chi van chuyén methionin khai
dau duge goi 1a tARNiMet va tARNm™M® cho céc codon AUG bén trong (bang 5.1).

Bang 5.1. Cac codon khdi dau va tARN khi diu

Vi khudn T€ bao nhéan that
Codon khdi dau AUG {GUG) AUG
tARN khgi dau tARNMet tARNIMet
tARN mang Formyl - methionin Methionin
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5.3. DIEN BIEN DICH MA & RIBOSOM (CHU TRiINH RIBOSOM)

Qua trinh dich md mARN duge mé ti trong hinh 5.6, bao gbém cac giai doan:
khdi diu, ndi dai va két thic.

5.3.1. Khéi dau

Giai doan khdi dau, ¢6 sy tham gia cta 2 ti€u don vi clia ribosom, mét phan ti
mARN (dugc sép thang hang véi ribosom) va tARN khéi diu mang methionin ho#c
formyl — methionin 6 t& bao nhan nguyén thuy (bang 5.2). Va cac yéu td khdi dau
nhu IF,, IFy, IF; ¢ vi khudn va 10 yé&u t§ eIF (IF ctia t& bao nhan that) nhu elF,,
elFy, elFs, elF - 4A, eIF - 4B... § t& bao nhan that (bang 5.2).

= . - o
Chudi peptid mdi sinh Protein hoin
%& chinh

408 v /N A

5 3
Giai doan T Giai doan T \ GAi,ai dgan
khdi ddu A kéo dai O két thdc
R P
T Bdn vi
(408 phén nhé

\O 608 (D bonvi
v¥ 8 408 J phin Idn
608

Hinh 5.6. Chu trinh ribosom t& bao nhan that

5.3.1.1. Khdi ddu chudi peptid ¢ vi khuén

Dac trung cua sy khdi dau chudi peptid & vi khuén 1a sy tuong tdc truc tiép
gita mARN va rARN cta ti€u don vi nhé 30S (hinh 5.7). Sy tudng téc nay din dén
viée gdn mARN vao ribosom va quan trong han 14 nhéan dién dude codon khdi diu
cta trinh ty mARN. Cac mARN vi khuén cé chiia mét trinh ti2 dan 8 dau 5 kha
ngén. N6 bao gom trinh ty polypurin ngin b3 sung véi mdt trinh tu gidu pyrimidin
6 tan ciing 8 cha TARN 168 (hinh 5.8). Shine va Dalgarno cho ring viée ghép ddi
base gitia cac trinh ty nay ¢6 thé 13 c¢d ch& lam cho ribosom ctia vi khuin hudng téi
ding codon khdi dau cia mARN. Do d6, ngudi ta goi trinh tu ngén nay 13 trinh tu
Shine — Dalgarno.
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MARN GbhP + Pi

l%VIcl—lARNle |
D T

Phitc hgp hodn chinh
tham gia vao sy kéo
dai chudi peptid

IF-2-GPT-fMet-TARN™™ i

1F-1
1F-2

Hinh 5.7. Su khdi ddu dich ma & vi khuén

START Trinh twy ma hod
1 | .
{ -
mARN

3 AUUCC

Phin ¢on lai cia
165 rARN

Tidu don vi 308

Ban vi 308 ciip ding vii
bd ba khdi ddu AUG

Ciip base b sung o—U Phin c¢on lai cia

165 rARN

Tidd dan vi 305

Hinh 5.8. Vai tro cua trinh tur Shine - Dalgarno
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Vai tro IF-2 13 lam trung gian trong viéc ghép tARN khdi diu
(fMet - tARNfMet) vao tidu don vi 308. Piéu nay phu thudc vao GTP. Béi vi, IF - 2
tao ra phitc 3 yéu t6 véi GTP va vé6i tARN khdi diu. D¢ Ia phiic
[IF - 2 - GTP - fMet - tARNfMet] ma tARN da gdn véi ribosom. Céac phan ti
tARN luén ludn gén véi ribosom nhu nhiing phitc ¢6 chita GTP va yéu t§ protein.
Chitc nang chinh xac cua IF — 1 chua dugc xac dinh, nhung trong mét s8 trudng
hgp cho thiy né tao diéu kién cho tac dong cua IF - 2. C6 thé mARN hoic phiic
hgp tARN gén trude tién vao tidu don v1 30S. Ngudi ta méi chi hiét duge rang, ca 2
bude nay déu xay ra trude khi tidu don vi 508 gdn vao dé tao ra phtc hgp 708 cho
viée ndi dai. Vai tro chit y&u cuia IF - 3 1a gilt sy gin k&t mARN véi ribosom.

Su khoi dau chubi peptid ¢ vi khuin bao gém si nhan dién trinh tu
Shine — Dalgarno, nim gan diém xuat phat clia trinh td ma hoa mARN. Do dé, su
khoi dau dich ma khéng nhat thiét nim gin véi diém khdi diu 5 ctia mARN.
Ding vay, cdc mARN té& bao nhan nguyén thuy ¢6 chita téi vai viing ma hoa, ding
hon 14 vi khuan thuéng cé polycistron mARN. Dic biét, r6 nhit 1a mARN chaa
operon mi hoa cho 3 loai protein khae nhau & lac operon,

5.3.1.2. Khdi dau chubi peptid & té bao nhin thit

Qua trinh khéi dau ¢ chudi peptid 6 t& bao nhan that phic tap hon va ¢6 nhidu
diém khéc biét véi t& bao nhan nguyén thuy. Trong khi, ¢ E. coli chi c6 3 yéu t&
khdi dau thi & té& bio nhan that ¢6 téi 10. Diéu nay duge phin anh trong cac cach
thic gdn két mARN va xac dinh codon khai dau.

Trinh td din mARN t& bao nhan that khong duge xem nhu trinh tu
Shine - Dalgarno & t& bao nhan nguyén thuy. Dau tan cang 3' ctia rARN 18S
(tuong dudng véi rARN 16S 8 vi khu&n) khéng cé trinh tu CCUCC. Va mARN & té
bao nhéan that 13 monocistron, chiing chi chita mdt trinh tu ma hoa va khdi diu,
thudng xay ra ¢ codon khéi ddu AUG trong mARN. Nhiing nhan xét trén gitp cho
Kozak xdy dung md hinh khdi ddu sinh téng hdp protein & t& bao nhin that
(hinh 5.9).

Trude tién tiéu don vi nhé 40S cta ribosom gin vao diu tan cing 5 cua
mARN, sau d6 di chuyén doc theo mARN t4i khi giip codon khéi diu AUG, Ning
lugng cho syt di chuyén 14y tit su thuy phan ATP va su tudng tae khdéi dau véi
mARN c6 thé lién quan t6i cdu tric chép 5 (CAP). 95% céc truong hgp khei dau t&
bao nhan that xay ra tai codon khéi ddu AUG, hdu nhu khéng ding té GUG.
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(a) Tiéu don vi nhd 40S gan vio mARN & chép 5° va qua chép (Cap) hinh thanh nén phic hop chép —

cdc yéu t6 khai ddu.
4

0s Nt kep t6e (cdu tric bac 2) clia
<«—— ving 5° khéng mi hod

ciF-2-GTP
Met - tARNM
elF-3 1

5'-Cap

» Phin cdn lai cia ARN

AUG

(b) Tiéu don vi 408 quét doc theo mARN, tim AUG khdi ddu. Qué trinh niy cdn ATP va ¢6 thé thio

xodn nit kep t6c.

¢tF-2-GTp
Met - tARN, ot —_—
elF-3
5 AUG »
ADP+ Pi

{c) Codon khai ddu, thutmg 14 AUG dugc lya chon.

Y

5'- CAP

Hinh 5.9. M6 hinh Kozak

Phttc hop méi hinh thanh bay gid da c¢6 thé tuong tac véi tiéu don vi 60S dé
tham gia vao giai doan nd dai.

Codon AUG c6 thé chi 1a codon ma hoa binh thudng nhung ciing c¢6 thé la
codon khdi ddu, néu né duge dinh vi trong mét "ngil canh" duing. Ngii canh biét téi

nhiéu nhat duge trinh bay & hinh 5.10.

Hinh 5.10. Ngir canh nhan dién codon khéi ddu
Nhimg nucleotid viét dam |a nhimg nucleotid quan trong trong trinh tu chung

Tiéu don vi 408 sé bd qua codon AUG binh thudng cho dén khi dinh vi tai

codon AUG khdi ddu ndm trong ngit canh tot.
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Bang 5.2. Cac y&€u t6 khéi d4u cla t& bao nhan nguyén thuy
va t& bao nhan that va chirc nang clia chiing

v a3 . 2 Yéu t6 S t& bao .
Yéu td d vi khuan nhan that Chirc nang
IF-1 elF -1 Vai trd chra rd
IF-2 elF -2 Gan Met—tARN (ho3c fMet —tARN) vao ribosom
thanh phic hgp vai GTP
IF -3 elF -3 Ng#n can suf tach doi cla cac tiéu dan vi ribosom
elF - 4A Nhém yéu té lién quan dap ing cho viéc gan chép
olF _ 48 5' vao dau mARN va thao xoén cau triic bac 2 tao
diéu kién cho ribosom dau vao codon khdi dau
elF — 4E
elF — 4F
elF -5 Giai phéng elF — 2 va elF - 3 khdi ribosom va gilp
cho tiéu don vi 60S két nai
elF — 6 Tham gia vao viéc tach ribosom thanh céac tiéu
don vi
GEF Yé&u t6 bién d6i nucleotid Guanin: tai sinh elF — 2 béi
sy bién ddi trung gian GDP thanh GTP trong qua
trinh tuong tu dé tai sinh EF-Tu bdi EF-Ts
{hinh 5.7}

Bang 5.2 da gi6i thidu 10 yéu t& khdi ddu cha t& bao nhan that. O day, eIF - 3
(giéng IF - 3) can trd cac tiéu don vi ribosom tach déi. eIF - 2 (giéng IF - 2) lam
trung gian gén két tARN - khdi ddu véi tiéu don vi nhd thanh phic hgp véi GTP.
Tuy nhién, 3 té bao nhan that Met - tARNIMet phai duge gén két trude vao
mARN. Diéu d6 cho thay ring d6i ma (CAU) trén tARN — khdi dau da nhan ra
AUG trong khi tiéu don vi 40S dang quét trén mARN.

elF - 6 tuong tac véi tiéu don vi 16n 60S va tach d6i duge 2 tiéu don vi cla
ribosom, elF — 5 giip tiéu don vi 60S két ndi va gidi phéng cac y&u t6 khai dau
khac va cac yéu t6 khac lién quan t6i sy gdn mARN nhu eIF - 4A, elF - 4B,
elF — 4E, elF - 4F.

Cac yéu té nay thudng 13 nhiing protein gin chép do ching gin vao chép 5
ching gin vao cac hgp phan cla chép (nhu f - methyl GTP ching han). eIF — 4F 13
mdt phitc hgp protein chiia cac thanh phan tuong tu eIF - 4E va elF - 4A, vi cing
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la protein c6 phan tit lugng Mr 220000. Ngusi ta cho réng eIF - 4F théng qua
elF - 4E gén tryce tiép vao chép trude va sau d6 eIF — 4A va eIF — 4B méi gén vio.

Céc trinh ty dan ddu 5 clia mARN t€ bao nhén that thudng dai dén vai tram
base va ¢6 thé chiia cac viing b6 sung, 1am nhé 1én cac nut kep toc. Pay 14 ciu tric
bac 2 cia mARN. D& cho ribosom c¢6 thé dich ma dude, diéu cin thiét 13 phai thao
x04n cdu tric bac 2 nay. Bai vi, ¢6 thé c&u tric bic 2 nay ngin can su nhin dang
clia ribosom d61 v6i mARN hoic che khuat codon khéi ddu AUG.

elF — 4A c6 kha ning théo xodn cac cfu tric bac 2 (cAn thuy phan ATP). Vai
trd cua elF — 4B chua 16, nhung c6 thé 1am gia ting tac dong cua elF — 4A ¢hinh 5.11).

elF-3
408 /

elF-2 GTP
Met tARNi

NF-&

elF-2 GTP 608
elF-3
Met tARNj
clF-3
Met- tARNi
>reap <
AUG sdp x&p chinh xdc
elF-3
: : Phifc hgp hoan
>-eap -/\_/%fw cIF Ei GbP chinh sdn sang cho
elF-4A, 4B, 4F qud trinh kéo dai

+ clF-4A, 4B, 4F

5’—cap—’¥/\mw

Codon AUG mARN

Hinh 5.11. Sy khéi du & t& bao nhan that
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5.3.2. Nai dai

Qua trinh dich m& trén mARN duge néi dai theo huéng 5 — 3 va chudi
polypeptid dugc bét ddu tdng hop & ddu tan cing - N. Qua trinh nay giéng nhau
t& bao nhan nguyén thuy va t& bao nhan that (hinh 5.13).

Sy néi dai 1a mot qua trinh ¢é chu k¥, ma méi chu ky chiu trach nhiém gidi ma
mot codon va thém mét acid amin vao chudi polypeptid méi sinh. Su néi dai can
dén cac protein, dude goi 1a cac yéu t§ néi dai (EF). O vi khuin, cac yéu td nay la
EF - Tu, EF - Ts va EF - G con 4 t& bao nhan that 13 EF - 1a {tuong tGng EF - Tw)
va EF — 2 (tuong duong EF - G), EF — 1By - Tu (tuong duong EF - T, (bang 5.3).

Trén ribosom c6 2 vi tri A va P. Vi tri A 12 vi tri Aminocyl (ho&c Acceptor) va vi
tri P 14 vi tri Peptidyl, né1 giit phtic hgp peptidyl — tARN, tdc 13 chudi polypeptid
dang hinh thanh van con gan véi tARN truée d6.

Bdng 5.3. Cac yéu td noi dai

O t6 bao nhan O t6 bao nhan that Chirc nang
nguyén thuy
EF - Tu EF - 1a Mang cac a{minoac’yl —tARN tdi vi tri A clia
_ _ ribosom, thi du, phirc hap
(Mr = 43 000) (Mr =53 000) (EF - 1~ GTP — aminoacyl - tARN).
EF-Ts EF - 1py-Tu Téai hét EF - Tu ho3c EF - 1a (hinh 5.14).
(Mr = 30 000) {Mr = 50/38 000)
EF-G EF-2 Tham gia vao budc chuyén vi ciia chu ky néi dai.
(Mr = 77 000) (Mr = 100 000)

O diém khdi ddu mdi chu ky néi dai, chi ¢6 vi tri P bi chiém chd bing mét
peptidyl - tARN chtia chubi polypeptid méi sinh gén véi tARN mang acid amin
vita dude thém vao. Peptid duge gén vao tARN theo ciing mdt cach nhu acid amin,
bang nhém 3’ - hydroxyl & vi tri két thiic CCA ctia tARN (hinh 5.12).

Vi tri P duge giéng hang véi codon k€& sau da duge dich ma, trong khi d6 vi tri
A gibng hang véi codon ké ti€p cha mARN. Lic nay vi tri A tréng. Bat ky
aminoacyl - tARN (ngoal trit tARN —khdi d4u) déu vao vi tri A, ching luu lai day
néu anticodon khép ma véi codon tai A. Béng cach nay, aminoacyl - tARN chinh
xac duge lya chon va chon duge diung acid amin cho sy hinh thanh chudi
polypeptid mgi sinh. That ra, viéc gdn nay 1a gén phic hgp giiia EF — Tu hose
EF -1 véi GTP giéng nhu tARN - khdi dau gén két trong sust giai doan khéi dau.
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Bédn don vi

Ién

Bdn don vi nhd
Hinh 5.12. Cau tric ribosom

CUCAGGU

@ @ mARNr—)

[EF-Tu-GTP-Arg-tARN Pept]

Budc peptidyl
transferase

Peptide

I 11
Arg- tARN At

Tdi h6i

T

[EF- Tu-GDP] +Pi <«———

v

CUCAGGUUY U=

EF-G EF-G
GDhP GDP Pentd
Peptide ;i P
+
IV tARNI,uu III

Hinh 5.13. Qué trinh ndi dai gan nhu gidng nhau giira vi khuan va t& bao nhan that



Theo sau su gén két phic hdp vao vi tri A, 12 qua trinh thuy phan GTP giai
phéng GDP va Pi (hinh 5.13). GDP dude phong thich khdi ribosom sé& gin két véi
yéu t8 néi dai tao phtc hgp (EF - Tu - GDP] hodc [EF — 1 - GDP]. D€ yéu t& ndi
dai lai ¢6 thé tham gia vio qua trinh gin két aminoacyl - tARN tiép theo vao
ribosom thi GDP phai duge thay thé bdi GTP. G vi khuin, yéu t& EF - Ts déng vai
trd trung gian cho viée chuyén déi GDP/GTP (hinh 5.14), tudng tu cac yéu té cia
protein ~ G lién quan t6i sy tai nap tin hidu hormon. Gita acid amin sau cung ctia
chudi méi sinh véi acid amin trén tARN & vi tri A, hinh thanh lién két peptid.
Phan tng nay dude xic tac bdi enzym peptidyl — transferase. K&t qua 1a tARN & vi
tri P lic bdy gio khéng con mang acid amin hodc la tach khéi chudi polypeptid.

Budc chuyén vi (translocation step) cudi cung cha giai doan néi dai cin mot
yé&u t6 ndi dai khac 1a EF - G hodc EF - 2 v GTP. GTP thuy phan thanh GDP va
Pi. Su chuyén vi ¢6 3 hién tugng xay ra déng thdi:

— tARN van chuyén xong dude tach khéi vi tri P

— Peptidyl — tARN di chuyén tit vi tri A sang vitri P

— Ribosom chuyén dich theo tung codon trén mARN, do d6, codon tiép theo
dude dua vao giéng hang vdi vi tri A.

Qua trinh chuyén vi néi dai sé duge lap lai cho dén khi c6 mot codon ké&t thiic
xudt hign & vi tri A Vai trd ciia GTP trong qua trinh néi dai chua 13 rang. Ngudi
ta cho rdng sy thuy phan GTP cung cap néng lugng cho viée tao lién két peptid va

cho bude chuyén vi, nhung né ¢6 thé lién quan dén mdc d6 chinh xac cia su
chuyen V1.

EF-Ts  (EF-Tu-GTPy
(cé hoat tinh)
GTP
Tudng tdc v8i amino acyl-
{EF-Tu- EF- Ts} tARN gin k&t vao vitri A
(b4t hoat) cda Ribosom va hinh thinh
lién k&t peptid
GDP
{EF-Tu- GDP}
EF-Ts (bat hoat) Pj

Hinh 5.14. Sy tai hdi EF - Tu bdi EF - Ts va déng phan cla protein - G
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EF - Tu duge gidi phéng khéi ribosom sau méi chu ky néi dai thanh phiic hop
v6i GDP (bat hoat), nghia 1a phic hop nay khong thé gin két aminoacyl — tARN.
Dé cho EF — Tu tham gia vao vong ndi dai tiép theo thi GDP cAn phai duge bién
dé thanh GTP tao phitc hdp c6 hoat tinh [EF — Tu — GTP]. Su bién ddi nucleotid

Guanin cAn c¢6 mdt y&u t8 protein khac, d6 1a EF — Ts.
5.3.3. K&t thuc

Chu trinh dich ma thuc hién thém khodng 15 acid amin mét gidy vao mach
polypeptid. Chu trinh dugde chdm diit khi trdi qua codon két thic 1a UAA, UAG va
UGA.

O budce két thic, cac ma két thic khong cé anticodon. Thay viao dé la cac yéu t&
két thic (RF) 1am két thie qua trinh dich ma.

O vi khu#n c6 3 yéu t& phoéng thich: RF — 1 chuyén biét cho cac codon UAA va
UAG; RF - 2 lién quan t6i UAA hodc UGA va RF - 3 kich thich ca 2 yéu td kia. o)
day cdn can yéu t& ndi dai EF — G va yéu té phéng thich ribosom (RRF) chuyén
biét.

O t& bao nhan that chi c6 mét yéu t6 phong thich eRF da duge bist (bang 5.4).

Bang 5.4. Cac yéu td két thuc

Vi khuén (E. coli} T& bao nhén that

RF — 1 {cho UAA hoac UAG)

RF - 2 (cho UAA hodic UGA) eRF (phu hdp vdi ca& 3 codon két thuc)
RF — 3 (Kich thich RF — 2)

Su két thiic lién quan dén viéc phan giai lién két giita acid amin cudl cling cua
chudi peptid méi sinh va tARN cudi ciing. Phan ting nay dudc xuc tac bdi enzym
peptidyl transferase ctia ribosom va doi héi GTP. Nha d6, polypeptid hoan chinh
duge phéng thich. Sau d6, 2 tiéu don vi cda ribosom dude phéng thich cung véi
mARN. T4t ca cic thanh phan tham gia chu trinh déu duge st dung lai.

54. NHU CAU NANG LUONG CHO QUA TRINH SINH TONG HQP
PROTEIN

o) mdt vai giai doan ciia qua trinh sinh téng hop protein cdn dén niang luong
chuyén hoa va ning lugng nay duge 14y tit su thuy phan ATP va GTP (bang 5.5).
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Bang 5.5. Nhu c4u niing lugng cho qua trinh dich mé

Giai doan T& bao nhan nguyén thuy Té bao nhéan that
Aminoacyl hoa ATP - AMP + PPj ATP - AMP + PPj
tARN

(2 phosphoanhydrid
cho mét géc acid)

Khai dau GTP — GDP + Pi, GTP - GDP + Pi,
két hap vai IF - 2 két hap vdi elF - 2
ATP — ADP + Pi,

két hap vdi viée gén chép va thao xoin
MARN {chua r6 ¢cé bao nhiéu phan tir ATP
duac sl dung)

Nai dai GTP — GDP + Pj, GTP - GDP + Pi,
két hgp véi EF - Tu két hgp v6i EF - 1
GTP — GDP + Pj, GTP — GDP + Pi,
két hop v6i EF - G két hop v8i EF - 2
Két thuc Khéng can nang lugng GTP — GDP + Pi

-

Ning lugng cin cho cac giai doan khac nhau, c6 thé déng mét hode mét 8 vai
tro sau:

- Cung cap nang lugng dé thue hién céc phan {ng dic biét, nhu hoat ho4 acid
amin bang cach géin chiing vao tARN.

— Cung cdp ning lugng cho mot qua trinh nio dé nhu thio xoin ciu triic bac

2 cia mARN hosc cho sy chuyén dich ribosom trong céc bude chuyén vi trong qua
trinh néi dai.

— Duy tri cac yéu t8'd trang thai hoat tinh nhu EF — Tu,

— Cung cdp ning ludng cho su bién dang cta ribosom, nhu sau khi gAn két
aminoacyl - tARN vao vi tri A.

Cé thé tinh néing lugng chuyen hoé can diing cho sy tong hop mdt chudi
polypeptid dién hinh & vi khuin gbm 300 acid amin nhu sau:

— D& aminoacyl hoa tARN cAn 300ATP — 300AMP =~ 600 lién két phosphoanhydrid.
— Mbt phan ting khdi ddu, 1GTP — 1GDP ~ 1 lién két phosphoanhydrid

Cho 229 vong nét dai:

299 GTP — 299 GDP § giai doan EF - Tu »~ 299 lién k&t phosphoanhydrid

299 GTP — 299 GDP § giai doan EF - G ~ 299 lién két phosphoanhydrid

Téng nang lugng can ~ 1198 lién két phosphoanhydrid

Tém Iai, tinh ra chinh xéc c6 4 lién két phosphoanhydrid dudc s dung cho mdi
acid amin trong qué trinh sinh téng hgp protein.
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5.5. PO CHINH XAC CUA QUA TRINH DICH MA

Sail s6t trong qua trinh dich ma sé tao ra mét protein bat hoat, hoac 12 mét
protein diédu hoa va xue tac khéng phii hop lam thay d6i sinh 1y cta té bao binh
thudng. Cac sai s6t dé la:

5.5.1. Aminoacyl hoa tARN

Mot tARN c6 thé nhan thém mét acid amin khéng ding hoic enzym
aminoacyl — tARN synthetase dung tARN c¢é anticodon khong chuyén biét cho cac
acid amin duge gin vao né. C6 mét & acid amin ¢é cfu tric tuong tu véi acid amin
can dudc dua vao, cho nén cac enzym aminoacyl — tARN synthetase cling phai ¢6
cach thie chon diang.Vi du, enzym isoleucyl - tARN synthetase, moét mat phai
phan biét gita isoleucin va cac acid amin nhd hon nhu valin, mit khac phai phan
biét giita isoleucin véi cac acid amin ky nude, cdng kénh hon nhu leucin,
phenylalanin. Co ché& diéu chinh x4y ra nhu sau:

Enzym isoleycyl - tARN synthetase ¢6 2 vi tri tac dong, mét vi tri xic tac
thanh lap aminoacyl — tARN (A) va vi tri thi 2 (H), & sat ngay vi tri thi nhét, thuy
phan aminoacyl — tARN dé€ cho ra acid amin ty do va tARN. Céc acid amin 16n hon
isoleucin (ho#c c¢6 ¢du hinh khéng ding) khéng thé di vao vi tri acyl hoa (A) va do
d6 khéng duge cac enzym synthetase st dung. Tuy nhién, cac acid amin nhé hon
isoleucin cé thé di vao vi tri A d€ tao ra aminoacyl - tARNile va sé 13 ngudn géc
tiém tang gay ra cdc sai s6t. Cac din xudt aminoacyl ciing ¢6 thé di vao vi tri thuy
phan (H), nén bi thuy phan. Vi vay, chi ¢6 isoleucyl - tARN 1a dude sdn sinh
chuyén biét. 2 bude nhan biét trén lam tang d9 chinh xac cia sy amineacyl hod
tARN. Budc stia sai duge minh hoa bang hinh 5.15.

5.5.2. Tuwong tac codon — anticodon

Phitc hop sai gifia codon va anticodon s& din dén viée gén vao acid amin khéng
ding. Cac nghién cliiu dét bién i khufn cho thaiy cac protein chuyén biét trong cac
tiéu don vi cla ribosom déng vai tré quan trong trong viéc gén ding cac codon va
anticodon trong sudt qua trinh dich mA.

5.5.3. K&t thiac sdm, két thiic mudn

Céc sai sét cta giai doan két thiic ¢ thé xay ra do két thic sém (premature
termination) hoic ké&t thuc mudn do doc qui. Sy doc qua do 15i cia bd may dich
mi, khéng nhan ra codon ditng. TAt nhién, acid amin duge dua vao va dich ma lién
tyc qua ca ving khong ma hod 3mARN. Su doc qua cing ¢b thé do mét dét bién &
codon d6i ma nao d6 1am cho codon d6i ma nay giai mé dugdce codon két thiic.
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{a) Cdc acid amin 1én hon isolcuciﬁ khéng vao duge vi
iri A (nhu phenylalanin). Két qua: phdn img khéng xdy ra

Val +tARN
{b) Céc acid amin nhé hen isoleucin {nhw valin) vio vi L’ Val - (ARN
tri A va tao aminoacyl-tARN, nhung. cling di vio duoc vi tri A
H nén bi thuy phan thanh 2 phdn tARN va acid amin. Két

qud: phan tng khong xay ra Val + tARN

e + tARN

. . L . . L' Ile - tARN
¢) Chi ¢0 isoleucin gan vio vi tri A tao isoleucyl-tARN

nhung khong thé gan vao vi tri H va do d6 khong bi thuy
phan. K&t qua: Acyl hod chinh x4c isoleucin

Hinh 5.15. S dd budc sira sai aminoacyl hoa tARN clia enzym synthetase
A: vi tri acyl hoa (acylation); H: vi tri thuy phan (hydrolytic).

Ngudi ta udc tinh ring, sai sét tang 1én & t1 18 1/3000 géc acid amin duge két
hgp. Nghia 14, néu mdt phan tit protein c6 300 géc acid amin thi chi 1 phén ti
protein trong 10 phan t ¢6 chita 1 161 va thudng nhiing 16i nay sé dude dinh vi ma

khong quan trong déi véi cdu tric hofic chitc ning cta protein.

5.6. CAC YEU TO UC CHE QUA TRINH DICH MA

M6t 88 16n cle chit duge biét tic ché mét hodc nhidu bude trong qué trinh sinh
téng hop protein (bang 5.6). Trong s6 nay cb nhiing chat tc ché& chon loc su tong
hgp protein vi khudn ma khéng anh hudng téi sinh téng hgp protein t& bio nhin
that. VA chiing c6 trién vong st dung nhu nhiing khang sinh loai trit syt nhiém
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khudn ma khéng dnh hudng dén qua trinh chuyén hoa protein cua té bao chu
(bang 5.7).

Bdng 5.6. Cac chat (r¢ ché dich ma

Chét tc ché Chon loc trén Tac ddng & giai doan
Chloramphenicol | Té bao nhan nguyén thuy | N6i dai: e ché peptidyl transferase
Cycloheximide Té bao nhan that N&i dai: chua rd cd ché
Erythromysin T€ bao nhan nguyén thuy | N&i dai: (e ché sy chuyén peptid hoa
Acid fusidic Ca 2 gi6i {t& bao nhan|N&i dai: (c ché su phdng thich cha EF - G

nguyén thuy va té bao | (hoac EF - 2); phirc hop GDP
nhan that)
Kanamycin C4 2 gidi N6i dai. gay doc sai
Neomycin Ca 2 gidi Khdi dau va ndi dai: mARN doc nham
Puromycin Ca 2 giéi NGi dai: gay két thic sém
Sparsomycin C3 2 giti NGi dai: {rc ché peptidyl transferase
Spectinomycin T& bao nhan nguyén thuy | Néi dai: (fc ché chuyén peptid hoa
Streptomycin T& bao nhan nguyén thuy | N&i dai: gén vao 30S va anh hudng tdi tuong
tac codon - anticodon gay ra su doc nhdm cla
mARN
Tetracyclin Té& bao nhan nguyén thuy | N&i dai: phong bé viéc gdn aminoacyl — tARN
vao vitri A

Badng 5.7. 4p dung trj liéu clia cac chét (rc ché sy tdng hap protein

Hap chét Ap dung va chi dan

Chloramphenico! Phd khang khuan réng diing trong diéu trj thuong han

Erythromycin Phé khang kpué’n gidng penicillin va do d6 thudng diing diéu tri cac bénh
nhan nhay cam vdi penicillin

Acid fusidic Phd khang khudn hep, ding cho cac Staphylococei dé khang penicillin

Kanamycin Ding cho nhiém tring gram (- ) n&ng

Spectinomygcin Diéu tri lao

Nhom tetracyclin Khang sinh cé ph8 khang khuin réng, nhumg nhidu vi khudn da dé khang
vdi nhém nay.

Vi du, chloramphenicol, mét khang sinh ¢6 phé khang khuédn réng. Chit nay
va cée chit e ché dich ma duge dung nhu cac khang sinh, trong khi d6 céc chat
khae thi chi duge diing dé tham do co ché cha chinh sy dich ma.
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Tém tdt
Sy dich ma 1a mét qua trinh phitc tap véi sy tham gia clia nhidu thanh phén:
- ARN thong tin: mang théng tin di truyén ma hoa dudi dang codon, mé&

codon 14 mét t6 hap 3 nucleotid ma hoa cho mot acid amin.

~ ARN rihosom: }& thanh phan cla ribosom, noi hinh thanh chudi polypeptid
dang téng hop.

— ARN van chuyen y&u t& mang cac acid amin tuong ting téi cic codon trén
khuén ARN dén géin viao chudi polypeptid dang hinh thanh tai ribosom

~ Acid amin va ribogom
Qua trinh dich ma la cac chu ky ribosom, bao gém 3 giai doan:

- Khdi dau: trude tién 1a hinh thanh mét phitc hgp gébm 3 thanh phan: (1) tiéu
don vi nho ribosom, (2) tARN mang methionin (Met — tARNiMet), (3) mARN. Mot
y&u t6 khdi dau sé phat hién codon khéi dau AUG giup phic hgp va tiéu don vi 16n
cua ribosom gin vio, va su dich mé bét dau.

— Néi dai: cac yéu t6 néi dai tao ra cac bude chuyén vi. Céac acid amin duge
dua dén ribosom ¢ dang aminoacyl - tARN theo ting codon riéng lé.

