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TOM TAT

Téi wu héa viéc ¢ dinh probe DNA Ién
bé maét dién cuc vang cé vai tro quan trong
cho s phét trién cta céc cdm bién sinh hoc
DNA. Trong nghién ctru nay, chung téi da
tién hanh khao sét va tim ra néng dé probe
t6i wu st dung dé gan trén dién cuc, déng
thoi xéc dinh ndng do téi wu cua tac nhéan cé
dinh probe (mercaptohexanol) dé cho hiéu
qua lai héa téi wu nhét. Mat do bé mat cia
probe DNA duoc kiém soat bdng céch U két
hop probe da bién dbéi béi thiol v&i

mercaptohexanol. Giira ti 1é mol va méat do
probe bao phi cé mbi twong quan tuyén
tinh, do d6 bang céch 4p dung néng dé
probe khac nhau trong qua trinh ché tao cdm
bién, chung t6i cé thé kiém soét duwoc mét do
phén ti cla cac probe DNA trén bé mét dién
cuc. Két qud cho thdy véi ndéng do probe
500 nM va 1.5 mM mercaptohaxenol thi co ti
16 phén trdm thay déi tbi da trong cuong do
dong khi lai ghép véi DNA muc tiéu.

Ttr khéa: probe DNA, cdm bién sinh hoc, dién héa, c6 dinh probe, téi wu hda.

MO PAU

Viéc phét hién cac acid nucleic (DNA, RNA)
1a mot budc khong thé thiéu trong cac wng dung
nhu chan doan 14m sang, quan tric moi truong va
chéng khung bé sinh hoc [1]. Pa c6 nhiéu nd lyc
nhim ting d6 nhay, tinh chon loc cua cam bién
DNA (hoic RNA) dé cé thé dua vao ung dung.
Gan day, cac thiét bi dwa trén DNA da thu hat sy
guan tam dang ké vi nhitng ng dung day hia
hen ctia chung trong linh vuc dién tir hoc nano [2,
3], sinh hoc phan tir tinh toan [4-8], hinh anh té
bao [9] va nap thudc [10-12].

Ngay nay, nhiéu nha nghién ciru dang khai
thac dic tinh cua bé mat vat lieu khi gan céc
oligomer DNA nhiam @ng dung trong céng nghé
sinh hoc, y hoc va cong nghé nano. Nhiéu nghién

clru da dwoc cong bd vé& viéc phat hién su lai
ghép cua probe DNA v&i muc tiéu trong pha
dung dich bang cach sir dung cac phuong phép
ky thuat bao gdm quang hoc, dién héa hoc va co
hoc [13-17]. Tuy nhién, can rat nhiéu nd luc tap
trung vao viéc 1am thé nao dé c6 dinh probe l1én
bé mat ma cho hiéu qua lai tét nhét, dac biét la
anh huong cua mat do probe dén dong hoc bat
gitt muc tiéu. Néu probe quéa thua thot thi chdng
c6 thé s& khong dwoc dinh hudng tét, va néu qué
day dac s& gy luc day tinh dién hay tro ngai vé
mat khong gian trong qud trinh lai hda véi muc
tiéu (Hinh 1B va 1C). Trong thuc té, do sy ton tai
Clia cac tuong tac gitra base DNA véi bé mit dién
cuc Au, DNA c6 thé nam ngang trén dién cuc va
hip phu véi Au théng qua nhiéu nguyén ti
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nitrogen (Au-N) diéu nay s& lam han ché kha

nhiéu dén kha ning tiép can cia phan tr DNA

muc tiéu (Hinh 1C). Bang céch sir dung phan tir

“trg giap” tu tap hop, mercaptohexanol (MCH),

dé giai quyét van dé nay (Hinh 2). Viéc xur I

DNA sau khi gan trén bé mat Au bang MCH
a

<d>

' S S

NN N \E

A /‘g

33 %Y
c

e

o

P

e~ N\
e~ N\
o~ N\
o~ N\
e~ N\
o~ N\
o~ N\
e~ N\
e~ N\

khéng chi gilp loai bo dugc phan I6n cac probe
DNA hap phu khong dic hiéu ma con giap dinh
huéng cac dau do ra xa hon do lyc day giira cac
ludng cuc am cua dau alcohol (MCH) va dién
tich &m trén DNA.

