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MO PAU
Ly do lra chon dé tai

Protein, dugc ciu tao tir cac chudi axit amin lién két v6i nhau b::ing
lién két peptide, dong vai trd quan trong trong co thé con nguoi. Ngoai
viéc 1a thanh phan cau triic cia té bao, chung con tham gia hau hét cac
qua trinh sinh hoc, tir xtc tac cic phan tmg chuyén héa dén didu hoa hé
mién dich. Chang han, protein gitip hinh thanh huyét thanh mién dich
(khang thé), bao vé co thé chong lai nhidm tring va tac nhan gy bénh.
Do nhiing chltc nang quan trong nay, viéc xét nghi€ém protein da tro
thanh cong cu thiét yéu trong chin doén va diéu tri nhiéu loai bénh, dic
biét 1a ung thu.

Hién nay, mot s6 k¥ thuat dua trén xét nghiém mién dich, chéng han
nhu héa mé mién dich (IHC), xét nghiém mién dich hap thuy lién két véi
enzyme (ELISA) va dém dong chay (flow cytometry), dugc sir dung dé
phat hién va dinh lugng protein trong lam sang. Nhiing phuong phap
nay, dua vao cac phép do quang, cung cip do chinh x4c va dic hiéu cao,
ddng thoi duoc ap dung rong rai trong 1am sang va cac phong nghién
ctru. Tuy nhién, cac ky thuat truyén théng ndy dang d6i mat v6i nhimng
thach thic nhu gidi han d nhay phat hién, thoi gian xur Iy kéo dai va yéu
cu ngudi van hanh c6 k¥ ning cao, diéu nay lam han ché tinh kha thi
clia chiing trong cac g dung xét nghiém tai chd (POCT). Do d9, cac
nha nghién ctru dang chuyén hudng tip trung vao viéc phat trién cac giai
phap tu dong, linh hoat hon.

Cac cong nghé vi luu va cam bién sinh hoc dang mang lai nhiing giai
phap tiém ning cho nhimg thach thirc nay, véi nhiéu uu diém nhu do
nhay, thé tich mau nho va quy trinh 1am viéc t6i wu. Pic biét, cac kénh
Vi luu cho phép xtr Iy mau mét cach chinh xac va co thé phan tach, tap
trung, ciing nhu kha ning phan tich cac chi déu sinh hoc trong lugng
mAau nho, tao nén tang 1y tudong cho cac hé thong xét nghiém tai chd.
Bﬁng cach tich hop cam bién sinh hoc v&i cac nén tang vi luu, cac hé



thdng nay co thé thay thé hiéu qua cac k¥ thuat xét nghiém truyén thong
vbn chi 4p dung trong phong thi nghiém.

Trong nghién ciru nay, mot hé thong POCT ty dong két hop cam bién
sinh hoc véi chip vi luu da duge phat trién dé phat hién, dinh luong nong
d6 protein trong dung dich va cung cip nhing thong tin chan doan so b.
Hé théng nay han ché ti thiéu cac thao tac ciia ngudi ding va c6 kha
ning cung cap két qua chan doan nhanh chéng, dang tin cy va dé tiép
can, danh diu mét budc tién quan trong trong viéc phat hién sém va theo
ddi cac bénh ly.

Muc tiéu nghién ctru ciia ludn an:

Luan 4n ndy tap trung vao viéc phat trién mot hé théng tap trung lam
giau va phat hién protein, dugc thiét k& dé tich hop voi mot nén tang
chip vi luu nham thyc hién tap trung va phat hién protein mot cach hiéu
qua v6i thé tich mau nho va thoi gian thuc nghiém ngin. Muc tiéu
nghién ctru 12 khao sat, thiét ké va tién hanh cac thi nghiém trén hé thong
dé xuét, str dung chip vi luu dya trén nguyén 1y cam bién mién dich dién
héa. Chip vi luu phét hién protein dich trong dung dich bang cach theo
ddi sy thay doi tin hiéu huynh quang va tin hiéu dién. Cac tin higu dau ra
nay duoc ghi nhan, xtr Iy va hién thi, mang lai mot phuong phap tiép can
t6i wru cho viéc phat hién vé dinh luong ndng do protein.

Y nghia khoa hoc va thue tién:

Dé tai mang tinh lién nganh ciia nhiéu linh vyc khac nhau, bao gdm
dién tr, hé théng diéu khién, vi luwu, vat ly, sinh hoc va vi ché tao. Hé
théng duoc d& xuit nhim phat hién sy hién dién cta céc protein dich va
dinh lugng ndng d6 cua chung trong dung dich. Viéc trién khai thanh
cong hé théng nay s& cung cAp mot giai phap thay thé hiéu qua vé chi
phi so voi cac thiét bi thuong mai trén thi truong, cho phép phat hién
protein nhanh chong ma khong can cac diéu kién, co sé ha ting phong
thi nghiém phirc tap. Ngoai ra, h¢ thong con mang lai kha nang phat hién
va dinh luong tai chd, vai thoi gian xir ly ngén, yéu cAu thé tich mau nho
va quy trinh van hanh don gian.



