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(57) Sang ché dé cap dén aptame ADN lién két dic hiéu véi protein vo 2 cua virut
Chikungunya (CHIKV E2), ché pham dé chan doan bénh chikungunya va b kit
dé chan doan bénh chikungunya, chira aptame ADN nay, cam bién sinh hoc dé
chan doan bénh chikungunya, va phuong phap cung cap théng tin vé sy hién dién
cua virut Chikungunya trong mau déi twong. Nghién ciu chuyén sau va ky ludng
duoc thuc hién bai cac tac gia nham phat trién chi thi sinh hoc méi dé chan doan
bénh chikungunya da dan dén phat hién rang aptame ADN c6 thé lién két dac hiéu
véi protein vo 2 cua virut Chikungunya (CHIKV E2) c6 ai luc lién két manh va
tinh dic hiéu tuyét voi dbi voi CHIKV E2. Aptame ADN dugc Ky vong ¢ do on
dinh cao hon so véi cac phuong phéap ELISA thong thuong st dung khang thé, va
do d6 c6 thé duoc sir dung mot cach thuan loi trong viéc phaét trién ché pham dé
chan doan bénh chikungunya, cam bién sinh hoc dé chan doan bénh chikungunya
va phuong phap cung cap thdng tin vé sy hién dién cua virut Chikungunya trong

mau ddi twong, qua d6 chan doan bénh chikungunya.
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Linh vue k§ thuit cia sang ché

Sang ché d& cap dén aptame ADN lién két dac hidu véi protein vé 2 clia virut
Chikungunya (CHIKV E2 - Chikungunya virus envelope protein 2), ché phdm dé chin doan
chikungunya va b6 kit dé chan doan bénh chikungunya, chira aptame ADN nay, va cam
bién sinh hoc dé chin doan bénh chikungunya, va phuong phap cung cAp thong tin v& su

hién dién ctia virut Chikungunya trong mau d6i twong.
Tinh trang ky thuat cta sang ché

Bénh chikungunya 12 bénh truyén nhiém kém theo sét, dau co va khép, nhic dau,
mét moi, phat ban va céc tri¢u chung twong tu. Mot s6 bénh nhan c6 thé khong khoi dau
khép trong mét vai thang hodc hon trong mot s6 trudng hop, va ngoai ra bénh chikungunya A
cling di kém véi cac bién chimg v& mit, than kinh va tim da dwoc béo céo. Khong cé phuong
phap didu tri chuyén biét cho cin bénh nay, va liéu phap diéu tri triéu ching duge thuc hién
dé giam dau. Udc tinh ring 3 triéu ca nhiém hoic nhiéu hon xay ra mdi nim. Bénh
chikungunya dugc truyén bi mudi rimg Ai Cép va mudi vin Aedes albopictus 14 trung

gian truyén bénh.

Trong khi d6, bénh chikungunya c6 3 loai protein chu tric: E1 va E2 duoc glycosyl
hoéa gén trén vé virut, va E3 14 protein vé capsid khong duoc glycosyl héa. Trong trudng
hgp nay, E2 va E3 da duoc biét 1a c6 tham gia vao qua trinh hinh thanh va nay chdi cia
virion truéng thanh. Epitop (nhén t§ quyét dinh khang nguyén) mach thing don nim & dau
tan cing N cta glycoprotein E2, va thé hién phan tmg khédng nguyén-khéng thé manh. Vi
1y do nay, E2 ctia virut Chikungunya da duoc nghién ctru nhu 1a protein dich chinh trong
qué trinh phit trién phuong phép chin doan dya trén IgM and IgG hién c6 va vacxin tiéu
thé tai t6 hop (recombinant subunit vaccine) (Sang ché Han Quéc s6 10-1792684).
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Hién nay, céc bénh nhiét d6i dic hitu nhw bénh chikungunya dwoc chan doan bang
phuong phap chan doan dwa trén tridu chimg, phat hién tac nhén lay nhiém bing phan tmg
chudi polymeraza (PCR), chin doan mién dich bing phan tng khang nguyén-khang thé.
Tuy nhién, cac phuong phap hién c6 khong thé duogc str dung rong rdi & cac nudc dang phét
tridn véi co s& y té nghéo nan do vén d& chi phi, hoic khong dat duge mirc dd phu hop vé
cac khia canh nhu d6 nhay va d chon loc. Can phai khéc phuc nhiing han ché cua céc
phuong phap chin doan hién ¢ va phét trién nén ting dé phat hién cac bénh bi bd quén,

ma cé thé duge st dung thue sy ¢ cac nudc dang phat trién.

Trong khi d6, cac aptame c6 ai luc rAt cao véi cac vat lidu cu thé va bn dinh, do d6
da duoc phat trién rong rii trong nhitng nim gin d4y, va tmg dung ctia ching cho céc tac
nhan didu tri va cam bién chdn doan bang cach sir dung cic aptame nay dang duoc thuc
hién tich cuc. Vi cac aptame c6 thé duogc téng hop bang phuong phép tuong d6i don gian
va té bao, protein va thdm chi cac vat liéu hitu co nho ¢6 thé 1a vat liéu dich, nén ¢ thé phat
trién cac phuwong phép phat hién méi bang cach str dung cic aptame nay, va tinh dic hiéu
va d6 6n dinh ctia chiing cao hon nhiéu so véi cac khang thé d3 duoc phat trién, do d6 cac
aptame c6 thé duoc ing dung d& phat trién tac nhan diéu tri, hé thdng phan phéi thube, va
cam bién sinh hoc chén doan.

