HOAN CHINH Ki THUAT GIAI TRINH TU GEN HVS-1, HVS-1I TREN ADN TY THE

HO QUANG HUY, NGUYEN VAN TUAT, PHAM DANG KHOA

DAT VAN BE

Vlet Nam la mét quoc gia da dan téc, da van hoa,
do vay viéc nghién ctru déc diém méi toc nguo’l cling
nhw mdi lién quan glua cac toc nguo’l la mét viéc lam
can th|et Trong qua trinh ddi mai, trwére tac dong cla
toan cau hod, nhiéu van dé dwoc datra co y nghia
chién lwoc, dac biét Ia van dé con nguo’l trong chién
lwgc phat trién dat nuwéc, nhung cung vi dé ma tinh
thuan nhét cla céac tdc nguo’l sé bi mat dan do sy lai
tap va xao trén dan so. Vi nhirng li do nay, viéc
nghién clru con nguoi hay nhan chﬁng hoc
(anthropology) & Viét Nam can phai dwoc tién hanh
trén nh|eu binh dién. Nho d6 ma c6 dwoc nhung s6
liéu vé cac toc nguoi Vlet Nam hién nay dé sau nay
thay duoc nhung thay di do cac ap luc trén qua thoi
gian. Trong céac khia canh cta nhéan ching hoc, khia
canh dwgc nghién clru nhieu nhat cé 1€ la nhan
chling hoc van hoa-xa hoi (cac cong trlnh clia Bang
Nghiém Van, Nguyén An Lich...), khdo cb hoc (cac
cong trinh clia Ha Van Tan...), ngdn ngl* hoc (cac

Truong Pai hoc Y Ha NGi

cong trinh ctia Nguy&n Van Loi...) va nhan trdc hoc
(cac cong trinh cia Nguyén Quang Quyén, Trinh Van
Minh, Nguyén Dinh Khoa...). Riéng khia canh nhan
ching phan t& (molecular anthropology) hay nhan
chiing gen hoc (genetic anthropology) van con & thoi
ki phoi thai nén nhirng s6 liéu thu dwoc con hét strc
khiém ton (mot vai bai bao cta Vi Triéu An va CS
trong may ndm gan day).

Trwdc tinh hinh nhw trén, chdng t6i da tién hanh
thu thap va lwu gitv ADN clia moét sb toc nguoi Viét
Nam (Kinh, Mw&ng, Thai, Tay, Nung, Khmer, Cham,
H'mong, Dao...). S6 ADN bwéc dau da dwoc khai
thac dé phan tich tinh da hinh thai cla hé théng HLA
(Human Leulocyte Antigen) va hé STR (Short
Tandem Repeat). Trong nghién cGu nay, ching toi
ti€n hanh hoan chinh ki thuat giai trinh tu gen HVS-,
HVS-II ADN ty thé, tir d6 xac dinh tinh da hinh thai
clia ADN ty thé gép phan vao nghién cu nhan chiing
gen hoc clia ngudi Viét Nam.
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DOl TUGNG VA PHUONG PHAP

1. Ddi tugng.

05 ADN ngudi Kinh Viét Nam.

2. Phuong phap.

2.1. Phuong phdp chiét tach ADN.

- ADN dudc chiét tach tir bach cdu mau ngoai vi.

- Cac mau dudc dinh lugng va do dd tinh khiét
bang may quang phd ké& & budc séng 260/280 nm.

Qui trinh PCR.

- Chuén bi cac mau ADN c6 néng dé 50 ng/ul

- Khuéch dai doan gen bang cip méi:

+L138%4: ACTTAAATAAAATCCCCACTATGCACAT

+H2187: TGTTGAGCTTGAACGCTTTCTTAATTGGTG

- Chu trinh nhiét

94°C: 1 pht

94°C: 30 giay
65.5°C: 6 phut 30 chu ky

72°C: 10 phut

4°C

Qui trinh tinh sach sén phdm PCR

S dung kit dé tinh sach san pham sau PCR theo
qui trinh:

Thém vao méi mau 500ul PA

Cho vao qua mang

Ly tam 900 vong/15 gidy d6 nudc can di|

Thém 400p! PA vao mdi tube d& 1 phut [ 2 an

Ly tam 900 vong/15 giay d6 can

Thém vao méi tube 500ul W1 dé 2 phat

Ly tdm 900 vong/1phut

Chuyén phan mang sang tube 1,5 ml

Thém 24l T1

D& 1 phut & nhiét do phong

G 1 phat 6 57°C

Ly tdm 900 vong/1phut

L&y c&n bd mang di

Kiém tra san pham bang chay dién di trén gel
agaro 1,5% vGi dién thé 100v/30phut

Qui trinh PCR-Sequencing

- Chuén bi plate @& PCR

- Chay PCR-Sequencing véi kit cequencing ABI

- Céac doan mbi sau:

L15996: CTCCACCATTAgCACCCAAAGC

L29: GgTCTATCACCCTATTAACCAC

- Chu trinh nhiét:

96°C: 10 giay

50°C: 5 giay

60°C: 4 phut

Gitd4°C

Qui trinh tinh sach sén phdm PCR-Sequencing

- Thém vao méi giéng 32ul Isopropyl alcohoi
(3lso: 1 H20)

- L4c 500 rpm/1phat & nhiét dd phong 30 phut

- Ly tdm 3600 rpm/30 phat/10°C

- Ly tdm ngugc plate 96rpm/30giay

- Thém vao méi giéng 80ul Isopropyl alcohoi 75%

- D& & nhiét d6 phong 3 phut

25 chu ky

- Ly tdm 3600rpm/10 phat/ 10°C

- Ly tdm ngugc plate

- Cho vao may PCR 60°C/10 phuat

- Dat plate vao ti &m 56 °C/20 phat

- Thém vao méi giéng 10ul nudc cat khirion

Gidi trinh tu gen va xac dinh tinh da hinh thai cia
gen: Dung phan mém sequenmen dé xac dinh tinh da
hinh théi gen HVS-Il va HVS-II.

