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Linh vue ky thuit dwge dé cap

Sang ché d& cap dén chip sinh hoc d& dinh lugng hop chét lién quan dén bénh ung
thu ¢6 ndng do ting trong mau theo tién trién cua bénh ung thu, bao gdm ADN tu do
(ADN cubn quanh histon) bing phd tan xa Raman va phuong phap san xuét chip sinh hoc
nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Phuong phap dinh lugng hop chét lién quan dén bénh ung thu ¢6 ndng do ting
trong mau theo tién trién ciia bénh ung thu 12 mot trong cac phuong phép van duoc st
dung @ chan doan bénh ung thu. Hop chét lién quan dén bénh ung thu 1a protein va céc
hop chét tuong tu, c6 tinh dic trung cho bénh ung thu, duoc tach chiét tir dich thé cua
ngudi bi bénh ung thu va thudng dugc tiét vao mau khi t& bao ung thu bi tiéu diét. Theo
céc phuong phap di biét, ngudi bénh hodc ddi tuong xét nghiém c6 thé dugc chdn doan
12 bi bénh ung thu khi ndng d6 hop chét lién quan dén bénh ung thu phat hién duge trong

mau cao hon ngudng xac dinh.

Do d6, da biét ring khi hop chét lién quan dén bénh ung thu dugc tiét vao méau khi
té bao ung thu bi pha huy thi khong chi protein ma cd ADN ciing ¢6 thé dugc tiét vao
mau. Khi so sanh nguoi bi bénh ung thu v6i ngudi khée manh thi d ghi nhan dugc ring
lugng ADN tu do (ctADN) c6 ngudn gbc tir t& bao ung thu trong mau & ngudi bi bénh
ung thu 14 cao hon dang ké so véi & ngudi khée manh. Do dé, bing cach dinh luong
ADN ty do trong té bao ung thu thu duge tir dich thé nhu méu ngudi ta cho rang c6 thé
chin doan dugc bénh ung thw. Vi du v& cac phuong phap chan doan bénh ung thu da biét
bao gdm: 1) phuong phédp chin doén bénh ung thu khi phét hién duoc AND c6 chiéu dai
béng 200bp hodc cao hon trong dich thé hoic phén léy tir co thé dé khuéch dai béng
phuong phap PCR va céac phuong phép tuong tu, va tiép d6 phén tich dot bién ADN cua
n6, khi can (Tai liéu sang ché 1 va 2) va 2) phuong phép dinh lugng ADN b gen chira
trong dich thé, va tiép dégiai trinh tw ADN khi lugng ADN bd gen thu dugc cao hon

ngudng xac dinh (Tai liéu sang ché 3).
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Ngac nhién 1a ngay ca khi ngudi bénh duge chin doan bj bénh ung thu, thi viéc
phén tich dinh lugng ADN trong dich thé ciing khéng thé x4c dinh dugc co quan bi ung
thu. D4 biét ring khi bénh ung thu bung phat va tién trién thi dot bién dic trung cia ADN
s& xuit hién phu thudc vao vi tri phat sinh ung thu. Do d6, bing cich x4c dinh loai dot
bién ctia ADN thi c6 thé x4c dinh duoc co quan hodc vi tri bi ung thu khi bénh ung thu
phat trién. Theo séng ché, khi ADN bi dot bién thi dot bién didm ADN va ca cac dot bién
bAt thudong vé chu tric nhu dot bién cAu tric nhiém sic thé c6 thé tdng hodc gidm. Vi du,
da biét ring dot bién didm cua gen K-ras xuét hién & khoang 70% ngudi bi bénh ung thu
tuyén tuy. Ngoai ra, phén tich dot bién mét di hop tir (loss of heterozygous - LOH) da
ghi nhan dugc dot bién méat doan nhiém sic thé déc trung phu thudc vao tirng loai bénh
ung thu, vi du da biét ring & ngudi bi bénh ung thu phéi, dot bién mat di hop tir xuét hién
cht yéu & doan mach ngén cta nhim séc thé 3. Ngoai ra, & nguoi bi bénh ung thu va
cling xuét hién d6t bién khuéch dai doan mach dai s6 8§ ctia nhiém séc thé va dot bién
khuéch dai RB2. Do d6, d& chin doan chinh xac hon bénh ung thu bing cach dinh luong
ADN tu do tir té bao ung thu, d& c6 phuong phap chan doan bénh ung thu bao gdm cac
buée: chiét tach ADN tu do tir huyét tuong cia dbi tuong cin chin doan; tinh toan lugng
ADN tu do tinh trén don vi thé tich huyét twong chiét tach dugc bang cach dinh luong
ADN ty do; so sénh lugng ADN tu do tinh toan dugc vGi ngudng thir hai cao hon
ngudng thir nhit; va chin doan theo tiéu chuin sau: déi tuong cd kha nang bi bénh ung
thu cao khi lugng ADN tu do tinh toan dugc nho hon ngudng thi nhét, trong khi d6 mot
s& ADN tir t& bao binh thuong bi 13n trong huyét twong khi ngudng néu trén cao hon

ngudng thir hai (Tai liéu sang ché 4).