— Két thiic: khi cac y&u to két thic nhdn ra ddu hiéu két thuc trén mARN, su
dich ma ditng lai.

Su khac biét gilta cac thanh phin va co ché chi tist cla sit dich ma § vi khuan
va t& bao nhan that 1a nén tang cho viée st dung rong rai cac chét khang sinh
trong viéc tic ché chon loc qua trinh sinh téng hgp protein & vi khuén.

CAU HOI

1. Ning lugng giai phéng duge tit GTP thanh GDP + Pi diing dé:
a) Ghép tARN khdi dau véi tiéu don vi 508
b) Ghép tARN khdi d4u véi tiéu don vi 308
¢) Dich chuyén ribosome
d) Hoat ho4 acid amin
e) Gan k&t mARN véi ribosome

2. Trong qua trinh dich ma:
a) M&i tARN c6 mét tARN — aminoacyl synthetase tuong ting
b) Mot tARN - aminoacyl synthetase chung cho tit ca acid amin
¢) tARN — aminoacyl synthetase kéo dai chudi peptid
d) Mot tARN — aminoacyl synthetase cho méi loai acid amin
e) tARN — aminoacyl synthetase xtic tac su chuyén vi

3. Trinh ty Shine - Dalgarno la:
a) Vi tri gin ribosom b) Yéu t6 khdi 14p rap rARN
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¢) Yéu t6 khdi ddu dich ma d) Vi tri két thiic dich ma
e) La trinh tu codon khdi dau
Acid amin khéi d4u chudi peptid g t& bao nhan nguyén thuy:

a) Formyl — methionin b) Methyl — Methionin
¢) Methionin d) AUG
e) GUG

Vai trd ca eIF — 2 trong téng hdp protein 6 t€ bao nhan that:
a) Mang aminoacyl — tARN téi vi tri A

b) Gén Met — tARN vao ribosom

¢) Hoat ho4 acid amin cin dé néi dai

d) Tai héi EF - Tu

e) Tai hoéi EF - 1a

Chudi peptid dang hinh thanh gin vao:

- a) mARN b) Tidu don vi nho

¢) Tiéu don vi 1én d) Vitri P
e) Vitri A

Sut chuyén vi ribosom ¢6 cac hién tugng:

a) tARN van chuyén xong duge tach khéi vi tri P

b) Peptidyl — tARN di chuyén tii vi tri A sang vi tri P
¢) Ribosom tach ra dé gin vao codon k& tiép

d) Ribosom chuyén vi titng bude

e)a,bvad

Y&u t6 nao khong tham gia két thic dich ma & vi khudn?
a)RF-1 b) RF -2

c) RRF d) EF-G

e) EF-Ts

TAc hai cia streptomycin trong qua trinh dich ma cia vi khuén:
a) Uc ché& chuyén peptid hoa

b) Uc ché peptidyl transferase

¢) Phong bé viéc gdn aminoacyl - tARN vao vitri A~

d) Tucng tac codon — anticodon gy doc nham cia mARN

e) Gay két thiic sém qua trinh dich mé&

10. Anh hudng cta tetracyclin trong dich mé 6 vi khuén:

a) Uc ché& chuyén peptid hoa

b) Uc ché peptidyl transferase

¢) Phong bé& viéc gén aminoacyl — tARN vao vi tri A

d) Tuong tac codon — anticodon gdy doc nham cia mARN
e) Gay két thic sém quéa



Bai 6

PIEU HOA HOAT PONG GEN

6.1. MO PAU

Su diéu hoa hoat d6éng gen vi khuan chinh 1a su diéu hoa trao déi chat, 1a diéu
kh1en tc dd ctia cac qua trinh sinh hoa bing cach thay déi thuan nghich ham

lugng cac chat c6 ban chét protein tham gia vao cac qua trinh nay hoic la diéu hoa
hoat tinh cua ching.

Trong da s cac qua trinh sinh hoa, cac chat c6 dan xuat protein déu la nhiing
chét xtc tac cac qua trinh sinh hoc, goi l1a enzym. Song c¢6 mét vai qua trinh, vi du
van chuyén qua mang sinh hoc dugc thuyc hién béi protein, trong d6 protein khéng
déng vai tro xdc téc cho sy bién d6i hoa hoc ma "nh&n biét" sy van chuyén
(translocation) co chat.

3 vi khuén c6 ba loai enzym permease van chuyén qua mang: permease
dipeptid, permease tripeptid va oligopeptid permease. Oligopeptid permease cé
oppA, B, C, D, F lan lugt chuyén vat chat 14n nhau va qua mang, trong d6 oppA cé

‘tinh dic hiéu. -
C6 hai mtc d didu hoa cd ban: mic dd diéu hoa sinh téng hop protein va miic
- dd diéu hoa hoat tinh clia chiing trong qué trinh thuc hién chiic ning.
Trong phan nay, chiing ta chi xét dén st diéu hoa sinh téng th proteih
Miic dé diéu hoa qua trinh sinh tong hop protein gém nhidu giai doan: cac thoi
ky chuén bi sao chép bd gen va phién mé nghia 1a sinh tong hop cac ARN, thai ky
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két thic ~ dich m& tao ra nhiing phin ti protein, mit xich di truyén cusi cing

clua té bao.
| | | | Mang ngodi

Periplasma

| oppB oppC | Mang 1€ bao chilt

@ Té bao chit

N

ATP ADP

Hinh 6.1. Cac permease & vi khuan

6.2. DIEU HOA QUA TRINH SAO CHEP

Qua trinh sao chép, phién ma va dich ma déu gdm ba giai doan: khéi dau, kéo
dai va két thue.

Nhitng dic diém c¢d ban cha qua trinh sao chép ADN la ¢d ché ban bao tdn, sy
gidn doan (doan Okazaki) va suit kéo dai clia méi ARN trong mdi doan sao chép,
ludn luén xay ra theo huéng 5 dén 3'. Két thic giai doan sao chép, cac doan méi
(ARNo) bi phan huy va cic doan Okazaki néi lai vé1 nhau nhd enzym ligase. Di
nhién, sgi sém sé& dude tdng hop lién tuc theo hudng 5’ dén 3.

0 t& bao nhin nguyén thuy c6é hé théng da enzym: ADN — polymerase I, I, 111,
ADN - ligase. Ngoai ra, dé 1oi xodn va théo xoén ¢6 helicase va topoisomerase I,
phuc héi dang siéu xoén ¢ topoisomerase IT (ADN — gyrase) phu thude ATP,

Ngoai sao chép bd gen, con ¢é su stia chita va tai t6 hop, dong thoi cé su sao
chép nhiing y&u td di truyén ngodi nhan — plasmid.

Ngudi ta x4e dinh dude khoang 15 locus di truyén (Dna) kiém sodt su sao chép
ADN. M6i mdt gen nhu vay ma hoa cho mét polypeptid cin thiét cho qua trinh sao
chép. Vi duy, DnaeA cén cho sy tdng hdp primer (ARNo) va déng vai trd didu hoa
dudng trong qua trinh nay. Song viéc tao ra san phiam nay lai ton hai dén qua
trinh ty diéu chinh. Mt s6 protein ¢é tinh da chiic nang. Vi du, protein do DnaC
tong hop lai cAn thiét cho viée gin primer vao chudi ADN va sau dé protein nay
trd thanh thanh phan ctia phitc hé sao chép va tham gia vao qua trinh kéo dai.

T&t nhién sy diéu hod chit ché hon ca xay ra & giai doan khdi déng sao chép.
Bén canh cAc protein clia c&c cistron DnaA, DnaC viia ké trén, con c6 sd tham gia
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cua céc protein khac sinh ra tit cac locus DnaB, Dnal va DnaP. Sy sac chép ADN
chiu su kiém soat dudng va kiém soat 4m cia cac protein — diéu hoa.

Néi mét cach téng quat, kidm soit duong la sy tich iy chat hoat ho# cho dén
ngudng di dé khdi déng mét chu trinh sao chép méi, c&n thiét cho sy can bing véi
viéc nhéin d6i cua sinh khéi t& bao.

Nguge lai sy kiém soat Am, khi chat kiém him cin dude tong hop mét cach
€161 han tiép ngay khi bt ddu chu trinh sao chép trude (chat kim ham nhu vay ¢6
thé 12 sin pham clia gen nim gan vi tri bt ddu sao chép, ma su phién ma cia né
chi duge thyc hién trong giai doan sao chép ctia ving ADN nay).

Trong qua trinh tdng trudng ctia t& bao, chit kim ham bi y&u dan va trong
thoi diém t& bao nhan déi thi mic d$ kim h&m ciza né ha thap duéi mirc ding han.

6.3. DIEU HOA QUA TRINH PHIEN MA

Trong moi t€ bao, khéng phai gen nao ciing hoat déng nhu gen nao. Trong khi
san phim cla gen nay cAn dudc téng hgp lién tuc, thi san pham sinh téng hdp ciia
gen khac lai chi duge téng hop trong nhitng giai doan cAn thiét tuy thudc méi
truong. Tham chi, khi gen da "md" thi ham lugng protein cho ching ciing bi kiém
soat. Do d6 hoat déng ciia hau hét cac gen déu duge diéu hoa trong mdt hay mét
vai con duong lam cho hidu ting st dung clia t& bao vé mat ning lugng dat duge
cao nhét. Co ché diéu hoa nay déi véi sy biéu hién gen c6 thé Xay ra 6 cac mtic dd
khac nhau. Su diéu hoa gen cé thé x3y ra ngay tai thdi di€ém phién ma hay trong
qua trinh dich ma. Sau qua trinh dich m4, mét s§ protein c6 thé bi bién d8i ciu
hinh dé& thanh protein chitc nang.

Cac gen phién ma ARN dudce goi 12 cac gen cdu tric. Cac protein dugde dich ma
t mARN c6 thé 14 enzym hay khéng phai enzym. Trong s§ céc protein khéng phai
enzym cb cac protein diéu hoa. Ching sé& gin véi nhitng trinh ti¢ ADN chuyén
biét dude goi 14 operator, dé kiém soat qué trinh phién ma cla cic gen dac hiéu.
Nhiing gen tong hop nén cac phan ti protein diéu hoa duge goi 1a cac gen diéu hoa.
Mbi gen cdu tric ¢hay mot nhém gen ciu tric) déu ditng sau mét trinh tu {(goi 14
trinh ty khdi dong) duge nhan biét béi ARN polymerase. Khi polymerase gén vao
vimg khéi dong thi sy phién ma xay ra: Sgi c6 nghia cia ADN s& dudc sao ma
thanh mARN. Operon 1a don vi phién mé bao gbm t6i thidu 1a viing khai dong va
cac gen ma hoa mARN cho mét hay mét vai chudi polypeptid. Mét operon ¢6 thé
chita mot hay nhi€u vi tri diéu hoa hon so véi s6 ving khéi déng.

Hoat dong phién ma cia gen c6 thé khéng duge didu hoa néu sin phim cha
chiing khéng lién quan t6i diéu kién méi trudng. Cé thé néi nhiing san phédm
khong phy thude vio méi truéng nhu vay duge téng hop lign tuc. Tuy nhién s§
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lugng clia nhitng san pham "khéng duge didu hoa " nay vin c6 thé thay d6i phu
thudc vao ai lyc tuong 461 vé1 promoter ciia ARN polymerase. Cac promoter ¢é ai
luc cao s& tao nhiéu san phdm cta gen hon 12 ¢6 ai luc thap.

D&i1 véi nhiing protein doi héi mét didu kién mdi trudng nhat dinh, thi sy hoat
déng cua cée gen tao ra ching thudng duge diéu hoa bdi mét hay mot s6 protein
diéu hoa.

Operator 1a mot trinh t¢ ADN clia operon c¢6 mét protein diéu hoa dude gin
vao db va protein nay dude goi 1a protein itc ché.

Operator cé thé ndm canh promoter: |

3 5
Promoter I Operator | Gene 1 Gene 2 Gene 3

ARN polymerase || Chat it ché’!

Operator ¢6 thé phi 1én mot viing chia promoter: vi du operator cia A — phage.

Vi trf khdi dau tdng hgp mARN

3 Ving-35 Vang-10 5
TTGACA | TTTTACCTCTGGCGGT | TATAAT|GGTTGC|ATGTA|
(hop Pribnow)
Promoter

| Operator |

Su gén cta protein e ché vao operator s& ngin cdn sy phién ma ctia mot s8
gen cfu trdc trong cing operon. Gen nao cé dang diéu hoa nay duge goi 1a gen bi
didu hod Am. Céc operon cua vi khuén thudng san sinh ra cac mARN, goi la da
cistron mang ma di truyén cho mét s chudi polypeptid; thé nhung, hidu nhu toan
bd mARN ctia t& bao nhéan that (trit mét s& ¢ quan) déu la don cistron.

Céc protein cdn thiét cho sit biéu hién ciia mét operon duge goi 14 protein hoat
hoé (activator). Chuing c¢é thé gin vao vi tri khdi ddu nam trong promoter cua
operon hay vao trinh tu ting cudng (enhancer) ndm cach xa operon nhim téng
cudng kha nang phién ma clia cac gen nam trén cing ADN. Trinh ty ting cudng
d4u tién tim ra chita 72 bp ndm canh diém sao chép cha virus khi 40 (SV 40).
Enhancer dugc tim théy trong genome cia t& bao nhan that va trong retrovirus.
Hoat dong ctia enhancer lam ting s lugng ARN polymerase khi ADN phién ma.
Enhancer c6 thé ndm cach gen cfu tric ma né tang cudng.

Hidu qua ting cudng duge thuc hién qua mdt loai protein gn vao mét trinh ty
ADN dic hiéu. Khi protein gin dic hidu nay gin vao vi tri ting cudng, céc
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nuleotid xen gifia noi nit ra dua vi tri ting cudng 1én tiép xdc véi promoter cia
operon cin ting cudng. CAu tric md mit nay giip cho ARN polymerase gin dudc
vao gen phién ma.

Khi protein hoat ho4 gén vao vi tri khdi déng hay vi tri ting cuong sé kich
thich su phién m& cua gen ciu trie trong operon, Nguoi ta goi ¢o ché nay su kiém
sodt duong. Sut kich thich do cac gen diéu hoa dap ting ¢6 thé xay ra ti¥ nhing
phén t& nhé (dudng, acid amin..) d&n nhiing chdt 16n hon nhu cac phitc hdp
steroid clia hormon (t& bao nhan that) va cac protein thu thé cia né.

Chit "md" gen, 1am cho gen phién mi dudc goi 1a chdt cdm tzng. Chit "déng”
st phién ma dudc goi 1a chédt e ché Cac gen c6 thé cam ing thuong tham gia
trong cac phan ing di hoa, vi du nhu khi phan giai polysaccharid thanh dudng
don.

Cac gen ¢6 thé e ché'thudng tham gia trong cac phan tng déng hod.

Nhu vay c6 4 t6 hgp tham gia kiém soat sy phién ma:

— Kiém soat cAm ting 4m.

-2 - - A -
— Kiém soat dc ché Am.

Kiém soat cAm ting duong.
~ Kiém soat tic ché duong.
Ta lan lugt xem xét timg trudng hop.

6.3.1. Ki€m soat cim tfng Am

Kiéu khdi nguyén cha sy kiém soat 4m dugc thuc hién bdi operon cé thé
cam ng, d6 1a "hé thong lactose” cla E. coli.

p — galatosidase 1a mdt enzym c¢6 hai chite ning. Chiic nang chl yéu cua né la
phéan giai lactose thanh glucose va galactose. Chite nang thit hai cia né 1a bién déi
lién két 1 — 4 glycosid clia glucose va galactose trong duong lactose thanh lién két
1~ 6 trong dudng allolactose. Binh thudng, khi lactose thidu hut trong méi trudng
thi enzym nay khong nhiéu ldm. Ngay sau khi thém lactose vio méi trudng, ma
trong dé khong cé glucose, enzym nay lap tiic dugc san sinh. Protein van chuyén c¢é
tén la galactoside permease cin thiét cho su van chuyén cé hidu qud lactose qua
mang t€ bao, Protein nay ciing ddt ngdt ting 1én sau khi cho lactose vao méi
truong. "Hé lactose" hoang dai gém gen didu hoa (I ¥ va operon chita trinh ty
promoter (p ", operator locus (O ¥ va 3 gen cdu triic ctia B - galatosidase (Z *,
permease (y  va transacetylase (a . Dot bién cha ting locus tudng ing da duge
tim thiy trong tu nhién.
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Mét 58 ky hiéu:

Cac allen ciza promoter

~ p': promoter kiéu hoang dai, hoat déng binh thudng v4i ARN polymerase
— p : promoter dot bién khong duge nhan biét bdi ARN polymerase

- ps: téng cudng sy nhan biét cia ARN polymerase, ning cao miic dé phién
ma cua operon.

— pier: anh hudng t6i vi trf gdn cia CRP ~ cAMP lam gidm mc bidu hién ctia
operon lac dudi 10% kidu hoang dai (icr = insensitive to catabolite repression).
Céac allen cta operator

— O7: allen diéu khién nay cho phép cac cistron canh né (tie 14 vi tri cis) biéu
hién, nghia la dugc phién ma. Allen nay man cam véi chdt ze ché, chit nay ngan
chin sy phién ma phén cdn lai cla operon.

- Oc: allen di€u khién 6n dinh; né khéng man cam vdi chit tc ché va dé cho
cac cistron can ké phién mi lién tuc.

Cac allen B - galactosidase
— Z": ma hoa mét B - galatosidase hoat déng khi operon "md".

— Z7: d6t bién ¢6 nghia, sinh ra mét san pham bién tinh khéng hoat tinh
enzym goi la Cz protein.

~ Z™: dot bién v6 nghia, khéng c6 operon lac nao biéu hién.

Cac allen permease

— y': mA hoa cho mét permease hoat déng.

— vy : khéng mi hoa permease, ¢6 thé 1a d6t bién vé nghia.

Cac allen regulator

~ i": tao ra chit dc ché hai mit, ¢6 thé kim hiam kha nang téng hgp ctia bat ky
operon O " nao khi khong c6 lactose; khi c6 lactose thi chit e ché bi bt hoat.

— i: gen di€u hoa bi hdng, khéng c6 kha ning sinh chat tc ché hoat tinh do
dét bién vd nghia hay léch nghia.

— is: tao chat sidu tc ché khéng nhay cam vdi lactose va khéng hoat hoa véi
bat ky operon O * nao, nghia la khong bi bat hoat bdi lactose.

D61 khi ¢6 sut chéng chéo giiia promoter v cac vi tri operator cua "hé lac";
trong mgt vai operon ngudi ta thay cic locus operator nay phu hoan toan lén
promoter. Operon diéu hoa thudng xuyén sinh ra cac protein e ché o mic db

thap, bdi vi né c6 mdt promoter kém hiéu suit. Promoter nay dugc ky hiéu bang pi
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(inefficient promoter). Viéc téng hop ra chit tc ché khong thay d6i theo mie
lactose trong t& bao. Nguge lai, promoter binh thudng (P ™ clia operon lactose
(lac - p) lai gdn v6i ARN polymerase rat hiéu qud. Khi thidu lactose (didu kién
khéng cam ting) thi protein c ché ¢6 hoat tinh (sinh ra bdi i * & gén vao operator
O " (lac 0). ARN polymerase lic bdy gid c6 thé ho#c la khéng ghn dude vio
promoter hodc la khong doc duge operator, bdi vi protein tic ché di bao vay ca viing
promoter. Tl Iic bAy gid, su phién ma ctua 3 gen ciu tric ca lac operon bi ngin can.

Khi lactose xuét hién (diéu kién cadm ing cé) song lai khéng dudge chuyén qua
mang t& bao vao t€ bio chit mét cach hiéu qua bdi vi lic bay gid chi méi c6 vai
phan tit permease xuit hién. Bén trong t& bao, mdt vai phén tit lactose bi bién doi
thanh allolactose nhd 3 - galatosidase. Allolactose 1a chit cam itng ctia lac operon.
N6 gin vio protein tc ché, 1am thay déi c&u hinh ctia protein e ché va lam thay
d6i vi tri gin clia protein tic ché& vao operator. Sy thay d6i cau hinh trong phan ti
protein do mét phan td khac gén vao, duge goi 1a su bién hinh di légp thé. Phiic
hgp allolactose — protein tic ché khong thé gin lau vao operator duge va nd bi roi
khoi ADN ngay (hinh 6.2). Liic nay, ARN polymerase c6 thé doc operator dé phién
mi cac gen clu tric trén operon. Khi lugng permease tidng 1én, lactose duige
chuyén qua mang nhiéu lén va duong lactose lai bi phan huy béi B — galatosidase.
Khi lactose trong moi trudng trd nén can kiét, protein ttc ché vira dudc téng hop sé
duge giai phéng khéi allolactose, do d6 ching (chat vic ché) cé thé gin chat vao
operator, lam ngiing phién ma cua céc gen ciu tric trong operon lac. Chit tc ché
néi chung la cic protein ¢6 ciu tric oligomer, trong d6 mdi mot tiéu don vi cha né
déu ¢6 hai tim dic thu. Trong hai tdm néi trén, tAm nio c6 i lue cao véi trinh ty
cua toan bd promoter thi duge coi la tAm gén chat Gc ché, con tAm con lai sé 14 tAm
gin chit cAm ting. Su gin chit cAm tng vao chit dc ché § tAm bién ciu thi hai sé
lam thay d6i cu hinh cta chat tc ché, chinh vi vay ma lam gidm 4i luc cha tam
gén chat tic ché d6i véi operator va gitp operator ty giai thoat khéi chat e ché.

Allelactose luén ¢6 xu hudng tdch khéi protein tic ché&, ngay sau khi mic
lactose trong t€ bao xudng thap. Tham chi khi "hé lac" bi tic ché, ddi khi protein e
ché tach khéi operator mét cach nhanh chéng. ARN polymerase ¢é thé 18n vio
operator md operon va tong hgp nén phéan ti mARN da cistron. Diéu nay giai thich
duge mitc dd rit thip cia permease va - galatosidase luén ludn thudng truc
trong t& bao vi khuan.

Céc phan ti mARN vi khu#n ¢6 thdi gian ban huy rit ngdn (chi mét vai phut),
do d6 su téng hdp protein ngimg lai rat nhanh sau khi phién mi bi c ché. Mt
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khéc, protein rat bén viing, nhung lai dé phan tan mdi khi t& bao phén chia.
Operon chita gen diéu hoa (i) trong hé lactose bao gdm promoter — i va gen cdu
tric cna protein ttc ché. Binh thudng promoter nay ¢6 hiéu luc rdt kém va chi cé
mot it phan ti protein iic ch& — lac ton tai trong t& bao. Tuy nhién, & cic operon
nim sit véi promoter ctia gen didu hoa va su tu diéu hoa c6 thé xady ra.

Lactose operon

e

— —_
Vi tri gdn CAP-cAMP
Vi tri gdn RNA polymerase
Operator
locus
Locus di¢u hda lac O )
cha lac oncron {lac ) Genes cdu triic
-
Genes [ P l i Iacz ‘ lacy | lac a |
. , Jk
lac promoter
(lac p)
Y O Y Y
mRNAs VAL > VWV
=
Khéng ,§
c6 chat N=
Y ciming O ¥ M
Proteins o4 2  Permease Trans-
1
Repressor ‘E E ! -§ acetylase
2o 9 5
=y = :
. 5 & |
Inactive O ______ ! =y !
repressor i
i e s 1
{chat (c ché bi i
s o i
houat hod) 4 0
Allolactose O ] 5
foa =
(chil cam dng) =
=
&
1%
&
(=]
=
r_}o
b

Mang

& bao J J j
Lactose {C}

Vin chuyén vio (€ bic nhd
permease gin trén ming

Hinh 6.2. So d6 cac yéu td chinh kiém soét Jac operon
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{a)

3' 5!

Promoter ‘ Operator | Gene 1 Gene 2 Gene 3
ARN polymerase f| Rep‘ﬂs"r Suf phién ma bi phong b&
(b)
3 5
Promoter | Operator ‘ Gene 1 | Gene 2 | Gene 3 |
[ARN poymerase l l |
: AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAYAVAVAVAVAVAVAVAN

m mARN mARN mARN

Hinh 6.3. Qua trinh ¢cdm (ng enzym

{a) protein (c ché& gan vao operator va phong bé suf hoat déng clia ARN polymerase;
{b) chat cdm (mg gédn vao protein (¢ ché va bat hoat né. ARN polymerase tién hanh
phi&n ma cac gen 1,2,3 trong operon

6.3.2. Kiém soat ite ché Am

Ngoai cd ché cdm ing 4m (ho#c giai e ché) viza néu trén, con cé su thich ting
enzym 4m hay con goi la ftec ché€ 4m qua trinh tdng hop enzym. Trong trudng hgp
nay, su téng hgp enzym thay vi dudc gy cAm tng béi cd chit, thi né bi 1tc ché& bai
chinh ban than san phdm ma né xidc tac. Hién tugng nay duge quan sat thiy trong
trudng hgp téng hop acid amin tryptophan va histidin. Tryptophan duge tdng hop
theo 5 bude, mbi bude duge xic tac bdi mét enzym dic hidu (hinh 6.4). Cac gen dap
{tng cho 5 enzym nim trén mét operon, théng thidng theo mdt trat ty gidng nhu
trat tu cia san phidm enzym cla ching trong qua trinh sinh téng hagp.

Gen diéu hoa cho hé théng nay luén luén san sinh ra mét loal protein khéng
chiic néng, duge goi la chat e ché gée. Khi tryptophan sén xuét du thiia, thi st
qué tai cua tryptophan sé tac dong nhu mét chit déng e ché. Chit déng tc ché
gan vao chit te ché gdc hinh thanh nén mét phite hop e ché chiie ning. Phitc hop
tc ché chiic ndng ndy gin vao operator trp, va tic ché& sy phién ma cua 5 gen ciu
tric trén operon. Cac viing promoter v operator cia operon niy nhiéu khi phu
1én nhau va gin duge phitc hdp co ~ aporepressor, do d6 ARN polymerase khé chen
vao duge. Khi noéng d¢ tryptophan giam xudng, tryptophan tach khéi chit tc ché
gdc va chit te ché gdc rdi khéi operator, thi ARN poiymerase lai téng hop duge
mARN da cistron cho 5 enzym téng hop tryptophan.
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Regulator genes (Gen diéu hoa)

Thir
Tryptophan - (}():grrlegplgisf:?l%) A]’JOI.‘E]JI"CSSDI'
b a o

(Uc ché géc)
| Repressor |

Cic enzyme Cic gene
> . €5 = s
= 5
5
Z < €4 < g4
=
&)
g
O :4—-—6]—>63< gr—> g5
o
O

Hinh 6.4. Kiém soat (rc ché am trong hé tryptophan cla E.coli
6.3.3. Co ché& diéu hoa suy giam

Co ché diéu hoa tht hai nay duge phat hién & hé tryptophan. Tai ddu 3’ cla
operon phién ma mARN da cistron tuong Ung g;, g5, €3, €4, g5 6 Mot trinh tu gébm
162 base, phan bd giita operator va gen cdu trdc thd nhét, duge goi 1a trinh tu
ddn (hinh 6.5, hinh 6.6).

Poan che phi

3 Promoter 5
ADN | [ | | lLeader scqucnccl Genl lGenZ I Gen3 | Gen4 | Gen5 [ ‘|
. (Doan dan)
Operator

Hinh 6.5. Su phan bé gen cua tryptophan operon

Phén ma hoa 7-uracyl

e ' xx : I Tryp operon |
Ma hoa cho
vi tri gén —
. 1tri .;tm ngimg
ribosom phlén ma
Bo suy giam Trinh

két thic

31

Trinh ty din

Hinh 6.6. Sap x&p cac vung nucleotid trong trinh tu dan
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Trinh ty dan chita mét phan déng vai trd bo suy giam, chinh b suy gidm nay
mé hoa phan tit peptid dan chita 14 acid amin bao hiéu cho sy phién mé dimg lai.

Trinh ty dan chia 4 viang, trong dé vung A chiia hai codon mi hoa cho 2 codon
ma sao cho tryptophan (UGGUGG) duge ky hidu XX. Phan D trude khi néi véi
Tryptophan operon cé mét trinh tu ma hoé cho 7 — uracyl! trén mARN.

ARN polymerase chuyén déng doc sgi c6 nghia ADN theo chidu 3 — 5 va phén
td mARN tuong tng sé dude téng hop theo chidu 5 — 8. Gin dau 5 ciia mARN la
vi tri gén ribosom (hinh 6.7).

33

ADN
¢& nghia

Trmp. opcron

ARN polymerase d

Hinh 6.7. Sy chuyén dich cla ribosom trén mARN

Ribosom gin nhu chuyén dich lién tiép theo sau ARN polymerase trong qua
trinh phién ma va giai ma. Ribosom gén va trugt trén mARN. Céc ving A va B ¢6
thé bit cip véi nhau vi ¢6 chia nhiing trinh tu bd sung va ving C, D cling vay.
Nhung néu B ciing bt cip duge vi tri véi C thi sé c6 thé hinh thanh nén 3 nut kep
toc A/B, B/C va C/D.

Trong diéu kién thita tryptophan thi ribosom dich ma ra sgi peptid dan, do dé
vung B va C cia mARN khéng tao nit duge. Nh do, ving C va D bét cap dude véi
nhau tao thanh nut kep téc ngimg phong b& ARN polymerase. Khi d6 Tryptophan
operon khong hoat déng. Néu méi trudng thisu tryptophan thi ribosom sé dirng lai
d cac codon tryptophan clia ving A.

Vi ribosom phu 1&n A, nén B bit cip véi C, do viy C khéng thé bét cap véi D
nén khéng hinh thanh duge kep téc nging. Nhy dé, ARN polymerase tiép tuc
phién mé céc gen cdu tric cha tryptophan operon tao nén mARN téng hdp cac
enzym cho tryptophan (hinh 6.8).

Sy phién mé suy gidm ctia tryptophan operon ciing nhay cam véi cic néng do
clia mét 58 acid amin khéc ngoai tryptophan nhu histidin va leucin.
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Hinh 6.8. M6 hinh phién ma suy giam cla operon tryptophan E. coli
(a)Thtra tryptophan: ngimg; (b)Thiéu tryptophan: khéng ngimng

6.3.4. Kiém soat cam tng duong

Da s6 cac hé thong tdng hop enzym cam ting dude biét cho dén nay déu hoat
dong nho su diéu hoa Am tinh, giéng nhu da néu trong vi du di hoa lactose. Khac
v6i su diéu hoa téng hdp enzym Am tinh trong qua trinh trao ddi lactose, cac
enzym ctia qua trinh trao ddi arabinose & E. coli nhd su kiém soat ctia repressor c6
kha nang thuc hién diéu hoa duong tinh va 4m tinh. Arabinose la duong ma su
chuyén hoa ctia né doi hoi 3 enzym dugc ma hoa bdi cac gen araB, araA, araD. Khi
méi trudng khong cé arabinose thi 3 enzym trén chi ¢c6 mét lugng rat nhé. Khi bé
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sung arabinose vao méi trudng nuéi ciy ham lugng 3 enzym nay cung tang lén.
Qua trinh cam tng duge diéu hoa bdi mét gen araC nim gin 3 gen trén nhung
cach ching béi phitc hgp diéu hoa (gém operator (ara0) va initiator (aral), aral
chita promoter cia nhém BAD.

San pham protein ctia araC (AraC) 1a chét tc ch& ctia nhém BAD khi méi
truong khong c6 arabinose. N6 luén ludn gin vao araO lam ADN cé dang loop nén
ARN polymerase khong gén vao dugc dé phién ma. Tuy nhién, sau khi gin véi
arabinose thi repressor nay bi bién déi cau hinh thanh phitc hop hoat hod rdi
khoi operator (araO) va gin vao initiator (aral), tao diéu kién cho ARN
polymerase gin dude vao promoter ctia BAD, nhd dé cam tung duge su phién ma
cua operon. Ban than AraC ty diéu hoa chinh né bing cach gin vao araC.

