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Linh vue ky thuit duwge dé cip

Sang ché dé cap dén chét dap tit chira vat liéu nano lién hop polyme tan duge

trong nudc va viéc su dung chung.
Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

Phuong phép phat hién axit nucleic (ADN hodc ARN) hodc protein dic hiéu la
cac ky thudt quan trong trong linh vuc nghién ctru khoa hoc. Do axit nucleic hodc
protein ddc hiéu c6 thé duoc phat hién, cic nha nghién ctru cé thé xac dinh d4u 4n di
truyén hozc dau 4n sinh hoc nao 13 ddu 4n chi bao tinh trang stic khde ctia nguoi. Theo

phuong phap phat hién axit nucleic hodc protein nay, su bién dbi cia

gen gdy bénh c6 mit trong mau hodc su biéu hién cia gen dic hiéu c6 mit

trong mau c6 thé duoc tim thiy.

Tuy nhién, polyme hitu co hodc v6 co, nhu graphen oxit, ¢6 ciu triic phing
dugc l4p boi ludi hai chiéu va cic bién thé ciia chung c6 thé chuyén cac dién tir. Su
chuyén dién tir nhu vy 1a do cic tinh chit vat Iy nhu cAu tric tinh thé va ludi cia
polyme. Cu thé, tin hiéu huynh quang ctia thuéc nhuém huynh quang hitu co c6 thé
duoc dap tit boi sy chuyén ning lwong cong hudng huynh quang (fluorescence

resonance energy transfer - FRET).

Vi thé, su thay ddi tin hiéu huynh quang ctia polyme axit nucleic dwoc lién hop
thudc nhudm huynh quang cé thé duge quan sat nho st dung céc tinh chit vat Iy coa
vat liéu nhu graphen oxit, va do d¢ vat liéu sinh hoc nhu axit nucleic hodc protein cé
thé dugc phat hién (cong bd patent Han Qudc s6 10-1496671). Ngoai ra, phuong phap
phat hién hoat tinh ctia enzym dua trén phan tich huynh quang nho st dung vat li¢u
nay da duoc phét trién (cong bd patent Han Qudc sb 10-1554173). Gan day, cac k¥
thuat st dung vat liéu nhu vay da dugc st dung dé quan sat gen hoac protein ciia maim
bénh hién dién trong mau, va do dé da trd nén quan trong trong nghién ctru ban dau vé
bénh va su dau dm.

Tuy nhién, mdc du phuong phép phéat hién nhd st dung graphen oxit 1a don
gian, phuong phap nay c¢6 thé bi anh hudng nhiéu bai luong vat liéu dich chira trong

mau, va vi suw phan bo kich thudce ctia cdc polyme axit nucleic duge sir dung trong qué
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trinh phat hién la khong ddng nhét, khoang sai s6 s& 16n. Ngoai ra, trong moi truong in
vitro d& chin doén in vitro, céc polyme khong bén, va do d6 giam kha ning tai 1ap.
Ban chit ky thuit cia sing ché

Vén d k¥ thuat

Muc dich cua séng ché 1a d& xuét chét dap tit chira vat liéu nano lién hop
polyme tan duoc trong nude va ché pham chira chat dap tit nay va mau do lién hop
vat liéu huynh quang. Ngoai ra, m¢t muc dich khac cta sdng ché 1a d& xuit phuong

phap cung cip thong tin cn thiét dé chan dodn bénh nhd str dung ché pham nay.
Giai phap k¥ thuat
Pé dat duge cac muc dich nay, sang ché dé xudt chét dap tat chira vat liéu nano

lién hop polyme tan dugc trong nudc.

Ngoai ra, sang ché d& xuét ché phdm chira chit dap tit ndy va mau do lién hop

vat liéu huynh quang.

Ngoai ra, sang ché dé xut phuong phép cung cip thong tin cin thiét dé chan
do4n bénh, phuong phap nay bao gdm céc bude: chuan bi hdn hop bang cach tron ché
pham véi mau phan 1ap duoc; do mirc huynh quang ctia hdn hop; va so sénh muc thu

duoc v6i mic huynh quang ctia mau dbi ching binh thuong.

Ngoai ra, sang ché d& xuét kit bao gdm chét dap tat va mau do lién hop vat liéu

huynh quang.
Hiéu qua c6 lgi cta sdng ché

Chét dép tit chira vat lidu nano lién hop polyme tan duoc trong nuéc theo sang
ché dap tit mot cach hiéu qua huynh quang phat ra tir mau do lién hop vat liéu huynh
quang. Ngoai ra, vat liéu nano lién hop polyme tan duoc trong nudc gin két 6n dinh
véi mau do lién hop vt liéu huynh quang. Hon nita, khi ¢6 mit vat liéu dich, do mau
do gén két voi vat lidu dich, mau do c6 thé dé dang duoc giai phong khoi vat liéu nano
lién hop polyme tan dugc trong nude, va do dé vat liéu dich co thé dugc phét hién méot
cach hiéu qua. Vi thé, ché phim chuta chét dap tit ndy va miu do lién hop vit liéu
huynh quang c6 thé con phét hién vat liéu dich ¢6 mit & ndng do thép. Vi ly do nay,

ché phim c6 thé dugc st dung hiéu qua lam ché pham hoic kit dé cung cp thong tin
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can thiét cho viéce phat hién vat liéu sinh hoc hodc viéc chan doén bénh.
MBS ta vin tit cic hinh vé
Fig.1 1a so dd minh hoa phuong phap chuén bi vat liéu nano lién hop polyme

tan dugc trong nudce va phuong phap phat hién vat liéu sinh hoc nho str dung vat ligu

duoc chuin bi theo cach do.

Fig.2 1a anh kinh hién vi luc nguyén tr (atomic force microscope - AFM) ctia
keo nano cta graphen oxit (GON) duoc chuin bi trong mau.

Fig.3 1a cic anh kinh hién vi dién tir truyén quét (scanning-transmission
electron microscope -STEM); a) va anh AFM (b) cua vat liéu nano hai chiéu, mangan

dioxit, dugc chuin bi trong mau.
Fig.4 14 anh AFM cua graphen oxit nano (NGO) dugc chuin bi trong mau.

Fig.5 la anh AFM (a) va do thi thé hién phd Raman (b) cia GON ma duoc lam
bién tinh bé mit bang dextran (DReGON).

Fig.6 12 anh AFM ctia NGO ma dugc lam bién tinh bé mit bang polyetylen
glycol (PEG-NGO; a), hoic GON duoc lam bién tinh bé mit béng PEG va
polyetylenimin (PEI) (PEG-PEI-GON; b).

Fig.7 1a dd thi thé hién tin hiéu huynh quang phat ra tir hdn hop cia DReGON
va PNA-US5-2 (a) hoic PNA-DENV (b) lam méu do, dé x4c nhén liéu ché phim phat
hién c6 dugc tao ra hay khong.

Fig.8 14 dd thi thé hién tin hiéu huynh quang phét ra tir hdn hop ctia PEG-NGO
va PNA-Sa (a) hodc PNA-Pa (b) lam mau do, dé x4c nhan liéu ché phim phét hién cé
duogc tao ra hay khong.

Fig.9 1a d6 thi thé hién tin hiéu huynh quang phét ra tir hén hgp ctia PEG-PEI-
GON va PNA-TS lam mAu do, d& x4c nhan liéu ché phérn phat hién c6 dugc tao ra
hay khong.

Fig.10 1a c4c bidu dbd so sanh tinh 6n dinh huynh quang ctia GON (a) véi tinh
6n dinh huynh quang ctia DReGON (b).