Do d6, d& phat trién nén tang phat hién céc bénh bi bd quén, viéc chan dodn bénh
chikungunya béng cach str dung chi thi sinh hoc méi da 1a d6i tuong chinh cta nghién ctru,
va cac nghién ctru da dugc tién hanh vé vén dé nay, nhung cac nghién cru ndy van chua
du.

Ban chét k§ thuit cia sang ché
Vin d& k§ thust

Do sang ché dugc tao ra dé giai quyét cac vén d trén, nén kha nang lién két dic hiéu

cua aptame ADN dugc tao ra theo sing ché vdi protein vo 2 cta virut Chikungunya

(CHIKV E2) di dugc xac nhén, va sang ché da duge hoan thién dua trén didu nay.
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Do d6, muc dich ctia sang ché 1a dé xuét aptame ADN lién két dac hiéu véi protein
v6 2 cua virut Chikungunya (CHIKV E2), trong d6 aptame ADN chtra trinh tir nucleotit
SEQ ID NO: 4.

Hon nita, muc dich khac cta sang cheé 1a d€ xuat che pham dé chan doan bénh

chikungunya hozc bd kit dé chan doan bénh chikungunya, ma chita aptame ADN.

Ngoai ra, muc dich khac nita ctia sang ché 1a dé xut cam bién sinh hoc & chén doan
bénh chikungunya, cam bién sinh hoc niy bao gém: aptame ADN dc hiéu cho protein vo
2 ctia virut Chikungunya; va nén ma aptame ADN dugc c¢b dinh trén d6, trong d6 aptame

ADN chira trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 4.

Hon nita, muc dich khac nita ctia sang ché 1a dé xuit phuong phap cung cép thong
tinvé sy hién dién ctia virut Chikungunya trong miu ddi tugng, phuong phép niy bao gdm
céc bude: (a) dua mau dbi tuong vao cam bién sinh hoc; (b) dua dau do phat hién chira
chim luong tir vao cam bién sinh hoc ma d4 dua mau d6i tuong vao trong budc (a); (c) dwa
axit vao cam bién sinh hoc ma di dua ddu do phat hién vao trong bude (b); (d) thu dung
dich trong d6 chim luong tir va axit phan tmg véi nhau trong budc (c); va (e) do dong dién

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

Tuy nhién, cac van dé ky thuat ma sang che du dinh giai quyét khong chi gisi han &
céac van dé k¥ thuat di dugc dé cép o trén, va ca cac van de k¥ thuét khac chua dugc de cap
dén s& duoc hicu rd rang bsi ngudi ¢ hi€u biet trung binh trong linh vuc ma sang ché lién
quan dén tir sy mo ta sau day.

Giai phép k¥ thuat
Dé dat duoc cac muc dich ctia sang ché nhu mo ta o trén, sang ché dé xuat aptame

ADN lién két dic hiéu véi protein v6 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV E2), trong d6
aptame ADN chtra trinh tur nucleotit SEQ ID NO: 4.

Theo phuong 4n mAu cia sang ché, E2 cta virut Chikungunya c6 thé 1a protein chita
protein mién trén bé mit khang nguyén virut Chikungunya.
Hon nita, sang ché d& xuét ché phdm d& chdn do4n bénh chikungunya, ché phim nay

chtrta aptame ADN.
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Ngoai ra, sang ché d& xut bd kit dé chan doan bénh chikungunya, b kit nay bao
gdm aptame ADN.

Hon nita, sang ché d& xuit cam bién sinh hoc d chan doan bénh chikungunya, cam
bién sinh hoc nay bao gém: aptame ADN dic hiéu cho protein vé 2 ctia virut Chikungunya
(CHIKV E2); va nén ma aptame ADN duoc c¢b dinh trén d6, trong d6 aptame ADN chira
trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 4.

Theo phuong 4n mAu ctia sang ché, nén c6 the bao gom 16p dién cuc kim loai va 16p

hat nano kim loai, va kim loai c6 thé 1a vang (Au).

Theo phuong 4n miu ctia sang ché, aptame ADN c6 thé dugc lai v6i trinh tu c¢b dinh

dé duoc ¢6 dinh trén nén bang mach doi.

Hon nita, sang ché d& xuit phuong phap cung cAp thong tinvé su hién dién ciia virut
Chikungunya trong mau d6i twong, phuong phép nay bao gdm céc budc: (a) dua miu abi
twong vao cam bién sinh hoc; (b) dwa diu do phat hién c6 chira chdm luong tir vao cam
bién sinh hoc d3 dwa mau dbi tuong vao trong budc (a); (c) dua axit vao cam bién sinh hoc
d3 dua dAu do phat hién vao trong budc (b); (d) thu dung dich trong d6 chim lugng tir va
axit phan tmg v6i nhau trong budc (c); va (¢) do dong dién (ampe (A)) cua dung dich trong
budce (d).

Theo phuong 4n miu cuia sang ché, chim lwong tir c6 thé 13 cadimi sunfua (CdS).

Ngoai ra, sang ché mé ta phwong phap chan doan bénh chikungunya, phuong phép
nay bao gdm budc ding aptame ADN lién két diic hidu v6i CHIKV E2 cho c4 thé.