Can luu y réng, operon ctia arabinose dugc coi 1a mét trong s cac operon nhay
cam déi v6i glucose va do d6 su téng hgp mARN ctia né ciing phu thuéce vao lién
két cua CAP la mot protein hoat hoa gen di hoa véi promoter BAD. N6i cach khac
dé cho operon ctia arabinose hoat dong manh cin c6 hai tin hiéu diéu hoa duong
tinh, tin hiéu thd nhat thong bao sy c6 mit ctia arabinose, tin hiéu thit hai su
ving mit ctia glucose.

Initiator/
(a) Operator ~ Promoter
araC araO aral araB araA araD

mARN — H H s
Arabinose - . :

Kinase Isomerase Epimerase

Ar ARN polymerase
Hinh 6.9. Kiém soat cam g duong & operon arabinose

Adenosine monophosphat vong (cAMP), protein hoat hoa gen di hoa (CAP) va
protein nhan AMP vong (cyclic AMP receptor protein = CRP) tham gia vao su diéu
hoa cua hé théng arabinose. AMP vong c6 kha ning hoat hoa cho nhiing promoter
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¢6 ai lye yéu nhung ban than né khong gén duge vao promoter. Muén lam diéu nay
né phai lién k&t v6i CAP hosc véi CRP. Khi AMP gén dudc vao promoter né sé
hoat hoa ARN polymerase va ARN polymerase sé gin dudc vao promoter.

6.3.5. Pa kiém soat

Mét locus di truyén cé thé duge kiém soat bdi nhidu cg ché khac nhau. Khi ¢é
mit glucose thi vi khudn E. coli khéng cén thiét phai phan gidi mét loai dudng nao
khéc va cac gen ma hoda cho cac enzym phan giai cac dudng Ay cling déng lai. Vi
du, néu khéng c6 glucose nhung cé lactose trong méi trudng thi lac operon dugc
cam ung. Nhung néu ¢6 glucose thi sy cam 1ing clia lac operon sé khong x4y ra.
Hién tugng nay duge dat tén 12 hidu ing glucose (glucose effect), ngay nay ngudi
ta goi hién tugng nay la ic ch€ di hoa (catabolite repression). Phic hé ctia 2 chit
hoat hoa tc ché di hoa 1a cAMP va CAP.

V6i lac operon (hinh 6.2) ¢ diy c6 vi tri gdn phic hé cAMP - CAP. ARN
polymerase chi gdn c6 hiéu qua vao promoter néu phitc hgp cAMP — CAP ciing
dugc gén vao vi tri nay. Khi mitc glucose ting 1én trong té bao, thi lugng cAMP
giam xudng va sé cé it phtic hé cAMP — CAP hon ¢6 thé dang d€ hoat hoa lac
operon. Ban thian cAMP khéng gin dudge vao promoter dé ARN polymerase dé gén
vao ADN, né phai lién két véi CAP 1am thay déi cau hinh cia CAP. Liic d6 phic hé
cAMP - CAP gén dugc vao promoter. Su diéu hoa nay i sy diéu hod cAm tng
duong tinh.

CAP dugc sinh ra & miic 4§ thap do mét locus di truyén d#ic hidu. Enzym
adenylate cyclase (adenylcyclase) bién adenosine triphosphat (ATP) thanh
adenosine monophosphat vong (CAMP).

6.4. KIEM SOAT SAU DICH MA

Sy biéu hién ctia gen ¢é thé dugde didu hoa sau khi protein hinh thanh.

Sy kim ham ngudge con goi 13 su Ge ché bdi sdn phém cudi, cling 14 cd ché diéu
hoa c6 su tham gia Gc ché ctia enzym. San phdm cuéi ciing cla qué trinh sinh téng
hgp (thudng 14 phan t nhé nhu acid amin ching han) ¢6 thé lién két chit chd (néu
& néng dd cao) véi enzym diu tidn dude tdng hop ra. Su lién két nay khong xay ra
tai vi tri xic tdc (trung tdm hoat ddng) clia enzym ma & vi tri gAn chat kim ham (vi
tri difu hoa) 1am bién tinh cfu tric bic 3 hay bic 4 etia enzym, do d6 bat hoat vi
tri x1c tac.

Su bién hinh di lap thé cia enzym sé phong bé kha ning xtic tac cia enzym va
ngin can sy san xuit qua db ciua san phim cudi cing trong qué trinh sinh téng
hdp céc chat chuyén hoa trung gian.
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Hinh 6.10. So d6 kim ham ngugc trong E. coli
(e = enzym; g = gen; 1,2,3,4,5 = cac chat trung gian)

Vi dy, san pham cudi clng isoleucin trong E. coli khi xuft hién & néng dd cao,
lién két véi enzym ddu tién (e;) clia qua trinh sinh téng hop va do vay kim ham
toan bd con dudng nay cho dén khi isoleucin tré lai mdc binh thudng théng qua
mtc tiéu thu cia té& bao.

Chét khdi dau cia chudi gdm 5 phan ting nay 1a threonin. Phan ung d4u tién
threonin bién thanh acid o - ketobutyric do enzym threonin — desaminase, qua
mét loat qua trinh chuyén hoa tao ra san phim cuéi 1a isoleucin. Vao mdt thoi
diém nao d6, isoleucine khéng dugc t& bao st dung dén s& lién két trd lai vé
threonin-desaminase va kim hiam téc dung enzym nayy. Céc enzym tuy van duge
hinh thanh nhung khéng hoat déng dudge. Viée tdng hgp isoleucin bi dinh chi cho
dén khi t&€ bao diing hét acid amin thita.

Tém tet

Vi khuén séng trong mdt méi trudng canh tranh gay gét, ching cn phai thay
dét nhanh chéng trong co ché chuyén hoé dé séng s6t. Nhidu vi khudn tao ra cac
phuong thic chuyén hoa dé€ thich tng véi su thay d6i ndy, cic enzym trong qua
trinh chuyén hoa chi duge téng hgp khi cin thiét. Su kiém soat nhu vay dude thye
hién 6 mie d3 gen.

Cac enzym cén cho cac phuong thite di hoa chi dude tao ra khi ¢6 sin mot chat
dinh dudng dédc biét nhu lactose. Cac protein fic ché kim ham su bidu hién gen va
tac dong tc ché bi kim ham béi cac chit cAm ting, cic chit cAm dng ban than né 1a
cdc phédn ti dinh dudng hay cac phan ti ¢6 ngudn gde ti chat dinh dudng. Cac

kiém soat nay bi thay d6i néu c6 sy lua chon gilta glucose hay lactose thi glucose
duge vu tién hon.

O phuong thic déng hod, cac enzym can cho sy sdn xu&t mét acid amin dac
biét nhu tryptophan chi duge téng hgp khi tryptophan khéng ¢6 sdn 8 vi khudn.
trong trudng hop nay, cic chét e ché 1a sdn phdm cubi ciing clia qué trinh.
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Cac phuong thic khac cia su kiém soat bidu hién gen 1a bang cac protein hoat

hoa, day la su kiém soat duong. C6 su tham gia cia cAMP vao viée diéu chinh su
biéu hién gen & vi khudn.

CAU HOI

1. Protein itc ch€ khac véi protein hoat hoa & ché:
a) Gén vao operator ngin cAn phién ma gen céu tric
b) Thudc dang diéu hoa 4m
¢) Gén vao vi tri khdi dAu trén promoter
d) Gan vao vi tri tang cudng
e}a, b

2. Hai chitc nang chi yéu cta enzym B - galactosidase thé hién &:
a) Phén giai lactose thanh glucose va galactose
b) Phén giai lactose thanh glucose va fructose

c) Bién ddi lién k&t 1 -4 glycosid cla glucose va galactose thanh 1 -6
trong allolactose

d) Bién déi lién két 1-6 glycosid trong allolactose thanh lién két 1-4
trong lactose

e)a,c
3. "Hé lactose" hoang dai ciia . coli cé:
a) Gen didu hoa (Is)
b) Operon chita promoter (Picr) va operator (Oc)
c¢) Operon gén} viing promoter va enhancer
d) 3 gen ciu tric: B - galactosidase (Z ¥, permease (y ¥, transacetylase (a ™
e)a,b,d
4. "Hé lactose" thudng xuyén san sinh protein tic ch& § mitc thap vi:
a) E. coli chudng lactose hon glucose
b} Promoter cna operon nay kém hiéu suit
¢) Promoter cuia operon nay gin vdi ARN - polymerase
d) Chat tc ché dugc tong hdp trong té bao ¢6 thay ddi
e) a, b ding
5. Chét ttc ché goc la:
a) Protein khéng chife néng sinh ra do gen diéu hoa ctia hé tryptophan
b) Tryptophan '
c) 5 enzym téng hgp tryptophan
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d) Trinh ty din

e) 5 chat chuyén hoa do 5 enzym tham gia téng hgp tryptophan

Operon cia arabinose dugc coi 1a operon nhay cam d6i véi glucose vi

a) AMP ting khi ham lugng glucose tang

b) AMP vdng c6 kha nang hoat hoa promoter y&u

¢) AMP muén g&n vao promoter phai nhd CAP

d) AMP gin dudc vao promoter sé hoat hoa ARN polymerase

e)b,cvad

Su kim hdm nguge khéng chdp nhan trudng hop:

a) Su tc ché bdi sdn phadm cudi cliing

b} Co ch& diéu hoa c6 sy tham gia tic ché cta enzym

c) Sy lién két gilta san phdm cudi ciing véi enzym & vi tri didu hoa clia
enzym lam bat hoat vi tri xtc tac

- A ~ " i it - P - - . - -
d) Su lién két gilta san pham cusi cung v6i enzym & vi tri xic tic cua
enzym

e) Su bién hinh di 1ap thé ctia enzym sé phong b& kha ning xiic tac cua
enzym

Operon gom:

a} Vung khdi dong (promoter)

b) Cac gen céu tric

¢} Vi tri diéu hoa

d) Chép GMP

e)a,bvac

Operator 1a:

a) Doan mARN gén duge protein diéu hoa

b) Doan ADN chuyén biét gin dugc protein diéu hoa
¢) Poan ADN n&m trudc promoter

d) Poan ADN nim sau promoter

e) Gen tong hdp protein

. Kiém soat duong khac véi kiém soat 4m vi cin phai:
a) Loai b tich cuc phéan tii (e ché

b) Hoat hoa qua trinh khéi ddu ciia ARN - polymerase
¢) Pua vao co — repressor

d} Loai bé co - repressor

e)avad
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Bai7
BO GEN TE BAO NHAN THAT

MUC TIEU

' _' - So s&nh d‘wdc bo gen cla té

— Mo td duoc cde Iogu trmh _-tw ch
nhén thgt. -

8 Neu dlth su’ bzeu h:én cua bo gen‘té’ ba nhﬁn.lthdt“ : 252
- Neu dugc cdc cach kzem sodt sw bze_-_' htén ua 0 gen

7.1. MO PAU

Cac bd gen t&€ bao nhan that phiic tap hon t& bao nhan nguyén thuy. S6 gen
mé hoa cho protein ciing nhiéu hon gip tram lan. Su du ADN dugc thé hién &
nhiéu loai trinh tu khac nhau. ADN cta t& bao nhan that 8 dang thing, con & t&
bao nhin nguyén thuy thi ¢ dang vong.

Diém khac nita 1a sy phién ma va dich méa & t&€ bao nhéan that dude phan ra
lam 2 giai doan tam thoi vé mit khong gian: sy phién ma xay ra trong nhén, con
su dich ma xay ra trong té& bao chit. Ngude lai véi t&€ bao nhan nguyén thuy: su
dich mé ctia phén ti mARN c6 thé bt ddu trude khi mARN duge tdng hop Jliong.

7.2. TO CHUC BO GEN O TE BAO NHAN THAT

7.2.1. Kich thuéc ctia bd gen t€ bao nhan that - gia tri C

Gia tri C (C - value) duge dung dé dién ta kich thude bd gen ctia mét loai, né
biéu thi s6 cip nucleotid (thusng bién dién bdng don vi Mb hay Mbp — megabase
pair) ctia bd gen don bdi ciia mot sinh vat té bao nhan that. Cac té& bao & té& bao
nhan that chita nhiéu ADN hon 14 cac t& bao nhan nguyén thuy (bang 7.1).
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Bang 7.1. Bd gen chira acid nucleic

B6 gen S6 lugng gen S6 c&p base
Thuc vat <50 000 <10™M
Ngusi 25 000 3.10°
Giun 14 000 10°
Rudi 12 000 - 1,6.10%
Nam 6 000 1,3.107
Vi khudn 2000 - 4 000 <107
Mycoplasma 500 <108
sSADN virus
Parovirus 5 5 000
Phage fx174 | 1" 5387
dsARN virus
Coronavirus 7 20 000
Infuluenza 12 13 000
TMV 4 6 400

-Phage MS2 1 1 300
Viroid
PSTV ARN 0 359

Nghich 1y gia tri C 1a mét khai niém phan aAnh sy khéng tudng xdng giiia kich
thude bo gen (gia tri C) vdi s§ gen clia mét loai. Vi du, ngudi c6 bé gen 16n hon giun
dén 30 1an nhung chi gdp d6i vé s8 gen. Nhut vay phén 1én trinh ty t3n tai trong b
gen khong lién quan dén gen.

7.2.2. S0 d6 khai quat vé cac loai trinh tw ADN

7.2.2.1. Sy khéng dong nhét ciia ADN té'bao nhén thét

Khi tich ADN cta t€ bao nhén that bing siéu li tdm trén thang néng db
Cesium chlorid, c¢6 3 vét duge ghi nhan (hinh 7.1).
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Hinh 7.1. Su xuat hién cia ADN vé tinh sau khi siéu ly tam

Sy khong ddéng nhit cia ADN té& bao nhén that thé hién ré hon khi thize hién
phan Ung tai hop (reassociation). ADN dude cit nhd va cho bién tinh rdi sau d6 cho
héi tinh. Khi hdi tinh, cae doan c6 trinh tu b8 sung dé tai hop véi nhau, nhd vay
nhan biét cic trinh tu lap lai.

Péng hoc tai hgp thanh cip cia ADN t€ bao nhan that khac vdi t&€ bao nhéin
nguyén thuy (hinh 7.2). Dudng cong tai héi clia t& bao nhin nguyén thuy cé dang
hinh sigma dién hinh, chiing t6 su déng nhét cia cac trinh tu trong tai hgp. 3 t&
bao nhén that dudng cong phic tap hon, kéo dai mdt khoang réng céc gia tri Cyt
(don vi cGia né 1a s6 mol nucleotid/lit/gidy) va ¢6 chita 3 thanh phan lip lai § mac
dd khac nhau:

— ADN lap lai nhiéu (tai hop rat nhanh), chiém khoang 10 - 15% bd gen.

— ADN lap lai trung binh (tai hgp nhanh vita), chi€m khoang 25 — 40% b gen.

— ADN duy nhat (tai hop rat cham), chi€m khoang 60% b gen.

Phitc hgp ciia mét vai b gen da biét kich thude cb thé duge tinh todn bing
cach so sanh dudng cong Cgt ctia né véi dudng cong Cyt cia mdt ADN § mét phie
hop da dudge biét trude (thl{Eing 14 ADN E. coli v6i kich thudc b gen ¢6 téng chiéu

dil cha cac trinh tu 1a 4,2.10° bp). Cach so sanh nhu vay st dung Cgt % clia mot

dan 5 ADN, d6 1a gia tri Cyt & thoi diém 50% ADN da tai t3 hop.
Cot 1/2 cia ADN tu bd gen thi nghiém = phic hgp hién dién cia bd gen thit

nghiém.

Cot 1/2 cia ADN E. coli = 4,2.10° bp.
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Hinh 7.2. Buéng cong tai hdp clia ADN dong vat ¢6 vu
t. ADN c¢6 kha nang bat cp tc thai; 2. ADN bt ¢3p cham hon 10~ 3<C,t<10;
3. ADN bat cap rat cham 10 < Cgt < 10°

7.2.2.2. Cdc trinh tu ADN lgp lai ¢ mitc dé cao

Céac trinh tu nay cling duge biét nhu 1a ADN vé tinh (satellite DNA), bdi vi khi
ADN cua bd gen duge cit ra va ly tAm trong cac néng d6 gradient ti trong cesium
chlorid. Céae chudbi l4p lai cao thudng hinh thanh cac dai bang vé tinh cach xa dinh
chinh (kha rong) so vdi cac chudi lip lai trung binh hay duy nhét. Didu nay cho
th&y ring ADN lip lai cao thudng cé mdt thanh phin base khac véi thanh phin
cua bd gen (va vi vAy ty trong cac phin néi khac nhau).

Cac trinh ty nay chi€m 10- 15% bd gen chia dong vat c6 vii va khong ma hoa
cho protein. Ching lién quan dén cic chat di nhiém sic co cdu (constitutive
heterochromatin).

Phéan tich trinh ty nucleotid cho thay chiing gém 3 loat:

— Ho ADN vi vé tinh: gobm cic doan nhd ctia trinh tu lap lai lién tuc (tandem)
c6 trinh tu don gian (thudng 1~ 4 bp) vA nim rai rac khdp b6 gen. Trong trudng
hgp 1ap lai 1 nucleotid, A va T thudng gap, chiém khoang 10 Mb hay 0,3% b gen
t& bao nhan that. Trai lai, G va C rit hiém gap. Trong trudng hop lip lai 2
nucleotid, doan lap lai CA (GT trén s¢i b8 sung) thudng giip, chiém khoang 6% bd
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gen va thuong da hinh. Poan lip lai CT/GA ciing phé bién, thusng xay ra trén mdi
50 kb va chi€m khoang 2% b6 gen, nhung CG/GC rat hiém. Diéu nay do C b sung
v6i G § dau 8’ bi methyl ho4, k&t qua tao TpG (hay CpA cha sdi b8 sung). Doan lip
la1 3 va 4 nucleotid kha hi€m, thudng da hinh va duge nghién citu ding lam chat
danh dau da hinh. Diém néi bat cia ADN vi vé tinh chua duge biét. Cac doan lap
lai xen ké purin — pyrimidin, nhu cac doan lip lai lién tuc cla cip 2 nucleotid
CA/GT, c6 kha néng phi hgp cau tao cia ADN xen ké&, Z - ADN, in vitro, nhung it
¢6 bang chiing chung ciing lam nhu vay trong t& bao.

— Loai thit hai: tudng lng véi cace trinh ti 1ap lai tandem nhung véi céc doan
dat hon (100 — 200 bp).

— Loai thit ba: ¢6 nhiéu trinh ty lap lai mic d6 cao, phan tan phia ngoai chit
di nhiém sic nhu trinh tu CEN va trinh ty TEL.

+ Trinh t@ CEN: céc trinh ty CEN lip lai cao 1a clia cac tdm dong

{centromere). J nAm men Saccharomyces cerevisiae gdm:

Trinh ty diu cé 9 ciip base 5TCACATGAT.

Trinh tu gitta c¢6 80 — 90 ciip base, rat gidu A va T (>90%).

Trinh tig 11 cip base & dau FTCGATTTCCGAA.

Cac trinh ty nay ¢ ADN ngudi phiic tap hon.

— Cac trinh ty TEL:

Céac trinh ty TEL thuc cidc nhom telomere (ddu miit ctia nhiém sdc thé) véi
nhiéu vai tré khac nhau nhu bao vé ddu mit nhiém sic thé khdi bi ¢it, giit chiéu
dai caa nhiém sdc thé khi sao chép, gén véi mang nhan va kim ham sy bidu hién
cla cic gen 6 dau miit,

Céc trinh ty TEL c¢6 tinh bao ton trong tién hoa. Ching c6 s6 lan lip lai cao,
giau C va A: CC(C)ACACA(CA) 6 nAm men, CCCTAA & ngudi. PAu miit cia nhidm
sic thé giau G gap lai hinh kep téc c6 cau tric 4 mach. C4u trie nay bao vé dau
miit nhiém sfc thé khéi bi cit bdi nuclease, déng thdi khi sao chép giit ddu muit
khdi bi mat cac trinh tu ma hoa.

Cac chudi vé tinh 13p lai cao thudng thdy trong tat c& cdc nhiém sic thé ctia bo
gen. Vi dy, 25% b6 gen cua Drosophila virilis ¢6 trinh ty ACAAACT, hién dién
khéng it hon trong 107 ban sao.

7.2.2.3. Cdc trinh tu ldp lai ¢ mite dé trung binh

Loai trinh tyt nay chiém 25 — 40% bd gen ngudi. Chiing ciing gdm céc trinh tu
lap Ial nhung dai hon (100 — 1000 bp) va da dang hon nhiéu so véi loai lap lai cao
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(vé tinh). Cac trinh tu nay phin tan trong bd gen vi néu cit bé gen thanh doan
20 — 40 kb thi ¢6 90 dén 100% s& doan c6 trinh tu lap lai trung binh, Trong s8 cac
trinh ty l4p lai trung binh, ¢6 c4c ho trinh ty déc hiéu 1a SINE va trinh tu LINE,

M4t t&€ bao nhén that ¢ thé c6 hang tram nhém ADN l4p lai trung binh, véi
moi nhém c6 khodng tit 50 — 10° doan lap lai.

Cé mét s6 lugng 16n cac nhém khac ADN lip lai trung binh trong b6 gen ngudi,
nhut chudi 6400 cip base duge lap lai tir 3000 — 4600 lan dudge tinh cho khodng 1%
trong téng s6 ADN ngudi.

— Cdc trinh ty SINE (con goi la Alu & nguoi)

Mot trong nhing nhém lén nhét cia ADN l4p lai trung binh & ngusi 1a phiic
hgp cua cac chudi duge goi 1a ho Alu. 88 di cé tén nay vi né cé chiia vi tri nhén dién
cho enzym cét gi6i han Alul. Chudi Alu xuét hién khodng 3x10° ln trong bd gen
don bdi cua ngudi, vi vay chiém khoang 3% ADN ngudi.

Alu chda mét lugng 16n GC va miic di nam rai rac khip chat nhidm sdc hoat
déng (euchromatin) chia bd gen, nhung ching thudng & trén nhidm sic thé R va
thdy trén dai xanh khi dang thuée nhuém Giemsa chuin va chita cac vimng cé kha
ning phién mé cua bd gen. Chiéu dai toan bd clia doan lap lai Alu khodng 280 bp
va thudng tiép theo bdi cac trinh ty thuan (6 - 18 bp) (c6 cung huéng), giau A tai
mét sgi va T tai sgi b8 sung. Tuy nhién, c¢6 su khdng d6i xiing tai cac doan lap lai
khong lién tuc: mét don vi lap lai chita trinh ty 32 bp bén trong nhung doan khac
khong c6. Cac monomer chita mét trong hai doan lap lai lién tuc va kiéu gen khéac
nhau cia dimer v monomer.

Su chuyén vi nghich tao ban sao clia céc phén t& 8 vi tri mdi, trong khi phan
ti cho ban dau vin gifi nguyén cu tric khong bién déi. Do vay, chuyén vi nghich
tao nén mot it doan dit va sy tai ciu tric cha bd gen t& bao chi. Nhiing bién ddi
nay sé& lam nging hay hoat hoa céc gen, ma mét 8 bién ddi nay cé thé giy ra ung
thu.

Hai don vi ldp lai cua trinh ty Alu gidng nhau vé trinh ty 7SL ARN, thanh
phén ciu tao chia ddu hiéu nhan dién, van chuyén protein qua mang ludi ndi sinh
chat. Do diéu nay ngudi ta tin ring trinh tu Alu ting 1én 12 nhd sy chuyén v1 7SL
ARN, do vay tao thanh gen gia cut 7SL ARN. Qua trinh chuyén vi trinh ti Alu xay
ra nhd enzym phién ma ngugec ma hoa bdi LINE - 1 (Kpn) va c6 thé la nguyén
nhin gy céc van dé lam sang. C6 thé s8 lugng 16n cac ban saoc gen gid cut lién
quan dén sy hién dién trinh tu promoter trong trinh ty 7SL ARN (gen 7SL ARN,
gidng gen tARN duge ma hoa bdi ARN polymerase II tit mdt promoter ngl). Nguge
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lai, gen gia cut tit ban sao ARN polymerase II thiéu trinh tu promoter va chiing
chi ¢6 thé biéu hién néu ching & gin trinh tu promoter ¢6 chitc nang.

Hién nay chiic nang cuaa trinh ty Alu chua dugc biét. Mic du tdn sé thuong
gdp la 1 ban sao trén 4 kb, nhém cac doan lap lai Alu xay ra tai cac ving bt ky.
Do chiing c6 mat khip noi, trinh tu Alu duge xem nhu thic ddy qua trinh tai t6
hgp khéng tuong déng, nguyén nhan giy bénh trong mét s& truong hgp nhung
ciing c6 thé 1a cac tién hoa do thic ddy nhan déi ADN. Mac di thudng thiéu mot
trinh ty ma ho4, trinh ty Alu thuong tim thay tai cac vi tri khong ma hoa néi sinh,
tai intron va céc trinh tu khéng dich ma. Do vay, chiing thudng hién dién trong
ban phién ma ARN d4u tién tit gen ma hoé polypeptid, thuong 1a mARN. In vitro,
trinh tu Alu ciing c6 thé dude sao chép tit promoter noi nho ARN polymerase 111 va
ban sao ciia moét vai trinh tu Alu do sy tich liy cac ARN té& bao chat c6 thé lién két
v6i protein ciia ddu hiéu nhan dién.

€«— 130 > 60 »

| Giau'A E}iéu A
Alu 900 000 bédn
[ t ]ﬂ I - sao/ bd gen
,/"/ Cédc ving ",/" \‘\‘ “\
e twong dong pty \ \
J,’r" ’/”, \\\ 32 .\‘
I ‘ Bk 7SL
~ 300 pb >

Hinh 7.3. Cac trinh tu SINE

— Cdc trinh tw LINE

Ching gom cac ho LINE 1 hay Kpnl va THE 1, xay ra d mdi 50 kb trén bo gen
ngudi. Cac trinh ty LINE dugc tao ra do cit b gen v6i enzym giéi han Kpnl.
Chung c6 chiéu dai khoang 6 va 7 Kb véi gin 5 000 ban sao nguyén ven va 100000
ban sao ting phan rai khip bo gen ngudi. Ching 1a nhiing trinh tu lip lai khong
ma hoa dai nhét va thudng ¢ viing gidu AT, giong nhu cac trinh tu Alu (hinh 7.3).
Cac ban sao ma trinh ty LINE gin véi protein tao thanh phtc hop
ribonucleoprotein. O mdt dong t€ bao ngusi bi ung thu vong mac
(teratocarcinome), ngudi ta quan sat thay cac ribonucleoprotein nay. Su xen doan
LINE vao cac vi tri khac nhau c6 thé gy hau qua nhat dinh, nhu trong trudng hop
bénh mau khong dong A (hemophilia A).

Trong ho LINE 1, nhiéu doan c6 kha ning chuyén vi. Chiéu dai toan bé 1a 6.1
kb va ¢6 2 ORF, tuy nhién ching khong hién dién trong hau hét trinh tu riéng ré.
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ORF 1 6 gin cudi (ddu tan cung 5) va ma hoa protein chua rd chiic ning p40
(trong lugng phén tid khoang 40 kDa). ORF2 c6 nhiing vang giéng véi trinh tu
nucleotid ma hoa cac enzym phién ma ngudgc khac nhau va cac protein virus khac.
Cdu tric hoan chinh ctia LINE 1 chita mét promoter trong viing ADN khéng dich
maé trude ORF1 (goi la 5"~ UTR) trong khi tai dau 3’ ¢6 trinh tu (A)n/(T)n, thuong
¢6 dudi poly A. Trong truong hop céc cdu tric khac 6 thé chuyén vi va cic cdu tric
LINE - 1 bi kep bdi cac trinh ty d6i ngdn. C&u tric LINE - 1 hoan chinh kha hiém
(chi khoang 3500 ban sao) va hiu hét cac doan lap lai bi cut 6 dau 5’ do vay ching
c6 chiéu dai khac nhau va thuong cé dusi polyA. Céc ciu tric LINE - 1 thuong &
viing chit nhiém sdc nhung khéc véi trinh tu 1ap lai Alu do thich & nhanh G t&
(Giemsa duong) ctia nhiém sdc thé ki giita. Giéng Alu, chiing thiéu cac trinh tu ma
hoa nhung cé thé tim thdy cac trinh tu khéng ma hoa ndi sinh. Do vay, ching hién
dién trong ban sao ARN d4u tién cta cac gen 16n nhung khéng c6 trong mARN.

6,1 Kb

Viing khong bdo ton Ving gidu A

J LINE-1 (L-1)

I Viing bio (on hoic Kpn-1

Lip lai tryc ti€p khong ¢d dinh

A

Khodng 2 Kb >

Liap lai tryc tiép

Hinh 7.4. Trinh tu LINE
— Cadc gen cua rARN, tARN, ARN 58 va ARN 7SL

Mot loat cac gen giit vai trd quan trong trong sinh téng hop protein nhu cac
gen ribosome, tARN, ARN 58 va ARN 7SL c6 su lip lai hang nghin I4n.

+ Gen nhom I: cac gen ctia rARN

Cac gen rARN dugc phién ma bdi ARN polymerase I. Ban phién ma dau tién
la pre —rARN, sau khi cit néi tao ra 3 loai rARN la rARN 28S, rARN 18S va
rARN 5,88. Cac gen nay khéng phan tan ma xép thanh cum (cluster), méi cum c6
thé hon 200 ban sao. O ngusi, cac cum dé dugdc tim thdy trén vai ngén cta cac
nhiém sdc thé tdm dau (acrocentric) 13, 14, 15, 21 va 22, chi€m khoang 0,4% b6
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gen. Cac nhém nay x&p quanh y&u td té chitc hach nhan hinh thanh kiéu cau tric
dac biét trén nhidm sdc thé va d gian k¥ tao nén cac hach nhan (nucleolus).

Céac gen 288, 5,85 va 18S rARN bt thuong do cac gen nhan chiém s6 ludng
16n, duge phién ma riéng ré, d4u tién chung duge biéu hién nhu la cac ban sao da
gen, theo cach cfia gen ty thé. Poan sao chép ciia 13 kb bidu hién tién 458 rARN
sau d6 trai qua nhiéu phan fing khac nhau dé tao thanh 288, 5,88 va 18S rARN
trudng thanh. Giéng nhu cac san phdm cia gen ty thé, cac san phdm rARN riéng
ré cua nhéom rADN 14 cac thanh phan c¢é lién quan véi mét chiic ning riéng biét.
Do vay, viée st dung bat thuong cac ban sao ARN khéng khac so véi cac san pham
dich mA dau tién tif ti duge tach ra thanh 2 hay nhiéu chudi polypeptid ¢6 chiic
ning théng thuong. Vi du, phan ti insulin c6 2 chudi polypeptid dudc tao thanh tir
san phidm dich m& duy nhat. Cach di truyén nay ¢6 lién quan dén cac san phim
khéng trimg lap tit tién phan tit duy nhat hi€m khi xdy ra: cac thanh phén riéng
ré clia da sé protein da tiéu don vi 6 nguoi dude ma hoa bdi cac gen khac nhau,
thudng trén cac nhidém sic thé khac nhau.

+ Gen nhom IIT: cac gen tARN, ARN 55 va ARN 7SL

Cac gen nay dude phién ma boi ARN polymerase III nén goi 14 nhém III.
Nhém nay gém cac gen mi hoa cho mét s6 ARN nho tim thay trong nhén va té bao
chit.

O ngudi c¢é hon 200 gen ma hoa cho ARN 58. Cac gen nay tap trung thinh cum
& mét s8 didm nhit dinh ctia chat nhiém séic thé. O mét s8 loai nhu Xenopus s6 ban
sao cua ARN 55 ¢6 thé hon 20 000.

7.2.2.4. Cac trinh tu ddc nhét

Cac trinh tu déc nhat chiém phan 16n b gen (chiém khoang 60%), gom 2 loai:

~ Céac gen méa hoa cho protein.

- CAc gen gia.

Cac gen ma hoa cho protein thugc nhém II vi né duge phién ma do ARN
polymerase II. Trit cac gen ma hoa cho protein histone, cac gen nhém II ¢6 trinh ty
dée nhat ho#ic véi s6 it ban sao. Cac gen nhém II nay hdu nhu chi ma hoa cho mét
loai protein.