Phwong phap va pham vi nghién ciru:

bé dat duoc cic muc tiéu cu thé, luan vian nay bao gém mot sb
phuong phap nghién ciru chinh: tim hiéu va doc cac tai lidu lién quan,
mo hinh hoa hé thdng, phéan tich cdu trac, quy trinh ché tao va thuc
nghiém, do luong dé danh gia hiéu suit ctia hé théng. Cu thé, luan an tap
trung vao thiét ké cau tric chip vi luu tich hop cac b tap trung lam giau
va céc dién cuc cam bién, cung véi viéc mo hinh hoéa va phan tich hoat
dong cua hé thong. Ngoai ra, nghién ciru con tip trung vao thiét ké mach
diéu khién, tap trung protein trong vi kénh, va cac mach xir 1y tin hiéu dé
ph,ét hién chinh x4c su hién dién cua protein trong ving cam bién.
B0 cuc cia lujn an:

Luan an bao gom 5 chuong chinh.

Chuong 1: Chuong nay trinh bay tdng quan vé protein va vai trd cta
protein trong co thé con ngudi. Tiép theo, cac phuong phap mién dich
phan tich protein dwoc cung cdp. Cudi cung, nguyén 1y va cac phuong
phap tién tap trung lam giau protein, cling nhu 1y thuyét vé hién tuong
phan cyc ion trong cac kénh nano dugc gioi thidu.

Chuong 2: Chuong nay trinh bay chi tiét qua trinh phat trién mot chip
vi luu dé tap trung 1am giau protein st dung cu truc cuc cira kép va
mang nano chon loc ion. Pau tién, mot bd tap trung protein duge thiét ké
va mo hinh hoa dé phan tich hoat dong cua cau trac. Tiép theo, quy trinh
ché tao chip duoc mo ta, sir dung cac ki thuat quang khac va lithography
mém. Cudi cung, cac thi nghiém duoc tién hanh dé khao sat cac ché do
hoat dong va hi¢u suit cua chip dé xuit.

Chuong 3: Chuong ndy md ta qué trinh phat trién cac cam bién mién
dich thong qua qua trinh chirc ning hoa bé mit dién cuc, 4p dung cho ca
dién cuc vang va dién cuc carbon. Cac phép do huynh quang va phép do
dién duoc tién hanh dé phat hién protein bi bét gitlr trén bé mat dién cuc.
Thém vao d6, mot sy so sanh hiéu suét gilia cac cam bién dya trén ciu



hinh hai dién cyc va ba dién cyc dugc trinh bay, lam ndi bat nhitng uu
diém va han ché ctia mdi cdu hinh vé d6 nhay va do chinh xac trong phat
hién.

Chuong 4: Chuong ndy trinh bay sy phat trién cua hé thong diéu
khién tap trung lam giau protein va mach do dién hoa. Dau tién, thiét ké
hé théng va so dd khéi duge gidi thiéu dé phac thao cac thanh phan chic
ning va quy trinh 1am viéc cua hé thong. Sau d6, cac thuat toan nhing va
giao dién ngudi dung dd hoa (GUI) duge mé ta, 1am rd vai trd cta chiung
trong viéc van hanh hé thong va tuong tac véi ngudi dung. Cudi cung,
céc thir nghiém thuc nghiém duoc tién hanh dé danh gia hiéu suat cua hé
théng, xac nhan tinh hiéu qua cia no trong viéc diéu khién tip trung
protein va do dién hoa.

Chuong 5: Chuong nay trinh bay su phat trién cta chip vi luu tich
hop tap trung va phat hién protein. Pau tién, thiét ké chip duoc giGi
thiéu, cung cp tong quan vé& hoat dong va bd tri chirc ning cua chip.
Tiép theo, cac quy trinh ché tao cu tric dién cuc va vi kénh duge trinh
bay. Cudi cung, mot loat cac thi nghiém dugc tién hanh dé danh gia va
x4c nhan hiéu suit cua chip, danh gia hiéu qua cua chip trong viéc tap
trung va phat hién protein.

Cudi cing, nghién ciru sinh két luan nghién ciru va dé xuét cac cong
viéc va phuong hudng cho cac nghién clru trong tuong lai.

