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BAI 1. LAP RAP MO HINH CAU T RUC PHAN TU DNA VA
CAC LOAI LIEN KET HOA HQC

1.1. MUC TIEU
- Sinh vién nim viing duogc cAu tao hoa hoc chudi xodn kép dai phan tot DNA.

- Sinh vién hiéu quy luét va lip rap duoc mo hinh phan tir DNA.

1.2. NGUYEN LY

1.2.1. Lich st ra doi mo6 hinh phan tir DNA

- Nam 1928, Girffith nha vi sinh vat hoc nguoi Anh, da nghién ctru thi nghiém
bién nap trén phé cau khuan gay bénh viém phoi.

- Nam 1944, Avery va cdng su béng phuong phép tinh sach DNA, tim ra dugc tac
nhan gay bién nap 1a DNA.

- Nam 1952, Hersey va Chase, sir dung phuong phap danh dau dong vi phong xa
da chirng minh duoc DNA chinh 14 tic nhan giy bién nap.

- Nam 1953, James Watson (1928 - nay), Francis Crick (1916 - 2004), Maurice
Wilkins (1916 - 2004) va Rosalind Franklin (1920 - 1958) cong b cau triic chudi hoa
hoc xo0dn kép DNA.

- Quy tic Chargaff:

« Tong s6 nucleotid purine bang tong sé nucleotid pyrimidine;

« A lién két voi T bang 2 lién két hydoro; G lién két v6i C bang 3 lién két hydro;
* Ty 1€ (A+T)/(G+C) dac trung cho tirng loai.

- DNA ¢6 hai dang xoan 1a xoan phai va xodn trai.

- V& céu hinh khong gian, DNA c6 ba dang: dang A, dang B, dang Z. Céc dang
khac nhau & chiéu xodn, mirc dd xodn va mirc do tinh thé héa.
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1.3. NQI DUNG THUC HANH

1.3.1. Sinh vién quan sit mé hinh cu tric xoin kép DNA
Nhan dang céc thanh phén cAu tao cua phan t DNA:

- Céu tao nucleotide gdbm 3 thanh phan chinh: (i) duong 5 cacbon, (ii) mét nhom
phosphate, (iii) mt trong 4 loai bazo nito;

- 4 loai bazo nito chia thanh hai nhém, purine (A, G) va pyrimidine (T, C).
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Hinh 1.4. 4 loai bazo nito va lién két hydro



Nhan dang cac loai lién Két:

- Céc nucleotide trén mot mach lién két voi nhau bang lién két phosphodiester,
hinh thanh cau trac backbone;

- Céc nucleotide trén hai soi d6i song lién két v6i nhau bang lién két hydro theo
nguyén tac bd sung, mdt purine lién két voi mot pyrimidine.

Str dung truc va chan dé cung véi cac khdp nhya tao truc tudng tugng ciia mach
xoan kép.

1.3.2. Nhém sinh vién th&o réi mé hinh va lap réap lai md hinh xoin kép DNA
- Gan cac khép ndi truc vao chan dé.

- Ghép céc cip bazo nito theo nguyén tic bo sung (cht ¥ chon cic éng nhya -
lién két hydro ndi c6 chiéu dai phu hop).

- Lip céc cdp bazzo nito 1én try tron (10 cip), luu y chiéu cua 2 mach nguoc
nhau.

- Gan cac phan tir dudng Deoxiribose vao cac bazo nito tuong tng.
- Ghép cac phan tir axit Photphoric vao vi tri twong tng trén phan tir duong.

- Ghép cac lién két phosphodieste tao mach xoan kép.

1.3.3. Thao luin két qua thyc hanh

Yéu ciu: sinh vién lap rap thanh cong mo hinh chudi xoan kép DNA va tra 10i
cau hoi cudi bai (giao vién huéng dan thuc hanh dit cau hoi).

