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(57) Sang ché dé cap dén aptame ADN lién két dic hiéu voi mién 111 protein vo
cua virut sét vang (YFV EDIII), ché phim dé chan doan bénh st vang chia
aptame ADN nay, bo kit & chan doan bénh sbt vang, cam bién sinh hoc dé chan
doan bénh sbt vang, va phuong phap cung cap thong tin dé chan doan bénh st
vang. Két qua nghién ctu chinh thac bai cac tc gia nham phat trién chi thi sinh
hoc ma&i dé chan doan bénh sbt vang da xac nhan rang aptame ADN c6 thé lién
két dac hiéu véi YFV EDIIL Do d6, sang ché dugc Ky vong c6 co d6 6n dinh cao
hon so v&i cac phuong phap ELISA thong thuong sir dung khang thé, va do d6 c6
thé duoc str dung hiéu qua trong viéc phat trién ché pham dé chan doan bénh sét
vang, cam bién sinh hoc dé chan doan bénh sét vang, va phuong phap cung cap

thong tin dé chan doan bénh sét vang va tuong tu.
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Linh vuc k¥ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén aptame ADN lién két dic hiéu véi mién IIT protein vo cua
virut sét vang (YFV EDIII - yellow fever virus envelope protein domain III), ché
pham, bd kit va cam bién sinh hoc d& chn doan bénh st vang chira aptame ADN nay,
va phuong phap cung cép thong tin vé sy hién dién cua virut sdt vang trong mau ddi

tuong.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh st vang 12 bénh sét xuét huyét truyén nhiém cép tinh do virut sdt vang 14
mdt loai flavivirus gy ra, va 1a bénh truyén nhiém chét ngudi do mudi rimg Ai Cép
truyén. Bénh s6t vang xay ra sau thoi gian U bénh tr 3 dén 6 ngdy sau khi nhiém bénh,
va xult hién céc triéu ching nhu s6t, dau co, nhitc dau, non va budn ndn. Mic du
nhiéu bénh nhan hdi phuc nhung duwgce biét c6 khoang 15% bénh nhan budc vao giai
doan nguy kich va khoang 50% bénh nhén nguy kich tir vong trong vong 10 dén 14
ngay. Cac loai vacxin da dugc phat trién, nhung khong c6 phuong phap diéu tri chuyén
bidt cho bénh nhan sau khi khai phat bénh st vang. Diéu tri bénh nhan duoc thyc hién
trong khi tp trung vao liéu phap diéu tri triéu chimg, va dugc thyc hién véi muc dich
ngan nglra méat nude va kho thé, sét va cac bién ching. 200.000 ca s6t vang duge bao
c4o hang ndm, va trong sb d6, c6 30.000 ca ttx vong (Sang ché Han Quédc sb 10-

0883703).

Trong khi d6, mién IIT protein vo ctia virut s6t vang (YFV EDIII) 1a phan mién
ITI n3m trong protein bé mit cia virut s6t vang va flavivirus nhu virut sdt vang ¢6 cau
trac trong d6 ARN hé gen ndm bén trong protein vo capsid, va dime cla protein vo (E
- envelope) va protein mang (M - membrane) bao quanh phia ngoai cua no. Protein vo
ndm & phia ngodi cuing cua khang nguyén flavivirus bao gdm cc mién L, I va III, va

trong s6 d6, mién 1T 14 vi tri ma thy thé virut gén vao, va da thu hit su cht y nhu la
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dich chinh d& nghién ctru chin doan va mién dich sir dung huyét thanh. Mién III c6
dic tinh khang nguyén rit manh va c6 epitop thing dwoc nhan biét béi khéng thé trung
hoa virut don. Cac bénh cia cing chi flavivirus rit kho chin doan bang huyét thanh
hoc vi phan ng chéo khéng nguyén manh giita céc virut. Vi dy, cling c6 bao cdo ring
hau hét céc trudng hop 14y nhiém déu bi chin doan nhdm do phan g chéo gifia ba
loai s6t Dengue, sbt vang va viém ndo St. Louis. Dé giai quyét van dé nay, sy chi y
dang dugc danh cho trinh tu ctua mién III c6 céc dic diém khéac biét rd rang ngay ca

gifta cac virus cung chi.

Hién nay, cdc bénh nhiét d6i ddc hitu nhu bénh sbt vang duoc chin doén bing
phuong phap chén doéan dua trén triéu ching, phat hién tac nhan 14y nhi®m béang phan
mg chudi polymeraza (PCR) va chin do4n mién dich bang phan ung khang nguyén-
khang thé. Tuy nhién, cac phwong phap hién ¢ khong thé duoc st dung rong réi & cac
nuéc dang phat trién véi co s6y té nghéo nan do véAn @& chi phi, hogc khong dat dugc
muc d6 phu hop vé cac khia canh nhu do nhay va dd chon loc. Cén phai khic phuc
nhitng han ché cta cac phuong phap chan doan hién c6 va phat trién nén tang dé phat

hién cac bénh bi bo quén, ma ¢ thé duoc st dung thue su ¢ cic nude dang phat trién.

Trong khi d6, cdc aptame la ADN mach don (ssDNA) hodc ARN c6 tinh dic
hidu va ai lyc v6i cac vat ligu cu thé. Céc aptame c6 4i luc rat cao véi cac vat lidu cu
thé va 6n dinh, va do d6 da dugc phat trién rong rai trong nhitng ndm gan day, va ung
dung ctia ching cho céc tac nhan didu tri va cam bién chan doan bang cach st dung
céc aptame ndy dang dwoc thuc hign tich cuc. Vi cac aptame c6 thé dugc tong hop
bang phuong phap twong d6i don gian va té bao, protein va thdm chi céc vat liéu hitu
co nho ¢6 thé 1a vat liéu dich, nén c6 thé phat trién cac phuong phéap phat hién méi
bang cach st dung cac aptame nay, va tinh ddc hiéu va do dn dinh cua chiing cao hon
nhidu so véi cac khang thé da duge phat tridn, do d6 céc aptame c6 thé dugc ung dung
dé phat trién tac nhan diéu tri, hé théng phan phéi thudc, va cam bién sinh hoc chan

doan.