Chwong 1. Tong quan

1.1. Gi6i thiéu vé protein va vai trd ciia protein trong co thé

Protein, hay con goi 1a polypeptide, 1a mot phan tir sinh hoc quan
trong dugc cAu thanh tir nhiéu axit amin lién két v6i nhau bﬁng cac lién
két peptide cong hoa tri. Protein déng vai trd quan trong trong cac quéa
trinh t& bao, bao gdm tham gia vao cic phan tng chuyén hoa, sao chép
DNA, phan trng véi cac kich thich, va van chuyén cac phan ta tur vi tri
nay sang vi tri khac. Protein dong vai tro khong thé thiéu trong viéc duy
tri sy séng va cac chirc ning co thé con ngudi, anh huéng truc tiép dén



nhiéu khia canh cua sinh 1y hoc binh thudng. Chiém t6i 50% tong khoi
luong kho cua té bao, protein khong chi 13 cac thanh phan cau tric quan
trong ma con tham gia tich cuc vao viéc duy tri, sira chira va phat trién
co thé. Trong y hoc va nghién ctru sinh hoc, protein dugc coi la cac diu
4n sinh hoc quan trong, ho trg trong viéc nhan dién va chan doan cac
bénh 1y ciing nhu theo ddi su tién trién cua chung.
1.2. Cac phwong phap xét nghiém mien dich protein
Xét nghiém protein chi yéu dua vao cic xét nghiém mién dich voi
nhiéu k§ thuat khac nhau, bao gom:
~ Héa md mién dich (IHC)
~  Xét nghiém mién dich hap thy lién két v6i enzyme (ELISA)
— Ky thuat dém dong chay (Flow cytometry)
- Vi mang protein
~ Hé théng Lab-on-a-chip
1.3. Tpp trung protein va cac phwong phap tap trung protein
Maic di phan tng chudi polymerase (PCR) la mot ki thuat manh mg
va duoc sir dung rong rai dé khuéch dai theo cap s6 nhan cac chudi DNA
hoic RNA cu thé, nhung né khong thé &p dung truc tiép dé khuéch dai
protein. Dé giai quyét thach thirc nay, nhiéu phuong phap di duoc phat
trién dé lam giau hoic khuéch dai céc protein cu thé tir cac mau sinh hoc
phirc tap, bao gom:
- Bay dién dong hoc (electrokinetic trapping)
- Khuéch dai truong xép chdng (Field amplification stacking -
FAS)
- bién di sic ky (isotachophoresis)
- bién di (isoelectric focusing)
- Quét dién dong Micellar (micellar electrokinetic sweeping)
- Tap trung cot sic ky (chromatographic preconcentration)
Nhitng k¥ thuat nay nham kiém soat va ting nong do protein tai khu
vuc gan bé mat cam bién sinh hoc, gitp phét hién dwoc ca nhitng diu 4n
sinh hoc ¢6 nong do thap.



1.4. Twong tac tinh dién va phan cue nong dd ion trong cac kénh vi
luu

Lop dién kép (EDL) ngay cang dong vai tro quan trong trong viéc xac
dinh cac dic tinh vat Iy nhu chon loc ion, do nhét va kha ning di chuyén
proton trong cac kénh vi luu. Khi mot bé mat ran tiép xdc voi dung dich
dién giai, n6 s& mang mot dién tich bé mat, thu hit mot 16p cac ion mang
dién tich ddi (counterions) tai bé mat. Lop ion nay duoc goi la 16p Stern,
gan chat voi bé mat. Do ty 1 dién tich bé mat/khéi lwong cao, cac kénh
nano c6 chiéu dai Debye du Ién c6 thé khién EDL chiém phan 1on thé
tich cuia kénh. Két qua 1, cac kénh nano c6 thé vu tién cho cac ion ddi di
chuyén (nguoc lai voi dién tich bé mat), dan dén nhiing hiéu tng vat ly
dac bit nhu phan cyc nong d¢ ion (ICP). ,
Chuong 2. Phat trién chip vi luu tip trung protein sir dung cau tric

cwe cira kép va mang nano chon lgc ion

2.1. Vat liéu va thiét bj

Mot s6 vat lidu va thiét bi da duoc sir dung dé ché tao cac chip vi long
va khao sé}t cép ché do hoat dong cua bo tap trung protein.
2.2. Thiet ke chip va nguyén ly hoat dong

Céu trac chip tap trung d& xuit duoc thiét ké véi cau hinh cuc cia
kép, bao gom ba vi kénh: mot kénh chinh ¢ gitta va hai kénh phu doi
xung qua kénh chinh (Hinh 2.1 (a)).
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Hinh 2.1. (a) Thiét k& chip tap trung protein véi ciu tric cuc ctra kép;
(b) So db tuong duong cua ciu trac nhu mét linh kién transistor JFET
kénh N



Céc kénh phu duoc két ndi vé dién véi kénh chinh théng qua mot
mang chon loc ion duoc tao thanh tir dung dich Nafion. Thuat ngir "ctra”
dai dién cho mang nano (nanojunction) gitra kénh chinh va kénh phu.
Céu tric d& xuét co thé duoc md phong nhu maot transistor hiéu tng dién
truong (JFET) kénh N, mét linh kién ban dan phd bién trong cac mach
dién tor, nhu duoc thé hién trong Hinh 2.1 (b).