Fig.11 la dd thi x4c nhan kha nang phat hién vat liéu dich cia DReGON va
GON .
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Fig.12 la dd thi xac nhan kha ning phat hién cia PEG-NGO khi miR-21 (a)

hodc miR-223 (b) duogc bd sung lam vat liéu dich & cac néng d6 khac nhau.

Fig.13 la do thi xac nhan kha niang phat hién ctia PEG-PEI-GON khi miR-TS

duoc bo sung lam vat liéu dich & cac ndong dd khac nhau.

Fig.14 14 c4c anh x4c nhédn ring khong phat hién duoc tin hiéu huynh quang khi

mau do khong duoc bd sung vao cic dong té bao ung thu khéc nhau.

Fig.15 1a cac anh x4c nhan kha ndng phat hién té béo. ung thu cia DReGON
tron v6i PNA484 hodc PNA31 lam miu do & cac dong té bao ung thu khic nhau.

Fig.16 1a cac db thi x4c nhan kha ning phat hién té bao mau ctia DReGON tron
véi PNA21, PNA223, Let-7a hodc hdn hop cuia chiing (tron 14n) 1am mau do.

Fig.17 1a db thi cac mtic huynh quang duoc thé hién sau khi céc ndng do khac
nhau cua trinh tu axit nucleic gin nhan huynh quang gin két dic hidu Pseudomonas
aeruginosa (a) hodc Staphylococcus aureus (b) duoc trén véi PEG-NGO, va tron véi

Pseudomonas aeruginosa hodac Staphylococcus aureus.

Fig.18 1a dd thi cdc muc huynh quang duoc thé hién sau khi trinh tu axit
nucleic gin két dic hiéu véi virut cytomegalo (a) hodc virut sét xudt huyét Dengue (b)
ctia nguoi duge tron vai DReGON, va tron véi virut cytomegalo hodc virut s6t xuét

huyét Dengue ctia ngudi.
MO ta chi tiét sang ché
Dudi day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét.

Theo mét khia canh, sang ché dé xuét chat dap tit chtra vat liéu nano lién hop

polyme tan dugc trong nudc.

Thuét nglt “polyme tan dugc trong nudc” duoc sit dung & day chi nhua hodc
polyme ma c6 thé duoc hoa tan trong nudc hodc dugc phan tin dudi dang hat nho
trong nude. Polyme tan duoc trong nude cé thé 1a polyme tu nhién, polyme ban téng
hop hodc polyme téng hop. Polyme tan dugc trong nuéc ma cé thé duoc sir dung
trong sang ché c6 thé c6 trong luong phén tir 1a 1 dén 20 kDa, 5 dén 15 kDa hoic 8
dén 12 kDa. Theo mdt phuong 4n, trong lugng phan tir ctia polyme tan duge trong

nuéc ¢6 thé 1a 10 kDa.
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Polyme tan dugc trong nudc co6 thé dugc chon tir nhém gbém cé chitosan va
chdt din xuét cta né, mudi chitosan, dextran va chdt din xudt ctia nd, axit
hyaluronicva chét din xuét ctia no, hyaluronat, pectin va chit dan xuét cua nd, mudi
pectin, alginatva chét din Xuét cta no, axit alginic, aga, galactomanan va chat din
Xut cta nod, mudi galactomanan, xantan va chat din xuét cua né, mudi xantan, B-
xyclodextrin va chit din xudt cta nd, p-xyclodextrinat, polyetylen glycol (PEG),
polyetylenimin (PEI) va t6 hop ctia ching. Theo mdt phuong an, polyme tan duoc
trong nudc co thé dugc chon tir nhém gébm c6 dextran, polyetylen glycol,

polyetylenimin va t6 hop ctia chiing.

Thuét ngit “vat liéu nano” dugc st dung ¢ ddy chi vat liéu ¢& nano. Do kich
thude nho, vat liéu nano c6 thé d& dang di qua mang té bao. Vat liéu nano c6 thé &
dang phién hodc dang hat. Phién c6 thé c6 mot 16p hogc nhiéu 16p. Ngoai ra, hinh
dang phién c6 thé bao gdm bé mit phing hoic cong, va c6 thé tn tai & nhidu dang
khac nhau. Theo mot phuong an, vt liéu nano co thé 1a vat liéu nano loai phién mot
16p hai chiéu. Ngoai ra, dang hat c6 thé bao gdm nhiéu dang khac nhau nhu hinh cau,

dvan, que va da gic.

C& hat ctia vat lidu nano c6 thé x4p xi tir 10 &én 500, 10 dén 200, 10 dén 150,
10 dén 100, 10 dén 50, 20 dén 200, 20 dén 150, 20 dén 100, 20 dén 50, 30 dén 200, 30
dén 150, 30 dén 100, 30 dén 50, 50 dén 200, 50 dén 150, 50 dén 100, 50 dén 80, 60
dén 200, 60 dén 100, 60 dén 80, 80 dén 200, 80 dén 150, 80 dén 100, 90 dén 200, 90
dén 150, hodc 90 dén 100 nm, nhung sdng ché khong chi gi¢i han & d6. Theo mot
phuong an theo sadng ché, c& hat ctia vat liéu nano t6t hon 1a 50 dén 80, 90 dén 200, 90
dén 150 hodc 80 dén 100 nm. O ddy, c& hat 13 trung binh ctia c4c gia tri tht nghiém do
dugc nho st dung tan xa anh sang dong hoac cac kich cd dugc thé hién trong cac hinh
anh AFM hodc STEM, chi gi4 tri thu duoc khi gia dinh réng vat liéu nano 1a hinh ciu
hoéc tron.

Vat liéu nano c6 thé duoc tao ra dudi dang vat li€u nano cacbon hodc mangan
dioxit. O day, vat liéu nano cacbon cé thé duoc chon tir nhom gém ¢6 NGO va chét
dan xuét ctia n6, graphen oxit khir va chat din xudt ctia n6, GON va té hop ctia ching,

Theo mot phuong an, vat liéu nano cé thé 1a NGO, GON hoic mangan dioxit.

Thuét ngit “chat dap tit” dugc st dung & day chi vat liéu hép thu'ne'mg luong
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huynh quang cta vat liéu phat huynh quang bing cach hap thu dnh sing hodc budc
song. Hiéu tng dép tit xay ra do sy tuong téc gilta vat liéu huynh quang va vit liéu
nano. Hiéu tGng dép tit thuong xay ra khi vat liéu huynh quang dugc dinh vi ¢ khoang
cach ngin, chéng han, Xép xi 10nm hodc it hon, tir vat li€u nano. O day, vat liéu huynh
quang dong vai tro la chét cho ning lugng, va vt liéu nano dong vai tro 1a chét nhan

nang luong.

Chét dap tét c6 thé dugc diéu ché bé’mg cach 1am bién tinh bé mit cta vat liéu
nano bdi polyme tan dugc trong nudec. O day, polyme tan dugc trong nuGe va vat liéu
nano c6 thé duoc lién hop béng lién két hoa hoc hodc vt ly. Lién két héa hoc 6 thé 1a
lien két amit, lién két este hodc lién két ete, nhung sang ché khong chi giéi han & dé.
Ngoai ra, lién két hoa hoc c6 thé dat duoc thong qua chét lién két ngang. Theo mot
phuong an, polyme tan dugc trong nuéce va vat liéu nano cé thé duoc lién hop bing
cach ngiu hop EDC. Ngoai ra, lién két vat 1y c6 thé 1a luc hat tinh dién, lién két
hydro, hoic lién két Van deer Waals, nhung séng ché khong chi gi¢i han & d6. Ngoai
ra, vat liéu nano ma duogc lam bién tinh bé mit béng polyme tan dugc trong nudc nhu
vay co thé duoc cai thién vé kha nang phan tan, tinh 4n dinh va tinh tuong thich sinh

hoc.