Do d6, dé phat trien nén tang phat hién cic bénh bi b6 quén, viéc chan doan
bénh st vang bing cach sir dung chi thi sinh hoc méi dé 1a doi twong chinh cua nghién
ctru, va cac nghién ctru di duge tien hanh vé van dé nay, nhung cac nghién clru nay

van chua du.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vén dé k¥ thuat

Do sang ché duoc tao ra dé giai quyét cac véAn d2 trén, nén kha ning lién két
ddc hidu cta aptame ADN dugc tao ra theo sang ché v6i mién III protein vo cta virut
s6t vang (YFV EDIII) d& dugc x4c nhén, va sang ché d3 duogc hoan thién dua trén didu
nay.

Do d4, muc dich cia sang ché 12 d& xuit aptame ADN lién két dic hidu véi
mién III protein v6 cua virut sbt vang (YFV EDIII), trong d6 aptame ADN chua trinh
tu nucleotit SEQ ID NO: 6.

Hon nita, muc dich khic cua sang che 13 dé xuat ché pham dé chan doan bénh

bénh sbt vang hodc bd kit d8 chan do4n bénh s6t vang, ma chira aptame AND.

Ngoai ra, muc dich khic nita cla sang ché 13 @ xuét cam bién sinh hoc dé chan
doén bénh sbt vang, cam bién sinh hoc nay bao gém: aptame ADN dic hiéu cho mién
III protein vo cua virut sbt vang (YFV EDIII); va nén ma aptame ADN duogc c¢b dinh
trén do, trong d6 aptame ADN chira trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 6.

Hon nita, muc dich khac nita cua sang ché 12 d& xuét phwong phap cung cap
thong tin vé su hién dién cia virut sdt vang trong mau d6i teong, phuong phap nay
bao gdm céc bude: (a) dua mau ddi twong vao cam bién sinh hoc; (b) dua dau do phat
hién chtra chdm lugng tir vao cam bién sinh hoc ma da dua mau dbi twong vao trong
budce (a); (¢) dua axit vao cam bién sinh hoc ma da dua dau do phat hién chura chém
lugng tir vio trong bude (b); (d) thu dung dich trong d6 chdm luong tir va axit trong
budce (c) phan tmg v6i nhau; va (e) do dong dién (ampe (A)) cua dung dich trong budc
(d).

Tuy nhién, cac van dé k¥ thuat ma sang ché du dinh giai quyét khdng chi gioi
han & cac van dé k¥ thudt da dugc dé cép ¢ trén, va ca cac van dé k¥ thuat khéac chua
dugc dé cép dén sé duoc hiéu ro rang boi ngudi c6 hicu biét trung binh trong linh vuc

ma sang ché lién quan dén tlir sy mo ta sau day.

Giai phap k§ thuat
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Dé dat dugc cac muc dich cia sang ché nhu md ta & trén, sang ché @& xuét
aptame ADN lién két dic hidu voi mién III protein vo cla virut s6t vang (YFV EDIID),
trong d6 aptame ADN chua trinh ty nucleotit SEQ ID NO: 6.

Theo phuong 4n mau cua sang ché, YFV EDIII c6 thé 13 protein chita protein

mién trén bé mit khang nguyén virut sot vang.

Hon nita, sang ché dé xuat ché pham dé chan doan bénh s6t vang, ché phim nay

chira aptame ADN.

Ngoai ra, sdng ché d& xuét bo kit dé chin doan bénh sbt vang, bo kit nay bao

gdm aptame ADN.

Hon ntita, sang ché d& xuét cam bién sinh hoc dé chan do4n bénh sbt vang, cim
bién sinh hoc nay bao gdm: aptame ADN dac hi¢u cho mién III protein vo cua virut
s6t vang (YFV EDIII); va nén ma aptame ADN duoc ¢d dinh trén d9, trong d6 aptame
ADN chira trinh tw nucleotit SEQ ID NO: 6.

Theo phuong 4n mau cua sang ché, nén c6 thé bao gdm 16p dién cuc kim loai

va 16p hat nano kim loai, va kim loai c6 thé 12 vang (Au).

Theo phwong 4n mau cua sang ché, aptame ADN ¢6 thé duoc lai v6i trinh ty ¢b

dinh dé duoc ¢b dinh trén nén bang mach doi.

Hon nita, séng ché d& xuét phuong phép cung cép thong tin vé sy hién dién cua
virut sdt vang trong mau d6i tuong, phuong phap nay bao gbm céc budc: (a) dua mAu
dbi trong vao cam bién sinh hoc; (b) dwa dau do phét hién c¢6 chira chim luong tr vao
cam bién sinh hoc da dua mau d6i twong vao trong bude (a); (¢) dua axit vao cam bién
sinh hoc da dua d4u do phat hién chua chdm luong tu vao trong budc (b); (d) thu dung
dich trong d6 chdm luong tir va axit trong budce (c) phan Gmg véi nhau; va (e) do dong

dién (ampe (A)) cta dung dich trong budc (d).

Theo phuong 4n miu cua sing ché, chdm lwong tr c6 thé 13 cadimi sunfua
(CdS).

Ngoai ra, sang ché mo ta phuong phép chin doan bénh sbt vang, phuong phap

nay bao gém buéc dung aptame ADN lién két dic hiéu YFV EDIII cho ca thé.
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Hon nita, sang ché mé ta viéc str dung aptame ADN lién két dic hidu véi YFV

EDIII dé chan doan bénh sbt vang.
Hiéu qua dat dugc cua sang ché

Nghién ctru chuyén sdu va k¥ ludng dugc thuc hién béi cac tac gia nham phat
trién chi thi sinh hoc md&i d8 chin doan bénh st vang, d4 x4c nhén ring aptame ADN
c¢6 thé lién két dic hidu véi YFV EDIII ¢6 luc lién két manh va tinh d3c hiéu tuyét voi
véi YFV EDIIL Do do, sang ché dugc duge mong doi cé tinh 4n dinh cao hon phuong
phap ELISA thong thudng st dung khang thé, va do d6 c6 thé dugc sir dung hiéu qua
dé phat trién ché pham dé chan doan bénh s6t ving, cam bién sinh hoc dé chan doan
bénh sbt vang, va phuong phép cung cép thong tin vé su hién dién cta virut sbt vang
trong mau dbi tuong, qua do chin doan bénh sét vang va twong ty.

MO ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1A thé hién két qua khuéch dai va x4c nhén gen YFV EDIII gene.

FIG. 1B thé hién két qua quan sat protein YFV EDIII tai t0 hop c6 d9 tinh khiét
cao thu dugc thong qua phuong phip FPLC sau khi biéu hién qua muc protein YFV
EDIII t4i to hop.

FIG. 2 13 bidu dd thé hién két qua xac nhan muc do lién két (%) gitra ADN
mach don (ssDNA) va YFV EDIII va thuc hién qué trinh chon loc.

