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GIOI THIEU

Sinh hoc téng hop va di truyén tong hop 1a nhimg linh vuc nghién ciu noi bat dang thu
hit sy quan tdm do tiém nang to 16n cua ching trong nhiéu ung dung phong phii da dang.
Nho nhitng tién bo cong nghé, trong nhitng nim gan ddy, thé gii di va dang thanh cong
trong viéc giam chi phi va dé dang hon trong viéc giai trinh bd gen va kich hoat hay
chinh sura gen.

Cong nghé sinh hoc néi chung va sinh hoc tong hop ndi riéng 1a mot trong nhing dong
luc quan trong cua cudc cach mang cdng nghiép lan thir Tu. Sinh hoc tong hop s& gidp
ching ta c6 kha ning tuy bién co thé bang cach sta lai ADN. Dat nhitng van dé dao dic
qua mot bén, su phat trién cua sinh hoc tong hop khong chi tac dong sau va ngay tac thi
vé y hoc va con vé ndng nghiép va ning luong.

Chuyén dé nay nham cung cip tong quan hién trang lién quan dén cac dinh nghia va
khung khai niém, cho thay su da dang cua céc chi thé tiém nang duoc dic trung boi cac
nén tang co so va phuong phép tiép can. Ngoai cac thuc té nghién ctu va phét trién, danh
gia vé cac tng dung tiém ning, cac phuong phap vé danh gia rai ro va thyc hanh quan Iy
rai ro ciing 1a van dé duoc quan tam.

Nham cung cap hinh anh tong quat vé mét linh vuc co tiém ning phat trién to 16n, Cuc
Théng tin khoa hoc va cdng nghé quéc gia xin gigi thiéu tong luan "Sinh hoc tong hop"
gilip ban doc c6 thé c6 thé hiéu rd hon vé nhiing tiém niang va nhitng thach phat trién cua
linh vuc khoa hoc nay. Do sinh hoc tdng hop bao ham nhiéu linh vic nghién ctiru chuyén
sau va nhiéu khai niém mai, cong viéc bién soan khdng tranh khoi nhiing thiéu sét, ban
bién tap mong ban doc thdng cam va dong gop v kién dé hoan thién nhiing chuyén dé sau
nay.

Xin tran trong giai thigu.

CUC THONG TIN KHOA HOC VA
CONG NGHE QUOC GIA



I. CAC KHAI NIEM VE SINH HQOC TONG HQP

1.1. Pinh nghia

Sinh hoc tong hop 1a mot linh viec méi ndi co tiém ning cung cap vo s6 kha ning va (ng
dung tiém niang. N6 tich hop nhiéu linh vuc nghién ctu khac nhau tir ki thuat dén khoa
hoc co ban cung hudng téi mot muc ti€u da dugc xac dinh trudce. Cac cudc thao luan lién
quan dén dinh nghia vé sinh hoc tong hop cho thay chua co sy phdi hop toan cau trong
linh vuc nay. Do d6, cho dén nay van chua c6 mot dinh nghia nao duoc chap nhan rong
rdi vé sinh hoc tong hop. Pon gian, sinh hoc tong hop c6 thé duoc xem nhu viéc &p dung
cac nguyén ly ki thuat vao céac thanh phan co ban caa sinh hoc, mét giai thich do Nhém
chuyén gia cao cap vé Khoa hoc va cong nghé méi va dang ndi 1én dé xuét (EC 2005):
"Sinh hoc tong hop 1a kj thudt sinh hoc: tong hop céac hé théng phirc tap, dia trén sinh
hoc (hodc ldy cam hing), c6 cac chite nang khéng ton tai trong tw nhién. Quan diém ky
thugt nay c6 thé dwoc ap dung ¢ tat ca cac cdp bdc cua cac cdu tric sinh hoc - tir cac
phan ti# riéng lé dén toan bg té bao, cac mé va cac sinh vdt. Vé ban chdt, sinh hoc téng
hop sé cho phép thiét ké 'hé thang sinh hoc' mét cach hgp 1y va c6 hé thong."

Theo sy md ta nay, cac muc tiéu cua sinh hoc tong hop 1a cai tién c6 hé théng cac hé
théng sinh hoc hién c6 va tao ra nhitng hé théng méi (Arpino va cong su, 2013). Véi y
tuong nay, sinh hoc tong hop duogc dic trung bai mot dinh nghia kép, mot mat nham muc
dich tao c&c bo phan sinh hoc méi (nhu promoter (vung gen khai dong), terminator (vung
gen két thac), cac khung doc mé?), cac thiét bi (két hop cac bo phan) va cac hé théng (cac
thue thé sinh hoc, tir cac cau tric sinh hoc cho dén cac sinh vat), va mat khac, dé tai thiét
ké cac bo phan hién cd (Porcar va Pereto 2012).

Sinh hoc tong hop theo dudi viéc khién cho can thiép k¥ thuat hé théng sinh hoc dé dang
hon va dy doan dugc nhiéu hon. Xuat phat tir khoa hoc co ban, céc thanh phan sinh hoc
c6 dic diém tét dugc cung cap, tir d6 tao ra cac bo phan mé dun chuan. Nhiing phan mé-
dun/phén tir ndy la céc axit nucleic va cac protein, va muc dich 1a 1dp rap chung theo cach
du doan dugc hanh vi cia chung. Chung duogc st dung dé thiét ké cac protein co chic
ning mai, dé tao ra cadc mach gen (cac b phan sinh hoc dugc thiét ké dé thuc hién céc
chtic ning logic cu thé) hoic cac gen tong hop. Thiét ké (thiét ké lai) mot hé théng bao
gom céc tham s6 phién mé, bién doi va sau bién doi va cac phuong phap ky thuat kiém
S04t va téi wu tiéu chuan dé tim ra su lua chon thdng sb tét nhat dé dat duoc mot muc tiéu
mong mudn. Giéng nhu cac linh vuc k§ thuat khac, cac hé thdng tiéu chuan co thé duoc
tao nén tir c4c thiét bi tiéu chuan, nghia 1a cac két hop chic ning cua cac bo phan, va do
d6 duoc tao ra tir b phan tiéu chuan (hoic cac cau thanh). Rd rang, tiéu chuan hoa 1a mot

* Trong di truyén hoc phén tir, mot khung doc me (open reading frame -ORF) la mot phan cua khung doc c6 tiém
nang duoc dich. Mot ORF 1a mét doan lién tuc cac codon (don vi md) cé chira mot codon bat dau va mét codon két
thic.



diéu kién tién quyét cho céc nd luc k¥ thuat, cac két qua s& dugc xac minh bang cach két
hop mé phong va cac phuong phap phan tich.

Thiét ké va tao ra cac bo phan sinh hoc méi dé tao ra cac hé thdng di truyén sinh hoc theo
mé dun 1a mot khia canh quan trong cua sinh hoc tong hop. Cac diéu kién tién quyét co
ban cua cach tiép can sinh hoc tong hop 1a c6 day du dir liéu vé gen, protein va chat
chuyén hda, giam chi phi va ting hiéu qua tong hop oligonucleotide, va su phét trién cua
cac ky thuat chinh xac dé nghién ctu chuyén héa té bao. Cac cong nghé dot pha dé su
dung hiéu qua va thanh cdng sinh hoc tong hop 13, chiang han nhu, cai tién tong hop
ADN, nhitng tién b trong viéc lap trinh ADN thong luong cao va mé hinh hod mang
lué6i tin hiéu va trao ddi chat quy mé Ién. Ngoai ra, can phai c6 nhitng hiéu biét chi tiét vé
té bao chu (goi 1 "khung"), dic tinh k¥ thuat cua cac bo phan, hanh vi chirc ning va kha
nang tuong thich caa ching va kha nang 1ap rap nhiéu
chudi ADN. “Sinh hoc téng hop 1a mét tap
Burc tranh khoa hec vé sinh hgc téng hep hop céc hoat déng nghién ciu
Oldham (2012) di dua ra hinh anh khai quat gigp | 91@0 thoa giira ky thugt, mo
chiing ta hiéu vé sinh hoc téng hop bing cach phan | hinh may tinh, va khoa hoc
tich cac bai bao nghién ct, cac thuat ngit chinh, phan | Sinh hoc. NO duwgc duwa trén
b6 cac nha nghién cau va cac té chuc theo khu vuc, | Nhiéu cong nghé Vé} cong cu
lap ban db cac déi tuong va cac trich dan. Nghién cqu | khac nhau bao gom nhing
nay cung cip co s& cho cac nghién ctu lién quan va | tén bg trong sap xep ADN,
két luan ring - tai thoi diém xuat ban - gan 700 té | C&¢ cong ngh¢ tong hop gen
chic & 40 quéc gia d tién hanh nghién cau vé cac | "€ hom, nang lyc tinh toan cao

thanh phan, bo phan va sinh vat di truyén c6 tiém | #om va hieu biet tor hon vé
cac hé thong sinh hoc.”

ning cho nhiéu ung dung. Nghién ciu niy ciing
ching minh mot cach an tuong rang mét trong nhiing (Polizzi, 2013)
dic diém chinh cua sinh hoc téng hop 1a su giao
thoa/lién nganh gitra sinh hoc, ky thuat héa hoc, héa hoc, ky thuat dién, vat ly va khoa
hoc may tinh.

Sinh hoc tong hop sir dung cac nguyén ly ky thuat moé dun, mé ta dac tinh (in vitro, in
Vivo, c4c bo phan tham chiéu trong cac diéu kién khac nhau) va tiéu chuan hoa. Nhiéu
phuong phap va k¥ thuat duoc s dung trong ngit canh nay bat ngudn tir cac linh vuc
khéc. Sinh hoc tong hop &p dung kién thic tir nhidu nganh khac nhau nhu sinh hoc phan
tir, hoa hoc, cong nghé sinh hoc, cong nghé théng tin va k¥ thuat. Cac khoa hoc co ban
cho sinh hoc tong hop bao gém hé gen (genomics), sinh hoc cau tric, hoéa sinh, sinh hoc
hé thdng, sinh hoc phan tir va té bao, sinh hoa, k¥ thuat va thiét ké protein, va ky thuat
md va vat lidu sinh hoc. Céng nghé nén tang 1a mot bo cdng cu va phuong phap c6 thé
duoc 4p dung trén nhiéu linh vuc. Cac hé thdng tiéu chuan duoc xay dung tir cac thiét bi
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chuan dugc tao nén tir cac bo phan tiéu chuan (hoic céc thanh phan, trong truong hop
nay la ddy ADN c6 céac dac tinh nhat dinh).

Viéc tong hop cac bo gen mai theo nghia thuc té ¢d thé so sanh voi mot du an xay dung
phai giam thiéu 15i, va cac b gen tong hop c6 thé hong trong giai doan thiét ké, tong hop
hoac trong qua trinh khai dong (nghia 12 qué trinh cdy ghép vao vat chu méi). Céc 15i
thiét ké 12 quan trong nhat, vi thiét ké mai c6 thé that bai do sy hién dién cua cac gen doc
hai, su vang mit caa cac gen thiét yéu, hodc kiém soat gen khong phi hop (Wang 2010).
Tuy nhién, cac 16i nay s& chi thé hién sau khi tong hop.

Céc nha sinh hoc tong hop ban dau di tao ra cac mach diéu tiét gen don gian véi dong
ning dugc md ta biang cac md hinh toan hoc don gian. Mot "quy trinh k¥ thuat" duoc
thiét 1ap két hop thiét ké dinh luong, xay dung vat 1y, do luong thuc nghiém va g 15i dya
trén gia thuyét.

Théch thac 16n caa sinh hoc tong hop 1 su tap trung caa cdng nghé sinh hoc chuyén tur
cac gen riéng 1é sang toan bd bd gen. Mac du 6 nhitng tién bd quan trong, nhung viéc
thiét ké va xay dung bo gen dé tao ra kiéu hinh mong muén la cuc ky khé khin, vi cac
kiéu hinh can phai dugc tién doan chinh xac tir kiéu gen. Ky thuat thay doi bo gen nham
muc dich xay dung mot kiéu gen din dén mot kiéu hinh mong muén, céch tiép can nay
doi hoi phai xac dinh sé lugng cac thay d6i phai dugc thuc hién cho mét bo gen hién cé.
Theo Esvelt va Wang (2013), cach tiép can vé hé gen lién quan dén viéc sira doi trinh ty
cho it nhat hai viing riéng biét cua bo gen. Céch tiép can nay doi hoi cac cong cu thiét ké
bo gen tinh vi, va thiét ké bo gen can nhirng mé hinh tién doan manh ma.

K§ thuat diéu chinh toan bd bo gen bao gdm tong hop bd gen Mycoplasma mycoides,
thiét ké cac canh tay nhidm sic thé tong hop khong cé cac yéu té khdng 6n dinh trong
nam men, hoac thiét ké lai mot nhiém sic thé 111 c6 chic nang day du, loai bo tat ca cac
yéu tb co thé gay ra su bat on.

Hién tai, viéc tong hop maéi bo gen trén quy md Ion doi hoi khit khe hon viéc chinh sta
bo gen hién c6 va co thé that bai ngay ca do nhitng sai s6t nho trong cac gen can thiét.
Tuy nhién, d6 12 phuong phap dugc lua chon cho nhiing thay d6i 16n hon. Trong bat Ky
truong hop nao, phuong phap tiép can hién nay bao gom viéc xay dung va thir nghiém
tirng budc trung gian (sap xép trinh tu gen thong lwong cao, cac thir nghiém kiéu hinh va
chtic nang) dé kiém tra xem cac muc tiéu thiét ké da duoc dap ung hay khong.

Thiét ké thanh c6ng nham vao mot muc tiéu cu thé dudi cac diéu kién rang buoc khéc
nhau (tec 1a bdi canh), can dat dwoc bang cach xac dinh mot bo quy cach. Mic du cé
nhitng thanh cong gan day trong viéc du doan hanh vi tir kiéu gen dén kiéu hinh, sy phirc
tap sinh hoc, bién thé t6 hop, va giéi han tinh toan da han ché mo hinh tién doan. Sy phic
tap sinh hoc dugc cho 1a mét trong nhiing rao can quan trong nhat ddi véi viéc thiét ké hé



gen hop ly. Phuong phap phan tich thuc nghiém du doan dua vao mé phong may tinh va
phuong phap sip xép trinh tu gen thé hé tiép theo c6 thé gép phan vao cac thiét ké di
truyén. Mot cach tiép can dé thu thap dix liéu phu hop 1a dot bién & cap bo gen. Céac ky
thuat dot bién khac bao gém tai to hop, zinc-finger nucleases, transcription activator-like
(TAL) effector nucleases, CRISPR nucleases ... déu da c6, nhung cac k¥ thuat thich hop
cho k§ thuat bo gen da kénh van dang duoc phat trién. Esvelt va Wang (2013) da dé xuat
Ky thuat Hé genome Tu dong Multiplex (MAGE) str dung mét oligo dé chinh stra chinh
xac cac dja diém trong bo gen.

1.2. Phan biét sinh hec téng hep

Sinh hgc tong hep va Gen téng hep

Sinh hoc téng hop hién van chua théng nhat duoc quan diém dé c6 thé duoc dinh nghia
chinh xé&c. Mac du da c6 mot sé théng nhat chung dung dé phan biét sinh hoc tong hop
véi cong nghé sinh hoc, k¥ thuat tai t6 hop ADN va hé thdng sinh hoc nhung cac nha
nghién cau van rat kho phan biét né véi nhiéu muyc tiéu va y nghia cua cac ky thuat
truyén thong do n6 duge danh gia 1a c6 mirc d6 phic tap hon rat nhiéu so véi cac ky thuat
cai bién qua trinh chuyén hda (Porcar va Pereto 2012). Tuy nhién, tir mot dic diém sinh
hoc nao dé c6 thé ding cac cong cu sinh hoc phan tir va cac ki thuat dé “diéu chinh
truée” (forward-engineer) hanh vi cua té bao; dé 1am duoc diéu nay, can phai phat trién
duogc mét loat cac phuong phap tiép can ki thuat chung va tién hanh tha nghiém trong
phong thi nghiém. Y tudng chinh 13 theo dudi phuong phap tiép can tir dudgi 1én (bottom-
up approach) dua vao cac “bd phan” phan tir s& dugc dung dé diéu chinh trude hé thong
diéu tiét (regulatory networks). Cac mach gen dau tién dugc tao ra bang cac vi khuan
Escherichia coli (E. coli), va dugc mo ta bang cac mé hinh toan hoc don gian (phuong
phép tiép can thiét ké dua trén mo hinh). Tuy nhién, hanh vi mong muén chi dat duoc sau
khi cac bo phan duoc thay thé.

Porcar va Pereto (2012) di dé xuat giéi han sir dung khai niém “sinh hoc tong hop” trong
bén linh vuc nghién cau sau:

e Nghién ctru ldy cam hang tir mé hinh theo cac nguyén tac ki thuat nghiém ngat &p
dung cho cong nghé sinh hoc.

e Céch tiép can tir trén xudng lam don gian hoéa dang ké sy phirc tap té bao va nham
bd sung céc té bao ban tong hop dé dé dang thao tac hon nira.

e Céc khao sat thaim do dya trén kinh nghiém theo cach tiép can tir dudi 18n nham
giai thich thém mat 1an nita sy gia ting cac té bao proto phic tap, biéu thi mot lién két
gitra kiéu gen (thuc thé thong tin) va phenotype (kiéu hinh)/ hanh vi nao do.

e Céc nghién ctru vé sinh hoc vii tru (Xenobiology)



Ho ciing dé xuat “cac tiéu chuan loai tri” nhu thiéu thiét ké, sir dung céc phan tich/ cac
chién lugc diéu chinh bj 15i, thiéu tinh truc giao va/hoic hé mé dun, va dé xuat thém nira
la cac chién luoc dic biét va cac phuong phap tiép can phi tidu chuan khong phu hop véi
khai niém.

Theo Stephanopoulos (2012), can phan biét sinh hoc tong hop xuét phét tir cAc pham vi
khac nhau dé tranh sy lip lai cac linh vuc dang ton tai dudi mot cac tén khac. Khong co
dinh nghia chinh thirc hodc hinh thirc vé “sinh hoc tdng hop” hodc “gen nhén tao”. Dinh
nghia vé “sinh hoc tong hop” duoc trich din thuong xuyén trén trang
http://syntheticbiology.org/ nhu sau: Sinh hoc tong hop 1a: &) viéc thiét ké va xay dung
cac bo phan, cac thiét bi va cac hé théng sinh hoc mai, va b) viéc thiét ké lai cac hé théng
sinh hoc ty nhién, dang ton tai cho cac muc dich hitu ich.

Nhiéu bai béo cho riang dinh nghia vé "sinh hoc tong hop" twong dwong Véi “gen tong
hop”. Kénig va cac dong nghiép (2013) da nd luyc phéan biét su khac nhau gitta “sinh hoc
téng hop” va “gen nhan tao”: Sinh hoc tong hop la viéc thiét ké va xay dung cua céac
thanh phan, chtic ning va t6 chic sinh hoc (dé thuc hién cac chirc nang mai). Gen nhan
tao bao gom céc cong nghé dé tao ra bo gen tong hop hda hoc cé thé cho phép cuing mot
lac thay d6i nhiéu vat liéu di truyén caa sinh vat.

Céc thanh phan chinh dudi day cua sinh hoc tong hop (genomics) duoc xac dinh trong
cac dinh nghia:

e C4c nguyén tic ky thuat duoc ap dung bao gom ca ky thuat cai bién chuyén hoa
(metabolic engineering) 1a dang don gian nhat cua sinh hoc tong hop cho dén céc k¥ thuat
can thiép sinh hoc phuc tap (cAc mang ludi kiém soat, hé thong, co quan sinh vat, hé sinh
thai). Trong pham vi ndy, thuat ngir “xay dung” dugc diung dé mét ta su tao thanh ca céc
b phan sinh hoc va céc hé thdng sinh hoc.

e Sinh hoc téng hop dugc xac dinh rd nhu 13 linh vuc lién nganh, da nganh. N6 bao
gom viéc sir dung cac cong nghé phan tir tién tién nhat (cic phuong phap tiép can
“omics”: Omics dung dé chi mot linh vuc khoa hoc nghién cizu trong sinh hoc c6 két thic
bang —omics nhu genomics, exomics, hoic proteomics).

e Tinh m&i: céc khai niém, thiét ké, va viéc sir dung cac phan tir gidng cac bo phan,
thiét bi va hé thong sinh hoc phai rat méi la. Bong thoi phai tao ra duoc cac chic ning
ma1 va doc dao.

e Nén tang co ban chia dung céc phan tir ton tai tw nhién duoc thiét ké dua theo cac
thiét ké sinh hoc dé cai thién chtrc ning cua ching. Bang cach nay, cac hop cong cu cia
cac khéi kién tao sinh hoc (“BioBricks™”) duoc tao ra. Cac hé théng duoc thiét ké tir cac
mo6dun don, manh mé va c6 thé du doan trugc. Muc dich cudi cing 1a khéng phu thugc
vao cac “khdi kién tao” sinh hoc tiéu chuan.


http://syntheticbiology.org/

e Cé4c bo gen co ban téi thiéu duoc tao ra dé thé hien két qua co6 hiéu qua va dy doan
duoc. Nhirng bo gen nay chi chira nhitng bo phan thiét yéu.

e Tu sao chép 1a mét dic diém quan trong cua sinh vat séng tao duoc.

e C4c kién thuc vé hanh vi cua cac hé thdng sinh hoc 1a diéu kién tién quyét co ban
cho khai niém nay.
Tir d6, sinh hoc/bd gen téng hop c6 thé duoc dinh nghia 1a: Viéc thiét ké va xay dung cac
co quan méi V6i kha ning tw sao chép, trén co s& cac khai niém cac hé gen ti thiéu va
bang cach st dung céac khéi kién tao sinh hoc da duge xac dinh rd.
Lueu ¥: Thang 9/2014, “Quan diém vé dinh nghia Sinh hoc tong hop I’ da duoc cbng b
nham giai quyét mot nhiém vu vé sinh hoc tong hop cia Co quan Stc khoe va Nguoi tiéu
ding (SANCO), Nghién ctru va DB6i mai (RTD), Doanh nghiép va Méi truong cho 3 Uy
ban Khoa hoc Vé rii ro méi trudng va sic khoe (SCHER), Uy ban khoa hoc vé Y té va
xac dinh rai ro méi (SCENIHR), va Hiép hoi khoa hoc an toan nguoi tiéu dung (SCCS).
Quan diém nay gom ca dinh nghia dinh thao tac d6i véi sinh hoc tong hop (SCENIHR,
2014): Sinh hoc téng hep (SynBio) la viéc itng dung khoa hoc, cong nghé va ky thudr dé
dé dang va day nhanh viéc thiét ké, san xudt va/hodc thay déi cac vat liéu gen trong cac
sinh vdt song.
Sinh hec téng hep va sinh hgc hé théng
Sinh hoc tong hop 13 mét linh vuc hoan toan khéac biét véi sinh hoc hé thong, ki thuat
chuyén hda va cong nghé sinh hoc. Mat khéc, sinh hoc tong hop, sinh hoc hé thong va ki
thuat chuyén hda co6 su két hop chit ché. Cac k§ thuat va phuong phap luin duoc phat
trién trong sinh hoc téng hop ciing rat quan trong dé thic day su phat trién cuaa sinh hoc
hé théng.
Sinh hoc hé théng 1a mot nganh khoa hoc md hinh hda céc qua trinh (vi du nhu cac mang
ludi diéu tiét) va cac thir nghiém lap di 1ap lai clng véi viéc cai tién cac md hinh d6. N6
noi 1én tir sinh hoc phan tir, khi tién bo trong tu dong 1ap trinh tu ADN va cac cdng cu
tinh toan cai tién da cho phép cac nha khoa hoc két hop thi nghiém va tinh toan dé giai
ma (reverse-engineer) cac mang ludi té bao (Cameron va cong su, 2014). Pay 1a mot
"phuong phap tiép can lién nganh nham cb gang phat trién va tha nghiém cac mé hinh
toan dién céc hé théng song”. Sinh hoc hé thdng dit co so cho k§ thuat sira chinh cac sinh
vt, tirc 1a sinh hoc tong hop, bao gom cé hodc khéng, phuong phép tiép can méi nhu 1a
cac thiét bi phan ang nano, cac nd luc dé tai thiét ké cac mang luéi va cac qua trinh va
gom ca tdng hop cac nhidm sic thé hoan chinh. N6 dya trén ca phuong phép hé thong “tir
trén xudng” nham sir dung mo hinh dinh luong dé xac dinh va mé ta cac mang luéi diéu
tiét va tong hop sinh hoc co ban caa mot hé thong, hoic phuong phép tiép can “tir dudi



1én” dé thir nghiém cac kiéu hinh toan hé thdng xuat hién tir cac tuong tac giita cac thanh
phan.