Hinh 1.5. M hinh lip rap hoan chinh



CAU HOI ON TAP

Sinh vién chi ra cac thanh phan ciu tao DNA va céc lién két trong mé hinh vira
lap xong?

Chi ra dic diém ciu tao cia mach don trong quy udc chiéu 5°-3°?

Chi ra rinh 16n (major groove) va ranh nhé (minor groove) trong mé hinh céu trac

xodn kép?



BAI 2. TACH CHIET VA QUAN SAT TRUC QUAN DNA
PHUONG PHAP PON GIAN TACH CHIET DNA TU THUC VAT

2.1. MUC TIEU
- Sinh vién hiéu duoc cu trac té bao, vi tri cia DNA nam cha yéu trong nhan té bao.
- Sinh vién ndm dugc nguyén 1y ctia phuong phép tach chiét DNA tir té bao thuc vat.

- Sinh vién thuc hanh va quan sat truc quan DNA két tua va hiéu duoc tinh chét
cua axit nucleic trong cac budc tién hanh thi nghi¢m.

2.2.NGUYEN LY
Tach chiét DNA gom 3 buéc co ban

- Ld'y mau:

Ly dung mau, tot nhat 1a cac mo non, khong ban hay bi nhiém bénh. Khong nén
ldy miu 1a cac co quan dy trit nhidu protein, gluxit hodc lipid vi khi chiét xuat phai tén
cong loai bo cac tap chit nay.

Mau ldy xong can phai han ché ngay hoat dong cua cac enzym DNase bang cach
lam lanh bo ngay vao da lanh.

1. Pha v& mang té bao va mang nhén: tiy dic diém cdu tao mang/thanh té bao co
cac phuong phap pha VO’ khéac nhau (nghlen dung enzyme, nhiét d6 cao...). Trong bai té
bao thit qua chudi rat yéu nén chi can dam nat 1a dat yéu cau.

2. Hoa tan DNA va loai bo cac tap chit: thanh phan trong miu DNA khi chiét
xuit thuong chira ca protein, RNA, carbohydrate va lipid, do vdy can phai loai bo cac
tap chét nay ra khoi dung dich DNA.

3. Két tha DNA: muc dich cua két tua 1a nham thu dugc DNA & dang c6 dac va
bao vé chung khong bi phan hity boi cic enzyme DNase va khi can thi lai hoa tan chiing
theo nong do tiry y. Dé két tia DNA chiing ta c6 thé ding 2 héa chat d6 1a: Ethanol va
Isopropanol.

2.3. VAT LIEU, HOA CHAT VA THIET BI

2.3.1. Vat ligu va héa chit
- 1 qua chudi chin (c6 thé thay thé bang ca chua chin, hanh tay, dau tdy, bo...);
- Pém chiét: 40 mL (1.5 g salt + 10 ml detergent + 90 ml distilled water);
- Ethanol 96% dé lanh: 40 mL.

2.3.2. Thiét bi
- Lo thuy tinh: 02;



- Thia nhya: 01;

- Ong nghiém thuy tinh: 05;
- Giéy loc: 01;

- Bat viét kinh: 01.

2.4. TIEN HANH THI NGHIEM

2.4.1. Chuén bi
- Pha dung dich dém chiét 100 mL (1.5 g salt + 10 ml detergent + 90 ml nudc

cét);
- Cai dat bé 6n nhiét & 50 - 60°C;
- Bé Ethanol 96% trong da hoac tu lanh.