Ngoai ra, theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuit ché pham chira chit dap

tat nay va mau do lién hop vat liéu huynh quang.

Thuét ngit “mau do” duge str dung & day chi vat liéu c6 kha ning gén két dic
hiéu véi vat lieu dich. Mau do c6 thé 1a miu do bt ky dugc chon tr nhdm gém co
khang thé, axit nucleic, peptit, protein va td hop ctia chung. Ngoai ra, vat liéu bat ky
duoc biét 1a vat lieu co i luc cao véi vat liéu dich c6 thé dugc st dung. Theo mot
phuong 4n, khang thé c6 thé gin két dic higu vai epitop cla protein dich dé phat hién
vat liéu dich. Ngoai ra, khi axit nucleic ¢ trinh tu bd sung voi .trinh tu cﬁavaxit nucleic
ctia vat liéu dich, axit nucleic c6 thé gén két v6i trinh tu bazo dich dé phat hién vat
liéu dich. Ngoai ra, peptit cd thé gin két dic hiéu vé6i thu thé hoic phéi ttr biéu hién

trén bé mit té bao dé phét hién vat lidu dich.
Axit nucleic ¢6 thé 1a axit nucleic bat ky dugc chon tir nhom gém c6 ADN,

ARN, mARN, miARN, ARN khong mad héa, ARN X04n kép, ADN X04n kép, enzym
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trén co s& ADN, deoxyribozym, aptame, axit nucleic peptit (peptide nucleic acid -

PNA), axit nucleic khoa (locked nucleic acid - ALN) va t6 hop ctia ching.

G day, mac di axit nucleic c6 thé c6 10 dén 50, 10 dén 30, 12 to 28, 15 dén 25,
hodc 18 dén 22 bazo, néu axit nucleic ndy c6 kha ning lién két b6 sung véi trinh tu
axit nucleic dich, khong c6 giéi han nao dbi véi s6 luong bazo. Theo mdt phuong an,
axit nucleic c¢6 thé c6 15 dén 22 bazo. Theo mot phuong an theo sang ché, axit nucleic
c6 thé 1a axit nucleic bit ky dugc chon tir nhém gém cé céc trinh tw néu trong SEQ ID

NO: 1 d¢én SEQ ID NO: 20.

Vat liéu huynh quang gén két véi mau do theo sang ché. Vit liéu huynh quang
c6 mit & trang thai dap tit boi su hép thu ning luong huynh quang boi vat liéu nano
lién hop polyme tan dugc trong nudce, va khi mau do duoc giai phong khoi vat liéu
nano do su gén két dac hiéu véi vat lidu dich, huynh quang dugc phat ra. Vét liéu
huynh quang c6 thé gin két voi mot diu hodc gitta miu do. Khi miu do 1a axit
nucleic, vat li€u huynh quang co thé duoc bd tri & vi tri ddu 5° hodc 3’ cua axit nucleic
hodc trong axit nucleic. Khi mau do 1a peptit, vat liéu huynh quang c6 thé gin két voi
dau tan cung N hodc C cua peptit, hodc trong peptit. Vat liéu huynh quang cé thé gin

két véi mau do tryc tiép hodc qua chét lién két ngang.

Vit liéu huynh quang c6 thé dugc chon tir nhém gbm c6 floresxein, floresxein
clotriazinyl, rddamin xanh 14, rédamin do, tetrametylrédamin, floresxein isothioxyanat
(FITC), xanh Oregon, thubc nhudm Alexa Fluor, carboxyfloresxein (FAM), 6-
carboxy-4’,5’-diclo-2’,7’-dimetoxyfloresxein (JOE), carboxy-X-rodamin (ROX), 6-
carboxy-2',4,4',5',7,7'-hexaclofloresxein (HEX), do Texas (sulforodamin 101 clorua
axit), 6-carboxy-2',4,7',7-tetraclofloresxein (TET), tetrametylrddamin -isothioxyanat
(TRITC), carboxytetrametylrodamin (TAMRA), thuéc nhuém gdc xyanin, thudc
nhudm thiodicarboxyanin, va td hop cua ching. Thudc nhuém géc xyanin cé thé duoc

chon tir nhém gdm c6 Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 va t6 hop ctia ching.

Chét dép tét c6 thé phat hién mot hodc nhidu dich. P& phat hién mot hodc nhiéu
dich, vat liéu nano c6 thé bao gém hai hoc nhiéu miu do khac nhau. O dﬁy, mdi miu
do ¢6 thé bao gdm vat liéu huynh quang khac nhau. O day, mbi mau do c6 thé gin két

vat liéu dich khac nhau dé phat hién vat liéu dich khic nhau.
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Ngoai ra, ché phdm c6 thé dugc sir dung dé cung clp thong tin cin thiét cho
viéc phat hién vat liéu sinh hoc hodc viéc chin doan bénh. Bénh c¢6 thé 1a bénh ung
thu, bénh truyén nhiém, bénh viém, hodc bénh di truyén, va theo mot phuong an, bénh

t6t hon 1a bénh ung thu hoic bénh viém.

Bénh ung thu c6 thé dugc chon tir nhém gdm c6 bénh ung thu v, bénh ung thu
phéi, bénh ung thu gan, bénh ung thu tuy, bénh ung thu da day, bénh ung thu két truc
trang, bénh ung thu xuong, bénh ung thu da, u nio, sacdm, bénh ung thu mét, bénh
ung thu tiy xuong, bénh ung thu mau va t6 hop cua ching. Trong khi d6, bénh truyén
nhiém cé thé gdy ra boi su nhidm bt ky mot trong s6 loai duoc chon tir nhém gém co
vi khudn, ndm, virut, ky sinh tring va t& hop ctia chiing. O day, vi khuén c6 thé 1a vi
khudn dudong rudt hodc cau khuin gram duong. Vi du vé vi khuin bao gdm
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus va Acinetobacter baumannii. Theo
mdt phuong 4n theo sang ché, vi khuin t6t hon 13 Pseudomonas aeruginosa hoic

Staphylococcus aureus.

Vi du vé virut c6 thé bao gém virut ADN soi d6i, virut ADN soi don, virut
ARN soi d6i, virut ARN s¢i don duong, virut ARN soi don am, retrovirut ARN sgi
don va retrovirut ADN sgi d6i. Theo mot phuong an theo sang ché, virut c¢6 thé duge
chon tir nhém gdm c¢6 virut cytomegalo, virut sét xudt huyét Dengue va t6 hop cua

ching.

Theo mot phuong an khéc nita, sang ché d& xuit phuong phip cung cép thong
tin can thiét dé chdn do4n bénh, phuong phép nay bao gém cic budc: tron ché phim
bao gdm chét dap tit va mau do lién hop vt liéu huynh quang véi mau phén 1ap dugc;
do muc huynh quang ctia hdn hop; va so sénh mirc thu duge voi mirc huynh quang

clia mau d6i chimg binh thuong.

Chat dap tit va mau do lién hop vat liéu huynh quang, ma duge bao gdm trong
ché pham, 12 nhu duoc mb ta & trén. Ngoai ra, mau c6 thé 12 mau dugc phén lap va lay
tlr dich chin doan, va c6 thé 1a té bao, mdi trudng nudi céy té bao, mo, nude bot, nudc
tidu, phén, tinh dich, mau, huyét tvong hodc huyét thanh. Ngoai ra, miu ddi chung

binh thuong chi mau duoc phén 1ap va ldy tir nguodi binh thudong khong mic bénh.

