(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

o comnsesmoemmeroe O MMM
CUC SO HUU TRi TUE
1-0028097

(51  GOIN 21/64; GOIN 21/65 (13) B
(21) 1-2016-04735 (22) 07/05/2015
(86) PCT/IP2015/063219 07/05/2015 (87) W02015/170711 12/11/2015
(30) PCT/JP2014/062318 08/05/2014 JP; 2015-036645 26/02/2015 JP
(45) 25/04/2021 397 (43) 25/04/2017 349A

(73) MYTECH CO., LTD. (JP)
4652-4, Funatsu-cho, Himeji-shi, Hyogo 6792101, Japan
(72) HASEGAWA, Yuki (JP); HASEGAWA, Katsuyuki (JP).
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) CHIP PLASMON VA PHUCONG PHAP QUAN SAT CHAT LIEN QUAN DEN
UNG THU

(57) Sang ché dé cap dén chip plasmon va phuong phap quan sat chét lién quan dén ung
thu. Theo sang ché, chét lién quan dén ung thu trong mau hodc miu sinh hoc c¢é thé duge
phat hién theo cach lua chon, sao cho tr¢ nén co thé xac dinh sy xuét hién cia ung thu
bang cach quan sat anh ‘huynh quang cua tinh thé chat lién quan dén cam bién hoic trang
thai dong tu cua tinh thé trén chip plasmon. Ngoai ra, trang thai bién d6i hoa hoc cua dudi
histon c6 thé duoc xac dinh bang cach phan tich quang phd Raman, sao cho trd nén cé thé
phat hién sy xuat hién ctia ung thu trong giai doan sém va dé xac dinh cac giai doan tién
trién ctia ung thu. Hon thé nita, vi tri ctia chat lién quan dén ung thu két ty trén chét c6 thé
khong xac dinh dugc bﬁng mét thuong. Sau do, theo khia canh thur hai, sang ché dé xuit
phuong phap chan doan ung thu, phuong phap nay khac biét & chd, trude tién nhan dién vi
tri cua vung tinh thé bang cach quan sat anh huynh quang trén kinh hién vi va tiép d6 chiéu
xa tinh thé, bang chum tia laze dé phan tich khi xét dén bién ddi hoa hoc cta dudi histon va
yeu t6 tai ciu tric.
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Linh vue k§ thuat dwge dé cap

Sang ché dé cép dén chip quan sat anh huynh quang (chip plasmon) bang kinh
hién vi huynh quang va phuong phap phan tich chin do4n ung thu bing viéc quan sat
huynh quang tr dong va quang phé Raman d6i voi dich thé, cu thé 1a dén chét lién quan
dén ung thu va chit chi diém khéi u dugc hép thu véi chip plasmon nay va dugc cai

thién bang cach cong hudng plasmon bé mit cuc bd (surface plasmon resonance-SPR).
Tinh trang k§ thuit ciia sdng ché

Trong linh vic chin do4n ung thu va tri lidu, dudi dang chit lién quan dén ung
thu, ADN dugc metyl héa va protein ciia ching dwoc gin két vao histon (thé nhan va
chét nhi®m sic) d3 thu hdt nhidu su chi y. Viéc chin doan don gian va phat hién sém
su xuét hién ctia ung thu dé hip thu hodc bt giit chiing va phan tich qu4 trinh tinh thé
héa cua chung hodc trang thai két tu nhd chin dodn anh huynh quang va phan tich
SERS trong d6 qua trinh bién ddi héa hoc ciia trang thai metyl héa ADN va trang théi

m3 héa histon c6 thé dugc phat hién nho phét xa laze 1én tinh thé 1a didu quan trong.

Thong tin @& tao ra tt ca cac té bao co thé c6 trong ADN. ADN duogc c4u thanh
bdi trinh tr duy nhit cia bdn bazo, adenin (A), guanin (G), thymin (T) va xytosin (C).
Céc bazo nay 1a cac cdp gitta A va T ciing nhu G va C trén hai s¢i dé tao ra xoin doi
ADN. Chudi ctia cac cip ndy, luu trit tit ca thong tin vao trong ving dugc goi 1a gen dé
tao ra cac phan tir ddc hiéu dugc tao nhom. Trong mdi té bao, co qua trinh xac dinh céc
dAu hiéu dic hitu té bao bé“mg co ché gen kiém so4t cin phai dugc kich hoat, do6 1a,
kiém soét qua trinh biéu hién gen, mét co ché trong s6 céac co ché kiém soét nay dugc
dé& xuét bing cach bd sung nhém metyl vao xytosin (C). C dugc gén nhin béi nhém

metyl c6 thé dugc thé hién dudi dang mC.

Qua trinh metyl héa ADN, dugc cho 1a dong vai trd quan trong trong viéc xac
dinh xem liéu mdt phin cta gen c6 dwoc biéu hién hay khong, trong d6 viéc lam bét
hoat gen khéng cén thiét, tao ra qua trinh metyl héa ADN. N6 1a co ché kiém soat co

ban dbi v6i qué trinh phat trién binh thudng cta co thé va chirc nang. Hon nita, qua
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trinh metyl héa ADN di thuong, duge cho 1a mét co ché trong sb cac co ché din dén

cac thay d6i ma dugc quan sat vai qua trinh 130 hod va tao ra nhi€u ung thu.

Cho dén nay, ung thu da duoc cho 1a lién quan dén cac thay dbi di truyén do cac
d6t bién nhiém séc thé trong ADN gay ra. Dot bién, bit ké di truyén hodc di truyén tap
nhiém, c6 thé din dén viéc 1am mAt su biéu hién cta gen quan trong d duy tri trang
thai khoe manh. Giy day, d3 chimg thuc dugc ring, tuong ddi nhiéu ung thu, trong
nhiéu trudng hop, do quéa trinh metyl héa ADN khéng thich hop gy ra gan voi qua
trinh d6t bién ADN. Trong nhiéu truomg hop, qué trinh metyl héa ADN qué mirc, vi dy,
s& 1am bat hoat nhdm 13n gen quan trong thanh gen ngin chin khéi u hogic gen sira d6i
ADN, ma s& cho phép ung thu phat trién va tién trién. Qua trinh khong dot bién dé kiém

504t sw biéu hién gen dugc goi 12 qué trinh di truyén hoc biéu sinh.

Qué trinh metyl héa ADN, 14 sy bién dbi héa hoc cia ADN dugc din ra bing
enzym dugc goi la cac metyltransferaza, trong d6 nhém metyl (m) dugc bd sung vio
xytosin ddc hiéu (C) trong ADN. Qué trinh khoéng dot bién (di truyén hoc biéu sinh)
(mC), dugc cho 12 yéu t§ quyét dinh trong viéc diéu chinh sy biéu hién gen (Tai liéu phi
sang ché 1). Do @6, tir cach nhin tip trung dwa vio viéc phat hién qua trinh metyl héa
ADN, phuong phap phét hién sém ung thu rudt két da dugc dé xuit (Tai liéu sang ché
1). Tuy nhién, viéc phat hién ADN metyl hda 1a qua phtrc tap va kho khén, do d6 khong
phu hop cho qua trinh phat hién don gidn va nhanh choéng vi t6n nhidu thoi gian va chi
phi.

Do d6, c6 mong mudn dé xuit phuong phap do huynh quang cta chét chi diém
mot cach chinh x4c va tiy thudc vao mat do thip véi viéc van hanh don gian trén kinh
hién vi huynh quang c6 ban trén thi truong bing cich sir dung tim kim loai tinh thé
nano, ma phu hop dbi v6i nén quan sat huynh quang ma khong can phéi ¢6 hé théng

quang hoc dic hi¢u.

Hién nay, duéi dang phuong phap phét hién cht chi diém, da c6 dé xut phuong
phap cong hudng plasmon bé mit (surface plasmon resonance-SPR) va thiét bi ding dé
thyce hién n6 (Tai lidu sang ché 2) va phuong phép thir nghiém hép thy mién dich gin
két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA) di dugc dé xuét. Mic du qua
trinh van hanh SPR d2 xuét tru6e 12 don gian va nhanh chéng, vin c6 vén dé véi gia

ctia thiét bi ndy va chip ciing nhu vin @ thiéu d6 nhay, trong khi ELISA dé xut sau
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nay c6 cac van d& vé téc d6 va kha ning van hanh khong tét ddi véi phuong phép chin
do4n diém mic du gia cta thiét bi va chip khong cao v6i d6 nhay cao. Do d6, thay vao
do, phu’ohg phép str dung chip plasmon dé thuc hién viéc phét hién nhanh chéng va cé
~ d6 nhay huynh quang duoc d& xuit bing cich tao ra mang méng ciia bac va kém oxit
ling dong trén nén véi cdu tric dinh k¥ ctia chét chi diém duogc ghi nhin & budce 350nm
(Tai liéu sang ché 3) va phwong phép sir dung tim ting cudong huynh quang plasmon
cuc bd dugc dé xuét, trong d6 tAm dugc tao ra tir cic hat nano kim loai phén tan trong
dung moéi hitu co bang cich 1am bay hoi dung méi va tur rép cac hat nano kim loai theo

céc hudng hai chiéu (Tai liéu sang ché 4).