Da 86 chiing ¢6 trinh tu dc nhat hay gin nhu doc nhat. Mét s6 gen ¢ ban sao
thit hai trong qua trinh tién hoa. Ca hai ban sao nay c6 thé chuyén déi bé tro:
nhau, nhu trudng hdp cic gen o ciia globine, Dai khi, hai ban sao ¢é sy phin hoa
nho trong tién hoa ra hai protein nhung it khac nhau.
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Mot gen c6 thé tao ra duge nhiéu ban sao rat sém trong qua trinh tién hoa.
M&i ban sao ¢6 sut phan hoa déc lap nhau do hién tuong nhan dé6i {duplication). Sy
phéin hoa nay din dén hang loat gen ma hoa cho céc protein tudng dong. Su bidu
hién cua céc gen nay phu thude vao kiéu hay trang thai cua t& bae. Cac gen nhu
vay hién dién & dang lap lai thanh ho. Vi dy, nhiéu ho gen da duge biét nhu:

— Ho cac gen Globine,

— Ho cac gen Actine.

- Ho cac gen Myosine.

Céc gen Globine tap hgp thanh cum: phic hgp cia cum o Globine n&m trén
val ngin ctia nhiém séc thé 16 va phic hgp B Globine ndm trén vai ngin cda

nhiém sic thé 11. Trinh ty sip xép cla gen tuong \ing véi trinh tuy biéu hién trong
qua trinh phat trién ca thé.

Hemoglobine 1 protein ¢é edu tric bae bén. '] dong vat c6 va trudng thanh,
ciu triic bac bén gdm 2 mach polypeptide « va 2 mach f.

Trong qua trinh phat trién ca thé cé sy thay déi cac dang c4u phan nhu
bang 7.2.

Bang 7.2. Mach Globine & ngudi trong qua trinh phat tridn ca thd

Peptide globine Phoi Thai Ngudi Ian
o — turdng E (xi) o &
B - tuang tu e (epsilon) Gy, Ay 3, B

Gen gia duge xac dinh bdi viéc chia cac trinh tu ¢é lién quan méat thiét véi cac
gen cdu tric, nhung khéng dich ma thanh protein chiic nang duge.

Su sdp x&p chia cum cae gen 3 - tuong tuy globine ctia thé dude trinh bay & hinh
7.5. C6 4 chudi B - tuong ty globine trong nhom nay. Gen B, dude biéu hién & cac
thé trudng thanh, trong khi d6 cac gen B, va PB4 thi ¢6 hoat tinh chi yéu trong qua
trinh phat trién clia phéi.

Phén tich trinh tit 3, cho thdy ring mic du gen Ba c6 quan hé mat thiét véi cac
trinh tu khae trong cum, nhung né lai tich tu, mét s6 dt bidn bao gdm léch khung
va chudi két thiic, ngan chin B, ma hoa protein & bat ky phuong dién nao. Do do,
Bz ciia thd 1a mét vi du clia gen gid. Gen gia dude biéu'thi theo chit Hylap 1a ¥, vi
vay gen nay duge ky hiéu 1a Wp,. Loai gen gid nay dugdc xem 14 két qua tién hoa
cia mdt gen di ¢6 khi bidu hién nhung bay gid lai 1a gen d6t bién 1an. C6 mdt vai

vi du khac ciia céc gen gid loai nay, nhu cdc gen tudng tu B - tubulin & ngudi, cac
gen rARN 58 & Xenopus.
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Bidu hién phéi\ Gen gid Bifu hién ¢ trudng thanh

"4
Bs By _ WP By
Hi 8 Hi L] i

/1 ,T ADN vé tinh

Exon Intron

b I}
I 1 T T T T

0 5 10 15 20 25 30
(Tinh theo 1000 bp)

Hinh 7.5. Su sip xép cac gen B tudng tu
Gen gia VB, cla thé cling chita intron vi exon lién quan mat thiét véi gen ciu
tric B;. Nhung viéc mAt mot cip base & codon thit 20 ciia n6é dd giy nén hién tugng
d6t bién léch khung lam cham ddt ngay su dich ma sau d6. Gen gia cing c6 thé
duge tao ra khi 2 intron ¢6 xen gitia 1a mét exon va khéng ¢6 intron nio dude cit ra
khoi exon khi gen phién ma.

7.3. CAC MUC PO PIEU HOA BIEU HIEN GEN

O t& bao nhan nguyén thuy, ciing nhu & t& bao nhan that, céc co ché didu hoa
sy biéu hién cla gen c6 thé tac ddng & moét hay nhifu mic 6 khac nhau. Su diéu
hoa ¢6 thé 8 mic dd ngay ban than gen, bang su kiém soat thdi gian va téc do
phién ma. Cac ¢d ché khac c6 thé hoat dong lic dich ma hofic sau dich ma
(hinh 7.6).

7.3.1. Mitc @6 chit nhiém sac

Ngay trén soi nhi€m sic ¢ thé thyc hién cac kiéu:

DNasel cit ADN bd gen ¢ mdt s§ viing lam thao xoin dé cho céc gen biéu hién
(1) cua hinh 7.6.

Hai viing duge lvu ¥: nhay cam va ting nhay cam. Cac vang nhay cam c6 lién
quan dén céac gen cé hoat tinh cao va nhiing gen trudc ddy da biéu hién (gen hoat
dong ¢ phoi).

— ADN Z 1a dang c&u triic siéu xoén cé thé lién quan dén déng md gen (2).

— Su Mety! hoa cac base (3) d t& bao nhin nguyén thuy xdy ra 6 A va C, ¢con ¢
t& bao nhan that & C vi tri 5": Su metyl hoa lam gen ngiing hoat ddng. Vi dy, nhiém
sdc thé X bat hoat dong 8 ngudi thudc loai sidu metyl hoa.

— Su thay déi c&u hinh ¢6 thé Anh hudng dén su biéu hién gen.
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Mifc chromatine]

DNase (1)
-Dnase I va cdc di€m siéu nhay DNA Z(2)
-ADN Z (2) AV aVaV oV aVaVWaVa\
-Methyl hod cytosine (3)
-T4i cau hinh Methyl Hoé cytosine (3)

)
—————————m Nhiéu loai
Promoter (6)
-Diéu hoa vi tri cis (Enhancer) (4) [l
-Diéu hoa vi tri trans (5) hancer (4)
-Chon promoter (6)
-Diéu hoa suy gidm Nhin !

itahe (SWAAAA

Splicing khdc nhau (7)

Miic sau phién mﬁ] /\

-Splicing khdc nhau (7)
-biém polyadenine hod

-Dot bién (rén mARN Tion )
-Th&i gian ban phan hiy Phan hiy (8)
-Bdo t6n (9) Bio

Dich mi (10)
|

-Bién d6i cdc nhan t6 khdi su (10) (A)

Bié&n d6i sau

| Mite sau dich nm dich ma Céc protein

-Glycosyl hod... (11)

~Tin hi¢u peptide (12) M
-Phéng thich protein \

khoi phite hgp (13) P£Ed}262112) Glycosyl hod
Nhan (& SRE R S P | Protein o6 host tink
trans (5) - p
Phitc hgp (13) (D Ucche
bat hoat

Hinh 7.6. So dd vé cac muc diéu hoa khac nhau
7.3.2. Miic do phién ma

Day la sy diéu hoa anh hudng truc tiép dén viéc md hoic déng gen. Kiéu diéu
hoa nay thudng gip trong diéu hoa trao déi chit, ciing nhu trong biét hoa té& bao.
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— Sy tac dong cta trinh ty cis (cung phia) ndm trén cing mach ADN nhu
enhancer (doan tang cudng) (4).

— Diéu hoa bdi cac yéu to trans (trai phia) do cac yéu t& khéng ndm cung trén
mét mach ADN (5).
— Chon lua promoter thich hgp (8).

- Diéu hoa suy giam (Attenuation).
7.3.3. Mic d§ sau phién ma

Piéu hoa khi mARN cit bd céc intron va gin cac exon lai véi nhau dé tao
mARN trudng thanh. Nhu vy, cidc hé théng anh hudng dén su trudng thanh cla
mARN cé thé kiém tra gian tiép biéu hién clia gen tudng img. Cac mARN clla t&
bao nhan that con ¢6 nhiing doan khéng ma hoa lién quan téi thoi gian tdn tai va
ra khd nhan di vao té bao chat.

Splicing (cdt ndl) khac nhau (7).

Diém polyadenin hod khac nhau.

- D6t bién trén phan ti mARN.

Ban chu ky phin huy cia mARN (8).
Su bao ton cac ARN trong té bao (9).

f

7.3.4. Mtte 46 dich ma
Su bién déi clia cac yéu t6 khdi ddu IF (10).
7.3.5. Mitc d§ sau dich ma

Sau khi mach polypeptid dugc téng hgp, cac protein nhiéu khi chiju céc bién
dd1 thit cdp trude khi biu hién hoat tinh. Vi du, trypsin 13 enzym phén giai
protein trong da day chi ¢6 dudec hoat tinh sau khi tién chdt c¢ha né (proenzym)
khéng ¢6 hoat tinh, bi cit m&t mdt doan polypeptide.

Cac protein ¢6 thé chiu nhiing bién d6i lap thé (allosteric) nhu su két hop céc
enzym véi mdt s6 san phdm dic biét c¢6 thé 1am thay déi ciu tric khong gian cua
chung lam cho né ¢6 hoat tinh.

— Glycosyl hoa, phosphoryl hoa... (11): gin thém cac nhém chit nhu dudng,
phosphat dé protein c6 hoat tinh.

— Tin hiéu peptide (12) 14 doan gém khoang 20 acid amin ndm gén phia dau
N cua polypeptid, cé vai trd gin polypeptid va ribosome dang duge tong hgp mach
nay véi luéi ndi chat. Trong bd may Golgi, polypeptid duge phéng thich ra ngoai.
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~ 5y phéng thich ra protein c6 hoat tinh tit mét phitc hgp nhu tir proinsulin
thanh insulin.

7.4. PTEU HOA HOAT TINH GEN CUA TE BAO NHAN THAT

Trong céc t& bao nhan that cé mét s6 cac diém, ma & d6 su biéu hién gen cé thé
duge diéu hoa (hinh 7.7).

5 Exon 1 Exon 2
Gen | Iniron
, Phién mi va giin chép (CAP)
5 Bin sao nguyén thay ¥
— e I
e
77Gppp Cit va polyadenin hda
Bén sao nguyén thiy v
7Gppp | F——- ] asasA®m
\ﬂa’i
7“Gppp | | AAAAA ()
Nhén &Vén chuyén
T& bio chat
_ mARN
™Gppp | | AAAAA (n)
mARN mARN  khing
én dinh dn dinh
h J B
Ribosom Titn thé
Mu
7"*Gppp @ | AAAAA (n)
Dich mid
I
Polypeptid

Hinh 7.7. Cac diém cla gen t& bao nhan that ¢6 thé didu hoa biéu hién

Mot s& dac diém ctha diéu hoa hoat déng gen & t& bao nhan that cAn dude nhin
manh:

2.

- O cac operon cuia té béio nhan nguyén thuy, cic gen difu hoa va cac
promoter thudng ndm gin nhau, nhung 8 t&€ bao nhin that thi cac gen diéu hoa it
khi ndm gin cac promoter do ching kiém soat.

— Cac enhancer 12 nhitng trinh tu ciing ndm trén mét phan ti véi cac
promoter c¢6 thé ¢6 hang tram cip base ¢ phia trudc hode 8 phia sau ptomoter ma
ching kich thich.
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— Trinh ty diéu hoa 5' 8 phia truéc cic promoter & t& bao nhan that thuong
rét dai, c6 khi hang chuc kb.

— C6 nhiéu kiéu diéu hoa & dang cac yéu t8 ¢6 tac dong irans la cac protein.

- Sy phién ma c¢é thé dudc kich thich bdi cac tin hiéu khac nhau. Sy diédu hoa
hoat déng cac gen & t& bao nhan nguyén thuy phan 16n dap lai tin hiéu ngoai sinh.
Ngugc lai, phan 16n sy didu hod 6 t& bao nhan that 1a dap lai cac tin hiéu néi sinh.

7.4.1. Cac promoter

Tudng ty nhu & t€ bao nhin nguyén thuy, cic promoter clia t& bio nhan that
cling ndm phia trude diém xuit phat cia mARN va cling ¢6 nhiing trinh tu chung
trong tién hoa. Hép TATA dinh hudng cho ARN polymerase bit ddu phién ma, &
rhia nguge chiéu véi chiéu phién ma khoang 30 bp & ADN déng vat c¢6 va va 60
dén 120 bp 6 ADN nam men. Hop TATA hoat doéng c6 hidu qua cung véi hai trinh
ty tuong ting phia trude khodng 40 bp 12 CCAAT va 110 bp la trinh tu giau GC
¢hinh 7.8).

mARN
(a) I—’
----- GGGCGGG -----------o CCAAT -------ao. TATAT ool 4]
-110b -40 bp -30 bp
(b}
--------------------------- TTGACA ---------eeeo-o. TATAT ----- +1
-35 bp -10 bp

Hinh 7.8. Trinh tu nucleotide cGa promoter
(a) T€ bao nhan that; (b) T& bao nhéan nguyén thuy

Sut thay dot hop TATA lam giam toc ¢ phidn ma. Su giam toc dd phién ma
duge do béng sy thay ddi cla tiing base trong promoter. Cac thay déi base ngoai
hop TATA va céc trinh ty phia trude khéng gy tac ddng d6i véi s phién ma. Khac
v4l promoter cua té€ bao nhan nguyén thuy, cac promoter ctia t& bao nhan that kho
dam bao sy nhan biét cac tin hiéu mét cach ddy du dé ARN polymesare khol dau
phién ma in vivo. Do d6, x04 bé hép TATA khéng hoan toan lam huy bé su biéu
hién gen ma lam thay déi vi tri bit ddu phién ma.

Hop TATA va céc trinh tu phia trude phai duge nhan bidt bai cac protein didu
hoa. Chinh cic protein nay gin véi cidc didm nhit dinh trén hop TATA va hoat hoa
su phién ma,

Hép TATA ¢6 ¢ hau hét cac gen t& bao nhan that. Tuy nhién, hiu hét cic gen
ma hoa cho cac protein c¢d ban néng d6 thap (low - abundance housekeeping
protein) lai khong ¢6 hép TATA. Hai trinh tu chung khac duge tim thiy ¢ nhiéu
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gen do la: hgp CCAAT (phat 4m la "cat") thudng thdy & t&€ bao nhan that bac cao
nhu f3 - globine thé truéng thanh, ngudi ta tim thdy khoang 70 bp ngude chiéu véi
vi tri bat dau phién ma va ¢6 trinh tu chung 1a CCAAT. Sy khiém khuyét hop

CCAAT lam giam phén 16n ty 1& phién ma, nhung khéng lam thay déi vi tri khdi
dau phién ma.

Trinh tu thi hai duge biét dén 1a hép GC hay hop Sp1, ciing hién dién nguge
chiéu ¢ mét s8 cac gen t& bao nhan that, thuong la 6 trong cac ban sao nhiéu 1an.

Vi duy, 6 trinh tu promoter ctia gen Thymidine kinase c6 2 hop GC ngudge chiéu véi
hép TATA (hinh 7.9).

pea
oV

|GC ><CAAT| < GCl TATAl i ARN

b pe : Vool idudD
C6 thé ki€m sodt C6 thé ki€m sodt . ——
viéc gdn khdi dau chon diém khdi ph4t | Pi€ém khdi phat

Hinh 7.9. Promoter cta Thymidine kinase ¢é chira cac trinh tu tang cudng
khac nhau

Hop GC nay ciing ¢ kiéu hinh tréi, duge tim thdy & promoter ctia cac gen bao
vé khong c6 hop TATA. Ciing nhu hgp CCAAT, hop GC cn thiét cho sao ma.

Dang luu y 13, ca 2 hop CCAAT va GC hoat déng theo ca 2 hudéng. Hop GC
tuong tac v6i mot protein duge goi 1a Sp1, con hop CCAAT tuong tac vdéi protein ky
hiéu la CTF (CTF = CCAAT binding Trascription Factor). N6 1a yéu t6 diéu hoa
trans gan trén hop CCAAT va c6 thé 1a véi cac protein khac.

7.4.2. Cac yéu t6 ting cuong (Enhancer)

Enhancer la céac trinh tu c6 tac dong cis (cung phia), ching tang téc d6 phién
ma dang ké tit ngay cac promoter nim ngay trén cung mét phén tit ADN. Tinh déc
dao cua enhancer 14 & chd ching c¢6 kha ning thuc hién tac déng cach xa dén vai
nghin cap base. Ngoai ra, ching cé thé hoat déng 6 bat ky huéng nao, da & phia
truée hay phia sau promoter.

Trinh tu tédng cudng dau tién duge mé ta & virus SV40, dude dinh vi khoang
200 bp ngudc chiéu véi vi tri bit ddu phién ma clia gen sém. Néu loai bé trinh tu
nay sé lam giam déng ké kha nang sao ma tit trinh tuy promoter cua gen sém. Tuy
nhién, sy tai chén caa trinh tu ting cudng vio bt ky noi nao cia bé gen SV40 sé
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gitt lai mic d6 biéu hién binh thudng. Hon thé niia, néu trinh ty tang cudng SV40
dude ndi véi gen B — globine thi sé dat ngay si biéu hidn & cich xa 200 bp & phia
trude hay phia sau promoter § - globine va ngay ca khi trinh ty khuéch dai SV40
nim cach vi tri khdi ddu phién ma téi vai nghin ciap base. Gan diy, ngudi ta tim
thay cdc trinh tu ting cudng cb & cic gen chudi ning globine mién dich & déng vat
¢6 vii va gen albumine cua chudt. Khoang cach gifia mét trinh ty ting cudng va
mot trinh tu khdi déng 16n nhat gip 6 gen albumine ctia chuét 1a 10 kb.

Xét mdt s6 mit ndo d6, cide enhancer tucng tu cdc promoter. Chung dude to
chic thanh mét day cac trinh ty cé tac dong cis dé nhan bidt cac yéu td tac dong
(hinh 7.10).

ADN >
3,

Enhancer Promoler
Gen bilt hoat

— (&

Phiic hdp hormong - thu thé

Enhancer dudc
hoat héa

Gen hoat tinh

Hinh 7.10. Su tuong tac clia hormon steroid vdi enhancer

Hormon glucocorticoide gin vao protein thu thé hoa tan trong phitc hgp nay
sau dé lai gin vio enhancer kich thich phién ma.

Céac trinh tu tai cis ¢6 dic diém chung 1a chiing thudng cé cdu triic gdm hai
phin d8i xiing nhau. Vi du, trinh tu dap tng véi hormon tuyén giap (TRE -
Thyroid hormon Respone Element) dudi day:

—_—r

AGGTCATGACCT
TCCAGTACTGGA
‘_
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S8 di nhut vay 1a vi cac trinh ty niy thudng tiép nhin cac protein diéu hoa
(y&u t8 trans) dudi dang dime (cAu tgo t hai tiéu don vi).

7.4.3. Cdc yéu t6 protein tham gia vao qud trinh diéu hoa biéu hién
gen, cdc yéu t6 trans

Dic diém chung clia cac yéu t& trans 1a gdm it nhat 2 viing ciu tric — chite
néing chinh:

- Viing gin yéu t& trans vao ADN.

— Viung tac ddng 1én sy phién ma.

Cac viing ciu tric - chiic nang nay doc lap v6i nhau.

Tién hanh ghép hai trinh tu ADN cé nguén géc khac nhau: ving tac dong
phién ma 18y tit mét y&u to trans & déng vat c6 via va ving gin vio ADN 14y tir yéu
t0 trans & nim men. K&t qua tao ra mét y&u t6 "lai" ¢é kha ning hoat hoa cac gen
dich tudng dng d ndm men. Gen dich la gen mang trinh ty tiép nhan yéu td trans.
Ngoai hai viing ké trén, nhiéu yéu t& trans con mang mét s& ving khac nhu: viing
gén hormon, cic ion... (hinh 7.11).

N —A/B c D E c

Hinh 7.11. Cau tritc mot yéu to trans

Hinh 7.11 cho thdy c&u tric chia moét thu thé tuyén giap (THR — Thyroid
Hormon Receptor) bao gom nhiu viing ciu tric va chiic nang, trong dé hai viung
chige biét rd nhat 1a:

— C: ving gén 1én ADN.
~ E: viing ti€p nhan hormon tuyén giap.
Hormon tuyén giap khi gén 1én ving E clta thu thé sé 1am bién d8i cdu hinh

thu thé. Lic d6, ving C cta thu thé ¢6 thé gén 16n ving ADN didu hoa clia cac gen
dich va kich thich su phién ma cla céc gen nay.

- v o - "t - ~ at i g - . A -
Cac két qua nghién citu cho thay cic y&u to trans cb thé phan vao bén nhém
ciu tric:

— Ngén tay kém (zinc ~ finger).

- Xoan - vong - xoin (helix — turn — helix).
- Xoén - cudn — xoén (helix - loop — helix).
— Déy kéo leucine (leucine - zipper).

Nhu vay, cac gen t& bao nhan that duge hoat hoa bdi hai trinh ty ADN c¢6 téac
ddng cis 1a promoter va enhancer. Chiing duge nhéan bist bdi cac yéu t& protein cé
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tac dong trans. Céac yéu td nay cho phép ARN polymerase khéi sy phién mé va dat
tdc d6 phién ma t6i da (hinh 7.12).

Enhancer Promoter

E— I T
Khéng phién mi

Cédc yéu td phién ma (thi du Spl,
CTF va cdc yéu 6 wdng iing vdi
hop TATA)

«— YCu 18 gdn vio enhancer

Q “— Y&u td gin vao promoter

Phién mi

Hinh 7.12. Cd ché "tiép xdc truc tiép" ca trinh ty enhancer

7.4.4. Hormon

Hormon 1& mdt trong cac chat diéu hoa néi tai cla hoat tinh gen. D6 1a nhiing
chét dugc tao ra do mot loat t&€ bao cé tac déng dén cac t& bao khae. Cic hormon
chi tac ddng dén cac t& bao c6 thu thé tuong ing. C&u trie thyu thé bao gdm nhidu
vung trong dé ¢ 2 viung dude biét rd nhat:

— Viing gén vao ADN véi hai cdu tric "ngén tay k&m" (zinc finger).
— Viing gén vao hormon.

Sy tuong tac hormon véi thu thé gay ra tin hiéu tac dong dén cac vung dac
hiéu cia ADN, lam hoat ho4 gen hodc nhém gen tudng ting.

— Céc hormon c6 thé kich thich phién ma bdi mét trong céc cd ché sau:

— Tach ADN khoi histone va tao diéu kién cho ARN polymesare bit diu
phién ma. ‘

- Tac ddng nhu mdt chit cam ing, giy bat hoat phan t e ché.

~ Gén tryc ti8p véi doan ADN dic hiéu, tao thuan 16i cho ARN polymesare
gin vao dé phién ma.

- Hoat hoa protein hiéu iing, tao thanh phtic hop hoat hoa, kich thich ARN
polymesare gén vao dé phién ma. '
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— Gén véi protein tao phitc hgp hoat hoa, lam cho ARN polymesare gén vio
phién m3.

7.5. SU KIEM SOAT CAC CHAT THUONG GAP TRONG NHAN

Mot s6 nhém phén ti hién dién nhiéu trong t& bao nhan that nhu histone, cac
thanh phan ciia bé may dich ma, cac thanh phan ciia mang, t& bao,... D& duy tri s&
lugng lén ching trong t&€ bao phai ¢é cac chuong trinh:

- Phién ma lién tyc va lip lai trong chu trinh t& bao.

— Lap lai cac gen.

- Khuéch dai ngodi nhidm s#c thé chia cac trinh ty gen dic higu.
7.5.1. Sy doi dao ARN

Khéng phai tit cd cac gen déu bidu hién & cing mét miic do. Didu niy din dén
su khac nhau dang ké vé mitc 3 tap trung ciia cac mARN va cac protein riéng lé.
mARN duge phén chia mét cach gugng ép thanh 3 nhém: du it, trung binh va
nhiéu. Mot t& bao 6n dinh c6 dudi 100 mARN du, mét vai t& bio chi c6 1 hoic 2
mARN du. Trong mét t&€ bao, trung binh c6 khoang 33% téng s mARN 1la mARN
du nhiéu, mdi mARN du nay ¢é thé chiém t6i 1% trd Ién trong téng s6 mARN cna
t&€ bao.

Kiéu hinh cfia mét t& bao 18 thude rat nhidu vao qua trinh téng hop ctia mot
hodc vai protein du, vi vy cAn phai c6 cac phan tii mARN du. Vi du, globin trong
t&€ bao 1udi noéi chit, sgi co vA myosin trong céc t& bao cd. Vi vay, cac mARN du
nhiéu thuong la cic ban sao cla céc gen chuyén biét ca t& bao.

Ba‘ng 7.3. Cac nhém mARN du & véi tring ga va gan chudt nhit

Loai t& béo Nhom dur % cila tng MARN S6 gng cac loal
trong nhoém mARN khac

Nhiéu 50 1

Véi trimg ga Trung binh 15 7
it 35 12.500
Nhiéu 22 ' 9

Gan chudt nhat Trung binh 41 TOO
it 37 11.500
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Mot t& bao chita vai tram mARN du trung binh, chiém khoang 33% tdng 8
mARN t& bao, nhung mdi loai mARN du chi chiém 0,1 - 0,5% t6ng s6 mARN.
Phan mARN con lai cla t& bao gdm cdc ban ma sao du it. C6 khoang 10000 ban
mé sao nhu vay trong mét t& bao dién hinh, mdi ban sao dai dién cho it hon 0,01%
tong s6 mARN.

Cac nhém gen du it hay du trung binh déu nhay cam khéng kém so vdi du
nhiéu.

Cac loai ARN khéc ciing ¢6 hién tugng du. & Xenopus ¢6 ving t8 chiic hach
nhén chita 450 ban sao cia ADN ma hoa cho rARN 188 va 28S. Ngude lai, trong
mbi nhan ¢6 tit 20000 ban mi sao cha cic gen ma hoa cho rARN 58 va cac gen nay
khéng nam trong vung t6 chitc hach nhan.

Cac gen mé hoa cho histone cfing ¢6 nhiéu ban sao dude lap lai hang tram lan.

Su doi dao clia cac gen néu trén dam bao di s§ lugng cAn thidt cho dich méa khi
cAn phai téng hdp hang tridu phan tit protein.

7.5.2. Su khuéch dai gen

Mot vi du vé khuéch dai gen trong nhén 1 cac chd phinh (puff) cita nhidm sic
thé khéng 16 hay da s¢i & tuy&n nude bot Drosophilla. O cac ché phinh nay, ADN
nguyén nhiém sic duge khuéch dai khodng nghin 14n.

Trong nhén cia t& bao tring Xenopus cé t61 hang tram nhén con ngoai nhiém
sfc thé véi kich thude khac nhau. M&i nhan con chita cac vong rARN ¢6 kich thude
khée nhau, vai tré chua ré. Cac ADN vong nay san sinh nhiéu rARN dé lip rap
thanh nhiéu ribosome.

Tém lai, su bidu hién cla cic gen & t& bao nhan that rat phitc tap. Tuy vay,
hang nghin promoter dugc diéu hoa dé tao ra cdc mARN & miic d6 hap 1y.

Tém tit

Kich thudc va cfu tric bg gen t&€ bao nhan that phite tap hon nhiéu so véi bé
gen cua t& bao nhan nguyén thuy. ADN clia bd gen t& bio nhan that ¢6 mtic d l5p
lai cao, trung binh va don dée.

Su diéu hoa biéu hién gen dude thuc hién & t& bio nhan that & nhidu mtic do
khac nhau:

- O muc d6 nhiém sfc thé, phién ma, sau phién ma va dich mi. B may di
truyén khong nhitng ¢6 cic gen ciu tric ma con ¢é nhitng trinh tu khac tham gia
biéu hién gen.
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— O t& bao nhan that c6 nhiéu ce ché didu hoa hoat déng gen phic tap nhu:
cic yéu t8 cis (enhancer), cic yéu t8 trans, cic hormon. Ngoai ra, con cé sy du doi
dao ctia mét s6 bdn ma sao va sy khuéch dai mot s8 gen cdn thiét cho hoat déng
cla t& bao.

CAU HOI

1.

Gia tri C la:

a) Téng s nucleotid ¢6 trong t& bao

b) Kich thude nhiém sic thé

¢) Kich thuée gen

d) Kich thude bd gen ludng boi

e) Kich thudc b gen don boi

Nghich 1y gia tri C

a) La gia tri nghich dao ctia gia tri C

b} Su khéac biét gitta gia tri C cta sinh vat bac cao véi vi khuian
c¢) Su khac biét gilta gia tri C etia ngudi véi sinh vat bac cao khac
d) Su khéng tuong xiing gitia kich thudc bd gen véi s gen

e} Sy khéng tuong xiing gida bo gen don bdi va ludng béi

Céc trinh tiy 1ap lai 8 ADN t€ bao nhén that gébm

a) SINE b) LINE

¢) CEN d) TEL

e) Tat ca

Trinh ty TEL

a) Thudc nhém telomer b) Bao vé ddu mit nhiém sdc thé
c¢) Kiém ham su tién hoa d) Khong gén véi mang nhan
elavab

Trinh tu SINE

a) Con goi 1la Alu b) Khéng chita nhém Alu

¢) Ngén hon LINE d) Da hon LINE

e)avad

Gen gia la:

a) Trinh ty 134p lai thap b) Trinh tu lap lai cao

163



164

¢} Trinh ty déc nhit d) Khéng ma hoa cho protein
e)cvad

Céc hormon c6 thé kich thich phién ma bing cach:

a) Tach ADN khéi histone

b) Tac dong nhu mét chat cdm tng

¢) Hoat hoa protein hiéu ting

d) Gén véi protein tao phiic hgp hoat hoa

e) Tat ca

Céc mitc diéu hoa bi€u hién gen & t& bao nhan that

a) Chat nhiém sic b) Phién ma

¢} Hau phién ma d) Dich m& va hau dich ma
e) Tat ca

Enhancer

a) C6 tac dong cis

b) Hoat déng theo kiéu trans

¢) C6 kha niing thyc hién tac déng cach xa dén vai nghin cip base
d) Heat déng theo huéng 5' - 3’

e)avac

10. Diéu hoa hoat dong gen & t& bao nhén that khéc t& bao nhan nguyén thuy

a) Trinh tu di€u hoa 5' thudng rat dai

b) Trinh tu difu hoa 3’ thudng rit dai

¢) Chii y&u dap tng lai tin hiéu ngoai sinh
d) Chi yéu dap tng lai tin hiéu néi sinh

e)avad



Bai 8
POT BIEN GEN

- Trinh bay duge dot bién xiy
bee. . . :

= Néudr:ak:cachté" baosu’achﬁh IN hu hon
.~ Nhgn dign dutgc mot s6'bénh di truyén & nguéi do
-~ Trinh bay duge tde dong i t6'gay di
- Métcidwdcvséc s:?dungcdcyé’usté'

- vacdc phuomg phap chon loc dot b d vi

8.1. MO PAU

D4t bién theo nghia réng chi cac bidn ddi di truyén xay ra dot ngot. Mot dot
bién gen 12 mot sy thay déi trong trinh tu nucleotid trén gen, din dén két qua la
tao ra mot protein d6t bién véi trinh tu acid amin thay doi hay tac dong dén qua
trinh diéu khién sy téng hop cua cac san phdm gen. Néu protein do6t bién c6 chiic
nang khac véi dang tu nhién thi sé tao ra mét thay déi tudng ing & nhiing dic tinh
¢6 thé quan sat dude va tao ra thé dot bién. Sy khac biét ¢6 thé do hoat tinh hay
tinh 6n dinh ctia enzym. Mbt s8 d6t bién c6 thé tén tai trong quan thé bén canh cac
dang ty nhién lam thanh mgt thé da hinh. Trong thé da hinh, khéng thé phan biét
gitta dang dot bién va dang tu nhién.

Dot bién xay ra & cac t& bao khéng sinh san dugc goi la dbt bién sinh dudng va
tao ra cac thay déi cé tinh cuc bg, khong di truyén duge nhu & céc u séc to ngoai da
nguoi, tao ra nét rudi. Nhiing dét bién sinh dudng ciing c6 thé 1a nguyén nhan gay
ra ung thu va cé thé 1a nguyén nhan cua su 140 hoa.