Phuong phép theo séang ché ¢ thé duge st dung dé phat hién vat lidu sinh hoc

nhu axit nucleic hodc protein, hodc dé chin doan bénh nhu md ta & trén. O day, huynh
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quang c6 thé dugc xic dinh bang cach do anh séng phat ra trong khi dugc giai phong
boi sy tiép xtic hodc gin két dic hiéu vat liéu huynh quang duge dap tat boi vt lieu
nano v&i vat lidu dich. D& do muc huynh quang, phép tric luu té bio, phan tich té bao
hoat héa bang huynh quang (fluorescence-activated cell sorting - FACS), hodc phuong

phéap phan tich tin hi¢éu huynh quang hodc hinh anh c6 thé duoc st dung.

Theo mot khia canh khéac, séng ché dé xuit kit bao gém chét dap tét va mau do
lién hop vat liéu huynh quang. Chét dap tit va mau do lién hop vat lidu h{l}‘/nh quang,
ma duoc bao gdm trong ché pham, 1a nhu duge md ta & trén. Kit ¢6 thé duoc str dung
dé phat hién vt liéu sinh hoc nhu axit nucleic hodc protein, hodc dé chin doan bénh
nhu mo t& & trén.

Dudi day, sang ché s& duoc mo ta dﬁy da ¢6 su tham chiéu dén céc vi du sau
day. Tuy nhién, cac vi du sau chi dugc dua ra d& 1am vi du cho sang ché, va sang ché

khong bi gioi han ¢ cac vi du nay.
Vi du thuc hién sang che
I. Biéu ché vat li€u nano hai chiéu

Vi du 1. Pidu ché keo nano cta graphen oxit (graphene oxide nanocolloid -

GON)

4g K,S,04 va 4g P,O,y dugc bd sung vao 50mL H,SO, va hoa tan trong khi
khudy. 2g soi nano graphit dugc bd sung vao dung dich thu dugc, va lam néng & 90°C
trong 16 gid. Hon hop 1am néng nay duoc lam mét dén nhiét d6 trong phong, 250mL
nude cit dugc bd sung vao do, tiép theo 1a loc bing gidy loc (Whatman-GE
Healthcare, USA). Hon hop tinh sach duoc rira bang nudc cét hai 1an hodc hon va lam

kho trong khong khi.

1,5g soi nano graphit loai bot khd duogc bd sung vao 250mL H,SO,, 10g
KMnO, duoc bd sung tur tir vao do, va cho phan tng trong khi khuéy. 0 day, nhi¢t do
phan tmg khong vuot qua 10°C. San phim phan tmg dugc lam 4m 1én trong nudc cat
35°C d& phan tng thém trong khi khudy trong 6 gid. Sau phan ting, 1.000mL nudc cit
duoc bd sung, va luc nay, nhiét d6 dugc duy tri & 55°C hodc thép hon. 50mL H,0,
duoc bd sung vao hdn hop dé cho phép phan tmg, va hdn hop thu dugc dugc ly tim &

10.000 vong/phut trong 30 phut, nho d6 thu duge vién von. Vién von thu duoc duoc
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rira bang HCI 3,4% (trong luong/trong lugng) va axeton ba 14n hodc hon nho st dung
may ly tam.

Axeton chira trong phan ndi mau hoi ndu thu dugc cubi cling duoc loai bd
trong chan khong, va nudc cat duoc bd sung vao dung dich con lai dé diéu chinh nf)ng
d6 cudi dén 1 mg/mL, tiép theo 1a tron xody dé tao huyén phi hoan toan. San phim
thu gom duoc tinh ché va trung hoa nhe st dung mang thim tach 10.000Da, va san
phdm cudi dugc lam kho lanh dé thu duge GON dang bot. GON thu duge duge quan
sat nho st dung AFM, va két qué duogc thé hién trén Fig.2. Nhu duoc thé hién trén

Fig.2, thu dugc GON c06 kich ¢& 100nm hodc nho hon va d¢ day 2nm hodc nho hon.
Vi du 2. Piéu ché mangan dioxit (MnO,)

Nudce cit duoc bd sung vao dung dich chita 32mL natri dodexyl sulfat (SDS)
va 1,6mL H,SO, dé didu chinh thé tich cudi ¢én 300mL. Dung dich thu duoc duge
lam nong & 95°C trong 15 phut, va sau d6 3,2mL dung dich KMnO, dugc b6 sung
nhanh vao dé. Sau do, tiép tuc lam néng trong 60 phut, va thu duoc phién mangan
dioxit mau nau tdi.

Nudc cét ba lan va ruou duge bd sung ¢ ti 1€ thé tich 1:1 vao phién mangan
dioxit thu dugce, va ly tam ¢ 12.000 vong trén phut, nho dé thu duge vién von. Ngoai
ra, viée ly tAm duoc thuc hién hai 1in trong clng didu kién dé cho phép san phdm thu
duoc duoc huyén phu lai trong nudc cAt ba lan, tir d6 thu duoc san phém cudi. MnO,
thu duge duge quan st bing STEM va AFM, va két qua dugc thé hién trén Fig.3.
Nhu dugc thé hién trén Fig.3b, thu dugc MnO, ¢6 kich ¢& 200nm hodc nhé hon va do

day 2nm hodc nho hon.
Vi du 3. Pidu ché graphen oxit nano (NGO)

0,5g Na,NO; duogc bd sung vao 23mL H,SO, va hoa tan trong khi khué'ly. 0,5g
soi nano graphit dugc bd sung vao dung dich thu duogc, va sau dé 3g KMnO, duogc bd
sung tir tir vao d6 trong khi khudy dé cho phép phan tng. O déy, nhiét d6 phan tGng
khéng vuot qua 10°C. San phdm phan mg duoc lam 4m lén trong nudc cat 35°C dé
phan tng thém trong khi khudy trong 1 gid, va sau d6 dugc cho phan tng thém &
nhiét do 90°C trong 30 phut. Sau phan ing, ImL nude cAt duoc bd sung, va nhiét do

dugc duy tri & 55°C hodc thép hon. 3mL H,0, dugc bd sung vao c4c san phém phan
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tmg dé cho phép phan ting, lam mat dén nhiét do trong phong, va sau d6 250mL nudc
cAt duoc bd sung vao d6. Sau khi dung dich thu duge dugc loc nho st dung giéy loc,
chit loc thu duoc tir d6 duoc rira béng nudc cat hai 14n hodc hon va lam khd trong

khong khi.

Dé diéu ché graphen oxit (GO), 50mL NaOH 9M duqé b sung VéO dung dich
graphen oxit 10 mg/mL, tiép theo 1 nhiing que séng am trong 90 phit. Graphen oxit
duoc tinh ché va trung hoa nho st dung mang thdm tach 3.800 Da, va san pham cudi
duoc lam khé lanh dé thu duoc NGO loai bot. NGO thu duoc duge quan sat nhd s
dung AFM, va két qua duoc thé hién trén Fig.4. Nhu duoc thé hién trén Fig.4, thu

duoc NGO ¢6 kich ¢& 200nm hodc nhoé hon va do day 1,5nm hodc nhé hon.
Il Diéu ché vat liéu nano hai chiéu duoc 1am bién tinh bé mit béng polyme
Vi du 4. Piéu ché GON dugc lam bién tinh bé mit béng dextran (DReGON)

Bé& mit ctia GON thu dugce ¢ Vi du 1 duge lam bién tinh béng dextran. Cu thé,
50mg GON duoc tao huyén phi trong S0mL nudc cit, va dung dich dextran chira
nudc néng do 0,1% (trong luong/trong lugng) duoc bd sung vao do. Hon hop dugc
dua vao siéu am trong 30 phut, va sau d6 cho phan tng voi 25ul dung dich amoniac
chtta nude & 95°C trong 3 gid trong khi khudy. San phim phan tng dugc rira bing
nudc cit, tach bang ly tAm & 10.000 vong/phut trong 30 phut, va lam kho lanh, nhd d6
thu duoc san phim cudi DReGON.