FIG. 3 12 bidu db thé hién két qua x4ac nhan gia tri Kd cho trinh ty aptame YF1
bing phuong phéap do huynh quang.

FIG. 4 12 so dd cta cam bién sinh hoc dé phat hién YFV EDIII st dung aptame
ADN.

FIG. 5A 12 bidu dd x4c nhén ring két qua phat hién YFV EDIII sit dung aptame
YF1 khi ndng d6 YFV EDIII thay doi.

FIG. 5B 12 bidu db xdc nhan ring két qua phét hién YFV EDIII thu dwgc vé mat
dinh lugng khi gié tri ndng d6 ctia YFV EDIII duge chuyén dbi thanh Log dugc su

dung 1am truc X.
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FIG. 6 14 bidu dd thé hién sy thay dbi twong ddi cua gia tri dong dién do phan
img v6i mdi protein trong thi nghiém vé tinh ddc hiéu lién két dbi véi protein YFV
EDIIL.

MG té chi tiét sang ché

Theo két qua nghién ciru chuyén sau va k¥ ludng dugc thyc hién bdi cac tac
gia nham phat trién chi thi sinh hoc méi dé chan doan bénh sét vang da x4c nhan rang
aptame ADN c6 thé lién két dic hiéu voi YFV EDIII ¢6 luc lién két manh va tinh dic
hiéu tuyét voi déi véi YFV EDIIL qua d6 hoan thanh sang ché.

Sau ddy, sang ché s& dugc md ta chi tiét.
Sang ché d& xuit aptame ADN lién két dic hiéu véi YFV EDIIL

Nhu duge st dung ¢ day, thuét nglt "mién III protein vo cua virut s6t vang
(YFV EDID)" dung dé chi phan mién III ndm trong protein bé mit cuia virut st vang
va flavivirus nhu virut sdt vang cé cdu tric trong d6 ARN hé gen nim bén trong
protein vo capsid, va dime cta protein vo (E) va protein mang (M) bao quanh phia
ngoai cta nd. Protein vo ndm & phia ngoai cing cia khang nguyén flavivirus bao gdm
cac mién I, IT va III, va trong s6 d6, mién IIT 12 vi trf ma thu thé virut ga"ln vao, va da
thu hat sy cha y nhu la dich chinh dé nghién ctu chan dodn va mién dich st dung
huyét thanh. Mién III c¢é dic tinh khang nguyén rAt manh va c6 epitop thang duoc
nhén biét bai khang thé trung hoa virut don. Cac bénh cua cung chi flavivirus rat kho
chin doan biang huyét thanh hoc vi phan tmg chéo khang nguyén manh gifta cac virut.
V1 du, ciing c6 bao céo rang hau hét cac trudng hop lay nhidm d&u bi chin dodn nhim
do phéan ting chéo giita ba loai sot Dengue, s6t vang va viém ndo St. Louis. Dé giai
quyét vAn d& nay, theo su chu y dang dwgc danh cho trinh tu cua mién III ¢ céc dic
diém khéc biét 10 rang ngay ca gifta cac virus cling chi, bénh sét vang c6 thé dugce
chin doan hiéu qua bang cach phat hién YFV EDIIL, va EDIIT cua virut sdt vang c6 thé
1a protein mién c6 trén bé mit ctia khang nguyén virut s6t vang, nhung gidi han ¢ d6.

Nhu dugc st dung & diy, thuat ngit "aptame" dung dé chi ADN mach don
(ssDNA) hodc ARN c6 tinh déc hiéu va ai lyc cao dbi véi vat liu cu thé. Vi phuong
phap st dung cac khang thé da phat trién trude d6 duge thuc hién dé didu ché khang
thé bang cach st dung hé théng mién dich cua sinh vat, nén c6 vAn d& 13 phwong phap

6
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nay can thoi gian va tién bac twong ddi 16n va do 6n dinh 12 van dé dang lo ngai vi
khang thé 14 protein, trong khi d6 vi aptame c6 thé duge téng hop bang phuong phap
twong ddi don gian. Ngoai ra, aptame c6 thé nhim dich t& bao, protein va tham chi 1a
vat lidu hitu co nho. Dya trén thyc té 13 cac phwong phdp phat hién méi sit dung
aptame c6 thé dugc phat tridn va tinh dic hiéu va @6 on dinh cua chung rét cao so v6i
céc phuong phap phét hién sir dung Khang thé da duoc phat trién, aptame ADN dugc
sir dung dé phét hién dic hidu YFV EDIIL Bat ky ADN (ssDNA) hodc ARN nao c6
kha ning phat hién ddc hiéu YFV EDIII co thé thudc aptame ctia sang ché, va tét hon
14 c6 thé bao gdm trinh ty nucleotit SEQ ID NO: 6, nhung khong gidi han & do.

Hon nita, sang ché d& xuét ché pham dé chan doan bénh sot vang, ché pham

nay chira aptame ADN.

Ché phim cta sang ché c6 thé con bao gdm chit mang, ta dugc, chit pha
lodng, dwoc chip nhan v& mit dugce 1y va sinh 1y, ngoai aptame ADN. Hon nita, dugc
pham c6 thé stt dung bing cich dwoc bao ché duséi dang binh xit, chit boi ngoai, thude
dan, va dung dich tiém v0 trung, va ché phém dang ubng nhu bot, hat, vién nén, vién

nang, hdn dich, nhil twong, xird, theo phwong phép dién hinh.

Céc vi du cta chit mang, td dugc, va chét pha lodng, ma c6 thé ¢6 trong ché
phérn bao gém lactoza, dextroza, sucroza, socbitol, mannitol, xylitol, erytritol,
maltitol, tinh bdt, cao su acacia, alginat, gelatin, canxi photphat, canxi silicat,
xenluloza, metyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrrolidon, nuéc, metyl
hydroxybenzoat, propyl hydroxybenzoat, bot talc, magié stearat, dau khoang, va céc
chét twong ty. Khi ché phdm dugc tao cong thiic, ché pham dugc bao ché bing cach su
dung chét pha lodng hodc té& dugc thuong dugce s dung nhu chat don, chit kéo dai,
chét két dinh, chat 1am wét, chat phan hiy va chit hoat dong bé mit.

Ngoai ra, sang ché dé xuét bd kit dé chan doén bénh s6t vang, bd kit ndy bao
gbm aptame ADN.