Tuy nhién, ngay ca khi ¢ géng dinh lvong ADN tu do ¢6 ngudn gdc tir té bao ung
thu trong mau toan phén, thi trong d6 ADN tu do chi c¢6 mat luong vét ADN tu do, con
luc_mg.lén ADN lai ¢6 ngudn gbc dén lympho bao binh thudng. Do do, ngay ca khi chiét
tach truc tiép ADN tir méu toan phan thi cling khé dinh lugng chinh xéc dugc lugng
ADN tu do ¢6 ngudn gbe tir té bao ung thu. Con khi sir dung huyét twong da tach ra khoi
mau toan phan, c6 thé dinh lugng dugec ADN tur do ¢6 ngudn gbc tir t& bao ung thu trong
huyét twong, tuy nhién phu thudc vao phwong phép chiét tich ADN, ADN ¢6 ngudn gbc
tir té bao binh thudng nhu lympho bao ciing c6 thé 13n vao ADN tir do ¢6 ngudn gbc tir té
bao ung thu, do d6 ¢4 ADN tu do c6 ngudn gbc tir té bao ung thu 14n ADN c¢6 ngudn gbc
tir t& bao binh thudong déu duoc dinh lugng, dan dén chin doan sai bénh ung thu. Do doé,
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dé chin doan chinh x4c bénh ung thu, quan trong 1a dinh lugng chinh xdc ADN ty do

(cling duoc goi 14 ADN cubn quanh histon theo séng ché) c6 ngudn gde tir t& bao ung
thu, va do vay cin c6 phuong phap don gidn va nhanh chéng dé chiét tach ADN tu do va
phuong phap loai ADN c¢6 ngudn gbc tir t& bao binh thudong dé cai thién dd chinh xé4c cla
phuong phéap phat hién ADN tu do ¢6 ngudn gdc tir té bao ung thu, va phuong phép phat

hién chinh x4c lwong vét cia ADN d chin doan hiéu qua bénh ung thu.

Gan day, phé Raman d3 duogc st dung dé dinh luong lugng vét ADN trong mau,
va ¢6 trién vong 1a phuong phap phat hién va dinh lugng chinh xéc, tuy nhién phd tan xa
Raman ting cudng bé mit (Surface Enhanced Raman Scattering - SERS) van con ton tai
nhidu van @ cin giai quyét bao gdm 1) co ché chua dugc biét rd hoan toan, 2) kho téng
hop va kiém soat chinh xac hop chat nano c6 cAu triic x4c dinh dé phan tich phd tin xa
Raman ting cudng bé mit, va 3) c6 rit nhidu van @& can giai quyét vé& do lap lai va do tin
cay do su thay dbi vé hiéu sudt ting cudng theo huéng phan cyc va budc song cia anh
sang kich thich sir dung tai thoi diém do phd, nén viéc tng dung phd tan xa Raman ting
cudng bé mit van gip nhiéu tré ngai, bao gdm viéc phét trién va thuong mai héa cam
bién sinh hoc. Do d6, céu triic phirc hgp gdm day nano va hat nano da dugc dé cap dén dé
tang cuong tin hiéu phé Raman ctia cac chiét xuét sinh hoc, protein va phan tit sinh hoc
nhu ADN va dé cai thién do 1ap lai, d6 nhay va do tin cdy cua tin hiéu phé Raman (Tai
liéu sang ché 4). Tuy nhién, cAu trac phirc hop gdm day nano va hat nano ding dé bay
hop chit can dinh lugng st dung mot sb thu thé, do d6 van khong thich hop dé dinh
lugng ADN tu do c6 ngudn gde tir té bao ung thu.

Tai liéu vién dan
Tai liéu sang ché 1: Patent My s6 6143529
Tai liéu sang ché 2: Cong bd don My s6 2004/0259101 Al
Tai liéu sang ché 3: W02008/090930
Tai liéu sang ché 4: Pon cong bb don s6 2011-81001
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 12 d& cap dén chip sinh hoc dé dinh luong hop chét lién

quan dén bénh ung thu c6 ndng dd ting trong mau theo tién trién cia bénh ung thu, bao
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gém ADN tu do (ADN cudn quanh histon) bang phd tan xa Raman va phuong phép sin
xuét chip sinh hoc nay.

Cu thé, sang ché dé cap den cac phuong an sau:

‘ 1. Chip sinh hoc bao gdm ving tinh thé meso trong d6 bac oxit chira bac peroxit
duoc tu lép rap thanh siéu cAu truc khong gian ba chiéu dang soi, ¢6 kha nang tich dién
4m trong mAu sinh hoc va con c6 hién tugng cong hudng tdng cuong bé mit bing cach

chiéu 4nh sang kich thich.

2. Chip sinh hoc theo phuong 4n 1, trong d6 hop chét dugc hip thu vao chip sinh

hoc nay tir mau sinh hoc chira ADN cu6n quanh histon va s¢i nhiém sac lién quan.

3. Phuong phép san xuét chip sinh hoc bao gdm céc budc: didu ché tinh thé luong
tr bac thiosulfat dugc tao ra trén tim ddng hodc tim hop kim ddng; va xir ly tinh thé
luong tir bac thiosulfat béng dung dich nudc kiém trong su ¢6 mat cta ion clorua dé tao

ra tinh thé nano ctia hop chét bac oxit chtra bac peroxit hinh kim hodc nhon.
M6 ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 13 do thi thé hién phuong phép xé4c dinh pic & budc séng Raman, trong d6
phd tan xa Raman dugc tao ra bang cach chiéu tia laze c6 budc séng 633nm vao mau
huyét thanh cla ngudi va pic thu dugc c6 cuong do tan xa & sb séng bang 1350cm™ va
1550cm™.

Fig.2A 1a db thi th hién phd Raman ctia mau huyét thanh d4 pha lodng thu dugc
tir 12 nguoi bi bénh ung thu da day.

Fig.2B la dd thi thé hién phé Raman ctia mau huyét thanh d4 pha loang thu dugc
tir 12 nguoi bi bénh ung thu dai trang.

Fig.2C 1a d6 thi thé hién phd Raman ctia mau huyét thanh di pha lodng thu dugc
tir 12 ngudi bénh ¢6 khéi u lanh tinh.

Fig.2D 1a biéu dd so sanh muc tang dinh tan xa Raman clia mAu huyét thanh da

pha long thu dugc tir ngudi bi bénh ung thu da day, ngudi bi bénh ung thu dai trang, va
ngudi bénh ¢6 khdi u lanh tinh.
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Fig.3 la phd Raman thé hién mdi twong quan gitta cdc miu huyét thanh d3 pha
loging thu duoc tir 12 ngudi bi bénh ung thu dai trang va cuong do tdn xa Raman cho thdy
rang cudng do tan xa, muc ting dinh va ndng d6 mau 1a c6 trong quan véi nhau.