Phan tich Raman duoc thuc hién nho st dung DReGON thu dugc. Cu thé,
DReGON duoc ddt vao lat silicon, va sau do lat silicon dugc gén vao may do phé
Raman (LabRAM HR UV/vis/NIR), tiép theo 1a phan tich phd bing cach chiéu xa
laze CW 514 nm.

Két qua quan sat DReGON thu dugc bdi AFM dugc thé hién trén Fig.5a, va két
quéa phan tich phd Raman dugc thé hién trén Fig.5b. Nhu dugc thé hién trén Fig.5a,
thu dugc DReGON c¢6 kich ¢& 100nm hodc nhd hon va d§ day 7nm hodc nho hon.
Déng thoi, nhu duoc thé hién trén Fig.5b, quan sat duogc cac dinh D va G lan luot &
1370 cm™ va 1600 cm™, va ti s6 ID/IG 14 0,85.

Vi du 5. Diéu ché NGO dugc lam bién tinh bé mit bing polyetylen glycol
(PEG)
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Bé mit ctia NGO thu duge ¢ vi du 3 duoc [am bién tinh bﬁng PEG. Cu thé, Smg
NGO duoc tron véi cing luong PEG (10 kDa), tiép theo 1a xtt Iy bing chau séng am.
Sau khi bd sung Smg 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)carbodiimit (EDC), thuc hién
xtr 1y bang chau séng 4m cho hdn hop thém trong 5 phut. Sau khi duoc khuy trong 6
gi®, hdn hop duoc tinh ché va trung hoa nho st dung mang thim tach 10.000 Da , va
san phim cudi duoc 1am khé lanh, tir d6 thu dwoc NGO dang bot ma duge lam bién

tinh bé mit bang PEG (PEG-NGO).

PEG-NGO thu duoc dugc quan sat béng AFM, va két qua dugc thé hién trén
Fig.6a. Nhu duogc thé hién trén Fig.6a, thu dugc PEG-NGO c¢ kich ¢& 200nm hodc

nho hon va d6 day 1nm hoac nhé hon.

Vi du 6. Diéu ché GON duoc lam bién tinh bé mit bang polyetylen glycol va
polyetylenimit (PEI)

Bé mat ciia GON thu duge & vi du 1 duoc 1am bién tinh béng PEG va PEIL Cu
thé, 20mg PEG (10 kDa) duoc bé sung vao 10mL dung dich GON 2mg/mL, tiép theo
la xir Iy bing chdu séng 4m trong 5 phut. Nhd bd sung 20mg EDC, viée xu ly béng
chau séng 4m cho hdn hop duoc thyc hién thém trong 5 phat. Xt Iy bing chau séng
am duoc thuc hién trong 5 phut mdi lan sau d6 bd sung 10mg PEI va EDC vao san
phidm phan ung, tiép theo 1a khudy & nhiét d¢ trong phong trong 6 gidy dé cho phép
phan tng ddng nhit. Sau d6, hon hop duge tinh ché va trung hoa nho str dung mang
thdm tach 12.000 Da, va san phém cudi duoc 1am khd lanh, tir d6 thu duoc GON dang
bot ma duoc lam bién tinh bé mit bang PEG va PEI (PEG-PEI-GON).

PEG-PEI-GON thu dugc dugc quan sat b?:mg AFM, va két qua duoc thé hién
trén Fig.6b. Nhu duoc thé hién trén Fig.6b, thu dugc PEG-PEI-GON co6 kich c&
100nm hoac nho hon va d¢ day 10nm hodc nho hon.

[11. X4c nhan diéu ché ché phém vat liéu nano hai chidu dugc 1am bién tinh bé
mat bang polyme dé phat hién vat liéu dich

Vi du thr nghiém 1. X4c nhan didu ché ché phém vat liéu nano hai chiéu duoc
lam bién tinh bé mit bing polyme dé phat hién vat lidu dich

Vi du tht nghiém 1-1. Xac nhan diéu ché ché phdm DReGON dé phét hién vat
liéu dich-(1)
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D& x4c nhan liéu DReGON dugc didu ché trong vi du 4 cé thé duogc st dung
lam ché phdm dé phat hién vt liéu dich hay khong, tién hanh thir nghiém nhu sau. Cu
thé, mau do axit nucleic peptit (PNA) dé phat hién vat liéu dich dugc diéu ché bang
cach yéu ciu Panagene (Han Qudc) gin nhan Cy5 & diu 5°, va bao gdm hai don vi,
dué6i dang ciu nbi, trong dé hai nguyén tir cacbon duge gin vao mot nguyén tir oxy
gitta Cy5 va trinh tu miu do. 1um mau do PNA duoc bd sung vao 20puL nude khong
chta nucleaza, va hoa tan hoan toan bing cach lam néng & 80°C trong xép xi 3 phut.
20pL mau do PNA hoa tan duoc tron véi DReGON dugc diéu ché trong vi du 4, va
cho phan Ung ¢ nhiét d§ trong phong trong 30 phut. Bén, tAm, mudi hai hodc hai bén
gid sau khi phan tng, tin hiéu huynh quang dugc do nh¢ st dung may doc huynh
quang & Ex/Em=647/670 nm. O day, chi mau do PNA dugc st dung lam ddi ching.

Két qua 13, cho rang tin hiéu huynh quang ctia mau do PNA 1a 100%, khi mAu
do PNA duogc cho phan tng véi vat liéu nano hai chidu ma duogc 1am bién tinh bé mat
bang polyme, tin hidu huynh quang bi giam it hon 5%, va do d6 xac nhan ring vat liéu

tao ra ché phim phat hién.

Vi du thir nghiém 1-2. X4c nhan didu ché ché phdm DReGON dé phat hién vat
liéu dich-(2)

P& x4c nhan liéu DReGON duoc didu ché trong vi du 4 cé thé duoc s dung
lam ché phém dé phat hién vat liéu dich hay khong, tht nghiém duoc thuc hién trong
cung diéu kién va cung cach nhu vi du thtr nghiém 1-1. O day, dbi voi miu do PNA,
PNA-US5-2 hodac PNA-DENV liét ké trong bang 2 dugc st dung. 10pmol mau do
PNA duogc trén voi tung lugng gém 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 hodc 1,6ug
DReGON. Két qua la, tri sb tin hiéu huynh quang do dugc dugc thé hién trén Fig.7.
Nhu duoc thé hién trén Fig.7, sy giam tin hiéu huynh quang phu thudc vao néng do
cta miu do PNA duoc bd sung, va do dé x4ac nhan réng vat li€u nay tao ra ché phém
phat hién.

Vi du tht nghiém 1-3. Xé4c nhén diéu ché ché phdm PEG-NGO dé phat hién vat
liéu dich

P& x4c nhan lieu PEG-NGO duoc diéu ché trong vi du 5 ¢6 thé duoc sur dung
lam ché phém dé phat hién vat lidu dich hay khong, thir nghiém duoc thuc hién trong

cung diéu kién va ciing cach nhu vi du thir nghiém 1-1. O day, 10pmol mﬁu do PNA
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duoc tron véi tung lugng g@)m 0, 0,1, 0,2, 0,5 hoac 1,0ng PEG-NGO. Pbi voi mau do
PNA, miu do trong d6 thuéc nhuém huynh quang Cy5 dugc gin vao PNA-Sa hoic
PNA-Pa, liét ké trong bang dudi day, dugc st dung. Két qua l1a, tri sb tin hiéu huynh
quang do dugc duoc thé hién trén Fig.8. Nhu duoc thé hién trén Fig.8, su giam tin
hiéu huynh quang phu thudc vao ndéng do ctia miu do PNA dugc bb sung, va do d6

xac nhan rang vat liéu nay tao ra ché pham phat hién.