Quy trinh tap trung bao gom hai ché do: ché do 1am nghéo va ché do
lam giau, nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.2 (a) va (b).
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Hinh 2.2. Nguyén Iy hoat dong cua bo tap trung bao gdm hai ché
) d¢: lam ngheo (a) va lam giau (b)
2.3. Che tao chip
Quy trinh ché tao chip duoc dé xuat bao gom 12 budc, két hop ky
thuat quang khic mém va k§ thuat tao mau dong chay vi méd (micro-flow
patterning), nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.3.
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Hinh 2.3. Quy trinh ché tao ciu triic dugc dé xuét sir dung cac ky thuat
quang khac mém va tao mau dong chay vi mo

2.4. Thiét lap thi nghi¢m

Hé thong kinh hién vi soi nguoc tich hop véi camera téc do cao duoc
sir dung dé quan sat va ghi lai hinh anh huynh quang cua kénh vi luu.
Mot may tinh ca nhan két ndi véi phan mém PCC cia Cong ty Vision
Research duoc két ndi voi camera toc do cao dé thu thap va phan tich dit
liéu. )
2.5. Ket qua va thio luin

Hinh 2.5 cho thiy két qua caa ché do 1am nghéo. Tin hiéu huynh
quang tai vung gitra cua kénh chinh, noi mang Nafion dugc hinh thanh
dé két ndi dién giira cac kénh phu va kénh chinh da giam dang ké, duoc
goi la vung nghéo. Pidu nay co thé duoc giai thich do cac phan tu



protein BSA va cac ion am bi day ra khoi ving nghéo va di chuyén dén
hai dau cua kénh chinh duéi tac dong cua luc dién di (EPF).
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Hinh 2.5. Két qua nong d¢ tai vimg ngheo. (a) Trudc khi cap dién ap; (b)
Sau 20 gidy cap dién ap 50V tai hai dau cua kénh chinh va 0 V tai hai
dau ctia moi kénh phu.

Trong ché d6 1am giau, vung dién ap cao hon cua kénh chinh ¢ phia
truéc ving nghéo thé hién cuong d6 tin hiéu huynh quang cao hon.
Nguoc lai, ving dién &p thap hon ciia kénh cho thiy tin hiéu huynh
quang giam, nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.6.

Trong nghién ciru nay, nam ndéng do protein BSA da dugc sir dung dé
danh gia dinh luong hé sé va téc do tap trung cua chip dé& xuat. Cuong
d6 huynh quang duoc biéu dién bang gia tri trung binh cua mot cira s6 do
hinh vudng nam trong viing tap trung protein, nhu dwoc minh hoa trong
Hinh 2.6. Két qua thuc nghiém chi ra rang téc do tap trung protein &
nhém ndng d6 ban dau cao, bao gdm 25 uM va 30 pM, nhanh hon nhiéu
S0 V&i cac nong d ban dau thap hon (Hinh 2.7). B6i voi nhém nong do
thap, thoi gian tap trung protein giam déng ké.
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Hinh 2.7. Nong d6 protein ting dan theo thoi gian trong ving tap trung
protein.
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Hai vi dién cuc vang da duogc tich hop vao kénh chinh dé do tro
khang ctia mau protein sau qua trinh tap trung. Quy trinh ché tao dién
cuc dugc chia thanh 6 budc, nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.10 (a).
Hinh 2.10 (b) hién thi hinh anh thyc té cta dién cuc vang quan sat dudi
kinh hién vi. Pién trd gitta hai dién cyc dugc do trude va sau qua trinh
tap trung protein. Sau khi cung cap dién ap vao hai du cta cac kénh vi
luu, cac protein da dugc diéu khién va tap trung tai khu vuc dién cuc
cam bién, nhu dugc minh hoa trong Hinh 2.10 (c). Bén canh do6, tro
khéng da giam dang ké sau khi tip trung protein vao khu virc dién cuc.
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4. Gold etching
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Hinh 2.10. (a) Quy trinh ché tao dién cuc vang sir dung k¥ thuat quang
khic; (b) Hinh anh thuc té cua dién cuc dudi kinh hién vi; (¢) Su thay
dbi tin hiéu huynh quang cta khu vuc dién cyc trudc va sau khi tap
trung protein trong kénh chinh

Bén canh d6, dién tré da giam dang ké sau khi tap trung protein vao
khu vyc cam bién, nhu dwoc minh hoa trong Hinh 2.11 (a). Hai dudng
cong tré khang tach biét rd rang trong dai tan s tir 10 kHz dén 100 kHz.
Ngoai ra, dién trd ¢ dai tin s cao 14 thdp hon va én dinh hon so véi dai
tan so thap. Nhing thay doi nay cua trd khang c6 thé dwoc giai thich
bang mo hinh Randles don gian (Hinh 2.11 (b)).
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Hinh 2.11. (a) Su thay d6i dién tro giita hai dién cuc trude va sau khi tap
trung protein; (b) M6 hinh Randles don gian dugc sir dung dé giai thich
su thay ddi dién trd ctia ving tap trung protein
Chuong 3. Chirc niing héa bé mét dién cwe va phat trién cam bién

mién dich phat hi¢n protein

3.1. Vit li¢u va thiét bi
Hoa chét, dién cuc va thiét bi d3 dugc chuén bi dé thuc hién cac quy
trinh chiric ning hoa bé mat dién cuc va phat trién cam bién phat hién
pro}ein.

