Chuong 3

LIEU PHAP GENE

I. GIOI THIEU

Hau hét cac thude truyén théng hoic 13 protein hoic 1a nhitng phéan tir nho tuong tac
v6i protein. Hay noi cach khac chung hoat dong & cép do protein hon 1a tac dung trén cip
d6 gen. v6i cac bénh nhiém hodc ung thu, nhing thudc truyén théng nhu vay 1a sy diéu tri
t6t nhat dé diéu tri tan gdc. Con d6i véi cac bénh di truyén, thude truyén thong chi co kha
nang diéu trj triéu chtng, con nhimg khiém khuyét co ban trén gene thi khong c6 gi thay
ddi.mét cach tiép can khac dé diéu tri cac bénh nhu vay la li¢u phap gene: st dung nucleic
acids dé stra chita nhitng trinh tw DNA mat chirc ning hay it nhat 1a su bu dip chtic ning
dé phuc hoi lai chirc nang sinh 1y binh thuong cia té bao. Gene therapy 1a mot trong nhitng
li¢u phap nd bat va duoc €01 voi cdi té 1a gene medicine, 1a 1iu phap chuyé acids nucleic
vao trong té bao ngudi. mot dang khic cia gene medicine 13 st dung nucleic acid hu 1a
mot loai thubc truyén théng , mac du dich tac kich cua li¢u phép thuong nhdm vao RNA
san xuat boi nhitng gene bat thudng hon 14 tac kich vao protein. Mot cach thirc khac cta
liéu phap gene 1a str dung DNA vaccine dé biéu hién cac khang nguyén trong co thé, liéu
phap nay dang din dau trong nhitng phuong thirc diéu trj bang liéu phép gene.

V& ban chét, khi tién hanh nghién ctru liéu phap gene thi ciing phai tiép can theo
chiéu hudng nguoc lai, do 1a gay cac bénh dot bién di truyén cho dong vat dé tao mé hinh
cho viéc nghién ctru .trong tng dung nay cua ki thuat chuyén gen, dot bién mé phong bénh
ctia ngudi duoc dung cac ki thuat phan phdi gene trong dong vat. Diéu nay cho phép con
nguoi nghién ctru cac khia canh sinh ly sinh hoa cua bénh cling nhu 1a nghién ctru hiéu qua
tac dung cua cac loai thudc méi. Nhidu k¥ thuat ing dung trong lidu phap gen va mo hinh
bénh déu dya vao nhitng nguyén tic gidng nhau, mic du véi nhiing muc dich khac nhau.
Nhitng mé hinh dong vét khac c6 thé duoc tao ra bang cach st dung nucleic acids hay
protein dé can thiép vao su biéu hién gene hay hoat tinh protein.

K¥ thudt chuyén gen phdi hop véi lidu phap té bao mot cach hanh chong, sir dung
toan bo té bao ldy tir bénh nhan hay té bao ldy tir mot ngudn thay thé. Trong khi liéu phap
gene va kiéu phap té bao 13 nhiing liéu phap day hira hen , nhung ching van gip mot sd
nhiing tré ngai nhu van dé an toan khi tac dong trén mo hay nhimng van dé lién quan dén
dao duc sinh hoc.

Liéu phap gene va nhirng vin dé lién quan dén dao dirc sinh hoc:

Ca liéu phap gene trén dong té bao sinh dudng hay sinh duc déu day 1én nhitng van
dé lién quan dén dao dirc sinh hoc. Mot van dé thuong gap 1a s€ bi lam dung. li¢u phap
gene khong chi ding dé diéu tri cic bénh mang tinh pha huy (hay loai bé bénh tir mot gia
dinh trong truong hop st dung liéu phap té bao sinh duc) ma con ting cudng nhimng dic
tinh ¢o lgi theo sy danh gia chii quan va ap ché nhimg dic tinh khong c6 loi.diéu nay co
thé dan dén tao ra mot dtra tré duoc thiét ké, véi nhiing dac diém duoc chon trude boi cha
me chung. O mirc 46 nghiém trong hon thi lidu phap gene c6 thé duoc sir dung dé thao tac,
thiét 1ap gene cho toan bd quan thé. C6 nhiing tranh cdi rat manh mé lién quan dén dao Iy
rang chi nén st dung liéu phap gene dé diéu trj bénh khi bénh d6 khong thé diéu tri bang
bat ki cach nao khac, nhung mot vin dé& quan trong duoc dit ra 1 néu liéu phap gene co
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thé duoc ding dé ting IQ ciia mot dira tré tir 40 1én t6i100, didu nay thi dugc goi 1a diéu tri
bénh hay ting cudng tiém ning cia gen? va ai sé& dua ra nhing qui dinh thé nao 1a chip
nhan dugc hay khong chip nhan duoc cia viée st dung liéu phap gen. Liéu phap gen trén
dong té bao sinh duc c6 hai van dé chinh lién quan dén dao dure sinh hoc.
1. Sw han ché vé vin dé ky thuat

Hiéu qua cua biéu hién gene 6n dinh 1a khong tién luong duoc, vi thé cho di bénh
can diéu tri c6 thé hét thi nhimng khiém khuyét khac duoc mang vao ciing khong thé biét
duoc. Nhitng két qua tai hai trong thtr nghiém liéu phap gen diéu tri trén dong té bao sinh
dudng dé diéu trj bénh SCID gan ddy 1a mét vi du dién hinh vé tiém ning nguy hai ma né
c6 thé xdy ra tuong tu ddi véi liéu phap gen trén dong té bao mam sinh duc
2. Khong c6 mét tidu chuéin ding din dé quyét dinh

Nhitng két qua riéng biét tir viéc sir dung liéu phap gen trén dong té bao sinh duc
chua dua ra duoc nhimg minh ching dang chip nhan va do d6 khong c6 mot y kién nao dé
c6 thé khang dinh rang nhitng vat liéu di truyén ctia ho c¢6 nén bién d6i hay khong.
II. LIEU PHAP GENE

Liéu phap gene dugc dinh nghia nhu mot chién thuat sit dung liéu phap rong do6 té
bao ciia bénh nhan duge bién ddi vé bd gen nham 1am nhe bét hay diéu tri bénh. C6 mét su
phan biét quan trong giira liéu phap gen trén té bao sinh dudng — sy bién ddi duoc dua va
bén trong té bao sinh dudng ctia bénh nhén, va khai niém liéu phap gene trén té bao dinh
duc — nhitng bién ddi vé gene duoc dua vao té bao sinh duc va do d6 co thé truyén qua cac
thé hé sau. Hién tai chi liéu phap gene trén té bao sinh dudng dugc chép nhén . trong khi
c¢6 nhimg 1y do thuyét phuc dé cho phép str dung liéu phap gene trén té bao sinh duc trong
mot vai trudng hop giéi han (khi cha me chic chén sé& sinh ra con mang bénh do nhiing
khiém khuyét trong gen ctia ho s& truyén lai cho con céi), ngoai ra nhirng trudng hop khéc
bi cAm vi nhirng 1y do dao duc sinh hoc nhu da dé cap ¢ trén.

