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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén thiét bi vi 10ng phat hién dong té bao ung thu phdi
A549 va quy trinh phat hién dong té bao ung thu phdi A549. Thiét bi theo giai phap hitu
ich ¢6 cac dién cuc trén chip dugc bé tri & dang cac duong tron dong tam cho phép lam
giau va ¢b dinh dong té bao ung thu phdi A549 thong qua dién trudng va cac aptame dic
hiéu. Thiét bi va quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép phat hién ung thu sém ddi voi
dong té bao ung thu phoi A549.
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Linh vwe ky thuat cia gidi phap hiru ich

Giai phap hitu ich thudc linh vuc y sinh va thiét bi phan tich, cu thé 1a giai phap
hitu ich d& cap dén dé cap dén thiét bi vi long dé phat hién t bao ung thu phdi A549
va quy trinh phat hién sém té bao ung thu phdi A549 béng thiét bi nay.

Tinh trang k¥ thuit cia gidi phap hiru ich

Ngay nay bénh ung thu 1a nguyén nhén gy tir vong thir hai chi sau bénh tim
mach. Trong qua trinh sinh bénh, cac té bao ung thu tach ra khoi khdi u ban dau va di
vao mau, tré thanh céc t& bao ung thu tudn hoan (CTCs) va c6 thé duge coi nhu giai
doan du cta qua trinh di cin. Do d6, viéc phat hién bénh ung thu ndi chung va ung
thu phdi noi riéng cang sém cang t6t dé céc bac si s& c6 phuong phap diéu tri thich
hop va hi¢u qua. Trong k¥ thuat tam soat bénh hién nay, cac béac sithuong ldy mau cua
bénh nhan rdi ding cac khang thé dic hidu dé tim kiém sy hién dién cua CTC. Tuy
nhién, phuong phap nay chi cho két qua néu CTC xuit hién véi lugng 16n con véi
luong nho CTC thi kho phat hién chinh xac.

P43 c6 nhiéu phuong phép nhdm chin doan sém bénh ung thu dya trén viéc phat
hién som té bao mang thu thé dic hiéu. Tuy nhién, mét vAn dé can khic phuc do la dé
chin doan som luong té bao ung thu, can c6 kha nang lam giau lugng té bao nay va
kha nang bat cip dac hiéu t& bao ndy véi chit danh déu. Hién c6 hai k¥ thuat chinh
duoc ap dung do la tang mat do chit danh diu trén mot dién tich bé mit cac cam bién
hodc 1a chon loc ddc hi¢u té bao dua trén dic tinh thu thé bé mat. Tuy nhién, ca hai
phuong phap nay déu cho két qua khong cao do ty 1€ té bao mang thu thé dic trung
bénh dbi khi rat thép va didu nay anh hudng dén sai s6 va la giéi han trong viéc phat
hién, chin doan sém bénh ung thu.

Vi vdy, viée phét trién cac thiét bi c6 kich thuée nho cé thé duge ap dung trong
céc ng dung xét nghiém tai chd, c6 kha nang phat hién cac té bao ung thu CTC
nhanh, thufn tién va chinh x4c 1a mét yéu cdu cAp thiét trong qua trinh diéu tri bénh

ung thu trén thé gi6i. Céc thiét bi ndy cin phai co ddy dii cac chirc nang tir sang loc &
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bao, 1am giau t& bao, biy va bit cac t& bao dich, do ndng d6 té bao, chuyén sang théng
tin dién tir & xir Iy trong céc bd vi diu khién.

Tai liéu D1 (US 8303911 B2, 06/11/2012) dé cép dén hé théng vi dong va
phuong phap dé xtr Iy mAu, trong d6 hé thdng nay cho phép cAp méu vao cac 6 trén dia
CD theo cac vi kénh nhim muc dich ¢ dinh mAu sinh hoc 18n bé mit céc khoang
nhim muc dich phan tich mAu. Thiét bi nay cho phép mau dugc cip theo cic kénh
phtrc tap d& gin mAu 1én dia v6i ndng do cao théng qua luc ly tim.

Tai liéu D2 (US 2011/189701, 04/08/2011) dé cp dén thiét bi vi dong va phuong
phap phan tich miu long, trong d6 thiét bi nay ¢ da kénh cép mau duoc gin véi nhau
cho phép cap mau doc 1ap dé sir dung ting mirc d6 phan tich mau.

- Tai ligu D3 (Us 6527423, 04/03/2003) d& cap dén thiét bi vi long, trong & thiét
bi nay bao gém mot tAim nén, trén dé cb cac vi kénh duoc bvé tri theo chiéﬁ zic Zac
hudéng tim, theo d6 khi thiét bi van hanh, mAu tir khoang tim cdp mAu theo Iyc ly tdm
chay theo cac vi kénh db vao khoang ¢6 dinh mAu. Luong miu duge nén day trong
khoang miu, khdéng khi c¢6 trong khoang niy va luong miu du dugc thoat ra ngoai
theo mét kénh duoc bd tri gan véi cac vi kénh theo dinh tinh tir tAm.

Bén chit ky thuit ciia giai phap hiru ich

D8 giai quyét cc vAn d& néu trén, giai phap hitu ich d& cap dén thiét bi vi long dé
phat hién dong t& bao ung thw phdi A549 va quy trinh phat hién dong té bio ung thu
phdi A549. Thiét bi va quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép tmg dung trong chin
doan dé phat hién sém bénh ung thu phdi.

Theo khia canh thir nht, giai phap hiru ich d& cap dén thiét bi vi long dé phat
hién dong t& bao ung thu phdi A549, trong d6 thiét bi nay bao gdm phan dé dugc ghép
v6i khéi chita cu trac vi kénh c6 khoang lam gidu va vi dién cuc duoc bd tri khép véi
khoang lam giau nay, gitta vi dién cuc va khoang lam giau dwoc céch nhau béi 16p
cach ly, dién cuc duoc két ndi voi bén ngoai béi hé day din két nbi v6i thiét bi ngoai
vi, trong do:

Phén dé duoc 1am bang thiy tinh ¢6 cAu truc hinh chit nhat phing ¢ d& toan bo
thiét bi vi 16ng;

Khéi chira cdu tric vi kénh duoc 1am tir vat liéu polydimethylsiloxan (PDMS), trén d6
c¢6 céu trac vi kénh duoc khic trén mot mit cta khdi bao gém cac kénh dan ndi véi

budng tron vi 16ng dén khoang lam giau hinh tron dén kénh thoat, phia dau céc kénh
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dan c6 bd tri cac clra nap va kénh thoat c6 bd tri ctra thoat, cac clra nap va clra thoat
nay duoc bd tri xuyén qua khéi chira cAu triic vi kénh dén mat con lai cta khéi, céc
clra nap va ctra thoat duoc gén voi cac dau két ndi chit L va gin véi cac dudong dan
mAu, thiét bi nay c6 tir 1 dén 10 cira nap dugc bd tri doc 1ap va c6 cac kénh dan tuong
{mg din vio budng tron vi 1éng, budng tron vi long c6 céu tric kénh duge két hop tir

nhiéu kénh dan dé tron déu vat liéu cap tir cac kénh dan nay;

Lép céach ly duoc bé tri giita vi dién cuc va khoang lam giau duge lam tir vat liu
polydimethylsiloxan (PDMS) c6 d¢ day khoang 1pum;

Vi dién cuc duge lam tir vang hodc indium thiéc oxit (ITO) c6 cau tric dang hinh
{ron véi duong kinh bing dung kinh khoang 1am giu, trén vi dién cyc nay bao gom
dién cuc trung tim c6 dang hinh tron nim & thm cta ciu trac vi dién cuc, tiép dé la cac
dién cuc cam bién va dién cuc tham chiéu 13 cac dai nira hinh tron bé tri d6i ximg nhau
qua dién cyc trung tdm va cac dién cuc thao tac 13 cac dai hinh tron hd dong tim bao
quanh dién cyc cam bién va dién cuc tham chiéu, du cta cac dién cuc nay dugc gén
14n luot voi hé day din két néi dé doc 1ap két ndi véi thiét bi ngoai vi, trén dién cam
bién duoc chitc hoa dé bét cip vai cac aptame 6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va
SEQ ID NO.2; va

Hé day din duge b tri sat phan dé thiy tinh, trong d6 hé day dan nay két nbi cac
dau dién cuc trung tdm, dién cuc cam bién, dién cuc tham chiéu, dién cuc thao tac dé
doc 1ap két ndi céc dién cuc nay véi thiét bi ngoai vi;
khi duoc lép ghép, hé day din ndi voi cac dién cuc trén vi dién cuc duge dat sat voi
phin dé, tiép d6 phan dé nay duge ghép véi cAu tric vi kénh sao cho mit khéc trén céu
trac vi kénh dugc ép kin voi phan d va dién cuc nam chinh gitta khoang lam giau va
duge ngan cach voi khong gian clia khoang lam giau boi 16p cach ly, tao cdu tric vi
kénh kin, phia diu cac kénh din va kénh thoat duge gan véi céc ddu két ndi chit L
thong qua céc clra nap va clra thoat, dAu con lai cua ddu két ndi chit L duge nbi véi cac
duong din mau tao thiét bi vi long hoan chinh;
theo d6, khi thuc hién phat hién t& bao ung thu phdi A549, mu aptame dugc bom vao
duong dan mau qua ctra nap di qua budng tron vi 1ong dén khoang lam giau dé cb dinh
cac aptame trén dién cuc cam bién, sau khi rtra phén du, mau phat hién dugc bom tiép

qua cira nap dén day khoang lam giau, ddng thoi ap dién thé vao cac dién cuc thao tac
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1An luot theo huéng tir ngodi vao tim dé lam gidu t& bao ung thu phdi A549 va do tro
khéng va tr& khang vi sai dé x4c dinh té bao ung thu phdi A549.

Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 khoang lam giau co chiéu cao khoang 50
um ban kinh khoang lam giau nay khoang 500 pm va vi dién cyc trong khoang lam
gidu ¢ chidu day khoang 1 pm.

Theo mot phuong an uu tién, trong doé sb luong dién cuc thao tac c6 tir 1 dén 50
dién cuc c6 do rong mdi dién cuc khoang 50 micromet dugc bd tri trén cac cung tron
cach déu nhau huéng tim bao quanh dién cyc trung tdm & tdm vi dién cuec.