2.4.2. Tién hanh

- Lay 1 thia thit qua chudi vao lo thuy tinh, nghién that k¥ bang thia;

- Thém 40mL dém chiét va dao déu bang thia;

- 0 trong bé 6n nhiét/ta dinh 6n 50 - 60°C trong 10 phut. 5 phut lic nhe;

- Trong luc chd doi, sinh vién chuan bj gidy/vai loc va lo thuy tinh méi;

- Ly hdn hop khéi bé 6n nhiét;

- Can thén’ dung giéy/khﬁn’ loc hén hop, thu dich vao lg thuy tinh. Budc nay dé
loai bo cac xéc t€ bao va cac cu t€ bao thira sau khi da ph4a mang;

- Chia déu vao mdi dng nghiém thuy tinh 5mL dich chiét;

- Giir 6ng nghiém n’ghién‘g goc 45° d6 nhe nhang Ethanol 96% lanh chay tir tir
theo thanh 6ng nghiém xuong bé mat dung dich;

- Cam Ong nghiém thang dtmg vao gia, quan sét trong 1 - 5 phdt;

- Quan sat van DNA két tua tring duc ndi 1én tir 16p hdn hop phia duéi 1én 16p
dung dich ethanol phia trén.

2.5. NHUNG PIEM CANLUU Y
- Kiém tra myuc nuée trude khi bat bé 6n nhiét;
- Tét cac thiét bi sau khi sir dung;
- Pém chiét chtra chét tay rira giup hoa tan 16p mang té bao cau tao tir 16p lipid kép;
- Dung dich mubi Iam cho cac phéan tir DNA két dinh vao nhau va dé két tua.
KY THUAT SU DUNG MICROPIPET

Micropipet dugc phan loai theo ngudng thé tich dung dich hut duoc: ngudng thé
tich cua pipet thuong dugc ghi trén than hodc nit bAm. Phan dau pipet khong tiép xuc



tryc tiép voi dung dich ma thong qua cac dau tip (tip) st dung mét lan. Mdi loai
micropipet sir dung mot loai dau tip khac nhau. Khi sit dung phai lip ding dau tip véi
loai pipet phu hop.

e Pipet 1000-5000pl dung dau tip TRANG
e Pipet 100 - 1000yl dung dau tip XANH*
e Pipet 10-100pl dung dau tip VANG*
e Pipet 2-20pl dung dau tip VANG

e Pipet 0,5-10pl dung dau tip TRANG*
e Pipet 0,1 - 2,5pl dung dau tip TRANG

Nt bam trén pipet c6 2 nic bam:

Néc 1: bAm nhe, dung khi hat va bom dung dich béng véi thé tich diéu chinh;

Vang Trang

Néc 2: bim ning, ding dé bom dung dich con sot trong dau tip sau khi bam néc 1.

Nut bam
Nut chinh thé tich

Nut loai bé dau con

Chi sb thé tich

Ngwdng thé tich

—— Dau pipet
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Thao tac dung micropipet hut dung dich:

1. Lap déu tip vao pipet: lip dau tip phai dam béao that khit v6i dau pipet, tranh
cham déu tip vao tay va cac thi khac.

2. Chinh thé tich hat: van va quan sat chi s6 trén bd phan chinh thé tich.

- Luu ¥: chi sir dung pipet dé hut mot thé tich chat 1ong twong tng vdi thé tich ghi
trén nhan. KHONG duoc diéu chinh thé tich vuot qué ngudng cho phép.

3. Hut vao: bAm hét néc 1 trén nit bam trudc khi nhung dau tip vao dung dich,
khi nhiing dau tip vao dung dich tha nt bdm ra tir tir cho dén hét ndc bam.

Luu y: Pipet 12 dung cu c6 cac chi tiét bang nhya, cao su va 10 xo thép nén trong
bat ky truong hop nao ciing KHONG dugc ngira phan dau hat cta pipet 1én trén dé
tranh cac chat 1ong chay ngugc vao trong piston cta pipet.

4. Bom ra: dat dau tip cham vao thanh éng nghiém dung dung dich, bam nat baim
bom dung dich ra tir tir, néu hét ndc bam 1 ma dung dich chua ra hét thi bAm manh néc
2 va nhéc pipet 1én.