B kit bao gdm aptame cua sang ché, lién két ddc hiéu véi YFV EDIIL va chi
thi phét hién duoc st dung rong réi trong linh vuc ndy, vi du du luwong biotin ¢c6 thé
dugc gén vao aptame. Sau khi vt li¢u chi thi dugce dua vao aptame ma biotin da dugc

gén va0, phan tich ctia n6 ¢ thé dugc st dung dé phat hién, dinh lugng va chén doan

7
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YFV EDIIL Céc vat liéu chi thi phén tich da biét khac nhau c6 thé duoc sir dung lam
vat liéu chi thi duge st dung cho biotin, va phén tich huynh quang c6 thé duoc thuc
hién bé'lng cach st dung, vi du streptavidin, avidin, Cy3, Cy5, Alexa, BODIPY,
Rhodamine, Q-dot, hodc cac chét twong tw. Hon nita, aptame dé phat hién YFV EDIII
c6 thd dugc danh déu bing vat lidu chi thi dién hinh nhu cdc vét liéu huynh quang
khac, than tlr tinh, vat liéu nhudm mau, enzym, va ddng vi phong xa, ngoai du lugng
biotin, va ¢ thé dugc phat hién bang c4c phuong tién phat hién dién hinh, vi dy kinh

hién vi huynh quang, may phat hién séng v0 tuyén (RAID), va cac thiét bi twong tu.

Hon nfta, bo kit bao gém nhiéu coéng cu hodc thudc thir c6 thé duoc st dung dé
do dinh tinh hogc dinh lwgng su lién két hodc khong lién két ctia aptame va YFV EDIII
trong mau, va cb thé con bao gdm gia d& (nén), dung dich dém, chét két thiic phan

ung, chét hoa tan, chét tay rira, chat 6n dinh hodc céc chét twong tu.

Nén ma aptame dugc c¢d dinh vao theo sang ché, vi du, nén dugc chon tir nhém
bao gém polyme, thily tinh, vang, gidy va mang sinh hoc 13 nén rén c6 thé duge su
dung. Cu thé hon 13, c6 thé st dung polystyren, polyetylen, polypropylen, polyeste,
polyacrylonitril, flororesin, agaroza, xenluloza, nitroxenluloza, dextran, Sephadex,
Sepharoza, liposom, cacboxymetyl xenluloza, polyacrylamit, polystyren, gabbro, gidy
loc, nhua trao d6i ion, mang nhua, 6ng nhua, copolyme cua polyamin-metyl vinyl-ete-
axit maleic, copolyme cta axit amin, copolyme cua etylen-axit maleic, nilong, kim
loai, thily tinh, hat thuy tinh, hat tur tinh, hodc vat liéu tuong tu. Cac nén rin khac c6
thé duogc st dung la dia nuoi céy té bao, dia ELISA, 6ng, mang polyme, va cac dung
cu tuong tu. Nén ¢6 thé c6 bat ky dang nao ¢ thé ¢, vi du, hinh cau (hat), hinh try
(bng nghiém hodc bé mit trong cua giéng), va dang phéng (tdm, dai thi nghiém), va t6t
hon nita 12 dia da giéng (vi du 24 giéng, 96 giéng, 192 giéng, 384 giéng, 576 giéng va

twong tw) c6 thé dugc st dung.

Ngoai ra, sang ché dé xuat cam bién sinh hoc dé chan doan bénh sot vang, cam
bién sinh hoc nay bao gom: aptame ADN déc hiéu cho mién III protein vé cua virut

s6t vang (YFV EDIII); va nén ma aptame ADN duoc cb dinh.

Nén ma aptame ADN dugc ¢ dinh vao bao gdm 16p dién cuc kim loai va 16p
hat nano kim loai cta chip dién cuc duoc in trén bé mit (dién cuc vang in trén man),

va lam vét lidu cho dién cuc va céc hat nano, bét ky vat liéu ndo c6 thé bi hit bsi dién
8
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truong hodc tir trudng va c6 the thay doi cac dic tinh cta dién truong co thé dugc st

dung, va tét hon 1a ¢6 thé bao gdm vang (Au), nhung khong gi6i han ¢ do.

Aptame ADN dugc ¢b dinh trén nén c6 thé dugc lai véi trinh ty da dugc cb
dinh dé ¢d dinh trén nén bing mach kép, va bét ky aptame ADN nao lién két dac higu
YFV EDIII khong gi6i han & bat ky aptame ADN nao, va tot nhét 12 aptame ADN ¢6
thé 13 aptame YF1, nhung khong gidi han ¢ do.

Hon nita, trinh tu d3 duoc ¢b dinh ¢6 thé duoc lai voi aptame YF1 dé dugc cb
dinh trén nén bing phan tng thiol-vang, va tot hon 12 c6 thé 13 trinh tu 5-AAG CAG
TCC AAC TCG AAC ACA CTG-(CHaz)s-SH-3', nhung khong giGi han ¢ do.

Theo phuong an mau cla sang ché, trinh tu lién két dic hidu duge xac nhan
bang cach bidu hién va tinh sach YFV EDIII (xem vi du 1 dén 3), va két qua tim kiém
aptame cho YFV EDIII bang cach str dung SELEX, trinh tu va chu tric clia aptame
YF1 dugc phan tich va x4c nhan (xem vi du 4), lyc lién két gitta YFV EDIII va aptame
duoc do st dung phuong phap do huynh quang (xem vi du 5), va hon nita dua trén két
qua thi nghiém, aptame ADN va cam bién sinh hoc ¢6 dd 6n dinh va kha néng lién két
tuyét voi da dugc tao ra (xem vi du 6), va dd xac nhan rang cam bién sinh hoc ¢6 tinh
d3c hiéu tuyét voi d6i véi YFV EDIIL do d6 xac nhan ring cam bién sinh hoc c6 thé
dugc st dung 1am phuong phép cung cip thong tin d8 chan doan bénh sét vang (xem

vidu 7).

Do d6, sang ché dé& xult phuong phép cung cép thong tin v& su hién dién cta
virut sbt vang trong mau d61 teong, phuong phap nay bao gbm: (a) dua mAu dbi tugng
V30 cim bién sinh hoc: (b) dua ddu do phat hién chita chim luong tlr vao cam bién
sinh hoc ma da dua mAu dbi twong vao trong budc (a); (c) dua axit vao cam bién sinh
hoc ma da dua dau do phat hién chira chim lwong tir vao trong bude (b); (d) thu dung
dich trong @6 chim luong tir va axit trong buéc (c) phan tmg v6i nhau; va (e) do dong
dién (ampe (A)) cta dung dich trong budce (d).