Hon nita, sang ché dé xuit aptame ADN lién két dic hiéu véi CHIKV E2 dé chin
doan bénh chikungunya.
Hiéu qua dat duoc cua sang ché

Nghién cttu chuyén siu va ky ludng dugc thuc hién baoi cac tac gia nham phat trién
chi thi sinh hoc méi d& chin doan bénh chikungunya di din dén két qua 13 tim ra aptame
ADN c6 thé lién két dic hiéu véi protein vo 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV E2) c6 4i
luc lién két manh va tinh dic hiéu tuyét voi véi CHIKV E2. Aptame ADN dugc mong doi
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¢6 tinh 6n dinh cao hon phuong phap ELISA thong thudng sir dung khang thé, va nhu vay
c6 thé duoce st dung thuan loi aé phat trién ché phém dé chan doan bénh chikungunya, cam
bién sinh hoc dé chin do4n bénh chikungunya, va phuong phap cung cAp thong tin v& su
hién dién cta virut Chikungunya trong mau déi tuong, qua d6 chin doan bénh chikungunya.

M ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 12 bidu db thé hién két qua x4c nhan mirc d6 lién két (%) gitta ADN mach
don (ssDNA) va CHIKV E2 va thuc hién qua trinh chon loc.

FIG. 2 thé hién két qua x4c nhén gi4 tri Kd cho trinh tw aptame CV2 bing phuong
phap do huynh quang.

FIG. 3 14 so dd ctia cam bién sinh hoc dé phat hién CHIKV E2 st dung aptame ADN.

FIG. 4A 13 bidu dd x4c nhan két qua phét hién CHIKV E2 st dung aptame CV2 khi
ndng d6 CHIKV E2 thay d6i.

FIG. 4B 14 bidu d5 x4c nhan ring két qua phat hién CHIKV E2 st dung aptame CV2
thu duoc vé& mit dinh luong khi gié tri ndng d6 ctia CHIKV E2 dugc chuyén ddi thanh Log
duoc st dung lam truc x.

FIG. 5 13 biéu dd thé hién két qua cho thay su thay dbi twong ddi cta gia tri dong
dién do phan ting v6i mdi protein trong thi nghiém vé tinh dic hiéu lién két d6i véi CHIKV
E2.

M3 ta chi tiét sang ché

Theo két qua nghién ctru chuyén siu va k§y ludng nhim phat trién chi thi sinh hoc
méi dé chin doan bénh chikungunya, céc tic gia d3 xac nhan aptame ADN c6 thé lién két
dic hiéu véi protein v6 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV E2) ¢6 &i lyc lién két manh va
tinh dic hidu tuyét voi ddi véi CHIKV E2, qua d6 hoan thanh séng ché.

Sau day, sang ché s& dwoc mb ta chi tiét.

Sang ché @& xuét aptame ADN lién két dac hiéu véi CHIKV E2.

Nhu duoc st dung & ddy, thut ngit "protein vo 2 cuia virut Chikungunya (CHIKV

E2)" dung dé chi E2 dugc glycosyl hoa gin trén vo clia virut, va 1a mét trong 3 loai protein
5
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chu trac: E1 va E2 duoc glycosyl hoa, va E3 14 protein vo capsid khong duoc glycosyl héa.
Trong truong hop nay, E2 va E3 da dugc biét 14 c6 tham gia vao qua trinh hinh thanh va
nay chdi cua virion truong thanh. Epitop mach thing don nim & dau tan cing N cia
glycoprotein E2, va thé hién phan tmg khang nguyén-khéng thé manh. Véi ly do nay,
CHIKYV E2 twong tng voi protein dich chinh trong qua trinh phat trién phuong phép chan
doan dua trén IgM and IgG hién ¢6 va vacxin tiéu thé tai t5 hop, bénh chikungunya c6 thé
dwoc phat hién hiéu qua bang cach phat hién CHIKV E2, va CHIKV E2 ¢6 thé 14 protein
mién c6 trén bé mit ctia khdng nguyén virut chikungunya, nhung gi¢i han & d6.

~ N

Nhu duoc sir dung ¢ day, thudt ngit "aptame" dung dé chi ADN mach don (ssDNA)
hodc ARN c6 tinh dac hiéu va ai luc cao dbi voi vat lidu cu thé. Vi phuong phéap st dung
cac khang thé da phat trién trude d6 dugce thue hién d8 didu ché khang thé bang cach sir
dung hé théng mién dich ctia sinh v4t, nén c6 van d& 1a phuong phap nay can thoi gian va
tién bac tuong dbi 16n va d6 6n dinh 1a vén dé dang lo ngai vi khang thé 1a protein, trong
khi d6 vi aptame c6 thé dugc tdng hop bang phuong phap tuwong d6i don gian. Ngoai ra,
aptame co thé nhim dich té bao, protein va thdm chi 1a vat liéu hitu co nhé. Dua trén thuc
té 1a cac phuong phép phat hién méi stt dung aptame c6 thé dugc phat trién va tinh ddc hiéu
va d6 8n dinh ctia ching rit cao so véi cac phuong phép phét hién str dung khang thé da
duoce phét tridn, aptame ADN duoc st dung dé phat hién dic hiéu CHIKV E2. Batky ADN
(ssDNA) hoic ARN nao c6 kha nang phat hién dac hiéu CHIKV E2 c6 thé thudc aptame
cua sang ché, va tét hon 13 ¢6 thé bao gdm trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 4, nhung khong
gidi han o do.