Ky thudt chuyén hoa c6 thé duoc dinh nghia 13 sy tdi wu hoa hé gen va cac qua trinh diéu
tiét bén trong cac té bao va cac md véi muc dich gia ting san sinh cac chit mong muén
va/hoic giam céc chat khéng mong mudn; né cé thé dan dén nhiéu quy trinh héa sinh
hiéu qua nang lwong va giam chi phi san xuat quy mé 16n.

K§ thuat chuyén hda xoay quanh viéc thiét ké, ki thuat va toi wu hoa cac chuyén hoa dé
tao ra mot loat cac san pham, bao gém cac loai nhién liéu, vat liéu va hoa chat. Do viéc
t6i da hoa cac san pham cia mot chat chuyén héa mong mudn néi chung lién quan dén
viéc danh gia chét luong va diéu chinh chuyén héa té bao, cac phuong phap tiép can sinh
hoc tong hop c6 thé gop phan rat Ion dé tao ra cac két qua tot nhat cd thé. Tuy nhién rat
kho dé vé ra ranh giéi rd rang giira hai linh vyc.

Gidng nhu sinh hoc tong hop, k¥ thuat sira doi qué trinh chuyén héa tap chung chinh vao
cai thién va/hoic thiét ké céc té bao, theo céac chién luoc khac nhau nhu ting cudng cac
dai chat nén, san sinh ra cac san pham mdéi, ting san lugng va ning suét, va tang sic khoe
té bao. Trong hau hét truong hop, viéc thiét ké va xay dung cac nha may té bao co s& doi
hoi két hop linh vuc sinh hoc va ky thuat tai t6 hop ADN; do nhiing tién bo trong sinh
hoc hé théng nén tuong lai ¢ thé khdng nging phét trién duoc cac nha may té bao co
hiéu qua hon.

Viéc thiét ké cac co quan dé tao ra cac chat chuyén héa quan trong thuong dugc nhic dén
la mot trong nhitng (ing dung chil yéu caa sinh hoc tong hop. Miac du tai cau hinh chat
chuyén hoa 1a mot thach thic do su diéu chinh phuc tap cua cac chuyén héa, sinh hoc
téng hop da tién bo trong pham vi t6i wu hoa cac chit chuyén hoa trao ddi chat va ky
thuat cai bién qua trinh chuyén hoa. Cac yéu té co ban cua ky thuat chuyén hoa trong
pham vi sinh hoc téng hop 1a thiét ké, xay dung va tdi vu héa con duong chuyén héa
méi. Tuy nhién, trong khi viéc tao ra con duong chuyén héa méi ¢ thé tuong d6i dé
dang thi viéc phat trién né dé hd tro qua trinh thuong mai lai c6 thé vé ciing phuc tap.
Diéu quyét dinh su thanh cong dbi vai ki thuat chuyén hda té bao 1a phai biét rd cac phan
g chuyén hoa va cac yéu té diéu tiét cd anh huong dén sé luong vat liéu dwa vao qua
trinh chuyén hoa. Hai giai doan c6 thé xac dinh dugc d6 1a: giai doan chung minh khai
niém - céc lién két enzym méi dé tao ra san pham nhu mong mudn - va giai doan téi uu
hoa - diéu chinh kiém soat dé cai thién san lwong san pham. Cac yéu té can thiét bao gom
cac phuong phap kiém soat con duwong chuyén hoa tinh tién va phién ma, kiém soat
duong khdng gian (vi du nhu gian gido, k¥ thuat phan tiéu té bao, va tong hop (vi
khuan)), mé hinh héa va do ludng mang chuyén hda. Chu trinh thiét ké cac ki thuat méi
noi bao gom ca moé hinh hda va du bao silic ciing nhu sy tién hda va sang loc co dinh



huéng. Nghién ciu héa chi té bao (Metabolomics - bao gom dinh hinh chuyén héa, phan
tich dong chuyén héa, nhan dang chuyén héa) gop phan vao su hiéu biét vé cac mang
ludi trao doi chat, diéu nay sé& gitp ich nhiéu cho sinh hoc tong hop.

Porcar va Pereto (2012) goi y rang viéc dua mot con dudng chuyén hoa phirc tap vao mot
vat chi khac loai ma lai luén ludn bi diéu chinh va téi wu héa (“sy phic tap cua bién doi
di truyén™) tiép can dén “sinh hoc téng hop”. Céc k¥ thuat chuyén héa hé théng da duoc
phat trién bat ngudn tir cac k¥ thuat cai bién con duong chuyén héa. Thay vi x6a bo hoic
biéu hién qua mic cac gen noi sinh va dua vao cac gen di thé, su biéu hién gen va cac
mang ludi diéu chinh phai thao tac dugc trong toan bo té bao d6. Do d6, hién nay ki
thuat cai bién con duong chuyén héa bao ham céc kién thic vuot rat xa so véi su kiém
soat ciia con dudng biéu hién gen (Stephanopoulos 2012). Hon nita, nd con bao gom cac
phuong phap tiép can vuot xa k¥ thuat di truyén va sinh hoc phan tir phét trién bang cach
st dung cé4c cau tric di truyén tong hop nhu cac mang ludi hodc cac mach.

Trong khi k¥ thuat cai bién con dudng chuyén hoéa hién nay tap trung chinh vao viéc thay
d6i cac con duong chuyén hda dang ton tai, k¥ thuat trong tuong lai s& thiét ké cac qué
trinh chuyén héa va cac co quan nho mai (Bilgin va Wagner 2012).

Céc ung dung k¥ thuat cai bién con duong chuyén hoa duoc mong cho 12 s& 6 sy gia
tang dang ké, cling duoc thuc day boi cac tac nhan thi trudng, mbi quan tam vé tinh bén
viing va mdi quan tim lién quan dén viéc gia ting san Xuit cc san pham tir cac nguon tai
tao (Stephanopoulos 2012).

Nhom nghién ciru Arpino (2013) va nhdm nghién ciu Yadav (2012) két luan rang “thay
Vi tré thanh nganh hién dai, ky thuat cai bién con dudng chuyén hoa van 1a mét tap hop
cac luan chimg” - khdng quéa ngac nhién, sinh hoc tong hop rat cd tiém ning hd trg cac
phét trién trong linh vuc ndy mot cach dang ké trong tuong lai. Sinh hoc téng hop mo ra
cac kha ning dé tong hop va kiém soat cac con dudng chuyén hda phi ty nhién, trong khi
d6 ky thuat cai bién con duong chuyén hda cung cip cac phuong phéap co ban dé thiét ké
phan tich va téi vu héa chung.

Céac con dwong chuyén hoa tong hep

Pong luc thuc dy dé phat trién sinh hoc tong hop 1a y tuong hop 1y héa cac con dudng
chuyén hda trong céng nghé sinh hoc cong nghiép, dé cai tién quy trinh san xuat cac
dugc pham sinh hoc, cac hoa chat tinh vi hoic cac nhién liéu sinh hoc va phan huy sinh
hoc chat thai. Nghién ciu nd luc ap dung cac nguyén tic cia sinh hoc tong hop vao viéc
cai thién cac con duong chuyén hoéa dugc tom gon lai dudi tir khoa “ky thuat cai bién
chuyén hoa".

Cong nghé sinh hoc, tic 1a su tdng hop hoic bién doi ning luong trong cac té bao vi
khuan séng da c6 hang tram nam tudi, va viéc s dung cac dong bién doi di truyén da tro
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thanh thoi quen tir nhiéu thap ky qua. Do d6 rat kho dé phan biét gitra ky thuat di truyén
cd dién va sinh hoc tong hop trong béi canh nay.

Céc danh gia khoa hoc hién nay vé k¥ thuat cai bién chuyén hoa thuong dé cap dén mo
dun hoa con duong chuyén héa, diéu chinh gen tu dong multiplex, phan tich dong chuyén
héa va kiém soat dong luc hoc bang céc thiét bi hiéu chinh. Cac phuong phap tiép can
nay phan 16n dugc minh hoa bang thi du trong viéc qua trinh xay dung con duong tong
hop terpenoid khac loai.

Téng hop sinh hoc terpenoid hién dang nhan duoc sy quan tim dic biét, bai vi cac duoc
pham ¢6 ngudn géc thuc vat o tiém ning nhu chét artemisinin chdng sot rét va hop chat
taxol chéng ung thu c6 ngudn gdc tir cac chat terpenoid. Terpenoids ciing 1a nhitng khoi
Kién tao cho cac chat nhuom carotenoi. Trong ky thuat cai bién con duong chuyén hoa,
cac gen téng hop sinh hoc terpenoid c6 ngudn géc tir vi khuan, nim men va cac loai thuc
vat khac nhau duoc két hop lai véi nhau dé t6i wu hoa chi phi trong qué trinh san xuat
Escherichia coli. Tuy nhién, nhitng nguyén tic nay ciing c6 thé duoc ap dung cho bat ky
con dudng cdng nghé sinh hoc ndo khac. K thuat cai bién con duong chuyén hoéa trong
pham vi hé gen c6 thé dugc thuc hién bang cach tong hop 1am sang hozc tong hop mai.
Sinh hoc téng hop hay van la cdng nghé sinh hoc théng thirong?

Nhiéu phuong phap nam & giao thoa giita thuc hanh céng nghé sinh hoc thong thuong
véi sinh hoc tong hop. Theo Nielsen va Keasling (2011), sy khac biét c6 thé duoc mo ta
nhu 12 mot "nha may nén tang té bao” ma khong phai 1a san pham tu nhién caa bét ky hoa
chat nao, va trong d6 mot con dudng chuyén héa tong hop (dugc thiét ké hoic tong hop
hop 1Y) phai duoc chuyén giao (sinh hoc tong hop).

Montague va cac cong su da xac dinh va phan biét cac bé gen nhan tao tr ky thuat di
truyén trén co so “ky thuat va thao tac vat liéu gen cuaa sinh vat theo ty 18 cua bo gen hoan
chinh hoic sé lwong cac cap base, hoic sé loci dugc thiét ké" 1a dic trung chinh. Hon
nira, ngay ca khi muc tiéu chinh 1a thiét ké mot con dudng chuyén héa tong hop sinh hoc
riéng 1é, “con dudng nay can phai thuc hién tinh nang hoéa sinh va diéu tiét voi nhiéu dau
vao va dau ra.

Céc thanh phan chinh cho viéc xay dung cac con duong chuyén hoa phi ty nhién 1a ADN
téng hop, cac chuyén mach phan tir tién tién dé kiém soét trang thai chuyén hoa, protein
va céc k¥ thuat chuyén hoa duoc tao ra bai sinh hoc téng hop. Bing cach 4p dung céc
thanh phan nay hoat dong cta enzym va tinh dic hiéu duoc cai thién, cac yéu té dong
bién va cac chat chuyén hoa duoc can bang, ning suét ting 1én va hiéu qua tong hop san
pham tryuc tiép dat duoc. Mic di mot con dudng c6 thé dwgc ma hod bai chi mot vai gen,
nhitng thay d6i ddi véi bo gen, vi du bang cach ting ning suat, 1am noi bat sy khac biét
gitta sinh hoc tong hop va k§ thuat di truyén.

10



1.3. Nhirng giéi han déi véi “ky thuat sira b phan sinh hoc”

Sy hiéu biét vé sinh vat hoc s& tiép tuc la yéu té han ché trong bat ky cac nd lyc tai tao
hoic md phong toan bo hodc moét phan hé théng sinh hoc. Hiéu biét vé noi dung cua cac
mang ludi chuyén hoéa va sy twong quan ctia nd vaoi nong dé chuyén héa 1a mét trong
nhitng thach thic rat 16n ddi voi cac nghién ciru vé meta-omics (Boyle va Silver 2012).
Nhung sy phuc tap cua céc té bao song hién nay vuot qua xa so vai su phiic tap cia cac
thiét bi do con nguoi tao ra. Do con thiéu cac kién thirc nén nén chua thé phét trién ky
thuat t& bao hoan chinh. Vé l1au dai, chuyén hda thuc vat c6 thé duoc can thiép dua trén
cac chién luoc tong hop dé tao ra cac hop chit co dic tinh héa hoc méi (Zurbriggen va
cong su, 2012). Tuy nhién, dén nay k¥ thuat cia con dudng chuyén hoéa tong hop sinh
hoc rat gian nan do su phirc tap caa n6 va do hiéu biét han ché, dac biét vé cac gen thuc
vat. Cac hé thong sinh hoc tu lap rap mai & mirc d6 phic tap thap va thuong bao gom it
hon 10 chat hoat héa (Purnick and Weiss 2009) hoic cong suat han ché dbi vai lp rap
cac gen va kich ¢ 16n nhat caa chiing (Xu va cong sy, 2012). Hon nira, cac cong cu sinh
hoc tong hop quan trong hién nay méi chi duoc ching minh hiéu qua trong pham vi vi
khuan Escherichia coli va Saccharomyces cerevisiae, do dé cong cu ndy méi chi gisi han
trong 2 loai sinh vat nay. Hién nay, phan Ion cac du an dang duoc tién hanh thuc hién
trong phong nudi cay vi khuan.

Két qua cua quy trinh k¥ thuat nham muc tiéu tao ra cac hop chat mong muébn phai c6
ning suat cao va do chuan cao. Pay khong phai 1a mot nhiém vu dé dang, bai vi viéc dua
vao mot con duong tong hop méi o thé khién cho tién chat chuyén hoéa bi dan luu dot
ngot, dan dén san sinh ra mot sb chat chuyén hda, 1am giam hiéu suit va nang sut mong
mudn dat dugc.

Viéc tao ra cac san pham tu nhién c6 ngudn géc tir thuc vat 1a mot thach thic 16n do sy
phiic tap cua cac thanh phan ciing nhu sy phirc tap ciia cac vat cha san sinh goc tu nhién
cua chang. Sinh hoc tong hop cung cip nhiéu kha niang c6 thé vuot qua nhitng tré ngai
nay bang cach thiét ké cac con dudng sinh tong hop trong cac vat chu khac loai. Thach
chuc chinh 1a néu mot con dudng chuyén hda biéu hién su thich nghi trong céc vat chi
khéc l0ai nay (vi du con dudng sinh tong hop thuc vat trong cac vi khuan) thi rat can phai
c6 thong tin trinh ty di truyén, thiét ké chinh xac cua thdng tin trinh tir ddi véi hoat dong
biéu hién gen, tong hop sinh hoc va do luong san xuat cai tién (Li and Pfeifer 2014).
Nhitng han ché nay Ia do trén thuc té phan 16n cac cong cu va ki thuat khong thé hoan
d6i dugc gitra cac vat chu va cac chic nang ctia cac bo phan dé va cac mé dun phu thugc
vao té bao. L4y vi du nhu sy phong pht cua cac polymerase ARN va cac ribosomes va
tham chi sy e ché/ hoat hda chat chuyén hoéa phu thudc vao toc do phat trién té bao. Do
d6, hé thong di truyén khdng hoat dong chinh xac trén cac chung vi khuan mic du da co
cac nd luc chuan hda. Cac nha nghién ctru vé sinh vat hoc tong hop thuong hay phai doi
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mat voi cac hién twong sinh hoc phic tap, chang han trao ddi chéo (cross-talk), chét té
bao, biéu sinh, dot bién, tién héa va nhidu (Purnick and Weiss 2009). Nhin chung, kha
ning xay dung céc hé théng di truyén tir c4c phan co ban cua ADN cua chiing ta bi han
ché do van con thiéu hiéu biét vé cac co ché diéu tiét trong té bao (Yadav va cong su,
2012). Do d6, té bao phai dugc thiét ké theo cach giam thiéu dén muc c6 thé hoic tham
chi khai thac nhitng anh huong nay.

II. SU SONG TONG HQP

2.1. Téng quan cé&c con dwong dan téi sw séng tong hop

2.1.1. Phuong phdp tir trén xuéng hogc tir duwéi 16n

Céc bo phan sinh hoc tong hop trong co thé vat chu dac biét can duoc xac dinh & hanh vi
lap di 1ap lai (Kitney va Freemont 2012). Trong khi rat nhiéu gen tham gia vao qua trinh
thong tin té bao thi cd nhirng gen lai duoc ching minh 1a khdng can thiét déi véi chuc
ning hoat dong cua té bao. Trudc ddy, ngudi ta cho riang c6 thé 1am giam su phuc tap cua
bo gen xudng mic “bod gen tdi thiéu” dé co thé duy tri sy séng va sinh san cia té bao
(trong diéu kién hd tro bén ngoai). Y tudng nay duoc khai thac dua trén mot phuong
phap c6 tén goi 1a phuong phap tir trén xuéng. Phuong phap tir dudi 1én bat dau bang viéc
xay dung mot té bao tong hop tir manh roi (scratch): mot thuc thé giong su séng duoc tao
ra bang cach lap rap cac thanh phan phan tir. Chlng c6 thé c6 ban chat sinh hoc hoic
hoan toan la cac thanh phan héa hoc dic biét. Gitta hai phuwong phap nay 1a khai niém veé
sinh hoc phi ty nhién (xenobiology), nham muc dich xay dung céc axit nucleic chic nang
thay thé (Porcar va Pereto 2012).

Muc dich cia phuong phép tir trén xudng 1a nham don gian hda céc té bao da rut gon dé
hinh thanh mot vat cha dé gan cac thiét bi sinh hoc téng hop. Phuong phap nay da duoc
thir nghiém trén cac loai vi khuan va nam men. Cac gen khong thiét yéu - thuong chiu
trach nhiém thich nghi véi stress hoic sy thay ddi cua cac diéu kién méi truong - s& bi
loai bo, nhu la c&c vang intergenic.

Ddi voi phuong phap tir dudi 18n, toan bo chudi trinh tu téi thiéu duoc thiét 1ap tir manh
roi, tong hop va bién doi thanh mot vé boc té bao phi hop. Sau nghién ciu dau tién duoc
thuc hién vao nim 2007, phuong phap nay da duoc ap dung thanh cong trén loai vi khuan
Mycoplasma genitalium va Mycoplasma mycoides/ Mycoplasma capricolum.

Ba két qua nghién ctru chinh duoc xac dinh gom cé: tong hop quy mé Ién céc bo gen cua
vi khuan, tai thiét ké cac con dudng chuyén hoa (san xuat cac hop chat mong mudn), va
thiét ké hop ly céac thiét bi logic di truyén tir cic mo dun ADN (Agapakis va cong su.
2012).
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2.1.2. Diéu kién tién quyét

Ky thudt lap rap bg gen tong hop

Cong nghé tong hop ADN cho phép tao ra toan b hé gen. Trong sinh hoc téng hop,
ADN tly chinh dugc sir dung dé xay dung cac phan doan ADN Ién hon, nhém cac doan
nay duoc ghép véi nhau thanh cac doan 16n hon dugc Iap ghép cho dén khi thu duoc san
pham ADN mong mudn (Montague va cong su. 2012). Hai phuong phéap duoc sir dung
phd bién nhat 1a BioBricks™ (hoac Idp rap tiéu chuan) va Gibson Assembly®, dugc bd
sung bai cac hé thong khac nhu GoldenBraid, trong d6, tin dung cac doan GB (cac doan
ADN c6 bén doan nucleotide chua duoc ghép ndi), 1am cac khéi lip ghép tdi thiéu.
GoldenBraid da dugc chirng minh 1a mot hé théng 1ap ghép mé-dun trong sinh hoc téng
hop thuc vat. C6 nhiéu phuong phap khac nhau, phu thudc vao kich thudc, bao gom ca
nhitng phuong phap BglBricks, CPEC (Circular Polymerase Extension Cloning — nhan
ban kéo dai polymerase vong), Golden Gate, va ddi voi phuong phap chong chéo khdng
phu thugc trinh ty 13p ghép 16n hon nhu SLIC (Phuong phap tao dong khéng phu thudc
trinh ty va enzym ndi), InFusion , Clontech™, Gibson Assembly®, SLiCE (Seamless
Ligation Cloning Extract) va CPEC USER (nhan ban loai bo thudc thir cu thé Uracil).
Pic biét, hién nay, TAR (Phuong phap tai t6 hop Lién két - Chuyén d6i o loai
Saccharomyces cerevisiae) va Gibson Assembly® da chimg minh thanh cong. Nguoc lai
véi viéc xay dung bo gen mai bang phuong phap tong hop va lap rap ADN, cac phuong
phap tai t6 hop phan tdn nhu MAGE/CAGE va TRMR trén loai vi khuan Escherichia coli
hoidc Green Monster d6i véi loai Saccharomyces cerevisiae hién dang duogc sir dung. Cho
dén nay, nhitng phuong phap nay chi giéi han s dung trong mét tap hop hep cac sinh
vat, vi vay nhiéu cdng cu chuyén hoa va sinh hoc van chua c6 co hoi dugc st dung
(Montague va cong su. 2012).

Chudn hoéa

Quié trinh chuan hoa rat can thiét é sao chép chinh xéac cac thiét bj va hé théng sinh hoc
tong hop. Tuy nhién, hién tai, mo ta dic diém day du cua cac bd phan vén rat quan trong
nhung lai chua dat dén muac d6 phu hop. Cac bo phan can phai duoc mé ta trong mot ngit
canh cu thé vé di truyén hoiac méi truong va khdng hoat dong theo céch thuc cé thé dy
doan khi ra khoi ngit canh nay. Do d6, viéc can lam 1 giai quyét cac van dé mo ta dac
trung cac b phan va kha ning tuong tac bang cach ting pham vi va sy da dang cua céc
thiét ké thir nghiém (Cameron va cong su. 2014).

Dang ky cac b phdn

Dé tan dung hiéu qua cac bo phan, can xac dinh viéc ding ky cac bd phan mot céch
chuyén nghiép. Viéc dang ky bao gom mét co sd dir lidu c6 md ta dic trung day du cua
cac bo phan trong bdi canh vat chu pht hop. Bé giai quyét cong tac luu trix va lap ghép
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cac bo phan di truyén, co so dit lieu mo "Pang ky cac bo phan sinh hoc tiéu chuan”
(Registry of Standard Biological Parts (RSBP)) duoc thiét 1ap, tao diéu kién cho viéc lap
rap cac bo phan thanh cac mach 16n hon bing cach luu gitt chung theo dinh dang
"BioBrick™" di duoc chuan hoa. Cac nha khoa hoc d3 xay dung va phét trién mot ngon
ngit tinh toan chuan (Ngdn ngit mé sinh hoc téng hop, SBOL) dé md ta cac bo phan va
thiét ké, ciing nhu dé hd trg qua trinh trao doi.

Vdt chi va bé gen téi thiéu

Noi dung cét 18i trong sinh hoc tong hop 1a khai niém "B gen tdi thiéu", nghia 1a bo gen
t6i thiéu can thiét dé cho phép té bao séng, trén d6 co thé bd sung thém cac gen va sau d6
ciy ghép vao co thé vat chu. B gen téi thiéu bao gém nhitng thanh phan don gian nhat
c6 thé dé duy tri sinh san, sinh ton va tién hoa. Bé phat trien mot 16i hay vat chi téi thiéu,
bo gen s& duoc tdi gian thanh maot tap hop nhitng gen hitu dung vé mat chirc ning. Két
qua s& hinh thanh mot vat chii c6 ciu trac don gian, c6 thé du doan duoc va c6 kha ning
lap trinh dé c6 thé sinh san mot cach an toan va kiém soat dugc, bao gém cac co ché ngin
ngtra N6 thoat ra moi truedng ngoai y mudn va dam bao cach ly véi cac sinh vat khac. Bo
gen toi thiéu cho phép tranh nhitng rai ro tiém tang, vi du bang cach lam giam thiéu kha
ning té bao sinh sdi trong diéu kién moi trudng tu nhién va khdng gay bénh. Muc dich 1a
dé tao ra cac hé thong té bao don gian, cd thé duoc sir dung dé giai dap cac cau hoi khoa
hoc lién quan dén su twong tac co tinh hé théng cua cac md-dun té bao.

Vit chil dugc tao thanh tir mot nha may té bao an toan va thong dung, bao géom qua trinh
tai tao 16 trinh tong hop hoan toan va su bién doi cua cac dong chuyén hoa. Trong san
Xuat cong nghiép, mot sé nha may té bao nam va vi khuan da duoc sir dung nhu: chung
nam men Saccharomyces cerevisiae dé san xuat nhién liéu, chang vi khuan Escherichia
coli dé san xuat dugc pham hodc Corynebacterium glutamicum dé san xuét axit amin.
Dién hinh, Escherichia coli duoc xem 1a mét loai sinh vat md hinh tht nghiém 1y tuong
trong nghién ctu sinh hoc tong hop do hiéu biét co hoc vé dic diém sinh hoc ¢ loai nay
da duoc cac nha khoa hoc nghién ctu ki cang, thao tac di truyén dé thuc hién va mot sé
lugng twong ddi 16n cac hé théng diéu chinh gen ciing duwoc nghién ciu ki ludng.