Fig.4 1 so dd thé hién phuong phép san xuét chip sinh hoc ding dé phan tich phd
t4n xa Raman ting cudng bé miat duge thé hién trong vi du 1, trong d6 anh chup kinh
hién vi dién tir quét trén cing bén trai thé hién chip sinh hoc do chu don Mytec Co. Ltd.
san Xuat.

Fig.5 14 anh chup kinh hién vi dién tir quét thé hién hat tinh thé nano (tinh thé
luong tr) dugc tao ra trong vi du 1.

Fig.6 1a anh chup kinh hién vi dién tir quét phong dai thé hién hat nano.

Fig.7 14 anh chup thé hién mdi twong quan giita hinh dang tinh thé luong tir va thoi
gian dé yén sau khi nho vao tdm ddng @6 photpho.

Fig.8 1a dd thi thé hién két qua phan tich phd tan sic ning lugng cla tinh thé lugng
tr (phén tich thanh phan).

Fig.9 13 anh chup kinh hién vi dién tir quét thé hién tinh thé lwong tir da xir Iy béng
dung dich nudc kiém trong sy c6 mit cla ion halogen (xir ly bang natri hypoclorit).

Fig.10A 13 anh chup thé hién tinh thé hinh kim cta tinh thé lugng tir d4 xir Iy bing
dung dich nudc kiém.

Fig.10B 1a anh chup thé hién khéi tinh thé hinh biu duc trong tinh thé hinh kim.

Fig.10C 12 4anh chup thé hién két qua phan tich phd tan sic ning lugng cua khéi
tinh thé kich c& 16n (phan tich thanh phan).

Fig.11 1a hinh &nh thé hién trang thai cia ADN tu do d3 metyl hoa (a) va trang thai
ctiia ADN d3 axetyl hoa (b).

Fig.12 1a anh chup kinh hién vi dién tir quét thé hién co chét tai két tinh - 1a co
chét tinh thé luong tr da xtr ly bang dung dich nudc kiém trong sy c6 mit cla ion
halogen (xtr Iy bang natri hypoclorit) va b thi bén dudi thé hién két qua phan tich phd
tan sic nang lugng cia co chat tai két tinh (phén tich thanh phéan).

Fig.13 1a d6 thi thé hién két qua phan tich phd quang dién ttr quét bang tia X ctia

co chét tai két tinh da xir Iy bang dung dich nuéc kiém.

-6-
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Fig.14 13 dd thi thé hién két qua phan tich phd quang dién tir quét bing tia X sau
khi &an mon bé mit co chét tai két tinh.
M5 ta chi tiét sang ché

Khi nghién ctru chi tiét vn dé néu trén, cic tic gia sang ché da phat hién thiy ring
dich can phat hién truc tiép phai 1a hop chét lién quan dén bénh ung thu nhu ADN tyu do
c6 ngudn gde tir té bao ung thu, ¢6 ndng do ting trong méu theo tién trién ctia bénh ung
thu khi bi bénh ung thu va t5t nhit 1a phat hién truc tiép ADN tu do ma khong can st
dung thu thé bat ky.

Theo sang ché, ADN tu do cin phat hién 13 ADN cuén quanh protein histon, cu
trac don vi véi AND cubn quanh (1 hat) dugc goi 1a nucleosom va cAu trac duge tao ra tir
soi nucleosom cudn xodn dugce goi 13 soi nhiém sic. Khi té bao tién trién dén giai doan
ung thu va phan chia lién tiép, thi ADN s& cubn quanh histon d& gen trc ché khéi u khong
tach ra va tao diéu kién thuan lgi dé wrc ché bénh ung thu va ADN s& cubn quanh histon
chit hon boi qua trinh metyl héa & ADN khong d& dang tach ra khoi histon. Thong
thuong, histon tich dién duong, con ADN tich dién &m nén hai phéan tr nay dinh vao nhau
nhu nam chdm va qué trinh metyl héa 1am cho hai phan tir nay khong dé& dang thao xodn
khoi nhau, trong @6 ADN dd metyl héa cubn quanh histon s& tich dién duong (Fig.11a).
Tréi lai, qua trinh axetyl hoa 1am cho histon chuyén sang trang thai tich dién 4m khién
cho ADN tich dién 4m bi ddy ra xa khéi histon bi chuyén sang trang thai tich dién 4m béi
qua trinh axetyl hoa, dn dén biéu hién gen do co thé thio xoén ciia sgi ADN khoi histon
(Fig.11b). Do d6, dé hép thu hoic biy mot cach chon loc ADN ty do ¢6 ngudn gbc tir té
bao ung thu duéi dang ADN cubn quanh histon, thi t6t hon néu co chit dé hép thy hoic
bay hop chét lién quan dén bénh ung thu tich dién duong trong mau cin tich dién am

trong mAiu phan tich.

Céc tac gia sang ché ciing dd phét hién thdy ring trén co chit kim loai c6 thé dién
cuc thip hon (c6 xu huéng ion héa manh) so véi thé dién cuc cua kim loai tao ra phtic
kim loai trong dung dich nuéc phic kim loai, qua trinh khir dién hoa xuét hién do do
chénh 1&ch v& thé dién cuc gifta co chit kim loai va phtre kim loai, din dén 1am két tha va
két tinh phtc kim loai khéi dung dich nudc 1én co chét kim loai dé tao ra tinh thé lugng
tir (tirc 1a tinh thé phtic kim loai ¢6 kich ¢& nano). Khi phue kim loai 1a 14 phtrc bac, thi
phtic bac ¢6 thé dugc tao ra dudi dang tinh thé luong tir chia phtic bac do qué trinh khir