Co6 rat nhiéu kiéu liéu phap gen trén té bao sinh dudng da duoc dua ra, va hau hét
nhing tiép can phu hop phu thudc vao ban chét ciia bénh.
1. Liéu phap tang cuwong

Diéu nay phu hop cho viée diéu tri cac bénh lién quan dén rdi loan di truyén giy ra
boi su hoat dong gen khong phu hop (lay lai chire nang gen). Muc dich 1a chuyén mot gen
méi ma san pham ciia nd ngan chin sy biéu hién cua gen bénh hay gen bi mét chic ning,
hodc can thi€p vao su hoat dong ctia san phém gen
2. Liéu phap gen thay thé

Liéu phap nay chi pht hop cho bénh lién quan dén rdi loan di truyén (khong phai
diéu tri bénh nhiém hodc ung thu), nhung cé thé dugc dung dé diéu tri cac bénh d3 bi mat
hay mudn hdi phuc lai chtc ning.

Muc dich 1a d& chuyén mot gen binh thuong co kha ning tai to hop voi gene bénh dé
thay thé chung. Day la mot cach tiém ning nhat dé sira chita nhitng khiém khuyét di
truyén, nhung diéu nay phu thudc vao su tai t6 hop tuong dong — tién trinh thuong khong
hiéu qua trong hau hét cac té bao.
3. Giét cac té bao dich

Diéu nay phu hop cho cac bénh nhu ung thy nhiam loai bo mét quan thé t& bao nao
d6. Muc dich 12 biéu hién trong céc té bao nhu vay cac gen gay doc. Mot tiép can nira la su
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biéu hién cua protein 1am cho té bao bi ton thuong dé thu hut sy tan cong ciia hé thong
mién dich. Hay sy biéu hién ciia mot emzymes dé chuyén cac hop chit vo hai (tién thudc)
thanh mét phan tir doc mdt enzyme. Do tdc dung gdy ddc cua gen tu sat, chung phai dugc
chuyén truc tiép vao loai té bao dich v6i d6 chinh xac cao dé tranh céc tac dung phu

1 Cene augmentation therapy  Functional

gene
M \‘\____—..
™ >
_/‘\.? x)
b # L
2 Gene inhibition therapy Antisense
gene atz.
> .
Y =
¥ & L
3 Gene replacement therapy Homolagous
functiorzl gene
y .-
% A L

66



4 Assisted killing of specific cells  Antigen,

cviokine etc o 3 3y 5
R . o T S
\ o Iz
A T, e - O /’&\?’
._/’—\\-!';3 - O l.) —= Death
Immuine systam o ﬂq
s " stimulated :(,
< Ladd il
5 Killing of specific cells by
pradruc conversaonn TK ate.
—_— I, Canciclavir
: Eiian = Y
Conbers _/—‘L
o sEnsitivity .

Mutant (disease) gene  loss of function

—{ B }— Mumnt (deease) gene — domirant gain of function

Hinh 1: Cdc cdch tiép cén siv dung ligu phdp gen khdc nhau

II1. CHIEN LUQC PHAN PHOI GENE

Nhitng bénh di truyén thudng duoc biéu hién trong nhimg quan té té bao chuyén
biét.doi khi trong truong hop cia bénh ung thu, do nhitng dot bién gdy bénh hién hién chi
trong quﬁn thé té bao d6. Bdi voi nhiing rdi loan di truyén, dot bién thuong hién di¢n trong
tat ca cac té bao nhung tac dong lai gidi han véi nhing té bao c6 gen dugc biéu hién (hayd
nhitng té bao c6 biéu hién gen binh thudng bi mat).phuong phéap lya chon cho chuyén
DNA trong liéu phap gene do d6 phu thudc vao tinh kha nap cta té bao tuwong tng.
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Hinh 2: Céc chién lwoc sir dung ligu phdp gen
Néu té bao c6 thé 1dy ra va nudi cdy ma khong 1am hai dén bénh nhan, sau d6 ching
duoc chuyén gene trong khi nudi va sau d6 chuyén lai vao co thé bénh nhan.Liéu phap in
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vivo nay c6 thé img dung dé diéu tri cc rdi loan lien quan dén hé mién dich va mau boi vi
té bao gbc tao mau c6 thé 13y ra, nudi cdy, va chuyén gen twong ddi dé. Hon nita, ching c6
thé ton tai trong thoi gian dai khi chuyén nguoc lai trong co thé bénh nhan va do dé co thé
phat trién luong 16n té bao doi con. Liéu phap gene ex vivo cho phép gen dich duoc kiém
soat can than trong khi nudi cdy, vi thé nhimg té bao duoc bién ddi di truyén cé thé chon
loc chinh x4c. V&i nhitng té bao khéng c6 kha ning nhan gen chuyén hay nhimg té bao
khong thé nudi cy hiéu qua, liéu pap gen lien quan dén chuyén truc tiép DNA vao trong
té bao trong khi t& bao van con nam trong co thé. Phuong phap nay dugc goi 1a liéu phap
gen in vivo va hé thong phan phdi gen phai doi hoi vira hiéu qua va chuyén biét cho mot
loai té bao dich. Chuyén gen tring dich in vivo dic biét rat quan trong khi chuyén cac gen
giy doc cho té bao.
IV. CO CHE PHAN PHOI GENE

Hé thdng chuyén gen dung trong liéu phap gen la vector virus hodc nonvirus.
Chuyén gen bang virus hay con dung thuét ngit transduction, lien quan dén su dong goi
DNA (hoic RNA) vio trong virus. Chuyén gen xay ra theo co ché xdm nhép thong thuong
ctia virus va do d6 vira hiéu qua vira chon loc. ciing chinh vi li do nay chuyén gen sir dung
virus 1a chién lugc duoc yéu thich cho liéu phap gene in vivo.

Nhung mét diéu quan trong 13 virus chinh 1a thuc thé gay bénh do d6 bat budc phai
trai qua buoc giam doc luc ctua ching trude khi st dung.

Piic tinh ciia virus dung cho chuyén gene

Vector virus dung cho chuyén gene dwoc danh gia co ban dya trén hiéu qua chuyén
gen, kha ning mang DNA ngoai lai, tinh an toan, co ché chuyén gen (nim ngoai té bao
chat hay gan chén vao trong bo gen) ciing nhu kha ning ton tai trong co thé vat chii. Khong
¢6 loai virus nao 1a thich hop cho tat ca vét chi mic du nhitng méi quan tim d¢é thiét ké cac
loai virus lai ngdy cang tang (virus phdi hop cac dic diém t6t nhét cia cac loai virus khac).

Adenovirus

Pay 1a nhitng virus DNA gy bénh nhé trén cac 6ng ho hap vi du nhu gy cam lanh
thong thudng. Gen chuyén nam ngoai nhan va virus ¢6 thé xdm nhiém trén pham vi rong
ké ca & cac té bao dang phan chia hay khong ¢ trang thai phan chia. Uu diém: hiéu qua
xam nhiém cao, kha ning mang mot doan DNA 16n (1én t&i 35kb). Nhuogc diém: su biéu
hién gen khong kéo dai, tinh an toan thip (giy dap ung viém ¢ nhiéu bénh nhan). Dap tng
viém nhu vy di din dén cai chét ciia mot ngudi 18 tudi trong giai doan thir nghiém phase
1 cho bénh lién quan dén réi loan chtc ning gan (OTD). Tt ca thir nghiém liéu phap gene
lién quan dén Adenovirus da bj tam ngungdé xac dinh lai tinh an toan.