2.1.3. Nha may té bao nén tang

Sinh hoc tong hop va k§ thuat chuyén hoa twong tac dé bién céc té bao sdng thanh cac
nha may vi sinh dugc su dung trong sinh hoc céng nghiép ("bo may tu tai sinh™). Muc
dich 1a nhiam thu thap mot sé it cac nha may té bao nén tang c6 sin dé san xuét cac loai
nhién liéu va hda chat. Loi thé chinh cua nén tang nay 12 n6 cé thé dugc sir dung dé chén
nhiéu con duong chuyén hoa tong hop khac nhau. Vi dy, mot nha may té bao nén tang
duogc tao ra dé co thé tao ra tién chat chuyén hoa quan trong cho nhiéu san pham, chang
han Acetyl Co-A dé san xuat polyketides, lipid va isoprenoids (nuéc hoa, dau sinh hoc,
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thudc chdng sbt rét, khang sinh, cao su, thuc pham chic nang, thanh phan thuc pham va
vitamin).

2.1.4. Sinh hoc téng hep khong té bao

Mot linh vuc thay thé dang ndi 1a sinh hoc khdng té bao, dugc dinh nghia 1a "su kich hoat
cac qué trinh sinh hoc phirc tap ma khéng sir dung té bao séng con nguyén ven" (Harris
va Jewett 2012). N6 ¢ kha nang tap trung vao san xuat mot hop chat duy nhat ma khéng
c6 rao can vat ly, tao diéu kién cho viéc bd sung chat nén, loai bo san pham va lay mau
nhanh chéng, gidp tiép xUc truc tiép véi cac diéu kién phan tng va sir dung toan bo luong
phan ang. Mot wu diém nita 13 khong c6 xung dot gitra ting truong Vi sinh vat va cac muc
tidu thiét ké ky thuat. Vi du noi bat nhat 1a tong hop protein khéng chira té bao (CFPS),
cho phép tong hop cac protein cé chira cac axit amin khong ty nhién. Cac wu diém hudng
rng dung chinh cua cac hé théng khdng c6 té bao 1a su biéu hién gen caa nhiéu san pham
c6 thé dugc diéu chinh dé tao thuan loi cho qua trinh tuwong tac san pham thich hop, phan
rng va su 6n dinh cua san pham c6 thé duoc t6i wu hoa bang cach diéu chinh mat d6 mau
ADN va kiém soét kha ning oxy héa redox dé tao thanh disulphide tdi uu, kha ning tai t6
hop céc protein doc hai, san xuét cac chat xdc tac sinh hoc phic tap (Smith va cong su.
2014). Ching vuot qua nhitng han ché ¢ hiru cua té bao sdng, cho phép kiém soat biéu
hién gen, t6i vu hoa vat chu, giam sat tai chd va tu dong hoa. Cac hé théng khong cé té
bao dugc sir dung dé phat trién cac con duong phan ting méi lam ting dang ké nang suat
1&n thanh céc hé thdng vi md. N6 cho phép phat trién nhanh hon va cé thé dy doan duoc
cac mach gen mo-dun, nhu kiém soat méi trudng va cac thanh phan phan tng, va tiép can
v6i phan tmg duoc tao didu kién thuan loi - wng dung l1a k¥ thuat cac té bao nhan tao toi
gian va cac vi thiét bi giéng té bao.

2.2. Xay dung té bao méi

Thiét ké va tong hop

Céc phan doan ADN duoc thiét ké tong hop dé ma hda céc chirc ning mai can duoc tao
thanh mot co thé thich hop bang mét trong nhitng k¥ thuat chinh sira gen phd bién hoic
bang cac phuong phap nhan dong ¢& 16n méi. Muc dich la nham giam mic d6 phuc tap.
Mot lya chon 1a nham bién d6i b gen cua vat chu theo trinh tu méi, gitp loai bo duoc
nhiéu kha niang xay ra cac can thiép vao gen di truyén. Do ¢ nhiéu gen tham gia vao qua
trinh théng tin giira cac té bao (té bao-té bao) trong khi cac gen khac khéng can thiét doi
véi hoat dong chirc ning cua té bao, trude day nguoi ta cho rang cé thé giam do phuc tap
cia bd gen xudng mac mot bo gen téi thiéu dé duy tri sy song va sinh san cia té bao
(Sole va cong sy. 2007). Cho du kich thudc ¢d nho dén c& nao thi bo gen té bao van phai
chtra dung day du tat ca thong tin can thiét dé n6 cd thé thuc hién cac chic ning thiét yéu
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nham duy tri sy can bang noi mdi (tw duy tri s séng), sinh san (tu sinh san) va tién hoa
(kha ning tién hoa) - ba dic tinh cua té bao song.

Diéu quan trong la thiét bi hoic hé thdng tong hop vira tach ra khoi qué trinh chuyén hoa
nho kha ning phat trién va ton tai doc 1ap cua té bao vira khéng anh hudéng dén cac qua
trinh nay.

"Phuong phap tong hop vi khuan cua bat ky san pham tu nhién thuc vat c6 thé dugc thuc
hién bang céach "tong hop san pham tién than trung gian", trong d6 con duong chuyén hoa
cua vat chu hién tai duoc bién dbi dé phi hop véi con dudng chuyén hoéa di hop hoic
bang phwong phap “tong hop méi", trong dé con dudng sinh tong hop mai so vai vat chu
duoc tiép nhan. Nhiéu phuong phap tong thé di duoc 4p dung nham cai thién quéa trinh
tong hop terpenoid trong loai vi khuan cha™ (Moses va cong su. 2013).

2.2.1. Bé gen téi thiéu — phuwong phdp tir trén xuéng

Theo ly thuyét, su tang trudng trong dicu kién mot moi truong xac dinh va giau chat dinh
dudng tong hop chi can 206 gen, co ban bao gém sao chép ADN, bo may phién ma va
dich m4, c4c chuc ning sta chira ADN tho so, xu ly va phan hay protein, phan chia té
bao va cac chirc niang ning lwong va chuyén hoa tho so (Heinemann va Panke 2006).
Kich c& bd gen nho nhit da duoc phat hién trong cc té bao prokaryote séng cong sinh
Vai cac sinh vat khac.

Céc vi du dang chu ¥ 1a loai ky sinh trung & ngudi, c6 khuan Nanoarchaeum equitans,
rép rung - Buchnera aphidicola BCc, Candidatus Carsonella ruddii va Candidatus Sulia
muelleri. T4t ca c4c vi sinh vat nay déu Ia cac vi khuan phu thuoc vao than cha di dudng.
Chuing phu thudc vao mdi trudng phic tap vé hda hoc dugc biéu hién bai céac té bao chu
cua chung. Khi thich &ng vai 16i song cong sinh, bo gen cua chlng trai qua mot quy trinh
t6i gian, trong d6 cac gen du thira, khong can thiét trong méi treong méi duoc kiém soat
bai vi cac chirc ning dugc van hanh boi vat cha co xu huéng bi mat di (Moya va cong su.
2009).

Gen thiét yéu

Budc dau tién dé tao ra mot té bao téi thiéu 1a phai giai dap cau hoi ¢ bao nhiéu gen can
thiét dé hd tro su song té bao. Mic do thiét yéu cua gen phu thudc vao diéu kien moi
truong. Esvelt va Wang (2013) xac dinh duwoc mot tap hop cac dac tinh hiru ich cho mét
vat chu sinh hoc nhu sau:

- Tang trudng nhanh trong méi truong téi thiéu véi glucose
- CO kha nang 1én men

- C6 kha ning thuc hién thao tac di truyén
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- Pu nhé dén mic viéc loai bo thém bat ky gen nao déu anh hudéng tiéu cuc dén ba dic
diém néu trén.

Mot cach thirc tiép can thanh phan gen cua mot bo gen tdi thiéu 1a bang cac bg gen so
sanh. Gia thuyét co ban duoc dit ra 1a cac gen chung gitra cac loai ¢ ho xa voi nhau
thudng c6 vai trd thiét yéu. Pac diém han ché cia phuong phap nay 1a: mét sé chirc ning
thiét yéu cua té bao cd thé duoc thuc hién bai mot s6 protein thay thé va khdng lién quan,
va s& bi lac hudng béi cac phuong phap so sanh. Bo 18i tdi gian so séanh (tdp hop cac gen
chung) chi tim kiém nhiing gen chirc nang vé ban chat 1a khong thé thay thé. Nhiém vu
xac dinh 18i loai trir ti thiéu khong hé don gian vi nhitng van d& quan trong sau:

1. Phdn gen chwa dirgc ghép cap kha rd rang: Su bat hoat cua cac gen don 1¢ khong gidp
phat hién cac chtc ning thiét yéu duoc mai hod boi cac gen chua dugc ghép cap, va
khong thé bo qua cling mét ldc mot sé gen khong can thiét, hién twong nay goi 1a sét lyc
tong hop (Moya va cong su. 2009).

2. Co ché phan chia té bao van chira hoan toan dwoc hiéu ro: Ly thuyét vé kha nang ty
tai sinh (may sao chép/dich m4, may nhan ban va diéu chinh) duoc ap dung hiéu qua doi
V6i cac chuong trinh ty dong, nhung khong dam bao dugc rang né ciing s& hoat dong
trong té bao nhan tao (Noireaux va cong su. 2011). Su séng khdng chi 1a mot chuong
trinh, né ciing phu thudc vao cac dic tinh khdng di truyén co ban khac nhu: tir to chirc va
tap hop phan tu.

3. Méi phdn cia bé gen lién két Iéng léo véi phan con lgi: khi thiét ké cac cau tric hoic
té bao m&i, can luu ¥ rang con c6 cac cau hoi co ban vé cac qua trinh khdng di truyén
khong duoc xac dinh trong chuwong trinh ADN. Sinh vat séng 1a mot hé théng mé duoc
tao thanh tir hang tram phan ung hda hoc cé dac tinh vuot qua chuong trinh ADN. Viéc
lap ghép maot té bao tong hop mé ra tim quan trong cia cac linh vuc vat 1y, trong co thé,
dugc diéu chinh bai cac hé thdng gen da phat trién (Noireaux va cong su. 2011).

Mot cach khac 1a thuc hién cac nghién ciru bdt hogt quy mé lén dé xac dinh gen can thiét
cho sy séng con cua té bao trong mot sé md hinh vi khuan ¢ dic diém sinh hoc r6 rang
(vi khuan Escherichia coli, Bacillus subtilis,...), su bat hoat hé thong cua tirng gen riéng
1& c6 trong mot bo gen. Tuy nhién, tit ca cac phuong phap nay déu cé nhimg diém han
ché boi vi cac nha khoa hoc da phét hién thay mot sé kha ning phan loai sai cua gen
(Moya va cong su. 2009).

Viéc don gian hoa cac té bao hién dai da duoc tiép can theo cach tha ba, bang cach tim
kiém md ta sinh héa ciia con dwong chuyén héa duoc xac dinh rd rang can thiét dé thyuc
hién céc chtrc nang thiét yéu. Forster va Church (2006) da mé ta bo gen tdi thiéu cd chira
gen can thiét cho qua trinh théng tin nhung khong bao gdm cac gen chuyén hoa trung
gian (chuyén hoa lipid va glycolysis), dai dién cho thanh phan chinh can thiét dé tong hop

17



hé thdng tu sao chép tdi thiéu. CAc tdi tu tai tao duoc xac dinh trong bo gen téi thiéu cho
phép van chuyén phan tir nho qua mang. Hé thdng nay hoan toan bao gdm cac gen véi
cac chirc ning duoc xac dinh 13 rang, dugc thiét ké mo-dun va cho phép g& 16i hé théng
theo tirng hé thong dé tu sao chép. Moya va cong su (2009) dé xuat ring phuong phap
nay cd thé 1a mot khoi dau tét dep dé tong hop mét hé thdng tu sao chép hiru ich, gan nhu
t6i thiéu, phu thudc vao cac chat nén tang cuong bd sung.

Cac vi khudn c6 bg gen kich thiréc nho:

- Mycoplasma genitalium: B¢ gen co6 kich thudc 580kb dugc xem la nhé nhat trong sé
c4c sinh vat ting trudng trong moi truong nudi cay thuan tdy, tuy nhién nd lai mang tat ca
cac gen thiét yéu cho céc qué trinh thong tin (sao chép, dich m4, cuén gap va xi ly
protein) céng véi chuyén hda & mic do han ché. N6 van dai dién cho b gen nho nhat
duoc biét dén caa mot loai vi khuan dwoc nudi cdy trong phong thi nghiém va do d6 gan
nhu 1a mot b gen doc lap toi thiéu.

- Nanoarchaeum equitans: 1a loai ¢6 khuan duy nhét duoc biét dén véi dang séng cong
sinh. Kich thudc bo gen cia no 1a 490 kb vai mot hé thong xu Iy théng tin hoan chinh va
mét bd may chuyén hoa duge don gian héa cao.

- Gammaproteobacteria, Buchnera aphidicola BCc va Candidatus Carsonella ruddii la
ba vi khuan cua con triing c6 bo gen vi khuan rat nho. Vai trd cua ching trong qua trinh
cong sinh twong @ng 1a cung cap cac chat dinh dudng thiéu trong ché d6 an udng cua con
tring, chu yéu 1a céc axit amin va vitamin can thiét.

- B6 gen nho nhat voi kich thude 1,308 Mb cia mot té bao duogc sao chép doc lap mot
cach tu nhién thuoc vé loai vi khuan bién di dudng quang Pelagibacter ubique.

2.2.2. Xay dung té bao mdi — phwong phdp tiv duwéi 1én

Té bao tong hop

Tréi v6i phuong phap tir trén xudng, phuong phap tir dudi 18n bit dau tir manh roi: mot
thuc thé dugc hinh thanh bang phuong phap tu lip ghép cac thanh phan phan tir (Sole va
cong su. 2007). Nhitng thanh phan nay cé thé cé ban chét sinh hoc hoic hoan toan la cac
thanh phan héa hoc dic biét. Mot phuong phéap khac 13 tong hop mét té bao tir cac yéu té
co ban cia né. Trong phuong phap nay, nhan thac toan dién vé ba thanh phan thiét yéu
cua doi song té bao - thdng tin ADN, phan chia va chuyén hoa — 1a cac diéu kién tién
quyét.

Té bao tong hop, duoc tao nén tir manh roi, 1a mot khoang dic biét c6 cau trdc va td chuc
tuong tu nhu vi Khuan. ATP va GTP duoc sir dung lam ngudn ning luong trong céc giai
doan dau cta qua trinh phat trién. Ddi vaéi phan thong tin, cac chuong trinh ADN tong
hop s& duoc thé hién bang cac bo may sao chép va dich mé trich xuat tir sinh vat. Ranh
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gidi vat ly cua té bao nhan tao 1a 2 16p phospholipid. M6 hinh 2 16p lipid ciing 1a mau ty
nhién cho céc protein mang.

Vach té bao, bam chit vao mang lipid, cung cap sic bén két cau cho vi khuan. Viéc tao
mét khoang 6n dinh véi mot giao dién hoat dong 1a mét trong nhitng budc kho khin nhat
trong qua trinh tong hop té bao nhan tao duoc Iap trinh bang ADN. Viéc chén hiéu qua
cac protein mang vao md hinh 2 16p 1a han ché hién tai thuc su cho su phét trién caa mot
giao dién hoat dong. Cac protein mang cd thé duogc thé hién va tich hop vao md hinh 2
I6p phospholipid (Noireaux va cong su. 2011).

M®i sinh vat séng 1a mot hé thong mo duoc tao thanh tir hang tram phan tng hda hoc ¢6
dic tinh vuot qua chuong trinh ADN. Qué trinh lién tuc hip thu ning luong va loai bo
cac phan wng phu la rat quan trong ddi voi moi hé thong song ciing nhu té bao tong hop.
Viéc xay dung mot té bao nhan tao doi hoi su phat trién cia mot moi trudng nhan tao.
Moi trudng bén ngoai phai 1a mot dung dich tiép liéu khdng phan giai dang truong duy tri
trang thai sinh Iy bang cach trao doi cac chat dinh dudng khéi lwong phan tu thap,
nucleotide va cac axit amin thdng qua mang phospholipid (Noireaux va cong su. 2011).
Su trao doi ¢6 chon loc, cac van dé vé &p suat tham thau, va phién ma/dich ma hiéu qua l1a
mot trong nhiing van dé phai duoc giai quyét dé c6 thé thu duoc mét tai vi phau kha thi
ban dau.

Vat chu

Cho dén nay, vat chu duoc st dung thdng dung nhét 12 khuan Escherichia coli (E.coli).
Tuy nhién, bén canh do6 con c6 cac loai vat cha duogc liét ké sau day:

- Escherichia coli:

1. L& mét vi du ndi bat véi bo gen di dugc giam dén 15% trong nhiéu nghién ciu ma
khong gy tac dong dang chi y nao dbi vai cac tinh chat sinh ly.

2. Uu diém 1a c6 san nhiéu thé truyén (vecto) nhu: plasmid, cosmids, BACs va céc
promoter (ving gen khoi dong) dé biéu thi di loai, va biéu thi cac gen c6 str dung codon
G + C lén dén 73%, nhung khong nhan dang promoter tir Streptomyces.

3. E. coli 1a mét trong nhirng vat chu phd bién nhit dugc sir dung trong sinh hoc tong hop
bai vi chling c6 thé dugc nubi cay dé dang va co6 hé di truyén twong d6i don gian, dé dang
thao tac. Hon nira, ¢6 thé tao ra cac ching phong bénh khong gay nhiém tir loai nay.

4. Cho dén nay, E. coli la dang su song té bao dugc nhan thie diy da nhat; bo gen cia nd
c6 hon 4 triéu cap base ADN va khoang 5.000 gen duoc ma hoa (Glass 2012).

- Cac loai Mycoplasma:
Mycoplasma genitalium chi c6 525 gen, bang khoang 1/10 sé luong gen dugc ma hoa bai
E. coli. So v&i Mycoplasma capricolum, toc do ting truong cta nd cham hon rat nhiéu.
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Mycoplasma capricolum da duoc sir dung 1am vat chu trong cay ghép trinh tu bo gen sb
hoa cua Mycoplasma mycoides (Gibson va cong su. 2010).
-Bacillus subtilis:

Bacillus subtilis c6 thé duoc thao tdc mot cach dé dang lién quan dén nhiing thay doi di
truyén. D6i khi n6é duoc sir dung thay cho E. coli nhd ¢6 mét sé tinh chat thich hop hon
Vi céac hinh thac di truyén hoc cu thé lién quan dén sinh hoc tong hop, vi du cac mach
ADN c6 thé dé& dang tich hop vao bo gen Bacillus subtilis.

K§ thuat bo gen téi thiéu tao diéu kién thuan loi dang ké cho kha ning t6i wu hoa Bacillus
subtilis thanh mat loai vat cha sinh san. Cac loai Bacillus cha yéu duoc sir dung trong san
Xuat cac enzym quan trong (nhu alpha-amylase) va céc chat sinh hoc (nhu chat hoat dong
bé mat sinh hoc) duoc st dung trong céng nghiép.

Mot sb loai Bacillus da tré thanh nén tang quan trong cho viéc san xuat cac enzym va hoa
chét khac nhau. C6 thé thu dugc mot loat cac kiéu hinh té bao ¢ loai Bacillus bang céch
diéu chinh va thay d6i con dudng chuyén héa twong tng & cip do toan bo va gen cu thé.
Dix liéu trinh tu bo gen caa loai Bacillus c6 thé thiy trong cac co so dit liéu cd san.

“Vi khuan c6 chtrc nang tuong duong chirc ning ctia mot hé thbng mién dich phat trién
dé bao vé ching khoi céc thuc thé va cac vi rut tan cong vi khuan. Hé mién dich cua vi
khuan 1a mot phic hop cac enzym duoc goi 1a hé thong diéu chinh - giéi han cho phép vi
khuan nhan dién va pha huy ADN ngoai lai, thuong xuat phét tir mot thé thuc khuan gay
nhiém. Mot trong cac enzym d6 1a methylase — thay doi vé mat hoa hoc base ADN & cac
trinh ty cu thé. Mot enzym gigi han khac ciing nhan dang ADN cua vi khuan, va do d6 n6
tu phan biét duoc véi ADN ngoai lai c6 thé xam nhap vao té bao trong qué trinh gay
nhiém thé thuc khuan (Glass 2012).

- Ndm men

Loai nAm men cha yéu duoc sir dung lam vat chia trong sinh hoc tong hop la
Saccharomyces cerevisiae. N6 dugc su dung rong rdi trong sinh hoc phén tu, dac biét la
trong nghién ciru té bao nhan dién hinh, lién quan chit ché t6i linh vuc sinh hoc & nguoi.
Loai sinh vat nhan chuan nay duong nhu c6 kha nang chtra chudi phan tir ADN bién doi
I6n hon dang ké so véi chang E. coli. Vi sinh vat nhan dién hinh c¢6 kha nang két hop cac
doan ADN dong nhét, cho phép hinh thanh 200 cap base gom cac manh ghép tong hop.
Ky thudt tong hop té bao

Phuong phép nay tap trung vao qué trinh tdng hop cac bo gen téi thiéu nhung hoan chinh
cling nhu qua trinh chén ching vao cac té bao dé tai thiét ké va kiém soat qué trinh
chuyén hoa (Moya va cong su. 2009).

Dua trén hinh thirc stra doi va cap do di truyén caa stra doi, Ellis va cong su (2011) da
phan loai ba van dé sau day:
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1. Céac bo phan cua gen

2. Céc gen tham gia vao con duong chuyén hoa

3. Céc con dudng chuyén hoa dén bo gen

Céc budc nay bao gdm két hop cac bo phan dé tao ra cac gen, lién két cac gen dé tao ra
cac con duong chuyén hda va thiét bi (devices), tir d6 sip xép chung lai véi nhau dé tao
ra cac nhidm sic thé va bo gen téng hop.

Qué trinh 1ap ghép chudi phan tar ADN 1a mot yéu té han ché ddi véi hau hét cac phong
thi nghiém. Cac phuong phap khac nhau vé co ché va quy md, cho phép kha ning tu
ghép ndi nhiéu bd phan trong mot phan ang (Iip ghép song song), tao ra su sap xép vt ly
duoc xac dinh trude (1ap ghép theo thir tw) hodc cho phép nhiéu phién ban cua cac bo
phan duoc s dung dong thoi (Iap ghép to hop). Thach thie duge dat ra ddi voi linh vuc
sinh hoc tdng hop 1a can phat trién cac phuong phap lip ghép duoc chuan héa, cho phép
thuc hién ¢ tat ca cac cap do rat gon - gen, con duong chuyén hoa va bo gen, dong thoi,
can nhan thic rd rang vé tinh phu thudc bdi canh khi cac bo phan duoc dit bén canh cac
b6 phan khac.

Vé mit chirc ning, qua trinh 13p ghép mot gen tir cac bd phan riéng biét caa no doi hoi
phai duoc thuc hién theo mét trinh tu nhét dinh. Céc chudi seo - cac bazo khdng cé chic
ning bi mot s6 phuong phép Iap rap bo lai - 1a diéu khéng mong muébn vi chung thudng
xuyén anh huong dén céach thic cac bo phan hoat dong ciing nhau va cac bo phan riéng Ié
da duoc lap rap khong thé thay thé bang phuong phap khac.

Phuong phép lap rap 1y twong hoa phai phil hop véi viéc xay dung té hop tir cac thu vién
bo phan tiéu chuan khong yéu cau vi tri cdm va cho phép sip xép theo mét trat ty duoc
xéac dinh trudc trong san pham cubdi cung. Phuong phap 1ap rap cé thé duoc thuc hién
nhanh chdong trong mot phan ang song song, & quy mo bat ky va chi dé lai seo gitra cac
bd phan c6 thé chiu dugc. Hién nay chua c6 bat ky phuwong phéap nao c6 thé dap tmg duoc
tat ca cac yéu cau trén, do d6 phuong an thich hop nhat 1a st dung mot s6 k¥ thuat song
song (Ellis va cong su. 2011).

Téng hop bé gen

Tong hop bo gen, tac 1 tong hop ADN cua toan bo hé gen, doi hoi thuc hién téng hop
hoa hoc céc phan tir ADN tir bon nucleotide ADN khac nhau hoic cac bazo: Adenine,
Guanine, Thymine va Cytidine. Bén bazo nay dugc tong hop vé mit hoa hoc tir glucose
va duoc lap ghép tuyén tinh trong céc trinh ty cu thé sir dung mét dung cu duogc goi 1a bo
téng hop oligonucleotide (Glass 2012).