-7-
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dién hoéa trén dong hodc hop kim ddng c6 thé dién cyc thip hon (c6 xu huéng ion hoéa
manh) so véi thé dién cuc cua bac trong dich nudc bac thiosulfat. Cu thé, néng do cua
phirc kim loai trong dung dich nuéc cin dugc xac dinh dua trén kich c& cia tinh thé
lugng & chinh dugc tao ra, va khi chét phan tan dugc st dung, thi nc“mg do cua hgp chét
ndy cling phai dugc tinh d&én. Mic du, thong thuong phirc kim loai ¢6 thé duge sir dung
v6i ndng d6 nim trong khoang tir 100ppm dén 5000ppm, nhung tét hon néu phtrc kim
loai dugc str dung véi ndng do nim trong khoang tir 500ppm dén 2000ppm dé thu duoc
tinh thé nano dugc goi 1a cum nano phu thudc vao dac tinh cia phéi ttr. Phtrc kim loai can
tao ra tinh thé luong tir c6 thé duoc chon loc d& c¢6 hing sb n dinh phire (logp;) duoc xac

dinh theo cong thirc (I) twong quan véi thé dién cuc E clia co chét kim loai.
E° = (RT/|Z[F) In (B;)

@
trong d6 E° 1a thé dién cuc tiéu chuén, R 1a hing sb khi 1y tuong, T 1a nhiét do

tuyét doi, Z 1a héa tri cta ion, va F 13 hang s6 Faraday.

Khi phtrc kim loai dugc chon tir nhém bao gém kim loai plasmon nhu Au, Ag, Pt
va Pd, thi kim loai plasmon c6 vai trd tao ra hiéu Gng ting cudng céng hudng plasmon bé
mat cuc bd cho phé Raman. Cu thé, khi phtrc kim loai 1a phuc bac, thi phitc nay cé thé
dugc tao ra bang cach cho chit tao phirc ¢6 hing sé 6n dinh (hing sb tao phtc, log B;)
bing 8 hoic cao hon phan tmg vé6i bac halogenua, trong d6 tot hon néu bac halogenua
dugc chon gidng nhu halogenua va chit tao phtc duoc chon tir nhém bao gdm mubi
thiosulfat, mudi thioxyanat, mudi sulfit, mudi thioure, mudi kali iodua, mubi
thiosalixylat, va mubi cua axit thioxyanuric. Khi phtrc kim loai 1a phirc bac, thi tinh thé
lwgng tir thu dugc c6 cic chdm luong tir tao ra boi cum nano c¢é dudng kinh trung binh
nim trong khoang tir 5nm dén 20nm, do d6 tinh thé luong tir s& ¢6 kich ¢& nim trong

khoéng tir 100nm dén 200nm.

Céc tac gia sang ché da phat hién thiy ring phirc bac c6 thé duoc bién ddi bing
cach xir Iy bang dung dich nudc kiém trong sy ¢6 mit cta ion halogen (vi du x& 1y bang
natri hypoclorit) theo cic phan tng dudi ddy thanh tinh thé nano ctia hop chét bac oxit
chtra nhén 1a bac peroxit va bac halogenua tich dién am trong nuéc (Fig.9), trong khi d6
ADN cudn quanh histon tich dién dwong (Fig.11a), do d6 hop chit lién quan dén bénh
ung thu nhu ADN tir do tich dién duong duoc hip thu mét cach c6 chon loc. Céc tac gia
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sang ché ciing da phat hién thy ring tinh thé nano cta hop chét bac oxit chira bac peroxit
hinh kim hodc nhon ¢6 thé dugc khir bang cach chiéu tia laze kich thich vio kim loai bac,
din dén thu duoc kim loai bac ¢6 hiéu ing ting cudng plasmon bé mit, nhdy d6 hop chét
lién quan dén bénh ung thu nhu ADN ty do di dugc by c¢6 thé phat hién dugc bing phd

tan xa Raman tang cudng bé mit (Surface Enhanced Raman Scattering - SERS).
Na,S,03 + 4NaClO + H,O — Na,SO4 + H,SO,4 + 4NaCl.
Ag"+NaCl — AgCl + Na*.
Ag" +3NaOCl — 2AgCl + NaClO; + 2Na”.
Ag'+OH — AgOH.
2Ag™+20H — Ag,0 + H,0 (xem Don Patent My sb 4,478,943).

Sang ché @ cap dén chip sinh hoc ding dé dinh luong hop chét lién quan dén
bénh ung thu, trong d6 chip sinh hoc nay chira viing tinh thé nano ctia hop chét bac oxit
hinh kim chtra bac halogenua hodc halogen, c6 khé ning tich dién 4m trong nuéc dé hip
thu hop chat lién quan dén bénh ung thu tich dién duong va tao ra phirc chuyén dién tich.
Mit khac, thanh phén cta tinh thé nano cta hop chit bac oxit hinh kim nay c6 thé duge
bién ddi thanh hat nano bac béng cach chiéu tia laze, din dén tao ra vung hiéu Ung ting

cuong plasmon be mat.

Mic du dién cuc Ag/AgCl duge dién phan co kiém soat dién thé trong dich nudc
chira ion bac dé thu dugc tinh thé meso bac oxit chtra bac peroxit- tinh thé lugng tir phtre
bac, nhung thanh phan cta tinh thé nano cua hop chét bac oxit chira bac peroxit hinh kim
hodc nhon theo séng ché c6 thé tu 1ip rap thanh siéu cu tric khong gian ba chiéu dang
soi (sau dy goi la tinh thé meso theo sang ché, Fig.12 va Fig.13). Vi du, tinh thé luong
tr bac thiosulfat dugc xtr Iy bing dung dich natri hypoclorit trong su ¢6 mait cuia ion

halogen dé thu duoc tinh thé meso bac oxit.