Hon nita, sang ché dé xudt ché phim d chan doan bénh chikungunya, ché phadm nay

chtra aptame ADN.

Ché phdm clia séng ché c6 thé con bao gdm chét mang, ta dugc, chét pha lodng,
dwoc chip nhdn v& mit duoc 1y va sinh 1y, ngoai aptame ADN. Hon nita, duoc phim c6 thé
stt dung bang cach duoc bao ché dudi dang binh xit, chit boi ngoai, thubc dan, va dung
dich ti€ém vo trung, va ché phém dang uéng nhu bot, hat, vién nén, vién nang, hdn dich, nhii

tuong, xird, theo phuwong phap dién hinh.
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Céc vi du cua chét mang, ta duoc, va chét pha lodng, ma c6 thé c¢6 trong ché phdm
bao gém lactoza, dextroza, sucroza, socbitol, mannitol, xylitol, erytritol, maltitol, tinh bét,
cao su acacia, alginat, gelatin, canxi photphat, canxi silicat, xenluloza, metyl xenluloza,
xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrrolidon, nuéc, metyl hydroxybenzoat, propyl
hydroxybenzoat, bot talc, magi€ stearat, dAu khoang, va cic chat tuong tu. Khi ché pham
duoc tao cong thirc, ché phém dugc bao ché béng cach st dung chét pha loang hodc ta dugc
thudng duge st dung nhu chit don, chat kéo dai, chét két dinh, chat lam uét, chat phan huy

va chét hoat dong bé mat.

Ngoai ra, sang ché d& xuit b kit dé chan dodn bénh chikungunya, b6 kit nay bao
gdm aptame ADN.

B0 kit bao gém aptame cua sang ché, lién két dic hiéu véi CHIKV E2, va chi thi
phat hién duge stt dung rong réi trong linh vuc nay, vi du du luong biotin ¢6 thé duoc gén
vao aptame. Sau khi vat liéu chi thi dugc dua vao aptame ma biotin da dugc gén vao, phan
tich ctia n6 c6 thé duoc sir dung dé phat hién, dinh luong va chan dodn CHIKV E2. Céc vat
liéu chi thi phan tich da biét khac nhau c6 thé duge st dung lam vt liéu chi thi dugc sit
dung cho biotin, va phan tich huynh quang c6 thé duoc thuc hién bang cach st dung, vi du
streptavidin, avidin, Cy3, Cy5, Alexa, BODIPY, Rhodamine, Q-dot, hoac cac chét tuong
tu. Hon nita, aptame dé phat hién CHIKV E2 c6 thé duoc danh dau béng vat liéu chi thi
dién hinh nhu cac vat liéu huynh quang khéc, thin tir tinh, vat liéu nhuém mau, enzym, va
ddng vi phong xa, ngoai du lugng biotin, va c6 th8 duoc phat hién bang cac phuong tién
phat hién dién hinh, v du kinh hién vi huynh quang, m4y phat hién séng v6 tuyén (RAID),

va céc thiét bi tuong tu.

Hon nita, bd kit bao gdm nhiéu cong cu hozc thude thir ¢6 thé duge sir dung dé do
dinh tinh hodc dinh lugng su lién két hozc khong lién két cua aptame va CHIKV E2 trong
mau, va c6 thé con bao gdm gia d& (nén), dung dich dém, chét két thuc phéan ting, chit hoa

tan, chit téy rira, chat 6n dinh hodc cac chét tuong tu.

Nén ma aptame duoc ¢d dinh vao theo sang ché, vi du, nén duogc chon tir nhém bao
gbm polyme, thity tinh, vang, gidy va mang sinh hoc 1a nén rin c6 thé duoc st dung. Cu
thé hon 14, c6 thé str dung polystyren, polyetylen, polypropylen, polyeste, polyacrylonitril,

7
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flororesin, agaroza, xenluloza, nitroxenluloza, dextran, Sephadex, Sepharoza, liposom,
cacboxymetyl xenluloza, polyacrylamit, polystyren, gabbro, gidy loc, nhua trao dbi ion,
mang nhua, 6ng nhua, copolyme ctia polyamin-metyl vinyl-ete-axit maleic, copolyme clia
axit amin, copolyme ctia etylen-axit maleic, nilong, kim loai, thiy tinh, hat thuy tinh, hat
tir tinh, hodc vat li€u twong tu. Céc nén rin khac c6 thé duoc st dung 12 dia nudi céy té bao,
dia ELISA, 6ng, mang polyme, va cac dung cu tuong tu. Nén c6 thé c¢6 bét ky dang nao c6
thé ¢6, vi dy, hinh cau (hat), hinh tru (éng nghiém hodc bé mit trong ciia giéng), va dang
phéng (tAm, dai thi nghiém), v tt hon nita 12 dia da giéng (vi du 24 giéng, 96 giéng, 192
giéng, 384 giéng, 576 giéng va twong tu) c6 thé duoc st dung.

Ngoai ra, sang ché d& xuét cam bién sinh hoc dé chan doan bénh chikungunya, cam
bién sinh hoc nay bao gém: aptame ADN d4c hi€u cho protein vo 2 ctia virut Chikungunya
(CHIKYV E2); va nén ma aptame ADN dugc c¢b dinh vao.