Adeno-associated viruses (AAYV)

AAV 1a virus DNA mach don gy ra bénh nhiém khong triéu chung. sy chuyén
gene 1a sy gan chén 6n dinh va virus c6 thé nhiém trén pham vi rong & ca té bao dang phan
chia hay & trang thai khong phan chia. Uu diém: an toan (virus doi doi phai c6 sy hién dién
ctia ca adenovirus va herpes virus dé sao chép va do d6 khong c6 kha ning sao chép mot
cach ty nhién), tinh 6n dinh (gin chén 6n dinh vao bd gen cho phép biéu hién protein trong
thoi gian dai). Nhuge diém: kha ning mang gen <5kb. Virus hoang dai ¢ mét dic tinh tha
vi 12 n6 ¢6 thé gén chen tai vi tri xac dinh vao by gen nguoi trén NST 19 do d6 lam giam
nguy co bj dot bién do gin chén.

Baculoviruses
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Baculovirus 1a virus DNA thudng nhidm vao c¢on trung, nhung chung c6 thé
nhiém vao té bao ngudi.gen dugc chuyén vao trong té bao chit. nhitng béo céo ban dau
nhan dinh virus ndy c6 thé nhiém véo té bao gan nhung nhiing nghién ctru sau nay chi ra
rang chung c6 thé nhiém vao pham vi té bao rong hon. Uu diém: tinh an toan (virus nhiém
vao té bao dong vat nhung khong thé sao chép trong nhitng té bao nay), kha ning mang
DNA la, viris c6 hinh que nén cé thé mang doan DNA khong gidi han. Nhuoc diém: hiéu
qua chuyén gen (virus nhay cam véi su bat hoat qua trung gian bo thé, mic du chién thuat
nay da duoc phat trién dé vuot qua nhimg giéi han nay). Khong gidng nhu bén loai virus
vira ké trén, baculovirus chua duoc sir dung trong thir nghiém liéu phéap gen.

Herpesvirus

Herpes simpex virus (HSV) 1a mot virus DNA dong vai tro trong viée biéu hién
nhitng dic tinh than kinh bat thuong, didu nay khién n6 tro thanh tng cir vién cho liéu
phap gen than kinh. Gen chuyén nim ngoai té bao chit va virus c6 thé xam nhiém cac té
bao khac théng qua mang synapse. Uu diém: kha ning mang DNA la khong gi6i han, kha
nang biéu hién gen 6n dinh.

Retrovirus

Retrovirus 13 virus RNA va c¢6 enzyme phién mi nguoc tong hgp DNA.DNA
6 thé gén chén vao genome cua vat chu, Kkét qua 1a tao nén sy biéu hién gen 6n dinh. Cac
retroviruses dién hinh ci nhidm vaoté bao dang trong giai doan phéan chia, diéu nay lam
chung thich hop cho lidu phap té bao ung thu.Tuy nhién vector dya trén lentivirus (nhu
HIV) c6 thé nhiém ca trén té bao khong & trang thai dang phan chia. Uu diém: ning suat
nhén 1én rat nhanh, va kha nang xam nhiém hiéu qua, biéu hién gen 6n dinh. Nhuoc diém:
kha ning mang doan DNA <8Kb, tinh an toan khong cao (su gin chén ngau nhién va do d6
gdy nguy hiém cho bd gen vi c6 thé gay dot bién do gin chén). Co ché gin chén co thé dan
dén két qua hoat hoa cac gen lan can bao gom ca cic oncogene. Mot ddc tinh khong an
toan khac ién quan dén viéc st dung virus HIV cho cdu tric cua vector, ddy 1a loai virus
duy nhét dung cho liéu phap gen ma s& gay bénh chét nguoi.

Phuong phap thong thuong 1a loai bo nhiing gen thiét yéu va do dé lam cho
virus mét kha ning sao chép, ciing 1a mot cach thic dé ting kha ning mang DNA ngoai lai.
Dé chuan bi mot luong 16n cc virus nhu vay can phai dugc cung cip tir mot ngudn thay
thé. C6 nghia 1a phai st dung cac helper virus dé cung cap cc san pham gen khiém khuyét
nhung trong hau hét cac truong hop sir dung cac dong packing line. Khi DNA duoc dong
g6i , nhimg virus khiém khuyét c6 thé duoc phan 1ap tir dong dong goi. Tiép theo nd s&
x4m nhiém vao té bao dich dé chuyén DNA hay RNA dich nhung khong thé sao chép va
gdy ra nhimng triéu ching bénh. Nhimng dic diém an toan nén dugc xdy dung trong cac
dong dong goi dé lam giam sy tai to hop giira cac virus khiém khuyét, va chic ning dugc
hd tro boi cac helper virus, néu khong nhiing virus c6 ddc luc cé thé duoc tao ra.
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Hinh 3: a,So dd bo gen cua adenovirus hoang hai AdS. b, vector Adenovirus da loai
b6 vung E1 va E3 dé chén doan DNA muc tiéu.

Phuong phap chuyén gen khong st dung virus thi dugce danh gia 1 an toan hon st
dung virus, bao gém transfections (t& bao duogc kich thich dé nhan cac DNA tir xung
quanh chiing) va direct transfer (DNA duoc chuyén vao trong té bao bang cac phuong
phép vat ly nhu vi tiém,...DNA khong dugc dong gdi trong vector virus ma thuong hién
dién ¢ dang plasmid. Trong mot vai trudng hop, plasmid thi khong dugc thiét ké dé sao
chép trong té bao ngudi va do d6 cach duy nhit gitp cho su biéu hién kéo dai va 6n dinh 1a
gin chén vao bo gen. Day 1a mot truong hop hiém (nhé hon mot trong mét triu té bao
duoc chuyén gen 6n dinh vi thé nhimg té bao hiém hoi nay phai duoc chon loc bao gém
nhimg marker gen cho phép té bao ting trudng trong sy hién dién cta nhitng hop chit nhu
khang sinh- chat gdy doc cho nhing té bao khong duoc chuyén gen.