5. Loai bo dau tip: bam nat loai dau tip bo dau tip vao cdc dung rac.

CAU HOI ON TAP

1. Vai tro ciia dém chiét trong tach chiét DNA.
Tac dung cta ethanol/isopropanol trong tach chiét DNA.

3. Giai thich khé khéan cua viéc phd mang té bao thuc vat? Thuan loi cua viéc s
dung thit qua chudi dé tach chiét DNA?

11



BAI 3. TINH CHAT VAT LY VA HOA HQC
CUA AXIT NUCLEIC

3.1. MUC TIEU

- Sinh vién hiéu duoc cac tinh chat vat 1y va hoa hoc cua axit nucleic bao gé)m tinh
chét tich dién am, bién tinh va hoi tinh, hip thy anh sang & budc sdng 260nm.

- Sinh vién biét cach phan biét gitra protein va axit nucleic dya vao su khac biét vé
tinh chit vat 1y va hoa hoc nhu phd hép thu anh sang cuc dai & budc song 280nm, su c6
mit ctia cac lién két - SH tu do.

- Hiéu duoc nguyén 1y hoat dong va biét cach st dung may do quang phd (dai
UV) va cach phan tich s liéu bao gdm: d6 hap thu (Abs/OD), sy dich chuyén phd hap
thu gitra DNA soi don va soi doi.

3.2. NGUYEN LY

Axit nucleic gom 2 loai DNA va RNA. Phan tir DNA xodn kép gdm 2 mach
polynucleotide tir cic don phan nucleotide. Cau tric ctia phan tir DNA dugc Watson
va Crick cong bd nadm 1953. Phan tr RNA mach don cdu tao tir cac ribonucleotide.
Axit nucleic tich dién am (do nhém phosphat & dau 5°). Phan tir DNA c6 kha ning
bién tinh & nhiét do cao, néng dd urea. Bién tinh 14 hién tuong 2 mach cua phan tr
DNA tach roi nhau. Su bién tinh DNA phu thudc vao chiéu dai va thanh phan base
nito trong phan tr DNA.

Axit nucleic ¢6 kha ning hap thy anh sang cuc dai & budc song 260nm trong khi
d6 phan tir protein hap thu cuc dai & budc séng 280nm. Dya vao dic diém nay ngudi ta
6 thé phan biét, dinh tinh, dinh lugng va xé4c dinh d¢ sach ctia méot mau axit nucleic.

Vi cung mot lugng axit nucleic trong cung mot don vi thé tich (dung dich), do
hép thy anh sang s& khiac nhau & cdc mau DNA mach kép (dsDNA), DNA soi don
(ssDNA) va RNA soi don (ssRNA). Phén tir dsDNA sé& c6 d6 hap thu anh sang thap hon
s0 voi phan tir DNA s¢i don hoic RNA. Nguyén nhan 1a do hién twong che khuat anh
sang xay ra trong cung 1 diéu kién thi nghiém. Chinh vi vay, khi dinh lugng DNA véi
cing mot don vi hép thu anh sang & budc séng 260nm (A260), ham luong dsDNA,
ssDNA va ssRNA sé& khac nhau (xem cong thirc chuyén doi dudi day). Chinh vi vay,
khi phéan tir dSDNA bi bién tinh tach thanh soi don s& co sy bién doi vé gia tri do hap
thu &nh séng.

- A260 dsDNA = 50 pg/ml.

- A260 ssDNA =37 pg/ml.

- A260 ssRNA =40 pg/ml.

Tuy thudc vao chiéu dai va trinh tu, khi bi dun nong, hai mach cua phan tr DNA
s€ tach nhau ra. Hién tugng nay goi la bién tinh DNA. Nhiét 36 ma & dé % luong DNA
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mach kép (dsDNA) bi tach thanh mach don (ssDNA) dugc goi 1a nhi¢t do ndng chay,
Tm (Hinh 3.1). Khi nhiét d6 giam xudng tir tir, hai mach don ctia phan tir DNA s& bat
cap bd sung (lai) v6i nhau hinh thanh phan tir DNA soi kép. Trong diéu kién c6 mat
chét bién tinh (urea) hodc sau khi dun séi va nhiét d6 giam dot ngdt (dat vao nude da)
khi d6 trong hén hop miu DNA s& c6 nhidu phan tir DNA soi don. Viéc thay d6i ndy s&
duoc quan sat bang may do quang phd & budc song 260nm.