Danh muc tai liéu duge trich din
Tai lidu sang ché 1: Tokkyo No.2010-517582 JP
Tai lidu sang ché 2: WO2011-11472 JP
Tai liéu sang ché 3: Tokkai No. 2011-158369 JP
Tai liéu sang ché 4: W02013-039180 JP

Tai liéu phi sang ché 1: JG Herman, Seminars in Cancer Biology, 9: 359-67,
- 1999.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Tuy nhién, viéc san xudt & quy mé 16n céc chip plasmon 13 khong dé dang va ca
viéc hip thu chit lién quan dén ung thu hodc chit chi diém danh diu huynh quang 1én
chip plasmon duoc san xuit & quy mo 16n 13 khong dé dang, do d6 khé tao ra tac dung
céi thién huynh quang trén chip plasmon hién c6. Do d6, sang ché dé xuét chip plasmon
ma d& duoc san xudt & quy md 16n, do d6 chét lién quan dén ung thu hozic chit chi diém
ghi nhan huynh quang cua chat hip phu nhu khang thé va tuong tu, c6 thé dugc hép thy
vao chip plasmon, sao cho plasmon trén chip plasmon c6 thé ting cudng phét xa cudng
d6 huynh quang tir mot vai 14n dén mot vai chuc 1an do d6 hién thuc hoa phuong phép
chin doan ung thu bang cach sir dung anh huynh quang di duoc chin doan trén chip

plasmon.

Theo sang ché, thir nhit c6 thé d& xut cic nén chira 1) cac tinh thé lugng tir
phirc bac va 2) bac peroxit dang tinh thé meso duoc tao ra biang cach xir Iy bang kiém

clia céc tinh thé lugng tir phirc bac, ma khong chi tinh chit vt 1y ctia cong hudng

_4-
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- plasmon bé mit cuc bod (localized surface plasmon resonance-LSPR) béng cach birc xa
4nh sang bao gdm tia tir ngoai va tia hdng ngoai va ca tinh chat héa hoc ma cho phép
hép thu khang thé, chét chi diém nhén huynh quang va phdi tir v&i chit chi diém nhin
huynh quang 13 mot dang phdi tir khi cac tinh thé lugng tir phirc bac duge tao ra. Mit
khéc, bac peroxit dang tinh thé meso c6 tinh chit héa hoc khac dé hip thu chit lién
quan dén ung thu, nhu thé nhan hoic chét nhi&m sic bao gdm ADN trong huyét thanh,
cu thé 12 histon duoc bao quanh béi ADN. Do d96, sang ché c6 thé dugce tao ra dua vao
viéc phat hién ra ring chip plasmon c6 thé duoc ding d& quan sat anh huynh quang
dudi kinh hién vi huynh quang, nhim phan xét hodc phat hién su c6 mit hodc khong co
mat cia ung thu bﬁng cach hép thu theo cach chon loc chét chi diém ung thu hodc thé
nhan va clomatin 1am chit lién quan dén ung thu. Theo sang ché, c6 thé dé xuét chip
plasmon trong d6 ving chira tinh thé Iugng tir cia phirc kim loai plasmon dugc tao ra
trén nén dé hép thu hoic bét giit theo cach chon loc chét chi diém khéi u vé6i chét lién
quan dén ung thu va cin duoc cai thién béi chirc ning cong hudng plasmon bé mit cuc
bd. Hon nita, theo sang ché, c6 thé dé xuét chip plasmon trong d6 ving chira tinh tt é
- meso ctia tinh thé nano cta bac oxit hodc oxit chira bac peroxit dugc tao ra tir tinh thé
'lixcmg tr ciia phire bac, dugc tao ra trén nén kim loai bang cach xtr ly bﬁng kiém trong
d6 tinh thé meso c6 kha ning hip thu hoic bt giir cht lién quan dén ung thu va can
duogc cai thién béi chirc ndng cong hudng plasmon bé mit cuc bd b?mg cach birc xa anh

sang trong ving tinh thé do d6 quan sat anh huynh quang trr dong.

Theo sang ché, thir hai c6 thé dé xuit phuong phap thuc hién viéc tao anh ung
thu bing cach st dung chip plasmon, trong d6 phuong phép nay bao gdm céc budc tao
ra chip plasmon ma c6 ving trung gian-tinh thé dugc tao ra bing cach xir Iy bang kiém
tir c4c tinh thé lugng tir phitc bac va chira tinh thé nano ctia bac oxit chira bac peroxit;
bd sung timg giot huyét thanh hoic mAu sinh hoc dang 16ng 1én ving tinh thé cta chip
plasmon, dé hip thu theo cach chon loc va bét gitr chit lién quan dén ung thu cé phan
tir protein mang dién tich dwong trong miu; phat xa tinh thé dong tu trén chip plasmon
v6i anh sang dé quan sat anh huynh quang tu dong dé& chin doan sy c6 mit hoic khéng
c6 mit cta ung thu. Mt khac, sang ché cé thé dé xut phuong phap khéc, trong d6
phwong phép nay bao gém cic budc tao ra tinh thé Iugng tir phirc bac trén nén kim loai
c6 thé dién cuc kém phd bién hon so véi thé dién cuc giam cua phirc bac, trong d6 chét

chi diém khéi u c6 chirc ning huynh quang véi phdi tir gdm tinh thé phirc kim loai
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lugng tir hodc 13 mot trong sb cac phéi tir duoc bd sung d& dit chit chi diém khdi u vao
ving tinh thé trong c4c tinh thé luong tir phirc bac va birc xa 4nh sang tinh thé lugng tir
phirc bac ving dé ting cudng cudng d6 huynh quang phat xa cla chit chi diém khéi u

bing cach cong hudng plasmon bé mit cuc bd va quan sat anh huynh quang & ung thu.

Ngoai ra, vi tri ciia chét lién quan dén ung thu dugc két tu trén nén khong thé xac
dinh dugc bang mét thuérrig. Sang ché c6 thé dé xuét phuong phép chan do4n ung thu,
trong &6 phuong phép niy khéc biét & chd viéc xac dinh vi trf clia ving tinh thé ctia né
duoc tao ra bing 4anh nhin thiy khac biét bang kinh hién vi dudi phat xa laze va sau d6
phén tich bién d6i héa hoc cia cac dudi histon va yéu té stra d6i lai c6 thé dugc tao ra
(Fig.19). Thir ba, sang ché c¢6 thé d& xuit phuong phép chan doan ung thu clia quang
phd Raman, trong d6 phwong phép nay bao gdm cic budc quan sit anh huynh quang
ctia chit lién quan dén ung thu dugc bét gitr trén chip plasmon 1am du hiéu d6i véi
phét xa laze va phat xa anh huynh quang véi cac anh séng laze khac nhau 514nm,
532nm, 633nm va 785nm d& phan tich chinh xac. Do d6, sang ché dé cap dén phuong
phép chdn doan dich thé, cu thé duoc bét giir theo cach chon loc chat lién quan dén ung
thu trong méau, cling nhu phuong phap phéan tich cAu trac cta histon hodc chit nhiém
séc, b?mg cach phén tich cac yéu t6 ma 12 bién ddi héa hoc ciia dudi histon, su tdn tai
cda ung thu. Phuong phap dugc du dinh cho phép chin do4n giai doan sém ciia ung thur

cling nhu sy ¢é mat hodc khong c6 mat cua ung thu.

Theo sang ché, chip plasmon, lam cho n6 c6 thé he‘ip phu theo cach chon lgc chét
lién quan dén ung thu hodc chat chi diém khéi u, sao cho cong hudng plasmon bé mit
cuc b lam cho ‘cubng d6 huynh quang cta anh huynh quang dugc cai thién, do 46 co6
thé tao diéu kién thuan tién cho viéc xac dinh chin doan ung thu dua vao dnh huynh
quang. Theo cach niy, thé dién cuc kém hon (c6 xu huéng ion héa 16n) cia nén kim
loai so v6i phire kim loai ddn dén su chénh 1éch dién thé (hiéu dién thé) dé 1am cho két
tu c4c tinh thé lugng tir (c4c tinh thé phirc kim loai ¢& nano) tir dung dich phirc kim loai
bing phuong cach khir héa hoc. Trong trudng hop ciia phic bac, céc tinh thé luong tir
clia phitc bac c6 thé duoc tao ra bing cach khir héa hoc trong d6 két tu ciia céc tinh thé
luong tir cia phurc bac trén nén kim loai tir dung dich nudc bac thiosulfat do thé dién
cuc manh (c6 xu huéng ion héa cao hon) ctia bac so vé6i thé dién cuc di”)ng hodc hop
kim ddng gay ra. Cu thé, ndng do cia phic kim loai trong dung dich nuéc ch yéu nén

duoc xac dinh khi can nhéc kich ¢& cua céac tinh thé lugong tir dugc tao ra, do do néng

-6-
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dd cta tac nhan phan tan, néu dugc sir dung, phai dugc xem xét. Mic du nE‘)ng d6 nim
trong khoang tir 100 dén 5000ppm c6 thé duoc sir dung, duge wu tién Ia nam trong
khoang tir 500 dén 2000ppm dé tao ra tinh thé ¢& nano goi 13 cum nano tity thudc vao
chirc nang cuia phdi tir.

Phirc kim loai cin dugc tao ra 1am tinh thé luong ti dugc chon khi can nhéc
* hing sb 6n dinh phirc (logB) theo cong thirc (I) sau dé tao tuong quan thé dién cuc. E

cta kim loai trg giup.
Cong thire (I): E° = (RT /| Z | F) In (Bi)

Trong d6 E° 14 thé dién cuc chudn, R 12 hing s6 khi, T 12 nhiét d6 tuyét ddi, Z 14

héa tri ion, F thé hién hing s Faraday.