Theo modt phuong an uu tién, trong d6 dién cuc cam bién duge chic hoa béng
ciu ndi SH-PEG-COOH trén co s& chét xac tac EDC/NHS véi cac ndng do khéc nhau
dé gin két dic hidu voi aptame c6 trinh tr néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2
dac hiéu véi dong té bao ung thu phdi A549.

Theo khia canh thtt hai, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh phét hién dong €
bio ung thu phdi A549 bing thiét bi vi 16ng theo giai phép hitu ich, trong d6 quy trinh
nay bao gdm céc budc:

a) chuin bi thiét bi vi long theo giai phap hitu ich, trong d6 céc cyc cta hé day
dAn duoc ndi vé6i thiét bi do ngoai vi;

b) ¢6 dinh aptame vao khoang lam giau bang cach bom ddng thoi dung dich chira
aptame c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 theo 6ng dan dung dich
thtr nhit qua kénh dan tha nhit va bom dung dich dém theo 6ng dan dung dich thir hai
qua kénh din thtr hai d& phdi tron v6i ndng do dinh truée trong budng tron vi long va
lam day khoang lam giau, tién hanh 0 trong khoang 60 phut dé aptame cb dinh trén bé
mat dién cuc cam bién;

¢) rira khoang lam giau bang cach bom dung dich PBS theo dng dan dung dich
thir hai lién tuc trong thai gian 10 phut véi tde d6 10 pL/gidy dé rira céc thanh phan
khéng ¢b dinh trén bé mat dién cuc cam bién;

d) cip miu can phat hién té bao A549 bang cach huyén phu héa mau trong dung
dich dém va cép vao khoang lam giau théng qua ctra nap voi tbc do 10pL/gidy dén khi
lap day khoang lam giau;

e)‘ lam giau 1€ bao A549 bang cach ap lyc dién di dién m6i (DEP) trén cdc té bao
bang cach ap dién thé 1én céc cap dién cuc thao tac canh nhau theo hudng tir ngoai vao

- trong phia tdm dé tap trung t& bao A549 vao cac dién cuc dd duge ¢ dinh aptame bat



2841

cap dac hiéu vai té bao A549, sau d6 0 khoang lam giau trong khoang 60 phut dé cb
dinh té bao A549 trén bé mit dién cyc;

f) loai bo & bao khéng dic hiéu bing cach bom dung dich PBS vao khoang lam
giau thong qua céc clra nap lién tuc trong thoi gian 10 phit véi te do 10 pLi/gidy dé
rira cac té bao khéng bam déc hiéu véi aptame duoc ¢d dinh trén dién cuc; va

g) xéac dinh dong té bao A549 trén bé mit dién cuc béng cach do trd khang va do
tré khang vi sai di€n cuc trung tdm, dién cuc cam bién va dién cuc tham chiéu tir d6
xéc dinh dugc dong té bao A549 c6 trén bé mit dién cuc.

Theo mot phuong an uu tién, trong d6 budc xac dinh dong t& bao A549 trén bé
mat dién cuc dugce thuc hién béng cach do tr¢ khang gitra dién cuc cam bién va dién
cuc trung tdm bdi thiét bi phan tich tr& khang (Impedance Analyzer) dé so sanh gia trj
chénh léch tr& khang gita hai dién cuc tir d6 dinh lugng duoc lugng té bao c¢6 mit &
dién cuc cam bién hodc dién cuc trung tAm.

Theo mdt phuong an uvu tién, trong do tan s6 khao sat tro khang giita hai dién cuc
cam bién va dién cuc trung tim nim trong khoang 10 KHz dén 1 MHz.

Theo mdt phuong an wu tién, trong d6 bién do tin hiéu khao sat tré khang gitta
hai dién cuc cam bién va dién cuc trung tam 1a nho hon 10 V.

Theo mdt phuong 4n uu tién, trong d6 budc xac dinh dong té bao A549 trén bé
mat dién cuc dugc thuc hién béng cach do thuc hi¢n do do chénh léch tré khang gilta
hai cé@p dién cuc bao g@)m dién cuc trung tdm voi dién cuc cam bién va dién cuc trung
tAm véi dién cuc tham chiéu thong qua cac mach khuéch dai vi sai va khuéch dai ngoai
Vi.

Theo mdt phuong an wu tién, trong do bién d6 tin hiéu khao sat tré khang vi sai
gitra hai c@p dién cuc nhé hon 10 V.

Theo mét phuong 4n wu tién, trong d6 tin sé tin hidu khao sat tré khang vi sai
gitra hai cé@p dién cuc dudi 1 MHz.

Theo mot phuong an vu tién, trong d6 aptame cé trinh tu néu trong SEQ ID
NO.1 hodc SEQ ID NO.2 vé6i dau 5° duoc thé nhém thiol (-SH) hodc nhém amin (-
NH»).

Theo m6t phuong an uu tién, trong d6 dung dich dém dugc sir dung trong budc
c¢b dinh aptame dugc chon tir nhém céac dung dich bao gdbm: HEPES(pH 7.5): 40mM
HEPES, 100mM NaCl, 5SmM MgCly; PBS (pH 7,4): 137mM NaCl, 2,7mM KClI, 8,1
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mM Na;HPOs, 1,76mM KH>POy; Tris-HCI (pH 7,5): 5S0mM Tris, 150mM NaCl, 5SmM
MgCly, ImM EDTA; TE (pH 8,0): 10mM Tris, ImM EDTA).

Theo mdt phuong &n uu tién, trong d6 thoi gian dp dién thé 1én céc dién cuc thao
tac canh nhau trong budc lam giau té bio A549 c6 thoi gian khoang 60 gidy cho mdi
budce 4p dién thé.

Theo mot phuong an uu tién, trong do trude bude c¢b dinh aptame con bao gbm
bude chirc héa bé mit dién cuc cam bién véi cdu SH-PEG-COOH béng cach dua dung
dich SH-PEG-COOH vao thiét bi vi 1ong ddng thoi thong qua céc clra nap va kénh dan
dén khoang lam gidu va 0 trong thoi gian khoang 60 phut.

M3 ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1 13 hinh v& mé ta cAu tric cta thiét bi vi 1ong d& phat hién té bao ung thu
phdi A549 theo giai phap hitu ich, (A) mé ta so db lap ghép cac thanh phan cia thiét bi
vi long, (B) mo ta so dd cua céu tric vi kénh trong khdi chira cAu trc vi kénh.

Hinh 2 14 hinh v& m6 ta so dd cta vi dién cuc, trong dé c6 bd tri dién cuc trung
tdm (117) & chinh gitta tdm duodng tron, dién cuc cam bién (115) va dién cuc tham
chiéu (116) duoc bd tri dbi xtmg nhau quanh dién cuc trung tdm va cdc dién cuc thao
tac (114) c6 dang cung tron dong tim bao quanh dién cuc trung tAm.

Hinh 3 1 hinh v& md ta quy trinh san xuit thiét bi vi 16ng theo giai phap hitu ich
voi cac quy trinh bbc bay, an mon, tao 16p céch ly b mat dé thu duoc ciu trac vi kénh
cta thiét bi theo giai phép hiru ich.

Hinh 4 13 hinh v& md ta so dd md ta quy trinh chuén bi dién cuc bang cach chic
héa bé mit dién cuc biy voi cAu SH-PEG-COOH va aptame dic hi¢u véi dong té bao
dich A549.

Hinh 5 12 hinh anh chup duéi kinh hién vi thé hién két qua o té bao A549 trén bé
mit dién cuc vang da dugc chtc hoda st dung cau SH-PEG-COOH va aptame dic hiéu
véi dong té bao dich A549 véi dbi chimg bé mat thuy tinh tai hai ndng d¢ aptame khi
thuc hién u: (a) 25uM NH2-Aptame; (b) 10uM NH—2-Aptame.

Hinh 6 12 hinh anh kinh hién vi thé hién két qua thao tac té bao A549 trong
budng vi 1ong.

Hinh 7 1a hinh anh thé hién két qua phat hién t bao A549 trén ving cam bién
ctia cu trac dién cuc trong budng vi 16ng sau khi thuc hién 1am giau t& bao tng voi s6

luong té bao khac nhau.
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Hinh 8 13 anh chup thé hién két qua lam giau t& bao bang vi dién cuc theo giai
phap hiru ich.

Hinh 9 1a anh chup phat hién té bao dua trén phuong phép phén tich tré khang tai
cac tin sé kich thich khac nhau tmg véi s§ lugng t& bao khac nhau trong budng vi
long.

Hinh 10 1a két qua phat hién té€ bao dua trén phuong phap tré khng vi sai tai cic
s6 lugng té bao khac nhau trong budng vi long
M0 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hitu ich duoc mo ta chi tiét v6i cac phuong 4n thuc hién cé
vién din dén hinh v&, tuy nhién, cdc phuong an nay chi la cac vi du thuc hién cu thé
nhim muc dich bdc 16 cac phuong 4n thuc hién giai phap hitu ich ma khéng nhiam han
ché pham vi yéu cau bao hd clia giai phép hitu ich.

Hinh 1 md ta cAu tric cta thiét bi vi 1ong d& phat hién dong t bao ung thu phdi
A549 theo mdt phuwong 4n cu thé ctia giai phap hitu ich. Theo Hinh 1A, thiét bi vi long
theo giai phap hitu ich bao gdm phan dé 110 duoc ghép véi khéi chira cdu tric vi kénh
111 c6 khoang lam giau 104 va vi dién cuc 108 dugc bd tri khép véi khoang lam giau
104 nay. Giita vi dién cuc 108 va khoang lam giau 104 duoc cach nhau boi 16p céach ly
107. Vi dién cuc 108 bao gdm nhidu dién cuc tich hop va duge két ndi véi bén ngoai
boi hé day dan 109 két ndi voi thiét bi ngoai vi.

Phin dé 110 duoc lam bang thiy tinh ¢6 cu trac hinh chit nhit phing. Phin dé
nay nhim muc dich dé d& toan bd thiét bi vi long.

