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(57) Giai phép hitu ich dé€ cap dén quy trinh san xuat phic hé hat nano silica va
aptamer gin polyetylen glycol dugc silan héa don chic (dudi day goi tat 1a
mPEG-Silane) ding lam dau do cho cac phuong phdp phan tich huynh quang,
theo d6 bang cach gén kin céc vi tri tréng (khong c6 aptamer) trén bé mét phiic
hé hat nano-aptamer biang mPEG-Silane s& gidp kéo dai thdi gian bao quan cta
phiic hé, nang cao hiéu qua cua cac phuong phdp phan tich huynh quang. Quy
trinh nay bao gém céc budc:

(i) hoat héa cac nhém chitc carboxyl trén hat nano silica chira tAm mau hitu
co ¢6 nhém carboxyl bang 1-etyl-3(3-dimetylaminopropyl) carbodiimit (dudi
day goi tat 1a EDC);

(ii) b6 sung aptamer vao dung dich hat silica da hoat héa thu dugc & trén;

(iii) bd sung polyetylen glycol dugc silan héa don chiic vao phic hé hat
nano silica-aptamer thu dugc & budc (ii), t & 4°C trong 5 gid, sau d6 rira phic hé
2 dén 3 1an bang nudc cit bing cach ly tam & téc do 6000 vong/phiit trong 5 phiit
dé loai bod cac thanh phin du nhu aptamer, mPEG-Silane, thu dugc phifc hé hat
nano silica@aptamer dugc gdn mPEG-Silane; va

(iv) phan tan phtc hé nay trong nudc vo trung.
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Linh vie k¥ thuit dwgc dé cip

Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuét phirc hé chira hat nano
silica chira tim mau hitu co (dudi ddy goi 1a hat nano silica) va aptamer,
ding 1am dau do trong phwong phap phén tich huynh quanh nhu phwong
phap danh diu y sinh, phwong phap phan tich sinh-héa bao gém: hién anh té
bao bénh va cam bién sinh-héa.

Tinh trang k§y thuat cia gidi phap hiru ich

Céng nghé nano ngdy cang phat trién va tao ra mét cudc cach mang
trong nhidu linh vuc nghién ciru khoa hoc va cude sdng. Cac nghién ciru tmg
dung cong nghé nano trong y-sinh dd mé ra mot hudng méi: chdn doan nano
& murc d6 phan tir - gen. Uu diém ndi bat cia chan doan nano 13 tinh dic hidu
va d6 nhay cao. Cac két qua chin doan & mirc do phén tir cho phép phat hién
bénh sém, & giai doan hinh thanh, didu ma cic phép chin doan truyén théng
khong thé 1am dugc. Cac nano tinh thé phat quang chinh dugc sir dung trong
dénh d4u sinh hoc 1a: cac chidm luong t, céc hat nano d4t hiém, c4c hat nano
silica chira tdm mau hitu co, hodc hat nano vang. Céc hat nano nay thuong co
d6 choi hodc kha ning tan xa gip hang trdm, nghin 1an phén t&r mau hitu co —
chét dénh du sinh hoc truyén thdng. D& sir dung céc hat nano 1am chét dénh
déu sinh hoc, phai gin két cac hat nay véi cac phan tir sinh hoc dé tao thanh
cac phirc hé. Néu cé4c hat nano dugc gén két v&i cac chét nhan biét sinh hoc
nhu khéng thé, peptit hodc aptamer, ching s& trd thanh cac dau do dé phat
hién té bao bénh.

Aptamer 13 c4c axit nucleotit (chudi ADN hozic ARN don) c6 thé bam
vao dich véi ai lyc va d§ déac hiéu 16n. Tur khi cac phat hién vé aptamer cua
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Ellington va Louis dugc cong bd va sau d6 cong nghé ché tao aptamer tir gen
SELEX dugc x4c dinh vao nim 1991, ngay cang ¢ nhiéu loai aptamer duoc
ché tao c6 kha ning bam vao céc phdi tir (ligand) dich khac nhau, tir cac ion
nhd, don phan tir, cho t&i cac protein, thim chi ca céc t& bao. Aptamer duoc
coi nhu mot chit “nhén biét — thu cam” ¢6 nhidu tiém nang trong cac ung
dung phat hién c4c phan tir sinh hoc, suru tap va phét hién t€ bao, hién anh va

cac ung dung lam sang khac.

Vi vay, viéc gdn két cac hat nano quang v6i aptamer lam diu do sinh

hoc 13 vAn dé nhiéu phong thi nghiém trén thé giéi quan tAm phat trién.