Trong truong hop cac phic clia plasmon kim loai dugc chon tir nhém bao gdm
Au, Ag, Pt va Pd, hiéu qua cai thién do cong hudng plasmon bé mit cuc by gy ra c6
thé thu dugc bang tin xa 4nh sang Raman. Cu thé, trong truong hop phirc bac, phiic bac
c6 thé dugc tao ra bing phan tng ma ¢6 thé t6t hon 1a dugc tién hanh gifta tAc nhén tao
phirc bac ¢6 hing s6 én dinh (hing s6 tao ra) (logPi) bing 8 hoic 16n hon va bac
halogenua, t6t hon 1a bac clorua. T4c nhén tao phtrc ¢ thé dugc chon tir nhém bao gém
thiosulfat, thioxyanat, sulfit, thioure, kali iodua va mudi cia axit thiosalixylic, phirc bac
tr& nén céc tinh thé luong tr ndm trong khoang tir 100 dén 200nm duoc dé xuit véi cac
chdm lugng tir dugc tao ra tir cAc cum nano c6 dudng kinh trung binh nam trong

khoang tir 5 &én 20nm.

Tin rang, viéc xir Iy biang kiém (bang dung dich nude natri hypoclorit) 1am cho
c4c tinh thé lwong tir phirc bac can duoc thay ddi thanh dang kim hodc tinh thé nano
hinh kim cta composit bac oxit, chira bac peroxit 1am 16i ciia bac halogenua bang phan
g sau (Fig.5). Composit bac oxit thé hién dién tich 4m (-) trong nuéc trong khi histon
dugc quin quanh bdi ADN thé hién dién tich dwong (+) (Fig.7 (a)), do d6 phat hién ra
rang chit lién quan dén ung thu mang dién tich duong bao gbm thé nhan tr do dugc
hip phu theo cach chon loc. Hon thé nira, da phat hién ra ring tinh thé nano hinh kim
clia bac oxit chtra bac peroxit ¢ thé duoc khir bing phuong tién phéat xa v6i chim tia
laze va dugc thay déi hon nita thinh kim loai bac, do d6 thé hién hiéu qua cai thién
plasmon b& mit bing phwong tién phéat xa chim tia laze, ma 1am cho c6 thé phat hién

histon bang huynh quang tu déng ctia chét lién quan dén ung thu.
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Na,$,0; + 4NaClO + H,0 — Na,SO, + H,80,(2NaHS Oy, + 4NaCl
Ag"+NaCl — AgCl+Na ™
Ag" + 3NaOCl — 2AgCl + NaClO3 + 2Na™* -
Ag"+OH — AgOH
2Ag"+20H — Ag,0 + H,0

Theo sang ché, tinh thé nano dang kim cia composit bac oxit chita bac peroxit,
c6 thé dugc tao ra bﬁng tac dong tu t6 chirc hodc hién tugng nhu siéu cAu tric ba chiéu
gidng noron (duoc goi 13 tinh thé meso, xem cac hinh vé& Fig.8 va Fig.9). Composit bac
oxit c6 thé dugc tao ra bang cach ling dong tinh dién sir dung dién cuc Ag/AgCl trong
Jdung dich nuéc ion bac va con c6 thé duoc tao ra béng cach oxy hda tinh thé lugng tr
bac v6i xir Iy bang kiém. Vi du, trong trudng hop bac thiosulfat, c4c tinh thé Iugng tir

‘phtrc bac c6 thé d& dang duoc tao ra bing cach xir Iy bang kiém (biang dung dich nuéc

natri hypoclorit).

Hon nita, theo sang ché, viéc str dung chip plasmon, lam cho c6 thé phat hién su
c6 mat cta chét lién quan dén ung thu trong mu sinh hoc bao gdm méu va con dé xac
dinh trang thai bién d6i héa hoc trong d6 viéc sira dbi lai chit nhidm sic dugc kiém
soat, thong 'czlua chin do4n anh huynh quang. Cu thé, theo sang ché, phuong phap nay
bao gdm budc tao ra chip plasmon véi composit tinh thé nano dang kim cuia bac oxit
chira bac halogenua hodc halogen, cu thé, budc tao ra chip plasmon cé ving tinh thé
meso cua bac oxit chira bac peroxit (cac hinh v& Fig.8 va Fig.9), nho giot plasma huyét
thanh hodc dung dich miu sinh hoc 1én ving tinh thé nano dang kim trén chip plasmon,
do d6 hép thu hoic bt giir theo cach chon loc chat lién quan dén ung thu c6 dién tich

duong trong mau.
Chin do4n anh cua chip plasmon trén tinh thé

Chét lién quan dén ung thu dugc hip thu c6 thé duoc quan sat bang cach phit xa
laze cua tia tir ngoai, tia hdng ngoai hodc xanh bing kinh hién vi huynh quang (phéng
dai 50-1in). Anh huynh quang cta chit lién quan dén ung thu dwogc thé hién trén céc
hinh v& Fig.1 (a), (b) va (c) trong truong hgp ung thu da day va trén cac hinh v& Fig.2
(a), (b) va (c) trong trudng hop ung thu rudt két trong khi khéng cé anh huynh quang
ndo cia cac mau c6 thé dugc thé hién trong truong hop ung thu lanh tinh. Hinh hoc, 40

sang va kich ¢ ciia anh huynh quang c6 thé dugc dinh luong va céc tri sd thu duoc
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dugc dwa vao xir Iy biéu dd. Khi duoc quan sat bang kinh hién vi huynh quang, cac
hinh dang tinh thé giita ung thu lanh tinh va ung thu da day hodc ung thur rudt két c6 thé
thé hién su chénh 1éch nhét dinh. Do d6, dugc hiéu r?mg, viéc st dung chip plasmon
dugc trang bj tinh thé meso chira bac peroxit hoidc peroxit, 1am cho c6 thé hip thu hoic
b4t giit theo cach chon loc chét lién quan dén ung thu trong mau va dé xac dinh su c6

mit hoic khong cé mit cia ung thu bing viéc quan sat anh huynh quang.
Chén doan anh ciia chét chi diém khdi u trén chip plasmon

Mic du tinh thé ciia chit chi diém khéi u dugc hip phu trén chip plasmon khong
thé quan sat duoc bang mét thuong, su phét xa cia tia tir ngoai, hdng ngoai, hoefxé laze
xanh 1am cho c¢6 thé quan sat tinh thé bang kinh hién vi huynh quang (50 13n), trong d6
* cac khéi tinh thé duoc phan tan dang diém c6 thé quan sat dugc. Viéc phat hién quang
phb Raman tir d6 bang cach phat xa cac chum tia laze khac nhau 1am cho c6 thé xéac

dinh ung thu véi cudng do tdn xa Raman dugc céi thién bé mat (SERS).
Bit giit theo cach chon loc chét lién quan dén ung thu

Theo sang ché, cAn phai hiéu ring chét lién quan dén ung thu trong huyét thanh
c6 thé bao gdm, histon dwoc quin quanh bdi ADN (do d6 duoc goi 13 thé nhan) va ca
chét nhiém sic (soi) trong do histon két tu va tao ra cdu trac dang soi. D3 dugc thé hién
rang, chét cin duoc phat hién theo sang ché dudng nhu chét lién quan dén ung thu khi
can nhic su ting thé tich ctia chiung vi mic du globulin mang dién tich duong, globlin
ting 1én dén t6i da 13 2 14n, trong khi chét lién quan dén ung thr ting 1én d&én 100 14n
két hop vdi sy tién trién ung thu. Hon thé nita, ADN dugc 14y ra tir té bao binh thudng,
ADN duoc phan ly tir histon bing viéc axetyl héa va albumin chiém khoang 60% huyét
thanh, nhung do viéc mang dién 4m cta ching, ching s& khong duoc hip thu theo sang
ché. Do d6, né wu diém dbi véi anh huynh quang cta chat lién quan dén ung thu. Dé

khéng dinh hién tugng niy, tién hanh cac thir nghiém sau.

Fig.15 thé hién anh véi 100 14n phong dai, 3000 14n phéng dai va anh 3D trong
truong hop 10 14n va 100 14n pha loing cic méiu ung thu lanh tinh, ung thu da day va
ung thu rudt két. Fig.16 thé hién anh vai 100 14n phong dai, 3000 1in phong dai véi gon
séng va anh 3D trong truong hop Kato-IIT (ung thur biéu mé té bao ddu nhin da day).
Sau d6, Kato-III dugc nudi cdy va tir t& bao ung thu, ADN, ARN va Protein soi d6i
dugc chiét. (a, b, c) 12 anh & 100 14n anh bé mat, 3000 14n anh bé mit va anh bé mit 3D
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ctia Kato-III (ung thu biéu m6 té bao diu nhin da day), trong khi (d, e, f) 13 4nh v&i 100
14an phéng dai, 3000 1in phéng dai va 4nh 3D ciia ADN duoc chiét tir d6. (g, h, I) ciing
13 anh v&i 100 14n phong dai, 3000 14n phong dai va 4nh 3D cta ARN. (, k, 1) thé hién
anh véi 100 14n phéng dai, 3000 14n (phéng dai va gon séng) va anh 3D cia Protein,
trong khi (m, n, o) 13 anh vé&i 100 14n phéng dai, 3000 1an phéng dai va anh 3D thé hién
bé mit ciu tric cua cac té bao ung thu dugc nghién vé& mit vat 1y Fig.17 thé hién quang
phd tan xa Raman trén chip plasmon cho tinh thé meso, trong Cfé chung 1a cac té bao
ung thu duoc nubdi ciy héa hoc (a), ADN duge chiét tir d6 (b), ARN (c), Protein (d), cac
té bao ung thu duoc nghién vat 1y (e), huyét thanh (f) tir ngudi bi ung thu da day, huyét
thanh (g) tir ngudi bj ung thu rudt két va huyét thanh (h) tir ngudi bi ung thw lanh tinh.
Kato-III 13 ung thu biéu mé té bao ddu nhin da day, MKN-45 (dong té bao ung thu da
day phan héa kém), CW-2 (dong t& bao ung thu rudt két c6 ngudn gbe tir Nhat Ban),
PK45-P (dong té bao ung thu tuyén tuy & ngudi) va NHDE-Neo (nguyén bio soi da).
Do d6, dua vao cac két qua nay 13, chét lién quan dén ung thu duong nhu duoc hip thu
hoidc dugc bét git theo cach chon Igc va dugce phat hién béng chip plasmon theo sang

ché.