Ghép gen
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La qua trinh cai dat mot nhidm sac thé vi khuan tran vao mot té bao nhan phu hop theo
cach thic ma bo gen da dugc cai dat theo thr ty va tai 1ap trinh bo may cua té bao nhan.
Két qua 1a té bao chi c6 cac thudc tinh dugc ma hod bai bo gen mai (Glass 2012).

Céc bg phdn cua gen

Céc ky thuat hién tai sir dung cac giao thirc Iip ghép enzym gidi han dwgc chuan hoa nhu
phuong phap BioBricks™, BglBricks va Golden Gate. Ngoai ra, k¥ thuat ghép chdng
chéo khdng phu thudc vao trinh tu nhu InFusion™, SLIC va Gibson assembly® (lap
ghép dang nhiét) dang tré nén phd bién ddi véi cac to hop 16n hon, va viéc lién két ADN
trong co thé & nAm men va vi khuan Bacillus dugc thyc hién hiéu qua trong qué trinh tao
ra nhiém sac thé.

BioBrick™: mét don vi ADN véi cac trinh tu 2 bén chuan hda cho phép thuc hién lip
ghép bang phuong phap gidi han/nbi da duoc chuan hoéa vai chi phi ré va dé thuc hién.
Nhuoc diém chu yéu cua phuong phap BioBrick™ 14 trinh ti seo dai 8 bp (BioBrick
part) twong tu dugc tim thay & mdi doan giao nhau. Trinh ty seo nay khong xuat hién &
cac vi tri nhat dinh, dic biét 1a RBS (Vi tri gidn két Ribosome). Vét seo ciing 1a van dé
trong qué trinh to hop cac protein hop nhat khi né thuc hién ma hoa codon két thic theo
trat tu.

Mot phuong phép tiéu chuan khac 1a BglBricks duoc mé ta la st dung cac trinh ty khéc
nhau dé lap ghép va dé lai dau vét c6 d6 dai nho hon 6 bp. Uu diém cua BglBrick 12 st
dung céc enzym gidi han hoat dong hiéu qua va duogc sir dung thuong xuyén, ¢ cac trinh
tu nhan dang khong bi chan bai 2 enzym methyl hda ADN pho bién nhét 1a Dam va Dcm.
Mot s6 phuong phap lip ghép khac khong dé lai vét seo nhu trong OE-PCR (phan wng
khuéch dai gen hay phan ung chudi polymerase chong chéo kéo dai). Phuong phap nay
st dung cac doan mdi chudi phan tng polymerase (PCR) c6 do dai hon 40 bazo dé tao ra
cac diém cudi twong dong gitra cac phan tor ADN khac nhau. Tinh twong dong sau d6
duoc str dung dé hd trg kéo dai trong vong lap thir hai cia PCR gitta cac san pham ban
dau, va 1a co sé caa hau hét cac ky thuat tong hop gen thong thuong. Trinh tu cua céc
doan mdi twong dong ca thé Iap lai, ndi nhau, cho phép lap rap chudi trinh ty duoc thyuc
hién theo tuan tu, hoic tham chi nhu mét phan @ng song song. OE-PCR c¢6 kha ning t6
hop khéng chi mdt gen ma con ca nhitng phan toe ADN dang vong plasmid (CPEC -
circular polymerase extension cloning). Giong nhu tat ca cac phuong phap PCR, qua
trinh 1p rap gap kho khin khi cac chudi trinh tu 13p lai nhiéu 1an hoic ham luong GC
qua cao. Do nhitng phuong phap nay con bi han ché vé kha nang kéo giin nén plasmid
tré nén kém hiéu qua & cac kich ¢& 16n hon va ty 1& 16i PCR.

Gen tham gia cdc con dwong chuyén hoa (lién két gen tgo ra cac con dwong va cong cu
chuyén héa)
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Théch thtc trong 1ap rép & quy mo Ién hon da dan dén phuong phap sir dung cac enzym
gidi han Loai II nhu phwong phdp t6 hep Golden Gate: ki thuat lap rép song song cac
cau tric lién mach 1 budc - 5 phiat - 1 binh phan tng (one-pot, one-step five min
technique). ADN duoc chén vao mot vecto con thoi nhan ban dau vao cung cap cac chudi
trinh ty nhan dang Loai 1l ngay ¢ ca hai dau cia doan ADN. Qué trinh sip xép c6 hé
théng dién ra sau d6 s& tao ra tat ca cac doan dé lap ghép song song vai nhau & nhitng vi
tri chua duoc 1ap ghép bd sung. Phuong phap nay ciing thich hop dé thuc hién tai giai
trinh tu nhiéu doan.

Diéu kién tat yéu vé vi tri khong duoc 1ap ghép co thé xuat hién - van dé nay co thé duoc
giai quyét bang cbéng nghé dya trén oligo RARE (RecA-assisted restriction
endonuclease), theo d6 cac oligo ngan chan trinh ty cu thé ngin ngira su methyl hda xay
ra trong cum CpG cuia cac Vi tri sap dat cua doan théng qua lién két trung gian RecA dén
C4c trinh ty twong dong.

Phwong phap ldp ghép chéong chéo: Cac phuong phép ndy yéu cau sir dung cac doan
trinh tuy ADN dé tham gia vao chudi trinh ty chung c6 do dai it nhat 20 bp & cac dau s&
duoc néi. Trinh tu nay dugc xir ly trong dng nghiém bang cac enzym thuc hién lap ghép.
Mot s6 bo kit hién c6 sin trén thi truong nhu Gateway® (Life Technologies) va InFusion®
(Clontech). Pic biét thich hop cho phan wung song song voi mot sé6 doan ADN, nhitng K§
thuat nay ciing thudong duoc goi 1a "nhai lai va u". Chling hoat dong bang céch tai sap xép
mot soi ADN tir mbi dau tiép xdc cua mot doan, dé lai mot soi don chua duoc ghép cap
c6 thé & véi “doan chua dugc lap ghép” bd sung cua mot doan dung chung chudi chong
chéo. Thir tu cta cac doan dugc xac dinh trude béi trinh tu xép chong.

Nhan ban USER va hop nhat USER (uracil-specific excision reagent - thuéc thir loai trir
uracil) 12 mot ki thuat nhan dong doi hoi phai khuéch dai cac manh PCR sir dung doan
moi co két hop it nhat mot uracil. K§ thuat co thé lap ghép lién mach khong dé lai cac vét
ndi. Han ché cua phuong phap nay la can it nhat mot thymidine gan cudi chudi trinh tu
(thay thé bang uracil), do do né khéng thuc s duoc xem Ia trinh tu doc 1ap.

Ngoai ra con mot sé phuwong phap nhan dong khong phu thudc trinh tu va enzym néi
(SLIC: sequence- and ligation-independent cloning). Vién Craig Venter di cong bo mot
s6 phuong phap nhan dong chong chéo, trong d6 toan bd hé gen dugc lap rap trong 6ng
nghiém tir nhitng doan co kich thude nim kb, dugc tdng hop truc tiép va thiét ké dé tiép
nhan mot trinh ty chong chéo co kich thudc hon 100 bp. Phuong phéap lip ghép dang
nhiét Gibson doi héi sir dung enzym ADN polymerase, T5 exonuclease va Tag ADN
ligase c6 do chinh xac cao va du kién nudi cy 1 lan duy nhat trong vong 30 phdt tai mot
muc nhiét do.
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Zhang va céc cong su (2012) dd mo ta cach thuc lap ghép nhiéu doan ADN vao cac phan
tir ADN tai t6 hop trong mét phan wng tai t6 hop duy nhat trong éng nghiém (SIiCE:
Seamless Ligation Cloning Extract — Chiét tach nhan dong néi lién mach ). Phuong phap
nay dua trén chiét tich vi khuan tir chang Escherichia coli phd bién trong diéu kién
phong thi nghiém véi su hd tro cua protein RecA-, ¢ thé duoc toi wu hoa thém bang ki
thuat sira di gen don gian va khong dé lai bat ky trinh tu khéng mong mubn nao tai cac
diém gin két. SLiCE ciing c6 kha nang tao diéu kién tai t6 hop gitta cac doan ADN c6
chtra cac két ndi di loai hai bén va c6 kha ning xéa cic chudi hai bén dé tao cac nat két
ndi chinh xac tai c4c vi tri tai t hop.

Con dwong chuyén hoa téi bé gen

O céap d6 nay, cac phan ang lap ghép song song tré nén can thiét; can phai xac dinh tha
tu 1ap ghép.

TAR (Transformation Assisted Recombination cloning - Nhan dong tai t6 hop dua trén
bién d6i) 1a mot giao thuc thong dung dé thao tac ADN & loai nam men. NO trai qua qua
trinh tai t6 hop twong dong trong qué trinh bién do6i té bao (spheroplast) nim men va
duoc sir dung chu yéu dé két hop céc bo gen va ADN vao cac vi tri cu thé trong bo gen
ciia nam men. Véi mot trinh tu nhan dong nhiém sic thé nam men nhan tao (YAC) va
mot chi thi chon loc trong mot doan 1ap ghép, c6 thé té hop két ciu tu nhan gidng vong
tron. Cac enzym tai to hop cia men ludn hoat dong, do d6 qué trinh t6 hop gen & nam
men ludn cho két qua rat chinh xac va n6 chap nhan cac cau trdc rat 16n. Di véi lap rap
& cap bo gen, nim men khdng phai 1a vat chu té bao duy nhat, Bacillus ciing duoc st
dung.

Gibson va cac cong su (2010) da bao cao qué trinh thiét ké, tong hop va to hop bo gen
cua loai vi khuan Mycoplasma mycoides c6 kich thudc 1,08-mega-base dé tao ra mot loai
vi khuan mai cé tén goi l1a JCVI-syn1.0 bit dau vai théng tin trinh tu bo gen duoc s hoa
va cay ghép vao té bao nhan Mycoplasma capricolum dé tao ra té bao Mycoplasma
mycoides méi duoc kiém soét bai nhidém sac thé tong hop.

Bang céach két hop cac phwong phap sir dung enzym trong 6ng nghiém va téi to hop tai
chd loai nim men Saccharomyces cerevisiae, bo gen tong hop tir loai Mycoplasma
genitalium duoc lap rap theo bdn giai doan tir doan gen chén ban dau co kich thudc
khoang 6 kb.

Bo gen vi khuan dwoc nudi cdy trong nim men (sinh vat md hinh) khong dwoc methyl
hoa va do d6 khong duoc bao vé khoi hé thdng gigi han duy nhit caa té bao nhan (kht
prokaryotes cua hé thong gidi han). Rao can han ché nay c6 thé duoc khic phuc duoc
bang cach methyl héa ADN cho véi cac metylase tinh khiét hoic chiét xuat tir
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Mycoplasma mycoides hoic Mycoplasma capricolum, hay don gian 1a bang cach lam
gian doan hé théng giodi han cua té bao nhan.

Thiét ké bo gen Mycoplasma mycoides JCVI-syn1.0 duoc dua trén trinh tu gen hoan
chinh c¢6 d6 chinh xé4c cao cua cac chung phd bién trong phong thi nghiém cuaa phan loai
capri GM12. 4. cua vi khuan Mycoplasma mycoides.

Bo gen Mycoplasma mycoides tong hop nguyén ven tir nam men sMmYCp235 da duoc
cay ghép vao té bao nhan caa Mycoplasma capricolum.

2.2.3. Sira d6i ¢ mirc khac ADN

Céc axit amin khong tz nhién (NNAA- Non-Natural Amino Acids):

ADN la mét biopolymer bén hoa hoc va co hoc hoat dong nhu mot ma sé va mot bo nho
nhung hau nhu khéng c6 hoat ddng enzym hoac xdc tac. Tuy nhién, tit ca cac thanh phan
phién ma va dich ma can thiét déu dugc ma hoa trong cac gen, tirc 1a ADN ciing 14 co s&
cho céc protein khi qua trinh dich ma thuc hién cac tdc vu mong muédn trong mot co thé.
Céc té bao nhan tao sé& 1a noi chta 1y tuong dé chén cac mé-dun di truyén méi hoic sira
doi cac té bao hién c6. Vi kha ning tao ra mot bo gen cu thé tong hop, ¢6 thé xac dinh
mot ma di truyén stra d6i vi vay can thém codon dé két hop céc axit amin khong tu nhién
(NNAA) trong protein té bao.Viéc két hop sé luong 16n NNAA cho phép tao ra cac
protein mai vai cac chirc nang mai.

Céc axit amin khong tu nhién duoc dua vao cac protein bang cach sir dung phuong phap
tong hop tRNA va rRNA tién hoa truc giao, tuy nhién phuong phap nay di bi ding st
dung boi hiéu qua lién két thap do su canh tranh gitra cac yéu té nhan dang codon hién c6
dem lai. Danh muyc cac axit amin ma cac té bao sur dung dé tao ra cac protein c6 thé duogc
ma rong, san c¢d cho bat ky vat cha dugc tai ma hoa.

Mic du dat duoc nhiéu tién bo trong viéc mé rong ma di truyén véi hon 70 NNAA duoc
b sung thanh cong, cho dén nay, cac phuong phap nay gan nhu hoan toan dya trén viéc
ghi lai ma bo ba két thic UAG hiém. Bai vi tat ca 61 codon cam quan duoc st dung boi
cac tRNA hién c6 mang theo 20 canonical axit amin doi hoi bo sung thém nhiéu NNAA
khac nhau vao protein trong ciing mot té bao. Bién phap duogc dé ra 1a di chuyén qua bo 3
codon hién tai va str dung cac tRNA véi cac bo ba d6i ma mo rong cé kha nang nhan biét
duoc c&c codon b bén. Tuy nhién, hiéu qua cua lién két dat dwgc ¢ murc rat thap, c6 thé
do kha nang thich nghi vi b 3 d6i ma 16n hon cua ribosome bi han ché. Bé giai quyét
van dé nay, cac nha nghién ctru da tao ra cac ribosome dot bién c6 thé s dung codon bo
bén hiéu qua nhu cac codon bé ba.

Cac NNAA c6 thé duoc tong hop véi rat nhiéu mach bén. Nhiing k¥ thuat nay duoc &p
dung mé réng cho nAm men, té bao dong vat c6 vi va sinh vat da bao. Tuy nhién, nhugc
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diém cua k¥ thuat nay 1a viéc két hop NNAA bang céch thay thé cac codon ty nhién nhat
thiét phai canh tranh véi cac qua trinh tu nhién.

Xét mot cach tong thé, NNAA boc 16 nhiéu chirc nang héa hoc méi dé cé thé truc tiép
tham gia vao co ché enzym. Vi du: lién két kim loai-ion, photoreactive axit amin, va axit
amin photocaged. Mot s vi du lién quan 1 axit amin dai dién cho mét phién ban sira d6i
sau qua trinh dich md mot axit amin ty nhién, bao gom sulfat, methyl hod, nitrosylated va
phosphoryl héa (Marcheschi va cong su. 2013).

Stta d6i ARN

ARN con dugc sir dung dé 1ap trinh cac té bao téng hop, phirc tap hon nhiéu so Vi tao ra
mot té bao ADN (Noireaux va cong su. 2011).

2.3. Xay dwng hé théng sinh hec tir cac b phan

Phi hop véi cac nguyén ly cua ki thuat co dién, sinh hoc tong hop nham myc dich xay
dung hé thdng sinh hoc tir cac thanh phan co ban. O cidp ADN, céc thanh phan co ban 12
viing gen khai dong, ving van hanh, trinh ty kich hoat thuong nguon (UAS), vi tri gan
két ribosome (RBS), khung doc mg (ORF), viing két thic ... Cac "bd phan" nay duogc két
hop dé tao ra cac mach di truyén ngay cang phuc tap theo khung thiét ké hé théng. Sinh
hoc tong hop hién nay tap trung chu yéu vao viéc xay dung va tdi uvu hoa cac thiét bi diéu
chinh va c&c qua trinh chuyén hda. Viéc tao ra bo gen méi tir cc bo phan 1a muc tiéu
cudi cung cho twong lai.

2.3.1. Piéu chinh biéu hién gen: cac bé phdgn va thiét bi

Mbi bo phan 1a mét trinh tw ADN riéng biét thuc hién chirc nang dugc dinh san trong mot
mach di truyén va tuong thich véi ki thuat Iap ghép. Gen 1a mot khung doc mo (ORF)
két hop vai tat ca cac yéu té diéu chinh can thiét dé biéu hién thanh cong. Gen chiic ning
hay “b6 phan phic hop” thuong bao gom mét viing gen khoi dong (promoter), vi tri bat
dau qua trinh dich ma (RBS trong prokaryotes), protein ma héa ORF va ving két thc.
Viéc lap rap mot gen tir cac bo phan riéng biét cia né theo chirc ning doi hoi qué trinh
theo trinh ty. M6t trong nhiing tién bo co ban cua sinh hoc tong hop 1a BioBrick™, mot
don vi ADN V&i cac mach hai bén duoc chuan hoa, cho phép tiép nhan lap ghép bang
phuong phép giGi han/néi véi chi phi ré, thao tac dé thuc hién. Vi BioBricks™, viée luu
trit cac binh chaa cac bo phan sinh hoc md-dun c6 thé duoc dung chung va lip ghép dé
dang theo nhiéu t6 hop khac nhau boi mot nhoém 13 hoan toan kha thi.

Con dudng chuyén hda 1a mot nhém céc gen hoic cac operon (gen da ORF) c6 thé thuc
hién céc churc nang lién quan. Céc con duong chuyén hoa, thiét bi va hé théng diéu chinh
c6 thé duoc str dung trong qué trinh 13p rap hop nhat dé tao ra cac bo gen hoic nhiém sic
thé thiét ké tong hop cho cac sinh vat tlly y. Nghién ctru trong linh vuc nay di duoc thuc
hién va mang lai nhiing két qua ban dau (Ellis va cong sy. 2011).
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Céc yéu t6 diéu chinh giir vai tro then chét trong viéc thiét ké cac hé thdng co thé du
doan dugc (Boyle va Silver 2009). Viéc diéu chinh hoat dong cua gen & nhiéu muc do
trong cac hé thdng sinh hoc cd thé duoc thuc hién, bao gom: sao chép, xir Iy ARN, dich
mi, twong tac protein-protein va twong tic protein-chat nén. T6 chirc khdng gian va thoi
gian cua cac hé théng kiém soat nay dam bao chirc ning thich hop cua ching. Cu thé, cac
protein c6 thé tuong tac voi té bao lién két phi hop bat ky khdng phu thudc vao khoang
té bao. Protein tong hop c6 thé duoc tai sip xép dé tao ra trang thai moi. Trong cac hé
thdng tong hop, viéc ti vu hoa qué trinh chuyén hoa c6 thé dugc thuc hién ¢ nhiéu quy
md (phan chia, protein - chat nén, 1ap phtc hop, chuyén d6i enzym-electron trong ty thé
va luc lap) (Agapakis va cong su. 2012).

Nhiéu thanh phan sinh hoc, nhu cac trinh tu dich co quan té bao, van chuyén xuyén mang
va khe rong vi mang vi khuan (BMC), can dugc dic trung héa trong k¥ thuat noi bao
hiéu qua . Céc hé théng chuyén héa hoat dong theo cac chién luoc khac nhau dé két hop
cac té bao, enzym va chat nén phu hop theo thai gian va khong gian. Biéu hién gen c6 thé
duoc kiém soat ¢ cac cap do phién ma (ving gen khai dong diéu chinh, riboswitches
phién ma) hoic dich ma/hau dich ma, gitip ¢y nhanh dong luc hoc. Cac thanh phan (bo
phan, thiét bi va hé thdng di truyén) va cac cong cu diéu chinh cac thanh phan nay can
duoc thiét ké theo cach thirc c6 thé du doan va kiém soat (Seo va cong su. 2013).

2.3.2. Thiét bj di truyén

Thiét bi di truyén 1a su két hop cta cac bo phan thuc hién chic ning xac dinh. Dau hiéu
trong linh vuc nay 12 mot sb thiét ké dugc 1dy cam hang tir mach dién tir, chang han nhu
cong tic chuyén doi gen, bo tinh gio, bo tao dao dong va bo danh gia logic (Purnick va
Weiss 2009; Arpino va cong su. 2013). Chirc nang hoat dong cia ching dua trén viéc
kiém soat qua trinh sao chép, dich ma hoic xir ly sau dich ma. Céc thiét bi “phuc tap” 1ap
rap tir cac bo phan mo-dun dé phan biét nhung nd doi hoi phai dy doan day du chirc nang
cua ching (Boyle va Silver 2009). Ching c6 thé it bén vimg hon cac hé thdng tu nhién,
va cé4c hé théng diéu hoa noi sinh cd thé can thiép vao chic ning cua céc thiét bj sinh hoc
tong hop. Mac du ¢ thé biét rd ting bo phan lap rap nhung rat kho co thé dy doan duoc
nhiém vu hoat dong cua ching (Arkin va Fletcher 2006). Viéc tao ra cac protein hoac
mach gen méi c6 thé din dén kha niang twong tac truc tiép gitta cac thanh phan mai hoic
cac tuong tac gian tiép théng qua anh huong caa ching dbi véi co thé ("vat chu™) ma
chung duoc dua vao. Do thiéu sy dong tién hda nén co thé xay ra cac phan ang chéo
khong luong truéc. Cac nha nghién ciu hy vong rang kha niang sdng sot trong méi trudng
thé gigi thyc cua sinh vat c6 bo gen duoc lap rap 1a khong cao (Arkin va Fletcher 2006).
Thiét bi kiém soat qua trinh phién ma
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Kiém soat phién ma cua biéu hién gen dugc thyc hién nham tbi uvu hoa cac hé thdng sinh
hoc (stra d6i ving dém gitra cac trinh tw ADN cua cac ving gen khai dong nguyén thé va
st dung phan &ng chudi polymerase (PCR) dé dua cac dot bién vao toan bo ving khoi
dong). Ngoai ra, cac phuong phap vung khai dong lai tong hop két hop ving khoi dong
16i véi cac yéu td ting cudng bao gom cac két hop hoic sao chép nbi tiép cac trinh tu
kich hoat thugng ngudn. Cudng do hoat dong caa ving khoi dong co thé khac nhau tiy
thuoc vao cac trinh ty 2 bén thuong ngudn va ha ngudn cia cac khudn dong nhat
(consensus boxes) va sb lwong ban sao ving khéi dong. Mot nghién ciu méi dugc thuc
hién da ching minh tam quan trong caa viéc can bang chinh xac dong chuyén hda nho
kiém soét hiéu qua qua trinh phién ma dé tao ra phan tir dich. Ngoai ra, cac dich vu sao
chép nguyén mau nhanh nhu BIOFAB (http://biofab.synberc.org) duoc xay dung va phat
trién nham cung cap cho cac thu vién cac yéu t diéu chinh dic trung, dong thoi tao diéu
kién sao chép nguyén mau cac thiét bj tong hop bang k¥ thuat nhan dong va thir nghiém
tdc do cao (Boyle va Silver 2012).

Nguyén mau caa kiém soat phién ma 1a bg chuyén déi on dinh kép bao gém hai ving
khoi dong c6 kha ning sao chép cac protein wc ché 1an nhau va bi bat hoat bai céc tac
nhan gay cam &ng khac nhau. C6 mét vung khéi dong cling thuc hién sao chép gen chi
thi, chang han nhu protein huynh quang xanh (GFP). Biéu hién gen chi thi c6 thé bat dau
bang cach bo sung tam thoi tac nhan gay cam tmg dau tién hay két thic bang céch bo
sung tac nh&n gay cam ng thir hai.

Thiét bi Iap rap ving gen khoi dong va protein e ché phirc tap hon gom cé bé tao dao
dgong va bg hen gio phién ma. Bo tao dao dong cua qua trinh phién ma lam tang va giam
biéu hién gen chi thi theo nhip diéu phu thuoc vao nong do6 cua hai hop chat gy cam tng
c6 trong mdi trudng. V6i bd hen gio di truyén, biéu hién gen chi thi ¢ thé duoc bat hoic
tat bang cach bd sung mot tac nhan gay cam ¢ng tam thoi, dong thoi cai dat lai vé trang
thai ban dau sau mot khoang thoi gian nhat dinh.