Khdi chia cdu tric vi kénh 111 duoc lam tir vat liéu polydimethylsiloxan
(PDMS). Trén khdi chita cdu triic vi kénh nay c6 vi kénh duge khic trén mot mét cia
khéi. CAu tric vi kénh (Hinh 1B) duoc khic trén khdi chira cau tric vi kénh va bao
gdm céc kénh dan 102 ndi v6i budng tron vi long 103 dén khoang lam giau 104 hinh
tron dén kénh thoat 105. Phia diu cac kénh din 102 c6 bd tri cc ctra nap 101 va kénh
thodt 105 ¢ b tri ctra thodt 106. Céc cira nap 101 va cira thoat 106 nay duge bb tri
xuyén qua khdi chira cAu triic vi kénh 111 dén mat con lai ctia khdi. Cac b tri nay cho
phép d& dang thao tac va lip ghép cic dau két néi chit L 113 dé dang cho viéc thao tac,
l4p dat. Cac clra nap 101 va cira thodt 106 duge gén véi cac dau két ndi chir L 113 va
gén v6i cac duong ddn mau 112. Theo d6, khi mau hodc dung dich rira hodc dung dich

dém duge din tir duong din mau 112 di qua ddu két néi chit L 113 vio budng tron vi
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long 103 dé tron theo ndng dd dinh trude s& di vao khoang lam gidu va sau dé c6 thé
duoc rira qua cira thoat 106 ra ngoai.

Theo mot phuong an uu tién cu thé, trong do thiét bi nay c6 tr 1 dén 10 cira nap
101 duge b tri doe lap va c6 cac kénh din 102 twong tmg dan vao budng trén vi long
103. Theo cac phuong an uu tién khac, sd luong cira nap 101 va kénh dan 102 122, 3,
4,5, 6,7, 8 hoac 9. S6 luong clra nap va kénh dan nay ¢6 thé duoc bd tri theo nhiéu
cach khac nhau va tuy vao s6 lvong miu, dung moi, chit dém duoc cép cho thiét bi dé
c¢6 thé tang hodc giam sb luong cira nap va kénh dan nay. Ngudi co hidu biét trung
binh trong linh vuc ky thudt nay hoan toan hiéu rang, véi sb luong ctra nap va kénh
din khac nhau thich hop muc dich @8 thuan loi va tu dong hoa qué trinh phén tich va
hodn todn ¢6 thé bé tri céc cira nap va kénh dén theo muc dich phan tich mau.

Theo mdt phuong an uu tién, trong do budng tron vi long 103 ¢6 chu trac kénh
duoc két hop tir nhidu kénh dan 102 dé trn déu vit liu cép tir cac kénh dan 102 nay.

Gitta vi dién cuc 108 va khoang lam giau 104 dugc cach ly bai 16p cach ly 107
duoc bd tri & gitta. Lép cach ly 107 nay duge lam tir vat liéu polydimethylsiloxan
(PDMS) ¢6 d6 day khoang 1pm.

Theo mot phuong 4n uu tién, trong do khoang lam giau 104 co chiéu cao khoang
50 pm va ban kinh khoang lam giau 104 nay khoang 500 um.

Hinh 2 thé hién cAu tric cta vi dién cuc 108, vi dién cuc 108 duge lam ti vang
hoac indium thiéc oxit (ITO) ¢co ciu truc dang hinh tron véi duong kinh bang duong
kinh khoang lam giau 104. Theo mdt phuong 4n uu tién, vi dién cuc 108 trong khoang
lam giau 104 c6 chiéu day khoang 1 pm. Theo mét phuong an uu tién, vi dién cuc nay
duoc ché tao tir vang, theo mét phuong an uu tién khac, vi dién cuc nay dugc ché tao
tir indium thiée oxit (ITO). Trén vi dién cuc 108 nay bao gbm dién cyc trung tm 117
c6 dang hinh tron nim & tAm cua cAu trac vi dién cuc 108. Dién cuc trung tdm 117 la
dién cuc dugc sir dung dé do d6 chénh léch trd khang so voi dién cuc cam bién 115
gn dic hiéu dong € bao A549. Dién cyc cam bién 115 va dién cyc tham chiéu 116 1a
céc dai nira hinh tron bé tri d6i ximg nhau qua dién cuc trung tam 117. Bang cach b
trf nay, khi té bao dugc lam gidu va gén trén dién cuc cam bién 115, viée so sénh tr
khang gifta dién cuc trung tdm 117 va dién cuc tham chiéu 116 s& xac dinh duoc luong
t bao A549 gin trén dién cuc cam bién so vé6i dién cuc cam bién 115 thong qua viée

chénh léch tré khang.
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Pién cuc cam bién 115 duge chic hoa bing cu ndi SH-PEG-COOH trén co s&
chit xuc tac EDC/NHS véi céac néng dd khac nhau dé gén két dac hidu véi aptame co
trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 dic hiéu véi dong té bao ung thu
phbi A549.

Céc trinh tu aptame dac hi¢u voi dong t& bao A549 duogc cac tac gid phat trién
trén co s& thu thé dac hidu dong € bao A549, c6 tac dung bat cap v6i té bao dich thong
qua nhém chite CO-NH ctia chudi PEG gén véi bé mit dién cuc vang (nhu md ta bing
so db trén Hinh 4). Cac aptame nay co trinh ty nhu sau:
ACGCTCGGATGCCACTACAGGGTTGCATGCCGTGGGGAGGGGGGTGGGTT
TTATAGCGTA CTCAGCTCAT GGACGTGCTG GTGAC (SEQ ID NO.1) va

ACGCTCGGATGCCACTACAGGGTTGCATGCCGTGGGGAGGGGGGTGGGTT
TTATAGCGTACTCAGCTCATGGACGTGCTG GTGA (SEQ ID NO.2)

Céac dién cuc thao tac 114 duge chuc hoa 14 cac dai hinh tron hé ddng tim bao
quanh dién cuc cam bién 115 va dién cuc tham chiéu 116. Theo moét phuong an uu
tien, s6 luong dién cuc thao tac 114 ¢4 tir 1 dén 50 dién cyc ¢6 do rong mdi dién cuc
khoang 50 micromet dugc bd tri trén cac cung tron cach déu nhau huéng tdm bao
quanh dién cuc trung tim 117 & tam vi dién cuc 108. Dién cuc thao tac 114 ¢6 chuc
nang gom té bao c6 khoang lam giau tdp trung vao dién cuc cam bién 115 dé c6 dinh
 bio trén dién cuc nay. Bing cach b tri nhidu dién cue dong tam, khi 4p dién thé 1én
cac dién cuc thao tac lan lugt tir bén ngoai vao bén trong phia tam, cac té bao dugc
“day” v& phia tam, do do6 lam giau duge luong té bao can phan tich.

Theo mot phuong an uu tién, s6 luong dién cuc thao tac 114 trén vi dién cuc 108
¢ tir 1 dén 50 dién cuc. Chiéu rong mbdi dién cuc khoang 50 micromet va dugc bb tri
trén cac cung tron cach déu nhau hudéng tAm bao quanh dién cyc trung tAm 117 & tdm
vi dién cuc 108 nay.

H¢ day din 109 dugc bd tri sat phan dé thiy tinh, trong do hé day din nay két ndi
cac dAu dién cuc trung tim 117, dién cyc cam bién 115, dién cyc tham chiéu 116, dién
cuc thao tac 114 dé doc lap két ndi cac dién cyc nay voi thiét bi ngoai vi.

Dé tao ciu tric hoan chinh, hé déy dan 109 ndi vai cac dién cuc trén vi dién cuc
108 duoc dat sat v6i phan dé 110 duge ghép vdi phin dé 110. Tiép d6 phin dé nay
duoc ghép voi khédi chtra ciu trac vi kénh 111 sao cho mat khéc trén cdu trac vi kénh

duge ép kin voi phan d& 110 va vi dién cuc 108 ndm chinh gitta khoang lam giau 104.
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Vi dién cuc 108 dugc ngin cach véi khong gian ctia khoang lam giau 104 boi 16p cach
ly 107 tao cdu tric vi kénh kin. Phia d4u cac kénh dan 102 va kénh thoat 105 duoc gan
v6i cac diu két ndi chit L 113 thong qua cic ctra nap 101 va ctra thoat 106. D4u con lai
ot ddu két ndi chit L 113 duoc ndi véi cac duong dn miu tao thiét b vi long hoan
chinh.

Khi van hanh, mau chira aptame dugc bom vao duong dan mau qua clra nap 101
di qua budng tron vi long 103 dén khoang lam giau 104 dé cb dinh cac aptame trén
dién cuc cam bién 115. Sau khi rira phan du, mau phat hién dugc bom tiép qua cira
nap 101 dén day khoang lam giau 104, ddng thoi ap dién thé vao cac dién cuc thao tac
114 Iin luot theo huéng tir ngoai vao tim dé lam giau té bao ung thu phdi A549. Tiép
d6 do tr& khang va tré khang vi sai trén céac dién cuc, can ¢t vao trd khang chénh léch
giita céc cap dién cuc s€ xac dinh dugc luong té bao ung thu phéi A549.

Hinh 3 md ta quy trinh san xuét thiét bi vi 16ng theo giai phap hitu ich vdi cac
quy trinh bdc bay, dn mon, tao 16p cach ly bé mat dé thu dugc cAu trtc vi kénh cua
thiét bi theo giai phap hiru ich nhu m6 ta trong Vi du 1. Trong d6 PDMS dugc tron va
48 1&n khuén, sau khi gia nhiét & 70°C trong 6 gio, tién hanh tach va duc 16 dé tao tAm
chita cAu triic vi kénh. Phin dé thuy tinh duoc tién hanh pht khuén va boc bay, an mon
d& tao ra hé day dAn va céc dién cuc. Tiép d6 tién hanh kich hoat bé mit dén PDMS va
bé mat dé thiy tinh bang O, plasma va dong goi san phim thu dugc thiét bi vi 1ong
theo giai phap hitu ich c6 cic vi kénh duge khic.

Hinh 5 14 hinh anh chup du6i kinh hién vi thé hién két qua o t€ bao A549 trén bé
mat dién cuc vang da dugc chirc hoa st dung cdu SH-PEG-COOH va aptame dac hiéu
voi dong & bao dich A549 voi déi chimg bé mit thuy tinh tai hai ndng d6 aptame khi
thuc hién U: (a) 25uM NH2-Aptame; (b) 10pM NH—2-Aptame. Két qua cho thiy véi
dién cuc vang, kha nang bt gifr té bao bao boi aptame c6 hi€u qua hon hén so véi dién
cuc thuy tinh.