3.2.Cau truc cia dién cuc in thwong mai (screen-printed electrode)
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Co ba dién cuc trong mot dién cyc vang in dugc st dung trong cac thi
nghiém, bao g(‘)m dién cuc lam Vi‘éc, dién cuc ddi va dién cuc tham chiéu
3.3. Quy trinh chirc ning hoa bé mat dién cwc vang

Quy trinh chitc nang hoa bé mat dién cyc vang dugc chia thanh nam
budc chinh, nhu dugc minh hoa trong Hinh 3.2

o oA oA gl
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Working — Y (1) Self-assembled (2) Carboxyl group activation
monolayer formation
Ag/AgCl  Au

Ant-B8A lY
RN,

n\/u o\/u 0\/NH o\)u . r.r.r.r

Duucuucuncun O un:onuowuu:r
NN N VN Y Y
|\ @ @ @) BSAFITC @QO Botn |, |
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(5) Binding of BSA-FITC

(4) Surface blocking

(3) Anti-BSA immobilization
Hinh 3.2. Quy trinh chtic ning hoa bé mit dién cuc vang dé cb dinh anti-

BSA va phat hién BSA.
3.4.Quy trinh chirc nang h6a bé mit dién cwc carbon

Quy trinh chirc nang hoéa bé mit dién cuc carbon duoc chia thanh
nam budc chinh, nhu dugc minh hoa trong Hinh 3.3

Am]me Sulfunc acid
Sulfunc acid Chloroauric atid
Carbon electrode (CE)

CE/PANI

CE/PAN IIAuNPs
Memaptoundecanolc
acid (11-MUA)

BSA-FITC EDC/NHS

CE/PANI/AuNPs/11- CE/PANI/AuNPs/11-
MUA/EDC/NHS/BSA-FITC CE/PANI/AuNPs/11-MUA

MUA/EDC/NHS
ALAAA o Actived
B dane  Msam A Gyt @wsame

Hinh 3.3. Chuc ning hoa bé mit dién cuc carbon sir dung aniline va hat
nano vang
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3.5. Két qua va thao luin ddi véi dién cuc vang
Céc két qua thu duoc bao gom:

Két qua cua hiéu suét gén két dic hiéu gitra céc dién cyc khac
nhau va thiol khac nhau

Két qua khdo sat thoi gian i 11-MUA

Két qua khao sat ndng do protein BSA khac nhau

Két qua khao sat bé mat dién cuc st dung phép do quang phd
Raman

Két qua khao sat sir dung phép do tré khang

Két qua so sanh hiéu suit giita cac cam bién dua trén ciu hinh 2
dién cuc va 3 dién cuc

3.6. Két qua va thao luin ddi véi dién cwe carbon
Céc két qua thu duoc bao gdm:

Qua trinh polymer hoa aniline trén dién cuc carbon

Qua trinh léng dong hat nano vang trén bé mit dién cuc

Két qua khao sat hinh thai bé mat dién cuc

Khao sat bé mit dién cuc sir dung phép do huynh quang

Khao sat bé mat dién cuc st dung phép do dién thé quét vong
(CV)

Chuong 4. Phat trién hé thong diéu khién tip trung va mach do

dién hoa

4.1. Vit ligu va thiét bi

Céc linh kién va hoa chat da dugc chuén bi dé ché tao va khao sat

hoat dong cua hé thong dé xuat.
4.2. Thiét ké va cheé tao mach do dién héa va dién tré

Hinh 4.1 cho thiy so d6 khi ctia hé thong dé xuét, bao gdbm khdi xir
1y trung tAm, mach do, cam bién va truyén thong. Trong khéi xt 1y trung
tam, md-dun ESP32 Wi-Fi va Bluetooth dugc sir dung dé ciu hinh cac
tham s6 va thanh ghi ctia mach do AD5941. Mach hé théng duoc thiét ké
va ché tao st dung k¥ thuat bang mach in nhiéu 16p (PCB). Sau khi han,

14



cac mach dugc bao boc trong mdt hop nhya dugc ché tao bé‘mg cong
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Hinh 4.1. So d6 khdi ctia hé thong dwoc dé xuat véi 4 khdi chinh, bao

gém khéi xur 1y, mach do, cam bién va truyén thong.