Nén ma aptame ADN duoc ¢b dinh vao bao gém 16p dién cuc kim loai va 16p hat
nano kim loai ctia chip dién cuc duoc in trén bé mit (dién cuc vang in trén man), va lam
vat liéu cho dién cuc va cac hat nano, bat ky vat li€u nao co6 thé bi hat boi dién truong hodc
fir trudng va c6 thé thay dbi cac dic tinh ctia dién truong ¢6 thé duge sir dung, va tot hon

1a ¢6 thé bao gdm vang (Au), nhung khong giéi han & do.

Aptame ADN duoc ¢6 dinh trén nén c6 thé duoc lai véi trinh tu dd duge b dinh dé
c¢b dinh trén nén bing mach kép, va bét ky aptame ADN nao lién két d3c hidu véi CHIKV
E2 khong gi6i han & bét ky aptame ADN nao, va t6t nhat 1a aptame ADN c6 thé 1a aptame
CV2, nhung khong gidi han & do.

Hon nita, trinh tu di dugc ¢b dinh ¢6 thé duoc lai véi aptame CV2 dé dugc b dinh
trén nén bing phan tmg thiol-vang, va tét hon 14 c¢6 thé 14 trinh tw 5'-CAC ATT TCG GAT
CCG CTG ACA T-(CHz)s-SH-3', nhung khong giéi han & do.

Theo két qua tim kiém aptame cho CHIKV E2 stt dung SELEX theo phuong 4n mau
clia sang ché, trinh tu va chu tric cia aptame CV2 duge phén tich va xac nhén (xem vi du
1), ai luc lién két gitta CHIKV E2 va aptame duoc do str dung phwong phap do huynh quang
(xem vi du 2), va hon nita dua trén két qua thi nghiém, aptame ADN va cam bién sinh hoc

¢6 d6 6n dinh va kha ning lién két tuyét voi di dugce tao ra (xem vi du 3), va di xac nhén
8
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ring cam bién sinh hoc c6 tinh dc hiéu tuyét voi dbi véi CHIKV E2, do d6 xé4c nhan ring
cam bién sinh hoc c¢6 thé dwoc sir dung lam phwong phép cung cAp thong tin d& chén doan

bénh chikungunya (xem vi du 4).

Do d6, séng ché d& xuit phuong phap cung cAp thong tin vé sy hién dién cua virut
Chikungunya trong mAu déi tuong, phuong phap niy bao gdm: (a) dua mau dbi twong vao
cam bién sinh hoc; (b) dua diu do phat hién chira chdm lugng tir vao cam bién sinh hoc ma
da dwa mAu dbi tugng vao trong bude (a); (c) dua axit vao cam bién sinh hoc ma di dua
d4u do phat hién chira chim luwong tir vao trong budc (b); (d) thu dung dich trong d6 chim
lwgng tir va axit trong bude (¢) phan tng v6i nhau; va (e) do dong dién (ampe (A)) cua

dung dich trong budc (d).

MAu dbi tuong dé chan doan bénh chikungunya c6 thé 1a mo, té bao, mau toan phﬁn,
mau, nudc bot, dom, dich ndo tiy, nudc tiéu hodc cac mau twong tw, nhung khong gidi han
& do. |

Hon nita, ddu do phat hién 14p dAy vi tri v6i nhiéu dau do phat hién hon vi CHIKV
E2 lién két véi aptame cam bién sinh hoc dé di chuyén ra khoi cam bién sinh hoc, va tbt
hon 13 trinh tu ctia ddu do phat hién 1a 5'-GCG GAT CCG AAA TGT GTT GTG GTT GGA
GCT GC-(CHz)6-NH»-3', nhung khong gidi han & do.

Ngoai ra, chim lugng tir ¢6 thé duge chita trong dau do phat hién, va khong gi6i han
& bat k¥ loai chdm lugng tir ndo mién 1a chdm luong tir ¢6 thé phan tmg véi axit, va c6 thé
13, vi du cadimi sunfua (CdS), chi sunfua (PbS), va céc hop chit twong tu, t6t hon 1a cadimi
sunfua, nhung khong gidi han ¢ do.

Hon nita, axit khong bi giéi han & bat ky loai axit ndo mién la axit c¢6 thé phan g
v6i chAm luong t, va co thé 13, vi du axit nitric, axit sunfuric, axit clohydric, va céac axit
twong tu, va c6 thé tot hon 1a axit nitric, nhung khong gi6i han & do.

Vi du thwe hién sang ché

Sau day, cac vi du dugc uu tién dé gitip hiéu 16 vé sang ché s& dugc dé xuét. Tuy

nhién, cac vi du sau dugc cung cép dé d& hiéu hon vé sang ché, va ndi dung cta sang ché

khong bi gidi han boi cac vi du sau.
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Vi du 1. Tim kiém aptame cho protein CHIKV E2 sir dung SELEX
1-1. Tao ra thu vién ADN mach don (ssDNA)

Thu vién duoc tong hop (5-CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCGA-
N40-CTGGCTCGAACAAGCTTGC-3'; SEQ ID NO: 1) ¢6 trinh tur 90 nucleotit bao goém
trinh tw lién két véi mdi @8 khéch dai PCR va tach dong & ca hai diu va trinh ty 40 ADN
nucletit ngiu nhién & trung tdm dugc thiét ké. Hon nira, d& khuéch dai PCR va tao ra
ssDNA, mdi xudi (5-CACCTAATACGACACT ACTAGGA-3"; SEQ ID NO: 2), méi
nguoc (5'- GCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3"; SEQID NO: 3), va mdi nguoc dugc lign két
voi biotin (5'-Biotin-GCAAGCTTGTTCGAGCCAG-3") duge st dung. Tat ca céc
oligonucleotit duge sir dung & ddy duge tong hop va duge tinh sach PAGE boi BIONICS
Co., Ltd. (Han Quédc).