Hinh 6 thé hién két qua thir nghiém voi ky thudt lam giau té bao theo giai phap
hitu ich, trong d6 khi ap dién thé 1én dién cuc 1an luot tir phia ngoai vao phia trong (lan
luot theo hinh 6a, 6b, 6¢) mét do té bao duge tip trung dan vé& phia dién cuc bat gift
(hinh 6d).

Theo khia canh thir hai, giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh phat hién dong té
bao ung thu phdi A549 bang thiét bi vi 1ong theo giai phap hitu ich, trong d6 quy trinh

-11-



2841

nay bao gdm cac budc a) chudn bi thiét bi vi long; b) ¢ dinh aptame vao khoang lam
gidu; ¢) rira khoang lam giau; d) cdp mau cAn phét hién té bao A549, e)lam giau t€ bao
A549: f) loai b té bao khong ddc hiéu; va g) xac dinh dong té bao A549.

Trong budc chuan bi thiét bi vi long, thiét bi vi long theo gidi phap hiru ich duoc
chuén bi, trong d6 céc cuc clia hé day dan duoc nbi véi thiét bi do ngoai vi. Thiét bi do
ngoai vi co thé 1a thiét bi c4p dién 4p va do tré khang vi sai, tuy theo muc dich va chirc
nang cta timg cap dién cuc trén vi dién cuec.

Trong budc c¢b dinh aptame vao khoang lam giau, tién hanh bom dong thoi dung
dich chira aptame c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 theo dng dan
dung dich thir nhit qua kénh dan thtt nhat va bom dung dich dém theo dng dan dung
dich thtr hai qua kénh d4n thir hai. Muyc dich cua qua trinh nay dé pha lodng aptame
dén ndng d6 dinh trude. Dung dich nay duoc phéi tron trong buéng trén vi long va lam
dhy khoang lam giau. Sau d6 tién hanh  trong khoang 60 phut 8 aptame cb dinh trén
bé mit dién cuc cam bién.

Theo mdt phuong an uu tién, trong d6 dung dich dém duoc sir dung trong budc
¢6 dinh aptame dugc chon tir nhom cdc dung dich bao gbm: HEPES(pH 7,5): 40mM
HEPES, 100mM NaCl, SmM MgCl; PBS (pH 7,4): 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 8,1
mM NaHPOu, 1,76mM KH,PO4; Tris-HCI (pH 7,5): 50mM Tris, 150mM NaCl, SmM
MgCl, 1ImM EDTA; TE (pH 8,0): 10mM Tris, ImM EDTA).

Theo mdt phuong 4n uu tién, trong do trudce bude ¢d dinh aptame con bao gdm
bude chirc hoa bé mat dién cyc cam bién véi cdu SH-PEG-COOH bang cach dua dung
dich SH-PEG-COOH vao thiét bi vi long ddng thoi thong qua cac cira nap va kénh din
dén khoang 1am gidu va 1 trong thoi gian khoang 60 phut.

Trong buéc rira khoang lam giau, sau khi dé aptame c¢b dinh trén bé mit cam
bién, tién hanh bom dung dich PBS theo ong dan dung dich thi hai lién tuc trong thoi
gian 10 phut v6i téc do 10 pL/gidy. Muc dich ctia qua trinh nay nhim ria cac thanh
phan khong c6 dinh trén bé mat dién cye cam bién.

Trong budc cap mau can phét hién té bao A549, tién hanh thu nhan méau té bao.
Mau & bao ¢6 thé 1a mau sinh thiét tir phdi bénh nhan va duge huyén phtt héa méu
trong dung dich dém dén ndng do chuin. Theo mot phuong an, luong té bao téng sb

duoc st dung dé phan tich dugc pha loéng dn khoang tir 10° dén 10° té bao/ml. Mau
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té bao nay dugc cdp va khoang lam giau théng qua ctra nap v6i téc do 10pL/gidy dén
khi l4p day khoang lam giau.

Trong budc lam gidu & bao A549, tién hanh &p luc dién di di¢n méi (DEP) trén
cac té bao béng cach ap dién thé 16n cac cdp dién cuc thao tac canh nhau theo hudng tir
ngoai vao trong phia tim dé tap trung té bao A549. Theo céach nay, viéc ap lan luot
dién ap tir ngoai vao phia tdm dién cuc gitip “ddy” té bao tap trung vao phia tim va
dién cuc da dugce ¢ dinh aptame s& bat cap dac hiéu véi cac té bao A549. Qua trinh
nay nhim ting lugng té bao AS549 tip trung (qua trinh 1am giau). Bang cach nay s&
ting ngudng phat hién té bao. Sau d6 & khoang lam giau trong khoang 60 phat dé ¢6
dinh té bao A549 trén bé mit dién cuc.

Theo mdt phuong an uu tién, trong do thoi gian ap dién thé 1én cac dién cuc thao
tdc canh nhau trong budc lam giau té bao A549 c6 thoi gian khoang 60 gidy cho moi
budc ap dién thé.

Trong budc loai bod té bao khong dic hiéu, tién hanh bom dung dich PBS vao
khoang 1am giau thdng qua cac ctra nap lién tuc trong thoi gian 10 phut voi toc do 10
ul/giay dé rtra cac té bao khong bam dic hiéu voi aptame duoc ¢ dinh trén dién cuc.
Qué trinh nay chi gitt lai cac & bao bam dac hiéu, nghia la cac té bao thude dong té
bao A549 ung thu phdi.

Trong buéc xac dinh dong té bao A549 trén bé mit dién cuc, tién hanh do trd
khang va do tr& khang vi sai dién cyuc trung tam, dién cuc cam bién va dién cuc tham
chiéu. Dua trén két qua chénh léch tr& khéng c6 thé xac dinh duge lwong t€ bao dong
A549 c6 trén bé mat dién cuc.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 bude xac dinh dong té bao A549 trén be
mat dién cuc dugc thuc hién bing cach do tré khang gitta dién cyc cam bién va dién
cuc trung tam bdi thiét bi phan tich tré khang (Impedance Analyzer) dé so sanh gid tri
chénh 1éch tré khang gitta hai dién cuc tir d6 dinh lugng duge luong té bao c6 mit &
dién cuc cam bién hoac dién cuc trung tam.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 tan s khao sat tr& khang gitta hai dién cyc
cam bién va dién cuc trung tim ndm trong khoang 10 KHz dén 1 MHz.

Theo mdt phuong 4n uu tién, trong d6 bién do tin hi¢u khao sat tro khang gitra

hai dién cuc cam bién va dién cuc trung tAm la nho hon 10 V.
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Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 budc xac dinh dong té bao A549 trén bé
mat dién cuc duoc thuc hién b.%lng cach do do chénh léch tré khang gitta hai c@p dién
cuc bao gém dién cuc trung tdm vdi dién cyc cam bién va dién cuc trung tdm voi dién
cuc tham chiéu thong qua cac mach khuéch dai vi sai va khuéch dai ngoai vi.

Theo mot phuong 4n uu tién, trong d6 bién do tin hiéu khao sat tr¢ khang vi sai
giita hai cdp dién cuc nho hon 10 V.

Theo mdt phuong an uu tién, trong do tan sd tin hiéu khao sat tré khang vi sai
gifta hai c@p dién cuc dudi 1 MHz.

Theo mdt phuong 4n uu tién, trong d6 aptame ¢ trinh ty néu trong SEQ ID
NO.1 hoidc SEQ ID NO.2 voéi diu 5° duoc thé nhom thiol (-SH) hodc nhém amin (-
NH>).

Vi du thue hién giai phap hiru ich
Vi du 1. San xuét thiét bi vi 16ng dé phat hi¢n dong té bao ung thw phoi A549
Tao cau tric kénh din Iéng ciia thiét bi vi Iong

D& thuc hién ché tao dugc kénh din bang vat ligu PDMS, cdc quy trinh vi ché tao
dua trén phuong phap quang khic (photolithography) da duge thuc hién trén phién
Silic véi chit can quang photoresist &m tinh dya trén epoxy SU-8.

Chuén bi, lam sach phién silic bang cach ngdm phién trong dung dich piranha
(hdn hop dung dich véi ty 1€ H,S04:H,0, = 3 : 1) & nhiét d¢ 120°C trong 2 gio. Thuc
hién quay phu lép chit can quang SU-8 lén bé mat phién silic v6i cdc bude nhu sau:
Budc 1 quay phu ¢ tbc do 500 vong/phut trong 20 gidy. Bude 2 quay phu trong 35
gidy & tde do 1000 vong/phut hode 2250 vong/phut d2 tao ra 16p SU-8 c6 do day tuong
g 1an luot 14 100 pm va 50 um.

Nung phién silic d& dwoc quay phu SU-8 (2050, MicroChem Corp., Newton,
MA, USA) tir nhiét d6 phong 1én dén 95 °C. Trong do6, cach mdi 2 phut, ting nhiét do
thém 5 d6. Budc tang nhiét do tir 60 °C dén 65 °C dugc giit trong khoang thoi gian 10
phut va bude tang nhiét do tir 90 °C 1én 95 °C duoc giit trong thoi gian 30 phuit. Sau
d6, phién silic dugc ha nhiét do vé nhiét d6 phong trong t6i thiéu 2 gior ddng ho.

Thuc hién phoi sang phién silic d& dugc ha nhiét do vé nhiét d6 phong dudi tia

UV. Phién silic dugc thiét 14p clng v6i mit na véi céc cdu tric xde dinh duge dat phia
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trén phién. Nang lugng phoi sang duoc thiét 1ap theo yéu cAu ctia nha cung cip chit
can quang, trong trudng hop nay, nang lugng dugc thiét 14p & mirc 200 mJ/ cm?.