Déi véi lidu phap gen nonvirus in vivo, can thiét phai c6 ving khoi su sao chép cua
virus trong vector plasmid, cho phép vector ton tai nhu mot thé sao chép trong té bao chat
cua té bao duge chuyén gen. su tdn tai trong té bao chét van chua duoc xac dinh va sy biéu
hién cua cac gen dugc chuyén do d6 bi gidi han. B6i voi sy chuyén gen tryc tiép, DNA
thudng duge bao boc trong mot vai phirc hop ma c6 thé dung hop véi té bao dich hay kich
thich sy nhap bao bdi endositosis.
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Hinh 4: St dung marker chon loc dé chon loc va tang sinh dong muc tiéu

Vi du nhu DNA c6 thé dong goi trong cac hat lipid hay con goi 1a liposomes,
liposome c6 thé dung hop véi mang té bao, chuyén vat mang (acid nucleic) vao trong té
bao chat. hidu qua chuyén gen qua trung gian liposome c6 thé ting tac dung khi lay
liposome tir vd ngoai cua virus — chira protein tang cuong su dung hop cia mang. Nhiing
phuong tién nhu vay dugc goi 1a Virosomes. Khong gidng nhu sy chuyén gen théng qua
liposome, lipofection lien quan dén sy hinh thanh ciia phirc hgp DNA-Lipid (lipoplex)-
phirc hop nhap bao thong qua endocytosis. Gan day nhung phwong tién chuyén gen dua
trén polimer ion dwong (polyplex) ngay cang trd nén phd bién boi vi cac dong polymer dic
biét c6 thé su dung dé bién ddi dac tinh vat 1y cua vat liéu chuyén gen. trong mot vai
truong hop né da minh chimg ring c6 thé hinh thanh nhitng phtrc hop c6 nhitng dic tinh
khac nhau & nhitng nhiét d6 khac nhau, gitp cho phép viéc phong thich DNA duoc kiém
soat. No duogc str dung dac biét cho chuyén gen invivo té1 nhitng vi tri dac biét trong co thé
- ¢6 thé 1am néng 1én hay lanh bot tai timg vi tri truong ing. N6i chung, sy phan phdi ctia
DNA duogc dong goi thi it hiéu qua hon sir dung vector virus. Mot s6 DNA bi phan cit
trong té bao trudc khi né vao trong nhan.Rat kho khi sir dung chuyén gen khong sir dung
virus dé chuyén vao mot té bao chuyén biét, mac du van ¢6 thé tao cap gén DNA v61 mot
phan tr khac ma né gin chuyén biét trén mot loai vector cia t& bao dich hay con goi 1a
receptor-mediated endocytosis.

C6 nhitng bang chimg chimg to rang c6 thé chuyén DNA truc tiép vao mot vai mo in
vivo. Vi du nhu su tiém dung dich DNA vao trong md co két qua 1a co gen chuyén trong
mot vai té bao, va su biéu hién gen kéo dai on dinh trong vai théng.Bé chuyén DNA 1én
mo, c6 mot phuong phap goi la particle bombardment- phuong phap su dung cac vat nhd
boc DNA va dwa vao md dich sir dung ap suit khi cao hay sir dung dong dién dé tac kich.
V. NGHIEN CUU THUC TIEN

Trén 500 quy trinh liéu phap gen dd dugc dua ra, hon mot nira trong sé d6 1a
tmg dung diéu tri ung thu. Sau day 1a mot vai truong hop nghién ctru mé ta nhimg cach

71



thirc khac nhau str dung liéu phap gen da ung dung trong thyc té va dong thoi ciing dé cap
dén nhimg bat cap cia lidu phap. Va ciing can nhdn manh ring liéu phap gen van la liéu
phap co tinh nguy co gay hai cao véi két qua chua dy doan hét dugc.

1. Sir dung liéu phap gen in vivo ting cwdng chirc ning diéu tri bénh xo nang

Khoang 10% céc quy trinh liéu phép gen dugc dua ra dé diéu tri cac bénh theo quy
luat di truyén Mendel. D6 14 boi vi sy khiém khuyét cac gen don nén dé dang st dung liéu
phap gen. bénh xo nang (CF) 1a bénh di truyén do mot gen gy ra rat pho bién trong cong
ddng nguoi Caucasi, véi ti 16 mac bénh 1a 1/2000. Do sy khiém khuyét trong CFTR gen
dan d&én sy mat kénh Chloride lien d6i voi mang té bao. Anh hudng cua bénh nay thuong
duogc biéu hién nhiéu trong h¢ théng ti€u hoa va tuyén tuy, khi bi méat can b?mg kénh
chloride s& dan dén mot luong 16n chat nhay duoc tao ra. Trong phdi, né gdy ho khan khi
thd va lam ting kha ning nhiém, trong khi d6 & tuy, 10p chit nhiy khoa su tiét cua cac
enzyme tiéu hoa dan dén suy dinh dudng. Su chuyén gen CFTR c6 chiric nang s& gitip hoi
phuc nhiing anh hudng nay.

Nhirng thtr nghiém khoi dau lien quan dén sir dung adenovirus vector — vector nhiém
ty nhién vao nhitng té bao dudong ho hap.Vector dugc chuyén vao nhd binh xit va dong tac
hit vao, thir nghiém tién hanh trén mot vai bénh nhan, lidu cao cta vector gy ra phan tng
viém. Gan day sit dung caclvector an toan hon hu adeno-associated virus hay chuyén gen
bang lyposome. Tuy nhién két qua thu duoc khong may kha quan. Mot 1y do chinh caa
diéu nay 1 nhirng vector chuyén vao khong thé xuyén qua 16p nhay phu day trén phdi cua
bénh nhan bi xo nang.

2. Liéu phap ting cudng ex vivo cho bénh: thiéu hut mién dich t6 hop trim
trong (SCID)

Thir nghiém dau tién da duoc dién ra vao nim 1990 trén mot cd bé 4 tudi bi
mic ching bénh suy giam mién dich t6 hop trim trong (SCID).Bénh c6 dic diém 1a thiéu
té bao lympho c6 chiic ning (t& bao B va té bao T), két qua 1a bénh nhan khong c6 kha
nang chdng chiu v6i sinh vat nhiém. SCID c6 thé gy ra boi rat nhiéu khiém khuyét nhung
ddc biét 1a khiém khuyét trén gen ADA, gen ma hoa cho enzyme adenosine deaminase.
Céch diéu tri truyén thong cho ADA-SCID la cdy truyén tiy xuong tir ngudi cho tuong
g hodc 13 thuong xuyén tiém enzyme ADA tai td hop, khi khong dugc diéu tri nhimng
dira tré nay phai sdng trog 6i trudng nhan tao, khong chua vi tring, do d6 chiing dwoc goi
vdi cdi tén 1a “bubble babies”.

Bénh lién quan dén ADA c6 thé sir dung liéu phap gen dé diéu tri do mot vai li do:

- Bénh gay ra do mét chirc ning ciia mot gen don

- Mtrc d6 ADA bién thién rong rii trong quan thé do d6 sy kiém soat chit ché gen
chuyén 1a khong can thiét

- Gen ADA nho va dé thao tac trong phong thi nghiém

- Té bao dich cho liéu phap gen la lymphocyte nén dé& dang liy ra, nudi cdy, va
chuyén nguoc lai co thé bénh nhan

- Nhimng liéu phap diéu tri thay thé thi mic va de doa dén tinh mang.