Vi du thir nghiém 1-4. Xéc nhan didu ché ché phdm PEG-PEI-GON dé phat
hién vat liéu dich

Pé x4c nhén liéu PEG-PEI-NGO duoc didu ché trong vi du 6 c6 thé dugc st
dung l1am ché pham dé phat hién vat liéu dich hay khong, thir nghiém dugc thuc hién
trong ctng didu kién va cung cach nhu vi du thtr nghiém 1-1. 10pmol mau do PNA
dugc trén voi tung luong gém 0, 0,1, 0,2, 0,5 hoac 1,0ng PEG-PEI-NGO. béi véi
mau do PNA, mu do trong d6 thuc nhuém huynh quang FITC dugc gin vao PNA-
TS liét ké trong bang 1 dudi day duge s dung. Két qua 13, tri s6 tin hiéu huynh quang
do dugc duogc thé hién trén Fig.9. Nhu duoc thé hién trén Fig.9, su gidm tin hi€u
huynh quang phu thudc vao néng do clia mau do PNA duoc bd sung, va do d6 xac

nhan ring vat lidu nay tao ra ché phdm phat hién.
Vi du thtr nghiém 2. Xac nhéan tinh dn dinh ctia cac hat DReGON

Pé x4c nhén tinh On dinh ctia cic hat DReGON duoc diéu ché trong vi du 4,
tién hanh thtr nghiém nhu sau. Cu thé, dung dich DReGON néng dd 0,1mg/mL dugc
tao huyén phu k§ trong dung dich PBS chita huyét thanh, va giit trong 0, 4, 8, 12 hodc
24 gidy & nhiét do trong phong, tiép theo 1a do do hip thu theo thoi gian. Dé lam dbi
ching, GON dugc diéu ché trong vi du 1 dugc st dung. Két qua la, nhu dugc thé hién
trén Fig.10, DReGON (b) thé hién phd hép thu 6n dinh hon trong mdi trudng hoat
dong sinh ly hoc trong khoang thoi gian dai so véi GON (a), va su phén tan 6n dinh

nay dugc gilt trong 24 gio hodc lau hon.

IV. Xac nhan kha nang phat hién vat liéu dich cua vat liéu nano hai chiéu duoc

lam bién tinh bé mit bing polyme

Vi du thtr nghiém 3 Xéc nhan kha ndng phat hién trinh tu axit nucleic dic hi¢u

té bao ung thu
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Vi du thir nghiém 3-1. Xéc nhan kha nang phat hién cia DReGON

bé do gidi han phat hién cia DReGON duoc diéu ché trong vi du 4, tién hanh
thtr nghiém nhu sau. DAu tién, PNA21 va DReGON duoc trdn 1am mau do va cho
phén tmg trong cung diéu kién va clng céch thic nhu ¢ vi du thir nghiém 1-1. Ba
muoi phut sau phan tng, vat liéu dich bao gém trinh tw dic hiéu té bao ung thu, tic 1a,
miR-21, duoc bd sung vao san phdm phan tmg dé ¢6 ndéng d6 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,
10, 100 hodc 1.000 nM, va cho phan Gng & nhiét do trong phong trong 2 gio. Céc tin
hiéu huynh quang dugc do nho st dung may doc huynh quang & EX’ Em=647/670 nm.
Céc trinh tu ctia mau do PNA va vat lidu dich st dung trong thit nghiém duoc liét ké

trong cac bang 1 va 2 dudi day.

Bang 1
Bénh dich Mau do Trinh tu (5'—3") SEQ ID NO:
Bénh ung thuy  |[PNAZ21 TCAACATCAGTCTGATAAGCTA|SEQ ID NO: 1
PNA31 AGCTATGCCAGCATCTTGCCT |SEQ ID NO:2
PNA223 ATTTGACAAACTGAC SEQ ID NO: 3
PNA484 GGAGGGGACTGAGCCTG SEQ ID NO: 4
Let-7a AACTATACAACCTACTACCTCA |SEQ ID NO: 5
PNA-TS CTGCCCCAAAATGCCT SEQ ID NO: 6
Bénh do vi PNA-Pa GCGGCATGGCTGGATC SEQ ID NO: 7
khuan
PNA-Sa ACAGAGTTTTACGATC SEQ ID NO: 8
Bénh do virut  |PNA-US5-2 |AGACATCGTCACACCTATCATA |SEQ ID NO: 9
PNA-DENV |GCGTTTCAGCATATTGA SEQ ID NO: 10
Béang 2
Bénh dich Vit li¢u dich | Trinh tu (5'—3") SEQ ID NO:

Bénh ung thu |miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA |SEQ ID NO: 11

miR-31 AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU [SEQ ID NO: 12

miR-223  |GUCAGUUUGUCAAAU SEQ ID NO: 13
miR-484  |CAGGCUCAGUCCCCUCC SEQ ID NO: 14
Let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUISEQ ID NO: 15
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miR-TS AGGCAUUUUGGGGCAG SEQ ID NO: 16
Bénh do vi miR-Pa GAUCCAGCCAUGCCGC SEQ ID NO: 17
khuin

miR-Sa GAUCGUAAAACUCUGU SEQ ID NO: 18
Bénh do virut |miR-US5-2 [UAUGAUAGGUGUGACGAUGUCU |SEQ ID NO: 19

miR-DENV |[UCAAUAUGCUGAAACGC SEQ ID NO: 20

Céc két qua thu dugc bing cach thé cac thay d6i vé huynh quang trudc va sau
khi bé sung vat liéu dich vao phuong trinh 1 dudi ddy duoc thé hién trén Fig.11. O

day, dé lam déi chung, GON dugc didu ché trong vi du 1 dugc st dung.

[Phuong trinh 1]
. . 5D
Gi¢i han phat hién = 3,3(T)

*SD: D6 léch chuan, S: P dbc ctia dudng hidu chinh

Nhu duoc thé hién trén Fig.11, GON phét hién dugc 1én dén 230pM vat lidu
dich, nhung DReGON phat hién duoc 1én dén 10 pM vat liéu dich. Tlr két qua nay,
xac nhan réng vat liéu nano hai chiéu ma duogc 1am bién tinh bé mit béng polyme theo

sang ché ¢6 thé con phat hién axit nucleic dich c6 mat & ndng d6 thip trong mau.
Vi du thir nghiém 3-2. X4c nhédn kha nang phat hién cia PEG-NGO

Kha nang cua PEG-NGO dé phat hién trinh tu axit nucleic dac hiéu té bao ung
thu dugc xac nhan trong cung didu kién va cach thie nhu vi du thir nghiém 3-1. O
day, 10 pmol PEG-NGO duoc diéu ché trong vi du 5, thay vi DReGON, dugc st
dung, va PNA21 va PNA233 lam mau do va miR-21 va miR-233 lam vét liéu dich
duoc st dung & 0, 0,002, 0,02, 0,2, 2, 20, 200 hodc 2.000nM. Ngoai ra, sau khi vat
liéu dich duoc bd sung, phan tng dugc thuc hién trong 4 gio, su thay dbi huynh quang
duoc do & thoi gian cach quing 20 phut, va két qua duoc thé hién trén Fig.12. Nhu
duoc thé hién trén Fig.12, do ndng do cta vat liéu dich tang, tin hiéu huynh quang trd
nén manh hon, va huynh quang duoc phuc hoi dén cac mirc khac nhau theo néng do

va loai mau do.