Thiét bj kiém soat qua trinh dich ma

Céc yéu t6 dién hinh cua kiém soét qua trinh dich ma 1a cac ribozyme téng hep. Trong
cac thiét bi ARN, ban sao cia mot gen quan thm mang mot ving phan tich tu dong va céac
phan tir (aptamers) dé nhan dang cac phdi tir cu thé. Lién két mot phdi tir vai aptamer
ARN din dén sy thay doi ciu tric trong ving phan tich tu dong. Ving tu xdc tac hoat
hoa ¢ ché qué trinh dich ma ban sao chép. Cac thiét bi ARN phan ung véi cac chat
chuyén hoa phan tir thap duoc goi 1 riboswitches. Cac thiét bi ARN phan &ng véi doan
ARN can thiép nho (siRNASs) duoc goi la riboregulator.
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Riboswitches dugc sir dung dé tao ra cac bé ddnh gid logic bdo céo viéc c6 hay vang mat
ciia mot s6 phdi tar ddng thoi st dung logic Boolean AND/OR/NOT/NOR (VA/ HOAC/
KHONG/CUNG KHONG). Nhiing thiét bi nay con duoc goi 1a cong logic.

Thiét bj kiém soat hau dich ma

Mot vi du vé thiét bi kiém soat sau dich ma 1a h¢ théng phosphoryl héa protein gian
gi4o, protein gian giao lya chon protein can thiét cho cac qué trinh phan bao cu thé va
ghép chang lai véi nhau. Trong thiét bi duoc thé hién, ciu trac gian gido duoc kich hoat
boi qué trinh phosphoryl héa véi sy ¢6 mit cia cac tac nhan gay tc ché cu thé, va qua
trinh kich hoat gen khai tao biéu hién gen chi thi GFP (Purnick va Weiss 2009).

Ung dung thiét bi diéu chinh

Cac thiét bi mo ta ¢ trén va nhiéu thiét bi co ban khac da duoc ap dung dbi véi loai vi
khuan Escherichia coli va nAim men. Nhiing thiét bi nay st dung cac chat gay cam ung
tiéu chuan, nhu IPTG, arabinose va anhydro-tetracycline va cac gen chi thi tiéu chuan
kiém soat nhu GFP. Ngoai ra, con co thé sir dung céc nguyén tic twong tu dé xay dung hé
thdng di truyén co thé phan ang vai tat ca céc kich thich héa hoc hoic vat 1y ciing nhu
kiém soét cac qua trinh phan bao khac nhau.

Trong nhiéu nghién cau, cac loai vi sinh vat duoc trang bi cac thiét bi biéu hién céc gen
chi thi d6i véi céc chat gay 6 nhiém moéi truong. Vi khuan ciing duoc lap trinh dé nhan
dién mot sb dic tinh caa khdi u trén cac cong ADN ciing nhu xam nhap vao cac té bao
ung thu duoc xac dinh chuan xac. Thong tin nhan tao gitra cac quan thé té bao thdng qua
biéu hién c6 diéu kién cua cac chat chuyén hda thiét yéu, cac chat doc hai va cac hop chat
cam ng nhu acyl homoserine lactone ciing dugc thiét 1ap (Purnick va Weiss 2009).

Mot trong nhing vi du hiém hoi vé thiét bi di truyén duoc ap dung trén thuc vat 1 thu thé
nhan tao d6i v&i chat gay 6 nhidém méi truong TNT o loai cay Arabidopsis thaliana béo
hiéu tinh trang 6 nhiém mai truong do anh huéng cua sy suy giam chat diép luc. Diéu
quan trong la céc thiét bi di truyén con cé thé tich hop vao cac duong chuyén héa sinh
hoc tong hop dé kiém soat quy trinh dong lyc cdng nghé sinh hoc. Kha niang wng dung
thir nghiém cua céc thiét bi diéu chinh di truyén hau nhu 14 vo han.

K§ thuat may moc phién ma toan cau (TME), tac 1a tao ra thu vién cac yéu té sao chép
dot bién, 12 mot phuong phap da dugc thuc hién ¢ ca sinh vat nhan nguyén thay va sinh
vat nhan thyuc. Su két ndi giita trinh tu va chirc ning ciia cac yéu to phién ma dot bién rat
kho du doan dot bién mai. Cac kiéu mau duoc lya chon va sang loc dé xac dinh va mo ta
dic tinh mong mudn.

2.3.3. Thiét ké va téi wu héa cdc hé thong sinh hoc téng hep
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Quié trinh xay dung cac thiét bi va con duong chuyén hoa tong hop bao gdm xac dinh dic
trung mang tinh dinh luong cua tirng bo phan, 1ap mé hinh toan hoc, Iap rap vt ly, bién
d6i di truyén va cai tién hé thong dua trén dir liéu thyc nghiém va mé hinh hoa.

Lap m6 hinh toan hoc

Cac md hinh todn hec hudng dan thiét ké mo-dun di truyén, thiét bi va con duong
chuyén hoa thudng c6 dang phuong trinh vi phan mé ta phan tng hda hoc trong hé thong.
Hé thdng di truyén don gian bao gdm mat chat e ché biéu hién thanh phan, c6 thé bi bat
hoat bang cach thém vao mét phan tir cam tmg va diéu chinh biéu hién hoat dong cua
protein chi thi. Cac phan ang c6 thé md ta nhu sau: lién két ving khai dong cua ARN
polymerase, twong tac gitra viing khai dong - chat wc ché, twong tac tac nhan cam ung -
chat e ché, lién két ribosome voi mRNA va sy phan hily mRNA va protein. Cac phuong
trinh twong ung phai dwoc biéu hién diy du thong tin dinh luong. Hién c6 rat nhiéu cong
cu phan mém dé thiét ké va phan tich cac hé thong di truyén.

Ldp rdp cdc doan

Mot phuong phap 1ap ghép cac doan ADN rat phd bién 1a phuong phap nhan dong co
dién dwa trén khd ndng giéi han va néi. Qua trinh gigi han va nbi duoc thyc hién theo
tiéu chuan BioBrick™ va cho phép 1ap ghép theo timg budc va theo té hop. Nhuge diém
chinh 1a s& dé lai cac vét seo ngin ¢ mdi doan giao nhau va cac vi tri nhan dang cac
enzym giéi han lién quan bi ngan cam trong cac doan. Mot tap hop cac phuong phéap thay
thé khac dua trén ky thuat siap xép chong chéo céc trinh tu gitta cac phan tir 1an can, co
thé két néi bang PCR nhan dbi, cac k¥ thuat "nhai lai va o" nhu phuong phap nhan dong
khong phu thudc trinh tuy va enzym ndi (SLIC) hoic phuong phéap lip ghép diang nhiét
Gibson.

Xdc dinh ddc trung va "can chinh™ cac bg phdn

Do "cé4c bd phan" co ban sir dung trong sinh hoc téng hop dugc lay ra tir cac ngudn khac
nhau nén diéu quan trong nhat I1a phai c6 thong tin dinh luong dic trung cho Ccéc ty 1é
phan tng va ngudng dau vao - dau ra cia ching. Pé ¢ thé hoat dong dong bo trong mot
hé thong tong hop, cac bo phan va mo-dun phai duoc két hop voi nhau. Qua trinh téi uu
hoa hé théng hoic "can chinh" nay thuong dugc thyuc hién thong qua cac budc lap cia mo
hinh toan hoc, thao tac di truyén, thir nghiém thuc nghiém va sang loc md hinh.

Sinh hoc phan tir hién dai cho phép thay d6i nhiéu mat. O cip d6 phién ma, cudng do
hoat dong ciia ving khai dong c6 thé bi anh huong tir qua trinh bién doi trinh tu cua cac
vi tri lién két ARN-polymerase va do d6 gan két ai luc. Céac vung khoi dong diéu khién
c6 thé duoc diéu chinh bang céch bién doi trinh tu van hanh, diéu nay lam thay doi cudng
d6 cua hoat dong twong tac giira chat tc ché va ADN. Céc nha nghién ciru da chirng minh
duoc rang dot bién trong cac trinh tw ADN giira cac md hinh lién két quan trong c6 kha
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ning tao ra sy thay ddi cua cudng do hoat dong cua ving khai dong, cé thé bang céach
thay d6i cau tric ADN cuc bo (Arpino va cong su. 2013; Ellis va cong su. 2009).

O cap do dich m&, c6 thé kiém soat tinh hiéu qua cta qua trinh lra chon cac ribosome
bang cach bién ddi trinh tu cua cac vi tri gdn két ribosome (RBS). Bén canh do, c6 thé
cai thién toc do dich ma caa gen ma hoa protein bang cach téi wu hoa codon - d6 1a kha
ning tao ra mot trinh ty ma héa cing mot protein, nhung tranh cac codon hiém. Déng
thoi, tudi tho caa ban sa0 mMRNA c6 thé kiém soat bang cach thay doi ciu trac tha yéu
ctia nd trong cac vung khong dugc dich mé khién nd it nhiéu d& bi tac dong boi RNases.
Tuong tu, qué trinh phan hay protein cé thé diéu chinh bang cach bd sung cac thé phan
hay. Déi vai hoat dong cua enzym, c6 thé tao ra cac dot bién voi do dic hiéu co chat bién
dbi hoic kha nang chiu nhiét (Arpino va cong su. 2013).

Quaé trinh stra doi trinh ty ngu nhién trong cac don vi ADN c6 thé duoc thuc hién bang
cach ap dung céc k¥ thuat khac nhau nhu viéc sir dung cac polymerase dé bi 16i trong qua
trinh PCR hoic bang cach tong hop vai trinh tu thoai héa. Thu muc cac bo phan da dang
thu dugc dugc mé ta trong cac hé thong thir nghiém va cac phién ban véi dic tinh dau
vao va dau ra toi vu va ty 1& phan ang c6 thé dugc lra chon cho nhiéu ¢ng dung khéc.
M6 hinh toan hoc hd tro qué trinh nay rat nhiéu. Vi du, Ellis va cong su (2009) di tao ra
mot thu muc cac ving gen khoi dong va mot md hinh mé ta cac biéu hién hoat dong va
ngudng tc ché khac nhau. Dya trén md hinh nay, cac nha san xuét cd thé ché tao thiét bi
véi trang thai hoat dong cd thé dinh luong va doan trude duge. Mot cong cu phan mém
phd bién duoc thiét ké nham t6i uvu héa RBS 1a may tinh RBS c¢6 kha ning du doan
cudng do lién két ribosome cua céc trinh ty Shine-Dalgarno cua té bao nhan nguyén thiy.
S ban sao chép

S6 ban sao gen 1a yéu té lam ting hodc giam biéu hién hoat dong ctia mot protein trén
mot khoang tuyén tinh khdng hoan chinh. Tuong tu, sy nhan 1én cia cac chat ic ché hoac
hoat tinh gan két cac vj tri thé hién mirc d6 tac dong dén biéu hién hoat dong cua gen theo
cach du doan duogc.

S6 ban sao gen cau trac plasmid — borne c6 thé dé dang duoc diéu chinh bang céch thay
d6i nguon goc cua ban sao dé sira doi s6 ban sao plasmid. Tuy nhién, viéc duy tri s6
lugng plasmid ngdy cang tang lam gia tang ap luc chuyén hoa cua té bao cha. C6 thé
chén cac ban sao song song lap di lap lai cua gen hoic céc yéu té diéu khién vao cing
plasmid hozc nhidm sac thé (Arpino va cong su. 2013; Xu va cong su. 2012).

M6-dun héa hé thong di truyen (MMME)

Con dudng chuyén héa da gen c6 thé duoc cai thién mot cach co hé thong bang k§ thuat
chuyén d6i md-dun da bién (MMME). MMME tap hop cac gen c6 clng tinh chat vao cac
md-dun, nghia 13 vao cac operon tong hop. Biéu hién hoat dong cua cac nhém gen nay c6
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thé duoc diéu chinh thanh mot don vi duy nhét, sir dung hop cong cu cudng d6 hoat dong
cia vung gen khoi dong va RBS, sb lwong ban sao ... Didu nay giup don gian hoa viéc
diéu chinh cua cac gen, tir d6 loai bo céc tic nghén va téi da hoa con duong chuyén hoa.
Mot vi du tiéu biéu cua viéc sir dung ki thuat MMME 1a nghién cttu nham t6i uu héa con
duong chuyén hoéa terpenoid tong hop dé téng hop taxol-precursor taxadiene &
Escherichia coli. Mudi gen caa ngudn vi khuan va thuc vat dugc sap xép thanh hai mé-
dun véi mirc d6 biéu hién hoat dong twong duong. Sir dung phwong phap ndy, cac nha
khoa hoc chi can xay dung 32 ching dé xac dinh mot bién thé véi luong taxadiene ting
gap 15.000 lan, trong khi phuong phap bién ddi va sang loc to hop caa 10 gen riéng biét
doi hoi phai xay dung 10.000 chung. Cac xuong séng plasmid md-dun cho phép tao ra
song song cac bién thé con duong chuyén hoa dugc dinh hinh khac nhau trong mét sé
chu ky nhén dong tao thuan lgi cho MMME (Xu va cong su. 2012).

Sira d6i dong thoi va sang loc té hop nhiéu gen (MAGE)

Pé tao ra dugc mot kiéu gen chat luong cao, can phai cung lac diéu chinh mot sb gen.
Quy trinh thuc hién k§y thuat ghép gen tu dong da moi phét trién thoi gian gan day da tao
ra su da dang di truyén bang cach cuing Iic diéu chinh mot s6 vi tri di truyén trén nhiém
sic thé caa mot té bao don 1é hoic trén mot quan thé té bao. Kha ning cia MAGE da
dugc chitng minh trong nghién ctu cia Wang va cong sy, trong do, muc tiéu tham gia
tong hop terpenoid cua tat ca 20 gen & loai Escherichia coli 1a nham thay d6i quéa trinh
sinh tong hop lycopene séc t tetraterpene. Chi trong thoi gian ngan, nhing tién bo dang
ké da dat duwoc. Tuy nhién, qua trinh sang loc t6 hop 20 gen doi hoi thuc hién kiém thir
100.000 dt bién. Do d6, MAGE thuong duoc ap dung dé tao ra cac san pham cudi cing
véi tinh chat so mau hoic cac tinh chat khac dugc danh gia cao trong cac cudc kiém tra
chat lugng.

Phan tich dong chuyén héa

Puoc bo sung s6 lwong gen, protein va cac chat chuyén hoa tich lity trong cac co sé dir
licu cong nghé sinh hoc, trong tam cua ki thuat chuyén hoa da chuyén tir 1am x40 tron
(perturb) cac con dudng chuyén hoa riéng ré téi thao tac trén toan bo té bao dé hinh thanh
san pham t6i wu hoa. Con duong chuyén hoa dich duoc xem xét trong pham vi toan hé
thdng chuyén hda cua té bao chu. Piéu nay cho phép giai quyét su canh tranh véi cac con
duong chuyén hoéa nguyén thé, su tich tu cac san pham phu tc ché va céac hién tuong
tuong tac khac.

Phan tich can bang dong (FBA) la mot phuwong phap mé phong duogc sir dung pho bién
trong k¥ thuat chuyén hoa tong hop cua cac sinh vat dugc mé ta chi tiét nhu vi khuan
Escherichia coli. FBA ciing duoc st dung dé md ta hé théng chuyén hoéa caa mot té bao
trong ma tran hop thac. Thong tin vé s liéu thu thap tir dir liéu sinh héa thuc nghiém va
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phan tich so sanh gen ma ho& enzym cua céc sinh vat khac nhau sap xép hoan toan theo
thr tu. FBA du doan dong chuyén hoa, nghia 1a toc d6 chuyén hoa, va gilp tbi da hoa cac
chtrc ning mong mudn. Bién hinh, Xu va cong su (2011) da st dung phwong phap FBA
dé xac dinh mot bo dir liéu tdi thiéu cho phép thuc hién can thiép can thiét vao gen di
truyén nhiam chuyén huéng dong cacbon trong Escherichia coli téi malonylCoA dé téng
hop flavonoid.

Dé diéu chinh dong luc cac dong chuyén hoa, cd thé sir dung cac thiét bi diéu chinh dé
nhan biét sy tich tu cac chat chuyén hoa, tir d6 ting cudong diéu chinh cac phan tng
chuyén huéng cac dong theo sb lugng du kién (Zhang va cong su. 2012).

Phuong phéap phén tich hé théng chuyén hda cé thé duoc st dung dé du doan cac yéu cau
chuyén hoéa téi thiéu cho mot té bao trong cac diéu kién nhat dinh. Bang viéc ap dung
phuong phap FBA cho céc hé théng chuyén hda ngau nhién duoc tao ra tw dong tir cac co
s& dit liéu phan g héa sinh, Bilgin va Wagner (2012) da tinh toan rang mot té bao tong
hop 20 phan ti sinh khéi tir 20 nguén cachon thay thé can téi thiéu 260 phan wng. Tinh
trung binh, dé thu duoc mot ngudn cacbon bd sung can thuc hién hai phan ¢ng phu; dé
thu dugc mot san pham bo sung can thuc hién ba phan ang phu.

2.3.4. Tiéu chudn hoa cac bé phan va mo-dun di truyén

K§ thuat thao tac gen duya trén tiéu chuan hod. Tiéu chuan ddi véi cac bo phan va phuong
phap di truyén 1a yéu té can thiét dé cac nha sinh hoc tong hop xay dung dua trén cac két
qua nghién ciru cia nhau va dé tao mot quy tac mai nhat cho sinh hoc tong hop.

Mot phuong phap dé cap t6i tiéu chuan hoa trong sinh hoc téng hop 1a khai niém
BioBrick™. BioBrick™ dwa ra mot tap hop nguon ma cua cac b phan va méd-dun sinh
hoc dic trung. Phuong phap BioBricks™ dugc thyuc hién boi quy trinh giéi han-ndi va tat
ca cac bo phan BioBrick™ déu duoc trang bi cac vj tri gigi han twong thich & cac dau.
Céc nha nghién ctu dang xay dung cac chi s6 dé md ta dinh luong caa cac bo phan sinh
hoc, vi du: PoPs (thao tc polymerase trén gidy-polymerase operations per second) ddi
v6i cac bo diéu khién phién ma hoic RiPS (Khoi tao ribosome trén gidy-ribosomal
initiations per second) cho cac bo diéu chinh dich ma. C6 thé thay rang BioBrick™ 1a co
so thiic day kha nang doi méi sang tao trong sinh hoc tong hop théng qua cac cudc thi
may mac thiét bi di truyén quéc té (iIGEM) cho sinh vién.

BioBricks™: Khéi cdu triic co ban cua sinh hoc tong hop

Trong sinh hoc téng hop, phuong phap chuan hoéa céc yéu té di truyén duoc st dung dé
tao ra cac don vi diéu chinh di truyén méi 12 mot van dé then chét. Muc tiéu quan trong la
nham don gian hda quy trinh k¥ thuat sinh hoc. B¢ ting cudng phd bién kién thirc thyuc
tidn dat dugc trong linh vuc sinh hoc tong hop, thuc day qué trinh phat trién caa cac mach
diéu khién sinh hoc mai, cai thién kha nang 1ap lai cua céc két qua di thu duoc, tang tinh
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minh bach trong linh vic méi néi, t6 chic IGEM (cudc thi may mac thiét bi di truyén
qudc té) dang thic day viéc tiép can ma ddi véi mot trong nhidu bd phan sinh hoc dugc
chuan hda nay. iIGEM hoat dong nhu mét nén tang gi4o duc va c6 tinh chat mé dau nham
bao quét toan bo cac khia canh cua sinh hoc téng hop, bao gdm cac cudc thi quéc té danh
cho hoc sinh trung hoc va sinh vién dai hoc trong linh vuc ¢6 tinh canh tranh cao nay dé
phét trién cong nghé. La budc dau tién hudng t6i viec hop Iy héa quy trinh va tiéu chuan
hoa thiét ké trong sinh hoc tong hop, iGEM dang truyén b4 manh mé khéi niém cac bo
phan sinh hoc duoc tiéu chuan hod bang BioBricks™ dé c6 thé dé dang sir dung va phan
phdi dé tao ra cac phtic hop chiic nang di truyén méi.

Bang tom tdt BioBricks ™

Mot chudi ADN ma hoa chire nang sinh hoc, chang han: viing gen khoi dong, ving gen
két thac, vi tri lién két ribosome, domain protein, chudi ma hoa protein ... duoc goi la
mot “bo phan co ban".

'ﬁ- Mdi bé phdn co ban 1a mot don vi chitc nang khong thé chia nhé hon cua
ADN. Mot vi du dién hinh cho mét bo phan co ban la ving khoi dong T7
(5’taatacgactcactatagggaga3’; order code BBa 1719005) hoic vung khoi dong diéu tiét
phage lambda cl (5’taacaccgtgcgtgttgactattttacctctggeggtgataatggttge3’; BBa R0051).

e B phdn phizc hop 1a mot don vi chizc niang cia ADN bao gom
hai hoic nhiéu phan co ban xép chong 18n nhau. Vi du, mét bo phan phuac hop 12 su to
hop mét vi tri lién két ribosome, mot viing ma hda protein va mot ving két thac lap réap
Vv6i nhau trén mot doan ADN tiép gidp tao thanh mot phirc chét hoat tinh chitc nang (vi
du: BBa_113507).

¢ ol Thiét bj 1a mot bién thé cua b phan phic hop c6 kha ning

thuc hién chic ning trung gian trong méi treong té bao. Mot vi du vé loai thiét bi nay la
su t6 hop cua phan co ban BBa_R0051 véi phan tong hop BBa_113507.

Tiéu chudn BioBricks™

"BioBricks™" 14 cac bo phan sinh hoc dugc chuan hoa (co ban va tong hop),\ phi hop
véi tiéu chuan lap ghép BioBrick™. Tuan theo tiéu chuan nay dam béao tinh twong thich
gitra cac bo phan va/ hoic véi c4c tli chira plasmid BioBrick™ va cho phép bat ky bo
phan mai dugc lap ghép san sang cho qua trinh tai to hop véi cac bo phan khac gan lién
vé6i tieu chuan lip ghép BioBrick™ ma khong can thuc hién thém thao tac di truyeén.
Nhin chung, tiéu chuan lip ghép BioBrick™ tap trung vao cac chudi muc tiéu enzym gigi
han thich hop, cac vi tri nhan dong twong thich trong cac vecto van chuyén va cac chudi
xuong song thich hgp. Phuong phap nay cho phép cac nha khoa hoc tap trung vao viéc
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thiét ké céc chirc ning moi thay vi giai quyét cac van dé k¥ thuat lién quan dén cac thao
tac nhan dong va di truyén.

Dua vao BioBricks™ c¢6 san, cong dong khoa hoc c6 thé tu tai to hop dé tao ra cac thuc
thé di truyén mai. Dit liéu vé BioBricks™ duoc thu thap va chia sé thdng qua nén tang
internet Registry of Standard biological Parts (Pang ky cac bd phan sinh hoc tiéu chuan).
Cac mau vat ly cua cac bo phan co ban va bo phan phic hop c6 thé dugc tim thay trong
Registry of Standard Biological Parts (Pang ky cac bd phan sinh hoc tiéu chuan) (= Kho
luu trir va dang ky).

Céc kiéu bo phan c6 trong Kho ding ky BioBrick™ (trich tir iGEM (2014)).

Bo6 phan BioBrick™ M6 ta

Vung khéi déng (promoter) Vung huy déng cho may phién mé céc viing gén két Polymerase ARN
Vi tri gan két Ribosome Vi tri trén mRNA bét dau dich gén két ribosome

(RBS)

Mién protein (Protein M4 héa ving chirc nang cta chudi protein

domains)

Chuéi ma hoa protein (Protein | M& héa chudi axit amin cta protein
coding sequences)

DPon vi dich (phién ma) Bon vi phién ma gom vi tri gan két va chudi ma hoa protein. Ching bat dau &

(Translational units) vi tri kh&i dong phién ma, RBS, va két thic véi vung két thic phién ma, codon
dirng.

Ving két thic (Terminators) Tin hiéu dirng phién ma & cubdi gen hay operon

ADN (DNA) Céc phan ADN cung cép chirng nang cho ban than AND. Céc phan AND bao

gdm cac vi tri nhan ban, seo, vi tri gan két ban dau, khoang tréng, vi tri tai tb
hop, thanh phan chuyén két hop, transposons, origami, va aptamers.

Khung xwong séng plasmid M6t khung xwong sbng plasmid dwoc dinh nghia la chudi plasmid bat dau véi
(Plasmid backbones) hau t6 BioBrick™, bao gom nguon goc sao chép va marker khang khang sinh,
va ket thic bang tién t6 BioBrick™.

Plasmids Plasmid la mét phan t&» ADN co céu tao hinh tron, thwong chira mot vai nghin
cép base sao chép trong t& bao doc lap véi ADN nhiém séc thé.

Primers Primer la mot chudi DNA don soi ngan duoc st dung lam diém xuét phat gé
khuéch dai PCR hoac sap xép. Mac du primer thic té khéng c6 san qua phan
b6 Registry, nhwng cac chudi primer thwéng dwoc stv dung bao ham.