US 20060014172 Al md ta quy trinh ché tao cic aptamer, cac phuc hé
hat nano-aptamer, cdc phuong phap phan tich, phét hién cac t& bao dich, muc
tidu can phan tich. Cac aptamer dugc chirc hoa bing cac nhém chirc khac nhau
nhu: thiol, amin, cacboxyl, biotin, v.v.. Hat nano dugc ché tao tir cac vat liéu
nhu kim loai (vang, bac, déng, platin), vét liéu ban din (CdSe, CdS) hay vat
lidu tir tinh (sét tir v.v.). Hat nano dugc gén két véi aptamer dua trén phéan Umg
héa hoc clia cac nhém chirc hodic dua trén 4i lyc lién két gitra biotin-avidin,
biotin-strepavidin. US 20060014172 Al ciing d& cap dén phwong phép phén
tich, phat hién muc tiéu can phan tich trong miu bing viéc sir dung dau do 1a

phuc hé hat nano va aptamer.

WO 2015088455 A1 md ta quy trinh ché tao phtric hé hat nano silica véi
aptamer, sau do phuc hé duogc cd dinh 1én mot dé xép rén. Céc chét cén phéan
tich dugc tao thanh dong chdy tuong tic véi aptamer dugce gén v6i hat nano
silica va giai phong céc tin hidu phan t&r. Tir 6 phat hién dugc cac chét can

phan tich.

Phirc h¢ hat nano vang (hodc vang/silica) voi aptamer (dudGi day goi 1a
nano@aptamer) dugc md ta trong cic cong bd néu trén khéng xi Iy céc vi tri
tréng trén bé mit clia hat nano sau khi gén két voi aptamer, do d6 thuong dan

dén viéc céac phirc hé khong bao quan dugc 1au, bi két dam trong cdc dém sinh
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hoc va céc bt cap khong dic hiéu v6i khang nguyén trong qué trinh dénh déu,
1am cho két qua hién anh hogc phan tich bj sai 1éch. Do d6, ¢6 nhu cdu vé quy
trinh san xuét phirc hé nano v&i aptamer khic phuc dugc cac nhuge diém trén.
Ban chit k§ thuit ciia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phép hitu ich 1 khic phuc nhugc diém néu trén, cu
thé 14 dé xuét quy trinh san xuét phic hé hat nano silica chira tAim mau hitu
co véi aptamer, ma phirc hé thu dugc dwoc xir Iy chd tréng trén bé mit, nho
thé ngin dwoc hién tugng két ddm cua phic hé, tang d6 chinh xac cua
phuong phap phan tich huynh quang st dung phtrc hé nay.

Cu thé, giai phap hitu ich d& xuét quy trinh san xuét phtrc hé hat nano
silica va aptamer gin polyetylen glycol dugc silan héa don chirc (dudi day
goi tit 13 mPEG-Silane), ding 1am dau do cho cic phuong phép phén tich
huynh quang, quy trinh nay bao gdm céc budc:

(1) hoat héa céc nhém chirc carboxyl trén hat nano silica chira tim mau
hitu co ¢6 nhém carboxyl (dudi ddy goi tat 13 hat silica-COOH) bang cach
tron hat silica-COOH v6i 1-etyl-3(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (duéi
day goi tit 13 EDC), G hdn hop trong vong 30 phut & nhiét dd phong dé phan
ling x4y ra hoan toan; sau d6 rira hdn hop 2 14n béng cach ly tim & téc do
6000 vong/phut trong 5 phiit dé thu dugc hat nano silica d hoat héa;

(ii) b6 sung aptamer vao dung dich nuéc cua hat silica d hoat héa thu
duogc & trén, U lic & nhiét d6 phong trong 2 gid, sau dé U qua dém & 4°C dé
tao ra phtrc hé hat nano silica-aptamer;

(iii) bb sung polyetylen glycol duoc silan héa don chitc vao phirc hé hat
nano silica-aptamer thu dugc & bude (ii), 0 & 4°C trong 5 gio, sau do rua
phtic hé 2 dén 3 14n bang cach ly tdm & tdc d6 6000 vong/phut trong 5 phut
@& loai bod céc thanh phan du nhu aptamer, mPEG-Silane, thu dugc phtrc hé
hat nano silica va aptamer dugc ge"m mPEG-Silane; va

(iv) phén tan phtrc hé nay trong nudc vo trung.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 14 m6 hinh phtrc hé hat nano silica gr?'m két voi aptamer duogc gén
polyetylen glycol dugc silan héa don chirc: aptamer mot ddu duge chic hoa
¢6 nhém chirc amin (-NH,) duoc gén 1én hat nano silica. Hat nano silica sau
khi gin két v6i aptamer dugc gén kin céc vi tri trbng bang polyetylen glycol

duoc silan héa don chirc.