Dot bién xay ra trong giao tix dudc goi 1a dot bién dong mam va duge truyén
cho doi sau. Khi nghién ctiu cac dot bién giao tit va do ti 18 dot bién & sinh vat da
bao néi chung va ngudi néi riéng cin xét dén tinh ludng bgi. Hau hét cac dot bién
gen la dot bién lan va s& khéng dugde phat hién néu hgp ti khéng c6 hai ban cia
allel dot bién. Do d6 viée phat hién va do tin s& dét bién phai dya vao quan sat cac
dét bién troi dang xay ra trén nhidm séc thd thuong, cac dot bién lan va troi trén
nhiém séc thé X. Vi dy, chiing loan san sun xay ra rai rac 1a bdi cac dot bién méi
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trong gen cla thu thé yé&u t& ting trudng nguyén bao soi. Trong mét nim cé bay
tré s sinh bi loan san sun trén téng s8 242 257 tré sd sinh, ti 16 1a 7/242 257 x 1/2
(2 allel/hgp t&) = 1,4 x 1075,

O ngudi, cac gen c6 ti 1& dot bign cao (khoang 10 %) 13 bénh u x0 thin kinh
(NF) va bénh loan dudng cs Duchenne (DMD), ¢6 ti 1& d6t bién thap (khodng 10~ )
la gen bénh Huntington. Su cach biét hang tram lan cho thay ti 1é dot bién gen cé
thé khac nhau that su.

C6 hai giai thich cho su khéac nhau vé ti 1¢ d6t bién cla cac gen:

— Kich thudce dich: gen NF va DMD ¢6 viing ma hoa protein rat 1n, e6 nhiéu
base c6 thé bi thay déi hodc lam mat chitc ning cta gen,

— Diém néng: mdt sd gen nim trong viing nhiém sic thé nhay cdm hon véi sy
phé huy/ thay déi di truyén hoyc gen c6é chita céc trinh tu dé bi thay d8i bdi cac dot
bién ty phat hon. Vi du, gen chiing loan sdn sun cé chiia diém néng (trinh ty CpG).

Trong ty nhién, du trong diéu kién nao, tit cd cic gen déu c6 dot bidn duge goi
14 d6t bién tu nhién hay dét bién tu phat. Cac dét bién ty nhién thudng xuit hién
rat it. Cac gen khéac nhau cla cing mét sinh vat ¢6 thé c¢6 tin s& dot bién khac
nhau nhung tan s& dét bién tu nhién d&i véi mdi gen 12 8n dinh.

Tén s6 d6t bién dude danh gia cin e trén mét 14n sao chép, mdt 14n phan bao
hay trén mét giao ti va trén mdt t& bao trong mét thé hé (bang 8.1).

Bdng 8.1. Tan s8 dét bién tu nhién clia mét s gen

Sinh vat D6t bién Tén s8 Cén cir danh gia
Thuc khudn thé T, |Kim ham tao r — r” 10"  [Dét bién gen/ 1an sao chép
E. coli Lén men Lactose Lac™ — Lac* 2.10°7 |Té& bao ddt bién/lan phan bao

Leu™ > Leu” 7.10°7 |D&t bién / t& bao
Arg* — Arg~ 410°° |Botbién /té bao
Trp*— Trp~ 6.10°% |D6t bién / t& bao
Ara* > Ara” 2.10°% Dot bién /& bao
StrS — StrR (nhay -> khang Str)| 4.107™  |Dét bién / t& bao
Neuospora crassa [Adenin: ade™ — ade* 4.10°% |D6t bién / bao tir vé tinh
Bép R — r (dd — trdng) 4,92.10°° Dot bién / giao tf
C — ¢ (mau — khéng mau) Dot bién / giao tir
Wx — wx (t& — nép) Bt bién / giao tir
Y — y (vang > tring) 2,2.107° (Dot bién / giao tir
Drosophila Wow 107° D6t bién / giao t
e’ — e {(mau den hé phach) 2.10°% |DSt bién / giao ti
ey — ey (co mit - khdng mat) | 6.10°5 |DO6t bién / giao tlr
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Tan 8 dét bién c6 thé hidu mét cach dao nguge. Vi du, rudi d&m than xam
binh thuong (e *) dét bién thanh thin c6 mau den hé phach e (ebony) véi tin s6
2.107°, nghia 12 trong 10° giao ti c6 hai d6t bién tit e * — e. Hosic vi du E. coli dot
bién nhay cAm véi streptomyecin thanh khang streptomycin véi tn s6 4.10 10 dgt
bién trong mot t& bao & mot thé hée. D& da hidu ta 6 the tinh ngugc lai, tic 13 trong
10 ti t& bao ciia moét thé hé 6 4 d6t bién StrR xuit hién ngau nhién, '

Tuy tan s& d6t bién chia ting gen 1a rait thap, nhung téng cac dot bidn cha
nhiéu gen !a mét s6 dang ké, c6 ¥ nghia quan trong trong tign hoa. Cac két qua
nghién cliu in vivo va in vitro trén t& biao ngudi cho thay ti 1 dot bién & ngudi
khoang 10~ %gen/th& hé, Cac vi sinh vat té bao nhan nguyén thuy va t& bao nhan
that cling c6 ti 1& dot bign tudng tu. Cé thé ude tinh cac thay d6i xay ra trong méi
thé hé dya vao ti 1& dot bign ngudi nhu sau: 10~ ¢ dot bién/gen x 5.10* gen/b§ gen
don boi bang 5.10 % dot bién trén giao ti (5/100 hoac 1/20). Méi hop it ¢6 (1/20).2
giao ti trén hop ti bing 1/10 co hdi mang dot bién méi dau dé trong bd gen. Con s&
nay c6 vé rat cao nhung cin nhé ring hiu hét cac ddt bign 1a lin va nhu vay sé
khéng duge biéu hién trong diéu kién di hop ti,

Su thay d61 cac base ¢6 thé xay ra trong ving khéng ma hoa ctia phan tit ADN
va cac acid amin bi thay d6i ciing cé thé khéng phai ltc nao cling lam thay d6i dic
tinh protein. Do vay, thay déi trinh tu nucleotid cé thé khong biéu hién thanh su
khac bigt tinh trang va do dé khéng phai 1a déi tugng cua chon loe. Cac dot bidn
1an tich tu trong bé gen.

HAu hét cac dot bign 1a bit lgi va do d6 cac cd ché dac hiéu thudng duge dung
dé gidm thiéu cac bidn d6i trong chudi ADN hodc phuc hoi trinh tu géc bing cach
sua chita cac d6t bién.

Trong phong thi nghiém, d6t bién cung cip cdng cu ¢o gia tri cho viéc nghién
cltu su sip x&p cac gen, chic ning cha gen va cach kiém soat hoat déng cta chiing.
Thyc hién diéu nay & vi sinh vat d& hon 14 & sinh vat bc cao.

Ky thudt cdm déng dot bién di duge sit dung trong cdy trdng va vat nudi dé
tao ra cic ching méi va trong cong nghé vi sinh hoc hién dai dé tao ra cac chung vi
sinh vat lam tang nang suit va tao ra sin pham méi.

Ky thuit tai t6 hgp ADN cho phép chén mét dbt bign déc hiéu vao mdt gen quy
dinh trude (49t bién diém dinh hudng) c6 thé tao ra cac dot bién t6t va hitu ich.

8.2. CAC LOAI DOT BIEN
8.2.1. Dot bién diém

Dot bién diém 14 két qué cha thay déi mét base trong chudi ADN gay béi tac
nhin gdy dét bién hodic sai sé6t trong sao chép ADN.
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8.2.1.1, Thay thé cdp nucleotid

Phé bién nhét la chuyén vi, pyrimidin duge thay thé& bdi pyrimidin khéac hay
purin bédi purin khic (A © G, C <> T). Su chuyén vi, bit cap sai, c6 thé gay bdi acid
nitré ho#ic cac ddng ding base nhu 5 — bromo - 2 — deoxyuridin (BrdU). Cach dét
bién diém it phd bién hon 1a ddo chuyén, pyrimidin duge thay thé bdi purin hay
purin béi pyrimidin (C/T <> A/G). D6t bién diém cé khuynh hudng dic trung la dot
bién 10 (héi bién), nghia 1a chuyén lai dang nguyén thuy. Diéu nay xay ra vi lan
d6t bign ti&p theo tai cling mét diém c6 mot phan ba co hoi quay lai chudi ban dau.
C6 ba loai d6t bién diém tuy theo codon mang dot bién ma hoa:

— Dt bién 1an hay con goi 12 dot bién cung nghia: ma hoa cho cung acid amin,
khéng ¢6 anh hudng dén p otein cubi. Vi dy, codon GCA hodc GCG trong mARN
déu nghia 14 arginin (loai niy thudng diing voi dot bién chuyén vi & vi tri thit ba -
base "linh hoat” ciia codon).

— Dbt bign lach nghia: m: hoa cho acid amin khéc, ¢6 thé lam protein khéng c6
chitc nang. Vi duy, trong chu’i protein B - globin gy bénh thi€u mau héng ciu
hinh liém, GAG mi hoa cho glutamat; néu thay bing GUG s& mA hoa cho valin.
Dot bién léch nghia c6 thé gay hau qua rit nghiém trong nhu thisu mau t& bao
1udi 1iém, hoic nhe nhu hemoglc bin C (acid amin vi tri 6 chia B - globin bi thay thé
bdi acid amin khac) hosc khdng ¢ 3 kiéu hinh.

- D6t bién v6 nghia: md hoa ~ho codon két thic, ¢6 thé lam cut protein. Tac
déng cha cac dét bién vé nghia tu: thudc protein bi cut bac nhiéu va mic dé cin
cho hoat ddng cia protein.

D6t bién thay thé base ¢6 thé x4y ra trong promoter hodc cac vang diéu hoa 5’
cha gen ho#c trong intron va ¢é thé anh hudng dén sy phién ma, dich ma hofic mic
xo4n bén cia ADN. Nhiéu B — thalass« mia 12 hau qua cta cac dot bién khong ciu
tric nay anh huéng miic biu hién cac gen globin. Mitc d6 anh hudng tuy thude
nucleotid bi thay th& va vi tri cia né trong ADN.

Léch nghia Us.C Cong nghia
yrosine
CAC UAG UAU
Histidine Tyrosine
Protein la Protein khong dudc Protein binh thudng
téng hdp

Hinh 8.1. Cac loai dét bign diém
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8.2.1.2. Pét bién léch khung

Cac dét bién nay do chén hodc mat mét hodac nhiu nucleotid trong viing ma
hoa cta gen. Piéu nay lam thay d6i khung doc, vi cac codon 13 cic nhém ba
nucleotid nén c6 thé cé ba khung doc nhung chi mdt cal duge dung. Dot bién loai
nay thay déi tit ca acid amin phia sau d6t bign va rat dé tao san phim khéng chuc
ning vi khac hdn vdi protein binh thudng. Ngoai ra, cac khung doc sa: thuong
chita cic codon stop, s8 lam qué trinh téng hgp protein,dimg sém.

Viéc thém ho#e bdt mét nucleotid vao khung doc sé lam thay d6i acid amin ké
tir d6 tro di. Néu dot bién thém hoic bt ciing xay ra trén mét phan tii ADN thi do
trao ddi chéo gilta cac base tuong déng ma d6t bién Am cé thé siia chita lai khung
doc sai do dét bién duong gy ra. Nha dé chi ¢6 acid amin nao ndm giifa hai diém
ddt bién bi sal ma théi. Nhu vay, dot bién am da tac déng nhu mot dot bién kim
ham ngoai gen dé1 véi dot bién duong hodce ngudc lai.

8.2.2. Dot bién da diém

Céc d6t bién da diém 1a nhiing thay déi tac dong dén hon mét base, thay déi tir
hai dén hang ngan base, nhung thudng nhat la chi vai base. Hau qua thudng 1a
x04a bé mot phin clia trinh tu ma hoi. Dot bién da diém khéng cé tinh hdi bién,
nghia la d6t bién duge 6n dinh.

Su x04 mit doan 16n s& lam thay déi hodn toAn protein tao ra, tham chi xoa b
doan ngin cling gay hau qua nghiém trong néu nd lam thay d8i khung doc, nghia
14 néu s6 luong base bi xoa khéng chia hét cho ba.

Su chén da diém ¢6 thé xay ra do gen nhay hoiic cac 161 khi sao chép cta céc
yéu t8 ldp lai (vi du cac lap lai AT). Hau hét khi gen bi chén sé bi 1éch khung hoac
thay d&i két ndi trong mARN, ca hai trudng hgp nay déu lam thay déi sin pham
cua gen. Gen nhay dai téi vai ngan base (kb) vA vi vay, né lam ngung qua trinh
sao mid va dich mi cua bat ky gen nio chung xen vio. Gen nhay c6 hai loai,
retrotransposon va transposon. Cac transposon ¢ thé di chuyén truc tiép tit vi tri
nay sang vi tri khac trong bg gen, retrotransposon trudc hét duge phién ma thanh
ARN va sau d6 trd lai thanh ADN béi enzym phién méa ngude va chén lai vao bd
gen. Transposon rit ¢é ich cho cac nha nghién citu lam ¢éng cu dé bién d81 ADN
trong co thé séng.

8.3. NGUYEN NHAN DOT BIEN

C6 hai loai ddt bién 1a dot bién ty nhién (xay ra mét cach tu phat) va dot bién
cam Ung, giy ra boi cac tac nhan dot bién,
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8.3.1. Pot bién ty nhién

Cac dot bién xay ra trong ty nhién mét cach ngiu nhién véi tdn s& nhat dinh
va khéng xae dinh dude nguén gde. Bt ky mot tién trinh nio din dén sy gén sai
base trong qua trinh sao chép ADN sé tao ra mot dot bidn diém. Tan sudt sai sét
ty nhién vao khodng 10 ' base. Ty 18 nay thap dat dude nhd kha n#ng sta 18i caa
cac ADN polymerase chu yéu. Cac enzym nay kéo dai ADN theo huéng 5 - 3
nhung ¢6 hoat tinh exonuclease 3' — 5'. Néu 16i ndm giita base duge chén cudi
cung v6i sdi khudn duge phat hién, enzym loai bd base sai va thay thé base diing
vaio. Chudi ma cia mot protein trung binh 300 acid amin 1& khoang 1000 base
chiéu dai. Ty 1é dot bién tu phat 14 mét trong 107 ban ma sao ciia gen s& c6 mdt dot
bién diém, nghia 12 10~ 7 t& bao sé& c6 dot bisn vé gen do.

Dot bién ty nhién ¢ mic phan tit gdm c¢6 hd bién, khit amin, chuyén vi, ddo
chuyén, d6t bién léch khung, oxy hoa pha huy.

— Hb bién: 4 loai base trong ADN c6 thé tén tai 6 dang h& bién, tice 12 ¢6 kha
néng ton tai hoan chuyén gitta hai dang (Keto «> Enol va Amino « Imino). Base
pyrimidin binh thuong c¢é dang keto (C=0), nhung déi khi chiing cing cé dang enol
(C - OH). o) dang enol, thymin cé thé bét cip véi guanin va enol cytosin c6 kha
nang bat cip véi adenin (hinh 8.2a) tudng tu base purin binh thudng ton tai dudi
dang amino (NH,) nhung ciing ¢6 dang hé bién imino (=NH) hiém gip, c6 thé dan
dén sy bit cap nhdm. N&u trong khi ADN sao chép, G & dang enol, polymerase sé
thém T vao thay vi binh thuong 1a C vi quy luat bat cap bi thay d6i (khéng phai do
161 clia polymerase). Két qua 12 su chuyén vi G — C thanh A - T, sy hd bién chi gAy
cac dot bién chuyén vi.

- Khit amin: CAc phan éng khit amin théng thuong 14 phan @ng thuy phén
cytosin thanh uracil, qua trinh nay phéng thich ammonia va khi amin
5 - methylcytosin thanh thymin v4 ammonia (hinh 8.2b). Trong ADN, sy khi
amin cytosin tit phat duge chinh lai bang cach loai bd uracil (vi uracil khong c6
trong ADN) va thay th& bang cytosin, con sy khi amin 5 - methyleytosin khong
duge chinh vi cd ché stia chiia khong nhan dién Thymin 1a 18i. Trong ADN bé gen
cytosin tal cde trinh ty CG (CpG) thudng bi methyl hoa, diéu nay nghia 1a ¢ dau
CpG xay ra trong gen, né 12 "diém néng" cho dot bién. Méi day ngudi ta tim thay
trong gen lién quan dé&n loan san sun ¢é nhiing diém nong nhu vay.

- D6t bién léch khung (chén hodc mAt trén mét sgi), thudng la 15i clia
polymerase khi sao chép céc doan lip lai cia mét nucleotid. Méi polymerase c¢é do
chinh x4c khac nhau. Yéu t6 chinh anh hudng dén dé chinh xic cua polymerase la
cé exonuclease doc stta 3’ - 5, lam loai bé céc base bt cap khéng diung chen vio
boi polymerase.
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— Oxy hoa pha huy do cac gdc oxy. Cac gbc oxy tang trong t& bao do chuyén
hod oxy hoa (va cling dugc tao béi cac tac nhan vat 1y nhu tia phéng xa). San pham
oxy hoa quan trong la 8 — hydroxy guanin bét cap sai véi A, tao dao chuyén G - C
thanh T - A,

(@) Thymin (R=CHj3) (b)
hay Bromouracil (R=Brom) Uraci] ]? Adenin
R 0___' R O---——N N H

N‘< N—< %N Deoxyribose

‘ .
Deoxyribose O Dcoxyribose O H

Keto

f

P6ng phin hod

f

R O—H--- R —H---0 N_ I

HﬁN---- HﬁN---H—NWN\ _
Deoxyribose

/N—< xN — N
Deoxyribose O---- Deoxyribose O--—-H—N

| Guanin
Enol Cytosin H

Khit|amin hoa

Hinh 8.2. Hidu qua dét bién cla sy thay doi tinh chit cip base bd sung
(a) dong phan cla thymin va 5 - bromouracil; (b} su khir amin hoa cytosin thanh uracil.

8.3.2. Dot bi&n ciAm ting

Céc tac nhén lam ting tan s§ dot bién cao hon miic tu nhién duge goi 14 cac tac
nhén giy dot bién. Cac tac nhan nay c¢6 thé lam thay d8i ciu trac hodc trinh tu
ADN. Céac tac nhan vat 1y giy d6t bién nhu phéng xa, tia X, tia tit ngoat... Nhiéu
ho& chat la cac tac nhén giy d6t bién nhu cac déng ding clia cie base nito, acid
nitrg (HNOQ,), cac chit alkyl hoa manh.

8.3.2.1. Tac nhén hod hoc gdy dét bién

Nguoi ta bt ddu biét dén tac dong gdy dot bién cha chit hoa hoc khi st dung
khi ngat nito trong Chién tranh thé& giéi 1an thit nhit va hai, chit nay ¢6 thé gay
dt bién trong té& bao. Sau d6, nhiéu chat hoa hoc gay dét bién khac da dude xéc
dinh va duge kiém soat nghiém ngit. C6 thé phan biét cac tic nhan dbt bign hod
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hoc dua vao kiéu tac dung cla ching, mét s6 chat gay d6t bién theo co ché tuong
ty dt bién tu nhién, mét s6 khac c6 ¢ ché githg bic xa.

Téc nhan gay d6t bién hoa hoc ¢6 thé dudce chia ra 1am 4 nhém:

— Nhém base déng déng.

— Cdc chat hoa hoc thay ddi cdu tric va dic tinh bit cap cda céc base, gbm:
cdc chdt khii amin va cac chét alkyl hoa.

— Nhém chén vao ADN (t4c nhan 1am léch khung).

— Cac tac nhin thay d8i c&u tric ADN.

Base déng déng:

Cac chat hod hoc nay c6 ciu tric hoa hoc gibnhg cac purin va pyrimidin va 6
thé dude gén vao ADN tai vi tri cua cic base binh thuong khi sao chép ADN.

(a)

WNLL s W\
....... T {Mach khudn A) - RU

Sao chép
{Mach khuén BU*)

?I}I Sao chép \mﬁ
_______ C {(Mach khuén G) cem---BU*

Sao chép

W““ﬁ (Machkhuon G) W“"ﬁ
_______ C Budc dot bidn - BU*

{Mach khudn BL)
W mee N
------- T {Mach khudn A) -------BU

Hinh 8.3. Tac dong gay dot bién cia bromouracit (BU)

Sao chép l

— Bromouracil (BU) la hgp chit nhan tao dung rong rai trong nghién ciu,
Gibng véi thymin (6 nguyén tit Br thay cho nhém methyl) va s& gin vio ADN va
bat cap véi Adenin gidng nhu Thymin. Cé nhidu kha néng hé bi&n thanh dang enol
(BU*) va ¢6 kha nang bét cip véi Guanin. Nhuy vay, BU ¢6 thé xaAm nhap va bét
cip bd sung véi Adenin thay cho Thymin tao A - BU va & vong sao chép tiép theo
BU lai h6 bién thanh BU* va bit cap véi Guanin tao BU* -G, do d6 A - T duac
thay th& thanh G — C (hinh 8.3a). Trong khi d6 BU* ¢6 thé xam nhap sai, khi gin
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thay ché cho Cytosine tao G — BU*, sau d6 BU* lai h& bién thanh BU va tiép theo
bat cap v6i Adenin tao A—BU va & vong sao chép ti€p theo Adenin bét cip véi
Thymin thanh A — T (hinh 8.3b). '

~ Aminopurin 13 déng ddng clia Adenin, c¢6 thé bét cap v&i Thymin hoic (rat
it) v6i Cytosin, gy chuyén vi A~ T thanh G - C hosic G - C thanh A - T. Cac dbng
d4ng base giy chuyén vi nhu gay ha bién tu phat.,

Céc chit hoa hoc thay déi cdu triic va dic tinh bat cip ctia cac base:

— Cac chat khi amin., Vi du dién hinh: acid nitré tao bdi su phan giai cac
nitrit (chit bao quan) trong thuyc pham tam Cytosin thanh Uracil, Methyleytosin
thanh Thymin, va Adenin thanh Hypoxanthin khi amin, Hypoxanthin trong ADN
bat cap véi C gay chuyén vi. Methyleytosin ¢é mit trong cac gen cua sinh vat bac
cao ¢6 thé 4nh hudng téi hoat tinh phién ma. Cac base ngoai nhu Xanthin,
Hypoxanthin va Uracil ¢6 thé khdi déng cd ché sita chita. Thymin, din xuit ti
Methyleytosin ndi sinh va nhiéu su chuyén vi cé thé xay ra theo cach nay. Cac gée
5 - methyleytosin, sau d6 tré thanh "diém néng” cha sy dot bién. Hydroxylamin
(NH,OH) chi khit amin cia Cytosin, do d6 ¢6 tac dong rit giéi han:

NH,OH

Cytosin 4-N-Hydroxycytosin, bit ¢iip vdi Adenin

Cac chat alkyl hoa. Vi du dién hinh: Nitrosoguanidin (NTG), Methyl
Methane Sulfonat (MMS), Ethyl Methane Sulfonat (EMS) 1a cac tac nhin hoi hoc
gay dot bién phan \ing véi cic base vi thém cae nhém Methyl hoac Ethy] nén ¢on
go1 la cac tac nhan alkyl hoa (bang 8.2). Tuy y&u t8 bi tac dong, ching cé thé gay
dot bién it nhit bang 3 cach:

— Thém nhém Methyl (- CH,) hay ethyl (- C,H;) vao Guanin taoc base dong
d4ng ctia Adenin din dén su bt ciip b6 sung sai (hinh 8.4).

~ Mat purin do Guanin d4 bi alkyl ho4 tao 18 héng trén ADN, khi sao chép c6
thé lam dit mach (hinh 8.4).

Lién két chéo giita cac mach clia mot hoiic cac phan ti ADN khac nhau lam
mat nucleotid.

Guanin la base c¢6 thé dé bi tdn céng nh4t, véng pyrimidin, d4c biét 14 cac
nhén pyrin dé dang bi alkyl hoa. Cée vi tri nay 1a céc vi tri lién quan truc tiép dén
viée ghép cip nhu 6 ~ keto oxygen clia guanin hay 4 - keto oxygen ctia Thymin va
cac vi trf cach xa vi trf ghép ciap nhu N - 7 etia Guanin.
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Guanin
H N O
\s(/? [/
o /)
N {1 INH

0° elhy]guamn CZH

\Sr/’f
9
IN
3

N

O%thy]gu anin

H N O
7
9 /-
N
4 INH
/ 3 <
N
NH,
Thymin
O\ CHj,

Heop—nN Y

H—~I-I----- O

/N

Su bdt cdp cla Oﬁcthylguanin vdfi Thymin

Hinh 8.4. Hiéu qua dy doan khi xr ly Guanin
vdi tac nhan alkyl hoa (EMS hay MMS)

Bang 8.2. Mot s& tac nhan alkyl hoa dudc sir dung dé gay dét bign cam ing

Nitrogen mustard (khi ngat nitg)
Sulphur mustard (khi ngat sulphur)
Ethylen oxid

Ethylen imin

Nitrosoguanidin

EO

El

NG

Tén hoé hoc Viét tat Céng thic hoa hoc
Methyl methan sulphonat MMS -80,-0-CH,
Ethyl methan sulphonat EMS CH,-80,-0-CH, -~ CH,
Dimethyl sulphonat CMS CH,-0-80,-0-CH,
Diethyl sulphat DES CH;-CH,-0~80,-0-CH, -
CH;
N — methyl — N’ — nitro — N — nitrosoguanidin | MNNG | CH, - N.NO - C:NH - NH - NO,

CH, — N - (CH, - CH, - Cl),
S -{CH, - CH, - CI),

O - (CH,),
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N —ethyl - N - nitrosourea (ENU, cong thie hoa hoe C;HgN,0,) 1a tac nhan
alkyl hoa gly dét bién manh trén chudt. Ti 1& dot bién cla né 1a 1 dét bién méi tai
mot gen riéng biét trong 700 giao ti. ENU tac déng bing cach chuyén nhém ethyl
ctia né vao base nitd (chi yéu la Thymin) trong acid nucleic. Dich chinh cua né la
céc t&€ bao mam nguyén bio tinh, tir d6 ma tinh dich trudng thanh.

Cac tac nhan chén vao ADN (lam léch khung):

Nhém nay gbém cac chat Proflavin, cam Acridin, Ethidium bromide ding trong
phong thi nghiém lam chat nhudm. T&t ca déu la cac phan t da vong phang tuong
tac v6i cac base ciia ADN va chén vao gilia chiing. Sy chén nay lam "dan” sgi déi
ADN va ADN polymerase bi "danh lita” chén base vio d6i dién nhiéu hon binh
thudng, lam léch khung ADN tao thanh.

Cac tac nhan thay d6i cau tric ADN:

Céc tac nhan nay cé thé 1a:

— Céac phan tit 16n (kénh cang) gin vao base trong ADN va lam chiing trg
thanh khéng ma hoa. Vi du, N — acetoxy — 2 — acetylaminofluorene (NAAAF)

— Cac tac nhan gy lién két chéo trong va giita cac sdl, Vi du cac psoralen ¢b
trong mot s6 rau va dung trong diéu tri mét s6 bénh vé da.

— Cac chat hoa hoc gay dit sgi ADN. Vi du cac peroxid.
- Cac hydrocarbon da véng. Vi du cic benzypyrene cé trong xang.

8.3.2.2. Tac nhdn bitc xa gay dot bién *

Buc xa 1a tc nhan dgt bién duge bigt ddu tién (nam 1920). Bic xa duge phat
minh vio nhiing nam 1890: Roentgen phat hién tia X vio 1895, Becquerel phat
hién hoat tinh phong xa vao 1896 va Marie véi Pierre Curie phat hién cic nguyén
t6 phéng xa vao 1898. Ba phat hién nay va nhiing cai khac da khai sinh Vat ly
nguyén ti va kién thic vé bitc xa dién tir.

Tac dung gay dot bién ciia biic xa ¢6 2 dic diém:

— Khéng c6 ngudng tac dung tiic 1a khéng c6 liéu lugng vo hai.

— 86 lugng d6t bién ti 1 thuan véi liéu lugng phéng xa, khéng phu thude vao
cudng dé va thoi gian chiéu xa.

Cac bde xa dién ti:

Budc séng cua cic biic xa nay thay déi tuy theo loai bite xa va ti 18 nghich véi
ning ludng ctia ching,

Céac song dai nhat (radio AM) ¢6 nang lugng it nhat, trong khi cic séng ngén
hon 1a FM, TV, viba, héng ngoai, kha kién, tia td ngoai (UV), tia X va tia gamma
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lan lugt ¢6 nang luong gia ting. Tia tui ngoai (con gol tia cuc tim) ¢é6 nang lugng
phéng xa cao nén c¢é y nghia sinh hoc.

Bic xa ion hoa:

Tia X, tia gama, hat phéng xa a va B c6 thé lam ion hoa cac phan td trén
dudng di cua chiing, do d6 ¢é tac ddng manh dén céc phan ti sinh hoc.

Biic xa UV khéng ion hoa nhung ¢é thé phan ting v6i ADN va cac phén t sinh
hoc khac, va cling 1a tac nhan d6t bién quan trong.

Pon vi dung cho tdt ca cac loai bie xa ion hoA hién nay 1a rem (roentgen
equivalent man = 0,01J/kg ngudi bi chiéu xa), do d6 1 rem cha bat cii biic xa ion
hoa nao cing ¢6 tac dung sinh hoe nhu nhau. DPon vi duge dung trude diy la rad
(radiation absorbed dose). Tuy nhién rad cua cac bitc xa khic nhau sé khac nhau:
1 rad cita cac hat « ¢6 tac dung pha huy 16n hon 1 rad cta cac tia gamma, nghia 1a
cac hat a c6 RBE (relative biological effectiveness) 16n hon 1 rad cua cac tia
gamma. M1 tuong quan giita cic don vi nay 1a: rad x RBE = rem.

Ngoai ra, cAn xét dén loai nang lugng va liéu blic xa toan phan, ti 1& liéu: cung
s0 rem, néu chidu tap trung (ti 18 liéu cao) gy bdng va pha huy da, trong khi
chifu nhe trong thdi gian dai (ti 18 lidu thap) s& chi l1am tang nguy cd dot bién va
ung thu.

Ngudn bic xa:

Céac ngudn bic xa tu nhién san xudt blic xa nén. Nguén bidc xa tu nhién gém
¢b cac tia vir tru tix Mét Troi va khéng gian, ti cic nguyén td hoat dong phéng xa
trong dat, trén mit dit va trong khéng khi (radon). Mic dé bitc xa nén thay ddi
tuy vung dia ly.

Ngoai ra, con ngudi tao ra ngudén bitc xa nhan tao, gép phin tang muc bic xa.
Trong d6 cé cac thit nghiém y t& (vi du chin doan bing tia X), thit hat nhan va cac
nha may nang lugng hat nhan, cAc san phim khac (tivi, may dé khoi, kiém tra
bang tia X d san bay).

Tac dung sinh hge ctia bite xa:

Biic xa ion hod san sinh cac goc tu do cta nude (gbe hydroxyl), gy nhiéu hu
héng d&i véi t& bao va sinh vat. Cac gbc tu do cb cac dign tit khéng bat cdp va rat
hoat dong vé mat hoa hoc, sé tudng tac véi ADN, protein, lipid trong mang t&€
bao,... Nhu thé tia X c6 thé gay hu héng ADN va protein, ¢6 thé 1am héng cd quan,
ngin phan chia t& bao hogc lam chét t& bao. Cac loai t& bao phan chia nhanh (t&
bao tao mAau, t& bao tuy xuong, niém mac tidu hoa) bi anh hudng bai bitc xa ion hoa
nhiéu nhat va do nghiém trong ctua tac dong tuy thude liéu da nhan.

176



Anh huéng di truyén clia bite xa:

Biic xa ion hod gy nhiéu anh hudng trén ADN théng qua cac géc tu do va tac
dong truc tiép:

- Dt mot hodce ca hai sgi (c6 thé din dén sip xé&p lai, xoa mat, ma&t nhidm séc
thé, t& bao chét néu khéng siia chiia).