3.5 -

. . DNA
— 3 ' .ﬂ 3 i1 — — — Praotein
1001 p \ i I= | EEE T DNAprotain

S5 N | = 1

- . ! 25 1
¥ S5 : i
8 759 . \ ! [
T DNA soi kép ! DNAsgidon § 2
L | re : R
s (dsDNA) - (ssDNA) o et
] g 1.5
(.g. | f . \‘\ q ] K
2 \[> ) T
3 25 . ‘C}*
3 \Lg . 05

i — l 0 t t t t t t t t t
76 79 82 Tm 88 91 240 245 250 255 260 285 270 275 280 285 290
Nhiét do [°C] Wavelength
Hinh 3.1. Nhiét d9 néng chay Hinh 3.2. Phé hap thu ciia DNA, RNA va protein
cuia phan tir DNA

3.3. VAT LIEU, HOA CHAT VA THIET BI

3.3.1. Vit liéu
- DNA Lamda gbc c6 ndong d6 1 pg/pl: 01 (mau A);
- Mau DNA t6ng s6 tach chiét tir laa: 02 (méu B va C).

3.3.2. Héa chit
- Dung dich TE (10mM Tris-HCI, 1ImM Na2EDTA);

- Nudc khtr Ton.

3.3.3. Thiét bi va dung cu
- May do quang phd UV-VIS dai 4nh sang tir 110 -1200 nm: 01;
- Micro cuvette thuy tinh va thach anh (Quarzt): 02;
- Block nhiét (thermo plate): 01;
- Pipette 1 mL: 02;
- Pau tip 1 mL: 1x55 hop;
- Ong eppendorf 1,5 mL: 5x5;

13



- Céc da: 01;
- Bt viét kinh: 1x5;
- Giy lau: 1x5 hop.

3.4. TIEN HANH THI NGHIEM

3.4.1. X4c dinh d9 tinh sach ciia miu DNA
- Tién hanh do d6 hip thu quang ¢ budc séng 260 va 280nm;
- Do lip lai mdi mau 3 lan;
- Tinh ti 1€ 30 hép thu A260/A280 va phan tich.

Hé théng méy do quang phd

Sd Pipette vai
thé tich nho

S ™~

-

V

Sai Pang Pung

Céch dat dau tuyp khi nha lwong dich nhé

- Hat 90pul nude khir Ton va dng eppendorf 0,2ml, bd sung 10pl dung dich DNA
lambda nong d6 1 pg/ul duoc dung dich c6 nong do 0,2pug/pl.

- Hiit 50 pl dung dich pha lodng cho vao 6ng eppendorf 0,2 ml, day nip chat va
cho vao may dun néng da dit sin nhiét ¢ 100°C trong 5 phut sau d6 iy ra cho ngay

vao khay d4 (mau 2).
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- Twong tu, hit 50 pl dung dich pha lodng cho vao dng eppendorf 0,2 ml, day nép
chit va cho vao may dun néng di dit sdn nhiét do 100°C trong 5 phat sau d6 dé ngudi
tlr tir (mau 3).

- Pha loding dung dich protein BSA bing dung dich dém Tris-HCI 10 mM, pH 8,0.
Nong do cudi cung 0,1mg/ml (twong duong 0,1 pg/pl).

- Dit nhiét d6 may dun noéng 100°C, chuan bj khay da.

- Bat may do UV-VIS, cai dit chuong trinh (theo huéng dan cua giéo vién).