Thue hién nung néng phién vira dugce phoi sang tir nhiét d6 phong 1én dén 95 °C.
Trong d6, cach mdi 2 phut, ting nhigt d6 thém 5 do. Bude tang nhiét do tir 60 °C dén
65 °C duoc giit trong khoang thoi gian 10 phat va bude tang nhiét d6 tir 90 °C 1én 95
°C duoc gift trong thoi gian 30 phut. Sau do, phién silic dugc ha nhiét do vé nhiét do
phong trong i thidu 2 gior ddng ho.

Thuc hién hién hinh chét can quang SU-8 bang dung dich hién hinh SU-8
Developer dé rira troi nhimng phéan chét can quang khong mong muén. Phan chét can
quang SU-8 con lai s& duoc su dung dé 1am khuon cho vi kénh long.

Sau khi tao thanh cong khudn cho vi kénh bang vat liéu SU-8, hdn hop polyme
PDMS duoc chun bj bing cach tron I4n hai phin PDMS (PDMS phan A va phin B,
Sylgard-184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning, Midland, MI, USA) theo ty 1& khdi
luong 13 10:1, va duge khudy déu trude khi d6 va khuon kénh SU-8. Hdn hop PDMS
duoc hut chan khong dé loai bo cac bot khi trong va trén mat hdn hop polyme. Tiép
d6, ca khuon kénh va hdn hgp PDMS dugc nung nong & 65 °C trong vong 2 gio dé
déng ctmg hon hop polyme PDMS. Sau d6, khudn kénh va PDMS dugc ha vé nhiét do
phong va thyc hién tich khuoén. Céac dudng din 16i vao va 18i ra cho vi kénh dugc tao
bang phuong phap duc 16 thi1 cong.

Tao ciu triic di¢n cuwc thao tdc va dién cuc cam bién cua thiét bi vi long

Phuong phdp quang khic (photolithography) cin mit na va ngudn sang UV aé
tao cAu tric trén mot 16p polyme cin quang Vol céc cu trac va myc dich mong mudn
phu hop véi cac cAu tric cha mit na. Tuy thudc vao nhu cdu do phan giai, mat na co
thé dugc in bang tia laze trén nén trong sudt (1200 dpi hodc d phan gidi 250 um), do
phan giai cao trén vat liéu phim trong sudt mong (10.000 dpi / 30 pm) hodc mét na voi
cau trac duoc in bang phuong phéap ling dong Chrominum trén thach anh (420.000 dpi
/ 600 nm). Mt na c6 do phan giai cao nhat thuong co gid thanh d4t hon va han ché
kich thuéc cua tng thé thiét bi vi long c& khoang 100 mm moi canh.

Céac cAu trac vi dién cuc duoc ché tao dua trén quy trinh quang khéc
(photolithography) va quy trinh an mon w6t cu thé véi cac budce nhu sau:

Phu quay lop chat can quang S1813 (Shipley 1813, MicroChem Co., Ltd,,
Westborough, MA, USA) lén bé mat phién thiy tinh d& dugc phin xa 16p chrominum
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va 16p vang trén bé mit. Tdc d6 quay phu duoc thiét 1ap & hai giai doan: tbc do 700
vong/phut trong 10 gidy diu qua trinh va toc do 1700 vong/phut trong 20 gidy tiép
theo cua qué trinh twong mg v6i viéc tao lop chit can quang day 2 pm trén bé mat
phién. Sau do, phién dugc nung nong & 90 °C trong 2 phut.

Thuc hién phoi sang 16p can quang vira dugc quay phi duéi anh sang UV & murc
nang lugng 90 mJ/cm2. Thye hién nung néng phién & 90 °C trong 3 phut sau khi photi
sang.

Chuén bi chét hién hinh bing cach hoa dung dich MP 351 véi nuée DI ¢ ty 162
9. Thue hién hién hinh céc phan chét can quang da duge anh sang UV kich hoat trong
budc phoi sang bang cach ngdm phién trong dung dich hi¢n hinh trong khoang 9 gidy.
Rira lai phién bang nudc DI va lam kho bang khi N2. Sau d6, nung phién & 120 °C
trong 3 phut d2 loai bod hoan toan hoi nuée con lai trén bé mat phién.

Thuc hién @n mon 16p vang khong bi chit can quang che phu bang cach ngdm
phién trong dung dich &n mon vang (Gold Etchant) trong khodng 15 gidy. Rira lai
phién bing nuéc DI va lam kho bang khi N».

Thuc hién dn mon 16p chrominum khong bi chét can quang che phi bang cach
ngam phién trong dung dich an mon Chrominum (Chrominum Etchant) trong khoang
10 s. Rira lai phién bing nudc DI va lam kho bang khi No.

Loai bo 16p chét can quang bang cach rira phién lan luot voi dung dich Acetone
va Ethanol. Rira lai phién bang nudce DI va lam kho bang khi Na.

D& tao 16p cach ly gifra vi di¢n cuc va mdi truong kénh long, budng long, mot
16p chit can quang co thé duoc tao ra bing phuong phap tuong tu voi mat na duoc
thiét ké riéng.

Tao céu tric dién cuc bao gom cdc dién cuc thao tic va dién cuc cam bién véi cdu

triic kénh dan vi long

D& PDMS chua cdu tric vi kénh long sau khi hoan thanh s& khong két dinh voi
chc cAu tric vat liéu khac va bé mat thé hién tinh ky nude. C6 mot sb phuong phap xr
Iy bé mat PDMS dé giam tinh ky nude d6 va gitip PDMS c6 thé két ndi véi vat liéu
khac do la phoi bé mat vt liéu PDMS trong oxy plasma. Pé dong géi dugce phan cau
trac vi kénh dugce ché tao bang vat liéu PDMS voi phién thuy tinh cé cAu trac vi dién
cuc kim loai, ca hai phién PDMS va phién thuy tinh duge thuc hién oxy plasma dé 1am

sach va kich hoat bé mit s dung buf“)ng plasma (Model PDC-32G, Harrick Plasma
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Corp., Tthaca, NY, USA) truéc khi duge gén véi nhau. Dé co thé gén chinh x4c vi
kénh véi cAu trac dién cuc trén phién thiy tinh, mdt camera theo ddi trong qua trinh
gan di dugc st dung d& didu chinh vi tri cua phién vi kénh PDMS trude khi hai phién
thue s duge gin véi nhau. Bén canh do, trong qua trinh diéu chinh vi tri dé dong goi
vi kénh va ciu trac dién cuc, mot lugng nho methanol cd thé duoc st dung dé giit hai
bé mit phan tach tam thoi trong thoi gian ngan trude khi duge gan kin v6i nhau thu
duge thiét bi v6i cAu trac nhu thé hién trén Hinh 1.

Phii ciu SH-PEG-COOH véi dién cuc cam bién ciia thiét b vi long

Hoa tan COOH-PEG-Thiol (Sigma Aldrich) trong dung dich nuéc DI t&i ndng do
0,4uM, theo do didu ché duge ché phadm phi. Khoang lam giau dugc nap diy bing ché
phim phit cAu COOH-PEG-Thiol sao cho ché phim phit cau ¢6 thé tiép xuc truc tiép
v6i dién cuc bt gitt. Toan bi thiét bi vi 1ong duge dat & nhiét d 4°C. Sau 17 gio, rira
khoang lam giau 104 bang cach bom dAy ché pham phu ra ngoai va nap diy budng lan
luot bﬁng cac dung dich: PBS 1x, nudc DI va Ethanol 70%, mdi dung dich 0 trong 10
phut trude khi bom d4y ra ngoai.

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) 98%
duge pha lodng véi nudc DI vé nong do 16% dé hoat hoa cho phan cho nhéom chic
COOH ctia phan tr COOH-PEG-Thiol d& dugc phu trén bé mit dién cuc vang dé tao
lien két voi aptame thong qua nhom chirc -NHa. Ché phdm dung dich EDC duoc nap
diy vao khoang lam giau. Sau 30 phut, rira khoang lam gidu bang cich bom day ché
phdm EDC ra ngoai va nap dy budng bing dung dich PBS 1x. Lip lai thao tac rira
budng bang dung dich PBS 1x 5 lan.

Két qua thu dugc thiét bi vi long da duge cd dinh cau SH-PEG-COOH (cau
COOH-PEG-Thiol) trén bé mat dién cuc vang dé c6 thé bt gitt dugc aptame khi tién
hanh phan tich.

Vi du 2. Thir nghiém diéu kién c6 dinh aptame lén dién cuc bt giir da dwge phi
cAu COOH-PEG-Thiol

Aptame c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 dugc st dung lam
aptame bét cdp dac hiéu voi dong té bao ung thu phdi A549.

Aptame duge pha lofing v6i nuée DI dé dat t6i nong d6 25 pM. Toan bo thiét bi
vi 16ng duge dat & nhiét do phong 25°C. Khoang lam giau 104 duoc nap diy bang ché
phdm aptame c6 ndng do 25 pM. Ché phim dung dich aptame duoc nap day khoang
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lam giau khoang lam giau. Sau 30 phut, rira khoang lam giau 104 bang cach bom day
ché phdm dung dich aptame ra ngoai va nap day budng bang dung dich PBS 1x. Lap
lai thao tac rira budng bing dung dich PBS 1x 5 lan.
Piéu ché dung dich chira té bao dich A549

Té bao dich dong ung thu phoi A549 dugc nudi cAy trong ti Am c6 diéu kién moi
truomg nhiét do 37°C va ty 18 CO2 5%. Sau khi 14y ra tir ti 4m, loai bé moéi truong ci,
rtra t& bao bang dung dich PBS 1x (khoang 2 ml/10 cm2 bé mit nudi cdy), tha dung
dich vao thanh ctia chai nudi cdy dé tranh tic dong tryc tiép lén 16p t€ bao. Lac nhe
chai nuéi cdy vai lan. Loai bo dung dich rira, bd sung dung dich tach t€ bao (da duge
lam 4m & 37 °C truée do) vio thanh chai nudi cdy (trypsin 10 % véi dong t€ bao
A549). Str dung vira dit thé tich dung dich tach (0.5 ml/10 cm2). Lac nhe chai nudi chy
vai 1an. U chai nuéi cdy trong ta 4m 37 °C trong thi gian 3 phut 30 gidy. Kiém tra
dudi kinh hién vi soi nguge xem murc d tach khoi mit day cta té bao. Néu dudi 90 %
t bao tach thi dé thém thoi gian 0 khoang vai phit nita. Kiém tra sy tach té bao trong
mbi 30 gidy. C6 thé g6 nhe vao dia dé ting hiéu qua tich € bao. Khi hon 90% té bao
tach, bd sung moi trudong nudi cdy hoan chinh (gom 1 % khang sinh, 9 % FBS, 90 %
méi truong nudi cy DMEM tmg v6i dong té bao A549) da dugc lam am voi thé tich
oép 2 IAn thé tich dung dich tich. Trai déu mdi truong 1én bé mat 16p té bao vai lan.
Chuyén toan by dung dich té bao sang dng 15 ml va ly tAm tai 500 vong/phut trong 5
phut. Loai bé méi truong nudi chy ndi c6 enzyme. Chuyén phan dung dich chia té bao
vao dng Eppendorf 1,5 ml.
U dung dich chira té bao dich trong khoang lam giau