1-2. C6 dinh CHIKV E2 trén hat tir tinh Ni-NTA

CHIKV E2 d3 tinh sach duogc ¢b dinh vé6i cac hat béng cach str dung Dynabeads
(Invitrogen, Na Uy) 1a hat tr tinh ma bé mat cta né dugc phit bang coban dé lién két voi

His-tag cta protein.

Cu thé 13, hoa tan 1000 pmol protein trong100 uL dém lién két protein (Tris 20 mM,
NaCl 50mM, KCI 5 mM, MgCl, 25 mM, pH 8,0) va rtta 15 ul hat bing dém lién két st
dung nam chim bén ngoai, va sau d6 cho phan ung ¢ nhiét d6 phong trong 1 gi¢ & ¢ dinh

hat.
1-3. Chon loc aptame déc hi¢u cho CHIKV E2

Dé chon loc aptame dic hiéu cho CHIKV E2, phuong phap phén tach tir tinh déc
hiéu dugc thue hién. Cu thé 13, du tién dé tao ra cAu triic 6n dinh nhéit ctia ssDNA, hoa tan
thu vién ssDNA (500 pmol) trong 100 uL. dém lién két duoc nudi & 90°C trong 3 phiit va
nudi & 4°C trong 30 phit. Sau d6, cho thu vién phan tng véi CHIKV E2 duoc ¢b dinh trén
hat tir tinh trong 1 gids trong khi 1ic nhe. Sau d6, rira hat 2 14n bang dém lién két dé loai bo
ssDNA khong lién két vi hat da lién két véi CHIKV E2. Sau d6, rira giai ssDNA da lién
két véi protein str dung dém rta giai (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, KCl 5 mM, MgCl, 25
mM, Tween 20 0,01%, imidazol 300 mM, va pH 8,0) dé phan tach ssDNA di lién két véi

10
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protein trong hat tir tinh. Két tiia ssDNA d4 rira giai str dung etanol, sau d6 hoa tan trong
60 uL nuéc cét, va sau d6 khuéch dai bing PCR st dung i-pfu polymeraza (iNtRON
Biotechnology, Inc., Han Qudc) sir dung mdi xudi va mdi nguoc duoc lién két véi biotin.
D8 tao ra ssDNA cho qué trinh chon loc tiép theo, nudi san phim PCR dugc lién két voi
biotin cing véi hat tir tinh dwoc phi bing streptavidin lién két vé6i 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 gio.
Sau khi nudi, nudi san phdm PCR bing 100 ul NaOH 100 mM trong 10 phit dé phan tach
chi ssSDNA, va chi ssDNA d3 chon mdi ¢6 thé thu duoc bﬁng cach st dung nam cham bén
ngoai. Ngoai ra, ldp lai qua trinh chon loc bing cach stir dung ssDNA dugc chon dau tién
cho qua trinh chon loc tiép theo. Trong trudng hop nay, qua trinh chon loc duoc thuc hién
trong khi lam giam thém lugng ssDNA va ndng d6 CHIKV E2 dé chon loc nghiém ngit,
va qua trinh chon loc dugce thuc hién trong khi do n6ng d6 ssDNA dugc rira gidi trong qua
trinh chon loc lap lai bang quang phd ké UV (phd ké Biochrom Libra S22) d xac nhan
mic d6 lién két ctia ssDNA con lai véi CHIKV B2. Mirc d6 lién két (%) dugc thé hién
trong FIG. 1.
1-4. Phén tich cu tric va phan tich trinh ty aptame

Khuéch dai ssDNA duoc chon loc lip lai lan thir 13 thong qua qué trinh PCR sk
dung mdi xudi va mbi nguoc khong cai bién va tach dong vao vecto pENTR/TOPO (TOPO
TA Cloning kit, Invitrogen, Hoa Ky), va sau dé bién nap vao té bao TOP10 cua E. coli
(Invitrogen, Hoa K¥). Tinh sach dong ma ssDNA da duoc chen vao s dung bd kit miniprep
kit (GeneAll, Han Qudc), va sau d6 phan tich trinh ty nucleotit (COSMO Genetech, Han

Quéc). Két qua 1, c6 thé phén tich cac trinh ty trong bang 1 sau day.