Hon nita, theo sang ché, tin ring tinh thé nano dang kim (dugc goi 13 tinh thé
meso cua bac oxit hodc oxit chira bac peroxit hoac peroxit) dugc tao ra véi bac oxit
chira bac peroxit ma dé dang mang dién tich am & dung dich nudc do d6 dé tao ra phic
chuyén dién tich khi tiép xic véi mau (cac phan tir dich). Hon thé nita, bac oxit c6 thé
dugc khir bing ning luong 4nh sang d& tré nén kim loai bac, ma s& c6 hiéu qua ting
cuong béng cach cong hudng plasmon bé mit cuc bd véi cac hat nano kim loai dugc bd
tri déu dan. Do d6, tinh thé nano dang kim (tinh thé meso) theo sang ché, mic di né 1a
phi kim loai, dugc tao ra voi tinh chét ion héa cung v6i tinh chét kim loai, ma tr& nén
chip plasmon phit hgp d do tan xa Raman duoc cai thién bé mit (SERS), 1am chip

chan doan ung thu.

Tin r?mg, cac tinh thé lugng tir dugc tao ra trén nén kim loai hodc cdc hat kim
loai v6i xu huéng c6 phan cuc dwong & dung dich nuée 1am tinh thé phirc kim loai, do
d6 viéc dua vao ching vao dé xir Iy bang kiém véi su ¢ mit clia ion halogenua t6t hon
1a didu chinh cuc tinh ctia chip bang dung dich natri hypoclorit d6 pH 16n hon 11 dé hip
phu c6 dinh protein trong mau sinh hoc. Theo sang ché, viéc tai két tinh cac tinh thé

lugng tir 1am cho khéng chi c6 phan cuc 4m & dung dich nuée, ma con 1am cho thay d6i
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thanh composit dang kim cta tinh thé nano cua bac oxit chira bac peroxit, do do xuc
tién histon ¢6 dién tich dwong trong chét lién quan dén ung thu dwgc hap thu trén chip.
M6 ta vin tit cdc hinh vé

Fig.1A th& hién 4nh hién vi huynh quang cia chét lién quan dén ung thu da day
ma dugc hip phu trén tinh thé chip plasmon bang cach phat xa tia tir ngoai (380nm).

Fig.1B thé hién anh hién vi huynh quang cta chit lién quan dén ung thu da day
ma dugc hip phu trén chip plasmon bing cach phét xa laze hdng ngoai.

Fig.1C thé hién anh hién vi huynh quang ctia chit lién quan d&én ung thu da day
ma dugc hip phu trén chip plasmon bing cach phét xa laze xanh.

Fig.2 thé hién anh hién vi huynh quang ctia chit lién quan dén ung thu rudt két

ma dugc hip phu trén chip plasmon bang cach phat xé_l (A) tia tir ngoai (380nm), (b)
laze dd, (c) laze xanh.

Fig.3 12 4nh thé hién sy twong quan gitta cac hinh dang tinh thé luong tir va thoi
gian dé bat dong sau khi nho giot 1én chét ddng phospho.

Fig.4 12 @b thi thé hién két qua ctia phan tich quang phd EDS ciia cAc tinh thé
luong tir (phan tich yéu td).

Fig.5 13 4nh thé hién 4nh SEM cua céc tinh thé luong tir di duoc xir ly bing
kiém véi su c6 mit ciia ion halogen (x1r Iy bang natri hypoclorit).

Fig.6A 13 anh thé hién tinh thé dang kim cia céc tinh thé luong tir dugc xir 1y
bang kiém.

Fig.6B 12 anh thé hién khéi dang béng bau duc trong tinh thé dang kim.

Fig.6C 1a d6 thi thé hién két qua ctia quang phd EDS khéi 16n (phan tich yéu td).

Fig.7 1a hinh minh‘hoa chirc niang thé hién trang thai ciia ADN tu do da dugc
metyl héa (a) va trang thai cia ADN da dugc axetyl héa (b).

Fig.8 13 hinh v& nhin (tir phia trén) ctia anh SEM thé hién nén dugc tai két tinh
ma 13 nén tinh thé lugng tir d3 dugc xr Iy bang kiém véi su cé mit clia ion halogen (xtr
1y bang natri hypoclorit) (nhin tir phia trén) va dd thi (nhin tir phia dudi) thé hién két
qua (phén tich yéu t§) cia quang phd EDS ciia nén da dugc ti két tinh.
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Fig.9 1a dd thi thé hién két qua do XPS ciia nén tai két tinh da dugc xi ly bang
kiém. ‘
Fig.10 12 db thi thé hién két qua do XPS sau khi khic bé mit nén da duoc tai két
tinh.
Fig.11 thé hién anh hién vi huynh quang cta chit lién quan dén ung thu duoc
hép phu trén chip plasmon trong trudng hop ung thu lanh tinh, (b) ung thu da day, (c)

ung thu rudt két.

Fig.12A thé hién anh hién vi laze ctia miu thu dugc bang cach diéu chinh huyét
thanh thu dugc tir ngudi bi ung thu lanh tinh va biéu d6 cia RGB.

Fig.12B thé hién anh hién vi laze ciia mAu thu dugc bang cich diéu chinh huyét

thanh thu duoc tir ngudi bi ung thu da day va biéu db ctia RGB.

'Fig.12C th8 hién anh hién vi laze ciia mAu thu dugc bing cich diéu chinh huyét
thanh thu dugc tir nguoi bi ung thu rudt két va biéu dd ciia RGB.

Fig.13 thé hién anh hién vi plasmon cta anh hién thi tinh thé nhin théy duoc
khac biét va phuong phap do quang phd tan xa Raman (khong dugce diéu chinh) ciia ung
thu 1anh tinh, ung thu da day va ung thu rudt két bang cach tap trung & tim cia tinh thé.

Fig.14 13 anh quang phd Raman thé hién trang thai bién dbi héa hoc cuia cac dudi

histon ctia chit lién quan dén ung thu da day.

Fig.15 thé hién anh hién vi quét laze 3D (100 1in phéng dai, 3000 1in phéng dai
va anh 3D) véi 10 14n pha loding va 100 I4n pha lodng cc miu ung thu lanh tinh (a, b,
c; d, e, ), ung thu da day (g, h, i; j, k, 1), ung thu rudt Kkét (m, n, o, p, g, 1), 3000 14n, s&
thé hién anh 3D. Ngoai ra, Fig.15 thé hién biéu dd mang mau RGB véi 3000 14n phéng
dai thu dugc bang kinh hién vi quét laze 3D trong trudng hop c4c mau ung thu lanh tinh
vé6i 10 14n pha lodng (s, t), ung thu da day (u, v) va ung thu rudt két (w, x).

Fig.16 thé hién anh v6i 100 14n phéng dai, 3000 14n phéng dai v6i gon séng va
anh 3D trong trudng hop Kato-III (ung thu biéu mé té bao diu nhin da day). Sau do,
Kato-III dugc nuoi céy va tt ADN, ARN va Protein so¢i doi té bao ung thu dugce chiét,
trong d6 (a, b, ¢) 12 anh v6i 100 14n anh b mait, 3000 14n 4nh bé mit va anh bé mit 3D
ctia Kato-III (ung thu biéu mo té bao diu nhin da diy), trong khi (d, e, f) 1 anh véi 100
1an phéng dai, 3000 14n phéng dai va anh 3D ciia ADN dugc chiét tir d6. (g, h, i) ciing
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13 anh v6i 100 14n phéng dai, 3000 14n phéng dai va anh 3D ciia ARN. (j, k, 1) thé hién
anh véi 100 14n phéng dai, 3000 14n (phdng dai va gon séng) va anh 3D cia Protein,
trong khi (m, n, o) 1a 4nh véi 100 14n phéng dai, 3000 14n phong dai va anh 3D thé hién

bé mit cAu triic cta cac té bao ung thu nghién bang cach vat 1y.