Thiét bi vi léng duoc chuin bi theo Vi du 1 duge lam sach bé'lng cach nap dﬁy
bing dung dich PBS 1x khoang 5 1an. Té bao A549 dugc chun bi nhu trén duge bom
truc tiép dé o trong khoang lam giau sao cho dung dich chtra té bao tiép xuc ddng thoi
voi vung dién cuc va vung dé thay tinh thong thuong ¢ nhiét do phong 25 °C trong
thori gian 3 phut véi sb lugng té bao khao sat 1a 10* t€ bao. Sau thoi gian @ 3 phit,
budng vi 1éng tiép tuc dugc lam sach béng cach nap dﬁy dung dich PBS 1x va loai bo
céc t& bao lién két khong dic hidu véi bé mat dién cyuc vang.

Két quéa thé hién trén Hinh 5 cho thdy v6i hai ndéng d6 dung dich aptame khac
nhau bao gdm 25uM NH2-Aptame va 10pM NH2-Aptame. Dya trén két qua hinh dnh

kinh hién vi truée va sau khi rira bing dung dich PBS 1x, 6 thé thdy ring céc té bao
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khong bam dinh hodc bam dinh khong ddc hiéu véi bé mit vang da duoc chic hoa
aptame da bi rtra tr6i sau khi thuc hién thao tac rura. Con lai la nhitng té bao dich bam
dinh dac hiéu v6i bé mit vang di duoc chitc héa bang aptame. Khi thuc hién G bé mit
dién cuc véi hai ndng do dung dich aptame khéc nhau véi ciing mot s6 lugng t€ bao
dwa vao budng vi 1ong, ndng d 25uM NHa-Aptame cho thdy hiéu suit bt gitr dac
hidu voi céc té bao A549 cao hon so véi ndng d6 0 10uM NHz-Aptame. Trong truong
hop dién cuc dugc ché tao trén dé thuy tinh, dé thuy tinh dugce sir dung nhu la mot d6i
chimg cho két qua cta thi nghiém. C6 thé thdy véi ca hai ndng do dung dich aptame
25uM NH2-Aptame va 10uM NH2-Aptame, sb lwong t& bao con bam dinh lai bé mit
thity tinh 1a rét t, cho thdy tinh dac hiéu khi bat giit t& bao cla dién cuc da dugce chic
hoa.

Vi du 3. Phat hién dong té bao ung thw phdi A549 béing thiét bi vi 16ng theo gidi
phap hiru ich

Chudn bi dong té bao ung thu phoi A549

Té bao dich dong ung thu phdi A549 dugc nudi cdy trong tl 4m trong diéu kién
méi truong nhiét d 37°C va ty 18 CO2 5%. Sau khi 14y ra tir ti 4m, loai bo mdi trudng
¢ii, rira t bao bing dung dich PBS 1x (khoang 2 ml/10 cm2 bé mat nuoi cdy), tha dung
dich vao thanh ctia chai nu6i céy dé tranh tac dong truc tiép 1€n 16p té bao. Léc nhe
chai nudi cdy vai lan. Loai bo dung dich rira, bb sung dung dich tach té bao (da dugce
lam &m & 37 °C truée d6) vio thanh chai nudi cdy (trypsin 10 % véi dong t& bao
A549). Sir dung vira di thé tich dung dich tach (0.5 ml/10 em2). Lic nhe chai nudi cy
vai 1an. U chai nudi cdy trong ti 4m 37 °C trong thoi gian 3 phut 30 gidy. Kiém tra
dusi kinh hién vi soi ngugc xem mitc d tich khoi mat day cia té bao. Néu dudi 90 %
t bao tach thi dé thém thoi gian & khodng vai phit nita. Kiém tra sy tach té bao trong
mdi 30 gidy. C6 thé g6 nhe vao dia dé tang hiéu qua tach t& bao. Khi hon 90% té bao
tach, bd sung mdi truong nudi cdy hoan chinh (gdm 1 % khang sinh, 9 % FBS, 90 %
méi truong nudi cAy DMEM tng véi dong té bao A549) da dugc lam dm véi thé tich
ghp 2 14n thé tich dung dich tach. Trai déu moi trudng 1én bé mat 16p té bao vai lan.
Chuyén toan bo dung dich té bao sang 6ng 15 ml va li tdm tai 500 vong/phut trong 5
phut. Loai bo méi trudng nubdi cdy nbi c6 enzyme. Chuyén phan dung dich chira té bao

vao éng Eppendorf 1,5 ml.
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Cdp dung dich chita dong 18 bao dich A549 vao budng trén vi 1ong va khoang lam
giau

LAy 60 pl dung dich chita t& bao dugc chuin bi & trén cdp vao budng trdn vi long
thdng qua cira vao thit nhat va kénh dan 1i vao thit nhét ctia thiét bi vi 1ong phat hién
té bao dich A549. Ly 60 ul dung dich Sucroza 8,6% clp vao budng trén vi 16ng thong
qua cira vao thir hai va kénh dn 16i vao thir hai cta thiét bi vi long phat hién t& bao
dich A549. Hai dung dich trén duoc dua vao thiét bi vi long théng qua thiét bj vi bom
duge két ndi voi dng din dung dich mAu va duoc thiét lap ¢ toc do bom vi long 100
ul/phut. Sau khi dung dich mau va dung dich dém sucroza 8,6% dugc tron & budng
tron vi 1ong, khoang lam giau dich tiép tuc dugc nap déy bd1 sén phém tron cua bué)ng
tron vi 1ong bao gdm té bao dich A549 trong dung dich sucroza 8,6%.

Lam giau 1é bao trong khoang lam gidu

Sau khi buéng lam giau vao phat hién té bao dugc nap dﬁy dung dich sucroza 8,6
% chira t& bao dich. Thiét bi duoc giit nguyén trong 15 phut dé cac té bao trdi ndi ling
xudng diy kénh. Cac dién cuc thao tac duge két ndi voi ngudn phét tin hiéu xoay
chidu & tin sé 1 MHz, bién do 5 Vp-p dé thuc hién thao tac 1am giau t bao. Cac cap
dién cuc canh nhau 14n luot tir dién cuc phia ngoai vao dién cuc phia trong duoc dat
tin hidu dién thé xoay chidu dé tao ra luc dién di dién mi bude tac dong 1én cac € bao
d4 lang dong & ddy budng. Trong d6, thoi gian ap dung tin hiéu dién thé bude & mdi
cap dién cuc thao tac la 10 gidy. Thao tac tap trung té bao st dung dién truong budc
duoc tac dong 1an lugt cho t6i khi tin higu dién thé duoc dat t6i dién cyc trung tam.
Khi 4y, cdc té bao s& di chuyén qua dién cuc bit giit. Trong d6, céc té bao dich A549
sé twong tac vdi aptame duoc gén trén dién cuc bit gilr va s€ dugce gilt lai.

Két qua dugc thé hién trén cac Hinh 7 va 8, theo d6 cho théy kha nang phat hién
t& bao A549 trén ving cam bién ctia chu tric dién cuc trong budng vi 1éng sau khi thuc
hién lam gidu té bao tng véi sé lugng € bao khac nhau. Két qua cho thy trg khang
giita hai dién cuc cam bién dugc phén tich véi tan sé tin higu quét tir 10 KHz cho ti 1
MHz. Trén cac hinh 8 A, B, C va D cho thiy s6 lugng té bao dugc thao tac tap trung
vao khu vuc dién cuc cam bién tang din sau mdi luot 4p dung dién trudng budc quét
té bao trong bu6ng vi long. Ung véi moi luong té bao duogc tap trung tai dién cuc cam
bién nhu trén hinh phu A, B, C, D, tr& khéng duoc thé hién trén do thi Hinh. 7. C6 thé
thdy ring, mac di gid tri tré khang khong khac nhau nhiéu khi xét tong thé, nhung gia
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trj tdng tro khang s& tang dén tir khoang 31,4 KQ dén 32,1 KQ khi s6 luong té bao
xuét hién trén dién cuc cam bién thay déi tir 2 té bao dén 16 té bao (g véi tan 56 tin
hiéu tai 550 KHz. Bén canh d6, Hinh 9 thé hién két qua phat hién t€ bao dua trén
phuong phép phén tich tré khang tai cac tAn sb kich thich khac nhau (mg voi s6 luong
té bao khac nhau trong budng vi léng. C6 thé thdy rang, khi tan sb tin hiéu kich thich
str dung trong céac phép do trd khang thay ddi, do thay doi tro khang gitra cac dién cuc
cling thay d6i theo. Hon nita, sy thay ddi tré khang nay con phu thudc manh mé vao 56
luong t€ bao xuét hién & khu vurc cam bién. Ung véi truong hop c6 16 t€ bao xuat hién
& khu vire cam bién, d6 thay ddi tré khang 1a gan 2500 Q (g véi tan s6 kich thich 1a
200 KHz va con s6 nay 1a khoang 500 Q {mg véi tan s6 kich thich 1a 800 KHz. Nhu
vay, két qua cho thay kha nang phat hién té bao dua trén phuong phap phan tich tré
khang tai cac tAn s6 kich thich khac nhau tmg véi s6 luong té bao khac nhau trong
budng vi long.
Phdt hién té bao dd dwoc lam gidu va bdt giit trong khoang lam giau

Sau khi toan bd t& bao trong khoang 1am gidu da duoc thao tac, lam giau to1 dién
cuc bit giit, thiét bi s& duoc gift trong 30 phut ¢ nhiét d6 phong 25 °C dé tang thoi
gian tuong tac gifta cac té bao dich A549 véi bé mat dién cuc da duge chuce héa bﬁng
aptame ddc hiéu véi té bao dich A549.