e n

Hinh 1. Anh hudng cua mat do probe dén dong hoc lai héa voi DNA muc tiéu. (A) Khodng céch li tudng gitra cac probe
lién tiép nhau. (B) Céc probe tap hop vdi mat do cao. (C) Probe c6 xu hudng nam ngang trén bé mat dién cuc.
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Hinh 2. Tac dung cia MCH trong viéc dinh huéng probe

Trong cac ky thuat nhan dang, dién héa la
phuong phap phd bién phét hién su lai ghép mot
cach nhanh va nhay, nham phat trién cac cam
bién DNA it tén kém, don gian va gon nhe [18].
Thong thudong, mot cam bién dién héa gdm co
mot dién cuc rin va cac probe dugc gin lén bé
mat ma khi lai ghép vai cac soi bd sung véi né
(soi muc tiéu) thi s&€ tao ra mot tin hiéu dién héa
c6 thé phét hién dugc. Thong thuong, mdi soi
probe DNA duoc sira ddi & vi tri 3’ hodc 5° v6i
mot phén tu oxi hda khie (Methylene Blue, MB)
ma chinh né Ia tAc nhan truc tiép cung cip tin
hiéu dién héa. Tyagi va cong su lan dau tién da
sir dung céc phan tir beacon trong mot dung dich

phan tich dé phat hién su lai ghép DNA [19]. Ké
tir &6 phan tir beacon da duoc diéu chinh (chuyén
thé) theo nhitng hé thong phat hién dua trén
quang hoc ciing nhu dién héa [20, 21]. C&c phén
tir beacon duoc gén trén probe DNA sgi don va
khi khéng c6 su hién dién cta soi muc tiéu ching
s& hinh thanh ciu tric thir cdp gidng nhu kep téc
(hairpin). Trinh ty probe thyc sy nam & phan
vong lap (loop) va phan gdc (stem) thi dwoc cau
tric bai mot sé cap base bd sung cho nhau & hai
dau cua chudi vong lap. Mot phan ti oxi hoa khir
dugc gan vao mot dau cua probe va phan tar nay
dugc dinh vi ngay sat bé mit cua dién cuc (Hinh
3).
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Hinh 3. Co ché chuyén dién tir ctia probe cé ciu trac
stem-loop trude va sau khi lai voi muyc tiéu

Bé mit vang da dugc s dung nhu mot chat
nén cho viéc ¢ dinh cac probe DNA va céc phan
tr khac neo bam (anchorage) trong mot sé cach
thic phéat hién DNA khac nhau [21, 23-25]. Bé
mit vang cung cap thuan loi cho viéc gin vao bé
mit ctiia nd cac phan tir da duoc bién dbi bai thiol
[26] va ciing c¢6 thé hoat dong nhu dién cuc 1am
Viéc trong cac phuong phap phat hién dién hoa.
Céc ankane-thiol va alcohol-thiol [24, 27, 28] da
dugc sir dung dé tao ra mot Iép don hén hop dé
kiém soat mat do bé mit cua cac probe. Pay la
mot théng sé quan trong trong viéc thiét ké nén
mot cam bién co6 @6 nhay va c6 tinh chon loc cao
[20, 21, 24, 27].