3.4.2. Panh gia tinh chat bién tinh ciia DNA
- Hat 90ul dung dich TE va éng eppendorf 0,2ml, b6 sung 10ul dung dich DNA
lambda nong d6 1pg/ ul duoc dung dich c6 nong d6 0,2pug/ul (miu 1).

- Hat 501 dung dich pha lodng cho vao 6ng eppendorf 0,2ml, ddy nap chat va
cho vao may dun néng da dit sdn nhiét do 100°C trong 5 phat sau do 13y ra cho ngay
vao khay d4 (mau 2).

- Twong ty, hit 50pl dung dich pha loang cho vao ong eppendorf 0,2ml, day nap
chat va cho vao may dun néng da dit sin nhiét do 100°C trong 5 phut sau d6 dé ngudi
tir tr (mau 3)

- Hat 1ul cac mAu 1, 2 va 3 cho vao micro cuvette va do do hap thu anh sang trong
dai UV ¢ cac budce song 260 va 280 nm. Ghi lai s6 liéu thu duoc.
Yéu cdu:

So sanh s6 lidu do tir cac mau 1, 2 va 3. Giai thich két qua.

3.4.3. K¥ thuat dinh lwgng DNA

Hut 100p] dung dich protein BSA ¢6 nong do 0,1pg/ul cho vao 1 éng eppendorf.
Hut mot lwong thé tich phi hgp cho vao microcuvette va do & dai budc song tir 180 dén
1000nm. Quan sat dinh hip thu va gi4 tri hap thu ¢ cac budc song 230, 260 va 280nm
tuong rng cua polysaccharide, axit nucleic va protein.

Yéu cau:
X4c dinh gia tri OD (optical density) cia mau & cac budc song 230, 260 va 280nm
va phat hién dinh hép thu cua protein.

So sanh gia tri OD & cac budc song thu duoc.

3.5. NHUNG PIEM CAN LUU Y

- Thao tac st dung véi microcuvette doi hoi thao tac can than va chinh xéac. Khi
lau microcuvette phai str dung gidy khong bui.

May do quang phd:
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La thiét bi thuong dugc st dung dé xé4c dinh ham lugng mat s6 chat nhu Protein,
DNA, chlorophil, tinh bét... trong dung dich dya vao muc do hép thu cuc dai & cac
budc song anh sang khac nhau twong tng vi moi loai dung dich. Dya vao cong thuc
hodc d6 thi chuén c6 thé xac dinh duoc ham luong cua cac chat. Hién nay, mot ) may
hién dai c6 thé hién thi ngay cac thong s6 cua dung dich cin do nhu ham luong protein,
DNA, polysacharide...

CAU HOI ON TAP

1. Tinh chéit bién tinh va hdi tinh cia DNA trong thuc té duoc ung dung trong
truong hop nao?

2. Giai thich tai sao phan tir DNA va protein lai hip thu anh sang ¢ budc song
260nm va 280nm?

3. Ngoai cach phan biét protein va DNA dya vao ph6 hap thy 4nh sang va sy c6 mat

ctia nhém thiol (-SH), con c6 thé phan biét bang nhiing cach nao?
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~ BAI4.NGHIEN CUU MOI TUONG TAC
CAC PAI PHAN TU SINH HQC DNA VA PROTEIN

4.1. MUC TIEU

- Sinh vién dugc tim hiéu mdi tuong tac va y nghia gitra DNA va protein trong co
thé song.

- Sinh vién tién hanh dugc thi nghiém chimg minh mdi twong tic DNA va protein.

4.2. NGUYEN LY

- Pai phan tt DNA duogc ciu tao tir cac don phan nucleotide. O sinh vat nhan
chuan (Eukaryote), hau hét lwong DNA tap trung & trong nhén té bao (chiém t&i 98 -
99%), dugc td chirc chit ché trong cac ciu trac cia nhidém sic thé (NST). Déi vai sinh
vat nhan so, DNA tap trung dudi dang vong kép, dang bui.