Céc phan téng hop Céc phan téng hop 1a té hop ctia 2 phan BioBrick™ ho&c nhiéu hon.
(Composite parts)

I11. UNG DUNG SINH HQC TONG HQP

Sinh hoc téng hop ¢6 rat nhiéu tng dung thuc té tiém ning. N6 dugc xem nhu 13 mot giai
phap xir Iy cac van dé lién quan dén ky thuat té bao va ma, liéu phap gen, céc vat liéu
sinh hoc, phan tich sinh hoc va tong hop san pham tu nhién. Ngoai ra, nguoi ta tin rang
phuong phéap nay tao diéu kién thuan loi cho qué trinh san xuat hang loat cac hop chat c6
ich va céc hoa chat bao gom thudc, nhién liéu sinh hoc..., déng vai tro then chét trong
phat trién cong nghé xt ly sinh hoc, ting ning suit cdy trong, huéng dén san xuat cac
thanh phan thuc pham méi va cai thién sic khoé con ngudi. Néu duoc thiét ké can than,
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n6 ¢ kha nang giam thiéu cac tac dong khdng mong muén (nhu san xuit bat ky chat
khong mong mudn nao c6 thé 1am giam san luong hodc wc ché cac qué trinh chuyén héa),
giam chi phi niang luong cho té bao va thiét 1ap qua trinh chuyén ddi tét tir chat nén toi
san pham mong mudn.

Nhitng nd luc cha yéu nham ¢ng dung tiém ning sinh hoc tong hop bao gdm san xuat
nhién liéu sinh hoc nhu ethanol, nhién liéu tao, hydro sinh hoc va céc té bao nhién liéu vi
sinh vat; Xir Iy sinh hoc nhu xt 1y nuéce thai, khir man nudc, phan hay chat thai rin va
thu hdi khi CO,; San xuit cac vat liéu sinh hoc nhu nhwa sinh hoc, héa chét sé lugng 16n,
dugc pham, huong liéu, nuéc hoa va cac hop chat cho my pham; Va cudi cung 1a san
Xuat cac té bao va sinh vat mai, bao gom ca viéc tao ra cac tién té bao va sinh hoc vii tru.
3.1. Sinh hoc téng hep & vi sinh vat

Quaé trinh thiét ké thiét bi hoic hé théng duoc thuc hién trong té bao chi cu thé. Cac loai
vi sinh vat mé hinh chi yéu thuc hién céc hoat dong co ban trong sinh hoc tong hop (k¥
thuat chuyén hda va xay dung bd gen toi thiéu) géom co vi khuan Escherichia coli va
Saccharomyces cerevisiae. Cac nha khoa hoc di phat trién cac co so ché tao (biofabs) dé
xay dung, md ta va chuan hda cac thanh phan sinh hoc cho cac sinh vat nén tang duoc st
dung rong rai. Uu diém chinh cia viéc tap trung vao mot so loai sinh vat rd rang s& gom
c6: tich lily nhiéu kién thic, cho phép dy doan tét hon cac két qua cua chién lugc ky
thuat.

Cac loai vi khuan, dic biét 1a Escherichia coli hoac nim men, c6 thé dugc sir dung trong
nghién ctu thuc nghiém voi vai tro vat chu dé tai tao sinh hoc tong hop. Phuong phap
nay mang lai nhitng loi ich dang ké so véi san xuét, vi du nhu loai chii thyuc vat ty nhién
hoic céc chién lugc tong hop hda hoc, diéu nay c6 thé bi can tré bai sy cham phat trién
ciia dong hoc va cac muc do tu nhién thap. Cac cong ty thiét ké cac chang (vi du
Escherichia coli Clean Genome®, Scarab Genomics) ¢6 "tinh 6n dinh gen duoc cai thién,
tinh hiéu qua cua chuyén héa duoc ning cao va ning suat san xuat duoc cai thien" voi
muc dich tao ra nén tang san xuat hiéu qua. Cac dic trung mong mudn dat duoc bang
cach loai bo cac gen khong can thiét, cac phan tir trinh ty chén (IS), ADN tai t6 hop/di
dong, cac loai virus la, cac gen doc tinh va cac ching nay duoc sir dung nhu mot nén tang
dé t6i uu hda cac qua trinh san xuat protein tri liéu, plasmid ADN va vac-xin.
Saccharomyces cerevisiae thich tng tét trong diéu kién cdng nghiép, vi vay né duoc st
dung rong rai trong san xuat cong nghiép nhu mot "giai phap dung ngay” (plug and play).
bang chu y 1a ca Escherichia coli va Saccharomyces cerevisiae la nhitng sinh vat mo
hinh quan trong véi kho dit liéu tir cac nghién ctru co ban ¢6 san, 4n tuong va dam bao.
Céc nha khoa hoc da xay dung cac md hinh toan hoc cho hé thong sinh hoc cho phép mo
hinh héa sy tuong tac giita tat ca cac thanh phan trong hé théng. Ung dung cuaa cong cu
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sinh hoc téng hop da duoc st dung d6i Vi ca hai loai nay. Han ché cha yéu 1a thiéu cac
cdng cu chuyén héa va sinh hoc quan trong - vi du: Cac dic tinh quang hop hoic kha
nang biéu hién céc gen 16n cua dong vat c6 va thé hién viéc cit bo va stra d6i sau dich ma
lién quan dén nhiéu gen dan dén tao ra mot su bién ddi cd hé thong rong 16n dén qué
trinh sinh hoc cua cac sinh vat.

Do su phicc tap nay, ching ta rit kho thiét ké véi mét trong hai chung vi khuan
Saccharomyces cerevisiae hoic Escherichia coli. M6t loai vi khuan khac cé thé thoa man
nhu 13 nha may té bao co so 1a vi khuan Corynebacterium glutamicum. N6 da dugc dé
xuat nhu 1a mot sinh vat mé hinh cho sinh hoc tong hoc vi né c6 kha ning san sinh ra
hang loat cac chat hoa hoc va vat liéu co gié tri, va nd di dugc tng dung rong réi trong
nganh céng nghiép san xuat cac axit amin (Woo and Park 2014). Pa sé phwong phap toi
uu hoa Corynebacterium glutamicum, bao gom su phat trién cac phan ADN tiéu chuan,
cac phan ADN/ARN, va céc thiét bi (vi du nhu cac chat chuyén héa cam bién) hién van
con 1a van deé tranh cdi. Nhin chung, sy phat trién cua ching vi khuan 1a mét ung dung
quan trong ddi véi sinh hoc tong hop trong pham vi vi khuan (vi du nhu tao ra cac dong
vi khuan Corynebacterium glutamicum téi wu cho qua trinh san xuét cac axit amin hoic
tham chi la thiét 1ap cac ching vi khuan co sé da dung).

Céc tng dung tiém nang thudc moi truong sau ddy cia cac vi sinh vat di duoc xac dinh
trong Cong udc Pa dang Sinh hoc (CBD) (2014); céc loi ich dugc mong cho nhat 1a
ching c6 thé cung cip cac cdng cu c6 hiéu qua cao hon, it chat doc hai hon cho cong
nghé xir ly sinh hoc. Piéu ndy s& anh hudng tich cuc dén tinh da dang sinh hoc ving
(CBD 2014);

e ting cuong khoéi phuc lai cac chat kim loai mo va hd tro xir Iy dong nuéc thai axit
mé bang phuong phap sinh hoc.

o thiét ké cac cam bién sinh hoc toan b té bao cd kha ning nhan biét dugc su hién
dién cua mot tin hiéu nao do, chang han nhu asen trong ngudn nudéc sinh hoat.

e thiét ké bo cam bién asen sinh hoc c6 thé dung cho cac khu virc san xuit mo & cac
nudc dang phat trién, bang cach dung cac vi khuan Escherichia coli da duoc két dong dé
lam bién mau khi cé su hién dién cua asen.

e diéu tiét vi khuan Escherichia coli tiét ra auxin, mot loai hoocmon thuc vat ¢6 kha
ning kich thich sy ting truéng cua ré cay.

e dung vi khuan bao boc 16p bén ngoai cac hat gidng duoc trong & cac khu vuc c6
nguy co bi sa mac hoa.

e phan huy chét diét co nho tai lap trinh "Escherichia coli”

3.2. Sinh hoc toéng hop véi céac loai khac
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Ngoai vat chua la cac vi khuan va nAim men ra, con ¢6 nhiéu nd luc &ng dung céc vat chu
khéc nita. Vi du: san xuit to nhén (protein lua kéo) bang sira cia chudt chuyén gen. Céc
vat chu 1a dong vat nudi cho thay hiéu qua hon so vé&i su biéu hién va tinh ddng nhit cua
mot loai vi khuan nao dé.

Gan day, sinh hoc tong hop ciing dd dwgc dé xuat nhu 1a cac chién lugc méi cung cap
cho céc tng dung diéu tri, ching han nhu cac mach gen s& duoc ldp rdp vao cac thiét bi
cam bién sinh hoc. Cac mach thiét ké nay s& theo dbi, dinh lugng va chira bénh bang kha
nang cam bién cac tin hiéu bénh tat, tao ra va giai phong phan ti diéu tri theo yéu cau.
Mot phat trién khac gan day da nham muc tiéu dén viéc diéu chinh lai gen gay anh huéng
dén kha ning sinh san. C4c tng dung tiém ning 1a loai trir dugc cac cian bénh nguy hiém
do mudi gay ra nhu bénh st rét va sot xuat huyét, giam thiéu su phat trién cua thudc
phong trir cac vat gay hai va thuéc trir sau, va tiéu diét tan géc cac loai xam lan dia
phuong. Tuy nhién, sy phét trién nay c6 tac dong quan trong dén khia canh moéi truong va
an ninh, va quan ly rui ro.

3.3. Sinh hoc tong hep trong cac loai thuc vat

Céc con dudng chuyén hoa tong hop duoc thiét ké dé biéu hién trong céc vat cha di hop,
dac biét 1a céc vi sinh vat. Tuy nhién, doi voi mot loat cac ung dung, cac loai thuc vat s&
dap tmg dugc cac yéu cau cd lién quan, vi du nhu dé san xuit cac hop chat co quy md
cdng nghiép hoidc d& dang nham dich cac vach té bao dé san xuat sinh khéi hiéu qua hon.
Cung voi cac tién bo trong céng nghé sinh hoc thuc vat gan day, loi ich thuc té thu dugc
tir cac phwong phép sinh hoc tong hop di dwoc tng dung thanh cong boi cong dong cong
nghé sinh hoc vi sinh vat. Bic biét 1a cac ky thuat lap rap ADN ciing dd dugc cac nha
nghién ctru vé thuc vat hoc thdng qua. Tuy nhién, su phat trién trong linh vuc sinh hoc
téng hop & thuc vat bi cham hon so véi cac hé thdng vi sinh vat.

Déi véi linh vuc thyc vat, Arabidopsis thaliana 1a sinh vat mau. N6 chia rat nhiéu thong
tin vé chirc nang gen hodc cac con dudng chuyén hoa va diéu tiét gen da duoc tao ra boi
cac nghién ctru co ban. Vi vay, n6 dugc xem nhu 1a loai thuc vat c6 gia tri tuong duong
vé6i Escherichia coli hodc cac loai men, va c6 thé st dung né nhu mét sinh vat nén.

Cho dén nay, kién thirc vé cac gen thuc vat néi chung con hiém va do d6 ciing rét it kién
thire 1ién quan dén cac con duong chuyén hoa tong hop sinh hoc thuc vat. Vi thé, kha
ning thao tac cta ching chi gidi han & cac gen nham dich da duoc chon loc va c6 dic
diém tét. Ngoai ra, su biéu hién qua muc trang thai bén caa cac gen chuyén gen lam han
ché viéc tai ciu tric cac con dudng chuyén hoa sinh héa phuc tap (Giuliano 2014). Do
do6, diéu quan trong la phai hiéu r6 dugc cac enzym c6 cac dic trung va cac yéu t6 hoa
hoc quyét dinh tac dong dén cac dic tinh chic nang. Cac phuong phéap thanh cong cua
sinh hoc tong hop bao gom viéc thiét 1ap pho phan tich cac phan tir phién ma cua céc loai
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thue vat da duoc lua chon dé chon loc cac gen (hoac cac bo phan) ndi bat ma s& dugc
dung dé tap hop cac con duong chuyén hda tong hop. Chi khi giai ma duoc sy phuc tap
cua chirc ning diéu tiét gen méi c6 thé dat duoc cac két qua nghién ciu sinh hoc téng
hop cubi ciing, tac 1 viéc didu chinh nhitng thay d6i vuot qua giGi han caa su bién doi tu
nhién. Céc bao céo vé phuong phap tiép can sinh hoc tong hop trong thuc vat hién chi
gidi han trong cac phan tir va thiét bi dong ngit diéu tiét tong hop cho viéc thao tac biéu
hién gen va diéu chinh mang luéi tin hiéu theo khong gian va thoi gian (Cabello va cong
su, 2014). Mic du da dat dwgc mot sé thanh cong, nhung viéc chuyén da gen van con kho
khan.

Nhitng thach thirc 16n trong &p dung cu thé cho linh vuc cdy trong bao gém kha ning du
doan lwa chon cac phuong phap tiép can bang céach thiét 1ap sb luong gen dé thao téc;
cling nhu viéc xac dinh cic tuong tac tiém ning va phuong thirc twong tac. Thach thirc
cua linh vuc sinh hoc tong hop trong pham vi céc lodi thuc vat bao gdm tao ra cac md
hinh tich hop dé dé& dang du doéan céac cong nghé ki thuat. Dbi véi van dé nay, thanh phan
quan trong phai dong nhat vai cach thirc cac mang luéi diéu trinh cua thyc vat phan (ng
lai Vi cac thay doi.

Cabello va cong su (2014) nhan manh nhiing tién bo trong sinh hoc tong hop thuc vat
bao gom sy phat trién cua cac yéu té kiém soét tong hop, thiét bi chuyén mach cho thao
tac biéu hién gen va xay dung cac mang tin hiéu theo khéng gian va thoi gian, tao thanh
cong con dudng chuyén hoa tong hop dé tao ra cac alkaloids halogen héa trong vi khuan
Catharanthus roseus va tai lap vi tri cia con duong chuyén hda toan bo enzym
cytochrome P450 monooxygenase (Cytochrom P450 la hé théng enzym thudc nhém
monooxygenase cé trong hau hét cac co thé séng) tir mang lugi noi chat, 1a mot hé thdng
cac xoang va tii mang nam trong té bao nhan thuc dén chloroplast (lap luc, hay chinh l1a
bao quan, tiéu don vi chirc ning trong té bao thuc vat va tao). Ngoai ra con bao gom cac
b4o c4o md ta su phat trién caa bd cam bién sinh hoc auxin hoic thiét ké cua con duong
truyén tin hiéu tong hop, cho phép phat hién maoi lién két mot chat chuyén hoa véi sy
biéu hién cac gen muc tiéu.

3.3.1. Lap rdp cdc con dwong chuyén hoa theec vat trong cac vidt chi khac loai

Sir dung vat chi khéac loai phai hd trg su tiép can nhanh va hiéu qua hop chat mong
muén. Viéc diéu chinh cac tham sb biéu hién cho vat cha méi va toi wu héa codon hon
nita 1a nhitg diéu kién tién quyét dé dat dugc muc tiéu nay (Li va Pfeifer 2014). Mac du
d3d c6 nhiéu tién bo nhung viéc chon loc dugc vat chu thich hop 1a mot viéc day thach
thie. Khi loai trir mot trong hai vat chi, vat chia méi cé thé xay dung theo quy trinh tir
dudi 1én dé toi wu hoa chirc ning cua té bao va cac san pham khac loai (heterologous
production). Tuy nhién, cdng nghé vi sinh vat trong cac con dudng chuyén hoa thuc vat
cling s& phai tao thuan loi cho viéc kham pha cac gen tong hop sinh hoc va chi ra cac xu
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huéng tong hop chuyén hoéa thuc vat, va do d6 né 1a mot budc thiét yéu dé hudng dén
viéc ung dung cac tiém nang cua sinh hoc tong hop (Facchini va cong sy, 2012). Viéc lap
rap cac con duong chuyén héa trong cac loai men, trong truong hop dic biét, cé thé gop
phan kham phé ra céc chtc nang gen, dac biét 1a khi khong thé biéu thi dic diém cua
enzym trong phong thi nghiém (in vitro), dé t6i wu héa hiéu qua caa con dudng chuyén
hoa, va cling duoc xem nhu 1a nén tang sinh hoa t6 hop dé tao ra cac phan tir méi trong
cac loai thyc vat.

Su quan tam doi voi ki thuat chuyén hoa thuc vat dang ngay cang ting khi ma cac loai
thuc vat dugc cho 1a kho chira khong 16 céc tinh chat c6 hoat tinh sinh hoc tu nhién rat
quan trong cho nganh san xuat duoc pham va cong nghé sinh hoc (Xu va cong sy, 2013).
Céc san pham nay hién nay chu yéu duoc chiét xuat tir cac ngudn thuc vat dia phuong
hoac béan téng hop tir cac san pham trung gian da phan chiét. Hiéu suat cia ca hai quy
trinh nay thap va quy trinh tinh ché san pham dau ra cudi cung phuc tap. Qué trinh téng
hop ¢6 thé can phai dung dén chat xuc tac doc hai hodc can phai co cac diéu kién phan
g dac biét. K¥ thuat cai bién con duong chuyén héa vi sinh vat 1a mot phuong phap co
thé khic phuc dugc nhitng giéi han nay, va mang dén tiém niang tng dung cac vi sinh vat
c6 kha nang bién doi gen. Khi ngay cang nhiéu bo phan trong hé gen va céc thiét bi da
duoc mo ta rd dic diém (thi du cac thu vién luu trir chat hoat héa tdng hop hodc cac noi
thuc hién lién két ribosome tong hop ludn san cd) va chi phi tong hop ADN ngay cang
giam, c6 thé dé dang thiét ké va tao ra cac nha may té bao thiét ké riéng biét c6 nang suat
cao, c6 kha ning ché tao ra cac san pham va nhién liéu tu nhién.

Do d6 khong co gi dang ngac nhién khi mét trong nhiing tng dung tiém ning 16n cua
sinh hoc tong hop st dung cac ngudn thuc vat 1a qua trinh tai thiét con duong chuyén hoa
tong hop sinh hoc thuc vat trong cac vat chu khac loai (Li va Pfeifer 2014). Giong nhu
cac codon c6 thé duoc téi wu hoa hoic loai bo duoc cac chudi trinh ty khong can thiét.
Céch tiép can nay cho thiy mét trong nhitng wu diém quan trong nhat caa sinh hoc tong
hop so véi k thuat trao d6i chat “don gian” d6 13 co thé san xuét voi niang suét cao. Viéc
lya chon mat trong hai con duong chuyén hda sin c6 ma da duoc tdi wu hoa ciing s& c6
kha nang thiét ké duoc mot con dudng chuyén hoa nao d6 tir chirc ning cia Cac
gen/enzym da biét. Muyc tiéu chinh 1a c6 thé cung cap duoc cac md hinh tiép can nhanh
chéng va thiét thuc cho dén cac hop chat mong mudn. Trong bdi canh nay, sinh hoc tong
hop déng vai tro cot yéu trong viéc cai thién qua trinh biéu hién gen va ting ning sut.
Men (Saccharomyces cerevisiae) 1 vi sinh vat s& duoc chon lya dé c6 thé tai cdu trlc cac
con dudng chuyén hda thuc vat phirc tap. Ly do lya chon loai men nay la do né cé cac
md hinh chuyén hda & cap bo gen va cac ngudn gen ludn sin cd, va quan trong hon do 1a
viéc tdi wu hoa biéu hién va hoat tinh ctia cac enzym thuc vat can doi hoi ¢ céc té bao
sinh vat nhan chuan. Céc vat cha vi sinh vat cé thé diéu chinh dé tao ra day du céc cip do
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cuia cac tién chat trao d6i chat va 1a diém khai dau dé timg bude cho ra doi cac gen thuc
vat dé san xuat cac san pham trung gian trong pham vi con dudng chuyén héa muc tiéu
dén viéc tao ra cac con duong chuyén hda méi. Cac thach thuc bao gdbm viéc tim ra lra
chon céc yéu té diéu tiét toi wu dé téi wu héa con dudng chuyén héa lién tuc ciing nhu
khic phuc nhitng han ché do hanh vi d6ng hoc cua céc hé thdng sinh hoc phic tap. Mic
dd cd nhitng thach thirc nhu vay, ca vi khuan Escherichia coli va Saccharomyces
cerevisiae déu di duoc tng dung thanh cbng trong san xuat axit béo, terpenoid,
flavonoid, polyketides va alkaloids.

Ngoai vi khuan Saccharomyces cerevisiae va Escherichia coli, Candida utilis,
Streptomyces avermitilis va Bacillus subtilis con dugc su dung nhu nhirng vat chu di hop
dé san xuat cac san pham dong vi phong xa c6 ngudn gbc thuc vat, nhu lycopene tir ca
chua, artemisin chong sét rét tir Artemisia annua va paclitaxel (taxadiene) véi cac dac
tinh chéng ung thu tr Taxus brevifolia. Mot vi du khac la san xuit isoprenoids ¢
Escherichia coli.

Cac izng dung tién tién cua vi sinh vdt trong linh vuc nhién ligu sinh hoc

Chat trao d6i cua nam men duoc bién d6i thanh hydrocacbon dic biét hoic tao ra phan ti
nham dich 1a chat farnesene. Nam men sir dung duong nhu chat dinh dudng va la nguyén
licu cho nha may té bao (Amyris 2014). N6 c6 thé dugc thiét ké theo cach bién dbi truc
tiép duong thanh san pham isobutan sinh hoc dich cudi cing va la xing octane cao
(PCSBI 2010, Bioenergies 2014).

LS9 d3 phat trién mot cong nghé nén sir dung hiéu qua tu nhién cua su tong hop axit béo
cua vi sinh vat dé tao ra nhiéu loai nhién liéu va hda chat. Cac vi sinh vat duoc bién doi
bang sinh hoc tong hop cho phép thuc hién chuyén di chi cin mot budc carbohydrate téi
tao (duwdng) thanh diesel hoac este methyl axit béo va mot alkane (BIO 2013). Pé dat
duoc didu nay, cac gen tong hop sinh hoc cua alkane duoc bién ddi thanh Escherichia
coli.

Céch tiép can khac dé ung dung sinh hoc tong hop la san xuat cac nén tang cdng nghé xu
ly sinh hoc théng nhat dé tiép tuc tng dung trong san xuat nhién liéu sinh hoc. Qua trinh
nay hoat dong thdng qua cac vi sinh vat da duoc thiét ké dé tao ra cac dac tinh ma cé thé
cho phép ching phan hay thyc vat, sinh khéi va chuyén d6i né thanh hydrocarbons c6
cac dac tinh cua nhién liéu sinh hoc tién tién. Cac yéu cau ddi véi mot sinh vat nhu vay 12
da dang con dudng chuyén hoa dé san xuat hydrocarbon va kha ning tao ra enzyme du dé
thuy phén cellulose va hemicellulose hiéu qua. Mot vi du trong linh vuc nghién ctru nay
la viéc san xuat nhién lidu sinh hoc tir co k& My (Panicum viragtum L.) sir dung
Escherichia coli, ma khéng can thém enzyme. Mot vi du khac 13 cyanobacteria dé chuyén

41



carbon dioxide, nudc chua xtr ly va anh sang mat troi thanh hydrocacbon long cé chuc
ning twong dwong dau diesel va ethanol (sang ché sb 7.981.647 va 7.968.321 cua M¥).
3.3.2. Pdnh gid cdc iwng dung hién nay trong cac hé théng mo phéng theec vit va thuec
vdt bdc cao

Nhiéu nd luc tap trung vao viéc thao tac dic diém sinh Iy va con dudng chuyén hoa cua
cac loai tao va thuc vat bac cao dé san xuat ra cac san pham va hop chat mong mudn,
trong d6 hién cac nhién liéu sinh hoc (bioethanol, biodiesel va H,) va dugc pham dang
thu hat su quan tdm 16n nhat. Trong bdi canh ndy, cac céch tiép can sinh hoc tong hop
cling cho phép tao ra cac hop chat véi céc tinh chat hda hoc méi. Khong chi Prokaryotic
(cyanobacteria) ma tao eukaryote ciing c6 thé 1a mot sinh vat muc tiéu dé san xuat nhién
liéu sinh hoc tién tién (vi du butanol thdng qua quang hop); chiing ¢6 nhiéu loi thé co thé
st dung trong phan ung sinh hoc (quang) (khéng can dit canh tac) va c6 thé duoc lap
trinh dé khong can nudc ngot. Ngoai nhién liéu sinh hoc, tao ciing ¢ thé dugc st dung
dé san xuat c4c san pham lién quan dén dugc pham nhu axit béo omega-3, vi du: DHA
(docosahexaenoic acid) va EPA (axit eicosapentaenoic), ARA (axit arachidonic, axit béo
omega-6), chat diép luc, carotenoid, phycocyanin, allophycocyanin, phycoerythrin,....
Dung tdo dé tao ra cac hop chat mong muén

Do viéc thao tic gen phan tir cia tao eukaryotic va/hoic tao lam prokaryotic dé hon so
véi céc loai thuc vat bac cao nén linh vuc nay dang phat trién nhanh hon. Cac ung dung
tiém ning bao gdm san xuét nhién liéu sinh hoc, cudi cung la chuyén doi truc tiép anh
s&ng mit troi thanh nhién liéu. N6 ciing c6 thé duoc st dung dé thay thé viéc san xuat
sinh khéi trén dat canh tac va thay vi sir dung nuéc ngot, ¢6 thé dung bién, nuéc ngam,
tham chi 1a nuéc thai. Nhién liéu sinh hoc va cac san pham phu cé thé dugc téng hop tir
nhiéu loai tao khac nhau.