Béang 1

Trinh ty ctia ing vién aptame (5'— 3°)

CV2 |CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCGAAATGTG
(90 TTGTGGTTGGAGCTGCATA SEQ ID NO: 5
mer) CCCTTTCTTCCCGCTGGCTCGAACAAGCTTGC

11
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Vidu 2. Do 4i luc 1ién két giita protein va aptame bang cach sit dung phuong phap do huynh

quang

Sau khi tron CHIKV E2 400 pmol véi 10 uL hat tir tinh, nu6i hdn hop thu duoc trong
100 uL dém lién két (Tris 20 mM, NaCl 50 mM, KC1 5 mM, MgCl, 5SmM, va pH 8,0) trong
| gidr. Rira hén hop 2 14n bing dém lién két dé phan tach CHIKV E2 khong duge lién ket.
Sau d6, nudi hdn hop véi aptame duge danh d4u bang 6-FAM & cac ndng d6 khac nhau
trong 1 gio, va loai bo aptame khéng dugce lién két bang cach rira. Po lugng aptame ssDNA
d4nh ddu bing 6-FAM da duoc lién két véi hat tir tinh ma CHIKV E2 duogc c6 dinh vio
bang phuong phap do huynh quang (1420 Victor multilabel counter, PerkinElmer, Hoa Ky)
bing céch chi phan tich sSDNA dénh déu bing 6-FAM duoc lién két véi CHIKV E2 st
dung nam cham. Két qua 13, nhu dugce thé hién trong FIG. 2 va bang 2 sau ddy, gid tri kd
ctia aptame ADN ¢ trinh tw nucleotit CV2 ¢6 thé dugc do.

Bang 2

Aptame Kd (nM)
CV2 19,3+ 7,3 nM

Vi du 3. T6i vu diéu kién phat hién va san xuat cam bién sinh hoc

P& phat hién CHIKV E2 bing aptame ADN tim thy trong vi du 1, cam bién sinh
hoc ¢6 @6 nhay phat hién tuyét voi dugc thit ké bang cach sir dung k¥ thuét von-ampe hoa
tan (stripping voltammetry). FIG. 3 1a so dd ciia cam bién sinh hoc @ phét hién CHIKV
E2 bang cach sir dung aptame ADN ctia sang ché.

5-GCG GAT CCG AAA TGT GTT GTG GTT GGA GCT GC-3'

Thi nhét, hép phu hat nano vang vao dién cuc vang cta chip dién cuc vang in trén
man (SPGE - screen printed gold electrode), va sau d6 ¢b dinh mach kép trong d9 trinh tyu
duge ¢b dinh (5-CAC ATT TCG GAT CCG CTG ACA T-(CHz)s-SH-3") duoc lai voi
aptame CV2 (5'- GCG GAT CCG AAA TGT GTT GTG GTT GGA GCT GC-3"; SEQID
NO: 4) vao bé mit vang. Sau do, khi bd sung CHIKV E2 & duogc phét hién, cho hdn hop

12
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thu duoc phan img trong 40 phut, va sau do rira bang nudc cit, aptame CV2 phan {mg dic
hiéu véi CHIKYV E2 lién két vé6i protein va pha v§, va trinh tw duoc ¢b dinh trong tmg duoc
duy tri & dang soi don. Cudi cing, thuc hién phan tich von-ampe hoa tan song vudng
(stripping square wave voltammetry) bang cach cho trinh tu dau do phat hién (5'- GCG
GAT CCG AAA TGT GTT GTG GTT GGA GCT GC-(CHz)s-NHz-3') dugc lién két véi
chim luong tir cadimi sunfua (CdS) phén tng trong 40 phit, rira san pham thu duoc bing
nudc cét, va sau d6 chuyén dung dich ma da duge phan Gng thém véi 70 plL axit nitric acid

1 M trong 1 gid vao dém axetat/bimut (dém axetat 0,1 M, bitmut 400ug/L, va pH 4.,5).

CHIKV E2 cang lién két véi d3u do b mit cam bién sinh hoc va phé v, thi cang
¢6 nhidu trinh tw dAu do phét hién chiém vi trf, va cadimi sunfua (chdm lugng tir) phan img
v6i axit nitric s& gidi phéng mot lwong 16n ion cadimi vao dung dich. Diéu nay c6 thé dugc
quan st thdy nhu 13 dinh trén d6 thi k¥ thuat von-ampe hoa tan phat hién cac ion kim loai

¢6 tinh dac hiéu va d6 nhay cuc cao, cho phép phan tich dinh Iuong kiéu tin hiéu bat.

Dua trén dién héa, CHIKV E2 tai td hop dugc phat hién béng cach str dung aptame
CV2 duoc chon. Két qua la, nhu duoc thé hién trong FIG. 4A va FIG. 4B, c6 thé xac nhan
ring khi ndng d6 CHIKV E2 tang (1 pM dén 100 pM), thi gié tri dong dién tang (xem FIG.
4A). Bidu dd véi gia tri dong dién trén truc y va gid tri ndng @6 CHIKV E2 duoc chuyén
d6i thanh Log trén truc x dugc tao ra, va theo do, dd xac nhén rﬁng CHIKYV E2 dugc phat
hién dinh lwong bing cam bién sinh hoc duge san xuat & trén, va gidi han phét hién 14 0,10

pM (xem FIG. 4B).
Vi du 4. X4c nhén tinh dac hi¢u lién két cua aptame phat hién CHIKV E2

Vi tinh dic hiéu lién két 13 khong phan tmg véi cac protein khac nhau trong méau
ngoai CHIKV E2 dich la quan trong dé aptame ADN duoc stt dung lam cam bién sinh hoc,
nén tinh dac hiéu lién két d3 duoc xac nhan d6i véi cac mau protein khac nhau dé x4c nhan
liéu aptame ADN c¢ lién két mot cach chon loc hay khong. Trong trudng hop nay, viéc

trdn duogc thuc hién véi PBS sao cho néng d6 ctia mdi protein dugc phat hién 1a 10 nM.