KET QUA VA BAN LUAN

D& xac dinh tinh da hinh thai clla ADN ty thé (mot
yéu t8 di truyén ndm trong t€ bao chat cuad me),
chdng t6i ti€én hanh Gng dung va hoan chinh ki thuat
xac dinh trinh tu nucleotid & hai gen HVS-I, HVS-II
clia 5 mau ngudi Kinh Viét Nam. Véi qui trinh trén,
chay PCR, kiém tra san pham bang ki thuat dién di
gel agaro (hinh 1). Khi chc chan c6 san pham PCR,
ching téi tién hanh tinh sach san pham va gidi trinh
tu gen trén may ABI 3100.

Hinh1: nh dién di san pham PCR bang gel agaro

Két qua cho thdy da xac dinh dugc trinh tu
nucleotid clia hai gen HVS-I (16024-16569) va HVS-II
(01-576) trén ADN ty thé. Sau khi cé trinh tu cac
nucleotid clia hai doan gen trén, ching toi ti€n hanh
d6i chi€u véi trinh tu cla ngan hang gen va tim ra
dudc tinh da hinh thai hai gen HVS-I, HVS-II trén
ADN ty thé clia cac mau va tir dé xac dinh dudc
haplogroup clia ching (bang 1).

Bang 1: Tinh da hinh thai cia 05 mau ngudi Kinh
Viét Nam:

Tinh da hinh hai —
. Tinh da hinh théi
Mau | Haplogroup HVS-I (16024-
P HVS-I (01-576)
73, 152, 2490,
ot | mramz | 986 122792 %ﬂ% 223, | 963.3154C, 316,
: 489, 522-5234
" - 157, 256, 304, 335, | 73, 2494, 263,
527 315+C
" 55 140, 167, 189,256 | 73, 93, 210, 263,
266G, 519 315+C, 522-523d
73, 263, 300+C,
04 M1z 148, %29% %ﬁ‘; 261, | 3454C, 318, 463,
: 489, 573+CCC
Blg | 1930, 160 ar5. | G1A62.73,263
05 g , 109, 279, 309+C, 315+C
217, 242, 261, 287 , 315¢C,
, 242, 261, 287, 522-503d
292, 301, 355, 519

Trong nhan chlng gen hoc nho tinh da hinh thai
clia ADN ty thé ngudi ta d& xac dinh dugc mai lién
quan vé gen hoc cla cac tdc ngudi khac nhau.
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Trong khoa hoc hinh su va Y phap (ng dung tinh
da hinh thai nay dé xac dinh va nhan dang ca thé. Vi
vay viéc xac dinh tinh da hinh thai clia ADN ty thé
dong mét vai tro quan trong. Trong nghién cGu nay
chang t6i budc ddu hoan thién duoc ki thuat xac dinh
trinh tu nucleotid cla hai gen HVS-I, HVS-II, tir d6 xac
dinh dugc tinh da hinh cla hai gen va cac haplogroup.
Két qua nay da dugc kiém chiing doc lap clia labo sinh
hoc phan tir Vién déng vat hoc Kunming - Trung Qudc
cho thay két qua hoan toan pht hop.

Trong g|a| doan téi, chung t6i dw kién sé tap trung
khai thac s6 ADN da c6 va dang dwoc bdo quan tét &
-70°C dé nghién ctru nhan chdng gen hoc (mot khia
canh nhan chung rat co y nghla nhwng con chwa
duwgc quan tam & Viét Nam) vé cac phuong dién:

- HLA: mét déc diém rat dac trung cho tirng ca
thé, c6 méi lién quan voi benh va yéu to hoa hgp mo;

- STR (tren nhiém séc thé thuong): hé théng nay
thworng nam & ving |ntron it bi Aot bien va mang tinh
dac trwng cho tirng ca the

- STR (trén nhiém sac thé Y): mot nét dic trung
vé gen hoc dwoc di truyén tlr bd va mang tinh da
hinh thai cao; )

- ADN ti thé: dwoc di truyén theo t& bao chat, mot
nét dac trwng vé gen hoc dwoc di truyén tir me va
mang tinh da hinh thai cao.

Tap hop cac két qua trén day sé giup danh gia
dwoc déc diém nhan ching gen hoc con ngudi Viét
Nam hién tai, két hop véi nhitng nghién clu vé céac
khia canh khac cla nhan ching hoc sé lam co s&
cho viéc danh gia tdng thé dac diém nhan ching hoc
clia cac toc nguwoi Viet Nam. Nhirng két qua trén sé
rat cé y nghia cho nhitng nghién ciru sau nay khi tinh
thuan nhét ctia cac toc ngudi bi mat dan do sv lai tap
va xdo tron dan sb.

KET LUAN

BuSc diau da (ng dung va hoan chinh dugc ki
thuat gidi trinh tu gen xac dinh trinh ty nucleotid hai
gen HVS-I va HVS-II trén ADN ty thé.

Xéac dinh dugc tinh da hinh thai cda cac gen trén
va cac haplogoup cla ching.
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