DATHOC QUOC GIA HA NOI
TRUONG PAI HOC CONG NGHE

Vii Quoc Tuan

NGHIEN CUU CAU TRUC CAM BIEN VI CO CHO DONG CHAY
KENH LONG

Chuyén nganh: Ky thuat di¢n t
M3 sb: 62 52 02 08

~ TOM TAT LUAN AN TIEN SI NGANH DIEN TU
VIEN THONG

Ha N§i—2020




Cong trinh dugc hoan thanh tai: Truong Pai hoc Cong nghé,
DPai hoc Qudc gia Ha Noi

Ngudi hudng dan khoa hoc: PGS.TS Bui Thanh Tung
GS.TS Chu Btrc Trinh

Luan an s€ dugc bao vé trudc HO1 dong cap Pai hoc Quoc gia
cham ludn an ti€n STOP tal ...eeeviviieiiiieeiieee e

vao hoi gio ngay thang nam 2020

C6 thé tim hiéu luin 4n tai:
- Thu vién Qudc gia Viét Nam

- Trung tdm Thong tin - Thu vién, Pai hoc Quéc gia Ha Noi




MUC LUC

Chuong 1 TONG QUAN VE PHAT TRIEN CHIP SINH HQC UNG

DUNG TRONG PHAT HIEN PROTEIN .......c.ooiiieieieeeeeeeeeeeeeeee s 4
1.1. vai tro va cac ky thuat phat hién protein.................. 4

1.1.1  Xétnghiém ELISA ... 5

1.1.2  K§ thuat héa mo mién dich (IHQ). ..................... 5

1.1.3 Ky thuat dém dong chay (flow cytometric)........ 5

1.1.4  Protein MiCrOAITAYS........cceeerrreerreeerreeerereesreeennns 5

1.1.5  K¥ thuat sir dung kénh vi 1ong..........cccceeevrnnnnnnn. 5

1.2 Tbdng quan cac nghién ciru vé phat trién chip sinh hoc
va chip phat hi€n protein. .........cccceveveevienieiiie e, 5
1.2.1  Céc nghién ctru vé chip sinh hoc & trong nuéc...5

1.2.2  Céc nghién ctru vé chip sinh hoc & nudc ngoai vé
Phat hi€n Protein........cooevieriiiiieieeeeseeee e 7

1.2.3  Chip vi kénh tdp trung protein giup giam thoi
gian xét nghiém va tang kha nang phat hién protein................... 8

1.2.4  Cam bién sinh hoc kiéu tro khang va tu dién st
dung cac phuong phap do dién trong xét nghiém sinh hoc va xét
NEHIGM PrOTEIN. ...veiiiiieiiieeiiiecieeeite ettt e tee e beeeareesevee e 9

1.3 KEETUAN oo 10

Chuong2 NGHIEN CUU PHAT TRIEN VA CHE TAO CHIP TAP

TRUNG, CHON LQC VA PHAT HIEN PROTEIN ........cooovmiiviimieeeeeeeeeeeeeeen 10
2.2 Tap trung Protein .......c.cceceeerveeecreeerreerreeeseveesreeenens 10

2.2.1  Nguyén ly hoat dong cua bd tap trung protein.. 10



2.2.2  Phuong phap tao kénh nano bang cach st dung

dién ap danh thing 16p ti€p XUC......ccvvevvvriviieiieriiesree e, 10
2.3 Chon lgc va phat hién protein st dung cam bién mién

dich kiéu tu phang tich hop trong kénh vi 10ng. ...........coccovenee.... 12
2.3.1  Cam bién mién dich kiéu tu dién phing ........... 12

232 Mb hinh chung ctia mét cam bién mién dich kiéu

tu phang hai di€n CUC.......ccceeviiriiiie e 12
2.3.3  Phuong phap do phd tro khang (EIS)............... 13

2.3.4 Nghién ctru phat trién mach do phén tich tro

khang 13
2.4  Ché tao chip vi kénh tap trung va phat hién protein. 13
24.1 Ché tao kénh vi 16ng........ovoveeveeeeeeeeeeeeeean 13

242 Ché tao dién cuc trén kinh, gén nano vang trén
phién kinh 13

243  Gankénh vi10ng 180 chip........oveveveveeeenans 13

244  Quy trinh gin khang thé ..........cooovveveveeeeenn 13

2.5 Két qua chétao chip ...oo.oooveveeeeeeeeeeeeeeeee e, 13

2.6 KEETUAN .o 13

Chuong3 KET QUA TAP TRUNG VA PHAT HIEN PROTEIN TREN

CHIP DIEN CUC TRON. ....ooiiiiceeieceeeee e seenon 14
3.1 Cam bién mién dich tu phing dién cuc tron. ............ 14

3.2 Thibt IAP h8 d0 e 14

3.3 Két qua tap trung protein v&i chip kénh vi 16ng c6 tich
hop cam bién mién dich kiéu tu phing cau trac dién cuc tron &
VUNG tAP tIUNGZ. c..eiieiiiiiiie ettt e s e es 14

3.4 Phat hién protein trén chip vi kénh sau khi tdp trung
protein bang phuong phap do tré khang sir dung mach thiét ké... 14

2



3.5 KEETUADN oo, 15

Chuong4 SU DUNG CAU TRUC CAM BIEN RANG LUGC TRONG
PHAT HIEN CAC LOP SINH HOA GAN LEN BIEN CUC VANG. .................. 17