Khi chip sinh hoc theo sang ché duoc sir dung s& thuan loi cho viéc phan tich méu
sinh phdm chtra méu bang phd Raman va c6 thé dinh lugng dugc hop chit lién quan dén
bénh ung thu, nhu ADN tu do. Cu thé, khi tinh thé nano cia hop chét bac oxit hinh kim
chira bac halogenua hodc halogen, tic 1a chip sinh hoc ¢6 ving tinh thé meso bac oxit
chira bac peroxit dugc st dung (Fig.12 va Fig.13), thi huyét thanh hoic dich sinh hoc s&
dugc nhéd vao chip nay dé hop chét lién quan dén bénh ung thu trong huyét thanh c6 thé
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duge bdy mot cach chon loc do hop chit lién quan dén bénh ung thu tich dién duong
trong mAu. Sau d6, phd tan xa Raman ctia hop chét lién quan d&én bénh ung thu dugc ting
cudng bang hidu tmg ting cudng bé mit va phét hién. Do d6, c6 thé chin doan dugc bénh

ung thu dya trén cudng d6 ctia phd tan xa Raman ting cudng bé mit.

Hop chit lién quan dén bénh ung thu trong huyét thanh bao gdm ADN cuén quanh
histon ¢6 ngudn gdc tir t& bao ung thu (duoc goi 13 ADN tu do theo séng ché), céu triic
don vi nucleosom (1 hat) va soi nhiém séc c¢6 cu tric dang chudi chira nucleosom. Mic
du huyét thanh chira globulin tich dién duong, nhung ndng dd ctia globulin chi ting cao
nhét 12 hai 14n hodc nhé hon, va do qu4 trinh tién trién bénh ung thu c¢6 thé 1am ting ndng
d6 hop chét lién quan dén bénh ung thu phét hién dugc bang chip sinh hoc theo séng ché
1én dén 100 14n hodc cao hon, tirc 12 hop chét nay (ADN tu do c6 ngudn gde tir té bio
ung thu) ¢6 thé dugc phat hién & ndng dd cao hon. Ngoai ra, mic du tdng ham lugng ciia
ADN phén tach tir t& bao binh thuong, ADN phan tach khéi histon béi qua trinh axetyl
hoéa va albumin trong huyét thanh bang khoang 60%, nhung dé nhan dién tich 4m thi c4c

“hop chét nay s& khong bj biy bdi chip theo sang ché. Do d6, hop chét lién quan dén bénh

ung thu ¢6 thé duoc dinh lugng mét cach thuan loi.

Hon nita, tinh thé nano hinh kim theo sang ché (tinh thé meso trong d6 bac oxit
chira bac peroxit) dé dang tich dién 4m trong dung dich nuéc, do do tinh thé meso theo
sdng ché co thé tao ra phirc chuyén dién tich khi tiép xtic véi phan tir dich nhu hop chét
lién quan dén bénh ung thu. Ngoai ra, do bac oxit bi khir thanh hat kim loai bac khi nhan
nang lugng anh sang, nén hi¢u Ung ting cudng cong hudng plasmon bé mit dic trung
cho hat tinh thé nano kim loai sép xép c6 trat tu c6 xuét hién & tinh thé meso. Mic du tinh
thé hinh kim (tinh thé meso) theo sang ché 13 hop chit phi kim, nhung tinh thé nay van c6
ca dic tinh kim loai 14n ion héa, do @6 chip sinh hoc theo sang ché thich hop dé dinh

lwong hop chét lién quan dén bénh ung thu bang phd tan xa Raman ting cudng bé mit.

Phirc kim loai dé tao ra tinh thé luong tir c6 thé dugc chon dé c6 hﬁng s6 6n dinh
phirc (logB;) duoc xéc dinh theo cong thirc (I) twong quan véi thé dién cuc E clia co chat

kim loai.
E° = (RT/|Z|F) In (Bi)

@M
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trong do, E° 1a thé dién cuc tidu chudn, R 13 héng sb khi ly tuéng, T 1a nhiét do

tuyét dbi, Z 12 hoa tri cta ion, va F 1a héng sb Faraday.

Khi phitc kim loai dugc chon tir nhém bao gdm kim loai plasmon nhu Au, Ag, Pt
and Pd, thi kim loai plasmon c6 vai tro tao ra hiéu ing ting cuong cong hudng plasmon
b& mit cuc bd cho phé Raman. Cu thé, khi phuc kim loai 1a phtic bac, thi phitc nay c6 thé
dugc tao ra bang cach cho chét tao phirc ¢6 hing sb 6n dinh (hing s tao phirc, log By)
bing 8 hodic cao hon phéan tng véi bac halogenua, trong d6 t&t hon néu bac halogenua
duge chon gidng nhu halogenua va chét tao phtrc dugc chon tir nhém bao gém mubi
thiosulfat, mubi thioxyanat, mudi sulfit, mubi thioure, mudi kali iodua, mudi
thiosalixylat, v mudi cia axit thioxyanuric. Khi phtrc kim loai 1a phtic bac, thi tinh thé
lugng tir thu duge cé cac chdm lwong tir tao ra béi cum nano ¢6 dudng kinh trung binh
nim trong khoang tir 5nm dén 20nm, do d6 tinh thé luong tir s& c6 kich ¢& nim trong

khoang tir 100nm dén 200nm.

Néng d6 cta phirc kim loai trong dung dich nuée cin dugc xéc dinh bang cach
dua trén kich ¢& cta tinh thé lugng tir chinh dugc tao ra, va khi chét phéan tan duogc st
dung, thi ndng d6 ctia hop chit nay ciing phai duge tinh dén. Mic du, thong thuong phirc
kim loai ¢6 thé dugc sir dung v6i ndng d6 nim trong khoang tir 100ppm dén 5000ppm,
nhung t6t hon néu phtrc kim loai dugc st dung véi ndng d6 nim trong khoang tir 500ppm
dén 2000ppm dé thu dugc tinh thé nano dugc goi 1a cum nano phu thude vao dic tinh cia
phéi tir.