Trong nghién ctu ndy chdng toi ché tao cam
bién E-DNA duoc dua trén mot DNA c6 ciu tric
stem-loop dugc gén phan tir oxi hda khir ma nd
c6 kha nang ty ldp rap trén dién cyc vang bang
mot lién két cong hoa tri Au-S. Qué trinh lai ghép
cua muc tiéu véi khu vuc vong (loop) gay ra su
thay d6i I6n vé cau hinh trong bé mat gigi han
ctia DNA va do d6 lam anh huong déng ké dén
tbc do chuyén dién tir gitra cac phan tur oxi hda
khtr v&i dién cuc. Mdi lién quan cua sy thay doi
trong dong oxi héa khir tao thanh mot tin hiéu

cia muyc tiéu ma khong can bo sung thém cac
thudc thar ngoai sinh [29, 30].
VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vit lidu
DNA oligonucleotide stra doi di duoc tong

hop bai AlTbiotech Pte Ltd. (Singapore), va
dugc tinh sach bang phwong phap HPLC.

Trinh tu cua probe: 5'-SH-C6-GAGGGT
TGTGATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAA
CTT CTCCA CAACCCTC-MB-3'

Muc tiéu la san pham cua phan ung RT-PCR
(véi cap moi IF: CCAAGGAAAACTGGGTGC
AG va IR: CTTGGATACCACAGAGAATGA
ATTTTT) [31] tr mRNA cua Interleukin-8 ma
khong can trai qua qué trinh tinh sach gi thém
(duoc cung cp boi Trung tdm Y sinh hoc phan
tu, Pai hoc Y Dugc TP HCM).

Trinh tu cia DNA muc tiéu: 5°..GAGG
GTTGTGGAGAAGTTTTTGAAGAGGGCTGA
GA ATTCAT...3’

Céc dung dich hoa chat 6-mercapto-1-
hexanol (MCH), Tris (2-carboxyethyl) phosphine
hydrochloride (TCEP), potassium ferricyanide
(K3Fe(CN)g), phosphate buffer saline (PBS) (pH
7,4) dugc cung cip boi Sigma—Aldrich (St.Louis,
MO). Tét ca cac thudc thir khac thudc loai dung
trong phan tich va duoc sir dung ma khéng can
tinh sach gi thém. Nugc khir ion va tiét tring
(dién tré suat 18 MQ.cm) da duoc st dung trong
sudt qua trinh thi nghiém. Cam bién E-DNA da
dugc ché tao bang cach s dung dién cuc soi
nano vang (AuNW) (Dai: 1000 pm; rong: 2 pm;
cao: 60 nm) (Hinh 4).

| =

Hinh 4. Hinh anh dudi kinh hién vi cta array Au nanowire (AuNW)
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Chuan bi cam bién

Truéc khi tién hanh thi nghiém hoic dua vao
sir dung bét ky chip cam bién nao, cam bién phai
duoc kiém tra can than dudi kinh hién vi, dac biét
cha y dén khu vuc dién cuc dé xac dinh xem c6
bat ky vi tri nao khong dong déu cua Iop phu Au,
hat khong rd, hoic vét tray xudc. Tuy nhién,
nhitng khiém khuyét tiém tang ¢ quy md nano-
meter chi c6 thé phat hién bang phuong phap
dién héa. Céc tap chat hiru co trén cam bién vang
tran (cam bién ban dau chua duoc gin probe) s&
anh huong dén dién tro khang cia cam bién trong
khi cac khiém khuyét cua 16p pha don tu tap hop
(SAM) s¢ lam tang dong ro ri (the leakage
current). Ca hai khiém khuyét nay déu khong thé
phéat hién bang quang hoc, nhung co thé dugc
phét hién bang dién hda [32].

Céc dién cuc dwoc chuan bi bang cach ngam
trong ethanol 99,7 % khoang 10 phut, sau do6 rua
V6i nude cét, sau cung dién cuc duoc xir Ii bang
phuong phap dién hoéa véi thé quét tir 0 V dén
1,6 V trong dung dich H,SO, 0,005 M dén khi
mot chu ki dién hoa dac trung cia mot dién cuc
Au sach quan sat dugc [33].