4.1 Két qua nghién ctru cam bién tu phang kiéu rang lugc
tich hgp trong chip vi kénh tap trung va phat hién protein........... 17
4.1.1 Tré khang bé mit & tAn S8 CA0......veveeveeeeeeenan 18

4.1.2  Mb hinh do tu clia cam bién sinh hoc kiéu ring
IUQC G tAN SO CAO...vvvieieeeeee e 18

4.2 K&t qua khao sat cam bién cau tric rang lugc voi cac
nong do mudi PBS khac nhau .........cccoooeiiiiiiiiiieeeee, 19

4.3 Két qua phat hién va theo ddi cac 16p sinh héa duoc
hinh thanh trén dién cyc trong qué trinh gan khang thé. .............. 19

4.4 Két qua tap trung va phat hién protein trén chip ¢ cdu

tric dién cuc hinh rang ITWQC. ......oovevviiiiciieiceceecee e, 21
4.5 KETUAN covveoeeeicreeeeeeceee e 23

KET LUAN ... 23
Hudng nghién ciru tip theo ..........veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 24



MO PAU
Ly do chon dé tai

Chip sinh hoc tng dung trong xét nghiém bénh phim di phat
trién rit manh mé trong nhiing nim gan day voi muc dich thay thé
cho céc thiét bi xét nghiém dit tién va giam su cdng kénh cua thiét b
xét nghiém. Cac chip sinh hoc dwa trén cdu triic nano va micro ciing
dugc phat trién voi mot s6 muc dich nhu giam thoi gian xét nghiém,
giam gia thanh xét nghiém, ting kha nang phat hién bénh, dap tng
nhu cau xét nghiém tai chd hoic theo ddi tinh trang ctia bénh nhan tai
nha cling nhu cham soéc stc khoe dinh ky va theo ddi dap ung trong

qué trinh diéu tri.

Trong cac loai xét nghiém nay, xét nghi¢ém protein dong mot
vai trd quan trong trong phat hién va chin doan nhiéu loai bénh khac
nhau cling nhu duoc ap dung vao xét nghiém ung thu. Cac loai
protein trong co thé nguoi xuét hién va ting dot bién 1a chi déu cua
mot loai bénh nao d6 khi xuét hién trong nudc tiéu, mau hodc & mod
té bao. Viéc phat hién mot lwgng nho cia mdt loai protein nao do
trong mau pham c6 mot vai trd quan trong trong viéc phat hién som
va chin doan bénh ciing nhu theo ddi trong qué trinh diéu tri bénh.
Do viy, luan 4n nay dit ra van dé tién hanh nghién ciru phat trién
chip kénh vi 16ng phat hién protein nhdm huéng t6i xay dung thanh
mot thiét bi xét nghiém nhé gon vdi cac wu diém nhu kha ning phat
hién voi lugng léy mau nho, nhanh chéng, tu dong va nho gon ciing

nhu giam gia thanh cua thiét bi.

Muc dich ctia luin an



Luan 4n nay nghién ctru phat trién mot hé thdng chip vi kénh
tich hop cac chirc nang tap trung lam giau protein, chon loc protein
dic hiéu nhim hudng toi xay dung phat trién mot thiét bi xét nghiém

nho gon cho tmg dung cham séc va theo ddi strc khoe tai chd.
Poi twgng nghién ctru

Déi tugng nghién ctru bao gdm b tap trung protein dya trén
nguyén ly lam giau lam nghéo ion va cac nguyén ly dong chay dién
trong kénh vi 1dng, cam bién mién dich kiéu tu dién phéng hai dién
cuc tich hop trong kénh vi 16ng nhdm bt git chon loc va phat hién
protein va mo-dun do va phén tich tré khang dic thu cho cam bién

mién dich kiéu tu dién phfmg hai dién cuc.
Pham vi nghién ciru

Trong khuan khé luan 4n ndy, nghién ctru sinh di tdp trung
nghién ctru ché tao mot chip vi kénh phat hién protein bao gdm céc
chuc néng tép trung, chon loc va phat hién protein cung véi mo-dun
do tr¢ khang ap dung trong viéc phat hién protein va thu thap xt ly
giit liéu. Phuong phap do phan tich tré khang duoc nghién ctru nhim
ap dung cho cam bién mién dich kiéu tu phéng hai dién cuc va duoc
tich hop trong vi kénh cing v&i viéc nghién ciru phat trién mo-dun

do tro khang ap dung cho cam bién sinh hoc.
Y nghia khoa hoc:

Trong luan an nay, mot chip c6 cac chic ning tap trung, bat
giit chon loc va phat hién protein di dugc nghién ciru phét trién. Doi

vGi cac nghién ciru trude day thuong tap trung vao tich hgp cam bién
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mién dich phat hién protein trong kénh vi 16ng ma chua c6 tinh ning
tap trung hodc chi phat trién riéng tinh ning tip trung ma chua c6

tinh nang chon loc va phat hién.

Phuong phép do tu dién & tin s6 cao dugc nghién ciru va dé
xut 4p dung trén cam bién tu phing hai dién cuc ciu tric hinh ring
lwgc da duge phat trién nhdm phat hién cc 16p sinh hoa trong quéa
trinh gin khang thé 1én trén dién cuc vang. Viéc ting do nhay gitp
cho phép do thyc hién duoc & dién ap thap chi 10 mV nham theo doi
qua trinh gin khang thé.