- Pha huy cac base (d6t bién).

— Lién két chéo trong ADN hoac ADN véi protein.

Tia cue tim (UV):

Bac xa UV it ndng lugng va do d6 khéng ion hoa, nhung nang lugng cda né
duge uu tién hdp phu boi cic base ca ADN va bdi cac acid amin thom cia cac
protein, vi thé& né ciing ¢6 anh hudng sinh hoc va anh hudng di truyén quan trong.

UV duge phén loai theo bude séng: UV - C (180 - 290 nm) c6 tinh sat trang
manh nhat va giy chét, khong c6 trong anh sang mat trdi vi né duge hip phu béi
tang ozon; UV - B (290 — 320 nm) la phan doan giy chét/dt bién chinh cta anh
sang mit troi; UV — A (320 nm ~ kha ki&n) 1a "can UV", ciing ¢6 tac dung xoa mat
(vi né tao cac gbc oxy) nhung né san xuat rat it dimer pyrimidin. Céc tén thuong
gy chét chinh 1A cic dimer pyrimidin trong ADN (tao béi UV - B va UV - (), cac
dimer nay la lién két dong hoa tri giita cic pyrimidin ké nhau trong mdt soi. Cac
dimer nay lam ngan chin sy phién mé va sao chép ADN va gay chét néu khéng
stia chita. Chuing c6 thé kich thich dét bién ciing nhu sdp x&p lai nhidm sic thé.

Trong té bao, cac chit hitu ¢d ¢6 mach vong chi yéu nhu purin va pyrimidin
hap thu truc tiép UV. Tia td ngoai cé kha ning xuyén thiu thip nén chi tac dong
18n cac sinh vat don bao va giao ti. ADN hép thu tia t ngoai manh nhit & bude
séng 257 nm (= 260 nm), day chinh la bude séng lam ting tdn s6 d6t bién & hat
phin cdy bip (ngd). Dudi tac dong chia tia tif ngoai, cytosin gan thém phan ti nude
vao lién két C=C cua mach vong (Hinh 8.5) va thymin bi dut lién k&t C=C mach
vong, ndi 2 phan ti thanh thymin dimer.

Stone va cac cong sy da nhan thdy tan s& dot bién tang lén ¢ Staphylococcus
aureus khi méi trucng nuéi chung duge chiéu tia UV trong thoi gian ngén trude
khi cdy vao. Day la tac dong gian tiép ciia tia td ngoai. |

Hién tugng quang phuc héi la mét dic trung trong tac dong cua tia UV. Sau
khi chiéu tia ti ngoai 1&n t& bao, néu dé ngoai anh sang, thi cic sai hong phan 1én
duge phuc héi. anh sang ¢6 tdc dong hoat hod enzym siia sai, cit dit cac thymin

dimer.
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Hinh 8.5. T4c ddng cla tia ti ngoai 18n cac pyrimidin
(a) Dimer thymin - cytosin (b) Dimer thymin - thymin

8.4. CAC CO CHE CHONG LAI POT BIEN

Vi sy sai hong ADN xay ra tu phat va 1a hdu qua cita céc tac nhan méi trudng
8 moi noi nén hiu hét cac sinh vat c6 mét vai kha ning sta chita ADN ciia chiing
va ADN la dai phin td duy nhit dudc stia chiia bdi t& bao. Cé thé chia cac cd ché
"sita chiia" thanh ba loai:

- Dao nghich sai héng: ¢d ché nay don gidn nhat, enzym hoat déng phuc héi
cdu tric binh thudng khéng c6 gay khung.

— Loai bd sai héng: cit bd va thay thé base hodc phdn nucleotid sai héng hosc
khéng thich hop.

— Dung nap sai héng: khéng sita chiia that sy, chép sai hdng va ti€p tuc séng.
8.4.1. Pao nghich sai hong
8.4.1.1. Quang phuc hoi

D4y 1a hé thong sia chita don gidn nhat va 6 1& xua nhit. Cé su tham gia cia
mét enzym c6 kha ning cit cac dimer pyrimidin (lam dit cac lién két déng hoa tri)
khi ¢6 anh sang (hinh 8.6).

Enzym photolyase xtc tac phan ding nay, né c¢é nhiéu trong vi khuéan, t§ bao
nhén that bac thap, con trung va thyc vat. Khong c6 trong t& bao déng vat. Gen
(phr) c6 trong dong vat ¢ vii nhung ma hoé cho protein c¢6 chic niang hé trd loai
stta chita khac.
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Hinh 8.6. Quang phuc héi
8.4.1.2. Stta sai bang cdch lam mét nhém alkyl (dealkylation)

Sta chita truc tifp cac tén thuong bing OF - methylguanin - ADN .
methyltranferase. Enzym nay chuyén nhém alkyl tit nguyén ti oxi trén ADN sang
gdc Cystein trén enzym va phén tng khéng thuan nghich va enzym bi mit hoat
tinh (hinh 8.7). Cac 161 dugc sita chita gédm O° — methylguanin, Q! - methylthymin,
va cac methylphosphotriester gy ra bdi cac tdc nhan alkyl hoid nhu
N - methyl - N’ — nitro - N - nitrosoguanidine (MNNG). Enzym nay ctng sita chiia
cac guanin bi alkyl hoa khac nhu Of - ethylguanin va O® - butyl - guanin, mic du
hiéu sudt thdp hon nhiéu. Cac MTase dugc tim thay & tit ca sinh vat dude nghién
cuu.

O E. coli gen ma hoda cho enzym nay (39 kDa) 1a ada. Vi tri Cys69 trén enzym
nhén gbc metyl tit phosphodiester va thay d6i cAu hinh cho phép né hoat hoa
promoter cua cac gen ada, alkA (methyladenin DNA glycosylase), alkB, va aidB,
nho dé tang khd niang d€ khang véi cic tac nhan alkyl hoa. Trong khi vi tri Cys321
nhén goc metyl tit O° - MeGuanin va 0* - MeThymin, dé khéi phuc base binh thudng,

Cé hoat tinh Bét hoat

0
N N
N~ N~
PP PP
~
H,N N N N N
. R _ R
Q" -Methylguanin Guanin

Hinh 8.7. Co ché sUa sai bing methyltransferase
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8.4.1.3. N6i cde ché diit ciia soi don

Tia X va mét s6 hoa chét nhu peroxid 6 thé gay ra nhing ché diit trén khung
ADN. ADN ligase nhanh chéng slia cac ché dit don gian trén mot sgi. Cac vi sinh
vat dot bién mit ligase ¢6 mite tai t8 hop cao hon vi dau ADN sinh tii t& hgp duge
hoat ho4 cao. O ngusi chi mdi bist ma 46BR cé dot bién trén ca hai gen ADN ligase
I, lam tang trudng cham, suy gidm mién dich va nhay cam véi Mt Trai, chét tré
do u lympho. Cac t& bao nguyén bao sgi & ngudi ¢6 46B dé bi diét bdi cac tac nhan
lam hong ADN, trong dé ¢6 bie xa ion. Ngoai ra, héi chiing Bloom ciing lién quan
véi khiém khuyét ADN ligase (mic dd protein cta hél chitng Bloom la ADN
helicase); té bao nudi cdy ciia bénh nhan nay cé mitc bién dang nhiém sic thé va
dot bién tu phat cao.

8.4.2. Loai bo hu héng
8.4.2.1. Siza sai bang cdach cdt base (glycosylase)

Loai b6 ch6 sai nhd mét hoac vai enzym N ~ glycosylase. N — glycolase nhan
biét base bién d6i va thuy gii lién két N ~ glycosilic néi base véi dudng pentose.
Diéu nay tao ra mot vi tri AP (khéng ¢é purin ho#c pirimidin), nghia 1a c6 mach
duong - phosphat nhung bi thiéu base nitd. Vi tri AP sau d¢ dudc cat bo bdi AP
endonuclease vA ADN polymerase chép day lai dua vao khuén 1 mach bg sung dé1
dién va duge ligase néi lién lai.

8.4.2.2, Sua chira léch déi

Qua trinh nay xay ra sau sao chép ADN nhu 13 "danh van kiém tra" cusi cung
sit chinh xac cGa sao chép. 6 E. coli, co ché nay 1am ting d6 chinh xac clia sao chép
lén thém 100 — 1000 lan. Sita chita nay dude tién hanh bdi mét nhém céc protein
c6 thé quét ADN va tim cic base bit cap khéng chinh xac (hodc cac base khéng bit
cap) lam sai léch hai chiéu trong xoan kép. Nucleotid khéng chinh xéc phin dudi
sé dudc loal bo va ADN polymerase s& hoat déng 14n thi hai d€ ¢6 trinh tu dang.

Cac protein stia chita léch déi 6 ngudi méi duge xac dinh va rat gibng & t& bao
nhin nguyén thuy nhu E. coli va 6 t& bao nhén that don gian nhu ndm men.

8.4.2.3. Stia chita bdng cdt nucleotid — NER

Heé thong nay lam viéc trén "kh&i" ADN sai hong, lam ngung sao chép ADN va
phién ma. Qua trinh gém cit sgi ADN chiia sai héng bdi endonuclease & phia sai
héng, tiép theo loat bé doan ngén chiia ving sai hong béi exonuclease, khoang
trong tao thanh duge 1ap vao bdi ADN polymerase (hinh 8.8).
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[ | DNA véi dimer

Dimer dugc nhén,
| | dign va ADN bi cat

L 1 1 ] Dimer bi loai bo

Khodng tréng duge 14p
| I nhé ADN polymerase

Khe hé duoe han
I . lai nh&r ADN ligase

Hinh 8.8. Sira chita bing cit nucleotid

Nhiéu sinh vat bi d6t bién khiém khuyét NER, dé bi diét va dét bién bdi UV va
cac hod chdt hoat déng gidng UV. Ngudi c¢6 bénh di truyén xeroderma
pigmentosum nhay cdm véi anh sang mit troi, ho ¢6 nguy ¢d cao bi ung thu da &
nhiing viing co thé phdi duéi Mat Troi va 6 cac khiém khuyét trong cac gen tudng
déng v6i hé thong NER 6 t& bao nhan that don gian. Cac d6t bién NER 6 sinh vit
bac thap nhay véi UV va ting mue dét bién va tai t8 hgp cdm ing bdi UV (vi
ching khéng thé diung phuong phap NER chinh x4c d€ loai bd cac dimer pyridin
va phai ding cac hé théng giy dot bién hodc gay tai t6 hap).

8.4.3. Dung nap ADN sai hong

Khéng phai ti't ca cac ADN sai héng duge loai bé ngay ma mét s8 ¢ thé tén tai
moét thdi gian. Néu tai chac ba sao chép ADN ¢6 ADN sai héong nhu dimer pyridin,
qua trinh sao chép sé nging lai.

Tuy nhién g t& bao nhan that, sao chép khéi dong & nhidu vi tri va ¢6 thé hai
phuc lai sgi dudi cha dimer, chita lai "khodng tréng" cia sgi don ADN khéng sao
chép. Khe nay cé thé nguy hiém néu khong dimer nita khi t&€ bao phan chia.
Khoang tréng c6 thé dudc sita bang tai t8 hop véi tuong dong hoic véi thanh nhidm
sc em, tao hai phan ti con nguyén ven, mét cai van ¢én chita dimer.
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8.4.3.1. Stia chita bdng tdi té hop

Day 1a co ché sta chiia thic ddy tai t8 hgp dé 14p khuyét sgi con khéng dimer
va 1a cach chép dé1 phoé tdn thudng luu trit khéng ma hoa trong ADN (hinh 8.9).
Loai t4i t hgp sita chiia nay néi chung chinh xac (mic di né c6 thé gay tinh déng
hgp cua céc allel lin ¢6 hail) va doi héi sy tuong ddng ctia soi nhidm sic em. San
phdm cua cac gen BRCA1 va BRCAZ2 nhay cam véi ung thu vii & ngudi c6 thé tham
gia sia chita bdng tai t6 hgp clng véi tuong déng cla cac gen RAD51va RAD52
clia nim men.

T~ TTI11

Y

|2
[TITTT TTIT — TTTIIT TTIT

[TITTT LITT
[TIITT . TTTT = —

3

[TITIITITIIL —

I T Y I

Hinh 8.9. Cac bién cé trong sifa chira bing tai t& hop

Loai stia chila bing tai t6 hop thit hai 1a phéan ting lién k&t ddu khéng tudng
déng dé stia cac ddu ADN bi dit nhu géy do bitc xa ion hod va céac chit hoa hoc ¢6
tac dong gy dét bidn tucng tu. Hé thong stia chila nay ciing dude sit dung bdi cac
t&€ bao B va T ctia hé théng mién dich dé tai sdp x&p di truyén cin cho hoat dong
cua chung. Protein Ku70, Ku80 va cac protein kinase phu thudc ADN cén cho lién
két dau khéng tuong déng. Céc dong t€ bao cha loai gim nh&m ¢ cic dot bién
trong cac gen nay riat dé bi diét bdi bitc xa ion hoa va khiém khuyét tai sip x&p hé
théng mién dich.

8.4.3.2. Stta chita bdng dét bién

Mot cach khac dé ADN polymerase bi ngan tai dimer 12 thay déi tinh dic hiéu
cua n6, nhd dé c6 thé chén bat cit nucleotid d6i dién dimer nao va tiép tuc sao chép
(cach "dft bién hodc 1a chét"™) (hinh 8.10). Cach nay xay ra 6 vi khudn, ngudi ta

nghi né c6 thé xay ra & t&€ bao nhan that tuy chua bidt rd co ché. Day 1a 1y do tai
sao ddi khi sita chita c6 thé giy dét bién.
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Hinh 8.10. S{ra chita bing dét bién
8.4.4. Stta sai nhd hé théng SOS (cap citu)

Hé théng siia chila nay duge kich hoat néu cic cd ché trén bi qua tai bdi cée
ddt bién lan réng. Trong trudng hgp ADN bj t6n thuong ngung sao chép, thi phan
ing SOS héi phuc sao chép va chuyén sai hong thanh sia sai trong khi nhan déi.
G E.coli da quan sat syt pha huy ADN lam md ra khodng 20 gen ctia hé théng SOS,
duge kiém sodt 4m bdi chat kim him lexA. Chat nay gin vao hép SOS chéng 1ap
cac promoter cua cac gen SOS,

Khi c6 nhiéu sai héng cdp citu, lexA bi kich thich, thay d8i c&u hinh, tu cit va
mét hoat tinh kim ham. Lic d6, cac gen SOS duge mé ra. Néu sita sai khéng kip,
té& bao phai ch&p nhan hoic bi d6t bién hoic bi chét.

8.5. CAC TINH TRANG DOT BIEN VA PROTEIN POT BIEN

Mot sinh véat bi dt bién don gian 1a mét sinh vat biéu hién nhiing tinh trang
bat thudng di truyén duge. Hau hét nhiing tinh trang nay cé thé thdy duge nhu
nhitng dot bién sic t6 gy nén bénh bach tang, thay d6i mau sdc bén ngoai & dong
vat vA mau sic hoa bit thuong.
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Trong y khoa, da tim thay cac loai d6t bién khac nhau & ngudi. itng dung céac
dinh luat di truyén Mendel, ngudi ta da chiing minh ring mét vai bénh & ngush
duge di truyén nhu la ciac bénh do mét gen riéng 1& quy dinh.

Nam 1908, hon 30 nam trudc khi c6 gid thiét "mét gen — moét enzym" cia
Beadle va Tatum, nha vat ly ngudi Anh Sir Archibald Garrod da trinh bay mét
loat quan niém vé di tat ¢ ngudi. Trong d6, c6 mot di tat dude 6ng goi 1a "rdi loan
bam sinh vé trao ddi chat". Garrod cho rang, mét s& di tat gdy nén do co thé mat
kha nang thuc hién cac qua trinh hea hoec mang ban chat di truyén.

Céc r6i loan chuyén hod bim sinh cdn dude goi 1a cac bénh phan tii va bénh cé
nguén goc la nhiing sai s6t ¢ miic 6 phén td, nhiing biéu hién truc ti€p cua bénh
12 nhiing phén ti protein.

Phenylalanine@CH2CHCOO‘
THUC AN Eh;?:;’i;me NH3
\ Y V\ Phenylpyruvate

Phenyl ceton nidu

o Phenylalaning

trong mdu cao

Tyrosine HO CHZClHCOO- (Thiu phenylalanin hydroxydase)
] *NH3
4-hydroxy- HO@CHgCOCOO'
phenylpyruvate OH
\ Nude tdu
H HO
2,5-dihydroxi- H2COCOO
phenylpyruvate y
OH CH2CHCQO

r

Homeogentisate

oxidase 4— | (thidu homogentisale oxidase)

Homogentisate l ALCAPTONURIA

Fumarate + Acetoacetate —— Chu trinh Krehs ———= C0O5 + HoO

Hinh 8.11. Chuoi phan ung sinh ho4 clia bénh Alkapton niéu va Phenylketon niéu,
hai su rai loan di truyén cla sy thoai qua acid amin tham
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Bénh d6t bién dau tién do Garrod nghién citu la bénh Alkapton niéu. Nude
tiéu cta bénh nhan tré nén den khi dé ngoii khéng khi. Bénh xay ra do thidu
enzym homogentisate oxydase trong gan nén khéng phén huy duge acid
homogentisic (tén c@i 1a alcapton) thanh mét san phim khéng mau la acid
acetoacetic. Liic bay gid acid homogentisic tich tu lai trong nuée tiéu va c6 mau
den khi gap khong khi.

Lién quan tdi réi loan chuyén hoia bdm sinh, cén ¢6 bénh thisu hut enzym
chuyén hoa phenylalanin va tyrosin. Mét trong cac vi du quen thude vé di tat bam
sinh dudce di truyén do y8u t6 gen lin Mendel 4n trén nhiém sic thé thuong véi tan
s6 cao (khoang 1/10.000) 1a Phenyl ceton niéu. Bénh nay la do thidu enzym
phenylalanine hydroxylase trong gan dé cé thé oxy hoa phenylalanine thinh
tyrosin (hinh 8.11). Hau qua tryc tiép 1a tich tu phenylalanine trong mau va bai
tiét thai qua ting phin qua nude tiéu dusi dang cac chat chuyén hoa bit thuong
nhu acid phenyl pyruvic.

8.5.1. Dot bién sinh duwdng & vi sinh vat

Niam 1945, cac dot bién lién quan dén sinh dudng dude xac dinh dau tién &
ndm Neurospora, sau d6 1a vi khuan. Nhiu vi sinh vat binh thudng sé phat trién
duge trén méi trudng t6i thiéu cé chita dudng, ion NH} va mot vai ion cin thist
khac. Nhiing vi sinh vat nay la nhiing vi sinh vat hoang dai va dude goi la thé
nguyén dudng. Sau khi duge xt 1y véi nhiing tac nhan giy d6t bién cam Ung,
chiing thu duge khéng con phat trién trén méi trudng gian don nita trit khi thém
vao mdt chat khdae, thuong 14 acid amin, vitamin nucleotid hosic mét phén tit vi
lugng nao d6. Nhiing ca thé mang dot bién nay duge goi 1a thé khuyét dudng.

Nhu vay, thé nguyén dudng c6 thé tdng hop tat ci cac thanh phan t& bao phiic
tap tif cac nguyén liéu thod so, don gian, nhung vi sinh vat khuyét dudng thi da
méit di kha ning nay. Vi hé t8ng hgp cac phan tit phitc hop néi chung ¢6 lién quan
dén enzym va sy dot bidn & sinh vat khuyét dudng c6 thé do lam mét hoat tinh

enzym,
8.5.2. Dot bién va bénh & ngudi

Val nim sau phat minh cia Garrod, hang ngan bénh duge tim ra ¢6 thé di
truyén duge do dét bién gen. Nhiéu bénh c6 lién quan dén cac enzym bi bét hoat
hay protein bi thay déi chtic ning (bang 8.3).
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Bang 8.3. Mét s6 bénh di truyén & ngudi ¢6 lién quan dén protein chuyén biét
hay khiém khuyét enzym

1 oai 161 loan Tén Triéu chitng Hoat tinh sinh hoa bi anh | Tan sé tinh trén
j i dién hinh hudng hay khiém khuyét 1000 nguroi
g‘;’c"kgle"?;’"'ua' liem ;';’:g f]?:hb!'lf; Hemoglobin ¢6 xu huéng 10 - 20
. ang, ngung két va két tha {Afro — Caribean)
anaemia) fiém

Mau

Bénh thi€u mau
Bia Trung Hai
(Thalassaemia)

Thi€u mau n3ing,
tach 16n

Thiéu mdt trong cac chudi
polypeptid clia hemoglobin
ngudi trudng thanh

10 - 20 (dén dia
Trung Hai)

Thi€u mau huyét
giai hdng cau bia
(Non - spherocytic
hemolytic
anaemia)

Thodi hoa té bao
héng céu, vang da,
lach Ién

C6 nhiéu dang tat ca déu
mat 1 enzym trong nhanh
chuyén hoa HMP

0,5 (Pyruvat
kinase)

Bénh ua chay
mau A

Mau khdng dong
dudc

Yéu té VIl trong huyét
twang

0,1 {dan éng)

Co

Teo ¢co Duchenne

Thoai hoa co

Dystrophin, mdt protein
lién quan dén mang t€ bao
co

0,1 (dan ong)

DBudgng huyét thap,

Glucose — 6 - phosphatase

Bénh Von Gierke 0,01
Chuyé’n hod ; sung gan trong gan
carbohydrate _ id
Khéng dung nap DAy hoi, tiu chay ¢ - Galactosidase trong 100
lactose rudt
Mirc
phenylalanine,
2 i mifc phenylacetic .
- Ph ine hyd se
Chuyén hod acid Phenylketon niéu |acid trong huyét enylalan ydroxyla 0.1

amin

tuong va nudc tiéu
cao, tri tré cham
phat trién

trong gan

Chuyén hoa purin

Hbi chimg
Lesh ~ Nyhan

Tén thuong ndron
than kinh, thudng
¢d hanh vi tu huy
hoai

Hypoxanthine guanin
phospheribosyl transferase

0,1 (dan éng)

Chuyén hoa Hem

Protoporphyria

Da nhay cam vdi
anh sang, gan bj
tén thuang,
protoporphyrin
trong huyét tuong

Enzym Ferro - chelatase
cha qua trinh sinh 18ng
hap Hem

Hiém
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Loai rbi loan

Tén

Triéu ching

Hoat tinh sinh hoa bi dnh

Tan sé tinh trén

dién hinh hudng hay khiém khuyét 1000 ngudi
Cac thuc thé lipoprotein ti
Van chuyén Cao cholesterol  |Xd vita déng mach trqng th.,ép\(LDL) tro‘ng
lipoprotein méau gia dinh  |(Atherosclero - sis)| 219 1€ bao LDL va !
pop 9 cholesterol khong dugc
hap thu
e Cham tri tug, tén .
T . 1 il
MZZ?}I r:)cl)asaccharid Bénh Sanfilippo B thuong gan va ﬁsity:glsuc?soosnaammdase 0.01
poly khép xuong gl
Bi thodi hoa than
Thoai hoa . kinh, tich Iy Hexoseaminidase A trong (0,3  (Ashkenazi
) .. |BénhTay — Sachs o .
Gluosephingolipid gangliosid trong t& |lysosom Jews)

bao than kinh

8.6. POT BIEN GEN VA UNG THU

Rét nhi€u nguyén nhan gdy ung thu khac nhau, nhung ¢ cd ché& phan ti déu
lién quan dén cac bign ddi di truyén trén ADN lam tén thuong tién trinh tang sinh

binh thudng.

8.6.1. Cac nhém gen lién quan t6i ung thu

Lién quan téi su ting sinh clia t& bio, c6 2 con dudng dan t6i ung thu:

- Thit nhat, cac bién doi 1am ting hoat gen kich thich, kiéu dot bién nay c6
hiéu qua tréi. Alen bién déi duge goi la oncogen (gen ung thu), con alen binh
thudng la proto — oncogen (gen tién ung thu).

- Thit hai, cdc bién d8i lam bat hoat gen kim ham, kiéu d6t bién nay thuong
c6 hiéu qua lan. Gen kim ham dudc g0oi1 14 gen tic ché khoi u.

8.6.2. Gen ung thu va gen tién ung thu

8.6.2.1. Cdc gen ung thu do retrovirus tdi nap

Cac retrovirus béing con dudng sao chép ngudge da tich hgp duge ADN ctia minh

vaio nhidm séc the t€ bao chii. Chiing ¢6 thé ngiu nhién mang cac gen ung thu lam
bi€n déi t€ bao chh bing cach xen doan ADN cda minh canh gen tién ung thu clia
t& bao chi. Hang loat cac gen ung thu da duge xac dinh tu retrovirus giy bién déi
té€ bao (bang 8.4).
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Bdng 8.4. Mot s8 oncogen dudc xac dinh nhd retrovirus gay bién thé

fr?gg}i?r Chirc nang clia gen tién ung thu Ngﬂﬁz f e U do virus gay ra
abt Protein kinase (tyrosin) Chudt, méo Pre - B - celleukemia
erb - B Protein kinase (tyrosin): thu thé cia | Ga Erythroleukemia
yéu 10 tang trudng thugng bi (EGF) Fibrosarcoma
Sis Yéu td tang trudng tir tiu cdu (PDGF) Khi Sarcoma, Carcinoma,
Myelocytoma
Sro Protein kinase Ga Sarcoma

abl = Bach huyét Abelson; erb = Erythroblastose (tang nguy&n héng cau);
8is = Simian sarcoma virus; Src = Sarcoma.
Mot s6 gen ung thu khac duge phat hién khéng do virus. Hién nay, dd phat
hién dugc hon 60 gen tién ung thu.
Cac gen tién ung thu hau nhu hén quan dén céc hé théng tin hiéu cua t& bao
nhu cac protein, cac thu thé xuyén mang, cac gen didu hoa...

8.6.2.2. Cdc cdch bién déi gen tién ung thu thanh gen ung thu

Ba cach chu yéu trong cac cach dé la:

— Mat doan hoic d6t bién diém trong trinh tu mi hoa.

— Khuéch dai gen.

- C&u tric nhiém sic thé.

Céc gen c6 thé bi bién déi do dét bién diém, mat doan, chuyén doan nhidm séc
thé hay do xen doan bd gen clia retrovirus (hinh 8.12).

Mat doan hay dot PR
bién diém & trinh Khuéch dai gen -Aau lm_f’ a1 nhicm
b sic thé
1y mi hod
] ,, Co
ADN g - ey B
ARN  mmm I . —— ]
—— —
Protein ting hogt Protein binh Cdc enhancer Su dung hdp vdi
dugc tao ra vai sé thudng dwge  manh k€ ¢dn lim gen phién méi
hrgng binh thuiding sién sdn xval protein binh manh [Am protein
thuiing duge thng dung hap duge
sdn xuit ting sdn xui't hojc

pretein dung hdp
ting hoat

Hinh 8.12. Ba cach bién ddi gen tién ung thu thanh gen ung thu
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8.6.3. Cac 44t bién & gen e ch& khéi u

Qua trinh c ché 1a két qua cua dét bién thid cap dao nghich tac dong cta dot
bién so cip. Qua trinh nay xdy ra & mite d6 phién ma va chi ¢6 hidu qua mét phan,
luu trit du protein c6 hoat tinh dé cho t& bao séng ma thudng 12 mét loai gia hoang
dai bat thuong.

Cac dot bién d gen tic ché khdi u thudng 12 Lin, nén t& bio chi mat kiém soat
khi ca 2 allel déu bi dét bién. C6 2 d6t bién dude phat hién:

~ Gen Rb tao protein retinoblasma tc ché& sy phat trién mét dang ung thu §
madt (retinoblastoma). Rb con ¢6 tac dung ic ché d6i véi mot s6 dang ung thu khac.

— Gen p53 tao protein p53 e ché nhiéu dang ung thu. Cac nghién ctiu gan
day cho thay protein p53 tham gia hé théng cip ciiu, stia chita nhiéu tén thudng
cua té& bao dang phan chia.

Céc virus ADN nhu Papilomavirus va SV40 ¢6 thé gy ung thu bing cach cb
1ap céc san pham clia gen te ché khéi u nhu protein etinoblastoma hay protein ph3.

8.7. CAC HE THONG CHOQN LQC DOT BIEN G VI SINH VAT

Céac hé thong chon loc dét bién giip phat hién c6 hiéu qua cac dét bién hiém
hoi trong ngudn dét bi€n rong 16n. C6 nhiéu hé théng chon loe dét bién va ap dung
tuy thude vao cac dot bién (bang 8.5).

Bdng 8.5. C3 sd phat hién ba loai dét bign dya vao kiéu hinh

Kié u Dot bign c6 didu kién Dot bién khuyét dudng Dot bién dé khang
Kiéu o NRI&LAS |\t do cao | KNONGDS | s ps s ing [KNORG COta] ne o 0
gen thuang sung nhan
ng?g Binh thudng | Binh thudng Moc Moc Moc Khong
Dot bién Birh thuang Dot bién Khéng Mac Moc Moc

Hé théng chon loc ddt bién duge danh gia bing nang lue phin gidi, 1a kha
néng phat hién cac dét bién rat hi€ém so véi khong d6t bién. Ning lue phan gidi
cang 16n thi phat hign duge cac d6t bién cang hi€m. Vi du, phat hién cac dot bién
dé khang ¢6 d¢ phén giai cao vi khi cdly s6 lugng rat 16n t& bao 1én méi trudng chon
loc ¢6 chiia cac tac nhan thi phin 14n t& bao chét, chi ¢é rat it t& bao c6 dot bien dé
khang moc duge thanh khudn lac.

8.7.1. Phuong phap dé khang

Dung tac nhén 1a thude hodc phage dé chon lo¢ vi khudn. Cac dét bién dé dang
duge phat hién 6 cac khuan lac moc trén méi trudng thach cé thuée hay phage,
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8.7.2. Phwong phap lam giau cham

Dang dé phat hién dude cac dot bién khuyét dudng. Dung dich vi khu&n pha
lodng duge cdy trén b€ mit méi trudng thach t&i thidu dé moc thanh cac khuén lac
roi. Phii mét 16p méng méi trudng tudng tu 1én mit méi trudng thach viza rdi, 1 dé
cac khuan lac binh thudng moc 1én. Sau dé lai phii thém mét 16p méi truong dinh
dudng ¢6 bé sung va U ti€p cho chidt b8 sung khuéch tan. Cac dot bién khuyét
dudng s& moc sau khi ¢6 chat b6 sung, nén khudn lac nhé hon do moc cham.

8.7.3. Phuong phap lam giau han ché&

Day la dang don gian hon cta phudng phap lam gidu cham. Cac vi khudn duge
c8y trén moi trudng t&i thi€u cé6 mdt it chat bé sung. Trong didu kién nay, cac dot
bién khuyét dudng moc dén khi hét chit bé sung thi ding, do d6 tao khudn lac
nhé. Cac vi khuén binh thudng tiép tuc tao khuén lac to.

8.74. Phuong phap lam giau nhé penicillin

Penicillin ¢6 tac déng diét khuén dang phin chia. Vi khuan dudge cho vao mbi
trudng t6i thifu ¢6 penicillin, Cac vi khusn dang ting trudng bi diét, chi cac té bao
d6t bién khong tang trudng con séng sét. Sau d6, hdn hop duge c&y 1én méi truong
khéng ¢6 penicllin thi cac d6t bién khuyét dudng moc 1én véi ti 18 tuong déi cao hon.

8.7.5. Phuong phap lgc

Diing d€ chon lya cac ddt bién khuy&t dudng 6 ndm sdi. Dung dich bao ti dudge
nudi trong méi trudng dinh dudng thiéu chat b6 sung. Cac dét bién thidu chat bé
sung khéng moc duge, cac'dang binh thudng mec ra thanh nhiéu sgi. Khi loc qua
mang loc sgi thuy tinh, cac dang binh thudng nhiu s¢i bi giit lai, cac dang dot bién
di qua mang lgc. Dung dich c¢6 nhiéu dang d6t bién duge c&y trén méi trudng cé
chat b8 sung va kiém tra tim cac dang dét bién.