Hinh 2 13 so d6 quy trinh tao phtrc hé hat nano silica@aptamer, trong d6
aptamer dugc chirc héa dau 3’ véi nhém amin, polyetylen glycol dugc silan

hoéa don chte.

Hinh 3 1a hinh anh thé hién viéc sur dung phtc hé hat nano
silica@aptamer dé hién anh huynh quang cua té& bao: (A) Anh huynh quang
cta t& bao BT-474 va (B) Anh huynh quang cta té bio HeLa (B) khi 0 véi
phtrc hé silica@aptamer déc hiéu HER2.

MBO ta chi tiét giai phap hiru ich

Hat nano silica dung trong giai phap htu ich 1a hat nano silica (SiO,)
dang hinh cAu chtra tAm miu hitu co, kich thudc 70nm, phén tan trong nudc,
duoc ciu thanh tir cac mang SiO,. C4c hat nano silica nay duoc bién ddi tur
trudc dé ¢6 nhém chire carboxyl — COOH trén bé mit.

Aptamer 1& mdt doan oligonucleotit (mot chudi cac axit nucleotit) c6 thé
12 dang ADN hogic ARN. Aptamer c6 kha ning bt cap dac hi€u véi céc
khang nguyén can phat hién, va khong c6 doc tinh sinh hoc. Trong giai phap
hitu ich nay, céc tdc gid vu tién st dung aptamer dic hiéu khang nguyén
HER? trén té bao ung thu vii duge chirc héa nhém amin & dau 3’ ¢6 cu triic

nhu sau:
5’-AGCCGCGAGGGGAGGGATAGGGTAGGGCGCGGCT-3’-NH,
Polyetylen glycol (PEG) c6 cong thirc phén tir: H-(O-CH,-CH,),-OH,

PEG la m{t polyme c6 tinh tro v& mit héa hoc va cé tinh tuong thich sinh
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hoc cao, loai PEG don chirc thich hgp dung trong giai phdp hitu ich 13 loai
PEG duogc chic hoa bﬁng mot nhém chire silan. Tt nhat néu trong luong

phén tir cua PEG la 2kDa. mPEG-Silane cé c6ng thitrc héa hoc nhu sau:
o—"

H H )
N_ N Si—0
CH30 —(CH,CH,0);” > Y VN
-
O
Trong giai phap hitu ich ndy, phitc hé dugc san xuat dwa trén phan tGng
gilta nhom amin trén aptamer véi cacboxyl di hoat hoa trén hat nano silica

tao thanh lién két peptit.

Piéu khac biét cia phirc hé nano@aptamer trong giai phap hitu ich nay
1a phirc hé nay da duge xtr ly vi tri tréng bing cach gén PEG don chirc. Ban
chét ctia viéc gén PEG don chirc 1én vi tri trbng ctia phirc hé 13 phan Gng héa
hoc tao lién két gifta nhom chuac trén PEG véi vi tri tréng trén bé mit hat
nano trong phitc hé. Cu thé 13, d6i véi phirc hé nano silica@aptamer, PEG
dugc chirc hoa béng mot nhom silan. Hat nano silica dugc cu thanh tir cac
mang SiO,. Nho phan tng thiy phin va ngung tu ciia nhém silan 1én trén
mang nén SiO, tao lién két gitta PEG vai cac vi tri tréng trén bé mat hat nano

silica trong phtrc h¢ nano silica@aptamer.

Nhu thé hién trén Hinh 1 hat nano ¢6 dang hinh cu, kich thuéc
nanomet; aptamer ADN dang soi don dugc chirc héa mot dau dé gén 1én trén
hat nano. Cac vi tri tréng trén hat nano dugc xr ly b%lng cach gén kin béng

PEG don chue.
Quy trinh theo gidi phap hitu ich bao gém hai cong doan chinh:

Gén két tao phurc hé gitra cc loai hat nano va aptamer. Sau céng doan
ndy, san pham 13 phirc hé hat nano@aptamer c6 mét s6 nhugc diém nhu sau:
i) thoi gian bdo quan khéng dugc l4u; ii) bi tu ddam khi phan tan trong cac

dém sinh hoc; iii) bi tu dam khi 0 véi t& bao; iv) bat cdp vdi cac khang
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nguyén khong dic hiéu té bao dich (do ¢ su phi hop ngdu nhién gifta cac
nhém chirc trén bé mit hat nano véi cu tric héa hoc cia khéang nguyén) dan
t61 viéc nhan biét té bao khéng dic hiéu.