Y nghia thye tién cia dé tai

Viéc nghién ctru chip protein véi ba chirc nang tép trung, chon
loc va phat hién protein s& tao ra mot thiét bi nho gon ung dung trong
viéc xét nghiém tai chd. Cu thé 1a véi vi€c tap trung protein trong
kénh vi 16ng, thoi gian xét nghiém s& duogc giam xubng. Kha ning
phat hién ciing dugc ting 1én dang ké & cing mot mot lugng mau
nhit dinh. Do vay chip vi kénh c6 chirc nang tap trung cé tinh wu viét
vé lugng léy mau xét nghiém. Churc ning chon loc va phat hién tich
hop trong kénh tao ra kha ndng tu dong hoa trong xét nghiém giup
don gian hoa trong qua trinh van hanh. Viéc tich hop cam bién trong
vi kénh cling tao ra mdt chip hoan chinh véi kich thudc nho gon kém
theo mach do trd khang duoc phat trién dé tich hop voi chip vi kénh
tao ra mot thiét bi nho gon mé ra mot hudng phat trién cac thiét bi
cham soc tai chd (Point of care) voi gia thanh ré thay thé cac thiét bi

cong kénh va dat tién ma van dap ung duoc bai toan xét nghiém.
Noi dung cua ludn an bao gom 4 chuong:
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Chuong 1: Gi6i thiéu tdng quan vé xét nghiém protein va cac
phuong phap xét nghiém protein. D& giam thoi gian xét nghiém va
taing kha ning phat hién thi cac k§ thudt tdp trung protein bang
phuong phap lam giau va lam nghéo ion trén nén chip vi kénh ciing

duogc gidi thigu.

Chuong 2: M6 ta nghién ctru phat trién mot chip protein voi
ba chirc ning tap trung, chon loc va phat hién da dugc nghién cuiru.
Thiét ké va ché tao mach do va phan tich tré khang ap dung cho chip
tap trung va phat hién protein ciing nhu quy trinh ché tao chip

Chwong 3: No6i dung cua chuong 3 trinh bay cac két qua dat
duogc cta viéc phat trién chip tép trung, chon loc va phat hién protein
véi cau truc chip dugc tich hgp cam bién dién cuc tron.

Chuong 4: Noi dung ctua chuong 4 di nghién ctu va dua ra
giai phép str dung phép do tu cia cam bién & tan sb cao trén céu trac
cam bién dién cuc hinh rang lugc nhim phat hién va theo doi cac 16p

sinh hoa c6 mat trén dién cuc cia cam bién.

Chuwong1 ~ TONG QUAN VE PHAT TRIEN CHIP SINH
HQC UNG DUNG TRONG PHAT HIEN PROTEIN

1.1. vai tro va cac ky thuat phat hién protein.

Protein duoc cAu thanh tir cac loai axit amin dong mot vai tro
quan trong trong co thé ngudi.Cac protein gitp trao doi chat, dong
vai tro trong hé mién dich. Vi vay, xét nghiém protein 1la mot xét
nghiém quan trong trong viéc chan doan va diéu tri nhiéu loai bénh
trong d6 c¢6 bénh ung thu [2, 3, 25, 28, 64, 76, 80].



1.1.1 Xét nghiém ELISA

1.1.2 K¥ thuit héa mé mién dich (THC).

1.1.3 Ky thuat dém dong chay (flow cytometric)
1.1.4 Protein microarrays

1.1.5 K¥ thuit st dung kénh vi l6ng

1.2 Tong quan cic nghién ciru vé phat trién chip sinh hoc va
chip phat hién protein.

Mot chip sinh hoc co thé bao gém mot hodc nhiéu chuc nang dugc
tich hop trong mot khong gian nhé nhiam dé phat hién cac dbi twong
sinh hoc c6 thé 1a té bao ung thu, protein, vi rat hoac vi khuan [49].
Bang 2 md t4 va phan loai cac chip sinh hoc theo cac chiic nang cua

chip.
1.2.1 Céc nghién ciru vé chip sinh hoc & trong nuéc

Cam bién sinh hoc cling dugc nhom cac nha khoa hoc ¢ trong nudc
tién hanh nghién ctru va phat trién tai cac truong dai hoc va cac vién
nghién ciru. Nhom cua gido su Mai Anh Tuén tai truong dai hoc
Béch khoa Ha Noi d phat trién loai cam bién sinh hocding dé phat
hién vi rat cam bang cach st dung phuong phap xét nghiém mién
dich trén nén tang céu tric carbon- nanotubes [69],[5].Nhom nghién
clru cua tién sy TrAn Pai Lam tai Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam ciing da va dang phat trién cac cam bién sinh hoc cho

mg dung trong y té.