Fig.17 thé hién quang phd tan xa Raman trén chip plasmon déi v&i tinh thé meso

trong d6 chiing 1a cac té bao ung thu duogc nudi cdy héa hoc (a), ADN chiét duoc tir d6

(b), ARN (c), Protein (d), c4c té bao ung thu nghién bang cach vét Iy (e), huyét thanh (f)

" tir ngudi bi ung thu da diy, huyét thanh (g) tir ngudi bi ung thu rudt két va huyét thanh

(h) tir ngudi bi ung thu lanh tinh, trong d6 Kato-III 12 ung thu biéu mé t& bao diu nhin

da day, MKN-45 (dong té bao ung thu da day phan héa kém), CW-2 (dong té bao ung

thu rudt két c6 ngudn gbc tir Nhat Ban), PK45-P (dong té biao ung thu tuyén tuy &
nguoi) va NHDF-Neo (nguyén bao soi cua da).

Fig.18 thé hién bidu dd cua cac khang thé lién quan dén histon dé nhén biét bién

d6i hoa hoc cuiia cac dudi histon (xem www.genetex.com).

“Fig.19 13 anh huynh quang thé hién trang thai huynh quang tuy dong & ung thu

lanh tinh va ung thu, ma dugc quan sét trén chip plasmon theo sang ché.
MBO ta chi tiét sing ché

Dudi day, sang ché theo cac phuong an cua nd s€ dugc gidi thich c6 dya vao cac
hinh v€ kém theo.

Phuong &n 1

Nhu duge thé hién trén Fig.4, dung dich nuéc chira 1000ppm bac thiosulfat dugc
tao ra va nhé 1 giot 1én tm ddng phospho. Sau khi dé bat dong trong khoang 3 phut,
dung dich trén tAm nay duoc théi, cic tinh thé lugng tir thu dugc nhu dwgc thé hién trén
anh SEM & bén phai cua Fig.4.

Fig.5 thé hién cac anh SEM khac nhau cua su két tu hat nano da duoc tao ra
trong Phuong 4n 1 (tinh thé luong tir) va Fig.6 thé hién anh SEM phéng to ciia c4c hat
nano trong d6 c6 tinh thé manh dang c6t 6 canh & khoang 100nm va cé bé mit khong
déu & mirc vai nm. Ching ta c6 thé khong tim ra mit dac hiéu bit ky cia tinh thé nano
kim loai trong céc tinh thé lugng tir. Fig.7 thé hién su twong quan gifta cdc hinh dang
tinh thé luong tir va thoi gian dé bat dong sau khi nhé giot 1én chét ddng phospho, trong
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d6 can phai ghi nhan ring trudc tién, tinh thé luong tir 6 canh dugc tao ra va sau d6 16n
1én trong khi duy tri hinh dang tinh thé. Fig.8 1a dd thi thé hién két qua cia quang phd
EDS (phan tich yéu t) ctia cAc tinh thé lugng tit trong d6 khong chi bac ma con cac yéu
t6 c6 ngudn gdc tir phirc phéi tir c6 thé dugc phat hién trong trudng hop tinh thé luong
tr trén chét ddng phospho, trong khi chi c¢6 bac cé thé dugc phat hién trong trudng hop
cac tinh thé Iugng tir duge tao ra trén tAm dc‘mg béng cach st dung 1000ppm bac
thiosulfat dung dich nudc va gilt ndé trong thoi gian dé bit dong 1a 3 phiit sau khi nho

giot 1én nén ddng.
Ban ludn v& su tao ra tinh thé lugng tir

Trong trudng hgp 1000ppm phtc bac thiosulfat trong dung dich nuée, tinh thé
dang cot 6 canh & khoang 100nm, dugc tao ra trong thoi gian duy tri 1a 3 phit sau khi
nho giot n6 1én tAim ddng phospho, trong d6 xac duge rang tinh khong déu & mirc vai
nm dugc phét hién trén c4c tinh thé luong tir cot 6 canh tir céc anh SEM (Fig.4, Fig.5 va
Fig.6) va mit dic hiéu bat ky co ngudn gbc tr tinh thé nano kim loai 12 khong phat hién
dugc, trong khi phan tich yéu t6 EDS th& hién bac va cac yéu t c6 ngudn gdc tir phbi
tir tao phirc. Do d6, dua vao phén tich trén day co thé danh gia dugc riang toan thé cac
hat thé hién tinh thé nano cta phtrc bac va ca hinh thirc khong déu trén bé mit c6 thé do
su tao ra cac chdm lugng tir mé rong duoc tao tir cac bong bac trong cac phuc gy ra.
Tir ddu hiéu coa hién twong ma cic tinh thé lugng tir phitc bac theo séng ché c6 thé
duoc tao ra trén tAm déng phospho, trong khi cic hat nano bac riéng co thé dugc le"mg
dong trén chit ddéng, danh gid dugc rang, do dién thé can bing clia cic phtc bac
thiosulfat 12 0,33 ma tuong dwong véi thé dién cuc dong 13 0,34, chi c6 sy ling dong
clia bac voi 0,80 trén chit ddng. Mit khac, trong trudng hop tAm ddng phospho v&i thé
dién cuc 1a 0,22, ma hoi kém manh so véi thé dién cyc ctia déng sao cho tinh thé phtc
bac duong nhu cé kha nang dugce két tia. Nong do ctia phiic bac & dung dich nuée nén
& trong ving pha loing nim trong khoang tir 500 dén 2000ppm, 2) thé dién cuc cia nén
kim loai khi xét dén dién thé cin bing ctia dung dich phitc kim loai hoi kém manh, 3)
phtrc kim loai nén dugc 1am ling boi s chénh 1éch thé dién cuc (hiéu sb dién thé) gitra
nén kim loai va phirc kim loai. Hon thé nira, trong trudng hop & 1000ppm ctia phirc bac

thiourea trong dung dich nudc, c6 thé quan sat dugc cung chirc néng.

Trinh bay déi vé6i tinh thé meso ctia hgp chét bac oxit: Phén 1
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Nén tinh thé lugng tir dugc dua vao xir 1y nhé giot 5% dung dich natri hypoclorit
trén d6 va loai bo dung dich dugc nhd giot 2 phit sau d6 dé thu dugc tinh thé c6 cc
chu truc dugc thé hién trén Fig.12, trong d6 tinh thé dang kim va vén cuc 16n nhur khbi
dang béng bau duc quan sat dugc va cic ché phim twong tng dugc dua vao phan tich &
quang phd EDS (phan tich yéu t6). Sau khi c6 két qua phan tich, c4 hai tinh thé dang
kim dugc can nhic dugc tao ra tir tinh thé composit gff)m bac oxit va bac clorua, dua
vao phuong trinh phén tng sau va két qua trén Fig.12 khong thé hién clo bit ky va thé

hién 13 bac va oxy chiém uu the.

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 6, mic du di xem xét rang ion bac va ion thiosulfat 1a quan trong trong qua
~ trinh tao ra tinh thé meso theo sang ché biang phan tmg oxy héa kiém véi su 6 mit clia
ion clorua va, mac du bac oxit dugc tao ra theo phan tng thong thudng, ngac nhién la

bac peroxit dugc tao ra chiém wu thé dua vao phép do XPS sau.
Ban luan vé tinh thé meso ctia hop chit bac oxit: Phan 2
Po bang XPS:

B6 sung ting giot natri hypoclorit trong nuéc trong 2 phiit vao nén tinh thé
lugng tr dugc tao ra nhu trén day, dé 1am cho nén tai két tinh, ma duoc dua vao phan
tich XPS (st dung mé6 hinh: ULVAC-PHI (Ltd.) / PHIS000 Versa Probe II (quétquang
phd quang dién tia X) ma khong khic dbi véi Ag va O bing cach do XPS. Ngoai ra, aé
so sanh, do Ag trong bt bac clorua va bdt bac oxit. Mt khéc, nén tai két tinh dugc dua
vao do bang XPS d6i voi Ag va O sau khi khic trong 5 phit bing sing bén ion cum khi
agon. Néu cac két qua do XPS trén c4c hinh v& Fig.13 va Fig.14 s& dugc két hop véi

cac két qua ctia EDS trén Fig.12, dinh trong viing 14n c4n ciia 529¢V 1a dinh thu duge tir =

bac peroxit (Ag0), trong khi dinh trong viing 1an cén cia 530eV la dinh thu dugc tir bac
oxit (Ag,0). Hon thé nira, néu n6 duogc khic, ham luong oxy giam, trong khi dinh O thu
duoc tir bac peroxit (AgO) trong vung 14n cén ctiia 529eV con 16n hon so véi dinh thu

duogc tir bac oxit trong ving 14n cén cta 530eV trong truong hop khic, sao cho nhan
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biét dugc réng bac peroxit dugc san xuét trong vung lan cén cua chét. Gia st réng, thé
dién cuc ciia nén va tic dung xidc tic 1am anh huodng dén sy tao ra tinh thé meso. Viéc
do EDS duoc tién hanh trén nén tai két tinh néu trén bang cach st dung JEOL. Ltd. /
' JSM-7001F (phén tich hién vi dién tir quét trudong phat xa).

Ngoai ra, thdm chi néu dung dich nuéc dugc chon tir nhém bao gém axit
hypocloro, natri hydroxit 0,01N, axit clohydric 0,01N va 0,1mol natri cacbonat s€ dugc
sir dung, khong thu duoc két qua bt ky twong tu cin dwoc xir Iy bing natri hypoclorit.
Do d6, tin ring su tao ra tinh thé dang kim do phan tng trén diy giy ra véi su cé mit
cua ion bac va ion thiosulfat. Trong khi bac oxit dugc khir thanh dang mang dién tich
&m trong dung dich nudce, n6 duge khir bang 4nh sang dé 1am ldng dong kim loai bac.
Do bac peroxit thé hién rd rét hon vé xu huéng néu trén so vai bac oxit, nd co thé hép
phu chit lién quan dén ung thu c6 dién tich duong, din dén su xuit hién hiéu qua cai

thién plasmon bé mit gitta chit lién quan dén ung thu biy dugc va cac hat bac.