Gén kin, hodc boc kin, céc vi tri trng (khong cé aptamer) ctia bé mit
hat nano bing PEG don chirc s& khic phuc van @ trén. San phim sau cong
doan ndy 13 phirc hé hat nano@aptamer duogc gin PEG da khic phuc duoc
cac nhuoc diém so voi phirc hé hat nano@aptamer khong gin PEG nhu: i)
thdi gian bdo quéan dai, tir 2 dén 3 thang; ii) d& dang phan tan trong cac dém
sinh hoc; iii) khong bi tu dam khi 1 véi té bao; iv) giam thidu hién tuong bit
cip khong dic hidu véi té bao dich.

Hinh 2 14 so dd khéi thé hién vét tit cdc budce tao ra phtrc hé hat nano

silica va aptamer gén mPEG-Silane.

Trudc khi g:fm két tao phtrc hé, hat nano silica-COOH (1), hat nay chira
tAm mau hitu co can phai dugc hoat héa nhém —COOH trén bé mit hat bing
EDC (2): Ly 500pl hat silica-COOH (1) (ndng do 6x10'? hat/ml) tron véi
10ul EDC (2) 0,5% hotc theo lugng du EDC. U hdn hop trong vong 30 phut

& nhiét do phong d& phan ting x4y ra hoan toan. Phan tmg x4y ra nhu sau:

B Aptamer
s ﬁ_{
N

o g Gt Y

N ~
Hat nano silica chira il K
N ’

tdm mau hitu co c6 \‘
nhém carboxyl

Phirc hé hat nano
O-axyl-isoure silica va aptamer

EDC

Sau d6, rira hdn hop 2 14n bang nudc cit bing cach ly tim & tde dd 6000
vong/phtt, trong vong 5 phit dé loai EDC duw. Thu dugc hat nano silica-
COOH da hoat héa (3).
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Tiép theo, tao lién két gifra hat nano silica-COOH d4 hoat héa (3) voi
aptamer-NH, (4) bing phéan tng cong héa tri gitta nhém carboxyl (-COOH)
va nhém amin (-NH,): Thém 12,5ul aptamer-NH, (4) (néng d6 100pM/pl)
vao dung dich chita hat nano silica-COOH d hoat héa (3). U lic trong 2 gid
& nhiét d6 phong bang may lic Vortex. Sau d6, G qua dém & 4°C. Thu dugc
phtrc h¢ hat nano silica@aptamer (5).

Budc cudi cling 13 xir Iy cac vi tri tréng trén bé mit hat nano trong phirc
hé hat nano silica@aptamer (5) bing mPEG-silane (6): Thém 30ul mPEG-
silane (6) (ndng d6 10'® phan ti/pl, trong lugng phan tir 2kDa) vao 500pl
phtrc hé hat nano silica@aptamer (5) thu dugc & trén, G & nhiét dd 4°C trong

5 gi¢. Phuong trinh phan trng nhu sau:

- -
pEG < S M NSO H O = PEG/\\/N'}{N\@/\/ 0
2)'( O o O=

Hat Bilica sau khi

) i Hat Silica gan aptamer
m PEG-Silane gan aptamer duroc boc PEG

Phirc hé duoc rira tir 2 dén 3 14n bang nudc cit bang cach ly tim & tdc
d6 6000 vong/phut trong 5 phit dé loai bé céc aptamer va PEG du. Cudi

cung, thu dugc 3x10" hat phirc hé hat nano silica@aptamer dugc gén
mPEG-Silane (7), phttc hé nay dugc phan tan lai trong 500ul nude vo tring

dé thu dugc 500p1 dung dich phtrc ¢6 ndéng d6 hat phirc hé 1a 6x10'* hat/ml,

trong dé chira aptamer véi luong 1a 2pM/ml.

Mic di lugng céc chét phan tmg néu trén duge dua ra dudi dang tri sb
dinh lugng cu thé, nhung cin hidu rang luong céc chat phan ng co thé thay

d6i theo ty 18 dinh lugng twong quan néu trén.
Vi du thwc hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: str dung phtre h¢ hat nano silica@aptamer
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Phirc hé hat nano silica@aptamer dugc thir nghiém danh déu hién anh
huynh quang céc dong té bao sau: té bao ung thu v (BT-474), té bao ung thu
c6 tir cung (HeLa). P& quan st rd hinh thai t& bao, nhan t& bao da dugc
nhuém bang Hoechst 33342 (mau xanh duong). Céc t& bao dugc U véi phuc
hé silica@aptamer trong 12 gid (200.000 t& bao ung thu va BT-474 hodc ung
thu ¢ tr cung HeLa & v6i 10" phitc hé hat nano silica@aptamer) va dugc

hién anh bang kinh hién vi huynh quang Nikon Ti-E Eclipse.