Mot gen AD c6 chie niang duoc chuyén vao trong vector retrovirus va duoc dung dé
chuyén vao té bao T dwogc nudi ciy, va tiép theo d6 1a chuyén nguoc lai vao co thé bénh
nhan. Mic du d3 thu duoc nhimg thanh céng bude dau nhung hiéu qua cua lidu phap diéu tri
rat ngan va bénh nhéan van tiép tuc phu thudc vao enzyme ADA cho t6i ngay nay. Nhitng thtr
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nghiém xa hon dugc tién hanh trén té bao tiy xwong hoic té bao mau cudng rén, chung duoc
str dung nhu té bao dich béi vi nhitng quén thé t& bao nay chira t& bao gbc va s& san sinh ra té
bao lympho trong giai doan séng cta ching.Sy bién dbi thuc hién trén nhiing dong té bao
gbc nay di tao ra cac t& bao san xuit ADA 1au hon nhung van o mirc d¢ thap.

Vao nam 2002 c6 mdt kham pha trong liéu phap gene ADA-SCID str dung k¥ thuat
goi 12 nonmyeloablativeconditioning. Phuong phap nay tién hanh huy tuy xuong cua
bénh nhan SCID dé gitp cho cac té bao gbc di bién ddi c6 co hoi dé tang sinh. Mot yéu td
quan trong khac 1a nhimng dira tré thir nghiém liéu phap nay phai chua timg dugc diéu tri
v6i ADA.Duong nhu viée xur 1y véi enzyme trude do 1am nén sy khong thanh cong cua
phuong phép nay.

Bénh nhan dau tién sir dung liéu phap méi nay 1a mot co bé 2 tudi ngudi Palestinian,
nguoi chua bao gio duoc diéu tri véi ADA trude d6. Liéu phap ndy mang tinh kha thi vi
bénh nhan di c6 kha ning san xuit khang thé nhu nhitng dtra tré khac, c6 thé chong lai cac
bénh cum ga. Liéu phap gen ciing duoc dung dé diéu tri bénh SCID lién két véi gidi tinh,
gdy ra do mat chudi gama cua receptor interleukin 2. Ciing gibng nhu ADA-SCID, liéu
phap in vivo duoc thuc hién chuyén gen IL2RG c6 chirc ning vao vector retrovirus sau do
chuyén vao té bao gdc tao mau, sau d6 chuyén nguoc lai co thé bénh nhan. Chin trong
mudi mot bénh nhan da dugc diéu tri bang phuong phap nay, nhung tir khi bat dau tién
hanh thi nghiém hai trong s6 ho da bi ung thu bach cu, c6 thé 13 do su hoat héa ctia mot
oncogene gin Vi vi tri gin chén cla retrovirus. Do d6 hién nay nhimng thir nghiém lien
quan dén str dung retrovirus da bi ngung lai cho dén khi c6 nhiing dir liéu dy du cua ca
bénh nhan con lai.

Bone marrow Rermawe from patient

e = [solate sterm cells
ADA deficient

Monmyeloablative
conditioning {low Transfect with ADA gene
dose radiation plus Select transformants

purine analog)

! J
Depleted bone marrow |

ADAT stem cells

ADA deficient Introduce into
bone marrow
1
Production of
ADA*Y T cells

Hinh 5: Li¢u phap gen cho ADA-SCID str dung phuong phap nonmyeloablative
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Hinh 6: Co ché dan dén ung thu bach cdu & bénh nhan sir dung liéu phap gen do su

tai t6 hop twong dong lién quan dén retrovirus
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Chuong 4
MOT SO KY THUAT SU DUNG TRONG NGHIEN CUU
PHAN TiICH CHUC NANG BQ GENE

I. Giéi thiéu vé linh vure phan tich chirc ning b gene

B gene 1a mot b suu tap DNA cua sinh vat. Phan tich chirc ndng by gene 1a
mot linh vuc nghién ctru bao quat b gene, nghién ctru vé chirc ning DNA (bao
gdm nhitng phan mang gene va khong mang gene) ciing vé nucleic acid va san
pham protein duwoc ma hoa boi DNA.

e Phan tich chtrc ning bd gene c6 thé dugc tmg dung dé hoan thanh bd suu tip
DNA (bo gene), RNA (san pham phién ma) hay protein (san pham dich ma) mot
sinh vat. Viéc danh gia qua trinh phién md RNA & nhiing giai doan phat trién hac
nhau hodc & cac co quan khac nhau trén co thé 12 mot vi du cho linh vuc nay.

eDé phan tich chic ning gene can sir dung cac ky thuat quét tan suat cao
(high-throughput screening HTS). Pay 1a mot phuong phap thur nghiém khoa hoc
sit dung robot dé thyc hién dong thoi thi nghiém trén hang loat mau (c6 thé 1én dén
hang ngan mau) thong qua phan mém vi tinh.

e Mot kho khin trong qué trinh phan tich chirc ning gene 1a kho c6 thé xac
dinh dugc anh hudng cua gene do 1én su hoat dong cua cac gene khéc trong bo
gene.Vi du nhu & ndm men Saccharoomyces cerevisiae thi mdi gene bi khoa mot
cach riéng ré con “diy ma hoa” s& dugc dé cap & phan dudi.

e Kho khan 16n nhat trong linh vyc nay 1a phai hiéu dugc mdi quan hé giira
kiéu gene va kiéu hinh. Viéc gin két 2 phan nay 13 muc dich co ban cta phan tich
churc nang gene.

Trong té bao, thong tin bd gene dugc thé hién qua 3 thanh phan: DNA, RNA
va protein. Cac thanh phan khac nhu lipid va cac chat chuyén héa ciing 13 nhimng
thanh phan dang quan tim, tuy nhién chiung khong chira thong tin nhu cac thanh
phan néu trén. Pham vi cua phan tich chirc ning gene bao gdm 2 muc do:

(1) Su bién thé ty nhién: Gene, RNA va protein thay d6i nhu thé nao giita cac
phan co thé hay giita c4c giai doan phat trién?

(2) Su ngung hoat dong chlrc nang xay ra trong ty nhién va trong nghién ctru,
thi nghiém. Pham vi ndy bao gdm sy mat, thém, chuyén va hoan vi xdy ra trong
toan bd bd gene, trong nhiém sac thé hay & mét nucleotide. Khi c6 mét vat chat di
truyén, thuong 13 mat hang triéu cip baz va mit di tir 1 dén hang ta gene, s& din dén
viéc mat di mot s6 RNA, protein. Bén canh do, sy tang thém vat chat di truyén cling
thudng thiy trong tu nhién, vi du nhu hoi chirmg Down do ¢6 sy ting thém 1 nhiém
sdc thé 21. Viéc tang thém vat chat di truyén kéo theo sy ting biéu hién cia mRNA
va cac protein dugc mai héa trong nhidm sic thé 21. Ngoai ra, con c6 thé ting biéu
hién DNA, RNA hay protein bang cach chuyén gen.
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protein ———» phenotype

Hinh 1: Phén tich chirc ndng gene tién téi phdn tich protein tan sudt cao. Tir trdi
sang phdi chiing ta c6 thé xem xét mot vai khia canh trong 1 té bao: chirc ndng lien quan
dén ENA, RNA va protein ciing nhw cdc khia canh cao hon nhw twong téc protein, con
duwong sinh héa, trao doi chat té bao va cudi cing la kiéu hinh ciia té bao va ciia sinh vat.
Hai khia canh khdc ma phdn tich chitc ning gene nghién civu la sw bién déng tw nhién va
sw ngieng hoat déng chirc nang. Dé nghién civu vé sw bién thé tw nhién can so sanh trang
thai ciia DNA, RNA, protein hodc cdc thanh phan khdc trong té bao thay déi theo thoi
gian va dudi cdc diéu kién sinh Iy khdc nhau hodc sw thay déi giita cdc loai té bdao va cdc
viing co' quan trong co' thé. Sw mat chirc ning thuong xdy ra trong tw nhién do cé nhiém
sdc thé bat thieong: Hpi chirng Williams do mdt doan & nhiém sdc thé 7, Hpi ching Down
do c6 thém I nhiém sdc thé 21.