Mau dbi twong d& chan doan bénh sdt vang c6 thé 1a mo, té bao, mau toan phan,
méu, nudc bot, dom, dich néo tuy, nuée tiéu hodc céac mau trong tw, nhung khong gidi

han & do.
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Hon nita, dau do phat hién l4p day vi tri voi nhiéu dau do phat hién hon vi YFV
EDIII lién két véi aptame cam bién sinh hoc dé di chuyén ra khoi cam bién sinh hoc,
va tét hon 13 trinh tu cua dAu do phét hién 1a 5'-GTT CGA GTT GGA CTG CIT CTA
GGA TTG CTG GCT CGA AC-(CHz2)s-NHa-3', nhung khong gi¢i han ¢ do.

Ngoai ra, chdm luong tir c6 thé duoc chua trong d4u do phat hién, va khong
gioi han & bét ky loai chdm lugng tir nio midn 12 chim luogng tir c6 thé phan Ung véi
axit, va ¢6 thé 13, vi dy cadimi sunfua (CdS), chi sunfua (PbS), va cac hop chét twong

tu, tot hon 12 cadimi sunfua, nhung khong gidi han ¢ do.

Hon nita, axit khong bi gi6i han ¢ bét ky loai axit nao mién 13 axit c¢6 thé phan
mg vé&i cham luong tir, va co thé 13, vi du axit nitric, axit sunfuric, axit clohydric, va

céc axit twong tu, va co thé tbt hon 13 axit nitric, nhung khong giéi han ¢ do.
Vi du thye hién sang ché

Sau day, cac vi du dugc vu tién de gitp hiéu o vé sang ché s& dugc de xuat.
Tuy nhién, cac vi du sau duoc cung cap dé dé hiéu hon vé sang ché, va ndi dung cua

sang ché khong bi gi6i han boi cac vi du sau.
Vi du 1. Tach dong gen YFV EDIII

Dé khuéch dai gen cua mién III protein vo ctia virut s6t vang (YFV EDIII), mdi
xudi (5-CCC GGA TCC TCT GCT CTG ACC CTG AAA GG-3'; SEQ ID NO: 1)
chtta trinh tu nhén biét cua enzym cét giéi han BamH1 va mdi nguoc (5'-CCC AAG
CTT TTT ACC GAT AGA AGA ACC TTC TTT GTG CC-3"; SEQ ID NO: 2) chtra

trinh tur nhan biét cia enzym cit gi6i han HindIIT dugc st dung.

St dung trinh ty gen YFV EDIII (dong Ghana/Asibi/1927, 573Ser-683Lys)
duge tbi wu cho E. coli K-12 lam khuon dé khuéch dai gen, va khuéch dai b%mg qua
trinh phan tng chudi polymeraza chain reaction (PCR) st dung process using i-pfu
polymeraza. Mbi budce cta phan Ung chudi polymeraza nhu sau: 1) G & 98°C trong
20 gidy 1a budc lam bién tinh ADN mach d6i cta khudn, 2) 0 & 55°C trong 20 gidy la
bude @ khudn va mdi, 3) 1 ¢ 72°C trong 30 gidy la budc tong hop mach mdi, va ldp lai

budc nay 20 lan.
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Téach dong gen YFV EDIII da duge khuéch dai vao vecto PET32a chira (His)s-
tag bang phan Gng véi enzym cit gidi han va ligaza ADN, va bién nap vao té bao

BL21 (DE3) cua E. coli béng cach st dung vecto.
Vi du 2. Bidu hién protein YFV EDIII

Nuéi té bao BL21 (DE3) dugc bién nap véi gen YFV EDIII trong moi truong
Luria Bertani (LB), nu6i ¢ 37°C dén khi mat do quang hoc (OD - optical density) dat
0,6 & UV 600 nm. Sau do, b6 sung isopropyl-thio-b-D-galactopyranoside (IPTG) vao
d6 dé cam ung su biéu hién cua protein, sao cho noéng do cudi cing thanh 1 mM, va
nudi té bao & 18°C trong 20 gid. X4c nhan su biéu hién ciia protein bing SDS PAGE,
va phén tach té bao tir moi trudng st dung may ly tAm, va sau do rira 1 14n bing dém

PBS (natri photphat 10 mM, NaCl 150 mM, va pH 8,0).
Vi du 3. Tinh sach protein YFV EDIII

D& tinh sach protein dugc biéu hién trong té bao vi khuan BL21 (DE3) véi do
tinh khiét cao, ly giai té bao trong dém ly giai (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, p-
mercaptoetanol 0,5 mM, glycerol 5%, va pH 8,0), va sau d6 lam dut gay bang mdy
séng 4m trong 20 phut. Dé phan tach protein va té bao trong dung dich nudc, phén

tach té bao & 18.000 rpm trong 40 phit st dung may ly tam.

Ngoai ra, ddc tinh lién két gifta axit Ni-Nitrilotriaxetic (Ni-NTA) va axit amin
(His)e-tag dwoc st dung dé thu duge protein c6 do tinh khiét cao. Cu thé 13, cot Ni-
NTA duoc ndi v6i hé théng sic ky long nhanh protein (FPLC - fast protein liquid
chromatography), va YEV EDIII dugc lién két bing cach phun YFV EDIII trong dung
dich nudc vao trong cot. Vi (His)s-tag ctia protein dugc lién két v&i cot Ni-NTA lién
két canh tranh v6i hop chét imidazol, YFV EDIII dugc phén tach ¢6 do tinh khiét cao
bing cach phun tudn tw nong do dém ria giai (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, B-
mercaptoetanol 0,5 mM, immidazol 300 mM, va pH 8,0) dé tach protein dich khoi cdt.

Hon nita, dém dugc thay thdng qua cot khtr mudi dé loai bo imidazol khoi
protein da tach, va protein da tinh sach dugc luu trir trong dém bao quan (Tris-HCl 50
mm (pH 8,0), NaCl 100 mM, va B-mercaptoetanol 5 mM).