Hon thé nira, theo sang ché, chip plasmon cho phép phét hién sy c6 mit va
khong c6 mit ctia chét lién quan dén ung thur va phén tich cac yéu t6 bién d6i héa hoc
‘ma kiém soat viéc sira ddi lai cht nhiém sic bang chan doan anh va phén tich Raman
ctia cac miu sinh hoc bao gdm mau. Cu thé, viéc phéat hién va phan tich niy c6 thé dugc
tién hanh bing cdc budc sau ma gdm c6 budc tao ra chip plasmon cé ving tinh thé
meso cta bac oxit chita bac peroxit (c4c hinh v& Fig.9 va Fig.10) do composit tinh thé
nano dang kim cuia bac oxit chira bac halogenua hodc halogen va buéc nho giot huyét
thanh hoic dung dich miu sinh hoc 1én ving tinh thé nano dang kim cta chip plasmon,
do d6 co6 thé tién hanh viéc hip thu theo cach chon loc chét lién quan dén ung thu c6

dién tich duong trong mau.
Chén do4n anh cua tinh thé trén chip plasmon

Chét lién quan dén ung thu dwoc hip phu dugce quan sat bang kinh hién vi phan
xa (phéng dai 500 14n). Anh tinh thé cua chit lién quan dén ung thu trong trudng hop
ung thu lanh tinh; ung thu da day va ung thu rudt két dugc thé hién trén (Fig.1 (a), (b)
va (¢)). Thong tin &nh nhu ving tinh thé caa anh, thé tich, do dai, 6 rong va tuong tu
c6 thé dugc sb héa va céc sb nay duoc str dung cho biéu dd. Viée quan sit anh véi do
phong dai 15.000 14n bang kinh hién vi laze (VK-X250 hinh dang phan tich kinh hién vi

laze, 12 san phim cia Keyence Corporation) dugc thé hién trén Fig.2A, Fig.2B va
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~Fig.2C, trong d6 c6 thé duoc quan sét sy chénh 1&ch giita ung thu lanh tinh va ung thu

da day hodc ung thu rudt két. Viéc v& dd thi R, G va B trong biéu dd, nhu duoc thé hién
- trén Fig.2A, Fig.2B va Fig.2C, 1am cho su chénh léch dinh lién quan-13 rang dén vi tri
va hinh dang giita ung thu lanh tinh, ung thu da day va ung thu rudt két. Do do, cin
phai hiéu re“mg, viéc st dung chip plasmon dugc trang bi tinh thé meso chira bac peroxit
lam cho ¢6 thé nhéan dién sy ¢6 mit cia ung thu béng cach bét gift theo cach chon lgc
chit lién quan dén ung thu trong m4u. Hon thé nita, viéc sir dung kinh hién vi laze cling

tiéu diém dugc wvu tién, do anh 14t cét va sau d6 thu duge thong tin bén trong.
" Chén do4n anh ty dong huynh quang ctia tinh thé trén chip plasmon

~ Ngoai ra, hﬁyét thanh thu dwoc tir nguoi bi ung thu lanh tinh (khong gian thuc
quan, khdi u trung md da day, khéi u 1anh tinh t4 tring) va huyét thanh thu dugc tir
vntgu’évri bi ung thu (ung thu da day, ung thu rudt két, ung thu tuyén tuy) dugc dua vao
chin doén anh ty dong huynh quang trén chip plasmon véi kinh hién vi huynh quang.
Cén phai hiéu réng, vi€c nhén dién rd rang co thé dugc tao ra gifta nguoi bi ung thu
“lanh tinh va ngudi bi ung thu, tiy thude vao huynh quang tr dong c6 thé dugc quan sat
hay khéng nhu dugc thé hién trén Fig.20.

Phan tich tinh thé Raman trén chip plasmon

_ Tinh thé cta chit lién quan dén ung thu dwoc hép phu trén chip plasmon khong
thé dugc quan sat véi mit thuong. Dué6i kinh hién vi (500 14n), tinh thé khéi quan sat
duoc gibng nhu cac diém phan phéi (Fig.18). Phat xa laze dén mot trong céc tinh thé
khéi (budc séng 532nm) 1am cho quang phd Raman tir do6, trong d6 né c6 thé xac dinh
ung thu véi cudng d6 tan xa Raman dugc cai thién bé mit (SERS). Fig.3 (a), (b) va (c)
thé hién quang phd Raman thu duoc tir 46 bing cach phat xa laze (budc séng 532nm)
cho trudong hop & ung thw 1anh tinh, ung thu da day va ung thu rudt két. Cu thé, Fig.4 13
hinh phéng to clia quang phd Raman trong trudng hop ctia ung thu da day, trong d6
bién d6i héa hoc cta dudi histon c6 thé xuat hién lam dinh va cé thé duge xac dinh
trong ving dugc goi 13 ving van tay tir 1300cm™ dén nhé hon 625cm™..

Chét lién quan dén ung thu trong huyét thanh, c6 thé bao gbm ADN ma quin
quanh histon cé ngudn gbc tir cac té bao ung thur, histon dugc qu'fln quanh v6i ADN
(dwoc goi 13 thé nhan) va ca chit nhidm sic (soi) trong d6 histon két tu va tao ra chu

trac dang soi. Puoc biéu thi ring, chit cin dugc phét hién theo sang ché duong nhur 13
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chét lién quan dén ung thu khi c4n nhéc su tang thé tich cia ching vi mic du globulin
mang dién tich duong, globlin ting 1én dén t6i da 2 1an, trong khi chét lién quan dén
ung thu ting 1én dén 100 14n cing véi sy tién trién ctia ung thu. Hon thé nira, ADN
duoc 14y ra tir t& bao binh thudng, ADN dugc phan ly tir histon bang cich axetyl héa va
albumin chiém khoang 60% huyét thanh, nhung do viéc mang dién 4m cia ching,
chiing s& khong duoc hip thu hoic dugc bét giit theo sang ché. Do d6, c6 uu diém ddi
v6i anh huynh quang ciia chét lién quan dén ung thu va 13 thuén tién dé phan tich bién

d6i hoa hoc cac dudi histon bang quang phd Raman.

Hon thé nira, tinh thé nano dang kim theo sang ché (tinh thé meso ciia bac oxit
chtra bac peroxit) dé dang mang dién tich 4m & dung dich nudc va tin rang la dé tao ra
phirc chuyén dién tich khi tiép xic véi méu (cac phan tir dich). Hon thé nira, bac oxit
duoc khir bing cach nhin ning lwong 4nh sang dé dugc thay dbi thanh kim loai bac va
s& 1am cho c6 hiéu qua cai thién cong huéng plasmon bé mit cuc bd vé6i cic hat nano
kim loai dugc bd tri déu din. Do d6, tinh thé nano dang kim theo sang ché (tinh thé

“meso), mic di né 13 phi kim loai, duoc tao ra véi tinh chét kim loai ciing nhu tinh chét
ion héa, ma 13 phd hop d6i véi chip plasmon duge sir dung dé do ton xa Raman dugc
~ ci thién bé mit (surface-enhanced Raman scattering-SERS), 1am chip chin do4n ung

thu.

Mit khéac, c4c tinh thé lugng tir dugce tao ra trén nén kim loai hodc cac hat kim
loai duoc tin ring c6 kha ning c6 phan cuc duong & dung dich nudc 1am tinh thé phic
kim loai, do d6 hip phu protein trong miu sinh hoc, xtt Iy bing kiém véi su c6 mit clia
jon halogenua t6t hon 1a didu chinh cuc tinh bang cach nho giot dung dich natri
hypoclorit ¢c6 d6 pH = 11 hodc 16n hon, c4c tinh thé luong tir ¢6 thé dugc tai két tinh
khong chi ¢6 phan cyc &m ¢ dung dich nudc, ma con 1am cho composit dang kim cua
tinh thé nano bac oxit bao gdm bac peroxit, do d6 su bat ddng histon c6 dién tich dwong

c6 thé dugc xuc tien lam chat lién quan dén ung thu.
Chan doan anh cta dudi histon

Thé nhan 14 cum kién tao co s& cia chit nhidm sic, trong d6 ADN dugc quén
vao octame histon bao gdm 4 histon (H2A, H2B, H3, H4) c6 vai trd bao géi ADN va ca
vai trd didu hoa su tiép can cia ADN dé déng vai trd quan trong trong diéu chinh gen.