Puogc tin 1a tinh thé lugng tir duoc tao ra trén co chét kim loai hodc hat kim loai ¢
kha ning tich dién duong trong dung dich nuéc nhu hat tinh thé phtrc kim loai, dé cho
phép hap thu protein trong mau sinh phim, t&t hon néu kha nang tich dién duong cua tinh
thé lugng tir dugc didu chinh bing cach xir Iy biang dung dich nuéc kiém trong su c6 mat
clia ion halogenua, vi du bang cach nhd dung dich natri hypoclorit c6 d0 pH = 11 hodc
cao hon vao.Khi d6, tinh thé lwong tir tai két tinh khong chi c6 kha nang tich dién am
trong dung dich nuéc ma con tao ra tinh thé nano ctia hop chét bac oxit chira bac peroxit
hinh kim hodc nhon, trong d6 mau hop chét lién quan dén bénh ung thu tich dién duong
c¢6 ngudn gdc tir t& bao ung thu c6 thé thich hop dé c¢b dinh ADN tir do.

Néng db6 protein tdng sb trong mau sinh phim c6 thé duoc do bing phd Raman thu

dugc tir qué trinh chiéu tia laze c6 budc séng dic trung. Fig.3 12 dd thi thé hién phd
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Raman, trong 6 mau huyét thanh thu dugc tir ngudi bi bénh ung thu dai trang dugc pha
lodng 10 1an, 100 1in, 500 14n, 1000 1an va 10000 lin vé6i nude tinh khiét va do bang tia
laze c6 budc séng 633nm (30mW) dé thu duge mirc ting dinh (Peak Shifting Value -
PSV) va hé sd tich hop pic, ma thay dbi theo ndng do. Do do, protein téng s6 trong huyét
thanh c6 thé dé dang dugc dinh luong. Két qua phan tich phd Raman trén Fig.3 cho thiy
cac pic cu thé quan sat dugc & bang G dic trung cacbon & s séng ndm trong khoang tir
1300cm™ dén 1400cm™ va bang D & s6 séng nim trong khoang tir 1550cm™ dén 1600cm™
! va pic dic trung ciing quan sat duoc & s séng khoang 2900cm™ dbi véi nh6m metyl.
Céc pic quan sat dugc trén phd Raman nay cho thiy hop chit lién quan dén bénh ung thu

c6 thé duge phat hién & dang ADN da metyl héa cudn quanh histon.

Do d6, c6 thé chin doan va theo doi tién trién bénh ung thu dya trén céc thong tin
nhu chidu cao pic, hé sé tich hop pic va tdn sb pic cia phd Raman thu dugce. Fig.1 1a dd
thi thé hién phuong phép xac dinh pic bing phd tan xa Raman duoc tao ra bang cach
chiéu tia laze c6 budc séng 633nm vao mau huyét thanh cia nguoi dé kiém ching pic thu
dugc c¢é cuong do tan xa & sb song 1350cm™ va 1550cm™. Do dé6, dua trén tri sb trung
binh (m) cta sb séng (a) bang 800cm™ va sé song (b) bing 2000cm™ cua cudong do tan
xa, mic ting dinh (p-m) dugc x4c dinh dudi dang hé s dich chuyén pic (Peak Shifting
Value - PSV). H¢ s tich hop pic dugce xéc dinh 1a dién tich toan b pic. Mirc ting dinh,
hé sb tich hop pic cling véi tin sb pic 1a cic thong sé quan trong dé dinh luong hop chét
lién quan dén bénh ung thu trong huyét thanh cia ngudi - 13 chét chi thi 8 chin doan va
theo dai tién trién bénh ung thu.
Vi du thyc hi¢n sdng ché

Sang ché s& duoc mb ta chi tiét thong qua céc vi du sau, nhung can hiéu ring cac
vi du nay chi nhim muc dich minh hoa cht khéng gidi han pham vi clia sang ché.
Vidul

Nhu dugc thé hién trén Fig.4, dung dich nudc chta 1000ppm bac thiosulfat dugc
diéu ché va 1 giot dung dich nay dugc nho vao tAim ddng d6 photpho. Sau khi nhé, tAim
ddng d6 photpho nay dugc dé yén trong khoang 3 phut, dung dich trén tim duoc thdi
bay.Tinh thé lwong tir dugc tao ra trén tAm nay nhu dugc thé hién bang hinh anh kinh
hién vi dién ttr quét & bén phai Fig 4.
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Fig.5 1a cac anh chup kinh hién vi dién tir quét thé hién hat tinh thé nano (tinh thé
luong tr) duge didu ché trong vi du 1, va Fig.6 1 anh chup kinh hién vi dién ti quét
phong dai thé hién tinh thé hinh tru luc giac det c6 bé mit khong nhin va kich ¢& khoang
100nm. Céc téc gia sang ché da khong phat hién dugc thiét dién dic trung bt ky ctia tinh

thé nano kim loai trong tinh thé lugng tir nay.

Fig.7 14 anh chup kinh hién vi thé hién médi twong quan giira hinh dang tinh thé
luong tir va thoi gian d yén sau khi nhé dung dich bac thiosulfat vao tim dong do
photpho, trong d6 da ghi nhan dugc rang tinh thé lwong tir hinh luc gidc dugce tao ra, sau
dé phét.trién va van gitt nguyén hinh dang tinh thé.