O dong HeLa khong c6 tin hiéu mau xanh 14 cdy cta céc hat silica ké ca
trén mang hay bén trong té bao (Hinh 3B). Piéu nay 1a do té bao HeLa khong
¢6 khang nguyén HER2 trén bé mit mang, do d6 phuc hé silica@aptamer
dic hiéu HER2 khong bam dugc 18n céc té bao nay.

Hinh 3A cho théy sw x4m nhdp cla hat nano vao t& bao BT-474. Tin
hiéu mau xanh 14 cdy cta tim mau FITC (FITC: Fluorescein isothiocyanate)
trong hat nano silica biéu hién & t& bao BT-474 do sy c6 mit HER2 trén
mang. C6 thé thdy 5 vi tri ciia hat nano silica trong t& bao khi quan st anh
két hop mau huynh quang xanh dwong ciia nhan té bio va mau xanh 14 cay
clia tim mau FITC trong hat nano. Mau xanh 14 c4y cta FITC cho thiy vi tri
cla hat nano khong chi tip trung & mang ma ca ving xung quanh nhén té
bao. Pidu nay ching té hat nano gén aptamer ddc hi¢u HER2 d& xam nhap

sdu vao t& bao chét ciia dong té bao biéu hién manh thu thé HER?2.
Hiéu qua dat dwgc cia giai phap hiru ich

Céc phtic hé nano silica@aptamer dugc gin PEG don chitc c6 thoi
gian bao quan lau tlr 2 dén 3 thang, khéng bi tu dam trong cdc dém sinh hoc,
khong bi tu dam khi 1 véi t& bao, tinh dic hiéu cao.

Céc phirc hé hat nano silica@aptamer c6 thé dung 13m dau do vdéi tinh
dic hidu cao trong cic ing dung danh du sinh - héa nhu: hién anh té bao,
cam bién sinh - héa. Ai luc cao cta aptamer v6i khang nguyén cho phép phat

hién t€ bao bénh & mirc d§ phan tir. DJ chdi cao clia hat nano silica 1am

-0-



1908

nang cao d§ nhay cia phuong phap phén tich va tao kha ning phat hién bénh

som.
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YEU CAUBAO HQ
1. Quy trinh san xuét phirc hé hat nano silica va aptamer gin polyetylen
glycol dugc silan hoa don chire (duéi day goi tit 1d mPEG-Silane) ding lam
d4u do cho cac phuong phép phan tich huynh quang, quy trinh ndy bao gdm

cac budc:

(1) hoat héa cac nhdm chirc carboxyl trén hat nano silica chira tAm mau
hitu co ¢6 nhém carboxyl (duéi ddy goi tit 13 hat silica-COOH) bang cach
tron hat silica-COOH véi 1-etyl-3(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (duéi
day goi tat 1a EDC), & hdn hop trong vong 30 phit & nhiét 6 phong dé phan
g x4y ra hoan toan; sau d6 rira hdn hop 2 1an bing nuéc cit bang cach ly
tam & tdc dd 6000 vong/phtt trong 5 phut dé thu duoc hat nano silica d hoat
hoa;

(ii) bd sung aptamer vao dung dich nuéc cua hat silica da hoat héa thu
dugc & trén, U lic & nhiét d6 phong trong 2 gid, sau d6 0 qua dém & 4°C dé
tao ra phirc hé hat nano silica-aptamer;

(iii) b6 sung polyetylen glycol duoc silan héa don chirc vao phuc hé
hat nano silica-aptamer thu dugc & budc (ii), i & 4°C trong 5 gid, sau d6 rira
phtic hé 2 dén 3 1an biang nudc cit bang cach ly tim & tdc do 6000 vong/phut
trong 5 phut, dé loai bo céc thanh phin du nhu aptamer, mPEG-Silane, thu
duge phirc hé hat nano silica va aptamer duoc gin mPEG-Silane; trong do
polyetylen glycol cta polyetylen glycol dugc silan hdéa don chirc ¢6 trong
lugng phén tir 14 2 kDa; va

(iv) phén tan phtrc h¢ nay trong nude vo trung.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 aptamer 12 oligonucleotit.
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Aptamer

VAN

PEG don chirc nang

Hinh 1

Phirc hé hat nano

] silica@aptamer(5)

N

Hat nano silica-
» COOH da duoc Y
kich hoat (3)
EDC (2)
Aptamer — NH,
(4)
Hinh 2
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Phirc hé hat nano
silica@aptamer
boc PEG (7)




1908

Hinh 3

-13-