- So1 kép DNA mang dién tich 4m (do cau trac ctia nucleotide c6 nhém 3-OH va
dau 5 -phosphat) cuon xodn voi § protein hlston mang dién tich duong dé dam bao trung
hoa vé dién cho cac té bao. Histone 1a protein ciu triic chinh cua NST. H2A va H2B, H3
va H4 hinh thanh histone octamer. Phan tir DNA cudn 1.7 1an (khoang 146 bp) quanh
Histone octamer dé hinh thanh cau triic nucleosome.

‘K i + H3 2B + H2A
| |-..z. l
o

PN

“ Ha-H4
L\tefl:ramer H2A-
) _ din
histone octamer &":\-

i-“""‘"—w- 4-""""‘{'
vt\

Histone octamer + DN A E_ﬁ;-»
= Nucleosome “5‘»

Hinh 4.1. DNA cudn xoin véi protein histone hinh thanh ciu tric nucleosome

- RNA polymerase phai bam vao vi tri viing promoter, phién ma s& dugc dién ra.

- Pbi vé6i sinh vat nhan so (prokaryote) ¢ giai doan khoi dong, yéu té sigma gin
vao vi tri promoter: gan mdt cach 1dng 1€o & vi tri -35, sau do, hop Pribnov (TATA box)
s€ thao xoan dan tao ra sgi don DNA 1am khuon d€ phién ma.
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O = repressor
aaivator\ &é

enhancer

promoter

RNA transcript

<—— Upstream, downstream =——>

Direction of transcription

Hinh 4.2. Su twong tac ciia DNA va cac yéu td phién ma trong qua trinh phién mi

Nhu vdy: DNA va protein c6 mbi twong tac voi nhau trong cac qua trinh biéu

hién gen.

4.3. TIEN HANH

- Chuan bi 3 6ng eppendorf chira:

N

N

Nude cat khir tring

DNA

DNA + Protein

- Tién hanh phan tng chay dién di trén gel agarose 1% dé kiém tra kha nang di
chuyén ctia DNA va phitc hgp DNA va protein trong dién truong dong dién mot chiéu.

- Két qua:

Yéu ciu: sinh vién tién hanh thi nghiém va giai thich két qua thi nghiém bang

cach nop bao cao thuc hanh.
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BAI 5. DNA POLYMERASE VA QUA TRINH TAI BAN DNA

5.1. MUC TIEU

- Sinh vién hiéu dugc vai tro cia enzyme DNA polymerase trong quéa trinh
nhan do6i té bao thong qua viéc trc ché hoat dong cua enzyme nay badi chat e ché
dac hiéu.

- Sinh vién biét cach nudi cdy vi khuan, dém sé lugng té bao bang phuong
phap do quang pho va xac dinh té bao song bang cach dém khuan lac.

5.2. NGUYEN LY

Dé nhéan d6i té bao (nguyén phén) té bao phai nhan doi DNA trong pha S (Hinh
5.1). Enzyme DNA polymerase thyc hién qua trinh sao chép DNA. Néu DNA khong
duoc sao chép té bao s& khong thé phan chia. Trong tu nhién nhiéu hop chit c6 kha
ning trc ché hoat dong cua enzyme DNA polymerase vi thé chung s& trc ché phan chia
té bao.

Preparation
for i
Mitosis

Preparation
| forDNA G1
Synthesis

Growth

/ e
Oterphad?