Két qua la, nhu duoc thé hién trong FIG. 5, d3 x4c nhin réng tinh dac hiéu véi
CHIKV E2 Ia tuyét voi. Cu thé 1a, trong s6 cac protein d6i ching, YFV la protein bé mit

clia virut nhiét déi truyén nhidm giéng véi CHIKV, va mic dit YFV thudng duge biét la ¢6
13
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tinh phan tng chéo cao trong sé cac bénh nhiét d4i truyén nhiém, nhung di xac nhan ring
YFV khong lién két v&i aptame ADN duoc phat trién theo sing ché. C6 nghia ring aptame
ADN ctia sang ché phan ung vai CHIKV E2 ¢6 tinh déc hiéu lién két cao. Hon nita, aptame
ADN cuia sang ché c¢6 tinh dic hiéu cao ngay ca khi so sanh véi HSA 1a protein huyét thanh.

Ti nhing didu trén, c6 nghia 1a aptame ADN CV2 dugc phat trién theo sang ché
khéng chi c6 tinh dédc hiéu lién két cuc cao véi CHIKV E2, ma con ¢6 thé dugc st dung

lam cam bién sinh hoc ngay ca trong mau sinh hoc phic tap.
Dé tham chiéu, c4c trinh tu ctia sing ché dugc liét ké trong bang 3 sau day.

Bang 3

Danh muc trinh tu Tén Trinh tu

CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCG

SEQIDNO:T  [Thuvién ssDNA |, \140 cTGGCTCGAACAAGCTT GC

SEQ ID NO: 2 Mbi xubi cacctaatac gactcactat agcgga

SEQ ID NO: 3 Mbi ngugc gcaagcttgt tcgageccag

GCG GAT CCG AAA TGT GTT GTG GTT GGA

SEQ ID NO: 4 Aptame CV2 GCT GC

CACCTAATACGACTCACTATAGCGGATCCG
AAATGTGTTGTGGTTGGAGCTGCATA
AACCCTTTCTTCCCGCTGGCTCGAACAAG
CTTGC

SEQ ID NO: 5 CV2

Trinh tu dugc ¢d

SEQ ID NO: 6 dinh

CAC ATT TCG GAT CCG CTGACAT

M5 ta & trén cua sang ché dugc dua ra nham muc dich minh hoa, va nguoi ¢6 hieu
biét trung binh trong linh vuc ma sang ché lién quan s& hicu rang sang che c6 thé dé dang

duogc sira ddi thanh cac dang cu thé khac ma khong lam thay dbi ban chét k¥ thuat hodc céac

14
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dAu hiéu thiét yéu cua sang ché. Do d6, can hiéu rﬁng cac vi du dugc md ta ¢ trén chi mang
tinh minh hoa vé moi mit va khong giéi han sang ché.
Kha nang ap dung cong nghiép

Do aptame ADN lién két dic hidu véi protein vo 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV
E2) ciia séng ché c6 4i luc lién két manh va tinh dic higu tuyét voi d6i véi CHIKV E2, virut
chikungunya c6 thé dugc chén doan v6i d6 chinh xéc ting 1én déng ké so véi phuong phap
chén doan st dung khéng thé hién c6, do d6 aptame ADN duoc mong doi dé duoc st dung
hi€u qua trong cac san phim khac nhau d chan doan nhu bd kit chin doan va ché phim

chan doan.

15
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YEU CAU BAO HO
1. Aptame ADN lién két dic hidu voi protein vé 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV E2),
trong d6 aptame ADN chtra trinh tu nucleotit SEQ ID NO: 4.

2. Aptame ADN theo diém 1, trong d6 E2 ctia virut Chikungunya la protein chira protein

mién trén bé mit cta khang nguyén virut Chikungunya.

3. Ché phim dé chan do4n bénh chikungunya, ché phim nay chira aptame ADN theo diém
1.

4. B6 kit dé chin doan bénh chikungunya, bg kit nay bao gbém aptame ADN theo diém 1.

5. Cam bién sinh hoc @ chdn doan bénh chikungunya, cam bién sinh hoc ndy bao gém:
aptame ADN d#c hiéu cho protein v6 2 ctia virut Chikungunya (CHIKV E2); va nén ma
aptame AND duoc ¢b dinh trén do, trong d6 aptame ADN chua trinh tw nucleotit SEQ ID
NO: 4.

6. Cam bién sinh hoc theo diém 5, trong d6 nén bao g@)m 16p dién cuc kim loai va 16p hat

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

7. Cam bién sinh hoc theo diém 5, trong d6 aptame ADN duoc lai véi trinh tu da duoc ¢b
dinh dé ¢ dinh trén nén bé‘mg mach kép.

8. Phuong phéap cung cAp thong tin vé su hién dién cua virut Chikungunya trong mau dbi
tugng, phuong phap nay bao gdm cac budc: (a) dua miu dbi twong vao cam bién sinh hoc;
(b) dua dAu do phat hién chita chAm lugng tir vao cam bién sinh hoc ma dd dua mau d6i
tuwong vao trong bude (a); (¢) dua axit vao cam bién sinh hoc ma da dua dau do phat hién
vao trong buéce (b); (d) thu dung dich trong do chdm luong tir va axit phan Gmg v6i nhau

trong budc (c); va (e) do dong dién (ampe (A)) ctia dung dich trong budc (d).

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 chdm lugng tir 1 cadimi sunfua (CdS).

16
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FIG. 4A
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FIG. 4B
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