Bién d6i sau phién ma histon, ki€m soat sy turong tac vdi ADN va protein nhén khac tac
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dong dén sy biéu hién gen dio nguoc. La cac dang bién dbi histon, da biét cha yéu 1a
-metyl hda, axetyl hda, phosphoyl hoa, ubiquitin hda, khit SUMO, xitrulin héa va ADP-
riposyl héa. Trong trinh ty ciia histon; tily thudc vao phan ma dugc dua vao cic bién
d6i ndy, phan ngoai vi cia biéu hién gen dugc hoat héa hoidc b rc ché. Su tuong quan
gifta su két hop céc vi tri bién di sau phién ma ciia histon va biéu hién gen c6 thé dwoc
thir nghiém va dwoc khing dinh véi cac khang thé dugc phéi két ma histon (khang thé
khang histon ciia Genetex Inc.) va bang quang phd Raman ciing nhu viéc quan sat trong
anh huynh quang dugc bién dbi trang thai ctia ma histon ma dugc bét giit bang chip
plasmon theo sang ché va sau d6 viéc khing dinh gia thuyét ma histon c6 thé dwgc tién

hanh. Tiép theo 13 phan md ta gia thuyét m4 histon.
Gia thuyét ma histon

Gia thuyét m3 histon dugc d& xuét lién quan dén viéc stra d6i lai chit nhiém sic
béi nhém tién si Alice cua truong dai hoc tbng hop Rockefeller. Cu thé, viéc sira d6i lai
chét nhi®m sic dugc xé4c dinh 13 hién tugng sau, ma dugc phéi két v6i co ché phan tir
thong qua thay dbi vé& cu tric chit nhiém sic ma diéu bién cic mic biéu hién ciia gen
va v6i cam tng, 1) thay ddi vé bién dbi histon, 2) thay ddi vé trang thai metyl héa ctia
ADN hé gen, sau d6 dugc phdi két véi n6 3) hién tugng trong do thay d6i vé ving nhay
cao xut hién ddi lai DNaza. Céc tic gia sang ché d4, dwa vao gia thuyét ma histon, 1am
sang té co ché phat trién ung thu, da tién hanh nghién ctru chuyén sau, ma dé 1am chét
lién quan d&én ung thu, thé nhan va chét nhiém sic lién quan dén histon trudc tién dugc
bét gitt theo cach chon loc va sau d6 da nd luc dé khéng dinh diéu nay. Hau hét ADN hé
gen dugc quén trong histon 161 va dugc luu trlr lam chét nhiém sic. Do d6, hién tuong
nhan ma truc tiép khuyén khich ADN hé gen thyc hién viéc phién ma, sao chép, sira ddi
va tuong tu, duge két hop boi cu tric chit nhidm sic da thay di theo cach nhét dinh.
Tréi lai, viéc stra d6i lai chit nhiém séc nay theo nghia rong 1a dé kiém soét hién tuong
nhan. Vi du, hoat tinh phién mi thay ddi trong pham vi 1én dén khoang 2500 14n, tiy
thudc vao cu tric chit nhiém sic. Do khoang hoat héa ciia yéu t6 phién ma trong ADN
trAn 13 10 1dn, hiu hét viéc kiém so4t phién ma duoc thuc hién trong viée sira ddi lai
chit nhidm sic. Trong s6 cac yéu té co lién quan trong viéc sira dbi lai chit nhidm sic,
yéu t& histon bién @i nhu axetyl hoa, phosphoyl héa, metyl héa, ubiquitin héa va va
viéc thuc hién loai ching, lam cho phia dau tan cung H3, H4 amino cua histon tao ra

mau bién ddi héa hoc. Mau bién d6i héa hoc nay tac dong nhu ma nhan biét va sau d6
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cac yéu td ma c6 lién quan hon nira trong sira dbi lai duge tuyén md. Piéu nay dugc goi
13 "gia thuyét ma histon".

Sinh vat hoc ciu truc duge biét 1a déng vai trd 16n cho viéc khing dinh "gia
thuyét ma histon" trong d6 dudi histon nhan bién dbi héa hoc nay ding lim mai nhin
biét nhu yéu t6 stra dbi lai. Vi dy, hau hét cac HAT, yéu t6 stra dbi lai phu thudc ATP,
cac tac nhan ddng hoat héa, TAF yéu t6 con cia TFD, duge tao ra véi tinh turong dong
ctia ving brom 13 thp bao gdm khoang 110 axit amin. C4u tric viing bromo cua tac
nhan d?)ng hoat héa P / CAF dugc xac dinh béng NMR, do d6 cac tui ky nudc khac biét
duoc phat hién ra. Cac két qua thuc nghiém gin két voi NMR, thé hién ring, cc thi
duge gin két vao cac peptit ctia dudi histon H3 dugc axetyl héa. Ngoai ra, tinh thé cu
tric dugce tao ra vdi hai ving brom dugc bd tri 12 ké tiép cua TAF 250, 1a don vi con
16n nhét cia yéu td phién ma chung TFD. Ciu tric ndy c6 hoat tinh gin két vao dubi
cua histon H4, ma dugc bién ddi v6i viéc axetyl hoa. ngoai ra, cic ving mang mau ciia
 protein chit da nhiém sic 1 da dugc thé hién dé gén két vao dudi histon H3 dugc metyl
héa. Ciu tric NMR ciia ving mang miu clia protein chét bién dbi nhiém sic & chudt 1
da duoc bao cdo. Yéu tb sira ddi lai chit nhiém séc nay c6 thé tiép can truc tiép dén cac
vi tri thé nhan dic hiéu bing cic m3 nhan biét dudi histon véi ving brom. Yéu t6 stra
dbi lai chat nhiém sic ndy thudng dugc tuyén mod gidn tiép bing yéu t6 phién mi gin
két ADN. Chét kim h3m phién mi Mad c6 bHLH (vong xo0dn co sé-vong x04n)-Zip
lJam ving gin két ADN, tuyén mo phirc Sin3 chira histon deaxetylaza 1am co cdu phu
thanh chét nhifm sfc. Phirc ctia ving PAH2 va ving kim him phién mi ciia Mad Sin3
duge phan tich bing NMR va co ché tuyén mo cho ving chét nhiém séc cta phirc khir

axetyl hoa dugc trinh bay.

Tin ring viéc metyl héa ADN lién quan sdu rong trong kiém soat ciu tric chat
nhiém sic nay. O vi tri ADN hé gen ma viéc metyl héa ADN duoc théy & mat do cao,
théng thuong ciu tric chit nhidm sic trd nén manh, viéc gidm chin phién mi va tbc do
dot bién ADN quan sét dugc. D3 c6 théng bao rang, cac mau metyl héa va hoa ddng hé
- gen cua ADN hé gen, Viéc bét hoat nhi®m sic thé X va ung thu hoéa té bao co su twong
quan 13 rang véi nhau (xem tai liéu phi sang ché 1). Do d6, c6 thé néi ring, ciu tric
phan tich cta histon va chit nhiém sic gift vai trd chii dao dé giai thich bdi canh cta
ung thu, do d6 viéc phan tich cic yéu t§ bién dbi hoa hoc ciia cc dudi histon c6 ddu 4n

16n. Do histon va chit nhiém séc c6 thé dugc hip thu hodc dugc bét giir theo cach chon
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loc theo sang ché, khéng chi 12 phuong tién cho trang thai bién dbi héa hoc dugc danh
dAu huynh quang clia ma histon ma con 13 phuong tién cho quang phd Raman dugc céi
thién bé mit (SERS) c6 thé dugc dé xuét.
T4i cAu trac chét nhidm sic

Trong khi ADN h¢ gen 13 than cua chét gen 13 loai dai 2m & ngudi, ma duoc nim
trong khoang tréng nhé bang 100 femtolit ciia phan duoc goi 1a nhan té bao. Viéc luu
trit ADN hé gen nay c6 thé dugc hoan thién bang phtrc phén tir dugc goi 12 "chit nhiém
sdc". Céu tric co ban cia chit nhiém sic 13 "thé nhan" trong d6 protein histon dugc
quin quanh béi ADN va thé nhan nay dugc tao hat va duoc gip hon nita duoc gin két &
murc cao vao protein va ARN dé tao ra "chit nhiém sic & murc d6 cao hon". Tuy nhién,
viéc thao g& ADN ra khoi chit nhifm sic, cin phai c6 ning luong 16m, do d6 chét
nhiém séc bi e ché dén viéc biéu hién chirc ning ctia ADN, nhu sao chép, phién mi va
41 & hop. Nhung sinh vat, thong qua su thay d6i manh ciia chit nhiém séc, rat d& dang
tao ra sao chép, phién ma va tai td hop. Pidu niy c6 nghia 1a “cu trac chit nhidm sic
dong” nay duogc san xuét bang tinh da dang cu tric thé nhan bang viéc thay doi va bién
dbi histon, ¢ nhiéu cach bb tri cia n6 va tuong tic cia phirc gita protein va phan tir
ARN, trong khi n6 dugc kiém soat bang tuong tic clia ciu tric nhan té bao, mang nhan
va phuc 16 x5p & nhan. Dé giai thich hién twong nay, ADN cia sinh v4t nhan chudn,
duoc gén két chit vao protein histon dugc tbng hop trong than dé tao ra thé nhan va
vong xoin cua thé nhan tao nén ciu tric chit nhidm sic. Trong trudng hop ctia histon
va ADN duoc két hop chit ché, ARN polymeraza khé gin két vio ADN. Mit khac, khi
viéc chuyén khoe 1én, cu tric chit nhidm sic trd nén ndi 1ong va histon tir thé nhan
duogc giai phéng ra dé cho ADN tran. Tréi lai, khi viéc chuyén duoc chin, cu tric thé
nhén 13 rin trong khi chit nhiém sic duoc tap hop lai. Viéc tai cAu tric hoic tai két cu
cia cu tric chit nhidm sdc 1a dé chi viéc stra déi lai chat nhidm sic dugc md ta trén
day nhung chit ting cudng xtc tac va chét ting cudng xdc tién phién mi va ting cuong
biéu hién gen. Mot trong sb cac vai trd ndy 1a @& néi 16ng su gin két cia histon va
ADN, dbi khi pha hay cdu trac thé nhan, ma xdc tién tdng hop ARN bing ARN
polymeraza. Cu thé, trén dudi histon & dau cua protein histon dugc dich ma, c6 mat
nhiéu axit amin bazo (dién tich duong). Axit amin bazo gin két tinh dién vao ADN cua
nhém phosphat (mang dién 4m). D& n6i 1ong su gén két cia histon va ADN c6 thé 1am