Viéc sir dung tao va vi tao dé san xuat nhién liéu sinh hoc 1a mét ang dung hap dan do
chdng cé kha nang tich lity lwong lipid cao va do ham lwogng tinh bot cao nén la mot
nguon du phong tét cho qua trinh san xuét ethanol sinh hoc. Thém vao d6, ching co thé
duoc nudi cay véi ché do dinh dudng ré tién, co toc do ting truong nhanh hon so voi
thuc vat trén can va c6 kha ning tao sinh khdi cao. Vi chling c6 thé thay thé cho cac loai
cay trong nhién liéu sinh hoc hién nay, vi du nhu dau twong, ngd, hat cai dau va cac
nguyén li¢u lignocellulosic, nén ching ciing c6 thé thich mg dugc cac moi truong kém
thuan loi hon (dat khong pht hop cho ndng nghiép, nuéc bién va nudc lg ven bién), thém
vao d6 n6 co thé la bién phap xir ly chat thai du phong.

Vi tao c6 thé phat trién bing phuong phap tu dudng (quang hop trong diéu kién anh sang
thich hop), di dudng (khong c6 anh sang, doi hoi nguén carbon hiru co), va hdn hop (su
két hop cua quang hop va ngudn carbon bén ngoai). Sau cling, n6 c6 kha ning thich tng
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véi lodi vi khuan. Vi tao duoc thu hoach bang phuong phap ly tam, két bong, raa troi,
hoac loc.

Céc k¥ thuat nudi trong tao va vi tao bao gom cac hé théng ao ho 16 thién cé thé 1a tu
nhién nhu hd, dam pha, ao hoic nudc thai, ao nhan tao, hoic cac thung chaa va két. Ao 16
thién 1a cach pho bién nhat va ré nhat dé san xuat sinh khéi quy md 16n va dic biét dung
dé nuoi dudng cac gidng c6 ham luong dau cao.

Tuy nhién, cac hé théng 16 thién ciing doi hoi can c6 hé théng kiém soat chat ché dé tranh
6 nhiém, béc hoi nuéc, chat gay 6 nhiém, vi khuan xam nhip va nguy co phat trién cac
loai tao khac. Kich thich ting truéng 1a can thiét, it nhat 1a khi gan cubi giai doan ting
truong do ty 18 bé mat va khéi lugng tiém an thap va sy khuéch tan CO, vao khi quyén.
Ngoai ra, cac bé phan ung sinh hoc-quang hoc khép kin s& tao ra mot méi trudng duoc
kiém soét ¢ thé tao ra mat do té bao cao hon va cho phép san xuit cac duoc pham, dinh
dudng va my pham tinh khiét. Nhuoc diém chinh cia hé thong khép kin 1a chi phi cao
(xay dung, khtr tring) va khu vuc chiéu sang nho. Cé thé lya chon phuong phap nudi cay
lai d¢ can bang nhiing loi thé va kho khin trong ca hai h¢ théng nay.

Tao la mot trong nhitng ngudn nhién liéu sinh hoc bén viing day tiém nang trong linh vuc
nang luong tai tao trong twong lai. Mot s6 linh vuc nghién ctru dé san xuat nhién liéu sinh
hoc dua trén tao va vi tao, da duoc chinh thirc phan loai 1a thuc vat bac thap hon va vi
khuan cyanobacteria, day 1a loai vi khuan c6 kha ning quang hop oxy. Lipid, chang han
nhu triacylglyceride (TAG), va carbohydrate, duoc chiét xuat tir tao, c6 thé duogc sir dung
lam ngudn dé ché bién thanh dau diesel sinh hoc va ethanol. Tao thudng duoc bién doi
gen dé co thé cho phép thich &ng véi qua trinh san xuat nhién liéu sinh hoc néng nghiép
va cong nghiép. Do dé cong cu sinh hoc tong hop ciing bao gom trong san xuat lipid va
tao sinh khéi va tiép tuc cac chién luoc tdi vu héa cho cac cong cu ndy. Thach thuc l1a
lam thé nao phat hién ra ching tao 1y tudng cho viéc san xuat ¢d hiéu qua nang luong
sinh hoc va hoat dong quang hop va thich nghi véi su thay doi nhiét d6, anh sang, do man
va mam bénh trong hé théng néng nghiép.

Céc loai tao bién Iép Chlorophyceae, Eustigmatophyceae (f.i Nannochloropsis sp.) va
Haptophyceae duoc st dung dé san xuat nhién liéu sinh hoc va cac héa chat hitu co cong
nghiép khac nhung nhiéu loai tao va cac vi khuan cyanobacteria hoat tinh quang hop
khac dugc ding trong thir nghiém tim kiém nhitng Gng cir vién nhién liéu sinh hoc tiép
theo.

San xuat nhién liéu sinh hoc tir sinh khoi

Céc nd luc dé nang cao hiéu qua chuyén d6i ning lwong va san xuat nhién liéu sinh hoc
tir chat thai ndng nghiép phi lwong thuc sir dung céc ky thuat sinh hoc tong hop cac loai
nguyén lidu nhu than ciy ngd, rom, cu ¢4, co dai, gd dim va c4c loai cdy sinh khoi
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chuyén dyng nhu mia, ngd, ngii c¢ va co dai. Myc tiéu 1a san xuat nhién liéu va cac san
pham hoa hoc c6 gia tri khac tir cac vat liéu ban dau don gian, ré tién va c6 kha ning tai
tao mot cach bén vitng. Nhiéu phwong phap sinh hoc tong hop dung thay thé cac phuong
phap san xuat nhién liéu sinh hoc hién nay bao gom san xuét xenluloza ethanol (c6 ngudn
géc tir vo té bao chir khong phai 1a ngd) va san xuit cac loai rwou cd nguén géc sinh hoc.
Céc loai ruou ngudn gdc sinh hoc ¢ tiém nang rat 16n, dugc 1am bang sinh hoc tong hop
va duoc dung dé san xuét butanol. Gidng nhu ethanol, butanol duoc san xuat bang qué
trinh 18n men duwdng va tinh bot hoac nho qua trinh phan hay cellulose. Céc cong ty va to
chuc, nhu Agrivida, Amyris, JBEI, British Petroleum, DuPont, Gevo, Global
Bioenergies, LS 9, Inc., da thr nghiém va tng dung thanh cong phuong phap sinh hoc
téng hop dé san xuat nhién liéu sinh hoc.

Hiéu qua trong san xuat nang lugng sinh hoc c6 thé ting 1én khi diéu chinh cac thanh té
bao thuc vat dé ting kha ning tiéu sinh khéi lignocellulosic. Agrivida d3 tao ra duoc
cong nghé k§y thuat phan tir INzyme™ doc quyén. Cac enzyme bién ddi c6 thé cho phép
chuyén d6i hiéu qua dang ké thanh té bao thuc vat thanh duong théng qua qua trinh tao ra
cac enzym ngu dong, sau d6 cac enzym nay s& duogc kich thich phat trién khi vao mua thu
hoach 1Ga my, ngé....

Céc enzym da duoc bién do6i nay cd thé tang pham vi sinh khdi rong hon va hiéu qua hon,
do d6 c6 thé tan dung c4c chat thai ndng nghiép nhu than cdy va rom, va gd dé sinh khoi.
Mot sb nhién liéu sinh hoc hién c6 san duéi dang c6 san pham (ngan han), phat trién thi
diém (trung han) va duoc ky vong trong twong lai, khi cac cong ty da xac dinh duogc muc
tiéu phat trién cac ng dung trong linh vuc nay.

“Cay phat sang” (Glowing plants)

Mot nghién cau sau hon cho wng dung cac cong nghé ky thuat sinh hoc tong hop duoc
thdy rd trong thiét ké/ cong nghé tao ra cdy phat sang. Trong dy an c6 tén 1a "Thyc vat
phat sang", cac ky thuat sinh hoc tong hop va phan mém ciia Genome Compiler dung cho
viéc thiét ké va "in" ADN, duoc sir dung cho cac qua trinh chuyén d6i cua vi khuan
Arabidopsis thaliana. Cac qué trinh nay s& dan téi quéa trinh san xuét luciferase va
luciferin, ching phat ra anh sang yéu, mau xanh 14 cay khi c6 cac mach di truyén tir dom
dom. Cubi cing qué trinh tao ra cay nay dugc dat tén 1a "Thyc vat phat sang". Pollack
(2013) ciing ting ¥y twong nay thém mot giai doan nita d6 1a phat trién cua cac loai cay
phat sang nay dé co thé thay thé dén chiéu sang trén duong va nhitng loai hoa trong trong
chau thi s& c6 kha niang phat sang du dé cd thé doc sach.

Tuy nhién, nhitng lo ngai vé sy phat tan khong duoc giam séat va kiém soat cac sinh vat /
thuc vat sinh hoc tong hop nhu vdy chua c6 hé thong quy dinh nao can thiép vao truong
hop nay.

44



3.3.3. Céc ing dung dang néi

Sinh hoc téng hop khodng chiza té bao dé thay thé nudi cay té bao thuc vt

Nudi ciy té bao thuc vat cho phép tao ra duwoc cac chat chuyén héa thi cip bén viing
nhung diéu nay tao ra thach thirc boi san luong thap. Su bién doi trong nudi cay té bao la
mét trong nhitng yéu té quan trong diéu chinh chuyén héa va qua trinh tao ra protein. No6i
cach khac, sinh hoc té bao tu do 1a mét tiém nang dé san xuat ra cac hop chat mong muén
va dé két hop chat ché cac axit amin phi tu nhién da dugc ma héa ma khong bi gisi han
va khéng can thiét phai c6 cac té bao séng nguyén ven. Céac tng dung gan ddy cua linh
vuc sinh hoc tong hop khdng chira té bao bao gom san xuat khang thé (trong céc hé thng
c6 nén tang 1a prokaryote va eukaryote), duoc pham (vi du nhu véc-xin chdng lai bénh
lymphoma va sét rét) hoac cac chat xuc tac sinh hoc nhu hydrogenase va lipase. Cudi
cuing, viéc két hop céc axit amin phi ty nhién s& mang dén mot sé tng dung chang han
nhu tao ra sy tuong tac ligand-protein,cac liéu phap diéu tri bang sinh hoc va phan tich
sinh hoc.

Nhizzng biéu hién tam thoi cua sinh hoc téng hop trong céc loai thuec vat

Cac hé théng biéu hién tam thoi va su bién ddi duoc kiém soat cia ching 1a nhitng cong
cu quan trong trong sinh hoc tong hop thuc vat. Su bién d6i tam thoi cia cac md thuc vat
la rat nhanh va viéc san xuat cac protein tai to hop hoic cac san pham c6 hoat tinh cua
ching rat bén, va san lugng tao ra c6 thé cho phép tién toi san xuat thuong mai. Cac muyc
tiéu hap dan 1a viéc tao ra cac triterpenes (tién chat steroid trong ca thuc vat va dong vat)
c6 nhiéu pham vi @ng dung thuong mai tiém niang (dugc pham, thuc pham va cong
nghiép hda my pham,...) nhung khé thuc hién véi sinh hoc tong hop va cé it trong thuc
vat. Mot vi du khac 13 san xuit cac chat trung gian trong qua trinh sinh téng hop thudc
chbng sét rét artemisinin. Méi day, con duong chuyén héa da c6 budc tién 16n. Cu thé l1a
viéc san xuét cac hop chat thom dhurrin phu thuéc vao anh sang trong cac lap luc
(chloroplast) dugc xem la vi du dién hinh cua khai thac quang hop trong sinh hoc téng
hop.

Nhiém sdc thé siéu nhé duroc thiét ké trong cac loai thuc vdt

Gidng nhu & nam men va dong vat c6 vd, nhiém sic thé nhan tao cd thé tao ra bang cach
st dung cac phuong phap tiép can tir dudi 1én hozc tir trén xudng dé dugc dua vao cac
loai thuc vat. Cac tng dung trong twong lai duoc dé xuat bao gdom thiét ké cac nhiém sic
thé theo céc dac diém mong muén va thiét ké chiing theo céch co thé chuyén tir thé hé
nay sang céc thé hé ké tiép, dam bao chuyén giao hiéu qua dén hau hét cac thé hé con.
Bang cach chuyén cac nhiém sac thé mini tir chat gay cam ¢ng haploid téi cac dong muc
tiéu, rdo can lien két cé thé duoc loai bo. Cac nhidm sic thé mini cé thé duoc dua vao
mot sé loai khac nhau, mang nhiéu tinh chat c6 loi nhu toan b con duong sinh hda dan
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dén sy thich nghi va cai tién cua cay trong thuc dia (vi du khang sau bénh, pham chat
dinh dudng, nang suét ...).

Ngoai Arabidopsis ra, ki thuat dua thanh cong nhiém sic thé mini vao cac loai thuc vat
trong diém nhu ngd, trong d6 nhiém sic thé du thira hay nhidm sic thé B 1a muyc tiéu
chinh do sy bién d6i cua chung lam thay doi kiéu hinh. Céac nghién ctu trong tuong lai sé
tap trung vao viéc sira ddi cac nhidm sic thé trong co thé va tranh cac van dé tiém tang
trong qué trinh giam phan.

“Ld cdy nhdn tao”- dung ndng leong mdt tréi nhw ndng lwong sinh hoc d@é san xudt
nhién liéu mat troi

Mot nhanh cuaa sinh hoc téng hop 14 phuong phap quang hop nhan tao, hay tao ra céc
thuc vat hap thu hiéu qua hon nang luong mat troiva truc tiép chuyén déi n6 thanh nhién
liéu. Trong pham vi nay, thiét ké “1a cay” nhan tao da duoc dé xuat, véi khai niém chinh
la str dung anh sdng mit troi dé tao ra hydro va cac nhién liéu khac c6 hiéu qua hon nhiéu
S0 Vai tao sinh khéi tir 14 cay that. Cac nha nghién ciu & Anh hién tap trung chinh vao
viéc chuyén doi truc tiép anh sang mat troi thanh “nhién liéu mat troi” bang cach nd luc
sir dung cac phan ng hoda hoc twong tu nhu quang hop nhung trong mot hé théng nhan
tao va san xuat nhiing loai nhién liéu long géc carbon thong qua céc coéng cu sinh hoc
téng hop.

Trung tam quang hop nhan tao California da tap trung vao viéc thiét ké la cay nhan tao
nhd vao cau trlc cua hai dién cuc duoc nhing hoan toan trong dung dich Iong. Mai dién
cuc gom mot vat liéu ban dan duoc lua chon ki ludng dé thu ning lwong anh sang tir mot
phan cu thé trong viing quang phd mit troi. Qua trinh nay sir dung céc photon tir 4nh séng
mit troi dé phan tach cac phan tr nude thanh oxy va hydro dé c6 thé sir dung 1am nhién
licu. Ngoai ra con cd nhitng nghién ciru twong tu Vé viéc ung dung niang luong mit troi
dé san xuat cac nhién liéu thay thé, bao gém nhiing phat trién tng dung trong linh vuc
nhién liéu nang luong mat troi, HyperSolar photoabsorbers hoac qua trinh héa hoc quang
hop nhan tao.

Khéi niém vé quang hop nhan tao gidng nhau trong moi cach phwong phap tiép can, do
la: str dung ngudn nang luong 16n nhat 14 mat troi, két hop tich trir nang luong trong
nhién lidu hoa hoc. Thach thuc ¢ day chinh 13 viéc téi vu hoa tit ca cac budc san xuat &
gitta va stir dung anh sang mot cach hiéu qua nhat.

IV. PANH GIA RUI RO VA QUAN LY RUI RO

4.1. Cac phwong phap danh gia rii ro hién tai

Cac phuong phap tiép can hién tai ddi voi viéc danh gia rai ro cay bién d6i gen & Lién
minh chau Au (EU) duoc x4c dinh bing cac vin ban huong dan cua EU va huéng dan
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ciia Co quan An toan Thuc pham chau Au (EFSA) va d6i pho véi viéc tiép thi thuc pham
va thirc an nuoéi, st dung cho cdc muc dich ngoai luong thuc va thirc an chan nuoi, va
phong thich vao méi truong (EFSA 2011, 2010a, 2009, EC 2001, 2003, 2013). Danh gia
rai ro duoc dic trung bai bén bude khac nhau: xac dinh nguy co, mé ta dic tinh nguy co,
danh gia phoi nhiém va mé ta dac tinh rui ro.

Ngoai ra, cac yéu té sau 1a mot phan cua thu tuc danh gia rai ro hién tai:

I) Panh gia rai ro cay bién d6i gen (GM) va thuc pham va thic an chian nudi (EFSA
2011):

- Bic diém sinh vat hién va cay nhan

- Thay dbi gen va céc hau qua vé chirc ning cua ching

- Céc dic diém ndng hoc va kiéu hinh cua cdy GM

- Bic diém vé thanh phan cua cdy GM va thire an va thire an c6 ngudn goc

- Boc tinh tiém an va di ¢tng caa san pham gen (protein, chat chuyén hda) va toan bo cay
GM va céc san pham c6 ngudn goc tir do.

- Ché d6 an udng va tiém ning tac dong dinh dudng

- Anh huéng caa qua trinh ché bién va luu trit 1én cac dic tinh cia san pham tir cdy GM.
i1) Banh gia rai ro méi treong cua cdy GM (EFSA 2010a):

- Su ton tai va xam 1an bao gom dong di chuyén gen tir ciy sang cay

- Chuyén gen thyc vat sang vi sinh vat

- Tuong tac cua cay GM vai cac sinh vat muc tiéu

- Tuong tac cua cdy GM vai cac sinh vat khong phai la muc tiéu

- Tac dong cua k§y thuat canh tac, quan ly va thu hoach cu thé

- Anh huéng ddi vai cac qua trinh sinh dia héa hoc

- Anh huéng ddi véi sic khoé con nguoi va dong vat

- Giam sat moi truong sau khi ban trén thi truong

Panh gia rai ro cua thyc vat bién doi gen khong dung lam thuc pham hay thire dn chin
nudi c6 cac yéu td twong tu nhu nhirng dic diém trén (EFSA 2009): dic tinh phan ta, sy
an toan cho nguoi va dong vat (vi du nhu tinh chat cau thanh, doc tinh), sy an toan cho
moi trurong, giam sat.

Véi ca ba tai liéu huong dan caa EFSA, céch tiép can so sanh duoc coi 1a mot phan quan
trong trong danh gia rai ro. Bén canh dac tinh phén t, no tao co sé cho viéc danh gia cac
thay ddi dy dinh cua kiéu hinh cay trong, dac biét 1a dé phat hién bat ky tac dong khong
mong muon nao:
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« "Céc tac dong ngoai y muédn co thé dugc phat hién théng qua viéc so sanh cac dic tinh
ndng hoc, kiéu hinh va dic diém thanh phan téng hop" (EFSA 2011)

« "Panh gia an toan so sanh duoc thuc hién tiép theo dé xac dinh nhitng khac biét gay ra
béi cac tac dong du kién hay ngoai du kién" (EFSA 2010a),

« "Céc phan tich thanh phan phai duoc thuc hién [...] dé x4c dinh va dinh luong nhiing
thay d6i khdng mong mudn c6 thé cé trong thanh phan cia cdy GM" (EFSA 2009)

Céac phuong phép so sanh duoc &p dung nhu 1a thanh phan chinh trong danh gia rui ro
sinh vat bién ddi gen (GMO) (OECD 1993). Chlng du kién cung cap théng tin quan
trong vé su twong duong dang ké giita cay bién ddi gien va nhitng cdy so sanh, trong
truong hop cdy trong lan truyén sinh san, dugc xac dinh 1a céc kiéu gen khéng GM c6
ngudn géc di truyén gan nhat cé thé véi cdy GM (EFSA 2011). Huéng dan EFSA cho
cay chuyén gen si dung cho cac muc dich khong lam lwong thuc va thic an chan nudi
dua ra nhitng nhan xét chi tiét vé céc cay bién ddi gen "bién d6i" dang ké, néi rang cac
cay bién d6i gen dang ké khdng thé so sanh thong ké so véi thyc vat théng thuong lam
cho viéc danh gia rui ro tré nén phuc tap va ton cong stc hon. Ly do 14 nhiing thay d6i di
truyén sau rong (vi du nhu viéc chén nhiéu gen) c6 thé dan dén su thay doi dang ké trong
qué trinh chuyén hoa va thanh phan cua cdy GM (EFSA 2009).

Pbi voi cdy GM khdng sir dung cho muc dich luong thyc va thirc anchan nuéi, Uy ban
GMO cua EFSA van cho rang dai da s sinh hoc co ban cia cdy GM va cay so sanh
khong GM s& van nhu cii. Do d6 mot mic so sanh nhat dinh vai mot cay di chiéu khong
GM sg ludn ludn phu hop.

4.2. Kha ning ap dung cac phwong phap hién tai 1én cay tréng dwoc tao ra bing bd
gen tong hep

Theo dinh nghia, sy trao d6i chat va ciing 1a sinh 1y hoc caa mét sinh vat tong hop sé& rat
khac véi bat ky cay thong thuong nao. Ngoai ra, cac cay trong duoc tao ra bai bo gen
tong hop khac nhau tly theo thanh phan, va moi qua trinh ky thuat téng hop cua cay
trong co thé dan dén cac quy trinh sinh ly va sinh hoc chua duoc biét dén. Vi ly do nay,
viéc 4p dung khai niém vé sy twong duong dang ké 1a khong thé va khdng kha thi.

Viéc danh gia rui ro va danh gid céc cy trong tong hop phai dugc thuc hién theo ting
truong hop cu thé va hudng vao tac dong tiém tang dbi véi sirc khoé con ngudi va moi
truong:

« Mtc d6 chénh léch vé dac diém sinh hoc chinh cua cy trong thong thudng ndi chung,

« COng nghé va khai niém cho thiét ké cay tréng tong hop,

« Céc nguyén ly sinh hoc va qua trinh xay dung vat liéu tong hop va cac chirc ning va
dic diém sinh hoc co ban caa sinh vat tong hop ¢ hé gen va cap do trao doi chat,
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« Chirc ning va hanh vi dy kién cua mot nha may tong hop,

« Thiét ké céc thir nghiém thuc dia can tinh dén céc tinh hudng ma mai trudng tiép nhan
ctiia nha may tong hop khac biét dang ké so véi méi trudng so sanh thich hop,

« Cac moi truong khic nhau lién quan dén cac chirc ning va muc dich sir dung du dinh
cua cdy trdng tong hop,

« Céc dic tinh sinh hoc va di truyén cu thé, vi du: Su biéu hién cua cac protein nhan tao,
cac co ché kiém soat mai,

« Lya chon céc cdy tong hop (endpoint) can phai kiém tra, c6 thé dua trén cac nghién cau
méi vé cay trong (DUS), ma c6 thé cung cap co so cho viéc thiét 1ap mot yéu cau toi
thiéu cho cay trong duoc tao ra boi b gen tong hop (UPOV 2011)

« Bién thé cua céc cay tong hop kiém tra phu thudc vao sinh hoc cua sinh vat tong hop,

« Panh gia dit liéu so sanh lién quan dén két qua phan tich dic tinh phan tu,

« X4ac minh moi tac dong khong luong trudc bang cac dit liu thir nghiém bo sung (vi dy:
kiém tra thuc dia, nghién cau an toan thuc pham)

« Véan d& do cac san pham cua cac cdy trdng tong hop (vi du nhu mot axit nucleic khac)
dua vao mdi truong co thé rat nguy hiém, va

« Can thiét phai kiém tra trong phong thi nghiém rong rai trudc moi thir nghiém phong
thich vao moi truong.