Béang 2: Khai niém cia mot chip sinh hoc duwgc chia theo cac thanh
phan chirc nang.
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Duya trén cAu trac cam bién dién hoéa loai dién cuc in, mot
trong nhitng huéng nghién ctru da duoc tién hanh 1a st dung cac hat
nano tu duoc céy trén nén dién cuc cam bién noi gén cac dau do
DNA dé bt dic hiéu vi rat HIV [53]. Nhom cta pho gido su Truong
Thi Ngoc Lién ¢ dai hoc Bach khoa Ha Ngi phat trién mot cam bién
sinh hoc dua trén cong nghé in dién cuc carbon dé thuc hién xét
nghiém mién dich loai HCg 1a mdt loai protein trong mau ngudi
doéng vai tro trong xét nghiém thai ky va phat hién ung thu. Khang
thé dugc gin trén cam bién giup bt giit protein sau d6 phuwong phép
do dién hoa dugc ap dung dé phat hién sy thay doi tré khang trén bén
mit cia cam bién [73].Céc chip sinh hoc dd dugc phat trién trong
nuée chu yéu 1a chip xét nghiém cé bao gdm chirc ning chon loc va
phat hién goi chung 1a cam bién mién dich. Hudng phat trién tich
hop cam bién mién dich vao trong kénh vi long cua hé thdng vi chip
c6 nhiéu chirc ning dugc tich hop thém nhu chirc ning tip trung
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hodc phén tach trén nén tang LoC hudng téi ty dong hoa, giam thoi
gian xét nghiémvan 1a mot huéng mé dé cac nghién ciru tiép tuc

duoc tién hanh.

1.2.2 Cac nghién ciru vé chip sinh hoc & nwéc ngoai vé phat hi¢n

protein

Céc phuong phap vat 1y dugc sir dung dé phat hién ra protein
tai vung phat hién nhu phuong phap quang hoc va phuong phap do
dién. Phuong phap quang di duogc ding phd bién & xét nghiém
ELISA [16].

Bén canh do, cac phuong phap do dién thuong dugc sir dung
Kkét hop véi xét nghiém mién dich tao ra cac cam bién mién dich kiéu
dién 4p dung trong viéc phat hién protein [10, 16, 17, 20, 73].
Phuong phap do phd tré khang trén cam bién dién hoa ciing duoc
khai thac triét dé trong phat hién protein [10, 16, 17].

Céu triic vi cam bién ciing c6 thé duoc phét trién dé tich hop
trong dong chay kénh vi long. Viéc phat trién cac chip vi kénh ciing
dugcap dung dé phat hién protein véi muc dich dé giam tbi thiéu
lwong 14y miu cin thiét[20, 51]. Cam bién mién dich dua trén
nguyén ly do tré khang tich hop trong kénh vi long da dugc nghién
ctru nham dap tmg duoc yéu cau tao ra cac thiét bi xét nghiém nho
gon c6 thé xét nghiém bénh pham chi véi mot lwong miu pham rat

nho tham chi chi can vai nano-lit [72].

Tuy nhién véi nhu cau giam thiéu luong 1y miu trong khi van
taing do nhay phat hién protein & ndng do thap, mot hudng nghién

ctru khac 13 tién hanh tap trung protein trong kénh vi 1ong trudc khi
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n6 dugc phat hién. Viéc tap trung protein lai trong mét viung nho s€
gitip ting d6 kha ning phat hién protein & ndng do thap tir d6 ting
kha nang phat hién bénh sém.
1.2.3 Chip vi kénh tip trung protein giup gidm thoi gian xét
nghiém va ting kha nang phat hién protein
Trong tap trung protein, cic nghién ctru trén thé giéi da phat
trién cac phuong phap dién dé tap trung protein lai trong kénh vi

1ong [43]. Cac nguyén Iy dugc st dung co thé liét ké ra nhur:

Dong chiy dién di
Dong chay dién thim (EOF)

Lam giau, lam nghéo ion

S0 %P>

Chip vi kénh tip trung protein dwa trén nguyén ly dong
chay EOF va lam nghéo ion.

Céc hiéu ing néu trén da dugc ap dung vao thiét ké cac chip vi
long dung dé tap trung protein trong mot dién tich nho. Phuong phap
lam nghéo ion dd dwoc phat trién dé tip trung protein. Mot trong
nhitng phuong phap lam nghéo 1a sir dung mang loc ion dé tao ra

vung lam nghéo ion da dugc nghién ctru va thyc hién [39].

Ngoai ché tao kénh nano bang cach an mon 16p vat lidu dé, cac
cAu truc dut giy nano con c6 thé duogc tao ra bang cach tao ra dién ap
danh thung & 16p tiép xtac cua hai loai vat liéu. Bang cach sir dung
dién ap DC cao ap [36]. Tuy nhién viéc tao ra kénh nano bang dut
gdy khi phong dién doi hoi phai cung cip vao kénh mét dién 4p cao
khoang dién ap tur vai tram von dén vai nghin von tuy loai vt li¢u la
kinh hay d¢ silic. Thém vao do, khi cung cip dién ap cao vao kénh
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ciing tao ra nhiét trong kénh va s6i kénh tao bot khi c6 thé gay hong

kénh trong qua trinh tap trung.