Sau qué trinh lam sach nay, dién cuc dugc
bién ddi véi probe stem-loop nhu sau: tir dung
dich probe (100 pM) di duoc khir lan dau tién
trong TCEP 10 mM; dung dich nay duogc gitr &
4 °C khoang 2 gio dé khir cac lién két disulfide

gitta cac probe DNA (TCEP c6 kha nang chon
loc va khir hoan toan ngay ca nhitng alkyl
disulfide 6n dinh nhat hoa tan trong nudc trén
mot pham vi pH rong). Dung dich trén dugc pha
lodng voi PBS 10 mM (pH 7,4) (PBS duoc sir
dung trong tat ca cac thi nghiém trir khi c6 ghi
chd khéc).

Cac dién cuc sau khi lam sach dugc ngam
trong dung dich probe stem-loop d& qua xu li c6
nong do thich hop trong 36 gio. Sau qua trinh
va hinh thanh 16p don ty lip rdp (SAM), tién
hanh loai bo bat ky probe DNA nao khong dugc
hip phu tot trén bé mat dién cuc bang cach rua
v6i nudc cat khir ion trong khoang 30 s & nhiét
d6 phong. Tai thoi diém nay, probe DNA s& gan
v6i bé mat dién cuc théng qua su hinh thanh
SAM boi lién két giira thiol véi vang.

R-SH + Au — R-S-Au+ ¢ + H"

Néng d6 probe dugc st dung trong budc nay
la trong khoang tir 400 nM dén 900 nM. Dién cuc
sau khi bién d6i dugc lam khd bang khi nitrogen
va ngay lap tac chuyén vao dung dich MCH
2 mM u khoang 3-5 gio tai nhiét d6 phong, trdnh
&nh séng [34]. Rira sach MCH hap phu vt ly trén
bé mat dién cuc bang nudc khir ion trong 1 pht
& nhiét do phong. Nhe nhang lau khd céc vét
nudc quanh dién cuc (khdng sir dung nitrogen).
Chuyén dién cuc truc tiép vao PBS dé bao quan.

Qg OH

HOwF’
0 0

Hinh 5. Co ché khir lién két disulfide ctia TCEP
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Chuén bi muc ti¢u va lai ghép

Dung dich DNA muc tiéu duogc pha loang
v6i ndong d6 1 nM trong 10 mM PBS pH 7,4.
DNA muyc tiéu dugc tong hop dudi dang soi doi,
vi vay ching t6i tién hanh 1am bién tinh DNA
thanh dang don bang cach nang nhiét do lén
95 °C trong 5 phat sau d6 ha nhiét do ngay lap
tec xuéng 0 °C. Sau cung dién cuyc duoc u
khoang 2 gio trong 200 uL DNA muc tiéu da
bién tinh tai nhiét do phong.

Do dién héa

Céc thi nghiém dién hoa duoc tién hanh bing
cach sir dung phuong phap quét thé xung vudng
(SWV)  tréen  thiét bi  AUTOLAB
PGSTAT12/30/302 (Netherlands), tit ca thi
nghiém dugc thuc hién vai hé ba dién cuc théng
thuong. Ap dung phép do thé xung vudng (SWV)
(5-7 phat) trong khoang -0,5 V dén 0,4 V, budc
thé 1 mV, bién do 25 mV, tan s 25-100 Hz. T4t
ca céac thi nghiém duoc tién hanh véi mot day
bach kim lam dién cuc ddi va mot dién cuc so
sénh Ag/AgCl (bdo hoa véi NaCl 3 M) trong
10 mM PBS, pH 7,4, c6 chira 5 mM potassium
ferricyanide [KsFe(CN)g] tai nhiét d6 phong. Tin
hiéu thu nhan da dugc tinh todn dua vao su thay
ddi mot cach tuong ddi trong cuong d6 dong cuc
dai véi cuong do dong nén (khi khéng ¢6 su hién
dién cua muc tiéu). Ngoai ra, dé dat dwoc do on
dinh lau dai, sic chiu dyng cua cam bién da duogc
danh gia v6i nhiéu chu ky kiém tra trong dung
dich dém (khéng c6 muc tiéu), kiém tra trong
dung dich muc tiéu bao hoa [35, 36].