4.3. Thiét ké va ché tao hé théng tich hop tip trung va do dién hoa

Hé théng dugc dé xuét thuc hién hai nhiém vu chinh, bao gdm tip
trung protein & ndng do thap va thuc hién phép do dién hoa dé phat hién
protein muyc tiéu. Hinh 4.3 hién thi thiét k& tong thé va so d6 khdi cua hé
thong dugc dé xuat. Hé théng nay dugc chia thanh ndm khéi chinh, bao
gém khdi diéu khién trung tim, mach do, bo diéu khién dién ap, chip
sinh hoc va giao dién ngudi diung d6 hoa (GUI). Mé-dun diéu khién
trung tam str dung board phat trién ESP32 DevKit V1, chiu trach nhiém
tu dong hoa quy trinh xét nghiém.
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(b)

Hinh 4.3. Thiét ké hé thong; (a) Thiét ké tong thé; (b) So dd khdi cua hé
thdng duoc dé xuat
Hinh 4.4 hién thi hinh anh thyuc té ctia hé théng d& xuit sau khi thiét
ké va ché tao. Bén ngoai ctia hé thong bao gdm bio-chip, bo két nbi va
giao dién nguoi ding (Hinh 4.4 (a)). Bén trong hé thdng, cac thanh phan
bao gdm mach do tich hgp AD5941, cing v6i bo mach xir 1y trung tim
hd tro két ndi gitta cac mo-dun khac nhau (Hinh 4.4 (b)).
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Al

e
Protein pre-concentration
and detection system

ls— s
Connector

Hinh 4.4. Hinh anh thuc té cia hé thdng dugc dé xuat sau khi thiét ké va
ché tao. (a) Bén ngoai hé thong; (b) Bén trong hé thong
4.4. Thuit toan nhing trén vi xir Iy va giao dién dd hoa ngudi ding
(GUI) cho mach do di¢n héa va dién tré.
C6 hai thuat toan, bao gom:
- Thuat toan 1. Phan mém dé do ludng va thu thap dit liéu
- Thuat toan 2. Phan mém trén may tinh
4.5.Giao di¢n d6 hoa nguoi ding va phin mém nhiing cho h¢ théng
tich hgp tap trung protein va do dién hoa
Giao dién dd hoa nguoi dung duoc thiét ké va phat trién sir dung
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Visual Studio IDE, mot méi trudng phat trién phan mém do Microsoft
cung cap, sir dung ngdn ngir lap trinh C#. GUI bao gdm bang diéu khién
va khu vyc v& d6 thi. Bang diéu khién chtra ba nhdm chirc ning diéu
khién, bao gom diéu khién cong ndi tiép, nhom tap trung va nhom do
luong.
C6 hai thuat toan, bao gom:
- Thuét toan 3. Thuc hién chic ning diéu khién dién ap
- Tl}uét toan 4. Thuc hién chitc nang do dién hoa
4.6. Thiet lap thi nghiém
Dé nghién ciru qua trinh tap trung protein, chip tap trung protein dugc
dat dudi kinh hién vi va két ndi v6i hé thong qua cac day ndi. Cac dién
ap dugc cau hinh trén man hinh cia thiét bi. Qué trinh tap trung protein
dugc quan sat trén man hinh may tinh két ndi v6i camera toc do cao cia
hé théng kinh hién vi.
4.7. Két qua va thao luan
Két qua thi nghiém bao goém:
- Khao sat bo diéu khién dién ap
- Khdo sat qua trinh tap trung protein
- Khao sat phép do dién thé quét vong
- Khao sat phép do phd tro khang

Chwong 5. Phat trién chip vi lwu tich hop tip trung va phat hién
protein

5.1. Vat liéu va thiét bi

Céac hoa chat va thiét bi dugc chudn bi dé ché tao chip vi luu va
nghién cfxu h,oat dong cia ng').
5.2. Thiét ké chip vi lwu dé phat hién NSE

Cam bién sinh hoc dé xuit bao gé)m ba dién cuc chinh, bao gém dién
cuc lam viée, dién cuc ddi va dién cuc tham chiéu, nhu thé hién trong
Hinh 5.1. Cac dién cuc 1am viée va dbi dugc ché tao tir vat lidu vang,
trong khi dién cyc tham chiéu duoc lam tir Ag/AgCl. Bién cyc lam viéc
dong vai tro quan trong va la noi xay ra cac phan ing dién hoa.
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h5.1. Thlet ke ch1p vi lu'u bao gdm cam bién dién hoa duoc tich hop
bén trong vi kénh.

5.3.Thiét ké chip vi lvu dé tip trung va phat hién BSA

Thiét ké chip vi luu dugc chia thanh hai phan chinh, bao gém bo tap
trung protein va cam bién sinh hoc dién hoa, nhu duoc minh hoa trong
Hinh 5.2. Bo tép trung protein c6 cdu hinh cuc cira kép véi mot kénh
chinh & giita va hai kénh phu d6i ximg. Hai kénh phu duoc két ndi véi
kénh chinh thdng qua mang Nafion. Cuc cua kép dai dién cho hai 16p
mang Nafion két ni giita kénh chinh va cac kénh phuy.