Fig.8 1a d6 thi thé hién két qua phan tich phd tan sic nang lugng cuia tinh thé luong
ttr, trong d6 khong chi bac ma ca cic nguyén td c6 ngudn gdc tir cac phdi tir phirc c6 thé
duge phat hién khi tinh thé luong tir duoc tao ra trén tim ddng d6 photpho, trong khi d6
chi ¢6 bac dugc phat hién khi tinh thé lwong tir dugc tao ra trén tim dong bang cich nho
dung dich nuéc chtra IOOOp;;m bac thiosulfat vao tim ddng, sau d6 dé yén trong khoang

3 phut.
Ban lu4n v& sy hinh thanh tinh thé luong tr

Khi dung dich nuéc chira 1000ppm phirc bac thiosulfat dugc sir dung, tinh thé
hinh tru luc gidc det c6 kich c& khoang 100nm dugc tao ra khi dé yén trong 3 phut sau
khi nhé dung dich nay vao tim ddng dé photpho, va anh chup kinh hién vi dién tir quét
(Fig.4, Fig.5 va Fig.6) cho thdy tinh thé lwong tir hinh tru luc gidc det nay c6 bé mit
khong nhan va khong phat hién dugc thiét dién dic trung cla tinh thé nano kim loai,
trong khi d6 két qua phan tich phd tan sic ning luong phét hién dugc ca bac 1in cac
nguyén t6 c6 ngudn gdc tir phdi tir phirc. Theo dé, tir phan tich néu trén c6 thé du doan
duoc rang toan bo hat tinh thé nano bac c6 bé mit khong nhin cé thé duoc tao ra boi su
hinh thanh chidm lugng tr rdng tao ra bdi cum bac trong cac phuc. Hién tugong nay cho
thdy tinh thé phirc bac lwong tir theo sang ché c6 thé dugc tao ra trén tim ddng do
photpho, déng thoi hat tinh thé nano bac cling c6 thé dugc tao ra mot cach riéng biét trén
tAm ddng, va da du doan dugc ring khi dién thé cin bang cia phic bac thiosulfat bing
0,33 tuong duong véi dién thé cuc ciia ddng bing 0,34, thi chi ¢6 tinh thé bac duoc tao ra
vé6i dién thé cuc bang 0,80 trén tAm ddng. Mt khac, khi tAim dong do photpho c6 dién thé

cuc bz‘“mg 0,22 - hoi cao hon thé dién cuc ctia ddng dugc sir dung thi tinh thé phtrc bac co
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thé duoc tao ra. Dung dich nuéc chtrta phic bac can dugc pha loédng dén néng d6 nam
trong khoang tir 500ppm dén 2000p15m, 2) dién thé cuc cia co chét kim loai phéi hoi cao
hon dién thé can bing cta dung dich phtrc kim loai, 3) phtrc kim loai cin dugc két tia béi
d6 chénh 1&ch thé dién cuc gitta co chat kim loai va phirc kim loai. Hon nita, khi dung
dich nuéc chita 1000ppm phtrc bac thioure duge sir dung, ciing quan sat thiy dic tinh
tuong tu.

Vidu?2

Co chit tinh thé lwong tir bac thiosulfat dugc tao ra trén tAim ddng do photpho
trohg vi du 1 dugc diéu ché va dung dich nude natri hypoclorit c6 dd pH = 11 dugc nho
vao tim nay. Sau khi nho, dung dich nay dugc dé yén trén tAm trong 3 phtt, sau d6 dugc
thoi bay khéi tim dé thu dugc chip sinh hoc dung dé phan tich phd tdn xa Raman ting

“cudng bé mit. Mit khac, toan bd cac maiu huyét thanh thu dugc tir 12 ngudi bi bénh ung
thu da day, 12 nguoi bi bénh ung thu biéu mo dai trang va 12 nguoi bénh c6 khéi u lanh
tinh dugc pha loang 10 1dn dé thu dugc cac miu thir nghém duoc do bang phd Raman thu
dugc bang cach chiéu bing tia laze ¢6 budc séng 633nm vao cac miu nay. Déi véi cac
mau thir nghiém thu dugc tir ngudgi bi bénh ung thu da day va ngudi bi bénh ung thu dai
trang quan sat thiy mdi twong quan chit ch& gifta muc do tién trién bénh va mac tdng
dinh ciing nhu hé s tich hop pic. Ngoai ra, d6i voi cic miu thir nghiém thu dugc tir
ngudi bi bénh ung thu da day, pic da xuat hién trén phd Raman sau 1 phut chiéu tia laze,
va dbi v6i cac mau thir nghiém thu dugc tir ngudi bi bénh ung thu dai trang pic da xuét
hién trén phd Raman sau 2-3 phiit chiéu tia laze. Tuong tyr, Fig.2D 1a dd thi so sanh muc
tdng dinh tin xa Raman ctia cic mau thu dugc tir ngudi bi bénh ung thu da day, ngudi bi
bénh ung thu dai trang va ngudi bénh c6 khdi u lanh tinh. Pic ctia mAu huyét thanh thu
dugc tir nguoi bi bénh ung thu da day va mau huyét thanh thu dugc tir ngudi bi bénh ung
thu dai trang cao hon déng ké pic ctia mau huyét thanh thu dugc tir ngudi bénh ¢6 khdi u
lanh tinh. Mic du kho phét hién duge su khac biét vé muc ting dinh ciia mAu huyét thanh
thu duoc tir ngudi bi bénh ung thu da diy va mau huyét thanh thu dugc tir nguoi bi bénh
ung thu dai tring, nhung déu c6 thé chin doan duoc ca hai bénh ung thu nay dua vao thoi

gian lru va hé sé tich hop pic.

Ban luan v& sy hinh thanh tinh thé meso bac oxit: phﬁn 1
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Dung dich natri hypoclorit 5% dugc nhé vao co chét tinh thé lugng tir va dung
dich nay dugc thdi bay sau 2 phut dé thu dugc ciu trac tinh thé nhu duoc thé hién trén
Fig.12, trong d6 quan sat thdy tinh thé hinh kim va khéi tinh thé kich ¢& 16n nhu khéi tinh
thé hinh bau duc va cac thanh phin twong Gng dugc phén tich bing phé tan sic ning
luong (phén tich thanh phan). Két qua phan tich cho thiy tinh thé hinh kim nay chta ca
bac oxit va bac clorua duoc tao ra tir cic phan tmg dudi ddy va két qua phén tich trén

Fig.12 khong phat hién dugc clo ma phat hién duge chi yéu bac va oxy.
Na,S,0; + 4NaClO + H,O — Na,SO, + H,SO, + 4NaCl (1).
Ag" +NaCl — AgCl+Na" (2).
Ag" + 3NaOCl — 2AgCl + NaClO; + 2Na” (3).
Ag*+ OH — AgOH (4).
2Ag"+ 20H — Ag,0 + H,0 (5).