KET QUA VA THAO LUAN

Nghién ctru nay 1a dé téi wu hoa cam bién

dién hoa théng qua viéc khao sat cac yéu té anh

huéng hiéu suét lai ghép ciing nhu cac yéu tb anh
huong dén tin hiéu dién héa thu nhan dugc.
Nhitng anh hudéng cia mat do probe Ién su lai
ghép probe/ myc tiéu. Nhu di du kién va dong
thuan véi cac cong bé trude day [13, 37], mat do
probe anh huong manh dén hiéu qua lai véi muc
tiéu; c¢6 nghia 1a, vdi nhitng mang (films) c6 mat
d6 probe cao thi hiéu qua lai ghép thap (Hinh 1b).
Theo dir liéu, mat do probe s& duoc kiém soét
bang cach thay déi ndong d6 probe ban dau trong
qua trinh ché tao 16p mang probe (probe film).
Dbi voi mdi duong lai ghép dang nhiét dugc thé
hién trong Hinh 6, su lai ghép muc tiéu véi probe
da dugc thuc hién trong cing diéu kién vé lyc ion
va ndng d6 cua dung dich. Hiéu qua lai ghép sau
30 phat thay ddi tir 2 % dén 63 % tuy thudc vao
ndng do probe, ddi véi nhirng 16p mang sir dung
ndng d6 cao nhat (tirc c6 mat do cao nhat) thi thé
hién hiéu qua lai ghép thap nhét (Hinh 7).

Tin hiéu dién héa cua dién cuc sau khi gin
probe ting 1én rd rét bai vi cau tric stem-loop gir
cho MB gan bé mit dién cuc, hd tro cho qué trinh
chuyén di¢n t cia MB dén dién cuc. Hinh 6 cho
thdy, gia tri dong thu dwoc 14 6,7 pA khi dién cyc
duoc gan probe (Hinh 6b), gia tri dong nay giam
xuéng con 6,58 pA khi dién cuc duogc U trong
2 mM MCH (Hinh 6c¢). Boi vi MCH tao thanh
I6p don cung vai probe, lam cho probe dinh
hudng vubng goc véi dién cuc va loai bo nhitng
probe khong dwoc hap phu tét trén dién cuc. Qua
trinh lai ghép hoan toan cua probe v6i muc tiéu
lam phé v ciu tric stem-loop, ddng thoi 1am cho
MB di chuyén ra xa dién cuc do d6 MB khong
thé chuyén dién tor dén dién cuyc.
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Peak current (uA)
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Potential (V) vs Ag/AgCI

Hinh 6. Két qua khao sat tin hiéu dién hoa cia timg bude tién hanh biang phuwong phap quét thé xung vuéng (SWV)
trong 5 mM K(FeCN)o/ PBS. (a) Dién cuc AUNW tran, (b) Dién cuc sau khi i trong probe, (c) Dién cuc sau khi
gin va c¢b dinh probe bang MCH, (d) Pién cuc duoc lai hoa voi DNA muc tidu.

Nhu d4 phan tich & phan truéc, hiéu suat lai
hoa phu thugc rat nhiéu vao sb lugng probe dugc
gan lén bé mat dién cuc, lam thay ddi khoang
cach gitra cac probe va nhitng thong s nay duoc
kiém soat ting hay giam I tly thudc vao gia tri
ndng do probe duoc ap dung luc dau. Trong bai
nay chdng tdi tién hanh khao sat hiéu suét lai hoa
v6i 3 nM DNA muyc tiéu twong ung vaGi cac gia tri

Peak current (uA)

[Probe]

nong do probe la 400 nM, 500 nM, 600 nM,
700 nM, 800 nM va 900 nM. Qua qua trinh khao
st cho thay cuong d6 dong sau khi lai DNA muc
tiéu rng vai 500 nM probe giam khoang 60 % la
gia tri cao nhat trong cac thong s khao séat (Hinh
7B). O gi4 tri nong do probe cao nhit ung Vi
900 nM thi gia tri cuong d6 dong lai myc tiéu chi
giam khoang 2 %.