DNA RNA Protein
Bién thé tw nhién SNPs, epigenomiva cs | Phan tich san | Pinh vi protein;
- Gilra c4c giai doan pham phién mi | twong tic protein —
- Gilra cac co quan (microarray, protein; con duong
- Gilra cac chung, loai SAGE) chuyén hoa
Miit chirc niing Knockout gene Thay d6i hoa hoc
- Trong thi nghiém Dong vat chuyén gene | RNAi; siRNA Myasthenia gravis
- Trong ty nhién Hoi chung Williams | Syy giam RNA

Hoi ching Down khong ma hoéa

Ung thu | trung gian

Bién d6i nhiém sac

thé
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II. Cac nghién ciru trong phan tich chirc ning gene
1. Mirc dé biéu hién gene

Nha sinh hoc phan tir c6 thé danh gia muc do biéu hién cia mot gene bing
cach xac dinh lugng mRNA dugc tao ra tir gene do thong qua cac ky thuat nhu
microarray, EST (expressed sequence tag), SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression), MPSS (massively  parallel signature sequencing), hay khoi
pho (dinh lugng protein). Tat ca nhitng ki thuat trén déu tao ra nhiing dir liéu
chira thong tin nhiéu (noise-prone) lam viéc tinh toan, phan tich tré nén phirc tap.
Yéu cau thyc té d6 da cho ra doi mot linh vuc méi trong sinh hoc tinh toan 1a phat
trién cac cong cu thong ké dé loc tin hiéu xac dang khoi thong tin nhifu trong
nhirng nghién ctru biéu hién gene tan suit cao (high-throughput gene expression).
Cac nghién ctru ndy thuong ding dé xac dinh cac gene lién quan dén mot bénh Iy
nhat dinh, ngudi ta c6 thé so sanh dit liéu microarray tir nhitng té bao bi ung thu
v6i té bao binh thudng dé xac dinh nhimg protein nao dwgc ting cuong hay giam
thiéu do ung thu.

Dit liéu biéu hién gene ciing dugc dung dé nghién ciru diéu hoa gen, ngudi ta
c6 thé so sanh dit liu microarray cia mot sinh vat ¢ nhiing trang thai sinh 1y khac
nhau tir d6 két luan vé vai tro cia ting gen tham gia vao mdi trang thai. Doi
v6i sinh vat don bao, ta co thé so sanh cic giai doan khac nhau cua chu ky té
bao (cell cycle), hay phan Gng ctua co thé & nhitng diéu kién stress (stress sdc
nhiét, stress d6i dinh dudng, .v.v.). Nguoi ta ciing c6 thé ap dung giai thuat phan
nhom (clustering algorithms) d6i véi nhirng dit liéu biéu hién dé x4c dinh nhiing
nhom gene dong biéu hién, hay don vi diéu hoa (regulon). Nhimng phan tich tiép
theo c6 thé trién khai theo nhiéu huéng, vi du phén tich trinh ty promoter cia
nhimg nhom gene dé xac dinh nhan t6 diéu hoa chung hodc st dung céc cong cu
may tinh dé du doan nhiing promoter lién quan dén co ché diéu hoa ting nhom
gene (tham khao [3]).

2. Nhdn dién protein

Protein microarray va hé thong khéi phd cao ning (high throughput mass
spectrometry) c6 thé cung cap hinh anh tong thé cua cac protein hién c6 trong mot
mau sinh hoc. Céc (mg dung tin sinh hoc ¢ lién quan rat nhiéu dén viéc 1y giai cac
dir liéu thu duogc tir nhitng hé théng nay. Dbi v6i protein microarray, nhitng nha tin
sinh hoc cin chuyén kiém tra dir liéu mRNA gin trén array. Trong khi d6, nhiing
van dé tin sinh hoc lién quan dén viéc so trung dir li€u khdi phé voi co s dit liéu vé
trinh ty protein.

3. Dw dodn cdu triic protein

Du doén céu trac 1a mot ung dung quan trong nira cia tin sinh hoc. Co thé dé
dang xac dinh trinh ty axit amin hay con goi la cAu triic bac mot cua protein tur trinh
ty gene mi hoéa cho né. Nhung, protein chi cé chirc ning vbn c6 khi nd cudn gap
thanh hinh dang chinh xac (néu diéu nay xay ra ta ¢ cau trac bic hai, cAu trac bic
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ba va cdu trac bac bdn). Tuy nhién, s& 12 v6 cung kho khin néu chi du doan cac cau
tric gip nép ndy tir trinh ty axit amin. Mot s6 phuwong phap du doan cau triic bang
mAy tinh hién dang phat trién.

Mot trong cac ¥ tudng quan trong trong nghién ciru tin sinh hoc 13 quan diém
tvong déng. Trong mot nhanh genomic ciia tin sinh hoc, tinh twong dong duoc sir
dung dé dy doan ciu trac cua gene: néu biét trinh tw va chirc ning cua gene A va
trinh tu ndy twong dong vai trinh tu cua gene B chua biét chirc ning thi c¢6 thé két
luan 13 A va B ¢6 cung chtic ning. Trong nhanh cdu tric cta tin sinh hoc, tinh
trong dong duoc dung dé xac dinh nhitng hop phin quan trong trong cau trac cia
protein cling nhu tuong tac cia nod voi cac protein khac. Véi ky thuat mo phong tinh
tuong dong (homology modelling), thong tin nay dugce dung dé du doan ciu trac cia
mot protein khi di biét cdu triic cia mot protein khac twong dong véi nd. Hién tai
day 1a cach du doan cau tric protein dang tin ciy nhat.

Mot vi du la hemoglobin & ngudi va hemoglobin ctia cac cdy ho dau
(leghemoglobin) kha tuong déng véi nhau. Ca hai déu c6 vai tro van chuyén 6xy.
Mic du trinh ty axit amin hoan toan khac nhau, cau trac cta chung trén thuc té lai
ddng nhét cho thiy rang chung hau nhu ¢ cing mot chirc nang.

Cac k¥ thuat du doan cau triic protein khac 1a protein threading va de novo
physi va -based modeling.