Vi du thtr nghiém 3-3. Xac nhan kha nang phét hién cuia PEG-PEI-GON
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Kha nang cua PEG-PEI-NGO dé phat hién trinh tu axit nucleic ddc hiéu té bao
ung thu dugc x4c nhan trong cung diéu kién va cach thirc nhu vi du thir nghiém 3-1. O
day, 10pmol PEG-PEI-NGO dugc didu ché trong vi du 6, thay vi DReGON, dugc st
dung, va PNA-TS lam mau do va miR-TS lam vat liéu dich duoc st dung & 100, 200,
300 hodc 500 nM. Ngoai ra, sau khi vét li¢u dich dugc bd sung, phan tng dugc thuc
hién trong 4 gid, su thay ddi huynh quang duoc do & thoi gian cdch quang 20 phut, va
két qua duoc thé hién trén Fig.13. Nhu dugc thé hién trén Fig.13, do né)ng do cua vat
liéu dich ting, tin hiéu huynh quang tré nén manh hon, va huynh quang duoc phuc hoi

& muc khéc nhau theo néng do va loai miu do.

Vi du thir nghiém 3-4. X4c nhéan kha nang phat hién cia DReGON & céc dong

té bao ung thur

Kha nang cia DReGON dé phat hién trinh ty axit nucleic ddc hiéu té bao ung
thu dugc xac nhan nho st dung cac loai dong té bao ung thu khac nhau. PAu tién, cac
dong té bao MCF-7, HeLa va SW620 dugc chudn bi bing cach nudi cdy trong moi
truong DMEM hodc RPMI. Tuy nhién, PNA484 hodc PNA31 lam mau do dugc tron
véi DReGON trong cung diéu kién va ciing cach thirc nhu & vi du thir nghiém 1-1 dé
cho phép phan tng. Cac t& bao dugc chuin bi dugc chy vao dia 12 18 dé c6 mat do
1x10° té bao mbi 15, va sau 24 gid, san pham phan tmg ctia DReGON, va PNA484

hoic PNA31 duogc bd sung vao céac té bio & ndng do 80pmol.

Sau 14 gid, hinh anh tin hiéu huynh quang ctia céc t& bao quan sat dugc nhd sir
dung kinh hién vi huynh quang duoc thé hién trén Fig.15. O ddy, dé lam dbi ching,
anh chup khong bd sung mau do vao cac t& bao dugc thé hién trén Fig.14. Nhu dugc
thé hién trén Fig.15, su phéat hi¢n vat licu dich boi DReGON dugc xdc nhan qua tin
hiéu huynh quang ctia mau do lién hop vat liéu huynh quang.

Vi du thtr nghiém 3-5. X4c nhén kha nang phat hién cuia DReGON ¢ cac té bao
mau

Dé xac nhan kha ning phét hién cia DReGON dbi véi trinh tu bazo dic hidu
c6 mit & cac té bao mau, tién hanh thir nghiém nhu sau. Cu thé, céac té bao mau duge
thu nhan tir 10mL méu ctia ngudi khoe manh bang phuong phap da biét, va nudi cay
trong mdi trudng RPMI. Céc té bao nudi cdy nay duoc c¢b dinh va 200nM mau do

PNA véi 3,0ug DReGON va thudc nhudm huynh quang CyS5 gin vao d6 dugc b
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sung. O déy, dé lam mau do PNA, PNA21, PNA223, Let-7a hodc hdn hop ctia ching
(tron 13n) duoc sir dung. P& lam dbi ching, nhém té bao khong duoc xur ly dugc st

dung.

Sau 4 gio, cuong d¢ huynh quang khoi phuc ¢ cac té bao mau, phat hién bing
phép tric luu t& bao, duge thé hién trén Fig.16. Nhu duoc thé hién trén Fig.16, xac
nhan réng trinh tu bazo dich duoc biéu hién & céc té bao mau duoc phat hién béng

mau do PNA.

Vi du thir nghiém 4. X4c nhan kha ning cia PEG-NGO d phat hién trinh tu

axit nucleic dac hi€u vi khuan

Kha ndng cua PEG-NGO dé phat hién trinh ty axit nucleic ddc hiéu vi khuin
Pseudomonas aeruginosa hodc Staphylococcus aureus dugc xac nhan trong cung diéu
kién va cach thirc nhu vi du thir nghiém 3-1. O déy, 0,2pg PEG-NGO duoc didu ché
trong vi du 5, thay vi DReGON, va 10pmol PNA-Pa hodc PNA-Sa dugc b6 sung, va
sau do 0, 10, 20, 40, 70 hodc 100nM AS-ADN cua Pseudomonas aeruginosa hodc
Staphylococcus aureus dugc bd sung vao dé lam vat liéu dich. Két qua 13, su thay d6i
huynh quang do dugc dugc thé hién trén F ig.17. Nhu dugc thé hién trén Fig.17, cuong
d6 huynh quang ting 1én phu thudc vao ndng do ctia AS-ADN cla Pseudomonas

aeruginosa hodc Staphylococcus aureus dugc bod sung.

Vi du thtr nghiém 5. Xac nhan kha nang DReGON dé phat hién trinh tu axit

nucleic dac hiéu virut

Kha nang cia DReGON dé phat hién trinh tu axit nucleic dic hiéu virut
cytomegalo ciia ngudi (HCMV) hodc virut sdt dengue (DENV) dugc xac nhan trong
cung diéu kién va cach thuc nhu vi du thar nghiém 3-1. O day, 0,5ug DReGON, va
20pmol PNA-USS5-2 hodac PNA-DENV dugc bd sung, va 20pmol miR-US5-2 hodc
miR-DENV dugc bd sung vao do lam vat lidu dich. Két qua 1a, cac thay dbi huynh
quang do dugc theo thoi gian phan tng dugc thé hién trén Fig.18. Nhu dugc thé hién
trén Fig.18, cuong d6 huynh quang dbi véi trinh tu axit nucleic dic hiéu HCMV hoic

DENV b6 sung phu thudc vao thoi gian phan ting dugc ting 1én.

Vi vay, tir cac két qua nay, c6 thé ching minh ring, khong giéng vi mang

(microarray) hodc RT-PCR, ché phim theo sang ché d& dang phat hién trinh tu dich,
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va cé thé duoc st dung dé xac nhan gian tiép ndng do cua trinh tu dich.

Danh muc trinh tu

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

1:

2:

3:

4.