Pang chi ¥ 1a cac gen tong hop, va nodi chung nhiing dang séng mai khong co lich sir tién
hoa va khdng thé tim truy nguoc tir c4c t6 tién hoang d& (Norton 2010). Cach tiép can so
sanh thuong khdng thé ap dung duogc do thiéu lich sir tién hod va mdi quan hé cua cay
trdng tong hop cip cao hon (hé thdng sinh hoc khdng ton tai) va mot cay trong thong
thuong. Viéc danh gia rai ro doc tinh va di ang toan dién c6 thé cung cap nhitng dit liéu
bi thiéu. Cac phuwong phép tiép can dugc chap nhan trén pham vi qudc té 4p dung cho
viéc thir nghiém hoa chat trong thuc pham tao co sé cho viéc kiém tra va dinh luong cac
tac dung bét loi do cac phan tir nhan tao (ADN, protein, chat chuyén héa ...). Tac dung
dai han s& duoc kiém tra bang cac nghién ctiu theo liéu luong lap lai thich hop.

Nghién ctru cap thirc an cho loai gam nham trong 90 ngay dugc thira nhan rong rdi nhu 13
mot xét nghiém thich hop nhat dé phat hién ra mot loat cac diém doc tinh khi tién hanh
mét céch thich hop (EFSA 2008). Trong trudng hop cay tong hop, viéc nghién cau doc
tinh 1au dai c6 thé md ta mbi tuong quan giita lidu lwong va phan tng, du doan tac dong
cta doc tinh & mirc d6 phoi nhiém cua con ngudi, va cac gia thuyét kiém tra vé phuong
thirc hoat dong cuia cay tong hop va vat liéu c6 ngudn géc tir 6. Cac nghién ciru doc tinh
lau dai ¢ dong vat co thé xac dinh mot cach chic chin cac mic d6 tac dung bat loi
(NOAEL) khong quan sat thay dung cho viéc thiét Iap tiéu chuan an toan ddi véi viéc tiép

49



xuc lau dai caa con nguoi (OECD 2009). Cac di liéu vé doc tinh bo sung ¢ thé cung cap
thong tin dé nghién ctu tiém ning cua vat liéu gen nhan tao hoic cac protein méi xuat
hién tir cac cdy tong hop dé gay ra céc rdi loan phat trién, sinh san, hoocmon, than kinh
hay gdy ung thu & ngudi, va doc tinh caa vat liéu hitu co tong hop.

4.3. Panh gia hau qua thuc té va rii ro cia viéc phong thich vao méi treong thuc
vat dwoc tao ra bang bd gen tong hep

Tur nhitng dit liéu hién cd, kha ning viéc phéng thich thir nghiém céc cay trong tong hop
cip cao dung nghia trong twong lai gan va trung han 1a rit khé xay ra. Kha niang thuc té
hon 13 cic phuong phap sinh hoc tong hop duoc thuc hién cho su phat trién caa céc vi
sinh vat quang hop, vi khuan cyano va vi tao (tao don bao). Cac phuwong phap tiép can
khac nhau dé thiét ké lai bo may quang hop cua vi tao hoic 16 trinh mai dé san xuat céc
hop chét vai céc tinh chat hda hoc mai da duoc cong bo.

Vi tao bién doi bang k¥ thuat gen hién dang duoc st dung cho cac quy trinh cdng nghiép
khac nhau, trong d6 noi bat nhat 1a san xuat nhién liéu sinh hoc. Céc chién lugc danh gia
rai ro quan trong nhat cho céc kich ban phong thich nay da duoc md ta, cung cap cac khia
canh co ban can thiét vé vi tao dugc tao ra bing cac cong nghé mai, bao gdm sinh hoc
tong hop.

Vi tao c6 thé duoc nudi cay trong cac hé thong thiy vin khac nhau, tir ho a0 ngoai troi
dén cac bé phan tng sinh hoc kin véi méi truong kiém soat chat ché. Cac nguy co tiém
an c6 thé dugc xac dinh lién quan dén su khuéch dai quan thé vi khuan, vi tao (bao gém
cac sinh vat tong hop), chat doc va cac enzyme trong cac hé thong nudi trong dé co thé
gay nguy hiém cho méi truong va ca nhan. Mai qua trinh cd thé tao ra cac hop chat co
kha ning gy bénh, doc, gy nhiém hoic di timg. Do d6, moi tac dong cua kich ban phong
thich c6 thé dugc danh gia rai ro chi bang sy hiéu biét ddy du cua qua trinh si dung va
cac sinh vt tao cu thé duoc sir dung. Cac dic diém ky thuat cua sinh vat tong hop va
hanh vi cta chung trong cac diéu kién khac nhau can dugc hiéu rd va xac dinh dic diém.
Do d6, cac diém quan trong nhat lién quan dén danh gia rai ro cua viéc san xuat cac hop
chat cong nghiép bao gom nhién liéu sinh hoc bang tao téng hop la:

« d¢ trinh tat ca cac dir liéu c6 dugc vé (cac) vi sinh vat (vi du nhu cach tiép can sinh hoc
tong hop) va cac hoat dong du kién,

* mdt danh gia trugc cua phong thich vao moi truong,

« thong tin va thao luan lién quan dén nhitng anh huang thyc té hoac tiém an déi vai sirc
khoé hodc méi truong cua vi tao cling vai cac dic tinh kiéu hinh va sinh théi,

* Str dung céc dir liéu thuc nghiém ching minh khéng c6 tinh gy bénh (vi du: nghién
ctru doc tinh) c6 tinh dén:
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- su hién dién va mac do cua vat liéu tong hop hodc cac thanh phan mai khac
(DNA/protein tong hop, cac phan tir phi ty nhién v ..)

- su khac biét giira sinh vat tong hop va cac hé théng ty nhién. Vi du: Biéu chinh
gen, chirc ning trao doi chat, hoa hoc, céc thanh phan té bao, phan tng véi méi trudng

khac nhau

- tic dong cua nhing thay d6i khac 1én cac dic diém giai phau, dinh dudng va sinh
ly do qué trinh thiét ké tong hop

- thdng tin vé cc hoat dong thir nghiém thuc dia bao gom cac muc tiéu va ¥ nghia
cua hoat dong véi Iy do dé phong thich vao moéi trudng,

- 56 luwong va tan suét céc vi sinh vat dugc phong thich theo dé xuét,

- md ta day du vi tri bao gém céac dic diém vé dia ly, vat ly, hda hoc va sinh hoc,
va khoang cach dén noi cu tra hoic sinh hoat cia con ngudi, va

- md ta vé cac thi tuc khoanh ving dé xuat, cac thu tuc khan cp va giam nhe tac
dong tiém tang, va céac tha tuc cham dat hoat dong.

4.4. Nhirng can nhic vé an toan sinh hec déi véi cac Khéi ghép Sinh hoc (BioBricks)
dwoc sir dung cho sinh hoc tong hop
Khung co s& dé danh gia an toan sinh hoc 13 phan loai caa céc (vi) sinh vat cha thanh 4
nhém rui ro theo nhu bang sau (WHO 2004).

Phan loai rui ro

Dinh nghia

Giai thich

RGi ro nhém 1

Khéng co rii ro hay & muc thap
dbi v&i cong ddng va ca nhan

M@t vi sinh vat khdng gay ra bénh cho ngwoi hodc dong vat.

RGi ro nhém 2

RUi ro cd nhan & mdc vira phai,
rdi ro th&p cho céng ddng

M&m bénh c6 thé gay bénh cho nguoi hodc déng vét nhung
khéng gay nguy hiém nghiém trong cho nguéi lam viéc trong
phong thi nghiém, céng déng, vat nudi hodc méi triromg. Cac
phoi nhiém trong phong thi nghiém cé thé gay nhidm nghiém
trong, nhung c6 céc bién phép diéu tri va phong ngtra cé hiéu
qué va nguy co ldy lan bénh & mdc han ché.

RGi ro nhém 3

RUi ro cao cho ca nhan, rdi ro
th&p cho céng ddng

M&m bénh thuong gay ra bénh nghiém trong cho nguoi hodc
déng vat nhung khéng lan truyén tir ngudi bénh sang nguodi
khac. C6 cac bién phép diéu trj va phong ngtra hiéu qua.

RGi ro nhém 4

RUi ro cao cho ca nhan, va cong
ddng

M&m bénh thuong gay ra bénh nghiém trong cho nguoi hodc
doéng vét va co thé lay truyén tir nguoi ndy sang nguoi khac
mét cach truc tiép hodc gian tiép. Thuong chua c¢é céc bién
phép diéu tri va phong ngdra hiéu qua.

Do bét ky ky thuat méi ndo ciing cé thé gay ra nguy co rui ro déi véi sac khoé con ngudi,
dong vat hoac moi truong, Sinh hoc téng hop phai tuan tha cac quy dinh cu thé dé thuc
hién nghién citu mot cach co trach nhiém va an toan. Truong hop nay co6 lién quan dac
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biét d6i voi cac du an dy dinh phong thich vao méi trudng hoic sir dung cho muc dich
thuong mai.
Trong tAm cua dénh gia rai ro cac cu trac duoc thiét ké véi BioBricks™ thudng ap dung
an toan phong thi nghiém an toan dua trén huéng dan an toan sinh hoc cua Vién Y té
Quéc gia Hoa Ky (NIH) (Chi dan cho nghién ciru lién quan dén céac phan tir axit nucleic
tai to hop hoic téng hop) (NIH 2013) va WHO (Sé tay an toan sinh hoc trong phong thi
nghiém) (WHO 2004).
Diéu quan trong phai luu ¥ 1a khung phan loai nhém rui ro chi duoc st dung cho céc
phong thi nghiém. Tuy nhién, phan loai ndy cung cap co s& thuan tién va khoi diém cho
mot danh gia rui ro toan dién cua céc thiét bi BioBrick™ va c4u trdc cua né.
Viéc dat mot tAc nhén vao mot nhom rui ro dua trén mot quy trinh danh gia rai ro toan
dién xem xét c4c van dé sau (WHO 2004):
1) Tac nhan gay bénh va liéu truyén nhiém
2) Két qua tiém an caa phoi nhiém
3) Buong lay nhiém ty nhién
4) Cac duong lay nhidm khac, két qua tir thao tac phong thi nghiém (duong tiéu
hoa, khéng khi, nudt phai)
5) Tinh 6n dinh cia tic nhan trong mdi truong
6) Mat do cua tac nhan va khéi lwong cua vat liéu duoc ché tac
7) Su hién dién cua mot vat cha thich hop (nguoi hodac dong vat)
8) Thong tin c6 duoc tir c4c nghién ctru trén dong vat va cac béo cdo vé cac bénh
lay nhiém trong phong thi nghiém hoic cac bao cao 1am sang
9) Ké hoach hoat dong phong thi nghiém (sonication (nghién bang séng am),
aerosolisation (son khi héa), ly tam, ...)
10) Moi thao tac di truyén nao cua sinh vat c6 thé ma rong pham vi tac dong hoac
thay d6i do nhay cua tic nhan ddi véi cac phac d6 diéu tri hidu qua, da biét.
11) C6 san cac bién phéap dy phong hiéu qua hoic can thiép diéu tri ¢ dia phuong
Viéc phan cap mirc do an toan sinh hoc ¢6 tinh dén cac van dé sau:
« T6 chtc (kha nang gay bénh cia vat chi / tac nhan tiém ning)
« Phuong tién co san
« Trang thiét bi
4.5. Cac tac dong tiém tang caa sinh hec tong hop lién quan dén an toan sinh hoc
An toan sinh hoc trong bi canh sinh hoc téng hop 1a mot van dé quan tam Ién. Su phéng
thich vo tinh hoic cb ¥ céac sinh vat thu duoc tir cac ki thuat sinh hoc téng hop (= vi
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khuan tong hop) c6 thé co nhimg tac dong tiéu cuc dang ké dbi véi siac khoé con ngudi
hoac dong vat hoac moi truong

4.5.1. Tdc déng dén hé sinh thai

Phdng thich cé chu y va khéng chu y

Viéc phéng thich cé cha y va vé tinh cac sinh vat tong hop (bén ngoai viéc str dung trong
cac phong thi nghiém nghién ciru va cc co s& san xuat) c6 thé dan dén cac tac dong bat
loi d6i véi da dang sinh hoc. Do sy thay doi vé su thich hop sinh hoc, cac sinh vat tong
hop ¢6 thé tro nén xam lan manh hon, cho thay kha ning ton tai tang 1én hoac maot hinh
mau séng s6t dugc cai thién, va do d6 co thé 1am giam kha ning sdng s6t cua quan thé
sinh vat ban dia trong méi trudng séng bi phoi nhiém. Ngay ca khi tudi tho cua ching duy
kién bi gisi han dang ké thi van c6 thé xay ra nhirng gian doan ngan han déng ké trong da
dang sinh hoc (so sanh véi sy xdm nhap caa tao no hoa).

Sinh vat téng hop du dinh si dung trong pham vi hep

C4c vi sinh vat tong hop ban dau chi ¢ myc dich sir dung trong pham vi hep c6 thé vo
tinh duoc thoat ra moi trudng do do, tran hoac ro ri bé phan @ng sinh hoc (bioreactor).
Thong thudng cac loai sinh vat nay bi cho 1a chiu thich nghi kém va bat loi vé chon loc
S0 V&i cac quan thé hoang da. Tuy nhién, cac vi khuan co dic diém 1a cd kha ning thay
dbi tién hod nhanh chong va céc sinh vat tong hop vo hai hoic yéu c6 thé nhanh chéng
dat duoc nhimg dot bién c6 loi. RO rang rang cac sinh vat tong hop - mot khi duoc phéng
thich ra méi truong - khong thé thu lai duoc nira.

Budc dau tién trong viéc giam thiéu cac rai ro tiém tang caa cac sinh vat tong hop 1a dat
ra cac rao can vat ly gitip ngan ngua tinh ¢ phong thich vao méi truong. Khi viéc ngin
chan vat Iy c6 thé khong du, thi ngan chan sinh hoc dugc dé xuat nhu 1a mot giai phép
khic phuc cac nhuge diém cia nd. Pé ngin chin sinh hoc, cac nghién ciu sau duoc dé
Xuit va theo dudi:

a) Gay huy diét: "cong tac tiéu diét", "gen ty sat". Cach tiép can ndy c6 xu hudng bién doi
tr lai vé6i kiéu hinh muc tiéu bang cach bat hoat gen gay chét nguoi. Do tée do tién hoa
cao cua Vi sinh vat nén chién luoc nay dy kién s& khong dang tin cay.

b) Ngan ngtra chuyén gen ngang. Viéc ap dung cac ching khang fage hoic céc plasmid
thiéu céc chudi gen chuyén thich hop duoc dé xuat. Tuy nhién, viéc ngan ngira sy hap thu
ADN tu do bing bién di tu nhién caa cac vi sinh vat khoe manh sé& Ia thach thic.

b) Ngin chan dinh dudng. C6 thé thiét ké cac vi sinh vat tong hop dinh dudng thy dong
chi dua vao chat dinh dudng cd trong cac phong thi nghiém (in vitro). Viéc vo tinh phong
thich vao moéi truong s& dan dén chét té bao do doi. Cach tiép can nay c6 mot sé han ché
Vi c4c chat dinh dudng can thiét c6 thé c6 trong moi trudng hodc tac nhan dot bién dinh
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dudng thu dong c6 thé sir dung chat chuyén hoa tir cac sinh vat 1an can hoic chuyén gen
theo chiéu ngang c6 thé bu dép cho dét bién dinh dudng thu.

d) Ngan chin vé ngit nghia: Xenobiology (sinh hoc vii tru). Viéc ap dung céc nucleotide
stra d6i va/hoidc xuong sdng thay thé khac véi phospho-ribose va deoxyribose s& dan dén
su khong twong thich véi polymerase dién ra tu nhién, va sy giam ham sinh vat tong hop
cach ly khoi méi truong sdng duong nhu c6 trién vong. Tuy nhién, cac nucleotide phi tu
nhién va xuong séng thay thé trong cac axit nucleic c6 thé doc hai véi céc té bao thong
thuong.

Sinh vét tong hop dieoc dw dinh phdng thich vao méi trwong

Tréi véi kinh nghiém thu duoc tir cac vi sinh vat bién doi gen cho dén nay, dugc phong
thichi ra mot cach c6 cha y va thuong khdng hoat dong tdt trong méi trudng song cua
chdng, céc sinh vat téng hop dy dinh dua vao moéi trudng duoc thiét ké dic biét dé ton tai
trong cac diéu kién khic nghiét cia méi trudng. Chang cé thé thé hién nhing dic diém
mang lai loi thé chon loc trong méi truong séng tuong tng, 1am giam kha niang séng sot
cuia quan thé sinh vat ban dia trong hé sinh thai tiép xdc. Trong bbi canh nay, can 1am rd
1a cac chuyén gia danh gia rai ro va cac nha quan 1y cho dén nay chi cd it kinh nghiém
trong Vviéc xem xét cac rui ro tiém tang cua viéc phong thich sinh vat tong hop ¢ chi
dinh va ho khdng c6 kinh nghiém trong viéc xem xét cac rui ro tiém an phat sinh tur su
tién hoa cua vi sinh vat tong hop va tuong tac cia ching vai sinh vat ban dia trong moi
truong séng mai cua ching.

4.5.2. Chuyén déi vat ligu gen/ADN méi sang sinh vit bdn dia

Chuyén vat lidu gen tir sinh vat tong hop sang vat cha tu nhién cd thé dugc thuc hién
bang dong gen theo chiéu doc hoic bang chuyén gen ngang (HGT).

Chuyén gen theo chiéu doc

Cac gen dugc bién do6i co thé duoc truyén cho cac quan thé ban dia cung loai hoic cac
loai c6 quan hé gan nhau théng qua phan hoa hoic théng qua viéc trao doi hat gidng
khong can than nhu di xay ra véi sy phan tan cac gen bién ddi gen trong cac bién thé ngod
khong bién d6i gen & Mexico do hé thong phan tan hat giéng va thi truong ngii coc cau
tha.

Chuyén gen ngang

Chuyén gen ngang gitra cac vi sinh vat dugc truyén gian bang cach chuyén doi (hap thu
ADN tu do), lién hop (chuyén ADN gitra vi khuan théng qua tiép xdc té bao-té bao) va
su chuyén tai (chuyén ADN thong qua cac con virut). Van dé chinh trong viéc danh gia
rai ro phat sinh tir chuyén gen theo chiéu ngang la van con thiéu sy hiéu biét toan dién vé
tan suat chuyén gen ¢ moi trudng song tu nhién va cac co ché lién quan. Mic du nguoi ta
biét rang chuyén gen theo chiéu ngang ciing tham gia vao qua trinh hinh thanh sy tién
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héa ciia bo gen eukaryote. Lién quan dén viéc chuyén doi viéc trao doi vat liéu di truyén
bién ddi ciing co thé xay ra ngay ca khi vat mang ban dau da chét (Wright va cong su,
2013).

Tdc déng dén da dang sinh hoc ¢ cdp do di truyeén

Viéc chuyén gen theo chiéu ngang tir sinh vat tong hop sang cac quan thé ban dia cé thé
dan dén sy thay doi da dang sinh hoc & cap gen. Mot vi du sinh dong cho cac tac dung bat
loi cua chuyén gen ngang 1a su lan rong khdng han ché cua cac gen khang thuéc khang
sinh trong méi trudng 1am sang va tu nhién dan dén sy "6 nhidm gen" & cac dong vi
khuan ban dia véi cac yéu to di truyén trude day khong phd bién & cac cong dong bi phoi
nhiém. Viéc phd bién céc yéu té khang c6 anh huong tidu cuc dén bénh tat va tir vong
ctia bénh nhan mac bénh truyén nhiém va gay ganh nang tai chinh nghiém trong cho st
khoé cong dong. Chua c6 su dong thuan vé viéc liéu ban than chuyén gen c6 13 mot tac
dung c6 hai can dugc ngin ngira hay chi 1a mot co ché tiém niang ma c6 thé gay ra cac tac
dong bat loi (hé thdng phap ly EV).

4.5.3. Sy xudt hién ciia cdc dac tinh méi

Viéc 4p dung cac ki thuat sinh hoc tong hop dé tao ra cac qua trinh trao d6i chat va céc
mach kiém soat mai s& dan dén céc dang séng khac nhau hoan toan vé lau dai. Nhitng
sinh vat mégi nay co thé phét trién cac tinh chat méi khong tién doan duoc. Pang ngac
nhién la sy tuong tac gitta cac mach mai véi cac qua trinh ndi sinh va su tuong tac voi
cac diéu Kién moi trudng thay ddi méi chi dugc hiéu so sai. Chung ta méi ¢6 rat it kién
thizc dé cho phép chuyén tiép cac thiét bi gen chira toi da 20 gen hoic cac bo phan sinh
hoc t6t nhat. Quy trinh thir va sai s& dong hanh l1au dai véi sinh hoc tong hop va nhiing
dic diém bat ngo chic chin s& xuat hién. Nhirng két qua khong ludng truéc ndy co thé
gay nguy hiém nghiém trong cho stic khoé dugc minh hoa bang viéc san sinh ra mot loai
virus méi & chudt gay nén vo sinh, nhung khong chi giét chét tat ca chuot bi nhiém ma
con 50% nhoém dugc tiém chang - dugc cho 1a mién dich. Quan sat nay ngu y rang cé
nhitng gigi han rd rang vé kién thuc tién doan. Tinh hinh s& xau di khi xem xét su két hop
cua nhiéu yéu té hon tir nhiéu nguén ADN khac nhau.

Diéu quan trong can luu ¥ 1a hién nay khong ai hiéu dwoc rii ro ma cac sinh vat tong hop
hoan toan s& giy ra cho con ngudi, dong vat va méi treong, nhitng théng tin nao can dé
danh gia cac loai rui ro nay va ai 1a nguoi chiu trach nhiém thu thap dit liéu can thiét.
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KET LUAN

Dinh nghia duoc st dung rong réi nhat dé mo ta sinh hoc tong hop 1a thiét ké va xay
dung céc bo phan, thiét bi va hé thdng sinh hoc mai, hoac 1a viéc thiét ké lai cac hé sinh
hoc tu nhién hién c6 cho cac muc dich hitu ich. Pic diém quan trong trong sinh hoc tong
hop 1a viéc ap dung cac nguyén tac ky thuat nham muc dich thiét ké va xay dung céc sinh
vét voi nhitng dic tinh méi la chua c6 trude day. Bidu nay duoc thuc hién bang hai cach
tiép can khéac nhau, hoic 1a ghép tir ban dau ("tir dudi 18n"), hodc dya trén khai niém bo
gen ti thiéu ("tir trén xudng"). Phuwong phap tiép can dau tién bao gom cac don vi kién
tao co ban duoc Iap rap tir cdc manh ADN tong hop va duoc sir dung dé thiét ké va ché
tao céc thiét bi (nhiéu bo phan vai cac chirc nang dugc xac dinh), cac dudng chuyén hoa
va cudi cung 1 toan bo bo gen. Mot sé phuong phéap lap rap bo gen tong hop da duoc
phét trién dua trén tiéu chuan hoa cac bo phan dé hd tro lap réap. Nguoc lai, phuong phap
di tir trén xudng nhiam muc dich giam bo gen téi bo gen téi thiéu dé duy tri cudc séng
dudi cac diéu kién dugc xac dinh. Nhirng té bao téi thiéu nay, con dugc goi 1a "khung"
(vat chi), c6 chir nang nhu cac nha may té bao nén tang dé cac phan tir tong hop co thé
b6 sung thém vao.

Sinh hoc tong hop trong cay trong rd rang dang tut hau so véi trong céc vi khuan. Cac
phat trién tién tién nhat bao gom san xuat nhién liéu sinh hoc, trong d6 xac dinh cac chién
lugc ¢ thé trong cac giai doan phat trién khac nhau. Vé lau dai, sinh hoc tong hop c6 thé
sé& lién quan dén viéc phong thich vao méi trudng céc cay trong & cap cao hon, cha yéu l1a
dé str dung trong linh vuc niang lwong sinh hoc.

Cac sinh vat duoc phat trién bai sinh hoc tong hop du kién s& khac biét dang ké so voi
cac sinh vat di &ing ty nhién hién nay cua ching vé dic tinh va su ph hop, bao gom kha
ning xam 14n va chéng chiu. Nhiéu bit 6n dang ké van con d6 lién quan dén su phat trién
trong twong lai, do d6 can danh gia ri ro va cac quy trinh quan ly rai ro & giai doan nay.

Bién soan: Trung tdm Phan tich théng tin
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