Vi du 4. Tim kiém aptame cho YFV EDIII béng cach st dung SELEX

4-1. Tao ra thu vién ADN mach don (ssDNA)
11
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Thu vién duogc tong hop (5'-
CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCGA-N40-
CTGGCTCGAACAAGCTTGC-3"; SEQ ID NO: 3) ¢6 trinh ty 90 nucleotit bao gbdm
trinh tu lién két véi mdi dé khéch dai PCR va tach dong ¢ ca hai dAu va trinh ty 40
ADN nucletit ngiu nhién & trung tdm dugc thiét ké. Hon nita, dé khuéch dai PCR va
tao ra ssDNA, mdi xudi (5'-CACCTAATACGACTCACTATAGCGGA-3"; SEQ ID
NO: 4), mdi ngugc (5-GCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3"; SEQ ID NO: 5), va mdi
ngugc dugc lién két v6i biotin (5'-Biotin-GCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3') duogc su
dung. TAt ca cac oligonucleotit dugc st dung ¢ day duoc tong hop va dugce tinh sach

PAGE bdi BIONICS Co., Ltd. (Han Qudc).
4.2, C6 dinh YFV EDIII trén hat tir tinh Ni-NTA

YFV EDIII da tinh sach dugc ¢d dinh véi cac hat béng cach st dung
(Invitrogen, Na Uy) 12 hat tir tinh ma bé mit cua né duge phu bang coban @8 lien két

voi His-tag ctia protein.

Cu thé 13, hoa tan 1000 pmol protein trong 100 uL dém lién két protein (Tris 20
mM, NaCl 50m M, KCI 5 mM, MgCh 5 mM, pH 8,0) va rira 15 ul hat bang dém lién
két st dung nam cham bén ngoai, va sau d6 cho phan Gng & nhiét d0 phong trong 1 gio

dé cb dinh hat.
4-3. Chon loc aptame dac hiéu cho YFV EDIII

Dé chon loc aptame dic hiéu cho YFV EDIII, phuong phap phén tach tir tinh
dac hidu dugc thyc hién. Cu thé 13, dau tién {8 tao ra cAu tric 6n dinh nhét cia ssSDNA,
hoa tan thu vién ssDNA (500 pmol) trong 100 uL. dém lién két duoc nudi & 90°C trong
3 phat va nudi & 4°C trong 30 phut. Sau 6, cho thu vién phan Gng véi YFV EDIII
duoc cb dinh trén hat tir tinh trong 1 gio trong khi 14¢c nhe. Sau do, rtra hat 2 14n bang
dém lién két dé loai bo ssDNA khong lién két v6i hat da lién két v6i YEV EDIIL.  Sau
d6, rira giai ssDNA da lién két voi protein st dung dém rira giai (Tris 20 mM, NaCl 50
mM, KCI 5 mM, MgCl, 5 mM, Tween 20 0,01%, imidazol 300 mM, va pH 8,0) dé
phan tach ssDNA da lién két véi protein trong hat tir tinh. Két tha ssDNA da rira giai
sit dung etanol, sau d6 hoa tan trong 60 uL nudc cat, va sau do khuéch dai bang PCR

st dung i-pfu polymeraza (iNtRON Biotechnology, Inc., Han Quédc) st dung mdi xudi
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va mdi nguoc dugce lién két v6i biotin. P& tao ra ssDNA cho qué trinh chon loc tiép
theo, nudi san phim PCR dugc lién két v6i biotin cling véi hat tir tinh dugc phit bang
streptavidin lién két v6i biotin trong dém ghép ddi (Tris-HC1 5 mM, EDTA 0,5 mM,
NaCl 1 M, Tween 20 0,005%, va pH 7,5) trong 1 gid. Sau khi nudi, nudi san pham
PCR bing 100 ul NaOH 100 mM trong 10 phut dé phan tich chi ssDNA, va chi
ssDNA di chon méi c6 thé thu duoc bing céach st dung nam cham bén ngoai. Ngoai
ra, 1dp lai qué trinh chon loc bang cach st dung ssDNA dugc chon d4u tién cho qua
trinh chon loc tiép theo. Trong truong hop nay, qué trinh chon loc dugc thuc hién
trong khi 1am giam thém lugng ssDNA va ndng d6 YFV EDIII dé chon loc nghiém
ngit, va qué trinh chon loc duoc thuc hién trong khi do ndng d6 ssDNA duoc rira giai
trong qué trinh chon loc 13p lai bing quang phd ké UV (phd ké Biochrom Libra S22)
d& xdc nhan muc dd lién két ciia ssDNA con lai véi YFV EDIIL Mic do lién két (%)
duoc thé hién trong FIG. 2.

4-4. Phan tich cAu trac va phén tich trinh ty aptame

Khuéch dai ssDNA duge chon loc 13p lai 14n thr 11 thong qua qua trinh PCR
stt dung mdi xudi va mbi nguge khong cai bién, tach dong vao vecto pENTR/TOPO
(TOPO TA Cloning kit, Invitrogen, Hoa Ky), va sau d6 bién nap vao té bao TOP10 cta
E. coli (Invitrogen, Hoa K¥). Tinh sach dong ma ssDNA di duge chén vao sur dung bd
kit miniprep (GeneAll, Han Qudc), va sau d6 phan tich trinh tu nucleotit (COSMO
Genetech, Han Qudc). Két qua 13, 6 thé phan tich c4c trinh tw trong bang 1 sau day.

Bang 1

Trinh ty ctia ing vién aptame (5'—3")

YF1

(90 CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCGAATATATCTCCTTAGTTCG
) AGTTGGAC TGCTTCTAGGATTGCTGGCTCGAACAAGCTTGC ‘

mer

Vidu 5. Do ai luc lién két giita protein va aptame bang céach st dung phwong phap do

huynh quang
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Sau khi tron YFV EDIII 400 pmol v6i 10 uL hat tir tinh, nuéi hon hop thu dugc
trong 100 uL dém lién két (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, KCl1 5 mM, MgCl5 mM, va
pH 8,0) trong 1 gid. Rira hdn hop 2 lan bing dém lién két dé phan tach YFV EDIII
khong dugc lién két. Sau d6, nudi hdn hop véi aptame dugc danh d4u bang 6-FAM &
céc ndng do khéac nhau trong 1 gio, va loai bo aptame khong duoc lién két bang cach
rira. Do luong aptame ssDNA danh dAu bing 6-FAM da duoc lién két voi hat tir tinh
ma YFV EDII duge ¢b dinh vao bing phuong phép do huynh quang (1420 Victor
multilabel counter, PerkinElmer, Hoa Ky) bang cach chi phén tich ssDNA danh déu
bing 6-FAM dugc lién két véi YFV EDIII st dung nam chém. Két qua 13, nhu dugc
thé hién trong FIG. 3 va bang 2 sau ddy, gia tri kd cta aptame ADN c¢6 trinh tu
nucleotit YF1 ¢6 thé duoc do.