Nhoém nghién ctru cua gido su Chun-Pin Jen tai dai hoc quéc
gia Chung Cheng, Pai Loan ma hién dang hop tac voi nhom nghién
ctru cuia chung t61 tai dai hoc Cong Nghé, PHQG HN da tién hanh
nghién ctru va cai tién cdu tric chip tip trung protein dua trén
phuong phép str dung dién ap DC thip danh thing tao ciu tric nano
dat gay [12, 34].Cac chip vi kénh da dugc tao ra véi muc dich tap
trung protein trong mdt vung nho gitp ting kha nang phat hién
protein c6 nong d6 thap dap ing voi mot lugng 1dy mau rat nho ¢
nano-lit dén micro-lit va ddy nhanh qua trinh phat hién. Cac chip tap
trung protein néu trén déu dung phuong phap do cuong dé huynh
quang dé phat hién va dinh lugng protein bang cach gin sir dung chat
phat huynh quang 1én khang thé d3 bét dinh voi protein.

1.2.4 Cam bién sinh hoc kiéu tré khang va tu dién sir dung cac
phuong phap do dién trong xét nghiém sinh hgoc va xét
nghiém protein.

Cam bién sinh hoc trén nén céc chip sinh hoc di dugc nghién
ctru va phat trién manh thoi gian gan day. Cam bién sinh hoc da phan
dugc phat trién dua trén xét nghiém mién dich su khang thé sinh hoc,
DNA, Aptamer dé bit dinh dic hiéu cac hat sinh hoc can dugc xét

nghiém nhur té bao ung thu, vi rit, vi khuan hay protein.

Cau trac cam bién tu phang kich thudc micro c6 nhicu uu
diém nhu dé dang ché tao véi nhiéu hinh dang khac nhau, thuan lgi

trong viéc tich hoptrong chip vi kénhva thuén tién cho viéc tich hop



xtr 1y tin hiéu cling nhu gia thanh ré d3 dugc chimg minh trong nhiéu
nghién ctiru. Phuong phap xét nghiém mién dich ciing dugc thyc hién
trén céu trac ndy bang cach gin cac khang thé trén cac dién cuc coa
cam bién tu ph?lng dé tao thanh cac cam bién mién dich kiéu tu dién.
Céc cdu tric cam bién mién dich kiéu tu dién dang 1a mot ing vién

tiém nang ap dung cho cac bai toan xét nghiém.

1.3 Kétluan

Chuong 2 NGHIEN CUU PHAT TRIEN VA CHE TAO
CHIP TAP TRUNG, CHON LQC VA PHAT HIEN
PROTEIN

Béng 3 mo ta cac phuong phap da dugc ap dung dé ché tao ra
chip protein dap timg cic yéu cau da dit ra ctia ba chirc ning.
2.2 Tép trung protein
2.2.1 Nguyén ly hoat dong ciia b tip trung protein
2.2.2 Phuong phap tao kénh nano bing cich sir dung di¢n

4p danh thiing 16p tiép xic.

Bing 3: Gidi phap ché tao chip protein véi ba chire ning duoc tip
trung, chon loc va phat hién.
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- Sir dyng phuong phap dénh
( Chip Protein \ thing tao kénh nano bing thé
> mot chiéu.
Chirc néing 1: - Su c,lung, hat n.'fno vf?ns .gi.i'm
di¢n ap danh thung va di¢n ap
hoat dé ong 50 V.
“T§p trung oat dong xuong
—_—— Sir dung phuong phap xét
Chire nang 2: nghi¢gm mién dich: Gén khang
 thé Ién trén dién cyc vang dé bit
-Chon lge gilr protein
Chirc ning 3: 2 ok
g Sl'xvdung cac cam bién kiéu ty
- phang tich hgp trong kénh noi
-Phit hi¢n I_. tap trung protein két hop véi
phép do phan tich tro khang va
;/ tu dién nham phat hién protein

Hinh 2.1 m6 ta md hinh cua chip protein dwa trén cdu tric vi kénh.

(a) Mach do trér 5 (b) Ving phat
khing : hign )
. Viing gin
Cim biin AuNPs SAM100

—
Keénh vi léng
S—

l

Anti-BSA-Rab

D,
®Pigy on
0,

Ving phat hién

Hinh 2.1: Mb hinh thiét ké caa chip tip trung va phat hién protein, a)
cdc kénh vi 16ng tip trung protein vao ving bit giir noi cac khang thé dwgc ciy
1én dién cue vang, protein da bi bét déc hiéu dugc phat hién bang phwong phap
do tré' khang. b) ciu triic thiét ké ciia chip, khang thé ciy 1én dién cwe vang

trong kénh vi 16ng c6 chiu cao 2 pm.
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2.3 Chon lgc va phat hién protein sit dung cam bién mién
dich kiéu tu phing tich hop trong kénh vi long.
2.3.1 Cam bién mién dich kiéu tu dién phing

2.3.2 Mb hinh chung ciia mdt cam bién mién dich kiéu tu
phing hai dién cue

A. Tu bé mit

B. Tinh toan cho mé hinh cim bién tu phing

......................................................