9:

10

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

tcaacatcag tctgataagce ta
agctatgeca geatettgec t

atttgacaaa ctgac

ggaggggact gagectg

: aactatacaa cctactacct ca
: ctgeeccaaa atgect
: geggceatgge tggate

: acagagtttt acgatc

agacatcgtc acacctatca ta

. gegtttcage atattga
uagcuuauca gacugauguu ga
aggcaagaug cuggcauage u
gucaguuugu caaau
caggcucagu ccccuce
ugagguagua gguuguauag uu
aggcauuuug gggcag
gauccagceca ugecge
gaucguaaaa cucugu
uaugauaggu gugacgaugu cu

ucaauaugcu gaaacgce
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<110> Lemonex Inc.
<120> CHE PHAM CHUA CHAT DAP TAT VA MAU DO LIEN HQP VAT LIEU HUYNH QUAN
G, PHUONG PHAP VA KIT SU DUNG CHE PHAM NAY

<130> PCB603020LMN
<150> KR 10-2015-0139174
<151> 2015-10-02

<160> 20
<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1
<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> PNA21

<400> 1

tcaacatcag tctgataagc ta 22
<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223> PNA31

<400> 2

agctatgcca gcatcttgcece t 2
1

<210> 3

<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> PNA223

<400> 3

atttgacaaa ctgac 15
<210> 4

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>
<400>

PNA484
4

ggaggggact gagcctg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
22
ADN

Trinh tu nhdn tao

Let-7a
5

aactatacaa cctactacct ca

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

6
16
ADN

Trinh tu nhédn tao

PNA-TS
6

ctgccccaaa atgcect

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

7
16
ADN

Trinh tu nhédn tao

PNA-Pa
7

gcggcatgge tggatc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

38
16
ADN

Trinh tu nhédn tao

PNA-Sa
8

acagagtttt acgatc

<210>
<211>
<212>
<213>

9
22
ADN

Trinh tyu nhén tao
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<220>
<223>
<400>

PNA-US5-2
9

agacatcgtc acacctatca ta

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10
17
ADN

Trinh ty nhdn tao

PNA-DENV
10

gcgtttcagc atattga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

11
22
ARN

Trinh tyu nhén tao

miR-21
11

uagcuuauca gacugauguu ga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

12
21
ARN

Trinh ty nhén tao

miR-31
12

aggcaagaug cuggcauagc u

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

13
15
ARN

Trinh tu nhén tao

miR-223
13

gucaguuugu caaau

<210>
<211>
<212>
<213>

14
17
ARN

Trinh ty nhén tao
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<220>

<223> miR-484
<400> 14
caggcucagu ccccucc
<210> 15

<211> 22

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Let-7a
<400> 15

ugagguagua gguuguauag uu
<210> 16

<211> 16

<212> ARN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> miR-TS

<400> 16

aggcauuuug gggcag
<210> 17

<211> 16

<212> ARN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> miR-Pa

<400> 17

gauccagcca ugccgc

<210> 18

<211> 16

<212> ARN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> miR-Sa

<400> 18

gaucguaaaa cucugu
<210> 19

<211> 22

<212> ARN

<213> Trinh tu nhén tao
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miR-US5-2
19

uaugauaggu gugacgaugu cu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20
17
ARN

Trinh tu nhan tao

miR-DENV
20

ucaauaugcu gaaacgc
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YEU CAUBAO HQ
1. Ché phim bao gdm:
keo nano ctia graphen oxit (graphene oxide nanocolloid - GON);

polyme tan dugc trong nudc lién két v6i gbc nhém carboxylic trén bé mit cla
GON; va

mau do lién hop vat liéu huynh quang duoc gin két trén bé mit noi ma polyme
tan dugc trong nudce khong duoc lién két voi GON,

trong d6 polyme tan duoc trong nudc duge chon tir nhém gdm c6 chitosan,
chit din xudt cta chitosan, mudi chitosan, dextran, chat din xuét cua dextran, axit
hyaluronic, chit din xuit cta axit hyaluronic, hyaluronat, pectin, chit din xuat ctia
hyaluronat, pectin, mudi pectin, alginat, chat din xuét clia alginat, axit alginic, aga,
galactomanan, chit ddn xuét cua galactomanan, mudi galactomanan, xantan, chat dan
xuét clia xantan, mudi xantan, B-xyclodextrin, chat din xuét cua B-xyclodextrin, B-
xyclodextrinat, polyetylen glycol (PEG), polyetylenimin (PEI) va t6 hop cua chung.
2. Ché phdm theo diém 1, trong d6 GON c6 ¢4 hat 1a tir 0,01 dén 1um.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 polyme duoc lién két bing lién két héa hoc hozc
lién két vat ly.

4. Ché pham theo diém 3, trong d6 lién két héa hoc 1a ngéu hgp EDC.

5. Ché phim theo diém 3, trong do lién két vat 1y 1a lién két hydro.

6. Ché phim theo diém 1, trong d6 mau do 1a mau do bat ky duoc chon tir nhém gébm
¢6 khang thé, axit nucleic, peptit, protein va té hop cta chiing.

7. Ché phim theo diém 6, trong do axit nucleic gdm c6 10 dén 50 bazo.

8. Ché phdm theo diém 6, trong d6 axit nucleic 1a axit nucleic bt ky dugc chon tir
nhoém gém c6 ADN, ARN, mARN, miARN, ARN khong ma hoa, ARN X04n kép,
ADN xoén kép, enzym trén co so& ADN, deoxyribozym, aptame, axit nucleic peptit
(peptide nucleic acid - PNA), axit nucleic khoa (locked nucleic acid - LNA) va t6 hop

cua chung.

9. Ché phim theo diém 6, trong d6 axit nucleic 1a axit nucleic bt ky dugc chon tir
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nhém bao gdm céc trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 10.

10. Ché phdm theo diém 1, trong d6 vat liéu huynh quang dugc chon tir nhom gbm c6
floresxein, floresxein clotriazinyl, rédamin xanh 14, r6damin do, tetrametylrédamin,
floresxein isothioxyanat (FITC), xanh Oregon, thuéc nhuém Alex Fluor,
carboxyfloresxein (FAM), 6-carb0xy-4’,5’-diclo-Z’,7’-dimétoxyﬂoresxéin (JOE),
carboxy-X-rddamin (ROX), 6-carboxy-2',4,4',5',7,7"-hexaclofloresxein (HEX), do
Texas (sulforddamin 101 clorua axit), 6-carboxy-2',4,7',7-tetraclofloresxein (TET),
tetrametylrddamin-isothioxyanat (TRITC), -carboxytetrametylrddamin (TAMRA),

thu6c nhuém goc xyanin, thuéc nhuém thiodicarboxyanin, va t6 hop ctia chung.

11. Ché phim theo diém 10, trong d6 thudc nhudm gdc xyanin la thubc nhudm bét ky

duoc chon tir nhém bao gdm Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7 va td hop cua chiing.

12. Phuong phép cung cip thong tin cin thiét cho viéc chdn dodn bénh bao gbm cac

budec:
1) tron ché pham theo diém 1 véi miu phan lap duoc;
2) do murc huynh quang ctia hdn hop; va

3) so sanh muc thu dwoc voi mic huynh quang ctia mau ddi ching binh

thuong.

13. Phuong phép theo diém 12, trong dé bénh 14 bénh ung thu, bénh truyén nhiém,

bénh viém hodc bénh di truyén.

14. Kit chta ché phdm theo diém 1.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]
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[FIG. 3]
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[FIG. 5]
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[FIG. 6]
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[FIG. 7]
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[FIG. 8]
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[FIG. 9]

60000

50000 - PEG-PEI-GON
E —0ug
g40000 4 \ e 0,119
2 -=== 0,20ig
%30000 - - = -0,5U9
E — - 1ug
£ |
'S20000 -
(=]
=1
210000 -
=]
5
U ''''''

[ -t TP

510 560 610 660 710

Budce song (nm)

-36-



31040

[FIG. 10]

0gid 4giv 8gio 12gi0 24 gio

i
2,0
Thoi ziano( gio)
=
=
=e
=
~=
=9
\(“
=
(=]
)
0,0 v T v T v T ¥ T T
200 300 400 00 600 00
Budc song (nm)
4 010 8ei0 12 gi0 24 giv
_ Thoi gian (gio)
= 0
S -4
=. L\ e B
5 e, — s 12
LO5 N e
o 24
(-~
=
©* 0,5- e
2 —
%M%
0,0 T T Y T
200 300 400 500 00 700

-37-



[FIG. 11]
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[FIG. 13]
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[FIG. 14]
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[FIG. 15]

_42-



[FIG. 16]
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[FIG. 17]
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