Bang 2

Aptamer Kd (nM)

YF1 12,2nM

Vi du 6. T6i wu diéu kién phat hién va san xudt cam bien sinh hoc

Dé phat hién YFV EDIII E2 bang aptame ADN tim thdy trong vi du 4, cam
bién sinh hoc c6 do nhay phat hién tuyét voi dugc thiét ké bang cach sur dung k¥ thuét
von-ampe hoa tan (stripping voltammetry). FIG. 4 1a so dd ctia cam bién sinh hoc dé

phét hién YFV EDIII béng cach st dung aptame ADN ctia sang ché.

PAu tién, hip phu hat nano vang vao dién cuc vang cta chip dién cuc vang in
trén man (SPGE - screen printed gold electrode), sau do ¢b dinh mach kép trong do
trinh te duoc c¢b dinh (5-AAG CAG TCC AAC TCG AAC ACA CTG-(CHz)s-SH-3")
lién két véi nhém amino duoc lai véi aptame YF1 (5-GTT CGA GTT GGA CTG CTT
CTA GGA TTG CTG GCT CGA AC-3') vao bé mit vang. Sau do, khi bd sung YFV
EDIII d& duogc phat hién, cho hdn hop thu duge phan tng trong 40 phut, va sau d6 rua
bing nuéc cét, aptame YF1 phan tmg dic hiéu véi YFV EDIII lién két v6i protein va
pha v&, va trinh tu duoc ¢b dinh tuong tmg duge duy tri ¢ dang soi don. Cubi clng,
thuc hién phén tich von-ampe hoa tan séong vudng (stripping square wave
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voltammetry) bing cach cho trinh tw dau do phat hién (5'-GTT CGA GTT GGA CTG
CTT CTA GGA TTG CTG GCT CGA AC-(CHz)s-NH:-3") dugc lién két v6i chdm
lwong ti cadimi sunfua (CdS) phén tng trong 40 phut, rua san pham thu dugc béng
nudc cit, va sau do chuyén dung dich ma da duogc phan ng thém va&i 70 pL axit nitric
acid 1 M trong 1 gidy vao dém axetat/bimut (dém axetat 0,1 M, bitmut 400pg/L, va pH
4.5).

YFV EDIII cang lién két v6i ddu do bé mat cam bién sinh hoc va pha vd, thi
cang c6 nhidu trinh tu dau do pht hién chiém vi tri, va cadimi sunfua phan tng véi
axit nitric s& giai phong vao dung dich. Didu nay c6 thé dugc quan sat thay nhu 12 dinh
trén do thi k¥ thuét von-ampe hoa tan phét hién cac ion kim loai c6 tinh d3c hiéu va do

nhay cuc cao, cho phép phén tich dinh lugng kiéu tin hiéu bét.

Dua trén dién héa, YFV EDIII t4i to hop dwoc phat hién bing cach st dung
aptame YF1 dugc chon. Két qua 13, nhu dugc thé hién trong FIG. 5A va 5B, ¢ thé xac
nhan ring khi ndng 46 YFV EDIII ting (1 pM dén 100 uM), thi gia tri dong dién ting
(xem FIG. 5A). Biéu dd véi gid tri dong dién trén truc y va gia tri ndng do YFV EDIII
dugc chuyén dbi thanh Log trén truc x dugc tao ra, va theo d6, da xac nhan ring YFV
EDIII duoc phét hién dinh luong bang cam bién sinh hoc duogc san xuit & trén, va gioi

han phat hién 12 0,10 pM (xem FIG. 5B).
Vi du 7. Xé4c nhan tinh déc hi¢u lién két cua aptame phét hién YFV EDIII

Vi tinh dac hiéu lién két 12 khong phan tmg v6i cac protein khac nhau trong
méu ngoai YFV EDIII dich l1a quan trong dé aptame ADN dugc st dung lam cam bién
sinh hoc, nén tinh dac hiéu lién két da dugce x4c nhén dbi v&i cac mau protein khéc
nhau d& x4c nhan lidu aptame ADN c6 lién két mot cach chon loc hay khong. Trong
trudong hop nay, viée tron dugc thuc hién v6i PBS sao cho ndng d6 cia mdi protein

duoc phét hién 1a 10 nM.

Két qua 13, nhu duoc thé hién trong FIG. 6, dd xdc nhén rang tinh dic hiéu voi
YFV EDIII was excellent. 13 tuyét voi. Cu thé 13, trong s céac protein d6i ching,
CHIKV 1a protein bé mit cta virut nhiét déi truyén nhiém gidng v6i YFV, va mac du
YFV thuong dugc biét 1 c6 tinh phéan ung chéo cao trong s6 cac bénh nhiét doi truyén

nhiém, nhung d4 xac nhan rang CHIKV khong lién két v4i aptame ADN dugc phat
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trién theo sang ché. C6 nghia ring aptame ADN cia sang ché phan tng v6i YFV
EDIII c6 tinh dic hiéu lién két cao. Hon nita, aptame ADN cua séng ché c6 tinh dic
hiéu cao ngay ca khi so sanh v6i HSA 1a protein huyét thanh.

Tu nhitng diéu trén, c6 nghia 1 aptame DNA YF1 dugc phét trién theo sang ché
khong chi c6 tinh ddc hiu lién két cuc cao v6i YFV EDIIL ma con co thé duoc st
dung lam cam bién sinh hoc ngay cé trong mau sinh hoc phirc tap.

Dé tham chiéu, céc trinh ty cua sang ché duoc liét ké trong bang 3 sau day.

Bang 3

Danh
muc trinh Tén Trinh tu

tuw

SEQID [Mdixudi YFV
NO:1  [EDII

CCC GGA TCC TCT GCT CTG ACC CTG AAA GG

SEQID [Mbinguge YFV |CCCAAG CTT TTT ACC GAT AGAAGAACCTTC

NO:2  [EDII TTT GTG CC

SEQ ID cacctaatacgactcactatagcggatccgannnnnnnnnnnnnnnnnnn
Thu vién ssDNA s Bees

INO: 3 nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnctggetcgaacaagcettge

SEQ ID .
IMOi xudi cacctaatac gactcactat agcgga

NO: 4

SEQ ID > .