giam d§ ki€ém cua histon d€ tré nén yeu. Viéc di€éu hoa phién ma bang céch stra doi lai
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chét nhidm sic thuc t& dugc tao béi phan tmg phirc, trong d6 nhiéu dang enzym va
protein c6 lién quan trong cic yéu td phién ma gin két vao chit ting cudng xic tic va
chét tang cudng, gin két vio enzym axetyl hoa histon (HAT: histon axetyltransferaza)
ma 13 enzym ding dé axetyl héa & nhém amino ctia histon. Nhém amino dugc axetyl
héa 1am giam tinh kiém ma dan dén 1am yéu viéc gén két vao ADN. Sau budc ndy, viéc
phan ly ca histon v6i ADN tién trién hon nita va viéc axetyl héa cia histon cang tién
trién hon, din dén dé 16 chat ting cudng xic tic ma 1am cho dé dang két hop v6i ARN
polymeraza. Do d6, quan trong 12 b3y chét lién quan dén ung thu trong dich thé nhur thé
nao va phén tich né nhu thé nao dé @ 1am sang 6 co ché cua viéc sira dbi lai chit

nhiém sic dua vao gia thuyét ma histon.

Vi chip plasmon theo sang ché, viéc bay histon va chit nhiém sic 1am chét lién
quan dén ung thu, su cé mat hodc khéng c6 mit cla triéu ching ung thu ¢ thé duoc
phén xét bang anh huynh quang thy thudc vao thé tich cua tinh thé. Sau d6, triéu chiing
ung thu dén tir co quan bt ky va ung thu tién trién nhu thé ndo ¢ thé dugc xac dinh
bang c4ch phan tich yéu t stra dbi lai va bién dbi héa hoc ciia cac dudi histon. VA tit ca
thong tin lién quan dén ung thu xuét hién nhu thé nao va ung thu tién trién nhu thé no
théng qua cac truong hop stra ddi lai chit nhidm sic nay, gitip cho bac si c6 thé bo

‘trudce tic nhan héa tri liéu dic hiéu mot cach chinh x4c va con thiét k& hop 1y héa tri
lidu dya vao hiéu biét vé tinh nhay véi hoa chit ciia khéi u.

O day, protein cia chat lién quan dén ung thu ddng quan tim duoc phat hién 1a
histon dugc bao quanh bdi ADN. CAu triic don vi dugc goi la thé nhan va ciu tric dang
soi duoc tao tir thé nhan hop lai duoc goi 14 chit nhiém sic (soi). VA, trong thoi gian lap
lai su phén chia t& bao ung thu, bién d6i metyl héa 1am cho ADN quén quanh histon
khong dén tir gen tdi (gen chin khéi u). Thong thudng, histon thé hién dién tich (+),
trong khi ADN thé hién dién tich (-), sao cho histon vA ADN dinh vao nhau nhu nam
cham va viéc metyl héa cai thién duoc céi nit, trong d6 ADN quén quanh histon mang
dién tich (+) (xem Fig.8 (a)). Mit khac, viéc axetyl hoa lam cho né mang dién tich (-),
do d6 axetyl hoa histon 1am cho ADN mang dién tich (-) va histon (-) d4y 13n nhau. Khi
do, 'dai soi' cia ADN c6 co ché biéu hién cna gen khong dugc quén tir histon (xem
Fig.8 (b)). Do d6, tét hon 13, d hip phu theo cach chon loc chit lién quan dén ung thu
thu dwoc tir cac té bao ung thu, chét cin dugc hdp phu mang dién tich (-) do histon

dugc quin quanh bdi ADN mang dién tich (+).
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Kha ndng tmg dung trong cong nghiép

Do d6, theo sang ché, cht lién quan dén ung thu trong mdu va c4c miu sinh hoc
c6 thé dugc phét hién theo cch chon loc thong qua huynh quang ty d6ng bing tac dung
cai thién plasmon cuc bo. Hon thé nita, con c6 thé xac dinh sy tdn tai cla ung thu don
gian thong qua kinh hién vi huynh quang vi chit lién quan dn ung thu véi tinh da dang
clia cac nhan huynh quang c6 thé dugc bit gifr theo cach chon loc. Hon thé nita, do
trang thai bién dbi héa hoc clia cac dudi histon cé thé duoc phat hién dya vao quang
phd Raman ciia tinh thé ¢6 hodc khong c6 nhén, con c6 thé tién hanh viéc phat hién sém
ung thu va x4c dinh nhu dbi v6i su tién trién cua ung thu. Do d6, tong quan v& cach sir

dung theo sang ché 14 nhu sau.
(1) Chip plasmon dugc trang bj tinh thé lugng tir bac

Huynh quang ty dong khong xuit hién trén chip plasmon bing cach nhé giot
khang thé hoic khang nguyén. Viéc quan sat anh huynh quang c6 thé dugc phét hién
bang cach gin thudc nhudém huynh quang hogc protein huynh quang vao chét dich.
Trong trudng hop nodi doc td, viée gén két huynh quang vao ndi doc t6 duoc ldiéng dinh
bing quang phd tan xa Raman, do d6 ¢6 thé duoc phén biét rd rang hon bang cach gén
nhén huynh quang. Do dé, 1) khi chét huynh quang dugc gin vao phia khang thé, viéc
b6 sung hdn hop dung dich gém phtec kim loai va khéng thé bd sung timg giot trén chip
plasmon theo sang ché cho phép quan sat phat xa 4nh séng v&i khang nguyén dugc gin
két vao khang th8. Mt khac, 2) khi chit huynh quang dugc gan vao phia khang nguyén,
viéc bo sung timg giot khéng thé 1am cho céc tinh thé lwong tit thanh pha rén, ma c6 thé
duoc do bing cach phat ra huynh quang do phan tmg khang nguyén-khang thé.

(2) Chip plasmon duogc trang bi tinh thé meso ctia bac

1) khi chit huynh quang dugc gén vao phia khang thé ctia tinh thé meso cta bac,
viéc 1am bat dong ctia khang thé (v4i loai dugc ghi nhin) trén tinh thé meso va viéc bd
sung ting giot khing nguyén lam cho né c6 thé do huynh quang do viéc gin két khang
nguyén v6i khang thé. 2) khi chét huynh quang duoc gin vao phia khang nguyén, viéc
lam bit dong ciia khang nguyén (v6i dugc ghi nhan) trén tinh thé meso va viéc bd sung
timg giot khéng thé 1am cho n6 c6 thé do huynh quang do viéc gin két khang thé véi
khang nguyén. 3) Po bing huynh quang ty dong. Trong trudng hop ndy, con cé thé gin
nhén huynh quang.
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(3) Kiém tra vi trf tinh thé trén chip plasmon bang anh huynh quang

Viéc phan tich quang phd Raman dugc tién hanh ~théng qua quang phd tan xa
Raman bang c4ch d& dang phat xa laze 1én tinh thé.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Chip plasmon bao gbm viing chira tinh thé meso gdm c6 tinh thé nano ciia bac oxit
chira bac peroxit, trong d6 tinh thé meso c6 kha ning cé chirc ning tao ra phan cuc 4m
khi tiép xtc véi cac huyét thanh hodc cac méu sinh hoc dé bt giit hozc hip thu theo
cach chon loc chét lién quan dén ung thu ¢é phan cuc duong va cé chirc ning thé hién

hiéu trmg cong hudng plasmon bé mit cuc b bing cach birc xa 4nh sang.

2. Phuong phap quan sat chit lién quan dén ung thu bao gdm viéc tao ra chip plasmon
ma ¢ ving chira tinh thé meso chira tinh thé nano cua bac oxit chira bac peroxit, trong
d6 phuong phap nay bao gdm budc nhé giot huyét thanh hozc tw mau sinh hoc hoic
trang thai dugc pha logng 1én ving tinh thé cia chip plasmon, dé tao ra phan cuc 4m khi
tiép xtic voi huyét thanh hodc mAu sinh hoc nhd d6 bét git theo cach chon loc hodc hip
phu chét lién quan dén ung thu trong huyét thanh hoic miu nay va quan sit nh chat

lién quan dén ung thur duoc cai thién bang cach cong hudng plasmon bé mit cuc bd.

3. Phuong phép quan st chit lién quan dén ung thu theo diém 2, trong d6 chét lién
quan dén ung thu 13 thé nhan hoic chit nhiém sic bao gém histon dugc bao quanh béi
ADN.

4. Phuong phap quan sat chit lién quan dén ung thu theo diém 3, trong d6 phuong phap
nay con bao gdm budc phét xa 4nh sang laze 1én thé nhan hoic chét nhiém sic bao gdm
histon dugc bao quanh béi ADN.

5. Chip plasmon theo diém 1, trong d6 chip nay dugc ding dé quan sit chit lién quan
dén ung thu trong do tinh thé meso chira tinh thé nano cia bac oxit chira bac peroxit 1a

tinh thé dang kim duoc tao ra tir tinh thé lwong tir phtrc bac bing cach xtr Iy bang kiém.
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Fig.15
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