PDMS

Hinh 5.2. Thiét ké ctia chip vi luu dé xuat, bao gdm mét b tap trung

protein va mot cam bién sinh hoc.

5.4.Qua trinh ché tao cam bién sinh hoc dién hoa

Quy trinh ché tao céu trac dién cuc bao gém sau budc chinh: phu 16p
quang dién tro, chiéu tia UV st dung mait na, hién hinh, &n mon vang, an
mon titan va loai bo lop quang dién tré.
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~

— Photoresist |

AgNO; solution KCl solution

Hinh 5.4. Quy trinh ché tao dién cuc tham chiéu: (a) ma bac; (b) phu 16p
bac clorua.

Sau khi ché tao, cac dién cuc vang dugc lam sach bﬁng dung dich
IPA, nu6c DI, va sdy kho bang khi nito. Tiép theo, ba budc dau tién
trong quy trinh da néu duogc 1dp lai véi viée stir dung mot miat na khac dé
chon loc chi dé ho ving dién cuc tham chiéu, dong thoi phu 16p
photoresist 1én cic dién cuc con lai. Quy trinh ché tao dién cuc tham
chiéu bao gém hai giai doan: ma bac va phu 16p bac clorua, nhu duoc
minh hoa trong Hinh 5.4. Hinh 5.5 cho thiy hinh anh thuc té cta cac
dién cuc sau khi ché tao.

Hinh 5.5. Cu trac dién cuc dugc ché tao: (a) Sau khi ma bac; (b) Sau
khi phu bac clorua; (¢) Hinh anh thyc té cta céc dién cuc.
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5.5.Quy trinh ché tao kénh vi lru

Kénh vi luu va chip vi luu duoc ché tao dya trén cac ki thuit quang
khic (photolithography) va khic mém (soft lithography). Hinh 5.7 trinh
bay két qua ché tao cua chip d& xuét, voi dién cuc dién hoa dugc dat bén
trong kénh chinh cta bg tép trung.

Working
¥ Reference l Counter

¥ Sub-channel
Hinh 5.7. Chi vi luu dé xuit dé tap trung va phat hién BSA sau khi duoc
ché tao
5.6.Quy trinh chirc ning héa bé mit dién cuc vang

Sau khi ché tao chip vi luu, bé mat dién cuc vang duoc chiic nang hoa
theo quy trinh dugc mo ta trong Hinh 5.8. Quy trinh nay nhim c6 dinh
khang thé anti-NSE 1én bé mat dién cuc va cho phép phat hién NSE
thong qua cac twong tac lién két dic hiéu giita khang thé va khang
nguyén muc ti€u. Quy trinh nay duogc chia thanh nam budc chinh, bao
gdm hinh thanh 16p don tu lip rap, hoat hoa nhém carboxyl, ¢ dinh
anti-NSE, khoa bé mat va bét cip NSE.

D6i véi chip vi luu tip trung va phat hién protein BSA, quy trinh
chtrc ning hoéa bé mat dién cuc vang duoc lip lai véi anti-BSA. Biotin
dugc str dung dé khoa bé mat dién cuc va ngan ngua lién két khong dac
hiéu gitta khang nguyén va bé mat dién cuc. Sau do, quy trinh tién tap
trung duoc ap dung dé dat duogc néng dd protein cuc b cao tai bé mat
dién cuc, qua d6 ting cudng hiéu qua lién két protein trén bé mat.
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Hinh 5.8. Quy trinh chtrc ning hoa bé mit dién cuc vang trong vi kénh
dé 6 dinh anti-NSE va phét hién protein NSE
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Hinh 5.11. Su thay ddi cta tin hiéu EIS sau cac bude ¢b dinh anti-BSA,
u BSA, va tap trung BSA.

5.7.Thiét 13p thi nghiém
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Dbi voi chip vi luu phat hién protein NSE, dién cuc duoc két ndi voi
thiét bi Palmsen 4 theo tung néng dd NSE dé thuc hién do EIS trong
dung dich PBS 1X.