8.7.6. Phuong phap in

Vi khudn duge cdy dé moc roi ting khuén lac trén méi trudng dinh dudng.
Dung miéng nhung (c6 nhiéu 16ng min boc trén khiic gb) in ddng vi trf khuén lac
trén moi trudng toi thi€u. Cac khudn lac dét bién khong moc 1én duge. Cin et vi

trf khu#n lac khéng moc & ban sao, tach cac dét bién khuyét dudng (hinh 8.13),
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Pia géc trén méi
trudng day di

(a)

(b)

Céc bin sao trén moi trudng c6 bé sung

v \
(c) (d) (e)

Hinh 8.13. Phuong phép in
(a) Bia gdc trén méi trudng day di; (b) Khac gb boc miéng nhung;
(c) Méi trudng c6 b sung chat A va B; (d) Méi trudng c6 bé sung chéat A, B va C:
(e) M6i trudng c6 bé sung chat A va C

Tém tat

D6t bién 12 mét qua trinh c6 thé dugc nghién citu & mic d6 sinh hoa t& bao va
¢ muc d co thé sinh vat. Dot bign 1a nguyén nhan diu tién ciia cac bién di trong
tu nhién va trong thi nghiém, bién di ciing c6 thé xay ra bang cach st dung cac
hoa chat va tia phéng xa gy dét bién.

O miec d6 phéan td, mot dot bién 1a mot su thay déi trong trinh tu base cua
ADN do mét sai sét trong su sao chép hay stta chita. D6t bién tu nhién va tac dong
cua cac tc nhan gay dét bién c6 thé dudc quy vé su bét cip sai clia cac base, trong
khi d6 cac 16i do cac hé thong stia chita 13i tu do thong thudng lai tuong ting véi su
bién dang trong chudi xodn kép. Sy hu hai 16n ADN do tia cye tim c6 thé hoat hoa
mot hé théng stia chiia 16i phat sinh.

Cac bién di d6t bién ¢ mtic do ADN c6 thé 1a su thay thé mot base riéng 18, hay
chén hay xoa mét base (thay d6i khung) ho#c ctia vai base (da diém). Su thay thé
mdt base riéng 16 c6 thé din dén sy thay ddi caa moét acid amin trong phan ti
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protein tao thanh va tuy vao ban chit va vi tri cua cac bién déi nay ma protein ¢é
thé m&t hoat tinh hoan toan, hay mét hoat tinh mdt phan, hay c6 hoat tinh nhung
khéng 6n dinh. N&u sy bién d¢6i mét base lai tao ra codon két thiic thi protein sé
khong duge téng hop nita va thudng 1a bat hoat. Cac d6t bién dc ché cang cé thé
bao toan duge hoat tinh trong mét s trudng hgp nhd sy b trir cho d6t bién séc
trong qua trinh dich ma.

O mite d6 co thé, cac két qua dét bién thé hién ¢ mét tinh trang d6t bién nao
d6. Hau hét cac dot bién déu c6 hai va cac dét bién nay hAu nhu dude bist § cac
bénh di truyén 6 ngusi. Hy vong gidi thich sinh hoa s& lam séng té cac nguyén
nhan gay ung thu.

Cac hé théng chon loc dot bién & vi sinh vat da hoan thién cac phuong phap
chon lgc dét bién trong phong thi nghiém.

CAU HOI
1. Kiéu hinh nao khéng 14 hiu qua ctia dét bién & vi khuin?
a) Bién d6i tit nguyén dudng sang khuyét dudng va nguge lai.
b) D6t bién thanh thudng bién va ngugc lai.
¢) M4t hoic tao thanh phan cau tric cua té bao.
d) Nhay cam hay dé khang thudc.
e) Nhay cam hay dé khang phage.

Lo

Trong bao nhidu ban ma sao cia gen c¢é mét dot bién?

a) 10° b) 10°
¢) 10 d) 10°
e) 10°
3. Nhom tac nhin giy dot bién nguy hai nhat:
a) Base déng ding b) Alkyl hoa
¢) Deamin hoa d) Uc ché téng hop base nito
Chén vao ADN
4. Co ché khéng dao nghich sai hong do dét bién:
a) Quang phuc hdi b) LAm m&t nhém alkyl
¢) N&i lai bang ligase d) Stia sai bang glycosylase
e)bvac

192



10.

Co ché stta chita dgt bién bang cach loai b6 sai héng trong and:

a) Quang phuc hoi b) Lam m&t nhém alkyl
¢) Néi lai bing ligase d) Sita sai bang glycosylase

e) Tai té hap

Diém khac biét gitia ky thuat tai t6 hop va ky thuat dét bién:
a) T4i t6 hgp 1a k¥ thuat ghép gen

b) T4i t8 hgp phu thude vio ki thuat di truyén

¢) Dot bién khéng phu thude vao k§ thuat di truyén

davab

ela,bvac

Tan s d6t bién 12 mic d6 xust hién clia dét bién trén:

a) Mot nhiém séc thé b) M6t t& bao
c) Mot giao t d) Mét 1an sao chép
e)b,c, d

Dot bién tu phat khéng do

a) Hé bién cia base

b) Khit amin AP site

¢) Khit amin tao base déng ding

d) D6t bién léch khung khi polymerase sao chép céac doan lap lai ctia mét
nucleotid

e) Bi cam Uing bdi hoa chat

Co ché chang lai d6t bién

a) NER - cét bd nucleotid b) Mtase — khit alkyl
c) Glycosylase — cit bo base sai  d) Dung nap AND sai
e) Tat ca

Gen kich thich trd nén ting hoat tinh giy ra bénh:

a) Ung thu b) Tién ung thu
¢) Binh thuong d) Khéng ung thu
e)avab
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Bai 9
CAC PHUONG PHAP PHAN TiCH ADN

9.1. CHIET TACH ADN

ADN chita théng tin di truyén cta sinh vat, do 6 muén nghién ctu 6 mic do
sinh hoc phén tit can chiét tich ADN. ADN gbm cac loai: ADN bd gen, ADN ty thé;
ADN plasmid, ADN chloroplast vaA ADN virus. Tuy kich thuéec ADN, loai t& bao ma
chon phuong phép chiét khac nhau dé ddm bao chiét duge ADN tinh khidt va c6
hiéu suit cao. !

9.1.1. Phuong phap chiét tach ADN

ADN la phén ti ¢ kich thude 16n, khi chiét tach cAn luu ¥ trong thao tac
tranh moi tac nhén cd hoc hay hoa hoc qua manh c6 thé 1am ditt gy phén tit nay.
Phudng phap chiét tach ADN gém ba buéc chinh:

— Budc 1: Pha mang t& bao va mang nhén (t&€ bao nhan that) bing céc téc
nhén vat ly hay hoa hoc hogc két hgp nhiéu tac nhan, giai phéng ADN ra moi
truong.

— Budc 2: Loai b6 cac thanh phan khéng mong muén trong mau (protein,
lipid, polysaccharid...). Thuong dung hén hgp phenol - chloroform — iso amyl alcshl
(25 : 24 : 1) lam bién tinh protein, déng thdi khéng hoa tan acid nucleic; sau dé6 ly
tam: protein bién tinh sé ttia thanh mét 16p ndm gita pha nudc chia acid nucleic
va pha phenol - chloroform, thu nhan lai pha nuéc chita acid nucleic.
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- Buée 3: Két tua acid nucleic. Thudng diing cén ethanol thé tich 2,5:1 va
trong md1 truong cé Iuc ion cao (ndéng dé musi cao) hogc dung isopropanol thé tich
1:1. Can acid nucleic thu duge bing ly tdm, sau dé hoa trong nude khi ion hoic
dung dich dém dé bao quan.

9.1.2. Tinh ché&
9.1.2.1. Tinh ché acid nucleic bing siéu ly tam

— Siéu ly tAm trén gradient lién tuc cesium chlorid (CsCl). K§ thuat nay cé
thé dat d6 phan gidi 1% don vi ti trong, cho phép phan tach hai phan t giéhg
nhau trong d6 mét phén tit duge danh dau bang mét déng vi néng.

.

- Siéu ly tim trén dém cesium chlorid (gradient khéng lién tuc). Ky thuit
nay thudng duge 4p dung dé tinh ché mét lugng 18n acid nucleie.

— Siéu ly tdm trén gradient saccharose. K¥ thuat nay diing dé phan tach hén
hop cac acid nucleic ¢6 kich thuée chénh léch nhau nhiéu kb.

9.1.2.2, Tinh ché acid nucleic bang sde ky

— Séac ky ai lyc: st dung pha tinh 1a U — Sepharose hay oligodT — cellulose dé
tinh ché mARN.
- SAc ky loc gel dé tach cac nucleotid tu do sau khi tao mau do danh diu.

— S#c ky trao ddi ion trén vi cot, ap dung dé thu héi nhing lugng ADN rat
nho.

~ Séc ky 16ng hiéu ning cao: dung dé tinh ché& cac oligonucletid tdng hop (46
phén giai 14 1 nucleotid), plasmid, phan tach cac doan ADN.

9.2, CAC PHUONG PHAP PHAN TiCH DINH TINH VA PINH LUGNG
SO BO ACID NUCLEIC

9.2.1. Quang phd k&

Phudng phap nay cho biét két qua tucng déi néng d6 acid nucleic trong miu.
Nguyén tic phuong phap dua vao sy hap thu manh anh sang ti ngoai ¢ budc
séng 260 nm cua céc base purin va pyrimidin. Gi4 tri mat dé quang & buée séng
260 nm (ODygopp,, Optical Density & bude séng 260 nm) cho phép x4c dinh néng do
acid nucleic trong miu dya vao tuong quan sau:
Mot don vi ODggp, . tuong ting véi mét néng d6 1a:
50 ug/ml dung dich ADN (hoic ARN) soi d6i
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40 pg/ml dung dich ARN (ho&c ADN) sgi don
30 png/ml oligonucleotid (té1 70 base)
Vidu:  gia tri ODyg0,,, = 0,9 88 tudng ting véi:
Dung dich c6 néng ¢ ADN sgi déi = 0,9 x 50 = 45 pg/ml
Dung dich ¢6 nong d6é ARN sgi don = 36 pg/ml
Tuy nhién cach tinh nay chi dung véi cac dung dich acid nucleic tinh khidt. D&
kiém tra do tinh khiét cta dung dich, ngudi ta do thém gia tri OD & 280 nm
(ODyy0nm)- 280 nm 1a bude song 6 d6 cac protein ¢ mite hap thu cao nhét, nhung
cac protein cling hip thy anh sang ¢ bude séng 260 nm nhu cde acid nucleic nén
lam sai léch gia tri that cua néng d6 acid nucleic. Mot dung dich acid nucleic duge

xem la tinh khié€t (khéng tap nhiém protein) khi ti s6 0Dy, /ODusgn,, nim trong
khoang 1,8 — 2.

9.2.2, Dién di phéin tich ADN

Phuong phap nay duge ap dung ca trong phan tich dinh tinh l4n trong viéc thu
nhan mau acid nucleic.

Nguyén tac phuong phap dua vao ddc tinh cdu trie cua cac acid nucleic. P6 1a
cac dai phan £ tich dién 4m dong déu trén khip bé mit nén khi chiu tac déng cta
moét dién trudng, chung sé di chuyén vé huéng cuc dudng. Su di chuyén nhanh hay
chém tuy thudc vao hinh dang va ty s6 dién tich: khéi lugng, nhd d6 cac chit khac
nhau sé dude tach ra thanh titng vét riéng va dugec phat hién bing nhidu cach
khac nhau. Tuy nhién, hau hét cac phan tit ADN déu ¢6 hinh dang va ty s& dién
tich - khéi lugng nhu nhau do d6 khéng tich duge bing dién di théng thudng, ma
phai dung k§ thuit dién di trén gel. Gel duge lam bing agarose hay polyacrylamid
¢6 cac 16 do cac diy polyme agarose hay polyacrylamid dan véi nhau thanh mang
ludi tao ra, phén tit ADN khi d6 phai chui qua cac 15 nay dé dén dién cuc, do d6
phén ti ADN nho sé di chuyén nhanh hon phén ti 16n, nhé d6 ta tach duge ADN
theo kich thudc phan ti (co ché ray).

Téc dé dién di cia ADN qua gel tuy thudce vio bén théng s6 chinh: (1) Kich
thude phan tit ADN - ]2 théng s6 quyét dinh nhit. Phan t& ADN soi doi dubi
thang di chuyén véi t6c d6 ti 1& nghich véi logarit cuia trong ludng phan ti ctia
chung; (2) Cau dang cia ADN, 3 dang ton tai cia mot ADN la dang siéu xodn,
dang vong va dang théng tuy ¢6 cung trong lugng phén tit va thanh phén, nhung
di chuyén qua gel véi téc dé khac nhau; (3) Néng dé gel xac dinh téc dé di chuyén
va hiéu qua tach cac phén ti ADN, sy di chuyén eia phén tit ADN ti 1é nghich véi
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nong do clia gel; va (4) Dién thé sit dung ~ & dién thé thap, téc dd di chuyén ti 1&
vé dién thé su dung.

Dién di trong trudng xung duge ap dung dé phan tach cac phén ti ADN rét 16n
(>50 kb). Nguyén tdc phudng phap dua vao su d8i hudng dién trudng trong qua
trinh dién di. M&i l4n huéng dién trudng thay ddi thi phan ti ADN phai tu dinh
huéng lai. Thoi gian can cho viée tu dinh hudng lai tuy thudc kich thude cua phan
td, phin tu cang dai thi théi gian dinh hudng lai cing 1én khiéh cho né di chuyén
chidm hon phan t kich thude nhd.

D&i v6i ADN bo gen nhidm sic thé cla déng vat ¢6 va c6 kich thude 1én
(khoang 10 kDa), khong thé phan giai bing dién di agarose thudng quy, ngay ca
bing dién di trong trudng xung, phai thuy phan ADN véi enzym giéi han trude khi
phén tich.

9.3. KY THUAT CAT, NOI, LAI ADN VA UNG DUNG

9.3.1. Cit ADN bing enzym cit gidi han
9.3.1.1. Khdi niém vé enzym cdt giéi han

T& bao vi khudn ¢6 mét hé thdng bao vé dé chéng lai sy tin cong cla phage 1a
cac enzym cit gidi han (RE). Hé théng nay gdm hai loai enzym: (1) Cac RE cét
ADN phage ¢ nhiing vi tri chuyén biét va (2) Cac enzym methylase gin nhém
methyl vao A hay C trén ADN t& bao vi khudn & vi trf ¢t cia cac RE nén ADN cua
vi khuén khéng bi chinh cac RE etia chiing cét.

Dua vao kha nang nhén biét va cét mét trinh ty xac dinh trén phéan tua ADN,
ngudi ta chia RE thanh ba loai: (1) Loai I ~ enzym cit phan ti ADN tai diém cach
trinh tu nhan dién khoang 1000 - 5000 nucleotid va giai phéng vai chue nucleotid;
(2) Loai II — enzym cét ngay vi tri nhan biét trinh tu; (3) Loai Il - enzym cat
phén tit ADN tai diém cach trinh tu nhan dién khoang 20 nucleotid. Trong k¥
thuat di truyén, cac RE loai II dude st dung rit nhifu dé thao tac trén ADN nén
sau day chi trinh bay cic dic tinh cha loai nay.

9.3.1.2. Ddc diém ciia RE loai IT
Trinh ty dac trung dé RE nhan biét thusng bao gém 4 - 8 nucleotid. Mai
enzym chi nhin nhan mét trat ty chuyén biét ¢6 ciu tric palindrome, nghia 1a hai

mach ctia trinh ty hoan toan gidhg nhau khi ching duge doc theo chiéu 5 — 3, vi
du trinh ty GAATTC caa enzym EcoRI.
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Cac enzym cit ADN gdém hai loai: exonuclease va endonuclease. Exonuclease
cit ADN tir hai dau miit, con endonuclease cit ADN & gitia phén tit. Cac RE cit
ADN ¢ gitta mdt cach dic hidu, dudc goi 1a endonuclease gidi han.

T nam 1962, khi Werner Arber 1an diu tién phat hién ra RE trong t& bao vi

khudn, téi nay ngudi ta da phat hién hon 500 loai RE va hon 100 loai dang dugc
thudng mai hoa.

Cac RE loai II ¢6 hai kiéu cit: (1) cét tao diu tu do RE cét hai mach ADN tai
ciing mét diém va (2) cit tao dau so le hay diu dinh. Cac enzym cat tao dau dinh
dude st dung rat nhiéu trong tai té hop di truyén in vitro, hai phan tit ADN c6
ngudn géc khac nhau nhung cing dude cit bdi mét RE s& c6 kha ning két hgp
thanh mét thong qua cac ¢au dinh.

9.3.1.3. Ung dung

Viée st dung céc RE c6 § nghia quan trong trong nghién cttu di truyén phén
tit. Chiing cho phép cit nhd bd gen khéng 15 cha cac sinh vat t& bao nhan that, lip
ban dé giéi han, so sanh bd gen & cac loai khac nhau thong qua ky thuat RFLP.

9.3.2, Cac ligase va ing dung dé néi cac do.';m acid nucleic

Cac enzym ligase xic tac sy hinh thanh lién k& néi hai doan ADN (ADN
ligase) hay ARN (ARN ligase).

Céc enzym nay ¢é thé duge ly trich tit E. coli (E. coli ADN ligase) hoac ti
phage T4 x4m nhiém E. coli (T4 ADN ligase va T4 ARN ligase).

E. coli ADN ligase c6 kha niing xiic tac phan dng néi hai trinh tit ADN ¢6 diu
dinh; T4 ADN ligase cung chiic nang véi E. coli ADN ligase nhung dic biét ¢én cb
khd ning néi hai trinh tu ADN c¢6 ddu bing; va T4 ARN ligase xiic tac n& hai

trinh tu ARN bing lién két phosphodiester thudng dung dé danh dau phéng xa
dau 3’ cha cac phén ti ARN, san xuét doan do.

9.3.3. Ky thuét lai nucleotid va @&ng dung
9.3.3.1. Khdi niém vé lai phén ti

Khi nhiét d6 duge ning 18n téi nhiét d6 "bién tinh" (Tm), hai mach phan tu
ADN tach roi nhau, sy bat ciip trd lai sé khong x4y ra néu nhiét d9 phan ing ha
xudng dét ngdt va phan ti ADN sé tén tai trong méi trudng & dang mach don duéi
mét cdu hinh khéng gian vé trat tu. Nguge lai, néu sau khi hai mach tach rdi,
nhiét d6 dude 1Jam giam tit tit cdng véi didu kién thich hop, hai mach s& bit cip trd
lai. Hién tugng nay duge goi 14 su lai phan td, né c6 tinh dac hiéu tuyét déi.
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Céac yéu té anh hudng dén su lai phan tu:
— Néng dd ADN va thoi gian phan tng.
_ Nhiét 6.

- D6 dai caa cac trinh tu.

- Ll_iC. ion.

Cac phuong phap lai phan tu rat da dang, trong bai nay chi dé cap kiéu lai
trén pha rin va lai tai ché.

9.3.3.2. Lai trén pha rdn va itng dung

Nguyén tic nay 1a mot trong hai trinh tu b8 sung (cAc mach don) ndm trong
moi truong long 1a mét dung dich dém va trinh ty kia (thuong 1a trinh tu dich, tic
trinh ty ¢4n tim) dudc ¢ dinh trén mot gia thé rén.

Cac phuong phap lai trén pha rén dude ting dung nhiéu nhit 1a Southern blot,
Northern blot va dot blot.

Phuong phap Southern blot do Southern mé ta nam 1975, dudc sit dung dé
dinh vi nhiing trinh tu d#c biét trén ADN b6 gen, hay nhitng ADN kich thudc nho
nhu ADN plasmid, phage,... Phuong phap nay da dude 4p dung dé lap ban db gisi
han cua mdt gen; phat hién cac da dang trinh tu cia cing mét gen & cac chiing hay
cac ca thé khac nhau qua su so sanh ban dé giéi han cua ching; phat hién cac dot
bién mit doan, dét bién diém hay tai t8 hop trén mdt gen vi chiing lam thay déi
ban dé giéi han.

Vi tri da hinh
Thang ADN ‘
chuin ADN da cit Gidy thim h Re B Bandb vi td
| 7\ Dk e cit gidi han
] dém "Mang nilon 23
=7/ W =Egm ——__L
Bdn phéng xa
Agarose gel Mang nilon tur ghi

Hinh 9.1. S¢ dé phuong phap Southern blot

Phuong phap Northern blot dudc st dung dé xac dinh kich thuée va ham luong
cua mdét mARN dac trung trong mot hén hop ARN.

Phuong phap dot blot cho phép xac dinh tudng d6i mét ARN déc trung trong
mo6t hén hgp ARN ma khéng cAn phai phan tach chiing ra. Phuong phap nay cé
thé sit dung cho ADN.
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9.3.3.3. Lai tai ché

Nguyén tic lai tai chd 13 mét kiéu lai phan tl trong d6 trinh tu acid nucleic
c¢an tim (trinh ty dich) nim ngay trong t& bao hay trong mé. Lai tai chd cho phép
nghién citu acid nucleic ma khéng can phai tach chiét ching ra khdi mé, té& bio.

Cac dng dung ctia kiéu lai nay rat da dang di ti ky thuat dinh vi gen trén
nhiém sdc thé, phat hién déng vi khuan tai té hgp trong phuong phap tao dong
dén viéc nghién citu mdt mARN chuyén biét trong t& bao vA mo.

9.3.3.4. Cdc loai méu do

Maiu do 1a ban sao ctia mdt trinh tit acid nucleic va dude danh dau dé dé& nhan
biét. Mau do cé tinh (1) chuyén biét do chi lai vdi ding trinh tut bat cdip bd sung va
(2) nhay do duge danh dau dé phat hién va dinh ludng. Tac nhan dung dé danh
diu mAu do 14 cac dong vi phéng xa: P, S, *H, hoic hoa chit: hé théng avidin
(hay streptavidin) — biotin, hé théng peroxydase - cg chat.

9.4. CAC PHUONG PHAP XAC DINH TRINH TU ADN

94.1. Phuong phap Maxam va Gilbert - phuong phap hoa hoc
Phuong phap gém céc buée chinh nhu sau:
— Panh dau cac phan tit ADN bang *P ¢ mét dau.

G A GviACwT C

Anode{+)
- Dimcthylsulfate e ding rén G
NaOH e dong trén A

Actd tormig e ddngrén G va A
Hydrazine tae déng rén Cva T
Hydrazine+NaCl Lic dony irén C

Cdc phin doan phan dng:

Hyang cila

dong dign Sau dé cdc phdn doan phdniing
—_—— dude xd 1§ 11€p véi piperiding

[ — nhi¢t dd cao, si ADN sC bi didt
— nhitng vitri da bitdc ddng.

_ — \J

Cathode(-)

Hinh 9.2. So dé phuong phap Maxam va Gilbert
— Chia hén hgp phén ing thanh ndm phan doan, méi phan doan chiu mét xu
Iy hoa hoc chuyén biét lam bién déi diac trung mét loai nucleotid va sau dé cit
phan tit ADN ngay nucleotid d6. Nam phan doan tugng ing nam nhém nucleotid
bi tac déng la: G, A, C, G + A, T + C. Sau khi x11 I, mdi phan doan 13 mét tap hop
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oligonucleotid c¢6 kich thuée khac nhau nhung déu chadm dit tai cing mét loai
nucleotid.

— Phan tach trén gel polyacrylamid, vi tri ciia céc oligonucleotid trén gel tuong
ting v6i kich thuée ctia chiing va duge phat hién nho dau ¢6 danh dau phéng xa.

9.4.2. Phuong phap Sanger va cong su — phuong phap enzym

— Tao dong trinh tu ADN can xac dinh trong mét vectd mach don (phage 13).

— Téng hdp ADN trén khuén ADN mach don nhd enzym ADN polymerase, véi
su hién dién cta bon loai nucleotid, trong d6 c¢6 mot loai dude danh dau déng vi
phéng xa (*’S).

Phan ting tong hdp dude tién hanh trong bén phan doan riéng, méi phan doan
dudc cho mot trong bon loai dideoxyribonucleosid (1a nhiing deoxyribonucleosid c6
nhom 3OH dude thay bang H) véi ham lugng rat nhé. Do ham lugng thip nén
thinh thodng méi ¢6 mét dideoxynucleotid dude sti dung vao phan tng téng hgp
mét oligonucleotid, va lap tic su tong hgp oligonucleotid d6 diing lai.

— Phan tach trén gel polyacrylamid va két qua dude doc trén ban phéng xa
tu ghi.

G AT C G ATC

Anode(+)

LIE 1
1 1 [
L1l

L1 LI

l

— Y
h—— Cathode(-)

g NI B AT T ALYy R A ARV ARV T ey 4

Hinh 9.3. Két qua dinh trinh tu theo phuong phap Sanger
C6 mot sé phuong phap khac dude cai bién tit phuong phap Sanger, don gian
hon va rut gon hon, dé 1a phuong phap xac dinh trinh ty bang may tu dong va
phuong phap PCR dung trong xac dinh trinh tu acid nucleic.
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Hinh 9.4. Két qua dinh trinh tu bing may dinh trinh tu tu déng
9.5. PCR

9.5.1. Mé dau

PCR la phén tng téng hgp ADN nhd enzym polymerase do Karl Mullis va cong
su phat minh nam 1985. PCR da dua lai mét cude cach mang trong di truyén phan
tu: khuéch dai in vitro acid nucleic c¢6 chon loc biing tao dong in vitro ma khong
can su hién dién cta té& bao, khic phuc duge nhude diém thao téc phitic tap va can
thoi gian dai cta ky thuét tao dong in vivo. Nhd PCR, mot doan ADN & mét ving
bat ky trong bo gen duge khuéch dai 1én rat nhiéu 1dn khi trinh tu nucleotid & hai
dau doan d6 da biét.

9.5.2. Nguyén tiac co ban

PCR st dung cac dic diém ctia qua trinh sao chép ADN. ADN polymerase
dung cac doan ADN mach don lam khuon dé t6ng hop nén sgi méi bd sung vl soi

nay. Cac sgi ADN khuén mach don c6 the tao ra theo cach don gian 12 dun néng
dung dich ADN mach kép dén gan nhiét do séi.
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Tat ca cac ADN polymerase khi hoat déng tdng hop mdt mach ADN méi tit
mach khuén méu déu cén sy hién dién ctia nhiing méi chuyén biét. Mai la nhiing
doan ADN ngén, c¢6 kha nang bit cip b8 sung véi mot ddu cha mach khuén, va
ADN polymerase s& ndi dai méi d€ hinh thanh mach méi. Phan ting chudi da dugc
hinh thanh dua vao dic tinh d6 ctia cac ADN polymerase. That vay, néu ta cung
cAp hai mdi chuyén biét bit cip bé sung véi hal ddu ctia mot trinh tu ADN, ta sé
chi téng hgp doan ADN nim gifia hai méi. Diéu d6 c6 nghia 1a dé khuéch dai mot
trinh ty ADN xac dinh, ta phai ¢ thong tin t6i thiéu vé trinh tu dé da dé tao cac
md&i b8 sung chuyén biét; cic méi nay gém mét méi xudi va mot méi ngude (so véi
chiéu phién ma cta gen).

Khuén miu ADN

Bién tinh i vdi cdc doan mdi
va kéo dai bing polymerase

[

+__I

J

Sdn phdm & diém cudi chu k¥

)'.\ I i 1cla phan dng polymeraase
i v
|
oo
B i : o Chu ky 2
v ! v Vi
PATA AR AL T A A 0
R SO I AR AR A Chu ky 3
viovl o v vl ovb vl

Hinh 9.5. Phan img chudi polymerase
Phan ting chuéi 1a mét sy khuéch dai in vitro mét trinh tu ADN khuén miu
v6l xtc tac enzym. Phan tdng nay 1a sy kéo dai ddng thdi doan méi clia cac mach bé
sung ADN. Béng céach l3p lai cac chu ky gém viéc dua nhiét dd 1én 95°C (khoang
35 chu ky), ha nhiét d6 xudng (37°C — 65°C) va kéo dai & 72°C bing cach st dung
mét loai ADN polymerase chiu nhiét. Phan {ng duge thuc hién trong mét éng
nhya dat trong mft may c6 thé didu chinh nhiét dé goi 12 may chu ky nhiét (may
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PCR), may nay co6 thé cai chuong trinh 1am néng va 1am ngudi theo chu ky can
thiét. Qua trinh phan {ing sé lam gia ting s8 ban sao mét trinh tu khuén miu ban
dau (hinh 9.5).

Ca hai sgi ADN déu duge dung dé lam khudn cho qua trinh téng hop néu cac
doan méi dude cung cap cho ca hai soi. Trong phan ting PCR, cic doan mdi dudc
chon @€ chan hai diu ctia doan ADN cdn nhan 1&n, sac cho cac sgi ADN téng hgp
méi duge bat dau tir mbi doan moi va kéo dai vé phia doan méi nam trén soi kia
(hinh 9.6¢). Nhu vay, sau méi chu ky cac diém bam cho cac doan méi lai xuit hién
trén mdi sdi ADN méi duge tong hgp.

Hén hgp phan ing lai duge dun néng 1én dé tach sgi ban ddu khéi soi méi téng
hgp, cac s¢l nay sau dé lai duge dung ti€p cho chu trinh tiép theo, bao gdm cac
bude gin doan moi, téng hop ADN va tach rdi cac doan. K&t qua cudl cung cia
phan ting PCR 14 sau n chu ky phan tng, tinh theo ly thuyét ta sé ¢4 2" 2 ban sao
cac phan tit ADN mach kép nim giita hai doan mdi (bang 9.1).

Bang 9.1. Hiéu qua nhan ADN cla PCR

S6 chu ky (ny | SO PMa AN TESh | 6 ohu ky () Sop st
1 0 17 32768
2 8] 18 65535
3 2 19 131072
4 4 20 262144
5 8 21 524288
6 16 22 1048567
7 32 23 2087152
8 64 24 4194304
9 128 25 8388608
10 256 26 16777216
11 512 27 33544432
12 1,024 28 67108864
13 2,048 29 134217728
14 4,096 30 268435456
15 8,192 3 535870912
16 19,384 32 1073741824
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a) Vit li¢u khdi dau 13 phén tr ADN
mach kép.

= = Cic doan moi 1

3 3

b) Cic sdi tich nhau ra khi gia nhiét
= 94"C, sau d6 ha xudng 30-65'C,
- trong 30 gidy dé cdc doan moi giin
== — viao hai vi tri tidng hdp trén AND,

¢) Tag polymerase tOng hdp cic sdi
ADN mdi widng hdp vdi sdi khuon,
bit dau tir doan moi kéo dai veé phia
A JTIT: doan mbi nim bén sdi kia.

b d) HOn hp phin tng lai dude gia
en nhi¢t. Si ban dau vt sgi mdi wng
hdp tich nhau ra. Trén hai sgi mdi
5 3 tong hep xuat hién 2 diém bim cho
1 cho cdc doan mbi giln vio.

- ¢) Tag polymerase tOng hdp cic sdi
ADN tudng hdp mdi, nhung cic
chudi mdi [an ndy chi tién dén ding
vi tri di duge xdc dinh bdi cic cap
doan mdi da Iua chon.

5 — 3 ) Qud trinh dugie 1dp lai, cic doan moi
ti€p tue gin viio cic sgi mdi tdng
= hllfp.

) Tag polymerase tdng hdp céc doan
tuding hop sinh ra hai doan ADN

3 5 mach kép gidng hét doan cin ting

5 3 heip. Qud trinh aif the i€p we.

Ciic doan mong mudn

. Vil Clf thé HiEp tue

Hinh 9.6. So dé nguyén Iy phan (ing chudi polymerase
D& don gian hoa sa dé, tir phin (d) khéng vé hai sgi ADN khudn ban diu
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9.5.3. Cach tién hanh mot phan tng PCR

PCR la mét chudi cac phéan iing gbm nhiéu chu ky néi tiép nhau. Méi chu ky
gdm ba budc:

Buéc 1: Trong mdt dung dich phan ting bao gdbm céac thanh phan cén thiét cho
su sao chép, phan ti ADN duge bién tinh 6 nhiét dd cao hon nhiét dd "chay" Tm
cua phan iz, thudng 1a 94°C -95°C trong vong 30 gidy —1 phit. Tai nhiét dd nay,
cac phan tit ADN mach kép tach nhau ra hoan toan, tao nén céac sgi don dé dung
lam khudn cho cac doan méi va ADN polymerase. DAy 14 giai doan bién tinh.,

Budce 2: Nhiét d6 dudge ha thdp (thdp hon Tm ctia cac mdi), cho phép cac doan
mdi bit cap véi khuén. Trong thuc nghiém nhiét d6 nay dao déng trong khoang
40°C —70°C, tuy thude vaec Tm cia cac moi st dung va kéo dai tir 30 gidy dén 1
phut. Pay la giai doan lai.