DNA
Replication

£

S

Hinh 5.1. Chu ky té bao

Mot sb hop chat thude loai glycolipid ¢ thuc vat bac cao (hinh 5.2) c6 tac dung
trc ché hoat dong ciia enzyme DNA polymerase nhu: monogalactosyl diacylglycerol
(MGDG), digalactosyl diacylglycerol (DGDG) va sulfoquinovosyl diacylglycerol
(SQDG).
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Hinh 5.2. C4c hop chit ¢6 kha ning e ché DNA polymerase & 14 cdy spinach

Gan day MGDG dugc sir dung 1am chat khang viém va tmg ché phat trién khéi u
ung thu da day théng qua tac dung (rc ché hoat dong ciia enzyme DNA polymerase. Khi
té bao dang tién hanh nhan d6i, MGDG tc ché lam cho té bao dirng phan chia ngay & ky
G1, dan dén kich hoat co ché ty ché cua té bao (apoptosis) (Hinh 5.3).

inflammation IL-1/TNFo resolution of inflammation

mm(@jwmmm@wmm COX-2
MGDG M
L / AAﬁ 15 deoxy APGJ,
MGDG— |_ $B203580 -\/ A

IL-6

s

Hinh 5.3. Co ché irc ché qua trinh tai ban DNA béi MGDG

Trong bai thyc hanh, sinh vién s€ thyc hién thi nghi¢m kiém tra anh huong cua
MGDG 1én hoat dong cua enzyme DNA polymerase thong qua danh gia sy nhan 1én cua
té bao vi khuan E.coli ting 1én theo thoi gian nudi ciy trong méi truong dinh dudng co
bd xung MGDG.

5.3. VAT LIEU, HOA CHAT

5.3.1. Dung cu
- Ong Falcol nudi ciy vi khuan 50 mL sach, khtr trung: 10 ng (2 dng/nhém);
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- May ldc am ¢ 37°C: 1 may c6 nhiéu vi tri dat binh nudi;
- May do quang pho: ¢6 2 cuvet;

- Pipet 1 mL: 02;

- Pau tip 1 mL (2 hop;

- But viét kinh, gidy lau.

5.3.2. Héa chit

- Dung dich vi khuén géc;

- Moi truong nudi cdy (Moi trudng LB 10ng va dic da duoc pha san);

- Monogalactosyl  diacylglycerol (MGDG) (C45H74010) [MMZ29186,
Carbosynth;

- Nudc ct.

- Trude budi hoc 1 ngdy, sinh vién tién hanh nudi cay vi khuan 1 dng c6 bd sung
5ug/mL MGDG va 1 dng khong bd sung MGDG

5.4, TIEN HANH

Chia nhém: Sinh vién chia thanh nhom, mdi nhém 4 - 5 ngudi

1 Qhuén bi 6ng nudi cay: mdi nhém 2 6ng ghi rd ky hiéu (tén sv dai dién, ngay
gio bat dau nuoi).

- D6 5 mL méi trudng nudi vao éng Falcol.

- Dung pipet hut 0,25 ml dich vi khuén cho vao mdi 6ng.

2. B6 sung 5 pl MGDG ndng d6 5 pg/mL vao 1 binh (danh dau +, ng con lai
danh dau -).

3. Nudi ciy & 37°C, toc do lac 200 vong/ phut trong 24 gio.

4. Panh gia su phat trién (nhan I&n) caa vi khuan:

- Ding may lic, hat 100 ul dich nuéi cdy vi khuan vao éng eppendorf.
- Pha lodng v6i nude cit theo ti 1¢: 1/10.

- Pém s6 luong té bao vi khudn bang budng dém hodc may do quang phd & budce
song 600 nm va tinh theo cong thirc OD600 = 1 twong duong véi 108 t& bao/mL.

5. So sanh s luong té bao E.coli & 2 6ng dé danh gia hiéu qua tc ché enzyme
DNA polymerase cua chat MGDG.
55.CHUY
- Sinh vién hiéu rd muyc dich bai thyc hanh va nam dugc cach tién hanh thi nghiém.
- Sinh vién nudi cdy duoc vi khuan va xac dinh dugc sé lugng té bao vi khuan

trong dich nudi cay.
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2.

22

CAU HOI ON TAP

Vai trd ciia enzyme DNA polymerase trong nguyén phan ¢ vi khuan?

Néu tac dung cua chét tc ché monogalactosyl diacylglycerol (MGDG) Ién DNA
polymerase va tng dung?
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