-Z" (k)

Charge transfer resistance (MQ2)

50000

40000

¢4 pon

™
@)
®3)
)
5) "

30000 -

20000

10000

v
v
v
L

40000

A
A
A
A
i
1

60000 80000 100000

Z' (k)

» (4] D ~ ®
o o o o o
1 n 1 " 1 L 1 1

w
o
1

20 L—

Rct = 12.82*In[NSE] - 3.3181
R?=0.9791

7.3890

(b)

Hinh 5.13. (a) Su thay doi tin hi¢u EIS tai cic nong d6 NSE khac nhau:
(1) 1000 ng/ml, (2) 500 ng/ml, (3) 100 ng/ml, (4) 50 ng/ml, (5) 10
ng/ml; (b) Méi quan hé giita dién tro truyén tai dién tich va nong do

LA SN Al ol Bad ERSWas I e Bl B Tl BRASEL BN Gt SNy
20.08554 54.59815 148.41316 403.42879 1096.63316
NSE concentration (ng/ml)

NSE

5.8. Két qua tip trung va phat hién protein BSA
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Dbi v6i qua trinh tip trung protein, vung tap trung dan dwoc hinh
thanh sau khi cung cép dién ap vao hai dau cta cac vi kénh. Cuong do
huynh quang cta ving tip trung protein ting nhanh theo thoi gian. Két
quéd do EIS dugc minh hoa trong Hinh 5.11, thé hién cac tin hiéu EIS sau
budc ¢ dinh anti-BSA (dudng cong mau den), sau khi tip trung protein
BSA (dudng cong mau xanh duong), va sau khi bat cip BSA trong 2 gid
ma khQng qua qué trinh tién tap trung (duong cong mau do).

5.9. Két qua phat hién protein NSE

Dbi voi cac ndng dd NSE khac nhau, két qua thi nghiém cho thay tin
hiéu EIS thay doi dang ké khi nong d6 NSE ting, nhu thé hién trong
Hinh 5.13 (a). Hinh 5.13 (b) chi ra mdi quan hé giira dién tré chuyén tai
dién va ndng d6 NSE. Két qua cho thiy gi6i han phat hién (LoD) cia
cam bién khoang 1.005 ng/ml, véi d6 1éch chuén 13 0.0212 MQ.

Keét luan va hwong phat trién ctia luan an

Trong nghién ctru ndy, mot hé thong phat hién protein da dugc phat
trién thanh céng, mang lai mot nén tang diy hira hen cho xét nghiém tai
chd trong chan doan y té. Hé théng nay tich hop mot chip vi luu véi bd
tap trung protein, mot cam bién sinh hoc mién dich dién hoa va cac mach
do va diéu khién. Bo tap trung c6 ciu triic cuc cira kép, voi mot vi kénh
chinh dé diéu khién mau va hai vi kénh phu dé tao ra viing nghéo. Céc vi
kénh nay dugc két ndi véi nhau qua mot mang chon loc ion mong, duoc
tao thanh tr dung dich Nafion sir dung k¥ thuat tao mau dong vi. Mot mo
hinh transistor truong tiép giap kénh N da dwoc gisi thiéu dé lam rd
nguyén 1y hoat déng cua chip tap trung protein. Qué trinh ché tao bo tap
trung dua trén mot quy trinh photolithography don gian sir dung can
quang kho gitp c6 thé ché tao & diéu kién thuong ma khong can sir dung
phong sach. Su thay ddi tr& khang trong ving tap trung ciing da duoc
phan tich bang cach tich hop mot ciu tric dién cuc vang bén trong kénh
chinh, va su thay ddi tro khang dugc gii thich bing mo hinh Randles.
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Cam bién mién dich dién héa dugce thiét ké v6i cau hinh ba dién cuc,
bao gém dién cuc 1am viéc va dién cuc dbi béng vang, va dién cyc tham
chiéu Ag/AgCl. Bé mat dién cuc 1am viée dugce sira ddi dé gén két khang
thé, tao thanh cam bién sinh hoc. Sy lién két dic hiéu gitra khang nguyén
va khang thé trén bé mat cam bién dugc phat hién qua cic phuong phap
huynh quang (cho BSA-FITC) va k¥ thuét do dién hoa, chang han nhu
phép do dién thé quét vong (CV) va quét phd tré khang dién hoa (EIS).
Viéc két hop cam bién mién dich sinh hoc véi bd tép trung trong chip Vi
luu da tdng cuong ca tinh chon loc va gidi han phat hién (LoD) cia cam
bién sinh hoc. Ngoai ra, mot thiét bi di dong da dugc phét trién dé tich
hop chip vi luu v6i cac mach do va didu khién, tao thanh mot thiét bi
chan doan tai chd. Thiét bi nay c6 thé cung cap dién &p cho b tap trung
protein va thuc hién cac phép do dién hoa dé phat hién va dinh lugng
ndng do protein, cac két qua dugc hién thi trén man hinh.

Két qua nghién ctru d ching minh hiéu suét tt cua hé thong va nhin
manh nhiéu vu diém vuot tréi. Nén tang nay co tiém nang 16n trong cac
mg dung y té trong twong lai, cho phép phat hién cac phan tir sinh hoc
va chan doan bénh thong qua cac phép do dién hoa va tré khang. N6 hira
hen s€ nang cao kha nang chan doén, dic biét 1a ddi vai ung thu va cac
bénh phuc tap khac, md ra con duong cho viéc phat hién va theo doi
bénh tat hi€u qua hon.
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