II. Mt s6 ki thuit nghién ciru chirc niing gene tan suit cao
1. Phén tich chudi biéu hién gene (Serial Analysis of Gene Expression SAGE)

K§ thuit SAGE cho phép dinh luong su biéu hién gene bang cach do sb
lrong RNA phién ma phén tach tir cic mé quan tim. Nhitng doan DNA ngan dai 9
dén 14bp duoc tach tir dudi 3’ cua san pham phién ma, dugc giai trinh ty va phan
dinh chtrc nang gene. Uu diém chinh cua thi nghiém SAGE 1 khong can tim hiéu
truéc loai mRNA nao dé nghién ciru va ddy la mot trong nhimng k¥ thuat tan suat
cao cho phép lam dong loat trén mot lwong miu 16n. hon nita, ngudi ta cling dang
tién hanh cai tién k¥ thuat nay (Wang, 2007). C6 1& nhuoc diém 16n nhét 1a viée xdy
dung va phan tich thu vién SAGE doi hoi cac k¥ nang chuyén sau. Bén canh do,
trong thi nghiém SAGE dién hinh thi % s6 dudi SAGE khong gin vao RNA dich
hay gene dich. Tir d6 kha ning tai san xuét s& giam dang ké.

Quy trinh tao du6i SAGE dugc néu trong hinh 2 (Velculescu va cs, 1995).
RNA duge tach chiét tir ngudn té bao, mé quan tm va duoc bién d6i thanh cDNA
bang mdi olido(dT) danh dau biotin. Mot enzyme cat gidi han dwoc sir dung dé
phan cat san pham phién mi nén chi c6 nhig doan ngan méi dugc phan tach va
lién két chit ché giira biotin va avidin cho phép dau 3’ ctia mdi san phdm phién ma
bam vao hat streptavidin. Sau d6 bo sung 2 loai linker dé cDNA sau nay bi cit boi
mot enzyme cat gidi han chuyén biét, giai phong linker va mot doan ngin cDNA
(dudi). Nhitng cai dudi nay duoc ndi vao nhau, tao dong va giai trinh tu. Két qua
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cua quy trinh nay cho ra thong tin mo ta cua hang ngan (hodc hang tri¢u) duoi tur
mot ngudn sinh hoc.

lsolate mRKNA l
BRRAR mRMA
Synthesize double-strandad cDMNA
with biotinylated oligo(dT) primer
ds cDNA
TTTT T
Cleave with anchoring enzyme (AE) biotin

Bind to streptavidin beads

avidin
------ heads

/ Divide heads \
Ligate to linkers A and B

CATG—  ARRRAR
GT

strapt-
avidin

ATG TG
TAC AI:'. TTTT
l Cleave with tagging enzyme (TE)
Blunt end
: GEATGCAT CHNNKMXNNY GEATECATEOO0000000
CCTACETA CHXHIENE m FCTAJ;GTACIFH:H:H:B:JUDEQ
TE AE taz tag

Ligate and amplify
with primers A and B

GEATGCAT OO O0000DD0CATECATCC primer B
ECTACGTACFDDE?MMD]MFT&EGTAEG

two tags (one ditag)

Cleave with anchoring enzyme; isolate ditags,
concatenate, clone, and sequence

——-CATGEXXDO XX EODOOOD00ODCA TEXOO X X 00000000 CATG— ——

e —GTWMCEDWGTMWMGTAC =
1 1l 1L 11

AE  twotags (ome ditag) AE two tags [I}ﬂE ditag} FLE

Hinh 2: M6 ta vé k¥ thuat phan tich hang loat sy biéu hién gene (SAGE)
mRNA duwoc tach chiét tir mét nguon (vi du nhw ndo) va tong hop mach déi cDNA bang
méi oligo(dT) danh dau biotin. cDNA bi phén cdt béi mot endonuclease gidi han (anchorin
enzyme, AE). Phan ddu 3’ ciia moi san pham phién ma dwoc co dinh 1én hat streptavidin
(hinh oval I6n) va linker (A hodc B) dwoc bé sung, trong linker ¢é chira vi tri nhdn biét ciia
endonuclease cdt han ché (tagging enzyme, TE). S phdn cdt cdc dong néi bang tagging
enzyme giai phong cdc linker voi duéi cDNA 9X ¢ bén trai, O o bén phai). Cac cap duoi
néi dwoc néi lai véi nhau, tao dong va giai trinh tu. Méi dudi chira mét doan 9 — 1 4bp cua

san pham phién ma.
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Thu vién SAGE da duoc xay dung. Mdi mot dudi (tag) trong mot thu vién
gan nhu twong tmg véi mot gene. DSi véi mot tag dai 9bp c6 4° hay 262 144 phién
mi phan biét (mdt vi tri twong tmg voi mot nucleotide bat ky). Trén thuc té, tag
duoc sip xép 18n gene bang UniGene. Trong mdt sb trudng hop, mot tag co thé hién
dién ¢ nhiéu gene va mot gen c6 thé c6 nhiéu hon mot tag (vi du qua trinh cat ghép
(splicing) sau phién ma lam cho gene d6 ¢ nhiéu tag). Tuy nhién nguoi ta di ching
minh duoc rang s6 luong tag trong thu vién SAGE ty 18 v6i sd lugng phan tir
mRNA trong mau sinh hoc do.

Thu vién SAGE c6 thé dugc dugce 1y tir trang web NCBI cho phép so sanh
su biéu hién cua bat ky mo nao da dugc tao thu vién SAGE (Lash va cs, 2000; Lal
va cs, 1999). Trang web bao gém dit liéu tag tir thu vién SAGE va dit liéu chu thich
vi tri tag trén gene. Trong mot sb truong hop, tag thude nhitng nhém Unigene phirc
tap va chi mdt hodc vai nhom la dang tin cay, cac nhom nay duoc NCBI xé4c dinh
bang tiéu chuan nhu dua vao kha ning twong thich véi dit liéu DNA bo gene.

_ o~ Sequencing — Sequence preprocessing

Librarny and tag extraction
Production .
™ Tracking Library , SAGE
Inform ation annotation " Website
GenBank UniGene Tag to Gene
doEST Project Mapping

Hinh 3: Qua trinh xay dyng dit liéu NCBI SAGE
2. Microarray

K¥ thuat DNA microarray da tré thanh mot ky thuat manh trong viéc do
ludng sb lwong san phim phién md mRNA (do sy biéu hién gene). Trong khi EST
va SAGE cho phép phan tich biéu hién gene voi sd luong 16n thi microarray lai
duoc su dung dé phan tich sy khac biét vé sb luong mRNA trong cac mau sinh hoc
khac nhau. Patrick Brown va dong nghiép ¢ Pai hoc Stanford 1a ngudi dau tién st
dung phuong phap microarray, sau d6 phuong phap nay dugc st dung rong rai
trong nghién ctru.

Microarray 13 mot bé mit ran vi du nhu lame kinh hién vi hay mang nylon,
trén d6 c6 gan DNA da biét trinh tu, dugc sip xép theo hang. DNA nay c6 thé duoc
lay tir ¢DNA hodc céc oligoncleotide. Thudng thi DNA (nanogram) dugc ¢ dinh
trén bé mit array. RNA tach chiét tir ngudn quan tim nhu dong té bao co hoic
khong c6 xu 1y voi thudc, mé hoang dai hodc co quan dot bién. Sau d6, RNa (hay
mRNA) dugc chuyén thanh cDNA, danh ddu bang huynh quang hoic phong xa roi
dem lai trén array. Trong qua trinh lai, cDNA tir phan tor RNA trong vat li€u sinh
hoc lai chon lgc véi nucleic acid twong ung véoi nd trén bé mat microarray. Sau khi
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rira, hinh 4anh phan tich s& dugc thu nhan va phan tich thanh nhiing tin hiéu s
luong. Qua quy trinh nay, k¥ thuat microarray cho phép do dong thoi su biéu hién
gene cua hang ngan gene co trén array.