Usb cab
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1 ]
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]
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[ ]
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]
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[ ]
]
[}
]
1 ]
]
[ ]
]
[ ]
[ ]
L]
]
[}
]
[ ]
[ ]
]
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

a ADC 12Bit
AD 9850 g its
~
Bitput 1 | Output 2 .
J
Lock in
Amplifier
Zx p
—‘:]_ [ .
| |
Bio-sensor | | LPF
. |
Conditioning | Apgso | Output
ircui e ek Voltage
circuit

300D

Hinh 2.6: So dd khéi va hinh anh thyc té ciia mach do phf;
tré khang dai tan tir 10 kHz dén 100 kHz.
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2.3.3
2.34

24
24.1

2.4.2

243
244

2.5

2.6

Phuwong phap do phd tré khang (EIS)
Nghién ctru phit trién mach do phan tich tré khang
A. Thiét ké mach do

B. Khio sat mach do

Ché tao chip vikénh tip trung va phat hién protein
Ché tao kénh vi léng

Ché tao di¢n cwc trén kinh, gin nano vang trén phién
kinh
Gin kénh vi 16ng 1&n chip
Quy trinh gin khang thé
Két qua chétao chip

T ;‘_‘(«E-.“'..au..,,,.\ll—r-
b ' Mach do cam
18 o a
bien tu dién
" phing

| Mé-dun do pho
i trd khang

Hinh 2.14: a) Chip sau khi dwgc ché tao b) Mé-dun do két ndi véi chip
sau khi dugc che tao.

két ludn
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Chuong 3 KET QUA TAP TRUNG VA PHAT HIEN
PROTEIN TREN CHIP DIEN CUC TRON.
3.1 Cam bién mién dich tu phing dién cuc tron.
3.2 Thiét1ap hé do
33 Két qua tap trung protein véi chip kénh vi 16ng c6 tich
hop cim bién mién dich kiéu tu phiing ciu tric dién cwe tron &

vung tip trung.

ov]

0 min °V 10 min

200 um 200 pm

20 min

Protein stacking

ovi  _200um

Hinh 3.2: Qua trinh tip trung protein ciia chip dién cwc tron thuce hién
trong thoi gian 30 phut.

34 Phat hién protein trén chip vi kénh sau khi tip trung
protein bing phwong phap do tré khang sir dung mach thiét ké.
Hinh 3.5 m6 ta két qua do protein véi chip tap trung cho thiy
su thay dbi tré khang cua protein sau khi duoc tap trung lai. Két qua
cho thdy & 50 kHz thi tré khang thay doi tang lén khoang 50 kQ so
voi trude khi tap trung va tong tro da thay doi khoang 30% lan so véi

trude khi tap trung. Sy ting 1én cta trd khang sau tién hanh rira kénh
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sau u 30 phut da phat hién sy c6 mat cta protein bi bét gilt trén dién

cuc vang cua cam bién.

350 -
e
300 :
#— Before
[ ] e After
250 4 : — —
o [
= [ 1
= *—e_ 7
e ! -
1§ 200 4 L = - *
< - 3
o= - ;
2 - R
E 150 +
100
50 T T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000

Frequency (Hz)

Hinh 3.3: Tré khépg thay dbi trudc khi va sau khi tién hanh tip trung
protein tai ving c6 cdm bien.

Bén canh phép do tré khang, tu ndi tiép c6 thé dugc sir dung
dé theo ddi su thay d6i cua cam bién. Hinh 3.7 b m6 ta thay déi cua
tu dién nbi tiép truéc va sau khi tap trung protein. Véi mach do da
dugc cai tién, voi sai s6 1dy ADC it hon dd cho phép do tro khang
chinh x4c hon.Véi phép do tu duge do thong qua thanh phéan 4o cua
tr¢ khang dugc mo ta ¢ cong thuc 2.4.

35  Kétluan
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b)

Hinh 3.7: Két qua thue nghiém trén chip protein sau khi mach do dugc
thiet ke lai, a) Tong tré thay doi trwéc va sau tip trung, b) Tu noi tiep thay doi

trudc va sau tap trung.
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Chwong4  SUDUNG CAU TRUC CAM BIEN RANG
LUQC TRONG PHAT HIEN CAC LOP SINH HOA GAN LEN
PIEN CUC VANG.

4.1 Két qua nghién ciru cam bién tu phing kiéu ring luwoc
tich hop trong chip vi kénh tap trung va phat hién protein

Hinh 4.1 m6 ta ciu trac thiét ké cua dién cuc hinh rang lugc tich hop
trong kénh vi 1ong. Hai dién cuc cdu trac v6i 6 va 7 ring xen ké
nhau. Moi ring cach nhau 10 um va c6 do rong 10 pm. Viéc dién
cuc xen k& nhau lam khoang cach rit ng’fm lai gilra hai dién cuc.
Toan bd hai dién cuc nim trong vung protein s€ dugc tap trung lai.
Céu trac dién cyc ring luge cho phép giam khoang cach giita hai
dién cyc nghia 1a hai dién cyc gf?ln nhau hon trén té)ng thé dién tich
cua dién cyc.Trd khang cia dién cuc s€ giam khi cac dién cuc & gﬁn

nhau, va lam tdng d9 nhay ctia cam bién.

IDEAs dimensions

Gold
18 o2 om glectrodes
g [~
a3 J
=
=

bonding
oV kA
Cr Tayer Glass substrate

Hinh 4.1: Thiét ké ciia dién cwe cAu trac ring hrgc tich hep trong kénh vi léng.
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4.1.1 Tré khang bé mét & tin sb cao

4.1.2 M&b hinh do tu ciia cam bién sinh hoc Kiéu ring luge
& tan s6 cao
1 1 1. 1 R?
Cs Cr Coomp—2L 4 p2
4 comb (@.Ccomp)? + RS
(4.5)

Phuong trinh trén mé ta gia tri tu twong dwong ndi tiép cua
cam bién trong mbi lién hé vai tu bé mat Cp; ty rang lugc Ceppp, tré
dung dich R,va tan s6 goc w. C6 thé thidy ham cua tu twong duong
nbi tiép ti 1& nghich voi binh phuong tan sd: Cs(w)~ é Tan s cang
tang thi gia tri tu dién s& cang giam. O tan sd cao thi thanh phan

1

(0.Ccomb)?