Phat hién t& bao bing cich st dung mdy phan tich tr& khang (Impedance
Analyzer — 6420).

Tiép theo, hdn dich va té bao trong khoang 1am giau dugc dua ra ngoai thong qua
kénh din 16i ra va cira ra. Khoang lam giau dugc rira bang dung dich sucroza 8,6%
béng cach bom dung dich sucroza 8,6% vao céac cura vao véi tde dd 100 pl/phit trong
thoi gian 10 phtt. Viéc nay dam bao cho cac té bao khong bam dinh hodc bam dinh
khong dac hiéu voi bé mit dién cuc bat giit dugc rira troi trude khi thue hién phép do
trd khang gitta dién cuc bat gitt va dién cuc trung tam. Tiép theo, cac dién cuc trung
tAm va dién cuc bét gitt duoc két ndi téi dién cuc L va H ctia may phan tich tré khang
(Impedance Analyzer — 6420). Tén s6 quét ctia may phan tich tré khang dugce dat tur 10
KHz t6i 1 MHz. Dién thé kich thich dit & 1 Vp-p. Dit liéu vé gié tri tro khang phu
thude theo tAn sé dugc truyén t6i may tinh dé xu Iy va lwu trit thong qua phan mém
LabView.

Phat hién té bao bang cach sit dung mach cam tay do tré khang vi sai
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Tiép theo, hon dich va té bao trong khoang lam giau dugc dua ra ngoai thong qua
kénh dan 16i ra va cura ra. Khoang 1am giau duoc rira bang dung dich sucroza 8,6%
bang cach bom dung dich sucroza 8,6% vao cac cira vao v6i tbe do 100 pl/phut trong
thoi gian 10 phit. Viéc nay dam bao cho cac té bao khong bam dinh hodc bam dinh
khong dic hidu véi bé mit dién cuc bat gitt dugc rira trdi trude khi thuce hién phép do
trd khang gitta dién cuc bét gilt va dién cuc trung tam. Tiép theo, cac dién cuc trung
tdm va dién cuc bat gilt duoc két ndi t6i 161 vao cam bién ctia mach do tré khang vi
sai. TAn s& quét ctia médy phén tich tré khéng duoc dit tir 10 KHz t6i 1 MHz. Dién thé
kich thich it & 1 Vp-p. Dit lidu v& gia tri tré khang phu thude theo tan s6 dugc truyén
t6i mdy tinh dé xir ly va luu trit thong qua phan mém LabView.

Hinh 10 thé hién két qua sau khi thuc hién thanh cong viéc sir dung mach phat
hién tré khang vi sai. Két qua cho thiy kha ning phat hién té bao dua trén phuong
phdap trd khang vi sai tai cac sd lugng té bao khac nhau trong budng vi 16ng. Béng cach
sit dung mach dién tich hgp bd khuéch dai dung cu va bo khuéch dai lock-in ¢6 kha
nang phat hién tin hiéu nho trong nén nhidu 1én két hop cung voi ky thuét tré khang vi
sai, mach dién cho phép cung cAp gié tri dién thé 161 ra phu thudc vao s6 luong té bao
chénh léch gitra hai cap dién cuc cam bién. Sau khi thuc hién thanh cong viéc thao tac
lam gidu té bao tai dién cuc cam bién voi két quéa thé hién trén Hinh. 10, tré khang
gifta hai cdp dién cuc cam bién duogc khuéch dai vi sai b??lng cach st dung bd khuéch
dai dung cu. Két qua trén cac Hinh 10 A, B, C, D cho théy sb luong té bao duoc thao
tac tap trung vao khu vuc dién cuc cam bién tang din sau mdi lugt 4p dung dién
truong budc quét té bao trong budng vi long. Ung véi moi lugng t& bao duoc tap trung
tai dién cuc cam bién nhu trén céc Hinh 10 A, B, C, D, cho thy c6 su chénh léch vé
tré khang gitta hai cap dién cuc s€ dugc phén tich va xur ly va cudi cung dugc thé hién
trén dd thi Hinh 10 dudi dang tin hiéu dién thé, C6 thé thiy ring, do thay dbi dién thé
16i ra phu thudc ty 1€ thuén voi sb luong té bao chénh léch gifta hai cap dién cuc khi sir
dung phuong phép vi sai. Dién thé 1i ra thay doi 1én t6i 48 mV {ing véi truong hop co
18 té bao chénh léch gifta hai cap dién cuc cam bién véi nhau.

Hiéu qua dat dugc cia giai phap hiru ich

Thiét bi vi 1ong theo giai phap hitu ich cho phép phat hién luong nh6 dong té bao

ung thu phdi A549 cho phép umg dung trong chan dodn sém bénh ung thu phdi. Thiét

-2



2841

bi cho phép phan tich dic higu dya trén kha nang tap trung € bao bang dién truong va
vi phan tich, gitip ting hiéu suat phat hién t& bao dac hiéu.

Biing cac bé tri cac vi kénh va thiét ké dién cyc theo kiéu hinh tron ddng tam,
thiét bi vi 10ng theo giai phap hitu ich cho phép phan tich véi mot luong nh6 miu cling
nhu c6 kha nang phan tich hi¢u suit cao v6i kha nang lam giau va so sanh do chénh
1éch trg khang gifta cac dién cuc cung voi kha nang bét cap dic hidu cta cac aptame,
diéu nay cho phép khong chi tang hi¢u sut phat hién ma con giup giam gia thanh va
chin doan sém bénh ung thu phdi. Ngoai ra, véi cach thiét ké vi kénh gdm nhiéu ctra
nap cling nhu kha néng tap trung t& bao cao nhd dién trudng, thiét bi cho phép tur dong
hoa quy trinh phat hién dong té bao ung thu phdi va gidm thoi gian xét nghiém.

Vide bé tri thiét k& dién cye theo kiéu hinh tron ddng tAm cho phép thiét bi ¢
kha nang thao tac tap trung lam giau va thyc hién phan tich tré khang tor mot té bao
don 1& cho dén nhidu & bao sau khi duge biy vao khu vuc dién cuc cam bién, day
duoc xem nhu 12 mot cach danh gia kha nang vuot troi cla thiét bi so vdi cac nghién
clru va thiét bj khéc. Jhih-Lin Hong va cdng sy ciing da tung phat trién mot h¢ thong
thuc hién biy té bao vao khu vuc cam bién va do phd tré khang cua dong t& bao ung
thur véi tAn sb phan tich tir 20 KHz dén 100 KHz, tuy nhién hé thong ctia Hong & xuét
chi cho phép by va thuc hién phép do tr& khang trén 1 té bao don 1¢ (Hong, Lan, &
Jang, 2012). Két qua nghién ctru ctia Hong cho thdy tré khang cta don té bao ung thu
phdi A549 tai tAn s 100 KHz 12 khoang 2900 Q trong khi két qua he thdng d& xuét c6
thé phan tich tré khang cua hai té bao tai tn s6 200 KHz 1 khoang 1000 Q, khi 5O
luong té bao tang thi trd khang ghi nhén dugce tang trung binh 170 Q/té bao. Trudce do,
vao nim 2009, nhém nghién ctru ctia Younghak Cho va cong su da thuc hién dé xuét
thanh cong thiét bi phan tich phd tr& khang don € bao ung thu di can (Cho et al,,
2009). Thiét bi nay bay don t& bao vao cac héc duge didu khién bang ap suit 4m trude
khi thuc hién phén tich tré khang trong khoang 50 kHz — 2 MHz trén chinh té bao bi
by dé. Tuy nhién, hé théng d& xudt cta Cho chi sir dung trong viéc phén tich don té

bao, chua duogc tdi wu cho viéc phén tich da té bao nhu hé théng dé xuét.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Thiét bi vi long dé phat hién dong té bao ung thu phdi A549, trong dé thiét bi nay
bao gdm phan dé (110) dugc ghép voi khdi chira cau tric vi kénh (111) ¢6 khoang lam
giau (104) va vi dién cuc (108) duge b tri khép véi khoang lam giau (104) nay, gilta
vi dién cuc (108) va khoang lam giau (104) dugc cach nhau béi 16p cach ly (107), dién
cuc duoc két ndi voi bén ngoai béi hé day din (109) két ndi véi thiét bi ngoai vi, trong
do:

Phén dé (110) duge lam bing thiy tinh c6 cdu trac hinh chit nhét phing dé d& toan bo
thiét bi vi long;

Khdi chira ciu trtc vi kénh (111) dugc lam tir vat liéu polydimethylsiloxan (PDMS),
trén d6 c6 chu tric vi kénh duoc khic trén mot mat ciia khdi bao gdm céc kénh dan
(102) ndi v6i budng tron vi long (103) dén khoang lam giau (104) hinh tron dén kénh
thoat (105), phia ddu céc kénh din (102) c6 bd tri céc clra nap (101) va kénh thoat
(105) ¢6 bd tri cira thodt (106), cc cira nap (101) va cira thodt (106) nay duoc b tri
xuyén qua khdi chira cdu truc vi kénh (111) dén mat con lai cua khdi, cac clra nap
(101) va cira thoat (106) duge gin véi cac dau két ndi chir L (113) va ghn véi cac

dudong dan mau (112);

Thiét bi nay ¢6 tir 1 dén 10 cira nap (101) dugc bé tri doc 1ap va c6 cac kénh dan (102)

tuong ung dan vao budng tron vi léng (103);

Budng tron vi long (103) ¢6 cu trae kénh duoce két hop tir nhiéu kénh dan (102) dé

tron déu vat lidu cap tir cac kénh dan (102) nay;

L6p céach ly (107) duge bb tri gitra vi dién cuc (108) va khoang lam giau (104) duoc
lam tr vt liéu polydimethylsiloxan (PDMS) c6 d¢ day khoang 1um;