Budc 3: Nhiét d6 dugc tang lén dén 72°C gitp cho ADN polymerase chiu nhiét
hoat dong tét nhat. Thoi gian tuy thudc dé dai cia trinh tit ADN can khuéch dal,
thudng kéo dai khoang 30 gidy hay hon niia. Doan ADN nim giita hai moi duge
téng hop. Pay 1a giai doan téng hdp hay kéo dai.

Vio cudi giai doan nay, nhiét d6 mét 1an niia duge nang 1én 94°C, nhung lan
nay chi trong vong 30 gidy dé cho cac miu ngan cha ADN mach kép (ca sgi ban
ddu va s¢i méi dude téng hop) tach nhau ra. Cac sgi don nay trd thanh khuédn cho
mét chu k¥ téng hdp ADN khac.

Tém lai, mét chu ky gdm ba bude: bién tinh (dun néng) dé tach cac sgi ADN
kép thanh s¢i don dé 1am khuén, lai hod (gén két) cac doan mbi vio s¢i khudn va
kéo dai (téng hgp) bing ADN polymerase, sé duge 1ip di 1ap lai nhiéu lan va méi
14n lai lam tang g&p déi lugng méu clia 1an trude. Day 14 su khuéch dai theo cip s8
nhéan (hinh 9.6).

9.5.4. Cac thanh phan phan ing

Vat lidu gdém trude hét 1a ADN c6 chita dogn can nhan lén. Khong can thiét
phai tach riéng doan cin nhén lén vi viéc 46 di dugc cac doan mdi dung trong
phan dng xac dinh. Ham lugng ADN can cho phan ting rdt nhd. Trong cac thi
nghiém binh thudng & phong thi nghiém chi cAn mét microgram ADN bd gen la
du. Trong nhidu trudng hop, phan tng PCR ¢6 thé nhan cic doan ADN chi tit mét
phan td riéng 1&. Hai doan moi dé xéc dinh diém bit ddu téng hop ADN, ADN
polymerase, va hon hop clia 4 deoxyribonucleotid (& dang ANTP) va dung dich dém
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¢6 ion Mg®* cdn dude dua vao dng nghiém c6 chita ADN khuén. Dung tich téng sé
thudng 1a 50 pl hosdc 20 pl. Hén hop phan ing duge cho vao 6ng nhya nhd chiu
nhiét, c6 néip day.

Mot phan itng PCR 6 thé gém cac thanh phan hay céc vat lidu ban dau: mach
khuén cho sy khuéch dai, cic doan méi oligonucleotide, dNTP, va ADN
polymerase chiu nhiét véi dung dich dém phan ung thich hgp va MgCl,. Néng d6
clia méi thanh phan nay tuy yéu ciu. Trit ADN khuén va cac doan méi, cac thanh
phéan cho PCR déu c6 sdn tit cac nha cung cép.

9.5.4.1. Cdc polymerase chiu nhiét

Enzym ADN polymerase dugc sit dung diu tién trong PCR 1a doan Klenow ctia
ADN polymerase I. Déc tinh cta doan nay la xuc tac sy téng hap ADN theo chidu
8 -3 va ¢6 hoat tinh exonuclease (thuy giai lién két giita cac nucleotide tit diu
phan tit ADN) theo chiéu 3 — 5. Tuy nhién enzym nay khoéng chiu duge nhiét nén
thao tac phiec tap va hiéu qua th&p (phai thém enzym méi vao phan ung sau moi
Jan bién tinh vi enzym cii dd bi nhiét phéan huy, nhiét d6 lai thap khién sy khuéch
dal khéng dac hidu vv..).

Hién nay thuéng dung ADN polymerase 13 Taq polymerase chiu nhiét, dugce
tach chiét tit mot loai vi khudn sudi nude néng c6 tén Thermus aquaticus. Enzym
nay khong bi pha huy & nhiét d6 bién tinh va xiic téc su téng hop tir ddu dén cudi
qué trinh phan ting.

Tag polymerase c¢6 sén trén thi trugng tii cac cong ty ¢dng nghé sinh hoc. Cac
polymerase chiu nhiét khéc c6 trén thi trudng bao gém Vent polymerase duge
phén lap tit Thermococcus litoralis, xtc tac téng hgp nhiéu ban sao chinh xac tit
mach khuén hon 1a Tag polymerase. Ngoai ra con c6 Tth polymerase duge phan
lap tit Thermus thermophilus. Cac polymerase chiu nhiét 1a thanh phan dit nhat
cia PCR va thudng dudc slt dung 1 don vi cho m6t phan ung. Ham lugng nay du
dé xuc tac cho su khuéch dai khodng 40 chu ky bing may PCR.

Trude day, vige lua chon polymerase chiu nhiét cho 1 thi nghiém thi khéng
mdy khé khan vi chi ¢6 mét loai ADN polymerase chiu nhiét (Taqg). Hién nay cé
nhiéu loai polymerase ¢6 nguén gée khac nhau, nhidu ban sao ctia cc polymerase
nay dugc bién dél di truyén va ching c6 thé wu viét hon polymerase géc trong
pham vi mét vai ing dung (bang 9.2). Su chon lya mét polymerase chiu nhiét cho
mét thi nghiém PCR phu thuge vio yéu cAu clia ting thit nghiém.
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Badng 9.2. Cac loai ADN polymerase thudng gip

s s Mirc én dinh & | Hoat dong | Cation ¢an 355
Enzym Nguén géc Ngi d : e
I ¥ 9 9 ' 95°C (t,,,) t&i v thiét Exonuclease
” - - ..___Ai
Thermus Sudi nude . ;
Tag aquaticus néng 40 phut 50-75 MgCl, - |
AmpliTaq | Tag tai 8 hap 40 pht 50 - 75 MgCl, - |
i
AmpliTaq | AmpliTag cit bd . ’
| Stoffel 289 aa N — tan 80 phit 75-80 MgCl, - !
Thermus Sudi nuée , MnCl, (RT), 5
Tt thermophilus | nong 20 pht 55-75 | mgcl, (PCR) -
Dong chay
Ultima Tf;?;r:r?;ga néng g +
bién sau
Dong chay o
Vent Thermocqccus néng d =:95 Y hoat 80 MgSO, +
fitoralis bidn 3 déngsau1h
ién sau
Vent "
(Exo™) Vent tai td hop MgSOo, -
Dang chay o |
Deep Pyrococcus sp. néna & >85% hoat 72 _ 80 MaSO +
Vent | SwainGB-D | o 99 | qsng sau 1 h Chae
ien sau
Dong chay o
Py Pyrogoccus néng & >:95 % hoat 75 MgCl, +
furiosus N dong sau 1 h
bién sau

9.5.5.2. ADN khuén mau

Phan ting chudi cuc nhay, ¢6 thé chi cdn ding mét phén tit ADN lam khuén
cang thu dude san pham. Tuy nhién, mitc 40 nhay cdm cao la nguyén nhan chinh
gdy ra su duong tinh g1d do cac ADN ngoai nhiém.

Phan ting khuéch dai té1 uu xay ra trén ADN that #inh khiét nhung nhiéu ky
thuéat chidn doan bing PCR van dat k&t qua tét véi ADN thu nhéan truc tiép tir dich
chiét mau thit (v&t mau, vat liéu luu trit, ADN cii va ngay ca vi khuan da tiét
trung). Tuy nhién, trong nhiéu truong hgp khac, cac qua trinh chuin bi miu phai
duge thue hién dé ddm bao cho viéc khuéch dai, vi cac chat ¢ ché nhu heparin,

EDTA, hay cac acid ¢6 thé hién dién trong méau.

Mach ADN khuén miu ciing c6 thé Anh hudng dén phan ing chudi. Néu ADN
nay cé chia nhiéu GC thi s& khé khan cho viée tach roi cac chudi ADN & nhiét d6

208



cao. Trong cac trudng hop nay, viée thém formamide hay dimethyl sulfoxide
(DMSO) vao hén hgp phan ung c6 thé giai quyét dude van dé.

Néng dé cha ADN khudén miu trong PCR sé anh hudng dén miic do khuéch
dai. Véi viéc sii dung cac polymerase cho hidu gua cao, lugng ADN mau st dung
cling c6 khuynh hudéng giam (1 microgram con 100 nanogram). Mac di1, cac khuén
mau don duge khuéch dai nhung khéng phai moi thi nghiém déu dat dude su nhay
cam nay. Do d6, nén thiét lap PCR véi luong ADN khuén mau thich hgp. Ludng
khuén mau ADN du thita c¢6 thé dnh hudng xadu dén qua trinh khuéch dai. N&u
lugng ADN khudén mau qua cao thi sé ¢6 khuynh hudng tao ra lugng 16n cic san
pham dugdc kéo dai tir doan mbi hon 14 nhitng san phim ndm gita cae doan mbi.
Viéc lua chon méi, qua trinh 4 l4p lai khéng thich hdp va st ¢6 mit ciia cae chit de
ché ciing c6 thé lam gidm sy khuéch dai.

ADN khudn c6 thé la bd gen téch ra tir t&€ bao, ADN tit cac ngin hang genome
hodc cADN (chi ¢An néng dé dudi ng), cac ADN bat ky, ARN toan bd hoiic ARNm.

9.5.4.3. Céc doan méi

Cac doan méi la thanh phén quyét dinh sy khuéch dai dic trung va cé hidu
qua cao cia PCR. Viéc chon doan mdi phai tudn thu mét s6 nguyén tie:

~ Trinh ty ciia moi duge chon sao cho khéng thé c¢6 su bit cap bd sung gifia
cac moi tao cdu tric bac hai hay tao dimer gifia cidc nucleotid ngay trong ciing
doan méi lam cho phan iing giam hiéu qua va ngin can sy tao thanh doan mong
mudn.

~ Céac mdi chon phai dic trung cho trinh tu ADN can khuéch dai, khong
trliing v8i cac trinh tu Iap lai trén gen.

— Kich thude mdt doan méi t&i vu tit 18 — 25 nucleotid. Poan mdi véi kich
thudc nay dam bao cho viée gin dic hiéu & nhiét dé 8 wn va o34 thanh cho mat
doan méi dude gidm thiéu.

— Khoang cach gifia hai mdi khéng dai qua 3 kb. Phan ting PCR sé téi vu trén
nhiing trinh tit nho hon 1 kb. Tuy nhién hién nay ¢é mot s0 enzym polymerase
chiu nhiét ¢6 thé téng hop duge doan ADN c6 kich thude khoang 30kb.

- Ty 16 GC & cac mdi thuong chiém khoang 40 — 75%. Trong thanh phin céc
doan mdi tranh c¢6 qua nhiéu cip GC hay 1a mét loat cac nucleotid G va C. Vi lién
ké&t G: C manh hon lién k&t A: T (G ndi véi C bdng 3 lién két hydro con A véi T chi
¢6 2). Do vay, viée bé gay lién két giita G: C cin nhiéu ning hugng hon lién két-A:
T. Ngudi ta c¢6 thé tinh duge nhiét do t6i vu cho viée G cae doan mdi trong PCR,
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nhiét do nay goi 1a Tm —5°C la nhiét dé "chay" ctia doan mdi trit di 5. K&t qua nay
¢6 tu phép tinh don gian:

Tm=2A+T)+ 4G+ ()

Nhiét d6 & = Tm —5°C

Cac doan méi duge tong hgp hoa hoc trén mét chit tai rin trong may téng hgp

oligonucleotide. Cac may nay duge tu déng hoa cao, dé dang téng hop ra cac doan
moi. C6 nhiéu quy téc dé thist k& doan mdi va da c6 mét s6 phan mém cho sy chon
lua mét eap doan méi td1 uu cho sy khuéch dai cia mét ADN khudn miu c6 trinh
tu da biét. Nong do mdi khodng 0,1 uM dén 1 uM. Néng db thudng duge xac dinh
dua vao gia tri OD (optical density) do & 260 nm.

9.54.4. Magnesium chloride

Noéng d6é MgCl, dnh hudng dén su thanh céng ciia phan Ung, néu khéng c6 mit
Mg™ thi sy khuéch dai s& khong xdy ra. MgCl, can thiét cho hoat déng cua ADN
polymerase khi i ADN véi cac doan méi va né c6 mdt méi tueng quan véi nucleotid
triphosphat. Nong do MgCl, t61 uu cho PCR phai duge xac dinh cho ting phan tng
béng thuc nghiém. Cé thé dung phuong phép dinh phan bing cach thiét lap mot
logt phan ing vt cac néng d6 MgCl, khac nhau tit 1 mM d&n 5 mM va xac dinh

noéng d6 MgCl, t8i uu cho miu mong mudn.
9.5.4.5. Nucleotid triphosphat (dNTP)

Bén loai nucleotide thudng dude st dung & néng d6 1a 20 - 200 uM/ mbi loai
nucleotid. Nong d6 cao hon d& din dén sy khuéch dai "k¥ sinh". Su m4t cin bing
trong thanh phan cac nucleotid 1am tang céc 16i sao chép cta polymerase.

9.5.5. Chu ky nhiét PCR

Phan tng chubi khuéch dai ADN dat dudc bing cac chu ky duoc lap di lap lai.
Moi chu ky gbm su bién tinh bang cach ning nhiét d6, 1 bang cach ha nhiét d6 va
su kéo dai. Mot chu ky dién hinh cho viée khuéch dai doan ADN gdm 500 cip base
$8 12 bién tinh ¢ 94°C trong 60 gidy, 1 & 50°C trong 60 gidy va 72°C trong 60 giiy.
Moi PCR dude thiét ké& va duge t81 wu hoa khac nhau va tuy thude mét sb cac
yéu t&:

— Kich thude ciia doan dugde khuéch dai. Céac san phdm khuéch dai lén hon cé
thé cin giai doan bién tinh va kéo dai 1au hon. Céac doan ngén hon can it thdi gian
hon ¢ giai doan kéo dai.
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~ Trinh ty cua cic doan mdi va cac diéu kién vé ion sé quyét dinh nhiét d6
t6t nhat cho mét chu ky. Vi vay, dua vao cac phéan ng da dude thuc hién, nhiét d6
1 c6 thé thay d8i tor 37°C dén 65°C.

9.5.6. Uu diém va nhuge di€m cha phuong phap PCR

Viéc iing dung réng rii k¥ thuat PCR c6 nhiéu 1y do:

— R4t nhanh chéng. Chi ton khoang 3 gid la ¢6 thé khuéch dai mét trinh tu
mong mudn di biét so véi cac k§ thuat cong nghé di truyén "cé dién” phai mat mét
tuan hay hon niia.

— Don gian: PCR c6 thé dude thuc hién trong mét dng nhé véi cac thanh phin
t&i thiéu va chi viée trén ching lai véi nhau. Cac phuong phéap tao dong gen dién
hinh khic ¢dn ¢ cac vat litu méc tién nhu cac mang va cac nucleotid triphosphate
duge danh dau phéng xa va cac ky thuat dic biét. PCR ¢6 thé duge thuc hién trén
cac mau ¢6 chita ADN tuong déi théd, vi du vét mau chua duge xi1 1§ cho viée phan
tich phap y. Diéu nay ngude véi cac phuong phap vé thao tac gen la cin phai cé
ADN ca khudén mau 1an vector tuong déi tinh khiét. Cac yéu t8 trén cho thay ring
PCR 12 mét sy thay déi dang ké so véi cAc phudng phap c8 dién cho vide khuéch
dat cac trinh tu ddc biét.

— Nhay: Phan tng PCR cuc nhay vi ¢6 thé chi cdn dung mot phan ti ADN
lam khudn cling thu duge sdn phim.

Tuy nhién, cin phai nhan manh ring cac ting dung réng rai cua ky thuat PCR
doi1 hét phai biét ré trinh ty ADN khuén miu. Day 12 mét diém gidi han caa ky
thuat nay, nghia 12 né van phai dua vao nén tang cta cac k§ thuat cdng nghé di
truyén chit khéng hin 1a thay thé cac k§ thuat nay. Do vay ngudi ta khéng st
dung k¥ thuat nay trong cac k¥ thuat tao dong gen thiét ké&. Trong mdt vai truong
hgp phucng phap PCR khong ap dung duge véi cac doan ADN kich thude 16n han 3
kb (thudng 1 kb 1a tét nhat). Ngoai ra kha ning ngoai nhiém d6i vél phuong phap
nay la rat 1én.

9.5.7. Cac phuong phap PCR cai tién

Phan tng PCR duge ap dung réng réi va c6 nhiing bién d6i phu hgp vdi ting
muc dich nghién citu riéng. Vi vay ching ta gip nhiéu phuong phap khac nhu
PRC t3 (Nested - PCR), ADN nhanh (Branch-ADN), PCR da thanh phan
(multiplex — PCR), PCR ngugc (Reverse — PCR), RAPD — PCR... nhung tit ca déu
dua trén nguyén tic cla phan ting PCR.
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9.5.7.1. PCR "té"

Dé dat dugce db nhay cao trong PCR, ngudi ta 6 thé thuc hién 2 PCR lién tiép.
Trén mdt dién di d6 cla cac doan thu duge sau PCR thi nhat, ngudi ta quan sat
thay ngoai mdt vét chinh con ¢é cdc vét nhéd khac. Diéu nay 1a do cac mdi c6 thé bit
cap vdi viing khac cha ADN dich béi sut lai hoa khéng dic hiéu.

PCR thtt 2 duge thyc hién véi cde méi gidng PCR 1, khuéch dai cic san phim
thu duge tit PCR thit nh&t. PCR "t8" ¢ d6 dic hiéu cao do st dung 2 cap méi
khac nhau.

Cap mdi ngoai: Cap méi nay tao ra cac doan ADN duge khuéch dai gidng véi
PCR ¢ dién. Chiing dac hidu cho 2 trinh ty mut cia ADN cAn khuéch dai. Cac
doan ADN thu duge 1am khuén mau cho PCR thit 2.

Cap mbi ndi: Cip mdi nay bs sung véi viing ndm bén trong chudi nucleotid thu
duge véi ciip moi thd nhat. Thuit ngit "PCR t6" 1a vi céc doan méi duge t6, déng
hép trong 1an PCR déu.

Ky thuit nay cé d6 nhay

va do chuyén biét cao. Nguai 5 ADN dich N
ta dung ky thuat nay dé phat
hién virus giy bénh viém gan by -

C, mét loal virus c6 vat liéu di
truyén 1la ARN. ARN virus
khéng thé dude phat hién -
bing su lai hoa truc tiép, nén -
phai thuc hién phan ‘ing chudi - Boan ADN thu duge sau PCR (hif hai.
khuéch dai vat liéu di truyén g)
cia virus. PCR thd nhat

chuyén tat ca ARN virus $i!m
thanh ¢ADN, day chinh la |

bude sao ma ngude nho enzym

- Poan ADN thu duge san PCR thit nhit,

phién ma nguge tao cADN
bang ky thuat PCR "td".
Trong PCR thit 2, mét mdi
dudc biotin hod, mot mdi duge Hinh 9.7. PCR "t3" pht hién HCV
gén véi iod 125. Cac doan thu
dude s& duge gan trén mét gia

Avidin

mang avidin (avidin 12 m6t chét ¢é 4i hye manh dé1 véi biotin), va cudi cling ngudi
ta do hoat tinh phéng xa dé két luan miu la duong tinh hay 4m tinh (hinh 9.7).
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PCR "t8" ¢6 d6 nhay cao hon PCR tiéu chuén la do lip lai sy khuéch dai san
pham tit mét PCR thit 1 véi mét PCR thit 2. Tuy nhién vin dé ngoai nhiém ciing 1a
vin d€ han ché clia né.

9.5.7.2, ADN "nhanh"

ADN dich duge khuéch dai bing PCR, sau dé cho lai véi doan do (la mot phan
déc hiéu cua ADN nay). Tin hiéu duge lai hoa dic hiéu véi doan do theo cung cach
thitc cia ADN dich ¢6 gdn (chat huynh quang, chit da quang hay chat mau), tin
hiéu s& dugc tao ra nhd chét danh déu hién dién sau cing ¢ may khuéch dai. PCR
"nhanh" ¢6 d6 dac hiéu cao.

Ky thuat ADN "nhanh" duge ding dé phat hién ADN cla virus giy bénh viém
gan B. Trong ky thuat nay st dung 5 doan do. Mot doan do thanh phén la mét
trinh tu cho phép sy lai hoa cting mét lic trén 2 doan dich khac nhau.

d

ot
-

Khuéch dai

]
i
A

N

1 |

Hinh 9.8. Ky thuat ADN "nhanh” sir dung § doan dé
9.5.7.3. PCR da thanh phén

ADN dich

Trong k¥ thuat nay, 2 hay nhiéu ADN dich duge khuéch dai déng thai. PCR da
thanh phén c6 thé dude st dung thudng xuyén trong cic xét nghiém chan doén, st
dung 2 b4 mdi khac nhau: bd thit nhat dé xac dinh sy déng nhat cla PCR va bo
thit hai nhdm vao cac trinh tu ADN du thita. PCR da thanh phan cing ¢6 thé dudgc
st dung trong phong thi nghiém vi sinh lam sang véi ciing doan dé cho mét miu
xét nghiém cho vai sinh v4t khac nhau trong mét éng PCR.

Khi tién hanh PCR da thanh phin cdn phai xem xét mét s& y&u t6 trong thiét
ké doan méi. Cac mdi phai c6 nhiét dd lai tusng ty nhau. Su khac biét 10°C trong
nhiét d¢ lai gifia cac bd méi c6 thé lam cho cac san pham khuéch dai rat khac nhau
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hay tao sy khuéch dai khéng thé phat hién dude ctia sdn phim nay hay san pham
khic. Cac doan méi dudge sit dung ciing duge thiét k& sao cho cac saniphim khéc
nhau dii vé kich thude dé mbi san phdm c6 thé dude xac dinh nhung khéng qua
khac nhau dé cho su khuéch dai ctia mét ADN dich duge uu tién hon so véi su
khuéch dai cia ADN dich khac. PCR da thanh phan c¢6é ciac ADN dich khac nhau
nhiéu vé kich thudc thugng uu tién khuéch dai cac ADN dich ngén trude cac ADN
dich dai, k&t qua 12 ¢6 sy khac nhau vé s6 lugng cac sdn pham duge khuéch dai.
Tuy nhién, sy khac nhau dang ké vé nhiét d6 lai hay chiéu dai ADN dich la khéng
thé tranh khéi. Ngudi ta ¢6 thé didu chinh quy trinh thuc hién dé lam cén bing
phan dng va dat dugc s& lugng san phim tuong duong nhau hodc didu chinh néng
dd méi cdn bing véi mét phan iing da thanh phan.
9.5.74. PCR cua ARN

ARN ctia retrovirus duge ly trich va duge chuyén déi thanh cADN béi enzym
sa0 ma ngude enzym phién ma ngude, cADN méi duge ding lam khuén mau cho
PCR. Tuy nhién, cac phan iing nhd enzym phién méa ngude khé thuc hién va viéc
sl dung cac enzym khéng chiu duge nhiét trén 42°C 1a mot bat 16i vi xdy ra su lai
khéng nghiém ngat. Vi vay, sit phién mi nguge kém hiéu qua 13 mot tré ngai lam
cho su phat hién cac ARN dich kém nhay va kém déc hiéu.

Ngudi ta da tim ra ADN polymerase chiu nhiét c6 hoat tinh enzym phién ma
ngugc d6 1a ADN polymerase tai t6 hgp dude trich tit vi khudn chiu nhiét Thermus
thermophilus (Tth pol). ADN polymerase chiu nhiét nay hoat déng hitu hidu khi c6
sit hién dién cfia ion Mn® *. H8n hgp phén ung ciia PCR ctia ARN bao gém: Tth
pol, 2 loai méi oligonucleotide (mét duge sit dung cho su téng hop cADN, va ca 2
duge st dung cho PCR), ion mangan ¢ dang MnCl,, va tit ci cac thanh phan khac
can cho sy phién mé nguge va PCR. May chu ky nhiét dude dun néng trude dén
70°C, va nhiing thanh phan phién méa nguge duge @ trong 15 phit. Sau phan ting
nhd enzym phién ma ngugc, hén hgp phan dng dude nang nhiét do 1én 95°C dé 1am
bién tinh phitc hgp ARN - ADN. PCR sau dé duge bit ddu véi 2 chu ky ¢ 95°C
trong 15 phut va 60°C trong 20 gidy, ti€p theo 14 38 chu ky § 90°C trong 15 giay va
60°C khoang 20 gidy. Su phién ma ngude dude thue hién § 70°C do vay d6 déc hiéu
va dd nhay cua viée phat hién ARN dich cao.

9.5.8. Cac linh vye ting dung ctia PCR

Trong nghién citu khoa hoc, PCR gitip cho viée xac dinh trinh ty nucleotid ciia
cac doan ADN duge nhan 1én; ¢é thé sit dung PCR @8 tach dong nhitng doan ADN
dic hiéu, mic dit trong nhiéu trudng hgp tach dong khéng can dén PCR; né gitp
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phat hién dot bién, nghién ctu mARN hodic tao cac d6t bién gen, cho phép phan
tich lién két gen tii nhitng t& bao riéng 18; gitip nghién citu qua trinh tién hoa &
mic phan ta. Tham chi gitip phuc hdi nhitng gen trong cac ¢d vat da tén tai cach
day hang chue triéu nam.

Trong chon giéng vat nudi va cdy trdng, dic bidt d6i véi déng vat va thue vat
bac cao, von trude day viéc lya chon cip cha me lam gidng 1a rit khé khan, cén
nhiéu nam, thi nay PCR cho phép thuyc hién chi trong vai ngay, tham chi vai gid
v6i hidu qua rat cao.

Trong y hoc, PCR c6 thé chén doan chinh xac céc bénh nhidm triung tit virut
dén vi khudn va cac bénh do nfm, ké ca HIV — AIDS, chan doan sém va theo ddi
diéu tri ung thu...

Trong tuw vén di truyén y hoc, PCR cho phép chin doan nhanh, chinh xac cac
bénh di truyén ké ca chan doan trude sinh gidi tinh va cac di tat bAm sinh c6 thé
c6 tit khi thai méi duge 8 tudn tudi va didu quan trong la khéng cdn choe 81, chi
can 1&y mét giot mau ngoai vi clia me dé lam mau thi nghiém.

Trong khoa hoc hinh sy, PCR 13 khéng thé thiéu, né gitp chin doan nhanh,
chinh xac thu pham chi t mt v&t mau khé, mét sg¢i téc hofic mét sinh phidm nao
d6 ma tha pham dé lai trén hién trudng. Ngoai ra k§ thuat niy con cho phép xac
dinh chinh xac quan hé huyét théng cha - con, éng - chau v.v... ciing chi trong
val gio.

Trong bao vé mdi trudng, viéc xdc dinh mic d6 6 nhidém sinh hoc ¢6 thé thuc
hién rat hiéu qua va nhanh chéng biing phan tng PCR.

Nhiing ting dung thuc tién da dang clia phan tng chudi téng hop ADN that v6
cung tan. Néu nhu nim 1985 méi c¢6 3 cong trinh duge cong b6 vé PCR thi 5 nam
sau ky thuét nay duge st dung trong hang nghin phong thi nghiém trén khip thé
gidi. Ngay ¢ nudc ta, PCR ciing da va dang duge ding trong nhiéu trudng dai hoc,
vién nghién cttu va ngly cang trd nén phé bién. Phan ung chudi tdng hgp ADN
that sy da dua lai mft cudc cach mang trong linh vye ing dung thue t&€ ctia sinh
hoc phan ti. Ngay nay c6 thé néi moi linh viie nghién c¢tu sinh hoc déu st dung
PCR.

Tom tdt

Chiét tach va tinh ch& ADN déng vai trd quan trong trong cac nghién cttu sinh
hoc phan tit. Cac bude chinh dé chiét tach ADN 1a pha va t& bio, loai bo protein, va
tia acid nucleic. Tinh ch& ADN c6 thé 4p dung ky thuat siéu ly tAm hoic séc ky.
Néng dé ADN c6 thé do bing quang ké& & budc séng 260 nm, kich thudc tudng déi
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ciia ADN cé thé xac dinh bing k¥ thuat dién di trén gel d&i chiéu véi thang kich
thudc da biét,

Céc thao tac cét, néi va lai ADN 13 cic thao tac cd ban cua kg thuat di truyén
phén td. Trinh tu ADN c6 thé xac dinh bing phuong phap hoa hoc (Maxam va
Gilbert) hoac phuong phép enzym (Sanger va céng su). Phuong phap Sanger da
duge cai tién don gidn hon va 6 thé ty dong hoa.

Phuodng phap PCR sl dung enzym ADN polymerase va mdy luin nhiét cho
phép khuéch dai in vitro acid nucleic 1én gip ti lan sau 30 — 40 chu ky chi trong
vai gid. K§ thuat nay ¢é nhidu wu diém nhu don gian, nhanh va nhay nén duge
Uing dung rong rai trong nghién citu khoa hoc, chén doan, khoa hoc hinh sy, chon
gibng...

CAU HOI

1. Cach nao khdéng dung dé tinh ché and?
a) Séc ky ai lue.
b) Séc ky loc gel.
¢) Sic ky trao déi ion trén vi cot,
d) Sic ky long hiéu ning cao.
e) Séc ky khi

2. Tée d6 dién di khéng phu thude:
a) Kich thuée phan ti ADN
b) Cdu dang cia ADN
¢) Nong ¢6 ADN
d) Nong d6 gel .
e) Dién thé si dung

3. Enzym cit giéi han loai duge ung dung nhiéu trong k¥ thuat tai té hgp di

truyén
a) I b) II
c) III d) I va III

e) IT va IIT
4. Yé&u t6 anh hudng dén sy lai hoa:

a) Néng d6 ADN b) Nhiét d6 va thoi gian phan Gng
c¢) D6 dai eia cac trinh tu d) Lue ion
e) Tat ca

5. Di#c diém khéng thudc phuong phép dinh trinh ty cta Sanger:
a) Xit 1y hoa hoc chuyén bigt lam bién déi dic trung mdt loai nucleotid
b) St dung ADN polymerase
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10.

¢) Nucleotid duge danh dgu.

d) Phan {ng tién hanh trong bén phan doan

e} Cé sit dung dideoxynucleotid

Chat lam giam nhiét 46 bién tinh ciia ADN trong PCR

a) Formamid b) MgCl,
c) DMSO d) EDTA
elavac

Maéi trong phan tting PCR

a) Poan ADN ngéin, mach don

b) Cé trinh ty bd sung véi ADN khuén tai diém dau sao chép

¢} Dai tir 6 — 30 nucleotid

d) La oligonucleotid

e) Tt ca

Tinh nhiét d6é "chay" cua doan méi nham xac dinh nhiét dé thich hop dé
a) Bién tinh mdi

b) M6i gan vao khuén

¢) Téng hop tit khudn trén gen

d) Méi khéng gin b3 sung vao nhau

e) Méi gin vao cac doan khac nhau

Chon chu ky nhiét PCR dua vao 2 yéu t6 14 kich thuée ciia khuodn va

a) D6 tinh khiét cia khuén b) Ning d4 cua khudn
¢) Kich thuéc méi d) Trinh tu méi
ejcvad

PCR té:

a) Dya trén nguyén tic ciia phan tiing PCR

b) La hai PCR lién tiép, st dung hai ciip mdi "ngoai” va "néi"
¢) C6 dd nhay va chuyén biét cao hon PCR thudng

d) Ung dung trong chin doan

e) TAt ca dung
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Bai 1.

Bai 2.

Bai 3.

Bai 4.

Bai 5.

Bai 6.

Bai 7.

Bai 8.

Bai 9.
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