01 nguoc ocaagcttgt tcgageeag

NO: 5 s e

SEQ ID GTTCGAGTTGGACTGCTTCTAGGATTGCTGGCTC
AptameYF

NO: 6 GAAC

SEQID |[Trinh tu dugc cd
0:7 dinh

AAG CAG TCC AAC TCGAACACACTG
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MO0 ta & trén cua sang ché dugc dua ra nhim muc dich minh hoa, va nguoi cé
hidu biét trung binh trong linh vuc ma sing ché lién quan s& hiéu rang sang ché c6 thé
d& dang duoc sira d6i thanh cac dang cu thé khac ma khong 1am thay d6i ban chét k¥
thuét hodc cac d4u hiéu thiét yéu cua sang ché. Do d6, can hiéu réng cac vi du duogc
md ta & trén chi mang tinh minh hoa vé& moi mat va khong gidi han sang ché.

Kha ning 4p dung cong nghiép

Do aptame ADN lién két dac higu véi mién III protein vo cua virut sbt vang
(YFV EDIII) cua séng ché c6 luc lién két manh va tinh déc higu tuyét voi d6i véi YFV
EDIIL virut sdt vang c6 thé duoc chin doan véi d chinh xac ting 1én dang ké so véi
phuong phap chan doén sir dung khang thé hién c6, do d6 aptame ADN duge mong
doi d& dwoc sir dung hiéu qua trong céc san phAm khéc nhau d& chan doén nhu b9 kit

chén doan va ché pham chan doan.
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YEU CAUBAO HQ
1. Aptame ADN lién két dic hiéu v6i mién III protein vo cua virut sdt vang (YFV

EDIII), trong d6 aptame ADN chira trinh tir nucleotit SEQ ID NO: 6.

2. Aptame ADN theo diém 1, trong d6 YFV EDIII la protein chira protein mién trén bé

mit cia khang nguyén virut sot vang.

3. Ché phim dé chin do4n bénh st vang, ché pham ndy chira aptame ADN theo diém
1.

4. Bo kit dé chan doan bénh s6t vang, bd kit nay bao gbdm aptame ADN theo diém 1.

5. Cam bién sinh hoc dé chin doan bénh sbt vang, cam bién sinh hoc nay bao gém:
aptame ADN déc hiéu cho mién III protein vo cta virut s6t vang (YFV EDIID); va nén
ma aptame AND dugc ¢ dinh trén &6, trong d6 aptame ADN chura trinh tu nucleotit
SEQ ID NO: 6.

6. Cam bién sinh hoc theo diém 5, trong d6 nén bao gém 16p dién cuc kim loai va 16p

hat nano kim loai va kim loai 1a vang (Au).

7. Cam bién sinh hoc theo diém 3, trong d6 aptame ADN dugc lai v6i trinh ty d& duoc

¢b dinh dé ¢4 dinh trén nén bang mach kép.

8. Phuong phap cung cép thong tin vé su hién dién cta virut s6t vang trong mau a6i
tuong, phuong phap nay bao gdm cic budce: (a) dua mAu dbi tugng vao cam bién sinh
hoc; (b) dua dAu do phét hién chira chdm lugng tir vao cam bién sinh hoc ma di dua
mAiu dbi twong vao trong budc (a); (c) dua axit vao cam bién sinh hoc ma da dua dau
do phat hién chira chdm Iwgng tw vao trong budc (b); (d) thu dung dich trong d6 cham
lwgng tir va axit trong budc (c) phan ing v6i nhau; va (e) do dong dién (ampe (A)) cua

dung dich trong budc (d).

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 chdm luong tir 1a cadimi sunfua (CdS).

18

18/28



<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

43320 19/28

DANH MUC TRINH TU

POSTECH ACADEMY-INDUSTRY FOUNDATION
MD Healthcare Inc.

Aptame ADN 1lién két didc hiéu voi mién III protein vd cua virut
sét vang, ché phdm, bd kit, cam bién sinh hoc d2 ch3n doan bénh
sét vang chta aptame ADN nay, va phuong phép cung cép théng tin
vd sy hién dién cua virut sét vang trong mdu

MPCT19-124

KR 10-2018-0165205
2018-12-19

.
KoPatentIn 3.0
1
29

ADN
Trinh tu nhén tao

M&i xudi YFV EDIII

1

cccggatcect ctgctctgac cctgaaagg

29

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

<220>
<223>

<400>

2

38

ADN

Trinh ty nhan tao

M3i nguoc YFV EDIII

2

cccaagcttt ttaccgatag aagaaccttc tttgtgcc

38

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

<220>
<223>

3

90

ADN

Trinh tu nhén tao

Thu vién ssDNA



<400>

cacctaatac gactcactat agcggatccg annnnnnnnn NNONNNNNNN NNNNNNNNNAN

60

3

43320

nnnnnnnnnn nctggctcga acaagcttgce

90

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

<220>
<223>

<400>

cacctaatac gactcactat agcgga

26

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

<220>
<223>

<400>

4

26

ADN

Trinh tu nhédn tao

Mdi xubi
4

5

19

ADN
Trinh tu nhan tao

M3i ngugc

5

gcaagcttgt tcgagccag

19

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

<220>
<223>

<400>

gttcgagttg gactgcttct aggattgctg gctcgaac

38

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

<220>

6

38

ADN

Trinh ty nhan tao

Aptame YF1

6

7
24

ADN

Trinh tu nhén tao

20/28



43320 21/28

<223> Trinh tu dugc cb dinh
<400> 7

aagcagtcca actcgaacac actg

24



43320

1/7

FIG. 1

bp

1000

200
333
300
200
100

M(I0KDa)y 1

30

22/28



23/28

43320

277

FIG. 2

o41a U [IIPAAX 00] UOUDd SUOA
64U 8 a4yt

55

sy uen 20NPp YN

%)}

(



24/28

43320

3/7

FIG.3

(AW (8€)TAX 0P SUON

002 001
i 1 N
0 PETST'TY 1 Suenb guinyg op Swon)
= LO9SE'ITOT- by Suenb guing 0p Sugn)
- 9TI98'T ke Suenb guing op Soond
£ITOT'EL 9LLFY'E69T o4 Suenb guing 0p Suon)d
TENTY2 05 FBS IRIR 455
09L6°0 quina nrg Snonnd yug o
SISFO'TIT6 w@m yna Swonyd wuig WO
(/i) ydxa, g +94=A qupn fnongg
pAesagdxy u Op
] L s

- 0001

- 0051

- 0002

- 006¢

~ 000t

J

suon

op

Anyg

(‘n*e) suenb yu



43320

25/28

4/7

FIG. 4
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FIG. 5A
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FIG. 5B
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