Do d6, mac du ion bac va ion thiosulfat duoc xem la yéu td quan trong dé tao ra
tinh thé meso theo sang ché bang phan tmg oxy hoa kiém trong su ¢6 mat cta ion clorua
va bac oxit dugc tao ra bang phan tng thong thudng, nhung ngac nhién 1a két qua phan

tich phd quang dién tir quét bang tia X cho thiy bac peroxit méi dwoc tao ra chu yéu..
Ban lun vé su hinh thanh tinh thé meso bac oxit: Phin 2
Phd quang dién tir quét bang tia X

Dung dich nudc natri hypoclorit duoc nhé giot vao co chét tinh thé luong tir duoc
diéu ché néu trén trong 2 phit dé thu duoc co chét tai két tinh, dugc phén tich phd quang
dién tir quét bang tia X bang thiét bi ULVAC-PHI (Ltd.)/PHI5000 Versa Probe II ma
khong d&n mon Ag va O. Ngoai ra, dé so sanh, Ag c6 trong bot bac clorua va bdt bac oxit
cling dugc do. Mit khac, co chét tai két tinh dugc phan tich vé thanh phin Ag va O bing
phé quang dién tir quét bang tia X sau khi &n mon trong 5 phut bing sin phun cum ion
khi agon. Két qua phan tich phd quang dién tir quét bang tia X trén Fig.13 va Fig.14 va
két qua phén tich phd tan xa ning luong trén Fig.2 cho thiy pic & khoang 529¢V 14 pic c6
ngudn gdc tir bac peroxit (AgO), trong khi d6 pic & khoang 530eV 14 pic ¢6 ngudn gbc tir
bac oxit (Ag,0O). Hon nita, khi dugc dn mon, ham lugng oxy gidm, trong khi d6 pic O c¢6
ngudn gde tir bac peroxit (AgO) & khoang 529¢V van rong hon pic O ¢6 ngudn gbe tir

bac oxit & khoang 530eV, do d6 da kiém chimg duoc ring bac peroxit dugc tao ra & gén
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co chat. D3 biét réng dién thé cuc cia co chit va hoat tinh xuc tac bi anh huong boi su

hinh thanh tinh thé meso.

Co chét tai két tinh néu trén dugc phan tich phd tan xa ning luong bang kinh hién

vi quét truong phat xa JEOL Ltd./JSM-7001F.

Ngoai ra, khi dung dich nuéc dugc chon tir nhém bao gém dung dich axit
hypocloro, natri hydroxit 0,01N, axit hydrocloric 0,01N va natri carbonat 0,1M thi khong
thu dugc két qua twong tw nhu khi xir Iy bang natri hypoclorit. Do d6, duge tin rang tinh
thé hinh kim dugc tao béi phén Ung néu trén trong sy cdé mat cua ion bac va ion
thiosulfat. Mgc du bac oxit tich dién 4m trong dung dich nuéc, nhung hop chét nay bi
khir béi tia laze dé két tia kim loai bac. Do bac peroxit bi khit manh hon bac oxit, nén
hop chét lién quan dén bénh ung thu tich dién duong c6 thé duge hép thy, va 1am xuét
hién hiéu tng tang cudng plasmon bé mit giita hop chét lién quan dén bénh ung thu da

duoc biy va hat bac.
Khé ndng tmg dung trong cong nghiép

Phuong phap theo sang ché c6 thé phat hién dwge mot cach chon loc hop chét lién
quan dén bénh ung thu trong mau va miu sinh phdm bing phd Raman, do d6 c6 thé phat

hién sém va tién lugng dugc tién trién bénh ung thur.
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1. Chip sinh hoc bao gdm ving tinh thé meso trong d6 bac oxit chira bac peroxit duoc tur
lap rép thanh siéu ciu truc khong gian ba chiéu dang sg¢i, c6 kha nang tich dién 4m trong
mau sinh hoc va cdn ¢ hién tugng cdng hudng ting cudng bé mit bang cach chiéu anh
sang kich thich.

2. Chip sinh hoc theo diém 1, trong d6 hop chat dwoc hép thu vao chip sinh hoc nay tir
mau sinh hoc chira ADN cudn quanh histon va s¢i nhiém sic lién quan.

3. Phuong phap san xuét chip sinh hoc bao gdm céc bude: diéu ché tinh thé lugng tir bac
thiosulfat dugc tao ra trén tim ddng hodc tAm hop kim ddng; va xi 1y tinh thé luong t
bac thiosulfat béng dung dich nuéc kiém trong su c6 mit cua ion clorua dé tao ra tinh thé

nano cia hop chét bac oxit chira bac peroxit hinh kim ho#c nhon.
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Fig.1

Phwong phap xac dinh cic pic & bwée song Raman
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Fig.2A
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Fig.2B
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Fig.2C

) TyléxichtrueY 0- 1200 Mau J
1200 T =
1150 | 4
1100 | §
1050

1000
- 950
= 900

h

hﬁp

o

(donvid

o)

Cwone d

-

1 1 T 1 I 1 1 I
SO0 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
-1
CIIL

-21-



25792

_ P=0,01%%
700 —
_ P<0,01** P =10,624
11
=
5§:§
e 500-
u;(-
= -
& L j
& 400 @
h:jE
= -
G
S 300 -
El\ -
"2 -
ot n = 2
s ]
200 :
, o &
) =g E
100 — & 9
- g [
0 p ,_
Nguéi bénh Neuéibibénh | Nguwdibi bénh
c6 khoi u ung thw ung thu
1anh tinh da day dai trang
m=12) (n=12) (n=12)

-22-



25792

Fig.3

Miu pha Iodng va cwong d4 phd tan xa Raman tang cwdng bé mit
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