+ RZ s& x4p xi: ;+R§zR§ khi —— «

(w.Ccomp)? (w.Ccomb)?

R? . Trong trudng hop nay, phuong trinh 4.5 c6 thé viét lai nhu sau:

1.1 1 (4.6)
C C CComb

Phuong trinh 4.6 mé ta lién hé giira tu twong duong ndi tiép
Vol tu bé mat va tu rang lugc. Co thé théy réng & tan sb cao thi
tutwong dwong ndi tiép C, s& 1a thanh phan ciu thanh tir hai tu bé mit
Cr va tu rang luoc Ceomp méc nbi tiép voi nhau. Viée do tu twong
duong ndi tiép & tan sb cao co thé d& dang thuc hién boi viée trich

xuat tr phan 4o tré khang cua cam bién.
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4.2 Két qua khio sat cam bién ciu tric ring lwge véi cac
néng dé mudi PBS khac nhau
4.3 Két qua phat hién va theo déi cac 16p sinh héa dwec hinh

thanh trén di¢n cuc trong qua trinh gin khang thé.
Hinh 4.6 mo ta sy thay doi cua tu bé mat (Cy) twong ing véi

cac lop sinh hoa c6 mat trén bé mit dién cuc cua cam bién.Khi mot
16p méi c6 mit xép chdng 1én 16p cii, dién moi cua 16p moi s& tuong
g véi mot tu dién duoc thém vao ndi tiép véi tu bé mit trude do.
Tu d6 tu bé mat s& duge xac dinh 1a céc tu ndi tiép cua cac 16p thém

vao va c6 thé dugc viét theo cong thic sau:

PBS Solution
Interface
impedance
a)
S s e e s ey
i Equivalent Circuit
C; C comb Cq
Rf Rs Rf
b)

Hinh 4.2: M6 hinh cim bién sinh hoc kiéu tu ring lworc, a) cic thanh phin
dién ctia mo hinh do, b) so' do twong dwong ciia mo hinh do.
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(4.7)

Trong d6, n 1a sb 16p c6 mat trén bé mat. Gia tri tu Ctuwong Gmg véi

tu cua tung 16p dién moi cua cac 16p lan Ivot 1a C4,,Cpeg » Cras »

Cuntr s CBiotin Va Chprogein- CO thé thay rang cang nhicu 16p sinh hoa trén

bé mit dién cuc thi gi4 tri tu bé mat (C) cang giam di.

Phép do tu C, cho thdy su giam ddng déu hon giita cac 16p & tan sb

cao (Hinh 4.9 b). Viéc ap dung phép do tu thay cho phép do tro

khang nham phat hién sy c6 mat ctia cac 16p gan 1én trén dién cuc

vang cho thdy su wu viét hon dang ké. Cu thé 1a véi hai 16p gan dau

tién, sy thay doi cua tré khang & tan s6 1 MHz chi xap xi 15 % va chi

tang nhiéu & 16p NHS.Trong khi do6, gia tri tu dién C,cho thiy su

giam véi khoang giam 1én dén 40 % sau khi gin 16p NHS.

1 C Cdl

"“".2::1""" ™ L6p khang thé 1 C

(ANTI) ANTI
,,,,,,,,, G Yo —L—cC.
7777777777777777777777 O NH ONH O NH O NH O NH :I:

L(’Tp PEG | > > il llg Vi lI; . CPEG
o_on o_on o on CPEG Kinh ‘ I
AR N (e e c ——Cu

Dién cue van

Kinh . FE——
PR
77777777 gglmmrm Lép protein (Protein) I C"""
Lép EDC/NHS . CAM,
i Lty ——c Q*I C
0FN0 0FYN0 070 0F)N 0 oA~ EDC O NH O NE O fH o jE o NH EDC
o i, —L— el i el C
od o 03} (,T)w ob S ‘Dién cuc vng peG
J ang D J C [ Kinh | [
S —
Ki‘nh # A D CA"
,,,,,,,, C'!L,,,,,,,,, ,,,,,,,,,,,C,-,,,,,,,,,,

Hinh 4.6: Cac 16p sinh héa c6 mit trén bé mit dién cue twong
duwong vo6i cac 16p dién méi xép chong 1én nhau tao thanh mét mach tu

ndi tiép.
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500 —

450—_ ‘ Il serial Capacitance |
400 +
3502
300 4
250;
200 -
150
100:
0] .
0 -—-vL
Au PEG EDC

ANT BIOTIN PRO
Hinh 4.9: Sy thay déi tré khang va tu ndi tiép twong \ing véi cac 16p
sinh héa dwoc gén 1én 1in lwot véi Au(chip ban dau), 16p PEG, EDC, Antibody
(khang thé), Biotin va protein, b) Tu ndi tiép thay dbi & 1MHz

Serial Capacitance (pF)