Vi dién cuc (108) duoc lam tir vang hodc indium thiée oxit (ITO) ¢6 cdu tric dang
hinh tron v6i dudong kinh bing duong kinh khoang lam giau (104), trén vi dién cuc
(108) nay bao gdm dién cuc trung tdm (117) c6 dang hinh tron nim & tAm ca cau tric
vi dién cuc (108), tiép d6 1a cac dién cuc cam bién (115) va dién cyc tham chiéu (116)
14 cac dai nira hinh tron bd tri déi xtmg nhau qua dién cyc trung tdm (117) va cac dién
cuc thao tic (114) la céc dai hinh tron hé dong tAm bao quanh dién cyc cam bién (115)

va dién cuc tham chiéu (116), ddu cua cac dién cuc nay duoc gén 1an luot v6i hé day
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dn (109) d& doc lap két ndi véi thiét bi ngoai vi, trén dién cuc cam bién (115) dugc
chic hoa dé bét cap v6i cac aptame c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID
NO.2; va

Hé ddy din (109) duge bd tri sat phan dé thuy tinh, trong d6 hé ddy dan nay két ndi
céc dAu dién cuc trung tam (117), dién cuc cam bién (115), dién cyuc tham chiéu (116),

dién cuc thao tac (114) dé doc 1ap két ni cc dién cuc nay véi thiét bi ngoai vi;

khi duoc lép ghép, hé day dan (109) ndi véi cac dién cuc trén vi dién cuc (108) duge
dat sat v6i phan dé (110), tiép d6 phin dé (110) nay duogc ghép véi khdi chira chu tric
vi kénh (111) sao cho mat khic trén cAu tric vi kénh duge ép kin véi phan dé (110) va
vi dién cuc (108) nam chinh gifta khoang lam giau (104) va dugc ngan cach véi khong
gian ctia khoang lam giau (104) béi 16p cach ly (107), tao cAu trac vi kénh kin, phia
dAu cac kénh din (102) va kénh thodt (105) dwoc gén véi cac dau két néi chit L (113)
théng qua cac cira nap (101) va ctra thodt (106), ddu con lai cia dau két ndi chit L

(113) dugc ndi véi cac duong dan mAu tao thiét bi vi long hoan chinh;

theo do, khi thuc hién phat hién té bao ung thu phéi A549, miu aptame duoc bom vao
duong din mau qua ctra nap (101) di qua budng trén vi léng (103) dén khoang lam
giau (104) dé ¢ dinh cac aptame trén dién cuc cam bién (115), sau khi rira phﬁn du,
mau phat hién dugc bom tiép qua ctra nap (101) dén day khoang lam giau (104), dong
thoi 4p dién thé vao cac dién cuc thao tac (114) lan luot theo hudng tir ngoai vao tAm
dé 1am giau t& bao ung thu phdi A549 va do tr& khang va tré khang vi sai d&€ xac dinh
té bao ung thu phdi A549.

2. Thiét bi theo diém 1, trong d6 khoang lam giau (104) c6 chiéu cao khoang 50 pm,
ban kinh khoang lam giau (104) nay khoang 500 pum va vi dién cuc (108) trong khoang
lam giau (104) c6 chiéu day khoang 1 pm.

3. Thiét bi theo diém 1, trong d6 sb luong dién cuc thao tic (114) ¢6 tir 1 dén 50 dién
cuc ¢6 d6 rong mdi dién cuc khoang 50 micromet dugc b tri trén cac cung tron cach
déu nhau huéng tAm bao quanh dién cuc trung tdm (117) & tAm vi dién cuc (108).

4. Thiét bi theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 dién cuc cam bién
(115) duoc chitc héa bing ciu ndi SH-PEG-COOH trén co s& chét xtc taic EDC/NHS
vOi cac néng d6 khac nhau dé gén két dic hiéu v6i aptame c¢6 trinh tu néu trong SEQ

ID NO.1 va SEQ ID NO.2 dic hiéu v6i dong té bao ung thu phoi A549.
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5. Quy trinh phat hién dong té bao ung thu phdi A549 bang thiét bi vi long theo diém

bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc bude:

a) chuén bi thiét bi vi long nhu duge x4c dinh theo didm bat ky trong s6 cac diém tir 1

dén 4 trong d6 céc cyc ctia hé ddy dan dugc ndi véi thiet bi do ngoai vi;

b) ¢b dinh aptame vao khoang lam giau bang cach bom ddng thoi dung dich chta
aptame c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2 theo 6ng dan dung dich
thir nhat qua kénh dAn thi nhit va bom dung dich dém theo éng dan dung dich thir hai
qua kénh dan thir hai d& phbi tron véi ndng d6 dinh trude trong budng tron vi long va
lam day khoang lam giau, tién hanh 0 trong khoang 60 phut dé aptame cb dinh trén bé

mit dién cuc cam bién;

¢) rira khoang lam giau bang cach bom dung dich PBS theo bng dan dung dich thi hai
lién tuc trong thoi gian 10 phut voi téc d6 10 uL/gidy dé rira cac thanh phan khong cb

dinh trén bé mat dién cuc cadm bien;

d) chp mAu can phat hién té bao A549 bang cach huyén phu hoa mau trong dung dich
dém va cip vao khoang lam giau théng qua clra nap voi tbc d6 10uL/gidy dén khi lap

day khoang lam giau;

e) lam giau té bao A549 bing cach ap luc dién di dién moi (DEP) trén cac té bao bang
cach ap dién thé 1én céc cap dién cuc thao tic canh nhau theo huéng tir ngoai vao
trong phia tam dé tap trung té bao A549 vao céac dién cuc da duogc c¢b dinh aptame bt
cap dac hiéu v6i té bao A549, sau d6 u khoang 1am giau trong khoang 60 phut dé cb
dinh t& bao A549 trén bé mit dién cuc;

f) loai b té bao khong dic hi¢u bing céch bom dung dich PBS vao khoang 1am giau
thong qua céac ctra nap lién tuc trong thoi gian 10 phit v6i the dd 10 pL/gidy dé ria
cac té bao khong bam dic hiéu voi aptame duge ¢d dinh trén dién cuc; va

o) xéc dinh dong té bao A549 trén bé mat dién cuc bing cach do tré khang va do tro
khang vi sai dién cuc trung tdm, dién cuc cam bién va dién cuc tham chiéu tir d6 xac

dinh duoc dong té bao A549 c6 trén bé mit dién cuc.

6. Quy trinh theo diém 5, trong d6 budc xac dinh dong té bao A549 trén bé mat dién
cuc dugc thyc hién bang cach do tré khang gifta dién cuc cam bién va dién cuc trung

tAm boi thiét bi phan tich trd khéng (Impedance Analyzer) dé so sanh gid tri chénh
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1éch tro khang gitra hai dién cuc tir d6 dinh lugng dugc luong té bao c¢6 mit & dién cuc

cam bién hodc dién cuc trung tam.

7. Quy trinh theo diém 5 hoic 6, trong d6 tan s6 khao sat tr& khang gitra hai dién cuc

cam bién va dién cuc trung tim nam trong khoang 10 KHz dén 1 MHz.

8. Quy trinh theo diém 7, trong d6 bién do tin hiéu khao sat tré khédng gilta hai dién

cuc cam bién va dién cyc trung tdm 1a nhé hon 10 V.

9. Quy trinh theo diém 5, trong d6 budc xac dinh dong té bio A549 trén bé mit dién
cuc dugce thuc hién br?mg cach do do chénh léch tré khang gitta hai c@p dién cuc bao
gém dién cuc trung tdm vdi dién cuc cam bién va dién cuc trung tim voi dién cuc

tham chiéu thong qua cdc mach khuéch dai vi sai va khuéch dai ngoai vi.

10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 bién do tin hiéu khao sat tré khédng vi sai gilta hai

cap dién cuc nho hon 10 V.

11. Quy trinh theo diém 10, trong d6 tin sb tin higu khao sat tré khang vi sai gitta hai

cap dién cuc dudi 1 MHz.

12. Quy trinh theo diém 5, trong d6 aptame c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 hodc
SEQ ID NO.2 v6i ddu 5’ dugce thé nhom thiol (-SH) hodc nhém amin (-NHa).

13. Quy trinh theo diém bt ky trong sb céc diém tir 5 dén 12, trong d6 dung dich dém
dugc str dung trong budc ¢b dinh aptame duogc chon tir nhém céc dung dich bao gdm:
HEPES (pH 7,5): 40mM HEPES, 100mM NaCl, SmM MgCly; PBS (pH 7,4): 137mM
NaCl, 2,7mM KCI, 8,1 mM NaHPO4, 1,76mM KH>PO4; Tris-HCI (pH 7,5): 50mM
Tris, 150mM NaCl, SmM MgCl,, ImM EDTA; TE (pH 8,0): 10mM Tris, ImM
EDTA).

14. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 5 dén 13, trong d6 thoi gian ap
dién thé 1én cac dién cuc thao tic canh nhau trong budc lam giau t€ bao A549 c6 thoi
gian khoang 60 gidy cho mdi budc ap dién thé.

15. Quy trinh theo diém bat ky trong sb céc diém néu trén, trong d6 trude bude cb dinh
aptame con bao gém budc chirc ning hoa bé mit dién cuc cam bién v6i cau SH-PEG-
COOH bing c4ch dua dung dich SH-PEG-COOH vio thiét bi vi 16ng dong thoi thong

qua cac cira nap va kénh dan dén khoang lam gidu va 0 trong thoi gian khoang 60 phut
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DANH MUC TRINH TY’

<110> Pai hoc céng nghé - Pai hoc Qubc gia Ha Noi
<120> THIET BI VI LONG PE PHAT HIEN DONG TE BAO UNG THU PHOI A549 VA

QUY TRINH PHAT HIEN DONG TE BAO UNG THU PHOI NAY

<130>

<160>2
<170>

<210> 1

<211> 84

<212> Nucleotit
<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Aptame

<220>
<400>
ACGCTCGGAT GCCACTACAG GGTTGCATGC CGTGGGGAGG GGGGTGGGTT TTATAGCGTA 60
CTCAGCTCAT GGACGTGCTG GTGAC 85

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Aptame

<220>

<400> 2

ACGCTCGGATGCCACTACAGGGTTGCATGC CGTGGGGAGGGGGGTGGGTTTTATAGCGTA 60
CTCAGCTCATGGACGTGCTG GTGA 84
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