Thuat ngit “phén tich chtrc ning b gene” dugc hiéu 1a phan tich chtrc ning
clia mot s6 luong 16n gene va microarray 1a mot trong nhitng cong cu trung tim
duoc sir dung trong nghién ctru vé linh vuc ndy. Trinh ty phan tir trong GenBank
ngdy cang ting nhung chirc ning cia ching lai chua dugc biét. Phuong phap
microarray gitp ta xac dinh dugc chic nang cua cic gene nay va ngay cd nhitng
gene dap ung khong tt trong phuong phap EST (Expressed Sequence Tag). Tuy
nhién, phuong phép nay ciing c6 mot sé nhurgc diém nhét dinh. Mot s6 wu diém va
nhuoc diém cia phuong phap nay duoc néu & bang 1.

Bing 1: Uu — nhwoc diém ciia microarray

o Nhanh: mot nguoi c6 thé thu nhan dir e Chi phi cao

litu vé muc d6 phién mi hon 20 000 e Protein méi 13 san phim cudi
RNA trong 1 tuan cing cliia qua trinh biéu hién
e Toan dién: co thé c6 dinh toan bo cac gene, khong phai RNA.

loai RNA trén mot microarray. e Phuong phap quéan Iy chat luong
e Linh hoat: ¢4 thé c¢b dinh ca cDNA khoéng chic chan.

hodc oligonucleotide 1én microarray, do e Két qua phy thudc vao nhiéu yéu
d6 phuong phap nay co rat nhidu tng t6 (ngay tach chiét RNA, nguoi
dung (do microRNA, DNA methyl phan tich,...)

hoa,...)

Cong viéc dau tién 1a tach chiét RNA tir mau can phan tich. Phuong phap
nay co thé ap dung cho nhiéu loai mau thudc nhiéu loai sinh vat nhu vi khudn, nam,
ngudi va ngay ca virus. Dé phan tich, lugng mau ban dau phai c6 khéi lvgng RNA
khoang 1 — 5 pg. C6 thé giam khéi luong miu ban dau bing cach st dung phuwong
phap khuéch dai RNA hodc ¢cDNA, tuy nhién mat d6 sau khi khuéch dai khong
phan anh ding mat do RNA ban déu.

C6 3 hudng thiét ké thi nghiém:

e So sdnh riéng 1é cdc mdu sinh hoc khdc nhau (biological replicates) (Hinh
5.a): vi du nhu dong té bao co xir 1y thude voi dong té bao khong xir 1y thude .

eSo sanh 2 dong RNA tdich chiét trén ciing mét microarray (technical
replicates) (Hinh 5.b): RNA ctia 2 mau dugc tach chiét va danh diu bang phong xa
hoic huynh quang khac nhau (vi du danh ddu Cy5(d6) trén mau 1 va Cy3 (xanh)
trén mau 2). Sau d6, 2 miu dugce tron 13n va lai trén ciing mot microarray. Néu gene
c6 biéu hién & mau 1 (c6 RNA phién mi tir gene d6), khong biéu hién & miu 2 thi
tai vi tri gene d6 c6 mau do; nguoc lai gene biéu hién ¢ mau 2 va khong biéu hién ¢
mau 1 thi vi tri gene d6 c6 mau xanh. Khi gene biéu hién ¢ ca 2 mau thi vi tri gene
d6 c6 mau vang (mau trén cua dé va xanh). Tir d6 tinh toan duoc ty 1& biéu hién
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gene & 2 mau. Co thé thiét ké thi nghiém theo ting cip mau dé thu dugc dy lidu
phan tich bao quat.
e So sanh diwa trén mot mau chudan (Hinh 5.c): Lai 1an luot ting mAu véi mau
chuan ri so sanh biéu hién gene dya vao hinh anh thu nhéan dugec.
¢ Quy trinh thuc hi¢n g6m 6 budc duge tom tit nhu hinh 4:

Thiét ké thi nghiém
So sanh m6 binh thuong/mo bénh; té bao

Rardc 1 qua xtr Iy/khong xir 1y; giai doan phat trién
som/mudn.
1 Chuéin bi RNA va miu do
Tach chiét RNA, danh dau huy
Budc 2 — 21O SN O e
—_— . quang hoac dong vi phong xa. i
Heg So sanh 2 méu
Lai hai mau trén microarray.
o e Phan tich hinh dnh
Nurite 4 A DT o Nhar}: dl@H tln‘ hiéu phat hién
FCRROLDOOR ctia cac gene biéu hién, dinh luong.
PoPUTREDROR
51 *
5 - I
2
Duécs -— A—
1: H | 1
¥l n':-él-';"e-unq-mnmﬁ
g _ CLOOLZZOUZOU
"I g [ronhi deg MarT ETEnshy) e L
. Phén tich dir li¢u: xdc dinh chidu huéng bidu hién cua cc gene (sir
dung phan mém scatter plots); xac dinh cac gene lién quan (cluster analysis); phan
Buwidec 6 l
e . e - Xac nhén sinh hoc

. Kiém tra lai su biéu hién cua gene
bang cac phuong phap vi du nhu phuong phap

T

Nhip théng tin vao co sé dir

liéu
(GEO, ArrayExpress)

Hinh 4: Quy trinh thuc hién cua phwong phap microarray

So sanh dit li¢u phan tich dugc véi cac thi nghiém lién quan khac.
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] Lai don mau

tb)

{c)

J Ma

Hinh 5: Cdc kiéu thiét ké thi nghiém

Buéc 1: Thiét ké thi nghiém

Buwéc 2: Chudn bi RNA va mdu do

C6 thé tinh ché RNA tir té bao hoic md bang cic nhan té nhu TRIzol
(Invitrogen). Trong mot s6 tng dung clia microarray can phai tinh ché mRNA tir
RNA téng. Khi so sanh hai mau can tinh ché RNA ¢ cing mét diéu kién (ngay tach
chiét, giai doan léy mau,...).

Do tinh sach va chat luong RNA duoc danh gia bang quang phd (tinh ty 18
a260/a280) va bang dién di. Co thé st dung thudc nhuém huynh quang nhu
RiboGreen dé danh gia sb lugng. BJ tinh sach cua RNA duogc kiém chung lai béng
phuong phap Northern hoic PCR. Mau RNA cé 1an DNA, rRNA, DNA ty thé,
carbohydrate hodc cac dai phan tir khac s& 1am ting d6 nén, giy sai sb trong két qua
phan tich.

Sau khi tach chiét, RNA dugc dung dé tao cDNA hodc mach b sung RNA
r0i duoc danh dau bang huynh quang (hoic phong xa) dé phat hién né trong mau.

Buwéc 3: Lai mdu di ddinh diu trén DNA microarray
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