4.4 Két qua tap trung va phat hién protein trén chip c6 ciu
truc dién cwe hinh riang lwoec.
Sau khi che tao, chip dugc gan antibody 1én trén dién cuc vang

sau d6 chip tap trung va phat hién protein c6 cu trac ring luoc duoc
tién hanh tap trung va phat hién protein. Trong cdu trac chip nay,
dung dich dém 1a mudi 10 mM PBS duoc st dung trong qua trinh tap
trung va phat hién protein. Quatrinh gin khang thé 1én trén bé mit
vang ciing duoc theo ddi bang cach do tré khang bé mit thay doi
tuong (mg voi timg 16p duoc gin 1én. Sau mdi budce G hoa chit 1én
trén, may phan tich trd khang dugc st dung dé do sy thay doi cua trd

khang va tu dién.
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Hinh 4.10 m6 t4 qua trinh tdp trung protein & chip dién cuc
rang luge tuong tng véi su thay ddi trd khang thuc cua cam bién.
Cuong d6 huynh quang tang tir 4 A.U. khi 10 uM FITC-BSA duoc
dua vao trong kénh 1én 18 A.U. sau khi protein dugc tip trung lai.
Tuong tmg v6i sy ting cuong d6 huynh quang, tré khang phan thyc
tang tuong tmg lan luot 1a 1 kQ va 6 kQ.

Sau khi protein dugc tién hanh tap trung va sau dé tién hanh u trong
30 phit, kénh dugc tién hanh rira 3 1an. Sau khi rira kénh, phép do
tré khang duoc thyc hién dé phat hién protein bi bét gitr trén dién
cuc. Sau khi protein dugc tap trung va bat giit tré khang ciia cam
bién & tan s6 1 MHz ting 1én dang ké tir khoang 8 kQ ting 1én dén
khoang 30 kQ.Tu dién tuong duwong nbi tiép ciing cho thiy su giam
tir hon 50 pF xudng 5 pF sau khi protein bj bét giit. So v6i cdu truc
dién cyc tron, dién cuc rang lugc cho théy dd nhay cao hon. Cu thé
1a ¢ dién cyc tron tré khang ting 30% 1an trudc va sau khi tip trung
10 pM BSA con ¢ dién cuc ring luogc try khang ting khoang 4 1an
sau khi protein dugc tap trung lai.

Bing cac st dung phuong phap do tu dién ¢ tin sb cao ap
dung cho cau triic hinh ring lugc, qua trinh theo ddi cac 10p sinh hoa
c6 mét trén dién cyc da duoc nghién ctru va hién thuc. Cac phép do
da cho thay su thay dbi giam twong Gmg v6i mdi 16p sinh hoa cd mit

trén cam bién.
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Hinh 4.10: Tré khang va cwong do huynh quang thay déi trong qua

trinh tip trung protein ¢ dién cwe riang lwoc.

4.5 Kétluan
KET LUAN
Luan 4n nay da tién hanh nghién ciru va ché tao thanh cong
chip vi kénh c6 chtic nang tap trung, chon loc va phét hién protein.
Mé ra mot huéng nghién ctru trién vong trong viéc phat trién chip

phat hién protein v6i nhiéu vu diém.

Luan 4n ndy ciing dé xudt phuong phap do dién dung cua cam
bién & tan sb cao dé theo ddi cac bude gin khang thé 1én cam bién.
Qua trinh theo ddi dé phat hién cac 16p sinh hoa c6 mat trén bé mat
clia cam bién ¢ thé dugc thyc hién nhd phuong phap do va phan
tich tré khang va dién dung ctia cam bién.
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Mach do va phan tich tr& khang ¢ dai tdn sb tir 10 kHz dén
200 kHz ciing dd duogc phat trién va ché tao nham dap tmg cho viée
do va phan tich tré khang trén cAu tric dién cuc tron. Vi¢c phat hién
protein da duoc thyuc hién trén mach do di dugc ché tao nham hudng
t6i phét trién mot thiét bi xét nghiém nho gon, gia thanh ré va c6 thé
tich hop dugc véi cac thiét bi hién thi nhu may tinh hay smartphone
dé phat trién cac Gng dung theo ddi sirc khoe tai chd hay dinh ky
ciing nhur cac don vi y té nho khong du trang bi cac thiét bi dat tién.
Huwoéng nghién ctru tiép theo

Duya trén Kkét qua trién vong da dat dugc, chip protein hi¢n van
dang duoc nghién ctru phat trién hudng t6i muc tiéu phat hién mot sb
loai bénh cu thé khac nhau. Cac ciu trac vi kénh duoc chén cac hat
nano vang ciing 1a mot ddi twong can dugc nghién ciru va cai tién
nham hudng t6i mot con chip duge ché tao don gian dé dang hon
hon. Ciing nhu chidu cao ctia kénh chi dudi 2 pm ciing gy kho khin
cho viéc gin kénh va qué trinh van hanh xét nghiém. Chip protein di
dugce nhom nghién ciru ¢ trén dang tiép tuc c6 nhitng nghién ciru cai
tién nham hoan thién kha nang tap trung va bét gilt cho mdt hodc mot
s6 loai protein cu thé. Chip protein vdi hé mach dién tich hop, st
dung nhiéu 1an chi bang cach thay chip c6 ciing ciu triic vi kénh c6
thé dap ung dugc bai toan xét nghiém tai chd véi thiét bi nho gon,

gi4 thanh thap.
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