% Lai hoa

T T T T T
400 500 600 700 800 900
[probe] (nM)

Hinh 7. (A) Khdo sat nong do probe t6i wru dya vao cudng d6 dong khi lai hoa voi 3 nM DNA muc tiéu; (B) Hiéu
sudt lai hoa tmg véi cac nong do probe sir dung (400 nM, 500 nM, 600 nM, 700 nM, 800 nM, 900 nM).
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Tin hiéu cta qué trinh lai hoa khi st dung
probe dang stem-loop ciing c6 mot phan phu
thuoc vao vi tri, cach phan bb khong gian cua
probe trén bé mat dién cuc. Két qua cho thay hiéu
qua lai hda véi muyc tiéu ting 1én rd rét sau khi
trong dung dich MCH véi nong d6 téi wu (Hinh

A

. 0 1mM MCH
[ 0.5mM MCH
B 1M MCH
[ 1.5mM MCH
B 2mM MCH
2. 5mM MCH
I 500nM Prabe
10M target

5 6 7 8 k 9 l 10
Probe vs MCH vs Target

8). Diéu nay duoc giai thich 1a do MCH gilp
dinh hudng céc probe trén bé mat dién cuc tao
thuan loi cho viéc tiép can véi muc tiéu cua
probe. Vi thé c6 thé khing dinh sy phan b
khong gian cua probe trén bé mit dién cuc ¢6 anh
hudng rat 16n dén qua trinh lai hda véi muc tiéu.

60 B B 0.1mMMCH
4 ® 0.5mMMCH
55 A 1mMMCH
J v 1.5mMMCH
50 4 2mMm MCH
] > 2.5mM MCH
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[MCH] (mM)

Hinh 8. Hiéu suét c¢b dinh probe bing cach sir dung MCH. (A) Cudqg do dong thu nhin dugc trong qua trinh lai
muc tiéu trong ing va4i ting gia tri nong do MCH; (B) Hiéu suat lai hoa phy thudc vao nong do MCH.

KET LUAN

Viéc xac dinh dugc ndng do probe téi uu
nham téi wu hoa khoang cach gitra cac probe véi
nhau trén bé mat dién cuc vang cho thay hiéu
suét lai héa véi muyc tiéu da dwoc cai thién dang
ké. Bén canh d6 viéc st dung MCH lam tac nhan
¢d dinh probe ciing cho thdy mot cach giai quyét
bai toan vé hiéu suit lai khi cam bién dugc ché

tao vGi mat d6 probe thip. Qua d6 tao tién d& cho
nhiing nghién cau tiép theo nham tang do nhay
va d6 dic hiéu caa cam bién dién hoéa.

Loi cam on: Nhom tac gia xin chan thanh
cam on Phong thi nghiém Cong nghé Nano,
DHQOG-HCM, T rung tam Y sinh hoc phan tw, PH
Y Duwoc-HCM da ho tro cho nghién cuu nay.
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Optimization of probe immobilization by
covalent links on gold nanowire based-
electrochemical biosensor

e Cao Huu Tien
¢ HaVan Linh
¢ LeVan Hieu
University of Science, VNU-HCM

ABSTRACT

The optimization of DNA probe
immobilisation on gold electrode surface is
very important to develop DNA biosensors.
In this study, we conducted an experiment to
determine the optimal concentration of probe
attached on the electrodes and probe
immobilization agent (mercaptohexanol) for
maximum hybridization efficacy. We have
used a method to control the surface density
of DNA probe by annealing probe modified

by thiol and mercaptohexanol. With linear
relationship between molar ratio and surface
density of probe, by controlling probe
concentration in sensor fabricating process,
we can determine the molecular density of
DNA probes on electrode surface. The
results show that probe concentration 500
nM and 1.5 mM mercaptohaxenol are
optimal for hybidization with DNA target.

Key words: DNA probe, biosensor, electrochemical, probe immobilisation, optimization.
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